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Resumo

As bactérias patogénicas gram-negativas desenvolveram estratégias sofisticadas para
infectar seus hospedeiros, utilizando sistemas de secregdo especializados para
translocar proteinas de viruléncia através da membrana das células eucaritticas para o
citoplasma. Para que este processo seja eficiente, estas proteinas de viruléncia devem
estar parcialmente enoveladas ou mesmo desenoveladas para que possam ser
transportadas para o interior das células hospedeiras através desses sistemas de
secrecdo. Uma vez dentro das células alvo, as proteinas de viruléncia sao
encaminhadas ao seu estado nativo e ativadas pela prépria maquinaria de
enovelamento da célula hospedeira. As proteinas responsaveis em auxiliar o
enovelamento protéico nas células séo as chaperonas, denominadas classicamente de
proteinas de choque térmico (Hsps). Plantas, por serem organismos sésseis, sao muito
mais vulneraveis a fatores de estresse bibtico e abidtico, tornando o papel das Hsps
ainda mais relevante para a homeostase protéica e viabilidade celular. O estudo das
proteinas da familia Hsp90 € muito difundido devido ao seu papel fundamental
desempenhado nas situacdes de infeccdo e em diferentes tipos de estresse. Neste
trabalho, a proteina recombinante Hsp90 de laranja doce (Citrus sinesis) foi clonada e
purificada com o objetivo de estudar o mecanismo geral de infeccao do fitopatdégeno
bacteriano de espécies de citros Xanthomonas citri (Xac). Investigou-se a interacao,
combinando técnicas de western blot e ensaios de pull-down, entre a Hsp90 e todas as
quatro variantes da PthA, principal fator de viruléncia de Xac, e as co-chaperonas da
Hsp90 de laranja ciclofilina (Cyp) e uma proteina tiorredoxina-‘like’ (TDX). Estas
proteinas ja foram descritas por se apresentarem reguladas positivamente na laranja
doce durante a infeccdo com Xac, apontando para um possivel papel da Hsp90 na
formagao de um complexo de enovelamento capaz de ativar as proteinas de viruléncia
de Xac no interior das células infectadas. Além disso, investigamos a estrutura e funcéao
da Hsp90 de laranja doce que apresentou-se enovelada e soluvel, como medido por
dicroismo circular (CD), espectroscopia de fluorescéncia intrinseca e espalhamento de
luz dindmico (DLS). A Hsp90 se apresentou como um dimero em solu¢gdo com um raio

Xix



de Stokes de 62 A, e altamente resistente & desnaturagcao por temperatura, como
medido por CD. A proteina mostrou-se funcional, como medido pela sua capacidade de
proteger a agregacao da citrato sintase in vitro em um ensaio de espalhamento de luz.
O estudo do efeito de nucleotideos na conformagéo e fungcédo da Hsp90 através de CD,
fluorescéncia intrinseca e de espalhamento de raios-X a baixos éangulos (SAXS)

mostram alteracdes na conformacgéo da proteina na presenca destes ligantes.
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Abstract

Gram-negative bacterial pathogens, which have developed sophisticated strategies to
infect hosts, use specialized secretion systems to secrete and translocate virulence
proteins across the eukaryotic cell membrane into the cytoplasm. The translocation
process depends on unfolded or partially folded virulence proteins to be transportated
through the secretion system into the target inner cell where they are folded by the host
chaperone machinery. Auxiliary proteins are responsible to help folding in cells and are
known as molecular chaperones, or heat shock proteins (HSPs). Plants, being sessile
organisms, are much more vulnerable to biotic and abiotic stress factors, making the
role of HSPs even more important for protein homeostasis and cell viability. The study of
the Hsp90 family is widespread due to the key role played in situations of infection and
under various types of stress. In this work, an Hsp90 sweet orange (Citrus sinesis) was
cloned and purified in order to study the general mechanism of infection of the bacterial
pathogen of citrus species, Xanthomonas citri (Xac). First, we investigated the
interaction, by combining immunostaining and pull-down assays, between Hsp90 and all
four variants of PthA, the major virulence factor of Xac, and the orange Hsp90
cochaperonas cyclophilin (Cyp) and a thioredoxin-like protein (TDX). These proteins
have been described to be upregulated in sweet orange during infection with Xac,
pointing to a possible role of Hsp90 in the formation of a folding complex able to activate
the virulence proteins of Xac inside the infected cells. Furthermore, we took to
investigate the structure and function of the Hsp90 from sweet orange, which was folded
and soluble as measured by circular dichroism (CD), intrinsic fluorescence spectroscopy
and dynamic light scattering (DLS). Hsp90 was a dimer in solution with a Stokes radius
of about 62 A, tolerating up to 90 °C without denaturation, as measured by CD. The
protein was functional, as measured by its ability to protect the aggregation of citrate
synthase in an light scattering assay. The study of the effect of nucleotides on the
conformation and function of Hsp90 by CD, intrinsic fluorescence and small-angle X-ray
scattering (SAXS) show evidence of conformation modulation by ATP and ADP.
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1. Introducao
1.1 Xanthomonas citri

Diversas espécies e linhagens diferentes de Xanthomonas causam sérias
doencas em plantas, e sdo responsaveis por perdas significativas na producao de
importantes cultivares, como citros, arroz, uva, feijao e algodao (Swings e Civerolo,
1993). Surpreendentemente, algumas linhagens filogeneticamente distintas afetam
0s mesmos tipos de hospedeiros, causando os mesmos sintomas das doencgas
(Brunings e Gabriel, 2003; Jones et al., 2000). Xanthomonas citri (Xac) € uma
espécie de bactéria gram-negativa baciliforme que possui um flagelo polar, o qual
Ihe confere mobilidade. Esta bactéria € a causadora do cancro citrico (Figura 1),
uma infeccdo que afeta plantacdes de frutas citricas de diversos paises de todo o
mundo, incluindo o Brasil (Brunings e Gabriel, 2003).

Xac € um organismo que ndo necessita de vetor para que acontega a infecgao.
Sua transmissao se da através do vento, agua, ou pelo homem, devido ao contato
destes com a bactéria, que € liberada na superficie da planta contaminada, no fim
do seu ciclo (Brunings e Gabriel, 2003). Ap6s o contato com o hospedeiro, a
bactéria penetra em seus tecidos através de estdbmatos, lenticelas ou pequenas
lesbes na sua superficie. Caso nao entre em contato com algum citro, a Xac ainda
pode sobreviver por alguns meses na rizosfera de algumas gramineas e em frutos e

folhas em decomposicdo (Goto et al., 1975; Christiano, 2003. Dissertacao).



Figura 1: Infeccdo por Xac. A) Lesdo tipica de cancro citrico, provocando abscisdao
prematura dos frutos e folhas (figura retirada de Brunings e Gabriel, 2003). B) Microscopia
eletrbnica de varredura de um estbmato de folha de toranja (Citus paradisi) durante
infeccao por Xac (figura retirada de Graham et al., 2004).

1.2 Sistemas de secrecao de bactérias gram-negativas

Muitas bactérias patogénicas gram-negativas compartiliham uma habilidade
marcante de injetar fatores de viruléncia bacterianos diretamente no interior das
células de seus hospedeiros eucariotos. Estas proteinas efetoras
subsequentemente subvertem os processos celulares do hospedeiro de varias
maneiras, a fim de possibilitar a modulacéo direta do novo ambiente pelo patdégeno,
deixando este suscetivel a invasdao e infeccdo. Os componentes-chave que
medeiam a secrecao destes fatores de viruléncia sdo os chamados sistemas de
secregao (Moraes et al., 2007). Estes sao divididos em quatro tipos, de acordo com
sua morfologia e fungédo. Esses sistemas sdo de fundamental importancia para as
bactérias gram-negativas, pois, além de realizarem a secrecdo de diversas
proteinas, principalmente as de patogenicidade, participam também da montagem
dos flagelos (Hueck, 1998; Galan e Collmer, 1999; Cornelis e Van Gijsegem, 2000;
Cornelis, 2006; MacNab, 2003).



Em Xac foram encontrados dois diferentes tipos de sistemas de secrecdo do
tipo Il, responsaveis pela secrecdo de enzimas extracelulares que degradam a
parede celular, sendo um deles especifico de Xac (Da Silva et al., 2002). No
genoma deste fitopatdégeno foi anotado um unico cluster de sistema de secregéo
tipo Il (T3SS, “type three secretion system”), encontrado no cromossomo, sendo
importante para a patogenicidade (secrecao de Hrp), e dois tipos de sistema de
secrecado tipo IV (T4SS, “type four secretion system”), um encontrado no
cromossomo, e outro encontrado no plasmideo pXAC64 (Da Silva et al., 2002). Os
sistemas de secrecao dos tipos Il e IV (Figura 2) sdo os mais importantes durante o
processo de infeccdo a ser realizado pela Xanthomonas (Hueck, 1998; Galan e
Collmer, 1999; Cornelis e Van Gijsegem, 2000; Alegria et al., 2004; Gurlebeck et al.,
2006; Stavrinides et al., 2008).

A estrutura supramolecular do T3SS torna este sistema muito mais eficiente no
processo de infecgdo das células hospedeiras do que os sistemas dos tipos 1 e Il. O
T3SS consiste de um complexo protéico macromolecular com estrutura e funcao
conservadas, constituido por mais de 20 proteinas diferentes. Este complexo,
também conhecido como “complexo agulha” constitui um caminho continuo para as
proteinas efetoras do citosol bacteriano até o citosol da célula hospedeira (Cornelis,
2006; Moraes et al., 2007). Este complexo caracteriza-se por apresentar uma
porcao externa, alongada e oca, com cerca de 120 nm de comprimento, semelhante
a uma agulha, e uma porcao basal cilindrica, a qual permanece ancorada na

membrana plasmatica da bactéria.
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Figura 2: Sistemas secretorios tipo I, Il e IV. A possibilidade de se injetar proteinas no

interior da célula hospedeira constitui uma vantagem importante para os patdgenos
bacterianos gram-negativos de animais e plantas. (figura adaptada de Cascales e Christie,
2003).

Segundo da Silva et al. (2002), 25 dos 27 genes codificantes para o T3SS
encontram-se no unico locus (hrp) do cromossomo de Xac. Varios desses genes
hrp sao conservados (hrc) em fitopatdégenos e patégenos de animais. Muitos dos
genes hrp do locus ndo apresentam funcdo bem estabelecida, mas alguns podem
ter suas fungdes preditas pela sua homologia aos genes do flagelo.

O sistema de secrecdo do tipo IV é responsavel por transportar o DNA
bacteriano, auxiliando no mecanismo de conjugacao, em bactérias, além de estar
envolvido na secrecdo de algumas proteinas de viruléncia e complexos DNA -
proteina (Cascales e Christie, 2003). O T4SS possui uma estrutura muito
semelhante a do T3SS, o que também possibilita a injecdo de proteinas e
complexos protéicos diretamente no citoplasma de outras células (Christie e Vogel,
2000; Groisman, 2001, Qiao et al., 2007).



1.3 Interacao planta-patégeno

Existem diversos organismos, dentre fungos, virus, nematodos e bactérias que
sdo patégenos de plantas. Tais organismos utilizam diversas estratégias para a
infeccdo. Bactérias patogénicas podem se proliferar nos espacos intracelulares (o
apoplasto) apos adentrarem no hospedeiro através de estbmatos e hidatédios, ou
através de feridas nos tecidos. Muitos organismos que representam esta classe
enviam proteinas efetoras, conhecidos como fatores de viruléncia, para dentro das
células da planta, a fim de melhorar seu desempenho na infec¢do (Jones e Dangl,
2006), causando uma grande variedade de doengas na maioria dos cultivares
(Alfano e Collmer, 1996). A maioria desses patégenos sao bactérias gram-negativas

e pertencem aos géneros Erwinia, Pseudomonas, Xanthomonas, e Ralstotnia.

As plantas, diferente dos mamiferos, nao possuem células de defesa moéveis
nem um sistema imune somatico adaptativo. Estas possuem um sistema imune
natural baseado no reconhecimento de fatores externos. A deteccdo de um
organismo invasor em potencial € um passo critico para a ativagdo de uma resposta
efetiva. Desta forma, para acompanhar a enorme gama de patbégenos em constante
alteracdo, as proteinas de defesase desenvolveram nas plantas (da Cunha et al.,
2006).

O carater das respostas defensivas das plantas € controlado pelos seus genes.
A resisténcia aos patégenos pode proceder tanto ao nivel de espécie quanto de
cultivar. A resisténcia de cultivares esta associada a uma morte celular localizada,
conhecida como resposta de hipersensibilidade (HR). Esta resposta geralmente é
induzida por uma interagdo direta de proteina com proteina (Flor, 1955). Os fatores
de viruléncia dos patdégenos sdo reconhecidos por proteinas de resisténcia (R)
sintetizadas pela planta hospedeira.

Diversas proteinas “R” atuam em complexos R multi-protéicos os quais
interagem com os efetores do patégeno, induzindo uma sinalizagdo para a
resisténcia (Friedman e Baker, 2007). O reconhecimento de patdgenos por plantas
ndo se da somente através da interagcdo de suas proteinas R com as proteinas



efetoras do patdégeno. As proteinas estruturais desses organismos formam padrdes
moleculares associados aos patégenos (PAMPs), que sédo reconhecidos por
receptores localizados na membrana celular das células do hospedeiro (Figura 3).
Devido a esse reconhecimento, varios genes de patogenicidade acabam sendo
responsaveis por cessar a propagacao da doenca, tornando o parasita avirulento.
Por isso, sdo denominados de genes avr (aviruléncia) (Alfano e Collmer, 1996;
Baker, 1997; Bulttner e Bonas, 2006). Os genes bacterianos relacionados ao
desenvolvimento de uma HR, em plantas ndo hospedeiras, e de patogenicidade,
nos hospedeiros naturais, foram denominados “hrp” (hypersensitive response and

pathogenicity) por Lindgren et al. (1986).
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Figura 3: Hip6tese de evolugao conjunta da resisténcia de plantas a seus patégenos
(figura adaptada de da Cunha et al., 2006).

1.4 PthAs: as principais proteinas de viruléncia de Xac

O gene de patogenicidade, pthA, é encontrado em todas as linhagens

patogénicas de Xanthomonas (Cubero

e Graham, 2002). A PthA é uma proteina

requerida para que ocorra 0 aparecimento dos sintomas da doenga do cancro

citrico em citros. A introdugdo de PthA

em linhagens oportunistas de Xac, ou de

média viruléncia em citros, conferiu a habilidade de induzir o cancro citrico (Swarup
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et al., 1991). Esta proteina possui repeticdes quase idénticas de uma sequéncia de
34 aminoacidos em sua porcado central, trés sequéncias de sinalizacdo para
localizagao nuclear, e um dominio de ativacdo de transcricdo na regiao C-terminal.
O numero de repeticdes e sua disposicao dao a linhagem a especificidade aos seus
hospedeiros (Marois et al., 2002). Estas caracteristicas estruturais sugerem que a
PthA é transportada para o citoplasma do hospedeiro através do T3SS, e
encaminhada ao nucleo, onde regula a expressao de genes que levam a HR ou a

patogenicidade (Swarup et al., 1992; Szurek et al., 2002; Shiotani et al., 2007).

As proteinas secretadas por esses sistemas sdo enderegadas e introduzidas no
canal de secregao parcialmente desenoveladas, devido a limitagdo de tamanho do
canal (cerca de 20 A), que é inferior & espessura de estruturas protéicas em seu
estado enovelado, podendo causar, desta forma, a obstrugdo do canal (Feldman et
al., 2002). Uma vez dentro das células infectadas, estas proteinas efetoras devem
se enovelar para que atinjam seu estado nativo, desempenhando assim, sua fungao
na infeccdo. A célula infectada fornece toda a maquinaria de enovelamento para
auxiliar a proteina efetora a se ativar em seu interior. Desta forma, € fundamental
entender como estas proteinas se tornam ativas dentro das células do hospedeiro,

e quais sao as proteinas e complexos protéicos envolvidos neste processo.

1.5 Enovelamento de proteinas

Enovelamento protéico refere-se ao processo em que as proteinas recém
sintetizadas devem passar para adquirirem estrutura nativa. Para que as proteinas
consigam desempenhar suas fungdes corretamente nas células, estas devem
alcangar sua estrutura nativa apdés sua sintese. No meio intracelular, a
concentragdo de macromoléculas € extremamente alta, chegando a cerca de 400
mg/ml (Ellis, 2001). Em um ambiente tdo concentrado, o enovelamento das
proteinas até sua estrutura nativa torna-se dificil, podendo levar ao enovelamento
incorreto destas ou a formacado de agregados protéicos inespecificos, os quais
estdo relacionados a diversas doengas, como: mal de Parkinson, fibrose cistica,



doenca de Huntington, mal de Alzheimer, entre outras (Ruddon e Bedows, 1997;
Beissinger e Buchner, 1998; Hartl e Hayer-Hartl, 2002; Ramos e Ferreira, 2005).

Para contornar estes problemas, as células utilizam de um sistema bastante
elaborado envolvendo proteinas capazes de auxiliar os polipeptidios recém
sintetizados em seu enovelamento correto (Borges e Ramos, 2005; Tiroli-Cepeda e
Ramos, 2011). Um breve esquema deste sistema pode ser visto na figura 4. Estas
proteinas sdo chamadas de chaperonas moleculares, classicamente denominadas
de proteinas de choque térmico (Hsps) por sua expressdao aumentada em
condicoes de estresse térmico, assim como em diversos tipos de estresse bibdtico
e/ou abidtico (Albanése et al., 2006; Liu et al., 2009; Kubotaet al., 2010). Estas
proteinas ainda recebem o auxilio de outras para desempenhar suas funcoes
corretamente na via de enovelamento protéico, chamadas de cochaperonas
(Taherian et al., 2008;Johnson e Brown, 2009). Grande parte das Hsps sao
constitutivas nas células, e sdo normalmente denominadas e separadas em familias
de acordo com suas massas moleculares. Além de auxiliarem no enovelamento
protéico (Martin e Hartl, 1997; Hartl e Hayer-Hartl, 2002; Dickey et al.,2007) as
proteinas desta classe também tem suas fungcbes associadas a recuperagdo de
proteinas de agregados protéicos (Sanchez e Lindquist, 2000), translocagdo de
proteinas através de membranas (Hartl e Hayer-Hartl, 2002), encaminhamento de
proteinas a protedlise (Schirmer et al., 1996; Connell et al., 2001; Dickey et
al.,2007), entre outras.
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Figura 4: Principais vias de enovelamento protéico nas células (figura adaptada de Borges
e Ramos, 2005)

1.6 Hsp90

A Hsp90 pertence a uma familia de chaperonas moleculares de
aproximadamente 90 kDa. As sequéncias de nucleotideos dos homdélogos de hsp90
sdo altamente conservadas em procariotos e eucariotos. E uma proteina
abundantemente expressa em eucariotos superiores, nos quais ja foi mostrado que
€ necessaria para a viabilidade celular (Mitsui et al., 2002; Chakrabortyet al., 2008).
Além disso, tem grande importancia na manutengéo da conformacao, estabilidade e
fungdo de uma enorme variedade de proteinas envolvidas na transdugéo de sinais,
ciclo celular e apoptose (Buchner, 1999; Young et al.,, 2001; Pearl e Prodomou,
2001; Theyssen et al., 1996). Esta proteina funciona como um homodimero, ao qual

se associam co-chaperonas com a finalidade de enovelar e/ ou ativar diversas
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proteinas, conhecidas como proteinas clientes, envolvidas em diferentes vias
regulatérias da célula (Pearl e Prodromou, 2006; Brown et al., 2007). Dentre estas
proteinas clientes, estdo presentes proteinas quinases, receptores nucleares de

horménios, fatores de transcricdo, entre outras (Whitesell e Lindquist, 2005).

A Hsp90 se comporta essencialmente como um homodimero, com cerca de 170
kDa (o dimero), sendo cada mondémero dividido em trés dominios estruturais
(Figura 5). O dominio C-terminal (residuos 600-709 na Hsp82 de levedura) contém
a interface de dimerizacdo molecular, e possui o0 motivo MEEVD (Figura 6),
responsavel pela interacdo com cochaperonas que possuem o dominio TPR
(tetratricopeptide repeat) (Pearl e Prodomou, 2000). A dimerizacdao da Hsp90 é
essencial para o desempenho de sua atividade biologica (Scheufler et al., 2000;
Brinker et al., 2002; Onuoha et al., 2008). O dominio central (residuos 255-599 na
Hsp82 de levedura) é considerado a principal regido de interacdo com suas
proteinas clientes. Este dominio esta conectado ao dominio N-terminal por uma
regiao altamente carregada. Finalmente, o dominio N-terminal (residuos 1-220 em
Hsp82 de levedura) possui um sitio de ligagdo a nucleotideos responsavel por uma
fraca atividade da ATPase, o0 que provoca uma dimerizagdo nesta regiao,
ocasionando uma mudanc¢a de conformagédo fundamental para sua fung¢do (Figura
7).
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Figura 5: Hsp90 de levedura e seus dominios internos. A Hsp90 encontra-se dimerizada
em solugao pela regido C-terminal, ocorrendo também a dimerizagao no dominio N-terminal
quando na presenca de ATP ou algum anélogo nao clivavel, como o AMPPNP (A). Em “C”
pode-se ver mais detalhadamente quais as regides da proteina se distribuem em cada um
dos trés dominios. Uma regido carregada € observada entre os dominios N e M da proteina
(figura adaptada de Ali et al., 2006).
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HOP2A-90 HOP1-70 CHIP-90

Figura 6: Dominio C-terminal para interacdo com dominio TPR de cochaperonas. A)
Dominio C-terminal evidenciando as ultimas hélices da estrutura. A ultima hélice (em
vermelho) possui o0 motivo MEEVD, responsavel pela interacdo com o dominio TPR das co-
chaperonas (figura retirada de Ali et al., 2006). B) Modelagens das intera¢des dos dominios
TPR (indicados pelas setas vermelhas) de trés co-chaperonas de Hsp90 com o motivo
MEEVD de Hsp90 localizado no dominio C-terminal (figura adaptada de Pearl e Prodomou,
2006).
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ATP

ADP + Pi

Figura 7: Ciclo da atividade ATPase da Hsp90. A Hsp90 livre de nucleotideos apresenta-se
em uma conformagédo “aberta” com o dominio C-terminal (em vermelho) estando
dimerizado. A ligagdo de ATP ao dominio N-terminal induz alteragdes conformacionais que
resultam em uma conformacao “fechada” da molécula (figura adaptada de Pearl e
Prodomou, 2006).

Devido ao grande tamanho da Hsp90 e flexibilidade em algumas regides,
poucos estudos estruturais de alta resolucdo foram possiveis para a molécula de
inteira. Varios estudos utilizam construcées truncadas da Hsp90 para estudos
estruturais (Harris et al., 2004; Meyer et al., 2004; Sreeramulu et al., 2009). Até o
momento, apenas trés homologos de Hsp90 inteira tem sua estrutura resolvida: os
homdélogos citoplasmaticos HtpG, de Escherichia coli, e Hsp82 de levedura, e a
Grp94 canina, um homélogo de reticulo endoplasmatico (Shiau et al., 2006; Ali et
al., 2006; Dollins et al., 2007).Mesmo assim, foram necessarios alguns pequenos
cortes de regides muito flexiveis das estruturas da Hsp82 e da Grp94 para que
estas pudessem ser cristalizadas. Estudos estruturais da Hsp90 inteira sao
importantes para uma melhor compreensao de seu funcionamento e dinamica de
interacdo no meio intracelular.

Muitos trabalhos recentes tém vinculado a Hsp90 ao desenvolvimento da
resposta da planta a estimulos externos, mostrando um papel crucial da Hsp90 na
resisténcia a doencas de plantas mediada por proteinas R. Em Nicotiana
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benthamiana, foi visto que a interacao entre a Hsp90 e a proteina fosfatase 5 (PP5),
uma co-chaperona, era necessaria para o enovelamento e o estabelecimento da
atividade da proteina I-2 de resisténcia ao fungo patogénico Fusarium oxysporum
(van Bentem et al, 2005). Takahashi et al. (2003) examinou os efeitos da
modulagéo da Hsp90 em Arabidopsis thaliana na sinalizagdo de vias de resisténcia
contendo os genes rom1 e rsp2. Foi observado que uma mutagdo em uma Hsp90
reduzia a resisténcia da planta mediada pelo gene rsp2 de A. thaliana durante a
infeccdo causada pelo patdogeno. Outros trabalhos demonstraram que as
resisténcias de Nicotiana benthamiana, mediadas pelos genes de resisténcia, pto,
contra Pseudomonas syringae, rx, contra o virus X de batata, e n, contra o virus do
mosaico do tabaco, eram todas dependentes da Hsp90 (Lu et al., 2003; Liu et al.,
2004; Kanzaki et al., 2003). Em 2007, Bhattarai mostrou que a Hsp90 também
possui um papel fundamental na resisténcia da espécie de tomate Solanum
lycopersicum, mediada pelo gene mi-1, a nematodos (Meloidogyne spp.), e insetos
(Macrosiphum euphorbiae e Bemisia tabaci). Sangster e Queitsch (2005) sugeriram
que a Hsp90 e sua co-chaperona RAR1 funcionem como ativadores da sinalizagao
de proteinas R.

1.7 Co-chaperonas de Hsp90

A Hsp90 recebe o auxilio de varias outras proteinas para o desempenho de
suas funcbes dentro da célula. Estas proteinas sdo conhecidas como co-
chaperonas que, juntamente com outras chaperonas e proteinas celulares, formam
grandes complexos citoplasmaticos de controle de qualidade protéica. Dentre essas
proteinas, a Hsp90 interage com diversas delas, como por exemplo, a Hsp40, Hop,
p23, Cyp40 e HIP (Borges e Ramos, 2005; Tiroli-Cepeda e Ramos, 2011).
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1.7.1 Ciclofilina

As ciclofilinas pertencem a uma familia conservada de proteinas chamada de
imunofilinas, presentes em todos os organismos. A ciclofiina A citosdlica é
amplamente conhecida e estudada por ser um alvo celular primario da droga
imunossupressora ciclosporina A (Marks, 1996). As ciclofilinas possuem uma
atividade peptidil prolil cis-trans isomerase, que acelera diretamente o
enovelamento de proteinas por catalisar a isomerizacdo das ligacbes peptidicas
que precedem os residuos de prolina (Fischer e Schmid, 1990). A ciclofilina A
(CypA) e a ciclofilina 40 (Cyp40), séo proteinas citosélicas que aparecem atuando
como acessérias da Hsp90 na maquinaria de enovelamento de proteinas por
chaperonas (Zhao e Houry, 2007). As ciclofilinas possuem o dominio TPR, que é
responsavel pela interacdo com o motivo MEEVD localizado no dominio C-terminal
da Hsp90. As ciclofilinas estao relacionadas com resposta de plantas a acdo de
patdgenos. Em estudos recentes, com A. thaliana, foi verificado que as ciclofilinas
foram responsaveis pela ativacdo da AvrRpt2, uma proteina de aviruléncia de P.
syringae, que era introduzida na célula vegetal através do T3SS, e enovelada
dentro da propria célula hospedeira tornando-se ativa (Coaker et al., 2005).

1.7.2 TDX

A proteina TDX é bastante similar a co-chaperona Hip (Hsp70-interacting
protein), a qual coopera com diversas chaperonas em processos de enovelamento
de cadeias polipeptidicas recém sintetizadas, e na regulagcao conformacional de
moléculas de sinalizacdo conhecidas por interagirem com Hsc70 (70-kDa heat
shock cognate protein) (Irmer e Hoéhfeld, 1997). A TDX diferencia-se da Hip pela
presenca de um dominio tiorredoxina (TRX) em sua extremidade carboxi-terminal.
Esta Hip com o dominio tiorredoxina (TRX) foi primeiramente identificada por
Vignols e colaboradores (2003), quando descreveram um novo gene de A. thaliana

que codificava uma proteina de 42 kDa composta por dois dominios, o dominio
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TPR, no seu N-terminal, e um dominio tiorredoxina (TRX) no C- terminal, com
funcdo e parceiros de ligagdo semelhantes as da Hip. Esta proteina foi entdo
denominada de TDX.

A TDX é conhecida por ser uma cochaperona de Hsp70, que atua no ciclo de
ligacdo do ATP, sua hidrélise, e na reposicdo do ADP por ATP (Mayer, et al., 2000;
Borges e Ramos, 2005). Além disso, esta proteina possui uma atividade chaperona
intrinseca, ligando especificamente a proteinas desenoveladas e prevenindo a
agregacao destas (Hohfeld et al.,1995; Bruce et al., 1997). A TDX, assim como
algumas imunofilinas (Cyp40, por exemplo), e a co-chaperona Hop (Hsp70
organization protein), possui motivos TPR estruturalmente relacionados, mas sua
interagdo com a Hsp70 ocorre proximo ao sitio de clivagem de ATP, diferentemente
das outras cochaperonas que interagem por uma associacdo do TPR com os
motivos MEEVD de Hsp90 e/ ou Hsp70 (Hbhfeld et al.1995; Carrelo, et al., 2004).
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2. Objetivos

Este trabalho tem como obijetivo isolar uma Hsp90 de C. sinensis e caracterizar
aspectos estruturais, dindmicos e funcionais, além de tentar identificar um possivel

papel para esta proteina durante o processo infectivo causado pela Xac na planta.

Objetivos especificos:

e Clonar, expressar e purificar uma Hsp90 de C. sinensis.

e Caracterizar a conformacao e dindmica dessa proteina utilizando

técnicas espectroscépicas e hidrodinamicas.

e Analisar sua fungao in vitro na prevengao da agregacao por temperatura

de uma proteina-modelo.

¢ Identificar parceiros de interacdo da Hsp90 relacionados ao processo
infectivo pela técnica de duplo-hibrido, e confirmar estas interagdes por
ensaios de pull-down

o Caracterizar as proteinas parceiras de interacao da Hsp90 encontradas
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3. Materiais e Métodos

3.1 Materiais
3.1.1 Biblioteca de cDNA de C. sinensis e clones de Xac

A biblioteca de cDNA de C. sinensis foi feita no laboratério pelo grupo do Dr.

Benedetti. Esta nos foi gentilmente cedida para a amplificacdo de sequéncias.

3.1.2 Oligonucleotideos iniciadores utilizados

Os oligonucleotideos iniciadores (primers) utilizados para amplificar e
sequenciar a sequéncia da Hsp90 de C. sinensis foram desenhados utilizando o
programa Gene Runner 3.01 a partir da sequéncia da Hsp82 de Saccharum
officinarum (cana de agucar), a qual j& havia sido clonada previamente em nosso
laboratério. Os oligonucleotideos iniciadores utilizados para a amplificacdo da
sequéncia da XACb0010 de Xac, assim como os utilizados para a Hsp90 de C.
sinensis estao listados na tabela 1.
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Tabela 1: Iniciadores desenhados para clonagem e sequenciamento dos

genes de interesse

Sitios de
Temperatura de ;
Nome do ORF s sncia do ofi leotid P | ¢ enzimas de
equéncia do oligonucleotideo anelamento ing
oligonucleotideo = amplificada d g . restricao
utilizada utilizados
5'- GGA TCCCAT ATG GCA TCA GAG ACA GAG
HSP90-F2 63°C BEEE / Neel
Hsp90 de AC -3’
laranja Not|
HSP90-R1 5- GCG GCC GCT TAATCA ACTTCC TCC ATC -3 63°C
HSPIOMF Regido central 5'- GATCAAGGAGGTGTCCC - 3' 50°C -
da Hsp90 de
HSP9OMR laranja 5'- GGGAGTTCTCAACAGCC - 3' 50°C )
Xacb0010-F 5 - GAATTCEMIAIBGCAAGGTCCGGG - 3 55°C Eco RI / NGl
XACb0010 Sal|
Xacb0010-R 5' - GAGCTCTCATTTGCCTGCCGG - 3' 55°C a

3.1.3 Vetores utilizados

3.1.3.1 Vetores de clonagem

Para clonagem dos produtos de PCR dos cDNAs produzidos a partir de

oligonucleotideos flanqueados para os sitios de restricdo adequados, foi utilizado o

vetor pGEM-T easy® (Promega), e pCR®II (Invitrogem). O produto de PCR gerado

pela maior parte das DNA polimerases termoestaveis utilizadas em biologia

molecular, apresentam uma base ndo pareada em ambas as extremidades. Essas

polimerases adicionam uma deoxiadenosina, de forma independente de molde, nas

extremidades 3’ do fragmento amplificado (Clark, 1988). Baseando-se nisso, 0s

vetores de clonagem utilizados sdo construidos adicionando uma timina em ambas

as extremidades 3" de sua sequéncia. Estes vetores plasmidiais encontram-se

linearizados em solugdo. Esta timina ndo pareada na regido 3’ do vetor caracteriza

a regiao de inser¢ao do fragmento desejado, aumenta a eficiéncia de ligagao do
produto de PCR.
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3.1.3.2 Vetores de expressao

Para a expresséo da proteina de interesse fusionada a uma cauda de histidina,
o fragmento de DNA que codifica a proteina de interesse foi subclonado no vetor de
expressdo pET28a (Novagen). Estes vetores estao sob o controle do sistema T7,
no qual o fragmento de DNA alvo € clonado sob o controle do promotor do gene 10
do bacteriéfago T7 (Studier e Moffatt, 1986). A expressdo do gene alvo ocorre
somente na presenga da RNA polimerase desse virus, devido a especificidade do
promotor. A cepa BL21(DE3) possui, integrado ao seu genoma, o préfago do
bacteriofago T7, que é lisogénico. Neste profago, a expressdo da T7 RNA
polimerase esta sob o controle do promotor lacUV5 do operon /ac, que é mantido
reprimido na presenca de glicose e na auséncia de seu indutor natural a 1,6
aldolactose, um derivado da galactose. O produto do gene lac | representa o
repressor que, quando ligado ao operador presente no préfago do T7, impede a
expressdao da T7 RNA polimerase e, consequentemente, a transcricdo do gene
alvo. Porém, na presenca de IPTG (isopropil-B-D tiogalactopiranosideo), um
analogo do indutor natural (1,6-aldolactose), o repressor se desligara do operador
liberando a expressao da T7 RNA polimerase do bacteriéfago T7. Esta, por sua vez,
ird atuar na transcricdo do gene alvo clonado no vetor do sistema pET (Studier et
al.1990). Como a T7 RNA polimerase é cinco vezes mais eficiente que a RNA
polimerase da E. coli, e por ser produzida em grandes quantidades, em pouco
tempo todo o produto protéico sintetizado pela bactéria sera, praticamente, apenas
o codificado pelo fragmento de DNA clonado. Assim, na presengca da RNA
polimerase do bacteriéfago T7, o gene de interesse € transcrito em altas taxas,
resultando em grande quantidade do produto protéico. Outra vantagem desse
promotor € sua especificidade, ou seja, a RNA polimerase da E. coli ndo transcreve
o fragmento clonado, o que permite controlar o0 momento exato em que ele sera
expresso (Studier e Moffatt, 1986). Em cada extremidade do sitio de clonagem
multipla do vetor pET28a, existe uma sequéncia de nucleotideos que codifica para
20 aminoacidos, dentre eles, seis histidinas que poderdo ser adicionadas a
extremidade amino-terminal e/ou carboxi-terminal (cauda de poli-histidina),

dependendo da estratégia de clonagem. A adicdo desta sequéncia de histidinas

21



permite a purificacdo do polipeptidio, através de cromatografia de afinidade em
coluna contendo ions de niquel, uma vez que a sequéncia de histidinas confere a

proteina afinidade a este tipo de coluna.

O vetor pET-TEV e pET-GST-TEV também foram utilizados para expressao.
Estes sdo variagbes do vetor pET28a alterando apenas o sitio de clivagem por
protease para a liberacdo da cauda utilizada (sitio para TEV no lugar do sitio de
trombina, presente no pET28a). No caso do pET-GST-TEV, além do sitio para
protease, também foi alterada a proteina de fusdo, trocando a cauda de poli-

histidina por uma glutationa S-transferase (GST).

3.1.3.3 Vetores de duplo-hibrido

Para a realizagdo dos ensaios de duplo-hibrido, foram utilizados os vetores
pOBD e pCOBD, como vetores isca, e pOAD, como vetor presa.Os vetores de
duplo-hibrido pOAD; contendo o dominio de ativagdo de GAL4 e pOBD; contendo o
dominio de ligagcdo ao DNA de GAL4 (Uetz et al., 2000), que nos foram gentilmente
cedidos pelo Dr. Stan Fields da Washington University, foram modificados
substituindo-se o gene de resisténcia a ampicilina (bla) pelo gene de resisténcia a
cloranfenicol (cm) para que fossem produzidos os vetores pCOAD e pCOBD
(Khater, 2006. Tese). Os sitios de restricdo para as enzimas Nde | e Not | foram
adicionados ao sitio multiplo de clonagem dos vetores pOAD e pOBD, para facilitar

as clonagens.

3.1.4 Linhagens de E. coli utilizadas

A linhagem DH5a foi utilizada para a multiplicacédo e a manutencao de vetores
plasmidiais. A linhagem DH10b foi utilizada para a multiplicacdo de vetores
plasmidiais apds extracao destes de levedura. A linhagem BL21(DE3) possui baixos
niveis de producao de proteases, que poderiam degradar a proteina de interesse, e
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possui ainda o gene (DE3), responsavel pela sintese da enzima T7 RNA polimerase
controlado pelo promotor lacUV5 e ativado pela adicao de IPTG.

A linhagem BL21 (DE3) pRARE, além das caracteristicas descritas para a BL21
(DE3), apresenta o vetor pRARE, que contém os genes dos tRNAs para os codons
AGG (arginina), AGA (arginina), AUA (isoleucina), CUA (leucina), CCC (prolina), e
GGA (glicina), suplementando a bactéria com estes, para o reconhecimento de tais
codons raros durante a expressao de proteinas.

A cepa de E. coli KC8 possui mutacées nos genes leuB, trpC, e hisB,
conferindo marcas de selecao auxotroficas para leucina, triptofano e histidina. Estas
deficiéncias podem ser sanadas pela suplementacdo por transformacdo com
plasmideos que contém o alelo selvagem dos genes analogos de levedura leu2,
tro1, e his3. Desta forma, esta cepa pode ser utilizada no resgate seletivo, a partir
de clones positivos cotransformados, dos plasmideos fusionados tanto ao dominio
de ativacao, quanto ao dominio de ligagcdo a DNA, utilizados em sistema de duplo-
hibrido. As bactérias KC8 transformadas com o plasmideo de interesse podem ser
selecionadas por plagueamento em meio minimo M-9, na auséncia do nutriente

apropriado (leucina ou triptofano, por exemplo).

3.1.5 Linhagem de S. cerevisiae utilizada

A cepa PJ69-4A MATa (MATa trp1-901 leu2-3,112 ura3-52 his3-200 gal4A
gal80A LYS2:GAL1-HIS3 GAL2-ADE2 met2:GAL7-lacZ) (James et al., 1996) foi
usada para transformagdes com a biblioteca de cDNA de C. sinensis.

3.1.6 Tampoes e solucoes utilizadas

e Tampao de amostra para DNA: azul de bromofenol 0,25%;sacarose 40%.

e Tampao TBE: Tris-Borato 45 mM; EDTA 1 mM pH 8,0.

e Tampao de amostra de SDS-PAGE: Tris-HCI 50 mM pH 6,8; DTT 100 mM;
SDS 2%; azul de bromofenol 0,1%; glicerol 10%.
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Tampao de lise bacteriana: Tris-HCI 50 mM pH 8,0; KCI 100 mM; EDTA 1 mM
pH 8,0.

Solucgéo de lavagem do precipitado (PWS):Uréia 1 M; Triton X-100 1%.
Tampao de transformacao I: KOH 30 mM; &cido acético 30 mM; MgCl, 50 mM;
RbCl> 100 mM; CaCl, 13 mM; glicerol 13,5% (v/v); pH 5,8.

Tampéo de transformacéo Il: MOPS (Acido 3-[N-morfolino] propanosulfénico)
0,084 g/I; CaCl, 100 mM; RbCl, 10 mM; glicerol 13,5% (v/v); pH 7,0.

Solugdo P1 para extragdo de DNA: Tris-HCI 50 mM pH 8,0; EDTA 10 mM; pH
8,0.

Solugao P2 para extracao de DNA:NaOH 200 mM; SDS 1%.

Solugao P3 para extracao de DNA: 60 ml de acetato de potassio 5 M; 11,5 ml
de acido acético; 28,5 ml de agua.

Stet Tween-20: para 40 ml: 2,2 g de Tween; 800 pl de NaCl 5 M; 88 ul de
EDTA 0,5 M pH 8,0; 640 pl Tris-HCI pH 8,0.

MW Tween-20: 40 ml de solugdo Stet Tween-20: 20mg de lisozima; 960ul de
RNAse 10 mg/ul.

Tampao de resgate: Tris-Cl 50 mM pH 7,5, EDTA 10mM; B-
mercaptoetanol0,3%.

Solugéo de lise de levedura:2 mg/ml de zymoliase; 0,2 mg/ml de RNAse, em
tampao de resgate

Corante Comassie-Blue: 2,5 g/l de Comassie brillant blue R250; (1:2) etanol
absoluto: agua MilliQ; 50 ml de acido acético glacial em 1 L.

Solugao descorante: etanol absoluto: agua MilliQ - 1:2; 50 ml de acido acético
glacial em1 L.

Novobiocina:1 mg/ml em H>O MilliQ; Massa molar = 612,624 g/ mol.

5 x M-9 salts: 64 g de NaxHPO4; 15 g de KH2POy4; 2,5 g de NaCl; 5 g de
NH4CI, para 1 | de uma solugdo. Autoclavado.

Tampao A: 20 mM de Tris-HCI; 200 mM de NaCl; 15 mM de Imidazol, pH =
7,4

Tampao B: 20 mM de Tris-HCI; 200 mM de NaCl; 500 mM de Imidazol, pH =
7,4.
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Tampao B-glutationa: 50 mM Tris-HCI; 10 mM Gilutationa reduzida, pH = 8,0.
Tampao GF: 20 mM de Tris-HCI; 200 mM de NaCl, pH = 7 4.

Tampéao para experimento de atividade chaperona: 40mM Hepes buffer, pH
7,5.

Z-buffer: 16,1 g de NapHPOq4; 5,5 g de NaH,POg4; 0,75 g de KCI; 0,246 g de
MgSOQs, para volume final de 900 ml, diluido em H2O. O pH foi ajustado para
7,0.

Tampéo de transferéncias: 48 mM de Tris-HCI; 39 mM de glicina; 0,037% de
SDS e 20% de metanol.

Tampao de CD para a pthA2: 10 mM de Tris-HCI; 50 mM de NaCl; 0,1% de
glicerol, pH = 7,4.

Tampao TBS: 20 mM de Tris-HCI; 150 mM de NaCl, pH = 7,5.

Solugéo de bloqueio: 5% de leite em pd desnatado em tampéo TBS1 X.
Tampéo de ressuspensdo: 50 mM de Hepes; 0,5 M de NaCl; 1mM de PMSF;
5mM de DTT, pH =7,5.

PBS: 10 mM de NaxHPO4; 2 mM de KH.POy; 2,7 mM de KCI; 137 mM de
NaCl, pH = 7 4.

Tampao de solubilizacdo: 50 mM de Hepes; 200 mM de NaCl; 6M de
Guanidina-HCI; 25mM de DTT, pH = 7,5.

Tampao de reenovelamento: 50 mM de Hepes; 200 mM de NaCl; 1mM de
DTT, pH =7,5.

3.1.7 Meios de cultura

Os protocolos descritos abaixo sdo modificacbes dos apresentados por

Sambrook et al., 1989. O meio de cultura LB (Luria-Bertani) foi utilizado para o

crescimento de bactérias, preparagdo de células competentes, expressdo de

proteinas e manutencdo de bactérias transformadas com o vetor de interesse.

Composicao: triptona 10g/L, extrato de levedura 5 g/L, NaCl 10 g/L. Para o meio

solido (LB/Agar) foi acrescentado 15 g/L de &gar.
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O meio de cultura LBON (Luria-Bertani sem NaCl) foi utilizado para o
crescimento celular de Xac. Composicao: triptona 10 g/L e extrato de levedura 5 g/l.
Para o meio sélido foi acrescentado 15 g/L de &gar.

O meio de cultura SOC foi utilizado para crescimento de células transformadas
por choque térmico. Composicao: triptona 20 g/l, extrato de levedura 5g/I, NaCl 10
mmol/l, KCL 2,5 mmol/l, MgCl> 10 mmol/l, MgSO,4 10 mmol/l e Glicose 20 mmol/l. A
glicose foi acrescentada, apds a autoclavagem do restante dos reagentes, a partir
de uma solugao estoque 1 mol/l filtrada (filtro 22 pM).

O meio 2TY foi utilizado para preparagao de células competentes por cloreto de
calcio. Composicao: 16 g/l de triptona; 59/l de NaCl; 10 g/l de extrato de levedura. O
pH foi ajustado para 7,4 com NaOH 5 M.

O meio TB (Terrific Broth) foi utilizado para crescimento de células
transformadas por choque térmico. Composicao: 12 g/l de triptona, 24 g/l de extrato
de leveduras.

O meio de cultura PSI foi utilizado na preparacao de bactérias competentes por
choque térmico. Composicao: peptona 16 g/l, extrato de levedura 10 g/l, NaCl 5 g/,
KH2HPO4 0,4 g/l e NazHPO4 0,5 g/l, pH 7,6 com NaOH 5 M.

O meio de cultura YAPD foi utilizado para o crescimento celular de leveduras
para o duplo-hibrido. Composigdo: extrato de levedura 10 g/l; peptona 20 g/l;
glicose 20 g/I; adenina 100 mg; agar bacteriolégico 16 g/l (para meio sélido). O pH
foi ajustado para 5,6 com NaOH 5 M.

O meio de cultura SC drop-out (Synthetic Complete Drop Out Medium) foi
utilizado como meio minimo durante o ensaio de duplo-hibrido. Neste meio, foram
adicionados todos os aminoacidos essenciais, retirando apenas os aminoacidos
referentes as marcas de selecéo presentes (SC-trip = meio SC sem triptofano; SC-
WL = meio SC sem triptofano e leucina; SC-WLH = meio SC sem triptofano, leucina
e histidina; SC-leu = meio SC sem leucina; SC-A = meio SC sem adenina; SC-WA =
meio SC sem triptofano e adenina; SC-LA = meio SC sem Leucina e adenina; SC-
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WLA = meio SC sem triptofano, leucina e adenina). Composi¢édo: base de nitrogénio
sem aminoacidos 6,6 ¢/l; glicose 20 g/I; mistura de aminoéacidos 0,83 g/l; agar
bacteriolégico 16 g/l(agar para meio sélido). O pH foi ajustado para 5,6 com NaOH
5 M.

3.2 Métodos
3.2.1 Reacao em cadeia da DNA polimerase (PCR)

Para as amplificacbes por PCR, foram utilizados os kits PCR SuperMix®
(Invitrogen), PCR MasterMix® (Eppendorf), uma DNA Polymerase Pfu Turbo®
(Stratagene), e uma Taqg DNA Polymerase Platinum® High Fidelity (Invitrogen), de
acordo com os protocolos dos fabricantes. A reacéao foi realizada no termociclador
GeneAmp® PCR System 9700 (Applied biosystem), com temperatura de 95°C por 5
min, para o desenovelamento inicial do DNA molde. Esse passo foi procedido de 25
a 30 ciclos de desenovelamento do DNA molde a 95°C por 1 min, anelamento dos
primers ao DNA molde por aproximadamente 90 s, e extensdo da nova fita pela
DNA polimerase a 72°C. Foi escolhida a temperatura de anelamento de 50°C para
as reacdes. Na etapa de extensao (temperatura de 72°C), o tempo foi determinado
a partir do tamanho do fragmento de interesse, utilizando 2min para a amplificagcao
da Hsp90 de C. sinensis. Finalmente, foi feita uma etapa de extenséo final de 7 min
a 72°C, assegurando que a ultima populacdo de novas fitas seja inteiramente
sintetizada. A temperatura da reacao foi, entdo, diminuida para 4°C, podendo ser

armazenada.
3.2.1.1 PCR de coldnia

Com o intuito de fazer uma identificagao rapida dos clones positivos e negativos
apoés transformagéo bacteriana, foi utilizada a técnica de PCR de colénia. Para isso,
uma colénia de bactéria foi coletada com o auxilio de palitos de madeira estéreis e
dissolvidas em 10 pl de agua MilliQ estéril. A solucao foi diluida na razao de 1:20.
Esta solucéo diluida foi fervida a 95°C por 10 min e 1 pul desta diluicdo foi entdo
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adicionada a uma reacao de PCR no lugar do DNA molde. A reagédo seguiu como
descrito no tépico 3.2.1 acima.

3.2.2 Eletroforese em gel de agarose

O DNA foi analisado por eletroforese (sistema Horizon® 58 — Life Technologies)
em gel de agarose 1% contendo 10 mg/ml de agarose dissolvida em 100 ml de
tampédo TBE. Depois de aplicado no gel, o DNA foi submetido a uma voltagem
inicial de 60 Volts por aproximadamente 15 min, aumentando logo depois para 85
Volts, por aproximadamente 30 min. Em seguida o gel foi incubado em tampao
TBE, contendo 0,5 pg/ml de brometo de etideo, por 30 min, e visualizado no
transluminador de UV T1202 (Sigma™). Utilizamos a camera digital DC120
(Kodak™) acoplada a um computador contendo o programa EDAS120
(Electrophoresis Documentation and Analysis System 120 — Kodak) para o registro

das imagens.

3.2.3 Determinacao da concentracao de DNA

A determinagédo da concentragdo de DNA foi feita através da comparagao entre
a intensidade da banda de DNA marcada com brometo de etideo e a intensidade
das bandas dos marcadores de DNA utilizados, como indicado pelos fornecedores.
Para medigbes mais precisas, a concentracdo de DNA foi obtida com o auxilio de
um espectrofotbmetro V-530 UV/VIS (Jasco). Para isso, a amostra do DNA foi
diluida de acordo com a intensidade da banda em gel de agarose corado com
brometo de etideo. A absorbancia da amostra foi medida a 260 nm. Para estimar a

concentracao de DNA, foi utilizada a equacao de Lambert-Beer:
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Onde C ¢é a concentracao em M, A é absorbancia, € é o coeficiente de extingcao
molar em M x cm™, e 1 é a comprimento do caminho éptico, em cm. Para amostras
de DNA dupla-fita, o ¢ utilizado foi de 0,02 M x cm™. Em seguida, o resultado foi
multiplicado pelo fator de diluicdo utilizado, para se obter a concentragdo do DNA

na solugao concentrada.

3.2.4 Clonagens
3.2.4.1 Clonagem em pCR Il

As clonagens no vetor pCR Il foram realizadas com o kit de clonagem TA
Cloning® Kit Dual Promoter (Invitrogen), de acordo com o protocolo do fabricante. A
reacao de ligagao continha 1 pl do produto de PCR (aproximadamente 300ng de
DNA), 2 pl do vetor (60ng de DNA), 1 ul de 5X tampao de ligacao, fornecido pelo
fabricante, e 1 yl de T4 DNA Ligase.

3.2.4.2 Clonagem em pGEM-T easy

As clonagens no vetor pGEM-T easy foram realizadas com o kit de clonagem
PGEM-T easy® (Promega), de acordo com o protocolo do fabricante. A reacédo de
ligacdo apresentava 3 ul do produto de PCR (aproximadamente 250 ng de DNA), 1
pl do vetor (50ng de DNA), 5 pl de 2X tampéao de ligacao rapida, fornecido pelo
fabricante, e 1 ul de T4 DNA Ligase

3.2.4.3 Sub-clonagem em pET-28a

O fragmento de DNA subclonado no vetor de transferéncia (pGEM-Teasy ou
pCR Il) e o vetor pET-28a foram digeridos com pares de enzimas de restricdo

especificos para cada caso. Apds este procedimento, vetor e fragmentos foram
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utilizados para a reagao de ligagéo: 2 pl do vetor pET-28a digerido com 0 mesmo
par de enzimas, 10 ul do fragmento de DNA extraido, 2 ul tampéao da T4 DNA
Ligase (10X), 1 pl de T4 DNA Ligase (USB) (1 U/ul), e 5 yl de agua estéril. Esta
reacao foi incubada a 4°C por aproximadamente 48 h.

3.2.4.4 Sub-clonagem em pCOBD e pOBD

Tanto o vetor de clonagem, que apresentava o fragmento de DNA de interesse,
quanto o vetor de expressado (aproximadamente 1 pg cada), foram submetidos a
digestdo com as respectivas enzimas — conforme o protocolo do fabricante. Apos a
digestdo, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1% e
coradas com brometo de etideo. As bandas, correspondentes ao fragmento de
interesse e ao vetor de expressao digerido com as duas enzimas, foram extraidas
do gel e purificadas usando o Perfectprep® Gel Cleanup Kit (Eppendorff) — conforme
o protocolo do fabricante. Apds a purificagdo, inserto e vetor digeridos foram
quantificados. Em seguida foram incubados, por aproximadamente 48 h a 4°C:
aproximadamente 600 ng de inserto, em torno de 50 ng de vetor digerido e, a
enzima T4 DNA ligase (USB).

3.2.5 Obtencao de bactérias competentes para transformacao por
choque-térmico

A cepa de interesse foi pré-inoculada em 5 ml de meio PSI e crescida por 16 h
a 37°C, sob agitacao de 200 rpm. Em seguida, o pré-indculo foi adicionado em 200
ml de meio PSI, e incubado a 37°C, 200 rpm até a cultura atingir Agoonm
(absorvidade) igual a 0,6. A cultura foi entdo centrifugada a 4000 rpm (rotor F45-30-
11 - Eppendorf), por 10 min, a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado
ressuspendido em 25 ml de tampao de transformacéo | e deixado em gelo por 15
min. As bactérias foram entdo centrifugadas a 4000 rpm, 4°C, por 15 min; o

sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em 8 ml de Tampao de
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transformacao Il. As células foram aliquotadas em tubos de micro centrifuga de 1,5
ml, contendo 100 pl cada aliquota, e imediatamente congeladas em nitrogénio
liquido. As aliquotas foram armazenadas a -80°C.

3.2.6 Obtencao de células eletro-competentes

A cepa de interesse foi pré-inoculada em 20 ml de LB e incubada sob agitagéo
ON. O pré-inéculo (5 ml) foi diluido em 500 ml de meio LB e as células novamente
incubadas a 37°C sob agitacao de 250 rpm até a Asoonm= 0,5 - 0,7. As células foram
armazenadas em banho de gelo por 20 min e centrifugadas por 15 min a 15000xg,
a temperatura de 4°C. O sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas
em 500 ml de glicerol 10% gelado. Esta operacéo foi repetida trés vezes, com
ressuspensao em 250 ml, seguida pela ressuspensdao em 20 ml, e finalmente em 2
ml de glicerol 10%. As células foram armazenadas em aliquotas de 100 ul a -80°C.

3.2.7 Transformacao por eletroporacao

As transformacdes de bactérias pelo método de eletroporacao, utilizando o
eletroporador MicroPulserTM Electroporation Apparatus (Bio-Rad), foram realizadas

conforme protocolo do fabricante.

3.2.8 Extracao do DNA plasmidial
3.2.8.1 Protocolo de lise alcalina

A extracdo de DNA plasmidial foi realizada através do método de lise alcalina
em pequena escala (alterado de Sambrook et al., 1989). Neste protocolo, 5 ml de
cultura de bactérias em meio LB foram precipitados em tubo de micro centrifuga de
2 ml por centrifugacdo a 13.500 rpm (rotor EE30 - Eppendorf). O sobrenadante foi
descartado, e ao precipitado foram adicionados 300 ul da solucédo P1 acrescidos de

31



5 pl de RNAse a 10 mg/ml. O precipitado foi ressuspendido em vortex e entéo,
adicionados 300 pl da solucdao P2. A solucao foi, em seguida, misturada por
inversao. Por fim, 300 pl da solucao P3 gelada, foram adicionados e, novamente, 0
conteudo do tubo foi misturado por inversdo. A solucao foi centrifugada a 14000
rpm, 4°C por 10 min. Do sobrenadante, 800 pl foram transferidos para um tubo novo
de micro centrifuga de 2 ou 1,5 ml contendo 400 pl de isopropanol. A solugéo foi
misturada por inversao e centrifugada a 14000 rpm, em temperatura ambiente por
10 min. O sobrenadante foi descartado, e ao precipitado, foram adicionados 700 pl
de etanol 70% gelado. A solucado foi, novamente, misturada por inversao, e
centrifugada a 14000 rpm, 4°C durante 5 min. O sobrenadante foi entdo descartado
e o tubo foi deixado a temperatura ambiente por aproximadamente 30 min para
secagem do etanol. O precipitado de DNA foi entdo ressuspendido em 40 pul de
agua MilliQ e armazenado a —20°C.

3.2.8.2 Extracao por fervura

Este protocolo foi utilizado para a extragdo de DNA plasmidial de bactérias
durante os ensaios de duplo-hibrido. Neste protocolo foram utilizadas para as
amostras, placas de 96 pocos utilizadas em testes de ELISA. As amostras foram
centrifugadas por 8 min, 2700 rpm (rotor A-4-62 - Eppendorf) a 20°C, para precipitar
as bactérias. Enquanto isso, a solugdo Stet Tween-20 foi preparada. Apds a
centrifugacédo, o sobrenadante foi descartado e as placas foram invertidas sobre
papel toalha por 5 min. As células foram ressuspendidas em 25 pul de agua MilliQ
autoclavada, vortexando até total ressuspensdo. Foram adicionados 70 pl da
solucao MW Tween-20. Em seguida, a placa foi incubada a temperatura ambiente
por 5 min. Seu conteudo foi fervido em forno microondas na poténcia méaxima por 3
min, girando as placas para haver aguecimento homogéneo. Imediatamente apos a
fervura, 300 pl de agua MilliQ foram adicionados em cada pog¢o, sendo as placas
vortexadas por 30 s. Estas foram entdo colocadas em gelo por 10 min. Por fim as
placas foram centrifugadas durante 30 min, 4000 rpm (rotor A-4-62 Eppendorf) a
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20°C. Setenta microlitros do sobrenadante dos pogos foram transferidos para
placas de ELISA. Este DNA foi mantido a -20°C.

3.2.8.3 Extracao de DNA plasmidial de leveduras

Para extragédo de DNA de 96 clones independentes, foi utilizado um método em
placas de 96 pocos (COSTAR, “assay block”, cat No. 3960), as quais foram
inoculadas com colénias His+/Ade+ em meio seletivo SC-leu. As placas foram
incubadas a 30°C, sob agitagéo (300 rpm) por 48h. Apds este procedimento, estas
foram centrifugadas a 2700 rpm (rotor A-4-62 Eppendorf), 4°C durante 5 min e o
sobrenadante descartado. As células foram ressuspendidas com o auxilio de vortex,
no volume residual do meio de cultura. A esta suspensao, foi adicionado 1 ml de
tampao de resgate. As placas receberam agitacdo em vortex. As células novamente
centrifugadas durante 5 min, 2700 rpm a 4°C, e ressuspendidas em 25 ul de
solucao de lise de levedura. O conjunto foi incubado a 37°C por 1 h. Foram entao
adicionados 25 ul de SDS (10%) a cada poco das placas, incubando-as a
temperatura ambiente por 5 min apds agitacdo em vortex. Posteriormente, 100 pl
de acetato de potassio 3 M foram adicionados a placa, a qual foi acondicionada em
freezer —80°C por 15 min. Ap6s o congelamento e descongelamento, a placa foi
centrifugada a 4000 rpm (rotor A-4-62 Eppendorf) por 15 min a 4°C e 120 ul do
sobrenadante foi transferido para placa MicroAmp (Applied Biosystem, cat No.
N801-0560).

O DNA foi precipitado com a adigéo de 84 ul de isopropanol ao sobrenadante. A
placa recebeu agitacdo em vortex e foi incubada por 5 min a temperatura ambiente.
Esta foi, entdo, centrifugada a 4000 rpm (rotor A-4-62 Eppendorf) por 30 min. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com etanol (70%). O precipitado
foi ressuspendido em 20 pl de agua MilliQ e usado na transformacgéo de células de
E. colida linhagem DH10b, para a obteng&o dos vetores para sequenciamento.
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3.2.9 Transformacao de bactérias competentes por choque-térmico

Nas transformacoes de bactérias competentes por choque térmico, cerca de
200 ng de DNA foram incubados em um tubo de micro centrifuga, contendo 100 pl
de bactérias competentes, por 30 min em gelo. O tubo foi entdo transferido para um
banho-maria a 42°C por 1 min e 30 s e imediatamente recolocado no gelo por mais
2 min. Foram adicionados entdo 900 pl de meio SOC. A solugao foi incubada a
37°C, 200 rpm por 1 h. Finalmente, cerca de 200 pl da transformacado foram
plaqgueados em meio LB sdlido contendo o antibidtico seletivo. No caso da
transformacao em cepa DH5a com os vetores de transferéncia pCR Il e pGEM-T
easy, as bactérias transformadas foram plaqueadas em meio LB/Agar contendo
IPTG (isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo) e X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-
galactopiranosideo), além do antibiético.

3.2.10 Preparacao de células competentes e transformacao por cloreto
de calcio

Para o preparo das células competentes (DH10b), uma cultura de bactérias foi
colocada sob agitacdo em 5 ml de meio 2TY por 12 h a 37°C, 200 rpm. Um mililitro
deste pre-indculo foi transferido para 100 ml de meio 2TY até atingir Agoonm igual a
0,6. A cultura foi centrifugada por 5 min a 4000 rpm (rotor A-4-62 Eppendorf), 4°C, e
ressuspendida em 50 ml de cloreto de calcio (100mM). A solucdo foi entao
centrifugada novamente nas mesmas condi¢cdes e ressuspedida em 10 ml da
mesma solugdo. As células em solucao foram divididas em aliquotas de 100 pl,
partindo imediatamente para a transformagdo. Para a transformacdo de uma
aliquota, foram usados 5 ul de DNA dos clones His+/Ade+, distribuidos em placa
MicroAmp. As placas foram levadas ao vortex, e incubadas em gelo por 30 min.
Logo em seguida, as células foram submetidas a um choque-térmico a 42°C por
120 s, seguidos por mais 2 min no gelo. Apds isso, 20 ul das culturas foram
transferidas para uma placa Deep Well de 96 pocos (COSTAR), contendo 400 pul de
meio 2TY e incubadas a 37°C por 40 min. Apds este periodo, a cultura foi
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centrifugada, e ao precipitado foi adicionado 1ml de meio TB + 110 pl de tampao
fosfato + 1,1 pl de carbenicilina (200ug/ml) + 0,8 ul de glicerol 50% em cada um dos
pocos da placa COSTAR, para crescimento dos clones a 37°C (300 rpm) por 24 h.

O plastico que protege a cada poco foi furado para aeragao.
3.2.11 Selecao de clones transformados

A selecdo dos clones transformados foi feita através da analise de clivagem do
DNA plasmidial pelas enzimas adequadas, utilizando as especificagbes do
fabricante de cada enzima. As transformacdes provenientes de ligacées em vetores
de transferéncia (pCR Il e pGEM-T easy) possuem um passo anterior de selecao
dos clones positivos, que facilita o isolamento de clones contendo o fragmento
desejado inserido no vetor. Nesse caso, a selecdo dos clones transformados foi
feita primeiramente através da coloracdo das colbnias. Isso por que a enzima (-
galactosidase cliva o X-gal, que € um analogo da galactose, liberando um composto
de coloracao azul. Quando o fragmento de interesse € inserido no vetor, ele
interrompe o gene da B-galactosidase, nao havendo, deste modo, a clivagem do X-
gal, resultando na coloragéo branca da colénia.

3.2.12 Sequenciamento de DNA

A reacdo de PCR, para sequenciamento de clones, foi feita utilizando-se o kit
Big Dye Terminator (Perkin Elmer) e foi conduzida em termociclador GeneAmp®
PCR System 9700 (Applied Biosystem). O sequenciamento foi realizado no
Laboratério Nacional de Biociéncias (LNBio) utilizando um sequenciador automatico

377 ABI Prism (Perkin Elmer).

3.2.13 Expressao de proteinas recombinantes em bactérias

O sistema de expressao utilizado para a producao das proteinas recombinantes
foi o sistema pET, descrito por Studier et al. (1986). As bactérias, transformadas
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com o plasmideo contendo o fragmento de DNA que codifica a proteina de
interesse, foram incubadas em meio de cultura LB contendo 30 pg/ml de
canamicina, sob agitacdo constante de 200 rpm a 37°C (Orbital Shaker — Forma
Scientific). Este crescimento foi monitorado até que a Asponm atingisse entre 0,6 e
0,8. Atingida esta fase de crescimento, foi adicionado IPTG na concentracéo final
entre 0,4 e 1,0 mmol/L a cultura de células, induzindo, desta forma, a expressao da
proteina recombinante. Para determinar o melhor tempo de inducdo para cada
proteina recombinante, 50 ml de cultura de células foram induzidos nas condigbes
descritas acima e aliquotas de 1,0 ml foram retiradas a cada hora. Estas aliquotas
foram preparadas e avaliadas por SDS-PAGE (Laemmli, 1970). As culturas foram
centrifugadas a 2600 x g por 10 min e a 4°C, e o sedimento foi armazenado a -
80°C. Para a expressao da proteina Cointegrase de Xac foram testadas mais

condicoes de expressao, descritas na tabela 2.

Tabela 2: Condicoes de testes de expressao da proteina Cointegrase de Xac.

al Temperatura de  Concentracio de Cepa bacteriana Tempo de
one
inducio IPTG utilizada inducio
37°C
30°C
pET 28aXACb0010 0,2 e 0,4 mM
25°C
BL21 (DE3) 4h
20°C
37°C
pGEX 4T-1 0,4 mM
30°C
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3.2.14 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-Page)

As amostras foram diluidas em tamp&o de amostra para eletroforese, fervidas
durante 10 min e centrifugadas por 2 min em micro centrifuga Eppendorf a
temperatura ambiente. Estas amostras foram submetidas, juntamente com um
marcador de massa molecular, a eletroforese em SDS-PAGE (Laemmli, 1970). A
eletroforese foi realizada com o Mini-Protean Il Dual Slab Cell (Bio-Rad), utilizando
gel de empacotamento 5%, gel de separacado 10%, e voltagem constante de 150-
200 V por aproximadamente 45 min. O gel foi corado por 30 min em Corante
Comassie-Blue, e descorado em solugdo descorante. Este protocolo é uma
variagdo do apresentado por Sambrook et al. (1989), onde podem ser encontradas

mais informacdes sobre a técnica.

3.2.15 Purificacao de proteina

3.2.15.1 Lise bacteriana

As bactérias que expressaram as proteinas de interesse foram suspensas em
tampéao de lise bacteriana (15 ml/l de cultura), lisadas com aplicagcao de sonicador
Sonifier 450 (Branson), e centrifugadas a 15000 x g, por 30 min, a 4°C. A

verificacdo da presenca da proteina de interesse na amostra foi feita por SDS-Page.

3.2.15.2 Solubilizacao e purificacao de proteina proveniente de
corpos de inclusao

O precipitado de um litro de inducéo foi ressuspendido em 20 ml de tampéao de
ressuspensao, contendo 0,35 mg/ml de lisozima, e entdo incubado por 30-60 min
em gelo. Apés o periodo de incubagéo, as células foram lisadas com o auxilio de
sonicacdo. Os corpos de inclusao foram sedimentados por centrifugacdo a 20000 x
g durante 40 min, a 4°C. Na sequéncia, a fracédo soluvel foi separada do precipitado,
o qual foi lavado com 40 ml de PBS por duas vezes, com centrifugagcdes a 20000 x
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g durante 40 min, a 4°C, apés cada lavagem. O precipitado contendo os corpos de
inclusao foi entdo ressuspendido em tampao de solubilizacéo, e deixado a 4°C por
pelo menos 1h. Apds este periodo, o material insolivel foi removido por
centrifugagcao a 20000 x g durante 40 min, a 4°C. Apds este passo, a concentracao
da proteina em solugéo foi determinada e ajustada para a concentragdo desejada.
Em seguida, a solucao contendo a proteina passa por dialises lentas e seriadas, a
fim de extrair totalmente a Guanidina-HCI do meio, e diminuir a concentracéo de
DTT de 25 mM para 1 mM. Para as dialises, foi feito um tampao de
reenovelamento, contendo 4 M de Guanidina-HCl e 25 mM de DTT, o qual foi o
tampao para o primeiro passo de didlise. Os passos subsequentes foram feitos com
a diluicao deste tampao em tampao de reenovelamento, para as concentracdes de
2M e 0,5 M de Guanidina-HCI, e 12,5 mM e 5 mM de DTT. O dltimo passo de
didlise foi feito em tampao de reenovelamento. O pH dos tampdes devem ser
mantidos constantes durante todo o processo. A solucéo foi, por final, centrifugada
a 20000 x g durante 10 min, a 4°C, para a separacao das fracoes soluvel e

insoluvel, as quais foram analisadas posteriormente por SDS-PAGE.
3.2.15.3 Cromatografia de afinidade
A) Afinidade a metal

Para a purificacao das proteinas recombinantes fusionadas a cauda de poli-
histidina, foi utilizada a coluna de afinidade HiTrap Chelating 1 x 5 mlou 1 x 1 ml
(Ammershan Pharmacia Biotech) previamente carregada com niquel — de acordo
com o protocolo do fabricante, ou com a resina Talon Metal Chelate® (Clontech),
carregada com cobalto. O processo de purificacao foi feito com a coluna HiTrap
Chelating acoplada ao sistema de FPLC ('Fast Protein Liquid Chromatography')
AKTA FPLC (Amershan Pharmacia Biotech). Utilizando o sistema acoplado ao
AKTA FPLC, foi feito o seguinte protocolo: a coluna foi equilibrada com 2 vc
(volume de coluna) de tampéo A, seguida pela injecdo da fracdo soluvel do lisado
celular e eluicdo da fragcdo nao ligante com 10 - 15 vc. Ap6s estes passos, foram

38



feitos dois passos de eluicdo. Primeiramente, foi injetado a resina 5 — 10 vc de
tampao com concentragdo de imidazol equivalente a 50 mM (10% do tampao B).
Este passo foi introduzido no protocolo de purificacdo de algumas das proteinas a
fim de eliminar uma fragdo conhecida de contaminantes protéicos de menor
afinidade pelo niquel, imobilizado na resina. A concentragéo de imidazol foi entao
elevada abruptamente a 500 mM (100% do tampao B), para a eluicdo da amostra
de proteina. Todo o processo foi realizado com monitoramento constante da

absorbancia a 280 nm, da conduténcia, e da concentragéo do tampao B

B) Afinidade a GST

As purificagdes por cromatografia de afinidade a GST de proteinas
recombinantes fusionadas a GST utilizaram a coluna GSTtrap FF 1 x 5 mlou 1 x 1
ml, acoplada ao sistema de FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography') AKTA
FPLC (Amershan Pharmacia Biotech), ou resina “Glutathione Sepharose 4 Fast
Flow” (Amersham Biosciences). Foi também utilizado um sistema acoplado ao
AKTA FPLC para a realizacdo do seguinte protocolo: a coluna foi equilibrada com 2
vc de tampao A, seguida pela injecéo da fracao soluvel do lisado celular e eluicdo
da fracdo nao ligante com 10 - 15 vc. Apds estes passos, a amostra foi eluida com
2 - 5 vc, com 100% do tampao B-glutationa. Todo o processo foi realizado com
monitoramento constante da absorbancia a 280 nm, da conduténcia, e da
concentracdo do tampao B-glutationa. As purificacbes utilizando a resina
Glutathione Sepharose 4 Fast Flow foram feitas na bancada (a temperatura
ambiente), utilizando colunas descartaveis de plastico. Foi adicionada a coluna em
torno de 500 pul de resina por litro de induc&o, sendo a resina equilibrada com 3 vc
do tampao A, e incubada com a fracao soluvel do lisado celular por 1h, sob agitacao
leve, a 4°C. Apés a incubagao, o sobrenadante foi descartado da coluna, a qual foi
lavada com 10 — 15 vc do tampéo A. A eluicdo da fracdo ligada a resina foi feita
com a adi¢ao de 3 vc do tampao B-glutationa, e as fracées foram coletadas.
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3.2.16 Cromatografia por filtracao em gel

Foram utilizadas as colunas de purificacdo HiLoad Superdex 200 pg 16/60
(Amershan Pharmacia Biotech), para purificagées por gel filtragdo, e a coluna
Superdex 200 10/300 GL (GE), para as andlises de gel-filtracao analitica, acopladas
ao equipamento AKTA FPLC (Amershan Pharmacia Biotech). Ambos os processos
foram feitos da mesma forma, utilizando o tampao GF. A purificacdo por gel filtracao
foi utilizada para melhorar a pureza da amostra, enquanto as analises de gel-
filtracao analiticas foram utilizadas para extrair dados hidrodinamicos das moléculas
analisadas.

A coluna de gel filtracao analitica utilizada possui resolucao suficiente para
identificar moléculas de 3 a 600 kDa, e requer fluxo de 0,5 ml/min, segundo
especificacées do fabricante. O experimento requer dois padrbes para a posterior
andlise dos dados. Primeiramente foi utilizado o corante Blue Dextran, de alta
massa molecular (MM), o qual foi utilizado a fim de avaliar o volume em que uma
molécula com tamanho acima de 600 kDa (maximo da coluna) seria eluida, valor
esse chamado de volume morto ou V). O outro padrao utilizado foi uma mistura de
proteinas de tamanho e raio de Stokes conhecidos. As proteinas utilizadas estao
representadas na tabela 3.

Tabela 3: Proteinas utilizadas como padrao para gel-filtracao analitica.

Concentragao (mg/ml)

o

Proteina Raio de Stokes (A) (Erro: + 0,2 mg/ml)
Tiroglobulina 85 4,5
Ferritina 61 0,6
Aldolase 48 4,3
Ovalbumina 30 3,5
Anidrase Carbénica 23 2,8
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Apoés a aplicacdo e eluicdo dos padrées e da amostra da coluna, o valor do

volume em que a amostra foi eluida (Ve) foi colocado na equacao:

Ve —Vo 2)
K. =
av Vt _ VO

Onde K3, é o coeficiente de particdo, e V; € o volume total da coluna. O raio de
Stokes da proteina foi estimado com base em um ajuste linear dos raios de Stokes
(Rs) dos padrbes contra os coeficientes de particdes dos mesmos (no caso V-log
Kav). Além disso, um raio de Stokes teodrico foi predito para uma esfera rigida com a
mesma massa da proteina, que se difunde com a mesma velocidade. O coeficiente
friccional e o fator de formato de Perrin foram calculados a partir do raio de Stokes
(Cantor e Shimmel, 1980). O coeficiente friccional para uma esfera rigida,
possuindo massa idéntica ao da molécula de interesse (fy) e o coeficiente friccional

da proteina foram obtidos via equacao de Stokes:

fo = 6y (2t ®)
f = 6mnR, )

Onde n é a viscosidade do solvente, M é a massa molecular, e N é o numero de
Avogrado. O software Sednterp (http://www.jphilo.mailway.com/download.htm) foi

utilizado para estimar a viscosidade do tampao GF a 25°C (0,01 P).

3.2.17 Cromatografia de exclusao molecular acompanhada por um
detector de espalhamento de luz a varios angulos (SEC-MALS)

As andlises de SEC-MALS foram feitas utilizando um AKTA FPLC (Amershan
Pharmacia Biotech) acoplado ao equipamento miniDAWN™ TREOS (Wyatt
Technology Corporation, Santa Barbara, CA), o qual contém trés detectores de
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espalhamento de luz a angulos distintos, que foram utilizados para informar a
massa molecular média e a polidispersidade da amostra, entre outros (Young e
Foegeding, 2008). Este equipamento utiliza as leituras de absorbancia a 280 nm
provindas do AKTA FPLC, e as apresenta paralelamente com os dados de
espalhamento de luz, coletados pelos detectores. A separagdo das amostras foi
feita em coluna de gel-filtracdo analitica Superdex 200 10/300 GL (GE), como
descrito no topico 3.2.16 dos métodos. Os dados de SEC-MALS foram coletados e
analisados com o auxilio do programa Astra, versdo 5.3.4.14 (Wyatt Technology
Corporation, Santa Barbara, CA).

3.2.18 Determinacao da concentracao de proteinas

A concentracdo de proteinas puras foi determinada espectroscopicamente,
medindo absorbancia a 280 nm através do método descrito por Edelhock (1967). As
amostras foram centrifugadas a 10000 x g em temperatura ambiente durante 10
min, e entdo diluidas em tampao contendo fosfato de sodio (pH 6,5) na
concentragao final de 20 mM e 6 M de cloridrato de guanidina (Gdm-ClI). O
calculada concentracdo das amostras foi feito utilizando a equagcdo de Lambert-
Beer, descrita acima (equacao 1). O coeficiente de extingdo molar para proteinas a

280 nm foi calculado utilizando-se a seguinte equagéo:

e(d) = Nrrp X Errp + Nryr X Eryr + Neys X Ecys (5)

Sendo, £(A) é o coeficiente de extingdo molar (M'em™) da proteina de interesse
em um determinado comprimento de onda (A); nryp, N1y, € Ncys S&0 0S8 NUMeros de
triptofanos, tirosinas e cisteinas, respectivamente, presentes na sequéncia da
proteina; €rp, E7yr € Ecys, 0S cOeficientes de extingdo molar do triptofano, tirosina e
cisteina, respectivamente.

Para medicado da concentracdo de proteina total em extrato bruto foi utilizado o
método de Bradford, descrito por Sambrook et al, 1989. A medicdo da

concentragdo da proteina de interesse diretamente do extrato bruto foi feita
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quantificagdo das bandas do SDS-Page por densitometria, utilizando o programa
gratuito Image J.

3.2.19 Teste de reenovelamento da proteina Cointegrase auxiliado pela
Hsp90 de laranja

Este protocolo se inicia a partir da solubilizacdo dos corpos de inclusdo em
tampao de solubilizagédo e ajuste da concentracdo, como descrito no tépico 3.2.15.2
dos métodos. Foram separadas duas aliquotas de cada concentragéo da proteina
alvo para o reenovelamento, as quais foram dialisadas em paralelo, além de um
controle apenas com tampao de solubilizacdo. Na dialise para tampao com 0,5 M
de Guanidina-HCI, foi adicionada a Hsp90 na concentracao desejada, em uma das
aliquotas de cada concentracdo da proteina alvo, e no controle. Apds o ultimo
passo de didlise, as amostras foram centrifugadas a 20000g durante 15 min, a 4°C,
para a separacao das fragdes soluvel e insoluvel. O precipitado foi ressuspendido
no mesmo volume de tampédo de amostra de SDS-PAGE, e fervido. Por fim, as
aliquotas foram aplicadas em SDS-PAGE.

3.2.20 Ensaio de interacao proteina-proteina utilizando uma proteina
fusionada a cauda de GST como isca (GST “pull-down”)

As proteinas recombinantes expressas em fusdo com GST foram
ressuspendidas em 1 ml de tampéo A, lisadas e as fragdes soluveis obtidas foram
incubadas separadamente com 30 pl de resina Glutathione Sepharose 4 Fast Flow,
previamente equilibrada com tampao A, por 1 h sob agitacao leve, a 4°C (como
alternativa, também foram utilizadas aproximadamente 1 ml de amostras de
proteinas isca previamente purificadas por cromatografia de afinidade a GST). Apds
o periodo de incubacdo, a resina foi lavada quatro vezes com tampao A
(aproximadamente 30 vc), para remocado de amostra ndo ligada. Em seguida, a
resina foi incubada com 1ml da proteina presa, fusionada a cauda de polihistidina
(Hisg), previamente expressas e purificadas por afinidade em resina Talon Metal
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Chelate®. A incubacao foi realizada a 4°C, por 2 h sob agitacéo leve. As amostras
foram centrifugadas e a resina lavada cinco vezes com tampéo A, e mais trés vezes
com tampao A, acrescido de 0,1% de Triton X-100. Foram acrescentados as
resinas, 1 vc de tampao de amostra de SDS-PAGE, as quais foram fervidas por 10
min a 95°C, e fracionadas em gel SDS-PAGE 10% para coloragdo com corante
Coomassie blue, e visualizagdo por western blot. Como controle foi realizado o
mesmo procedimento para a proteina GST sozinha presa a resina, € incubada

separadamente com as proteinas-presa utilizadas.

3.2.21 Western blot

As andlises de western blot foram realizadas a partir de SDS-PAGE a 10 e
12%. As proteinas separadas pelo gel foram transferidas para membrana de PVDF
(difluoreto de polivinila) Immobilon-P (Millipore) previamente ativada em metanol
(aproximadamente 1 min), em tampao de transferéncia. A transferéncia foi realizada
a 350 mA por 1 h, utilizando o sistema de transferéncia molhado (BioRad). Apds a
transferéncia a membrana foi incubada em solugdo de bloqueio por 1 h, sob
agitacdo branda, a temperatura ambiente, ou por 16 h a 4°C, sem agitacdo. Em
seguida a membrana foi incubada com anticorpo primario, em solu¢ao bloqueio por
1 h, a temperatura ambiente, sob agitacdo branda. Depois da incubacdo com
anticorpo primario, a membrana foi lavada quatro vezes (10 min cada e sob leve
agitacdo) em tampao TBS, acrescido de 0,05% de Tween 20, e incubada com o
anticorpo secundario anti-lgG conjugado com peroxidase (GE Healthcare) por 1 h,
temperatura ambiente e sob leve agitacdo. As diluicbes dos anticorpos utilizadas
nos experimentos foram feitas em solucéo de bloqueio, e estdo descritas na tabela
4 abaixo. A membrana foi novamente lavada quatro vezes (10 min cada, sob
agitacédo leve) em tampao TBS, acrescido de 0,05% de Tween 20. A deteccao foi
feita utilizando-se 0 método de quimioluminescéncia com o kit ECL Plus Western
Blotting Detection System (GE Healthcare) e exposta ao filme de raios-X.
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Tabela 4: Diluicoes dos anticorpos utilizados nos experimentos de western
blot.

Anticorpo Tipo Organismo de origem Diluicao
Anti-His Primério Camundongo 1:5000
Anti-pthA Primario Coelho 1:5000
Anti-Hsp90laranja Primario Camundongo 1:2000
Anti-GST 1 Primario Coelho 1:5000
Anti-GST 2 Primaério Camundongo 1:6
Anti-camundongo Secundario Cabra 1:3000
Anti-coelho Secundario Cabra 1:3000

* As diluigdes foram feitas de acordo com as condi¢des preestabelecidas pelo fabricante.

3.2.22 Ensaio de atividade chaperona da Hsp90 utilizando citrato sintase

A citrato sintase (CS) € uma proteina altamente sensivel a agregacédo por
temperatura (Zhi et. al.,, 1991; Jakob et. al, 1995) pois mesmo uma incubagéo por
poucos minutos a 47°C leva a agregacao que pode ser detectada por espalhamento
de luz. A CS mitocondrial suina foi incubada com diferentes concentracdes de
Hsp90 em tamp&o 40 mM Hepes, pH 7,5, em 0,5 ml de volume final. As solugdes
foram inicialmente mantidas a 47°C por 5 min e apds a adicdo de CS e Hsp90,
iniciou-se o monitoramento do espalhamento de luz a 360 nm, por 40 min, com
intervalos de 1 min entre as medidas, em um fluorimetro Aminco Bowman® Series 2
(SLM AMINCO) com temperatura ajustada para 47°C. Os controles foram feitos na
auséncia de CS (negativo) ou Hsp90 (positivo). Foi utilizada albumina de soro
bovino (BSA) no lugar de Hsp90 em alguns ensaios, como controle.
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3.2.23 Sistema de duplo-hibrido

O sistema de duplo-hibrido baseia-se na estrutura do fator de transcricao GAL4
de S. cerevisiae. Este apresenta dois dominios fisicamente separados in vivo; o
dominio de ligagdo ao DNA (binding domain - BD) e o dominio de ativagdo da
transcricdo (activation domain - AD). O dominio da ligacdo de DNA se liga a uma
sequéncia promotora especifica, que se situa no inicio de um gene repoérter. Este,
por sua vez, atrai os componentes criticos do complexo de transcricdo, que fica
inativo. O dominio de ativacdo se encarrega de ativar este complexo, iniciando,
assim, a transcricdo. No sistema de duplo hibrido, a proteina de interesse é
fusionada ao dominio de ligacdo de DNA enquanto uma biblioteca de cDNA ou
gendmica, codificando as proteinas de todo o organismo, foi fundida ao dominio de
ativacdo de transcricdo. Através de processos de co-transformacao ou
transformagdo sequencial, as duas construgbes sao introduzidas nas células de
levedura. Quando ocorre uma interacdo entre a proteina de interesse e uma
proteina da biblioteca, o fator de transcricdo funcional completo é reconstituido no
interior da célula, e os genes reporteres sao ativados. A transcricdo dos genes
reporteres pode resultar em colénias com coloragdes especificas (lacZ) ou
permitem o crescimento celular em condicbes restritas através de utilizagdo de

marcas de auxotrofia (histidina, uracila, adenina).

Cada um dos vetores utilizados no duplo-hibrido (pOBD e pOAD) contém
marcas de selecao especificas. Além dos antibi6ticos, cada vetor supre a célula
com um tRNA que a cepa de levedura nao produz. O pOBD confere o tRNA para o
triptofano, enquanto o pOAD proporciona o tRNA para leucina na célula. Os clones
podem entdo ser selecionados também por seu crescimento em meios minimos
(SC drop-out).

3.2.24 Transformacao de leveduras competentes por choque-térmico

A transformacao da linhagem PJ69-4A MATa baseou-se no protocolo descrito
por Gietz et al. (1998). A levedura foi repicada em meio YAPD e incubada por 16-24
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h a 30°C. Da placa, foram removidos 25 pl de células, os quais foram
ressuspendidos em 1ml de agua MilliQ em um tubo de micro centrifuga com
capacidade para 1,5 ml. As células foram lavadas e centrifugadas a 12000 rpm
(rotor EE30 Eppendorf) por 30 s. Ao precipitado, foram adicionados na seguinte
ordem: 240 ul PEG MW 3350 (50%); 36 ul acetato de litio (1M); 50 pl ss-DNA de
esperma de salmao (2 mg/ml, Sigma, cat. No. L-1626); 2 ul do plasmideo contendo
a sequéncia de interesse, e agua MilliQ para um volume final de 360 ul. As células
foram ressuspendidas com o auxilio de vortex, receberam choque térmico a 42°C
por 30 min, e foram centrifugadas novamente. Ao precipitado, foram adicionados
400 pl de agua MilliQ para que as células fossem ressuspendidas. Estas foram
entdo incubadas em temperatura ambiente por 5 min. Amostras de 200 pl foram
plagueadas em meio SC-triptofano (SC-trip), e incubadas a 30°C por 2-4 dias. As
colénias obtidas foram transportadas para uma placa SC-trip, para manutencao por

repiques periédicos.

3.2.25 Transformacao em larga-escala

No ensaio de duplo-hibrido realizado neste trabalho foi utilizada uma biblioteca
genbmica de Xac, feita pelo prof. Dr. Chuck Farah e gentilmente cedida ao nosso
grupo. Esta biblioteca possui boa representatividade de todo o genoma da bactéria.
O clone contendo o vetor com dominio de ligagcdo ao DNA e a sequéncia de DNA
de interesse (isca), foi inoculado em 100 ml de meio SC-trip e incubado a 30°C, 200
rom por 16 h. Apos este periodo, foi medida a Asponm € calculado o volume de pré-
indculo necessario pra obter um total de 1,5 x 10° células, as quais foram
centrifugadas a 3000 x g e inoculadas em 300 ml de meio YAPD. Apds incubacao a
30°C, 200 rpm por 6h, novamente foi verificada a quantidade de células, a qual
deveria atingir uma Agoonm igual a 2,0 (aproximadamente 2,0 x 107 UFC/ml).

A cultura foi entdo dividida em 3 tubos Falcon de 50 ml e centrifugada a 3000 x
g por 5 min. Descartou-se o0 sobrenadante e as células foram ressuspendidas em
25 ml de agua estéril. Ao precipitado, foram adicionados os seguintes componentes
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na ordem indicada: 7,2 ml de PEG (50%); 1,08 ml de acetato de litio (1,0 M); 1,5 ml
de ss-DNA de esperma de salmédo (2 mg/ml); 30 pl de DNA plasmidial
(aproximadamente 1 pg/ul da biblioteca de cDNA), e 990 pl H>O. A mistura foi
homogeneizada em vortex e incubada em banho-maria a 42°C (choque térmico) por
60 min, agitando bem o tubo a cada 5 min. Posteriormente ao choque-térmico, a
mistura foi centrifugada a 3000 x g, 20°C por 5 min e o sobrenadante removido. As
células foram ressuspendidas em 100 ml de meio YPAD e incubadas a 30°C, 200
rom por 1 h, para recuperacdo apo6s o choque térmico. Apds a recuperagao, a
cultura foi novamente centrifugada a 3000 x g, 20°C por 5 min e 0 sobrenadante
removido. O precipitado foi ressuspendido em 10 ml de 4gua MilliQ estéril. Desta
solucdo, 500 pl foram plagueados em placas (150x15mm) contendo meio SC-
triptofano-leucina-histidina (SC-WLH) + 3-AT em concentracdo suficiente para
impedir auto-ativagdo do gene reporter GAL1-HISS3. Para o ensaio da Hsp90 contra
a biblioteca de Xac, foram utilizadas duas concentracoes diferentes de 3-AT: 1 e 3
mM. Trinta placas foram feitas com cada concentracao utilizando meio SC drop-out
na auséncia de triptofano, leucina e histidina (-WLH). Em outra placa contendo SC-
leu, foram plaqueados 50 pl de uma diluicdo 1:100 da solugé&o resultante da
transformacao (controle do numero de transformantes totais). As placas foram
incubadas a 30°C por até 14 dias, no decorrer dos quais as colonias foram
contadas e foram feitos repiques dos clones positivos em placas SC-WLH + 3-AT
cobertas por papel quadriculado (para a identificacdo dos clones). Os clones
positivos foram confirmados pelo crescimento em placas SC-WLHA + 3-AT.

3.2.26 Testes de auto-ativacao dos genes reporteres do ensaio de
duplo-hibrido

3.2.26.1 Gene ade2
O teste de auto-ativagdo do gene ade2, pode ser feito simplesmente repicando
colénias de levedura transformadas com os plasmideos a serem testados em meio
SC sem adenina (SC-A, SC-WA, SC-LA, ou SC-WLA), ou em conjunto com o teste
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de auto-ativacdo do gene reporter his3, retirando histidina e adenina da composicao
do meio. O crescimento de colénias de levedura transformadas com o plasmideo a
ser testado indica a auto-ativagdo deste gene repdrter por parte da sequéncia
testada.

3.2.26.2 Gene reporter gal1-his3

O clone contendo a sequéncia de interesse, a qual serviu como isca, foi
repicado em placa contendo meio SC-trip, incubada por 16-24 h a 30°C. Apds o
crescimento celular, aproximadamente 10 ul de células foram transferidos para um
tubo de micro centrifuga contendo 1 ml de agua MilliQ estéril, do qual foi medida a
absorbancia (Asoonm 0,1 equivale a 1x10° UFC/ml) apés a diluicdo de 1:1000 desta
cultura em agua. Assim, calculou-se a diluicdo que apresentaria aproximadamente
10 UFC/ul. Cem microlitros desta diluicdo (aproximadamente 1.000 colénias) foram
plagueados em meio SC-W (controle) e SC-WH, em concentracdes crescentes do
inibidor do gene repérter de histidina, 3-amino triazol (3-AT): 0 mM; 1 mM; 5 mM; 10
mM; 25 mM e 50 mM. As placas foram incubadas a 30°C durante 5 dias. A
concentragao inibitéria de 3-AT foi determinada para cada clone.

3.2.26.3 Gene lacZ

O teste de auto-ativacdo do gene lacZ mede a atividade da enzima (-
galactosidase, cuja expressado € regulada pelo promotor GAL4, na presenca dos
dominios de ativacdo e de ligacdo contidos nos plasmideos utilizados na técnica.
Desta forma, havendo interacdo (ou auto-ativacdo deste promotor), a producao
desta enzima é aumentada e, consequentemente ocorre atividade aparente. Para
este teste, foi utilizado o orto-nitro-fenil-B-D-galactopiranosideo (ONPG), um
composto incolor que simula a lactose, que na presenga da B-galactosidase, é
hidrolisado em galactose e orto-nitrofenol, o qual apresenta coloracao amarelada. A
concentracdo de orto-nitrofenol na solugdo pode ser medida por espectroscopia. E
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possivel entdo relacionar o aumento da atividade aparente da -galactosidase com
a forga de interacéo da isca e da presa utilizadas, ou a capacidade de auto-ativagao
de uma sequéncia especifica, de forma quantitativa.

Para se fazer este teste, col6bnias (no minimo duas) de levedura contendo os
plasmideos testados (pOBD isca + pOAD presa, pOBD isca + pOAD vazio, pOBD
vazio + pOAD presa, além de um controle positivo de interacdo ou de auto-
ativagao) foram pré-inoculadas em 1 ml de meio SC-WL, e incubadas a 30°C sob
agitacao constante a 200-225 rpm por 16h (over-night). Cento e cinquenta pl deste
pré-inéculo foram transferidos para 1,5 ml de meio YPD, em tubo de 5 ml, o qual foi
incubado a 30°C sob agitacao a 200-225 rpm, por aproximadamente 4h, até Asoonm=
0,5 - 0,8. Apés o periodo de incubacgao, 1,5 ml da cultura foi transferida para tubo de
2,0 ml, e centrifugado a 16000 x g por 30 s. O sobrenadante foi descartado, e o
precipitado ressuspendido em 300 pl de Z-buffer, e diluido em mais 1 ml de Z-
buffer. As células em Z-buffer foram lisadas por 3 ciclos consecutivos de
congelamento em nitrogénio liquido e aquecimento em banho-maria a 37°C. Apés a
lise celular, foram acrescentados 200 pl de ONPG ao tubo e incubar em estufa a
30°C, cronometrando o tempo, até a coloracao amarelada tornar-se visivel em um
dos tubos (normalmente o controle positivo). Os tubos foram entédo retirados da
estufa e foram adicionados imediatamente 0,5 ml de Na>CQOg3, parando a reacao
juntamente com a contagem do tempo de incubagdo. A solucao foi centrifugada
novamente a 16000 x g por 10 min, a fim de eliminar residuos celulares em solucao.
O sobrenadante foi entdo transferido para um tubo novo, e levado ao
espectrofotdbmetro. Foram medidas as leituras de absorbancia a 420 nm, a fim de
verificar a concentragdo de orto-nitrofenol, e a 550 nm, para medicdo de
concentragcdo de impurezas na solugdo (fragmentos celulares. O caélculo da

atividade da B-Galactosidase foi feito utilizando a seguinte equagéo:

[A420 — (1,75)Ass0] (6)

x = 1000 %
tXUXA600
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Sendo A4z a absorvidade a 420 nm, Assp a absorvidade a 550 nm, t o tempo
(em min) de incubacdo a 30°C da solugéo, apés a adicdo do ONPG, v o volume
inicial do inoculo (1,5), e Asp @ absorvidade dptica obtida inicialmente.

3.2.27 Recuperacao dos plasmideos das presas do duplo-hibrido

A estratégia utilizada com o auxilio da cepa KC8, de E. coli é baseado nas
marcas de selecado auxotroficas desta cepa. Para isso, as colénias transformadas
com DNA extraido da levedura, foram repicadas em meio LB, contendo o devido
antibiético, e incubadas a 30°C, por 24h aproximadamente. As colbnias que
demonstraram crescimento foram transferidas para placa contendo meio M-9, na
auséncia de leucina (M-9-L). Isso faz com que a bactéria mantenha o plasmideo da
presa, o qual possibilita a produgéo deste aminoacido, e exclui o plasmideo da isca,
desnecessario para sua sobrevivéncia. As placas foram entéo incubadas a 30°C por
aproximadamente 48h. ApoOs esse periodo, as colénias que apresentaram
crescimento no meio seletivo foram inoculadas em meio M-9 - L liquido, a 30°C, sob
agitacao ON, e tiveram seus plasmideos extraidos com o auxilio do kit de extracao
de DNA plasmidial, QlAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen), de acordo com o protocolo

do fabricante.

3.2.28 Caracterizacao de estrutura secundaria através de
espectropolarimetria de dicroismo circular (CD)

Os espectros de CD foram feitos utilizando-se um espectropolarimetro J-810
(JASCO), cubeta de quartzo de 1 mm de caminho 6tico e Hsp90 numa
concentracéo de 3,0 uM = 0,3, suficiente para fornecer um sinal bruto a 222 nm
entre -20 e -40 mgraus. Os programas utilizados para o registro e o tratamento dos
dados foram Spectra manager® (JASCO) e Origin® versdo 8 (OriginLAB
Corporation). A temperatura da cela foi mantida constante a 20°C através de um
sistema interno de controle (Peltier Type Control System PFD 425S- Jasco) e
controlador externo de temperatura NESLAB RTE Series (NESLAB). Os valores
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obtidos na leitura de CD (mgraus) foram convertidos para elipticidade molar residual

[6], definida pela equacao:

:(QXIOOXM) (7)
(Cxlxn)

Onde 0 ¢ a elipticidade em graus, M é a massa molecular da proteina em g/mol,
C é a concentracao da proteina em mg/ml, / é o comprimento do caminho 6tico em
cm, e n € o numero de residuos de aminodcidos da respectiva proteina. As
porcentagens de estrutura secundaria dos tipos hélice alfa, folha beta e estrutura
randémica foram calculadas com o auxilio do programa CDNN Deconvolution
(Versdo 2 — http:/Bioinformatik.biochemtech.uni-halle.dee/cdnn).O conteddo de

hélice alfa foi também obtido utilizando a elipticidade molar residual a 222 nm, como
descrito na equacao (Morriset et al., 1973):

_ ([0]322 —3.000) (8)
~ (—=36.000 — 3.000)

fH

Onde [0]202 é a elipticidade molar residual media a 222 nm, e fH, a fragdo de
helicidade (em %).

3.2.29 Desenovelamento térmico acompanhado por CD

Os experimentos de desenovelamento térmico acompanhado por CD
utilizam os mesmos principios apresentados no item 3.2.27 sobre dicroismo
circular. As leituras foram feitas utilizando-se cubetas de quarizo de 1 mm de
caminho ético em espectropolarimetro de CD J-810 (JASCO) com temperatura
controlada por Peltier Type Control System PFD 425S (JASCO) e controlador
externo NESLAB RTE Series (NESLAB). Ver legenda das figuras para mais
detalhes.
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3.2.30 Fluorescéncia intrinseca

Os experimentos de fluorescéncia foram realizados utilizando-se um
fluorimetro Aminco Bowman® Series 2 (SLM-AMINCO), cubetas de quartzo de 1
cm x 1 cm de caminho ético. Os programas utilizados para registro dos dados
foram SLMAB2 (SLM-AMINCO) e Origin® Pro versao 8.0 (OriginLAB Corporation).
A temperatura da camara de leitura foi mantida constante a 25°C através de um
banho-maria com fluxo. A proteina foi incubada nesta temperatura por 5 min antes
do inicio das leituras. Os espectros de emissao fluorescéncia foram monitorados
utilizando-se comprimento de onda (A) de excitagdo de 295 nm, com a abertura
para passagem de luz de 4 nm e de emissao de 335 nm (abertura 8 nm). Os
pontos para a composicao do espectro de emissao foram coletados a cada 1 nm
dentro do intervalo de 300 a 400 nm. Os dados foram analisados avaliando o perfil
dos espectros, o comprimento de onda onde se observa a maxima intensidade de
fluorescéncia dos espectros (Amax), em nm, e o centro de massa espectral,

extraido utilizando a seguinte equagéo:

<a>=T@XIEY ©)

Onde <A> é o centro de massa, em nm, A € o comprimento de onda, em
nm, e IF, é a intensidade de fluorescéncia num determinado comprimento de

onda.

3.2.31 Espalhamento de luz dinamico (DLS)

Os dados referentes ao coeficiente de difusdo (D) foram estimados por
experimentos de espalhamento de luz dindmico (DLS), que foram realizados em um
equipamento DynaPro-MS/X (Protein Solutions) em temperatura constante de 20°C.
As amostras foram previamente centrifugadas a 14000 x g por 10 min a 20°C. A
funcao de auto-correlacédo foi medida em um angulo de espalhamento de 90 graus,

com aproximadamente 400 acumulac¢des de 10 s cada e analisados pelo programa
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fornecido pelo fabricante. O DLS também foi utilizado como forma de medir a
monodispersidade das amostras.

3.2.32 Espalhamento de raios-X a baixos angulos (SAXS)

As coletas de SAXS e as analises dos dados foram realizadas em colaboracao
com o professor Dr. Ricardo Aparicio, do Departamento de Fisico-Quimica do 1Q -
UNICAMP. As medidas de SAXS foram realizadas na linha de luz SAXS 1, do
Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS), situado em Campinas/SP. As linhas
de luz possuem diferencas com relagdo a intensidade do feixe e ao detector. A linha
SAXS 1 possui um detector do tipo Pilatus, o qual € muito mais sensivel que
detectores de CCD utilizados em outras linhas de luz. Os dados relativos a
condicbes como concentragdo de proteina, tampéo, e com relacdo aos aditivos
utilizados nos experimentos estao detalhados nos resultados. A aquisicao de dados
foi feita através de um detector multicanal unidimensional sensivel a posi¢ao, sendo
possivel adquirir a curva de intensidade de espalhamento em fungéo do numero de
canal. O comprimento de onda do raio incidente utilizado foi de 1,488 A e a
distancia entre amostra-detector foi escolhida de modo a adquirir 0 espalhamento
de 0,01 a 0,4 A-1. Foi utilizada uma cela porta-amostra na forma de janela,
constituida de mica, para reduzir ao minimo possivel o espalhamento do sistema e
favorecer o espalhamento da amostra. Para o tratamento de dados, onde todas as
curvas foram corrigidas por efeitos associados a hdo homogeneidade da resposta
do detector e pelo decaimento da fonte de luz sincrotron, foi utilizado um script em
Linux, elaborado pelo prof. Dr. Ricardo Aparicio.

Para obter informacdes sobre a MM da particula espalhadora foi utilizada a
proteina soroalbumina bovina (BSA; MM = 69,0kDa) e a lisozima de galinha (MM =
14,3 kDa) como padrées externos de MM, sendo estas diluidas nos respectivos
tampdes da proteina de interesse, em concentracbes proximas a da amostra
analisada. A partir da razao entre o valor extrapolado de /(q) — 0O para a proteina de
interesse e da BSA ou lisozima, foi obtido uma estimativa da MM da particula
espalhadora.
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Os dados de SAXS permitem a constru¢do de modelos ab initio de proteinas e,
apesar destes modelos serem de baixa resolucao, informacgdes sobre o tamanho, a
forma e as posicoes relativas dos dominios da particula podem ser obtidas
(Svergun, 1999; Svergun e Koch, 2003). As informagdes contidas nas curvas de
SAXS também ajudam a interpretar e comparar, através de programas
computacionais, as possiveis diferencas entre a estrutura de proteinas em solugéao
e aquela apresentada em alta resolucao (Svergun e Koch, 2003). Para melhorar
estas comparacgoes, foi utilizado o programa de utilizagéo livre HydroPro (Garcia de
la Torre et al.,2000), o qual fornece dados hidrodinamicos para um dado modelo do
tipo .pdb. A comparacao foi feita entre os modelos ab initio gerados e as estruturas
de homologos de Hsp90 ja depositadas em banco de dados.

A funcao de distribuicdo de distancias p(r) e o raio de giro Rg da proteina
determinados por SAXS, foram calculadas a partir das curvas corrigidas e
normalizadas pela transformada de Fourier indireta com o auxilio do programa
GNOM (Semenyuk e Svergun, 1991).

A p(r) e o Rg da Hsp90 de laranja foram calculadas a partir das curvas
corrigidas e normalizadas pela transformada de Fourier indireta com o auxilio do
programa GNOM (Semenyuk e Svergun, 1991). Os modelos em baixa resolug¢édo
foram construidos a partir dos dados experimentais de SAXS através de método ab
initio implementado pelos programas DAMMIN (Svergun, 1999) e GASBOR
(Svergun et al., 2001).
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4. Resultados

4.1 Hsp90 de C. sinensis
4.1.1 Clonagens

A sequéncia da Hsp90 foi amplificada por PCR utilizando como molde o cDNA
de C. sinensis, e os primers HSP90-F2 e HSP90-R1, como se pode ver na figura
8A. O produto de PCR foi extraido do gel, ligado no vetor de clonagem pGEM-T
easy. Os plasmideos dos clones obtidos foram digeridos com a enzima de restricao
Hind 1ll, produzindo trés bandas distintas no gel: uma de aproximadamente 3000
pb, uma banda de 1102pb e uma de 246 pb, referentes a cortes feitos pela enzima
na regidao que codifica Hsp90 (possui dois sitios de clivagem para Hind lll) e uma

clivagem no sitio multiplo de clonagem do vetor pGEM-T easy (Figura 8B).

3000 pb

2000 pb w—

1000 pb  wmp

500 pb  m—p

Figura 8: A: Amplificagdo por PCR da Hsp90 de C. sinensis. 1) Marcador de DNA de 500 pb
(BioRad). 2) Amplificagdo de uma sequéncia de aproximadamente 2000 pb equivalente aos 2103 pb,
referente a Hsp90. B: Digestdo de um clone pGEMTeasy-Hsp90 com a enzima de restricdo Hind 11l
para a confirmacao de clonagem. 1) Marcador de DNA de 500 pb (BioRad). 2) Digestao do clone
pGEMTeasy-Hsp90 com Hind Ill. Pode ser observada a presenca de trés bandas com
aproximadamente 3000 pb, 1100 pb, e 240 pb, referentes as digestées feitas pela enzima na

molécula de DNA referente a Hsp90, confirmando sua presencga nesse clone.
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Apds o sequenciamento dos clones, estes foram digeridos com as enzimas Nde
| e Not |, assim como os vetores de duplo-hibrido pOBD e pET28a. Foram obtidos
dois clones da Hsp90 inseridos em pET28a a partir destas ligagdes. Varios clones
da Hsp90 em pOBD foram confirmados por PCR de col6nia. Todos os clones foram
sequenciados. O clone 54 da construcdo pOBD-Hsp90 foi selecionado para os
experimentos em levedura.

Com o sequenciamento completo dos clones obtidos, foram observadas duas
sequéncias de DNA diferentes de Hsp90 presentes na laranja. A figura 9 mostra o
alinhamento das sequéncias de DNA dos dois genes hsp90 encontradas desta
forma na laranja. As sequéncias foram denominadas “Hsp90a” e “Hsp90b”. Um
alinhamento destas duas sequéncias com homdlogos da Hsp90 de Homo sapiens
(isoformas alfa e beta), S. cerevisiae, S. officinarum, Hordeum vulgare e Nicotiana
tabacum pode ser observado na figura 10. A Hsp90a possui uma maior similaridade
a Hsp90 de S. officinarum (93,4% de identidade), utilizada inicialmente como molde
para constru¢ao dos oligonucleotideos. Esta sequéncia, a qual é idéntica a do clone
54 de duplo-hibrido, foi utilizada em todos os ensaios subsequentes. A figura 11
mostra a sequéncia de nucleotideos acompanhada por sua estrutura primaria,
evidenciando as regides limitantes de cada dominio interno da proteina, baseado na
similaridade com a Hsp82 de S. cerevisiae, cuja sequéncia esta apresentada na

figura 12.

57



Hsp90-a
Hsp90-b
Consensus

Hsp90=-a
Hsp30-b
Consensus

Hsp90-a
Hsp90-b
Consensus

Hsp90=-a
Hsp30-b
Consensus

Hsp90-a
Hsp90-b
Consensus

Hsp90=-a
Hsp90-b
Consensus

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

HASETETFAFQAETNOLLSLITINTFYSNKEIFLREL TSNSSDALDKIRFESL TDOKSKLDAQPELF IHITPDKTNNTL SIIDSGIGHTKADLVNNLGTIARSGTKEFHEALARGADVSHIGOF GYGFYSAY
HASETETFAFQAEINQLLSLIINTFYSNKEIFLRELISNSSDALDKIRFESLTDKSKLDAQPELFIHITPDKTNNs) STIDSGIGHTKADLYNNLGTIARSGTKEFHEALARGADYSHIGOFGYGFYSAY

}31 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 26?

LVHEKVIVTHKHNDBEUYIHESUHBGSFTVlRDTSEE%EGRGTKITLHLKEDﬂLEYLEERRLKDLIKKHSEFISYPISLHIEKTTEKEISDDEDEEEKKDEEGKVEDVUEEKEKEEKKKKKIKE?SHEHS

I + + + + + + + '
HHSETETFRFQREINQLLSLIIHTFYSHKEIFLRELISHSSDHLDKIRFESLTDKSKLDRQPELFIHIIFDKTHiEtSIIDSGIGHIKHHLVNNLGTIHRSG!KEFHEHLﬂHGRDUSHIﬁQFGVGFYSRY

LYAEKYIYTAKHNDDEQYIHESQAGGSF TYTROTSGHPLGRGTKITLHLKEDQLEYLEERRLKDLIKKHSEF ISYPISLHIEKT TEKEISDDEDEEEKKDEEGKYEDYDEEKEKEEKKKKKIKEYSHEHS
LYAEKVYIYTAKHNDDEQYIHESQAGGSF TYTRDTSGH I GRGTKITLHLKEDQLEYLEERRLKDLIKKHSEF ISYPISLHIEKT TEKEISDDEDEEEKKDEEGKYEDYDEEKEKEEKKKKKIKEYSHEHS

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 3390

I + + I
L‘|"NKQKPIHI'IRI(PEEITK%RHFYKSLTHDHEEHLHVKHF SYEGOLEFKAILFYPKRAPFDLFDTRKKPNNIKLYYRRYFIHDNCEEL IPEYLGFYKGIYDSEDLPLNISRETLQQNKILKYIRKNLYK

LYNKOKPTHHRKPEEITKEGYAAF YKSLTNDHEEHL AYKHFSYEGQLEFKAILFYPKRAPFDLFDTRKKPNNIKLYVRRVFIMDNCEELIPEYLGFVKGIVDSEDLPLNISRETLQQONKILKVIRKNLVK
LVYNKOKPIHHRKPEEITKEle{YARF YKSLTNDHEEHLAYKHF SYEGQLEFKAILFYPKRAPFDLFDTRKKPNNIKLYYRRYFIMDNCEELIPEYLGFVYKGIVDSEDLPLNISRETLOQNKILKVIRKNLYK

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520
I + + + + |
KCIELFCIEIF!E!IKED‘I'NKF'(ESFSKNLKEHEDSTI'IKTKLRELLRYHSTKSGI]ELTSLKDYVTRNKEGI]NI]I'('I’ITGESKKRVENSPFLEKLKKKGYEVL'I'IWI]BIIJE'HWGQLKEFEGKKLVSHTKEG

KCIELFOEIRENKEDYNKF YESFSKNLKLSTHEDS TNKTKLAELLRYHSTKSGDEL TSLKDYY TRHKEGONDIYYITGESKKAYENSPFLEKLKKKGYEYLYNYDAIDE YAYGOLKEFEGKKLYSATKEG
KCIELFOEIRENKEDYNKF YESFSKNLKLITHEDS TNKTKLAELLRYHSTKSGDEL TSLKDYVTRHKEGONDIYYITGESKKAVENSPFLEKLKKKGYEYLYHYDAIDE YAYGOLKEFEGKKLYSATKEG

521 530 540 550 560 570 580 530 600 610 620 630 640 650
I + + I
LKLBESEDEKﬁETLKEKFEELEKUIKDVLEDK‘-’EK'-"NSDRL"-’DSPL‘CLVTEEYEIETRNHERIHKHQHLRDHSHHG\'HSSKKTHEINPENPIHEEI.RKRRDHDKNDKSVﬁULLLFETRLLFSGFSL

LKLDESEDEKKHKE TLKEKFEGLCKYIKDYLGDKVEKYVVSDRYVDSPCCLVTGEYGHTANHERIHKAQALRDNSHAGYHSSKKTHEINPENPIHEELRKRADADKNDKSYKG| VLLLFETALL TSGFSL
LKLDESEDEKKKKE TLKEKFEGLCKYIKDVLGDKVEKYYYSDRYYDSPCCLYTGEYGHTANHERTHKAQAL RONSHAGYHSSKKTHEINPENPIHEELRKRADADKNDKSYKd|. YLLLFETALLTSGFSL

651 660 670 680 690 700
I + |
DDPNTFGNRIHRMLKLGLSIEEDAGDADADHPPLEDARDDAEGSKHEEYD

DDPNTFGHRIHRMLKLGLSIEEDAGDADADHPPLEDARDDAEGSKHEEVD
DDPNTFGNRIHRNMLKLGLSIEEDAGDADADHPPLEDARDDAEGSKHEEVD

Figura 9: Alinhamento das sequéncias das Hsp90a e b de C. sinensis.
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Hsp90_N.tabacum Figura10: Alinhamento entre as sequéncias de Hsp90

Hsp90A _C.sinensis encontradas em C. sinensis e outros homologos de

eucariotos (A). Um dendograma de similaridade de

Hsp90B_C.sinensis

Hsp90_S.officinarum sequéncia das Hsp90 de seis organismos eucariotos

Hsp90_H.vulgare esta representado em B.
Hsp90alpha_H.sapiens

Hsp90beta_H.sapiens

Hsp90_S.cerevisiae
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E K L K K K 6 ¥ E V L Y M V DA I DE Y A V 6 9 L K ETFEGHKKTULVY S ATIEKE &
ctcaagcttgatgagagtgaagatgagaagaagatgaaggaaaccttgaaggagaaatttgagggtctctgcaaggtgatcaaggatgttttgggtgacaaggtcgagaaggttgtagtg
L KL D E S EUDEIZKI KMMNMTEKETTULUEKTEI KT FEGELOCIE KV I KDV L GD KVEKUVYV YV
tetgaccgtgttgttgactecaccetgetygtttggtgactggtgagtatggatggacagecaacatggagaggateatgaaggeteag
SDRVVDSPCCLV'E‘GEYBTAHMERIHK&Q

terminal
i

Figura 11: Sequéncia e distribuicdo de dominios da Hsp90 de C. sinensis. A sequéncia de
nucleotideos da hsp90 estd acompanhada da sequéncia de residuos de aminodcidos da
proteina. As regides correspondentes aos dominios internos da Hsp90 estéo evidenciados
com retangulos em escala de cinza, e a regido carregada, que conecta o dominio c-terminal
ao dominio central, esta sublinhada. O motivo MEEVD (no dominio c-terminal), é
responsavel pela interagdo com dominios TPR de co-chaperonas.
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Sequéncia de DNA

Hsp90 de
C. sinensis

ATGGCATCAG
ATCATCAACA
TCCGATGCAT
CAACCAGAGC
GACAGTGGTA
TCTGGGACCA
CAGTTTGGTG
AAGCACAACG
ACCAGGGACA
GAAGACCAAC
GAGTTCATTA
GATGATGAGG
GAGAAAGAGA
TTGGTGAACA
TATGCTGCCT
TTCTCAGTTG
TTTGATCTCT
TTCATCATGG
GTTGATTCCG
TTGAAGGTCA
GAGAACAAGG
ATCCATGAGG
AAGAGTGGTG
AATGATATCT
GAGAAGCTCA
GCTGTTGGTC
CTCAAGCTTG
GAGGGTCTCT
TCTGACCGTG
AACATGGAGA
TCCAGCAAGA
AGGGCTGATG
ACTGCTCTCC
CACAGGATGT
ATGCCACCAT

AGACAGAGAC
CCTTTTACAG
TGGATAAGAT
TTTTCATTCA
TTGGCATGAC
AAGAGTTCAT
TTGGTTTCTA
ATGATGAGCA
CTTCTGGTGA
TTGAGTACCT
GTTACCCAAT
ACGAGGAAGA
AGGAAGAGAA
AGCAGAAACC
TCTACAAGAG
AGGGCCAGCT
TTGACACAAG
ACAACTGTGA
AGGATCTCCC
TCCGCAAGAA
AAGATTACAA
ACTCCACCAA
ATGAGTTGAC
ACTACATCAC
AGAAGAAGGG
AGCTCAAGGA
ATGAGAGTGA
GCAAGGTGAT
TTGTTGACTC
GGATCATGAA
AGACCATGGA
CGGACAAGAA
TCACTTCTGG
TGAAACTCGG
TGGAGGATGC

GTTTGCCTTT
TAACAAGGAG
CAGATTTGAA
CATTATCCCT
TAAGGCTGAT
GGAGGCATTG
CTCAGCTTAC
GTACATCTGG
GCTTCTTGGC
TGAGGAGCGC
TTCCCTCTGG
AAAGAAGGAT
GAAGAAGAAG
CATTTGGATG
TCTGACTAAT
TGAGTTTAAG
GAAGAAGCCC
GGAGTTGATC
TCTTAACATC
CTTGGTGAAG
CAAGTTTTAT
CAAGACCAAG
TAGCTTGAAG
TGGTGAGAGC
CTATGAAGTG
GTTTGAGGGA
AGATGAGAAG
CAAGGATGTT
ACCCTGCTGT
GGCTCAGGCC
GATCAATCCG
TGACAAGTCT
TTTCAGCCTT
GCTGAGCATC
TGCTGACGAT

CAGGCTGAGA
ATCTTTCTTC
AGCTTGACAG
GATAAGACCA
TTGGTGAACA
GCTGCTGGGG
TTGGTTGCTG
GAGTCTCAGG
CGCGGTACAA
CGTTTGAAGG
ATTGAGAAGA
GAGGAGGGTA
AAGATCAAGG
AGGAAACCTG
GACTGGGAGG
GCTATCCTCT
AATAATATCA
CCCGAATACC
TCAAGAGAAA
AAGTGCATTG
GAGTCATTCT
CTTGCTGAGC
GATTATGTGA
AAGAAGGCTG
CTCTACATGG
AAGAAGCTTG
AAGATGAAGG
TTGGGTGACA
TTGGTGACTG
TTGAGAGACA
GAGAACCCCA
GTGAAGGACC
GATGACCCTA
GAGGAGGATG
GCTGAGGGCA

TCAACCAGTT
GTGAGCTCAT
ACAAGAGCAA
ACAACTCATT
ACCTTGGTAC
CGGATGTGAG
AGAAGGTTAT
CCGGTGGATC
AGATCACTCT
ATTTGATTAA
CCACTGAGAA
AAGTTGAGGA
AGGTGTCCCA
AGGAGATTAC
AGCACTTGGC
TTGTTCCCAA
AGCTCTACGT
TTGGTTTTGT
CACTCCAGCA
AGCTCTTCCA
CTAAGAACCT
TGCTCCGATA
CCAGAATGAA
TTGAGAACTC
TTGATGCCAT
TCTCAGCGAC
AAACCTTGAA
AGGTCGAGAA
GTGAGTATGG
ACAGCATGGC
TCATGGAGGA
TTGTCCTTCT
ACACTTTCGG
CTGGTGATGC
GCAAGATGGA

GTTGAGTTTG
CAGCAACTCC
GCTAGATGCC
GTCTATTATT
AATTGCTAGG
CATGATTGGT
TGTTACCGCC
ATTCACTGTT
CCACCTCAAG
GAAGCACTCT
GGAGATTTCT
TGTTGATGAA
TGAGTGGTCA
AAAAGAAGAG
TGTGAAGCAC
GAGGGCACCT
CCGCCGTGTC
TAAGGGTATT
GAACAAGATC
AGAGATTGCT
AAAGCTTGGT
CCATTCCACC
GGAAGGCCAG
CCCATTTCTT
AGATGAGTAC
CAAAGAAGGT
GGAGAAATTT
GGTTGTGGTG
ATGGACAGCC
TGGTTACATG
GCTCAGGAAG
GCTCTTTGAG
CAACAGAATC
TGATGCTGAC

GGAAGTTGAT TAA

Figura 12: Sequéncia de DNA da Hsp90a de

4.1.2 Expressao e purificacao

C. sinensis.

A expressdao da Hsp90 de C. sinensis, de 80,02 kDa, como previsto pela
estrutura primaria, clonada em vetor pET-28a, fusionada a uma cauda de histidina,
de 2,17 kDa, foi testada nas cepas BL21 (DE3) e BL21 (DE3) pRARE. Em ambas
as cepas, foi possivel observar a expressao da proteina recombinante. Ambas as

expressdes foram bem sucedidas, e ndo ocorreram diferencas de expressao entre
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as cepas. Uma fracdo da proteina purificada foi obtida na porg¢ao soluvel da indugao
(Figura 13).

| 96kDa 96 kDa

W | 66kDa R

~ | 45kDa 45kDa

Figura 13: Expressao da proteina recombinante Hsp90 de C. sinensis. As bandas de 82
kDa podem ser vistas entre as marcagoes de 96 e 66 kDa do marcador. A) Expressao em
BL21 (DE3). B) Expressao em BL21 (DE3) pRARE. Ambos os géis seguem a seguinte
sequéncia: 1) Nao induzido. 2) 1 h de inducéo. 3) 2 h de indugéo. 4) 3 h de indugéo. 5) 4 h
de indugéo. 6) 5 h de indugdo. 7) Sobrenadante de 5 h de indugéo. 8) Precipitado de 5 h de
inducdo. M: Marcador de massa molecular.

Para a purificagdo da Hsp90 de C. sinensis foram utilizados dois passos
cromatograficos (Figura 14). Primeiramente foi feita uma cromatografia de afinidade
a niquel, utilizando a coluna HiTrap Chelating 1 x 5 ml (Ammershan Pharmacia
Biotech). Neste passo, uma grande quantidade de proteina € eluida da resina,
porém com baixo grau de pureza. Em seguida, uma cromatografia de gel-filtragéo,
utilizando a coluna HiLoad Superdex 200 26/60 (Amershan Pharmacia Biotech) foi
realizada na tentativa de aumentar ainda mais a pureza da amostra. Todas essas
purificacoes foram realizadas com colunas acopladas ao sistema de FPLC ('Fast
Protein Liquid Chromatography') AKTA FPLC (Amershan Pharmacia Biotech). O
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rendimento total de proteina e a pureza da amostra em cada passo do processo de

purificacdo da Hsp90 pode ser observado na tabela 5.

Cromatografia de Afinidade Cromatografia de Gel-filtracao

M 1 2 1 2 3 4 5 6 7 8

sokba - - - -

66 kDa

45 kDa

Figura 14: SDS-Page dos passos cromatograficos utilizados na purificacdo da Hsp90 de C.
sinensis. Cromatografia de afinidade: Canaleta 1: Fragdo sollvel apos lise bacteriana;
Canaleta 2 e 3: Fragbes sem afinidade a resina carregada com niquel. Canaleta 4:
Lavagem com 50 mM de imidazol; Canaletas 5 a 7: Lavagem com 500 mM de imidazol. As
fracoes 5 e 6 foram submetidas a cromatografia de gel-filtracdo: Canaletas 1 a 8: Proteina
eluida e utilizada nas analises subsequéntes. M: Marcador de massa molecular.
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Tabela 5: Expressao e purificacao da Hsp90 de C. sinsesis em E. coli (erro: * 5%)

Pureza
L Proteina Proteina Rendimento .
Passos de purificacao b g aproximada
total (mg)? alvo(mg) (%)
(%)
Extrato cellular soltvel® 457 72 100 16
Proteina insoltvel no
o 143 85 - 60
precipitado celular
Apdés cromatografia de
o 61 46 63 75
afinidade
Apo6s cromatografia de gel
30 29 39 96

filtracdo

# A concentracdo de proteina total foi medida pelo método de Bradford .

°A quantidade da proteina alvo no total de proteina foi determinado por quantificacdo das bandas do gel por
densitometria.

°O material inicial foi 1 | de cultura liquida de E. coli BL21 (DE3) utilizada durante a expressao.

90 rendimento da purificagao foi calculado com base na quantidade da proteina de interesse em cada passo
em relagéo a quantidade da mesma no extrato celular inicial.

4.1.3 Caracterizacao espectroscopica da proteina recombinante Hsp90

A proteina Hsp90, fusionada a cauda de Hisg, foi caracterizada por diversos
métodos biofisicos. Além da caracterizacdo da proteina em tampao, foram feitas
medidas na presenca de 200 uM dos nucleotideos ATP, ADP e ATPyS (analogo do
ATP de clivagem lenta). Foram coletados dados de SAXS na presencga de 200 uM
de ADPS (analogo de ADP de clivagem lenta) e 50 uM de Novobiocina (inibidor da
Hsp90), além dos demais aditivos descritos. Para todos os experimentos, foi
utilizado um tempo de incubacéo de 1 h em gelo da proteina com os aditivos antes
das medidas serem feitas. Os controles (sem aditivos) receberam o mesmo
tratamento. Todas as medidas de CD da Hsp90 de laranja foram feitas no tampao
GF.

4.1.3.1 Espectros de CD

Os espectros de dicroismo circular da Hsp90 na auséncia de ligantes foram
obtidos a partir da média de quatro experimentos independentes com 32
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acumulagdes cada (Figura 15). O contetudo de estrutura secundaria da Hsp90
predito pelo CDNN foi de aproximadamente 60% de hélice alfa, 35% de folha-beta e
20% de estrutura randémica (Erro padrdao = £10%). Foram feitas predigcdes de
estrutura secundaria utilizando a sequéncia de residuos de aminoacidos da
proteina. Foi gerada uma média dos resultados de 5 programas diferentes: GOR IV,
Jpred 3, NetSurfP v 1.1, SSpro 4.5 e SSpro v 8. Segundo essa média, o conteddo
de estrutura secundaria € 46% de hélice alfa, 15% de folha beta e 39% de estrutura
randdémica (Erro padrao = £5%). Utilizando apenas o sinal a 222 nm, foi obtido 35%

de hélice alfa.
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Figura 15: Espectro de CD da Hsp90 de C. sinensis na auséncia de ligantes. A elipticidade
molar residual [0] foi medida de 200 a 260 nm a 20°C com a proteina em solugao em

tampao GF. Os minimos em 222 e 208 nm indicam que a proteina esta enovelada.

Para as medidas na presenca de ligantes foram feitos trés experimentos

independentes com 16 acumulacées para cada uma das condicées. Nao foram
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observadas grandes alteracées nos espectros de CD da proteina nas condigbes
analisadas (Figura 16).
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Figura 16: Espectro de CD da proteina Hsp90 na presenca de ligantes. A Hsp90 foi
submetida a analises de CD em uma concentragdo de aproximadamente 3 pM no tampao
GF, em cubetas de 1 mm de caminho éptico, com temperatura constante a 25°C. Os
experimentos foram realizados em um espectropolarimetro acoplado a um banho-maria
externo e a um controlador interno de temperatura tipo Peltier. Os dados foram tratados
com o programa Origin® Pro 8. N&o ha alteracdo dentro do erro.

4.1.3.2 Estabilidade térmica

Para os experimentos de desenovelamento térmico, foram utilizadas
concentracdes de aproximadamente 3,0 uM da Hsp90. Estes experimentos foram
feitos acompanhando o sinal a 222 nm da proteina em solugao a cada 1°C de 20°C
a 90°C, a fim de visualizar alteracbes na quantidade de estrutura em hélice alfa
(Figura 17). Nao foram feitas medidas com a adi¢cao de ATPyS. A Hsp90 de laranja
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mostrou-se bastante estavel nestas condigbes até a temperatura de 90°C. Assim
como nao foi observada perda de sinal a 222 nm durante o aumento da
temperatura, também n&o foram observadas alteragcdes no sinal a 222 nm durante o
processo de resfriamento, de 90 a 20°C (dados nao mostrados), confirmando a

tolerancia desta proteina a grandes alteragées de temperatura.
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Figura 17: Desenovelamento térmico da Hsp90. As amostras de Hsp90 na concentracao
de 3,0 £ 0,3 uM foram submetidas a aquecimento de 20 a 90°C na auséncia e presenga de
200 puM dos diferentes ligantes testados no experimento de desenovelamento térmico
acompanhado por CD, com comprimento de onda fixo em 222 nm. A Hsp90 manteve-se

estavel durante o aumento da temperatura na presenga e auséncia dos diferentes ligantes.
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4.1.3.3 Espectros de fluorescéncia intrinseca

Foram analisados os espectros de fluorescéncia de triptofano da Hsp90 de
laranja na auséncia e presenca de nucleotideos (Figuras 18 e 19). A Hsp90 de
laranja possui seis triptofanos em sua estrutura primaria, como mostrado na figura
11. Os valores de Amax € centro de massa dos espectros de cada uma das medidas

estao resumidos na tabela 6.
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Figura 18: Espectro de emissao de fluorescéncia dos triptofanos da Hsp90. O comprimento
de onda de excitagéo utilizado foi 295 nm e a emisséo, de 300 a 450 nm em tampéao GF, na
auséncia e presenca 6 M do agente denaturante cloreto de guanidina (Gdm-Cl). Os
espectros de fluorescéncia revelam que a maior parte dos seis triptofanos da Hsp90
encontra-se enterrados em sua estrutura terciaria. O Ans observado para a Hsp90 em
estado nativo foi 338 £ 1 nm e o centro de massa, 336 + 1 nm. Na presenca de 6 M Gdm-Cl
0 Amax S€ altera para 351 £ 1 nm e o centro de massa para 352 + 1 nm.
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Figura 19: Fluorescéncia do triptofano da Hsp90 de laranja na presenga de ligantes.
Espectros da fluorescéncia dos triptofanos da Hsp90 de laranja na presenca e auséncia de

nucleotideos. Os experimentos foram realizados em tampao GF, e temperatura constante de
25 °C.
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Tabela 6: Resumo dos dados de fluorescéncia de triptofano da Hsp90 de

laranja.
Centro de massa (nm) A max (nm)
Sem nucleotideos 338 336
+ATP 338 336
+ADP 338 337
+ATPYS 338 337
+Gdm-ClI 352 351

*Erro padrdo = =1 nm.

4.1.3.4 SAXS

Foram feitas coletas da Hsp90 de C. sinensis, na concentracao de 2,25 mg/ml
(aproximadamente 27 uM), nas condi¢des com e sem ligantes, em tampao Tris 10
mM, pH 7,4, seguindo as condi¢des de incubagdo descritas no tépico 4.1.3 dos
resultados. Foram feitas coletas na auséncia de aditivos, e na presenca de ATP,
ADP, ATPyS, ADPS, e Novobiocina (Figura 20). Os dados coletados forneceram
um raio de giro de aproximadamente 59 A, e uma massa de aproximadamente 160
kDa, confirmando a dimerizagédo da proteina nestas condicoes.
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Figura 20: Medidas SAXS da Hsp90 na presenca e auséncia de ligantes. Os ligantes ATP, ADP, ATPyS, ADPS foram

utilizados na concentragao final de 200 uM, enquanto a novobiocina foi adicionada numa concentragéo final de 50 uM. A)

Curva experimental de SAXS da Hsp90 nas diferentes condi¢des e seus respectivos ajustes tedricos calculados utilizando o
programa GNOM. Inset: Regido de Guinier e ajuste linear. B) Fungao de distribuicdo de distancias p(r). Inset: Kratky plot da
curva de intensidade.
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Foram entdo gerados 40 modelos para cada condi¢cdo, com simetria P2 e eixo
de simetria livre utilizando o programa Dammin. Foi feita entdo uma triagem inicial
desses modelos, utilizando os dados estruturais dos homdlogos de Hsp90
disponiveis na literatura. Os modelos selecionados nessa triagem inicial foram
entdo submetidos a uma analise in silico utilizando o programa, HydroPro. Os
dados de coeficiente de difusdo D, obtido em medidas de DLS, coeficiente de
sedimentacdo s, raio hidrodindmico Rs e raio de giro Rg para cada modelo,
fornecidos pelo programa HydroPro, foram comparados aos dados experimentais
alcancados anteriormente para a Hsp90 de laranja e dados experimentais
disponiveis na literatura para homoélogos de Hsp90 de outros organismos (Garnier
et al., 2002), além dos mesmos dados fornecidos pelo mesmo programa para as
estruturas cristalograficas dos homélogos ja conhecidos (tabela 7). Com base
nestas comparagdes, foram selecionados modelos para a Hsp90 apo e na presenca
de ADP (Figura 21).
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Tabela 7: Analise comparativa dos parametros hidrodinamicos das Hsp90 de

diferentes organismos.

, Massa Molar 7 S 7. 2
Proteina Rstokes (X10 cm)* D (x10”cm®/s)*
(kDa) (Svedberg)*

Hsp90%apo 6,2+2 - 3,3
Hsp90®+ ATP 152 +3° - - 3,5
Hsp90°+ ADP - - 3,1

HtpG apo 142,8 6,2 6,0 3,4
Hsp90 (cérebro suino)? 164 + 10 6,5 6,1 3,3
Hsp90 apo (SAXS) 6,1 6,4 3,4
Hsp90 + ATPys (SAXS) 5,7 £1° 6,9+1° 3,7+0,5°
152+ 3°
Hsp90 + ADP (SAXS) 6,8 5,8 3,1
Hsp90 + novobiocina (SAXS) 5,6 £1° 7,1 +£1° 3,8 +0,5°

®Retirado de Garnier et al. 2002.

® Valor obtido experimentalmente por SEC-MALS,

° Dado médio obtido para os modelos,

*Com excegao aos dados experimentais (a), estes resultados foram obtidos utilizando o programa
HYDROPRO,
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Figura 21: Comparacao dos modelos ab initio obtidos por SAXS para a Hsp90 de laranja
com as estruturas ja depositadas. Em A e B estdo representados os modelos encontrados
para Hsp90 em solugcédo para as dadas condigcbes em comparagdo com as estruturas de

Hsp90s previamente conhecida.
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4.1.4 Gel-filtracao analitica e SEC-MALS

As analises de gel filtracdo analitica possibilitaram predizer o Rs da Hsp90 de
laranja em tampéo GF, a 25°C, com base nos raios previamente conhecidos das
proteinas do padréo (Figura 22). Além disso, foi possivel obter uma nog¢ao sobre o
formato da molécula em solugéo, a partir do fator de Perrin. Os dados obtidos estao

resumidos na tabela 8. Os experimentos foram repetidos quatro vezes.

Corante de alta MM
CsHsp90
Padréo de proteinas

Rs (A)

Absorbancia 280nm (AU)

'
15

Volume (ml)

0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0 1,1 1,2
(-log K )

Figura 22: Gel-filtracao analitica da Hsp90 de laranja. Ajuste linear dos raios de Stokes conhecidos

112

em fungao do coeficiente de particao (K,,). O ponto em preto é o coeficiente de particdo Hsp90, que
corresponde a um raio de 62 + 2 A. Inset: Padréo de eluicdo da Hsp90 (linha preta), a mistura do
padréo de proteinas com raio conhecido (linha pontilhada), e o corante Blue Dextran, de alta massa
molecular (linha cinza), foram carregados na coluna de gel filtragdo. O tamanho, em A, de cada uma
das proteinas padrao utilizadas, esta em evidéncia acima dos seus respectivos picos de eluigéo, ao
longo da linha pontilhada.
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Tabela 8: Parametros hidrodinamicos da Hsp90 de laranja.

*Massa molecular

**Rs predito p/ Rs observado f/fo
predita do dimero . . .
dimero (A) (A) (dimero)
(kDa)
Hsp30 164 36,3 622 1,7

**A partir da estrutura primaria.

**Raio predito para uma esfera rigida com a mesma massa da molécula em analise.

Em paralelo as analises de gel filtracdo analitica, foi utilizada a metodologia de
SEC-MALS, com intuito de identificar a massa real da Hsp90 em solucédo (Figura
23). Os experimentos foram realizados em tampdo GF, a 20°C. Os experimentos
com a proteina foram feitos em triplicata. Os dados apontam que a amostra esta
monodispersa em solucao, apresentando uma massa de 152 + 3 kDa, préxima da
massa predita pela estrutura primaria para o dimero (aproximadamente 164 kDa).
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Figura 23: Hsp90 analisada por SEC-MALS. A absorbancia a 280 nm detectada devido a
eluicdo da proteina (quadrados brancos) estdo representados em relacdo as massas
moleculares correspondentes (quadrados pretos). A Hsp90 apresenta-se monodispersa em

solucido, com uma massa molecular de 152 + 3 kDa.

4.1.5 Protecao contra a agregacao da CS

A Hsp90 foi incubada com 0,012 mg/ml de CS na mesma temperatura,
alterando a concentracdo da Hsp90 de acordo com as proporgcdes, avaliadas no
ensaio, entre as duas proteinas. A Hsp90 foi capaz de prevenir a agregacao da CS
in vitro a 47°C (Figura 24). O BSA, utilizado como controle, ndo apresentou efeito

protetor sobre a agregacao da CS.
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Figura 24: Protecao da agregacao da CS pela Hsp90 de C. sinensis. A agregacao induzida

por temperatura da citrato sintase (CS) a 47°C foi acompanhada por espalhamento de luz a

360 nm e inibida pela Hsp90 em uma maneira concentracao dependente. Foi utilizado BSA

como controle.

4.1.6 Identificacao in vivo por western blot

Com o auxilio de um anticorpo policlonal para a Hsp90 recombinante de C.

sinensis, identificou-se a presenca desta proteina diretamente em extrato de tecido

vegetal. O experimento foi feito com tecido foliar de C. sinensis. Foi possivel

identificar, por western blot, uma banda definida com massa molecular equivalente

a da Hsp90 recombinante, indicando a expressao desta proteina na planta (Figura

25).
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96 kDa

66 kDa

45 kDa

Figura 25: Andlise por SDS-PAGE e western blot da Hsp90 de C. sinensis em tecido
vegetal. A) A Hsp90 purificada (canaleta 1) e o extrato de planta (canaleta 2) foram
analisados em SDS-PAGE 10% corado com Comassie blue. O marcador de massa
molecular esta representado na canaleta M. B) Andlise de western blot da Hsp90 em tecido
vegetal. A seta indica a banda referente a Hsp90 identificada no extrato de C. sinensis.

4.1.7 Ensaio de duplo-hibrido

Foi realizado um ensaio de duplo-hibrido utilizando como isca a Hsp90 de C.
sinensis, clonada em vetor pOBD, contra a biblioteca de Xac. Foram feitos testes a
fim de verificar a ocorréncia de auto-ativacdo dos genes repérteres utilizados no
ensaio. Nao foi observada auto-ativacdo de nenhum dos genes reporteres testados.

Foram obtidos 300 col6nias nas placas contendo 1 mM de 3-AT e 11 colbnias
nas placas contendo 3 mM de 3-AT, as quais foram repicadas em placas com meio
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SC-WLH acrescido de 3 mM de 3-AT, retirando também adenina de sua
composicado, aumentando assim sua estringéncia. Apds o periodo de incubacao, foi
observado crescimento em 296 colénias do total de 311 isoladas da primeira
transformacao.

Nao foi possivel recuperar os plasmideos de todos os 296 clones para
sequenciamento. Apenas 36 clones (aproximadamente 12% do total de colbnias)

foram sequenciados (tabela 9).

Tabela 9: ORFs de Xac isoladas durante o ensaio de duplo-hibrido, utilizando

como isca a Hsp90a de C. sinensis.

Produto génico encontrado Quadro de e-value Redundancia
leitura

Cointegrase orf T +1/+2/43 3¢ (média) 25
Integrase +2 16 1
Proteina de transporte +3 5605 1
Transposase Tn5044 2 26796 1
Proteina hipotéticaXAC0145 -1 1e!8 1
Xilosidase 2 507143 1

Vinte e cinco clones dos 36 sequenciados eram referentes ao gene XACb0010,
relativo a uma Cointegrase de Xac. A Xac possui duas sequéncias de cointegrase
em seu genoma: uma delas presente em seu cromossomo, com 0 nome de
XAC3229, e outra presente no mega plasmideo pXAC64, com o nome de
XACb0010. O alinhamento das sequéncias encontradas em banco de dados com a
sequéncia isolada mostrou que todas as presas identificadas como Cointegrase no
duplo-hibrido eram referente ao gene XACb0010 (Figura 26). A interacdo desta
Cointegrase com a Hsp90 de C. sinensis, por sua alta redundancia, foi considerada
bastante significativa. Por esse motivo, foram realizados testes a fim de verificar se
tal interacao realmente estaria ocorrendo, ou se era fruto de auto-ativacao por parte
da presa. As presas encontradas em quadros de leitura negativos ndao sao
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corretamente transcritas na levedura, e devido a isso foram consideradas como
falso-positivos. As outras duas interagées nao foram levadas adiante, devido a
baixa redundancia. Os clones restantes nao apresentaram similaridade com

nenhuma sequéncia depositada no banco de dados.
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Figura 26: Alinhamento das sequéncias das orfs relativas a Cointegrase de Xac. Foi feito o
alinhamento das sequéncias de aminodacidos das proteinas Cointegrase, de Xac, encontradas no
banco de dados do GenBank, com a sequéncia isolada em duplo-hibrido. Nesta figura, a proteina
Cointegrase isolada, esta representada pelo clone “1C3”. A) Sequéncia da proteina codificada pelo
gene XAC3229 (numero de acesso no NCBI: NP_643537.1), contido no cromossomo de Xac, com a
sequéncia da proteina isolada. B) Sequéncia da proteina codificada pelo gene XACb0010 (numero
de acesso no NCBI: NP_644738.1), contido no plasmideo pXAC64 de Xac, com a sequéncia da

proteina isolada.

4.1.7.1 Testes de auto-ativacao da Cointegrase de Xac

Juntamente com o teste de auto-ativacdo da Cointegrase de Xac em sistema de

duplo-hibrido, foi feita a confirmagéo da interacao entre esta e a Hsp90 de laranja.
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Para isso, a levedura PJ694-a foi transformada com os plasmideos descritos na
tabela 10.

Tabela 10: Condicoes utilizadas no teste de auto-ativacao da Cointegrase de
Xac em sistema de duplo-hibrido

Plasmideo Plasmideo presa Concentracoes de
Condicao Meio utilizado
isca(pOBD) (pOAD) 3-AT
pOBDHsp90 pOADCointegrase Interagado
SC-WLH
OBDHsp90 OAD Controle
s
p P p negativo e 0,1,3¢5mM
Controle SC-WLHA
pOBD vazio pOADCointegrase ]
negativo

Nao foi observada auto-ativacdo dos genes his3 e ade2. A interacdo foi
confirmada novamente por duplo-hibrido (Figura 27). Foi realizado entdo, o teste
para verificar se havia auto-ativagdo do gene reporter gal4. Neste teste, foi
observada auto-ativacdo deste gene repérter. Apesar de ter sido observada auto-
ativacdo de um dos trés genes repérteres utilizados na técnica, a interagao foi
considerada positiva. A sequéncia referente a Cointegrase foi entdo clonada em
vetor de expressao, utilizando os oligonucleotideos iniciadores descritos no tépico
4.2.1.1, para a confirmagao da interagéo in vitro por pull-down.
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SC-WLH SC-WLHA

0 mM 3-AT 1mM 3-AT 0 mM 3-AT 1mM 3-AT

3 mM 3-AT ‘ 5 mM 3-AT 3 mM 3-AT 5 mM 3-AT

Figura 27: Testes de auto-ativacdo dos genes repérteres his3 e ade2 pela proteina
Cointegrase em sistema de duplo hibrido. Cada placa esta divida em trés partes: 1) pOBD
vazio + pOADXACb0010. 2) pOBDHsp90 + pOAD vazio. 3) pOBDHsp90 +
pOADXACb0010. Esta divisdo ¢ ilustrada na placa SC-WLH com 0 mM de 3-AT. Todas as

placas seguem esse mesmo padréo.

4.2 Proteinas parceiras de interacao da Hsp90 de laranja

4.2.1 Cointegrase de Xac

4.2.1.1 Clonagem da orf XACb0010 de Xac, e expressao e purificacao
da proteina Cointegrase

O gene XACb0010 foi inteiramente sequenciado no vetor de duplo-hibrido

pOAD. Oligonucleotideos foram entdo desenhados para a clonagem deste gene em
vetores de expressdo pET-28a e pGEX 4T-1. Sua sequéncia de DNA possui 1056
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A

pb. Foram adicionados sitios para enzimas de restricdo as extremidades da
sequéncia através dos oligonucleotideos, para facilitar as subclonagens.

A proteina Cointegrase possui 39 kDa, e teve sua massa molecular aumentada
para 41 kDa quando fusionada a cauda de Hisg, € para 66 kDa, quando fusionada a
GST. As expressoes dos clones da Cointegrase em vetor pGEX 4T-1 e pET 28a
foram feitas de acordo com as condi¢cdes apresentadas na tabela 2.

Em quase todos os testes de indugdo as proteinas estavam insoluveis. Com
excecao das indugdes a 37°C, em temperaturas mais baixas e, principalmente com
0,4 mM de IPTG, uma pequena quantidade de proteina foi obtida na fragao soluvel,
apos a lise celular (Figura 28). Na condicdao de 30°C, com 0,4 mM de IPTG, foi
observado um leve aumento na solubilidade da proteina fusionada a cauda de Hisg
(clone pET 28aXACb0010). Todas as condi¢des de indugéo da proteina fusionada a
GST obtiveram o mesmo resultado. Essa condicao foi utilizada pra uma expressao

em maior escala, visando a purificacdo da proteina soluvel.

116 kDa
97 kDa

45 kDa

30 kDa
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. a . o It o
$ $ & 5 & 3 & g
& S § & § £ 0§ B & Insoldvel soliivel
¥ £ F & F £ § " . —
¥ & & © F 2§ ®F 5 ¥ & & 5 5 & 5 8 5 8
116kDa|
- - O—
o — 66 kDa | .,
- . —
- -
- -
-— — .y T 35 kDa | " ‘ e
—_— - —_—
25 kDa s
14 kDal

Figura 28: Expressao da proteina Cointegrase de Xac. Expressao da proteina fusionada
(A) a GST, a temperatura de 37°C e 0,4 mM de IPTG, e (B) a cauda de Hisg, a temperatura
de 30°C e 0,4 mM de IPTG.

Uma cromatografia de afinidade a niquel, utilizando a coluna HiTrap Chelating 1
x 1 ml (Ammershan Pharmacia Biotech), foi utilizada na tentativa de purificar a
proteina Cointegrase. A proteina foi eluida da coluna com aproximadamente 250
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mM de Imidazol, conferindo um bom grau de pureza, como pode ser observado na

figura 29.

116 kDa

66 kDa

45kDa

35 kDa

Figura 29: Purificacdo por cromatografia de afinidade a niquel da proteina Cointegrase,
fusionada a cauda de Hiss. Nas canaletas de 1 a 4 é possivel ver uma grande quantidade
de contaminantes separados da amostra, durante o processo. E possivel ver, na canaleta

9, a banda referente a Cointegrase de Xac, apontada pela seta.

A proteina purificada mostrou-se bastante instavel, agregando com extrema

facilidade.

4.2.1.2 Purificacao da proteina Cointegrase proveniente de corpo de

inclusao

A proteina Cointegrase, de Xac, é expressa em grande quantidade em sistema

heterélogo, porém bastante insoluvel. Uma hipdtese € que esta proteina poderia
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estar sendo enviada para corpos de inclusdo apds sua expressao em E. coll.
Devido a isso, um protocolo de solubilizagdo de corpos de inclusao foi
desenvolvido, como descrito nos meétodos, no intuito de colocar esta proteina em
uma condi¢ao passivel de se trabalhar. Este protocolo também foi utilizado como
método para a purificacdo desta proteina. Foi obtida uma concentragéo de 42 a 60
mg/ml (proximo de 1,2 mM) da proteina, em tampao de solubilizacdo (Figura 30).
Apés o reenovelamento da proteina, ao retirar a Gdm-Cl por completo do tampéo, a
maxima concentracdo alcangada foi de aproximadamente 0,4 mg/ml, o equivalente

a aproximadamente 10 pM.

97 kDa

66 kDa

45 kDa

Figura 30: SDS-PAGE da lise de corpo de inclusdo e reenovelamento da proteina

30 kDa

Cointegrase, de Xac. M: Marcador de peso molecular. 1: Fragao insoluvel do extrato celular
da inducédo do clone pETTEVCointegrase. 2: Fragdo soluvel do extrato celular da indugéo
do clone pETTEVCointegrase. 3: Primeira lavagem do precipitado. 4: Segunda lavagem do
precipitado. 5: Precipitado ressuspendido em tampao de solubilizag&o. 6: Diluigdo 1:20 da
suspensdao em tampao de solubilizagdo. 7: Fracdo soluvel pés reenovelamento. 8: Fragéo

insoluvel pds reenovelamento.
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4.2.1.3 Teste de solubilizacao da Cointegrase de Xac com o auxilio da

Hsp90 recombinante de laranja

A proteina Cointegrase foi obtida na fragdo soluvel, porém em baixa
concentragao. A fim de tentar aperfeicoar o processo de solubilizagdo da proteina,
foi proposta adicao da Hsp90 a solucao contento a Cointegrase, durante o processo
de reenovelamento (Figura 31). Como a Cointegrase foi obtida em solu¢cdo em uma
concentragdo de no maximo 0,4 mg/ml aproximadamente, tentou-se neste
experimento utilizar concentragbes maiores da proteina, de 0,5 a 1,0 mg/ml (12 a 24
uM). Ao fim do experimento, apds a centrifugacdo das amostras, os precipitados
dos tubos, onde foi adicionada a Hsp90 a 1 uM, estava visivelmente menor. Porém,
na analise em SDS-PAGE né&o foi possivel observar a proteina Cointegrase na
fracao soluvel em quantidade significante. Esta se apresentou praticamente toda na

fracao insoluvel.
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Figura 31: SDS-PAGE da solubilizacao da Cointegrase de Xac com o auxilio da Hsp90. M:
Marcador de massa molecular. 1: Fracdo insoluvel da Cointegrase a 0,5 mg/ml pos
reenovelamento. 2: Fragdo soluvel da Cointegrase a 0,5 mg/ml pés reenovelamento. 3:
Fracdo insoluvel da Cointegrase a 0,75 mg/ml pds reenovelamento. 4: Fragcédo soluvel da
Cointegrase a 0,75 mg/ml pds reenovelamento. 5: Fracao insoluvel da Cointegrase a 1,0
mg/ml pés reenovelamento. 6: Fragdo solivel da Cointegrase a 1,0 mg/ml pés
reenovelamento. 7: Fragao insoluvel da Cointegrase a 0,5 mg/ml p6s reenovelamento, com
a adicao de Hsp90. 8: Fracado soluvel da Cointegrase a 0,5 mg/ml pés reenovelamento,
com a adicao de Hsp90. 9: Fracdo insoluvel da Cointegrase a 0,75 mg/ml pés
reenovelamento, com a adicao de Hsp90. 10: Fracao soluvel da Cointegrase a 0,75 mg/ml
pbds reenovelamento, com a adicdo de Hsp90. 11: Fracao insoluvel da Cointegrase a 1,0
mg/ml pés reenovelamento, com a adicao de Hsp90. 12: Fracao soluvel da Cointegrase a
1,0 mg/ml pés reenovelamento, com a adicao de Hsp90. 13: Fracao insoltuvel do Controle
de tampao com a Hsp90 adicionada no mesmo ponto do reenovelamento. 14: Fracéo
solivel do controle de tampdo com a Hsp90 adicionada no mesmo ponto do

reenovelamento.
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4.3 Proteinas PthA de Xac

4.3.1 Expressao e purificacao das PthAs 1 a 4

As quatro isoformas da proteina PthA de Xac, clonadas em vetor de expressao
pET-28a foram fornecidas pelo grupo do prof. Dr. Celso Benedetti. Estas proteinas
foram expressas em cepa BL21 (DE3), a 25°C, com uma concentragcado de 0,4 mM
de IPTG, durante 4h. Por estarem fusionadas a cauda de Hisg, foi utilizada
cromatografia de afinidade a cobalto, utilizando a resina Talon Metal Chelate®
(Clontech), para a purificacdo destas. As proteinas foram eluidas com 100% do
tampao B (Figura 32).
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Figura 32: SDS-PAGE da purificagdo das quatro isoformas da proteina PthA de Xac. A)
Purificagdo da proteina PthA2, com 117 kDa, por cromatografia de afinidade em sistema
acoplado ao aparelho AKTA FPLC. B) Purificacdes das proteinas PthA1, com 119 kDa, e
PthA3, com 117 kDa, por cromatografia de afinidade a cobalto, utilizando a resina Talon
Metal Chelate®. C) Purificacdo da proteina PthA4, com 122 kDa, por cromatografia de
afinidade a cobalto, utilizando a resina Talon Metal Chelate®. As bandas vistas no gel além
da banda referente as proteinas purificadas, nas alturas referentes as suas respectivas
massas moleculares, correspondem a agregados protéicos ou degradagdao das mesmas, 0

que foi confirmado por western blot.
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4.3.2 Ensaio de pull-down com as PthAs

Para os ensaios de GST pull-down, foram utilizadas as quatro variantes da
PthA, e duas construgdes truncadas, sendo uma contendo apenas a regido C-
terminal, e outra na qual sdo expressas 5,5 repeticbes do dominio central da
proteina (A5,5rep-PthA2), além do C-terminal, todas fusionadas a uma cauda de
Hisg (Figura 33). A fim de verificar e confirmar a presenca tanto da isca quanto das
presas no fim do experimento, foi utilizada a técnica de western blot, como descrito
em métodos. Foram utilizados anticorpos anti-His (devido a cauda de Hisg das

presas) e anticorpo anti-GST, para identificacdo da isca.
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A B

PthA1-Hiss - - - - - - + + .

PthA3-Hiss + + - 0 + + PthA2-Hiss - B +

GST livre imobilizada em p N PthA4-His. - - = + + +
resina de glutationa sefarose GST livre imobilizada em
Hsp90-GST imobilizada em resina resina de glutationa sefarose + * +
de glutationa sefarose b s Hsp90-GST imobilizada em resina
de glutationa sefarose ¥ ¥ *
— - |- -
>

... |

Anticorpos Anti-His Anti-GST Anticorpos Anti-His Anti-His Anti-His
C
ASSrep-pthA2-Hiss  + - § = Figura 33: Western blot dos pull-downs das

interagbes das PthAs com a Hsp90-GST de C.
sinensis. Na parte superior esquerda de cada figura
Hsp90-GST imobilizada em resina - . , .
deglutationasefarose  *  * X estdo descritas as proteinas utilizadas no
experimento e qual cauda esta fusionada a mesma.
e |em A presengca ou auséncia de cada proteina no
experimento demonstrado nas canaletas esta
. marcada (no topo) por “+”, caso presente, ou por “—,
caso ausente. A) PthA3-Hisg contra GST-Hsp90a. B)
- PthAs 1, 2 e 4-Hisg contra GST-Hsp90. C) A5,5rep-
- PthA2 e C-terminal da PthA2 contra GST-Hsp90. As
setas indicam a banda referente a GSTHsp90 nos
i A i westerns revelados com anti-GST.

C-terminal da pthA2-His. - * - +

As proteinas PthA, 1 a 4, o C-terminal da PthA2, a construgdo A5,5rep-PthA2
apresentaram interacdo com a Hsp90 fusionada a GST. O ensaio foi repetido,
mantendo os mesmos resultados. Foi entdo feito um experimento controlando as
concentragbes de ATP e de Geldanamicina (GA), inibidor da Hsp90 (Figura 34).
Para isso, foi utilizada somente a PthA2. Nao houve alteracdo na interacdo da
Hsp90 com a PthA2.
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Figura 34: Western blot dos pull-downs da interacdo da PthA2 com a Hsp90-GST de C.

sinensis na presenca e auséncia de aditivos. Os aditivos utilizados foram geldanamicina
(GA: inibidor da Hsp90) e ATP.

4.3.3 Gel filtracao analitica das proteinas PthA2 e 4 de Xac

Devido a grande semelhanca entre as proteinas da familia das PthAs, de Xac,
foram escolhidas as isoformas 2 e 4 para os experimentos. As proteinas PthA2 e 4
foram analisadas por gel filtracdo analitica (Figura 35), o que possibilitou predizer os
Rs de cada uma, em tampao GF, a 25°C, com base nos raios previamente
conhecidos das proteinas do padrao. Foi possivel também obter uma nocao sobre o
formato dessas moléculas em solugéo, a partir do fator de Perrin. Como ndo ha
relatos na literatura sobre a oligomerizacdo destas proteinas, os dados de gel
filtracdo analitica sugerem que essa proteina possa se comportar como um
monémero alongado, ou um dimero levemente oblato em solucdo. Os dados
obtidos estao resumidos na tabela 11.
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Figura 35: Gel filtracdo analitica das proteinas PthA2 e PthA4, de Xac. A) Cromatografia de
gel filtragdo. A PthA2 (circulos brancos), a PthA4 (triangulos pretos) a mistura do padrdo de
proteinas com raio conhecido (linha tracejada), e o corante Blue Dextran, de alto peso
molecular (linha preta), foram carregados na coluna de gel filtracdo. Sobre os picos estao
os volumes de eluicdo de cada. B) Ajuste linear dos raios de Stokes conhecidos em fungao
do coeficiente de particdo (K,,). Os pontos em preto e cinza séo os coeficientes de particao
das proteinas PthA2 e PthA4 respectivamente, os quais correspondem a raios de
aproximadamente 50 A.
Tabela 11: Parametros hidrodinamicos das proteinas pthA2 e pthA4 de Xac.
*Massa molecular predita  **Rs predito p/ **Rs predito p/ £/fo
y Rs observado f/fo
do monémero/dimero monomero dimero :
) . (R) (mondémero) (dimero)
(kDa) esférico (A) esférico(A)
pthA2 117 / 235 29 a1 50+ 4 1,55 12
pthA4 124 / 249 33 42 5143 1,54 12

*A partir da estrutura primaria.

**Raio predito para uma esfera rigida com a mesma massa da molécula em analise.
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5. Discussao

5.1 Sequenciamento de genes codificantes para a Hsp90 de C. sinensis

Duas sequéncias foram isoladas com pequenas variacoes entre elas e os
resultados de sequencimaneto mostram que existem variabilidades genéticas da
Hsp90 de laranja. Para chegar a esta conclusdao, ambas as sequéncias foram
comparadas aquelas depositadas no banco de dados do GenBank
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/Genbank/). Neste banco de dados havia informacdes
de sequéncias de ESTs depositadas por dois grupos de pesquisa diferentes. Cada
uma das sequéncias possuia ESTs equivalentes em apenas um dos bancos de
dados depositados por cada grupo. Desta forma, a existéncia de cada sequéncia no
genoma de laranja foi confirmada e, por isso, estes genes foram denominados
diferentemente no nosso trabalho. Assim como € observado em outros organismos,
como em humanos, por exemplo, péde-se verificar que a espécie C. sinensis
também possui pelo menos duas isoformas citosélicas da proteina Hsp90. Foi dado
o nome de Hsp90a para a sequéncia que apresentava maior similaridade com a
Hsp82 de cana-de-agucar, como descrito em Resultados. Esta foi entdo utilizada

em todos 0s experimentos subsequentes.

5.2 Producao de Hsp90 recombinante em sistema heterélogo

Como pode ser visto na figura 13, uma fragdo de toda a Hsp90 recombinante
expressa em E. coli apresentava-se insoluvel. Diversas cepas e alteracdes variadas
nas condicdes de inducéo foram testadas com o intuito de aumentar o rendimento
de proteina soluvel em um estado n&o agregado. Foi testado um protocolo de
inducdo de 16 hrs a 25°C, que resultou em um aumento consideravel na propor¢ao
proteina sollvel / agregado (dados ndo mostrados). Entretanto o rendimento total
de proteina foi drasticamente reduzido, alcangando finalmente uma quantidade
menor de proteina do que a apresentada na tabela 5. A cepa, os tampdes utilizados
e as condicbes de expressao e purificacdo apresentadas nesta tese foram as que
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mostraram os melhores resultados para a Hsp90. Em um esforgo para melhorar a
quantidade de proteina soluvel ndo agregada em solugéo e reduzir sua precipitacao
durante a lise celular e purificacao, foram testados diversos tampdes alterando forca
idbnica, pH, agente tamponante e ions soluveis, mas foi sem efeito. A concentragao
maxima alcangada para a Hsp90 de C. sinensis foi de aproximadamente 70 pM.
Tentativas de concentrar as amostras resultaram em agregacado. No entanto, a
Hsp90 em concentragées menores que 70 uM apresentou-se bastante tolerante a

grandes variagoes de temperatura, concentragdo ou forga idnica.

5.3 Hsp90 recombinante apresentou-se corretamente enovelada e com

funcdes preservadas

A proteina Hsp90 de laranja foi caracterizada espectroscopicamente pelos
métodos de CD, fluorescéncia de triptofano, desenovelamento térmico
acompanhado por CD, gel filtracdo analitica, SEC-MALS e por SAXS. Na maioria
dos experimentos, esta caracterizagdo também foi feita na auséncia e presencga dos
nucleotideos ATP, ADP e ATPYS.

O conteudo de estrutura secundaria da Hsp90 foi examinado pela deconvolucao
dos espectros de CD e uma analise in silico baseada na sequéncia de residuos de
aminoacidos da proteina, apresentando resultados semelhantes. Contudo, uma
andlise mais precisa do teor de hélice alfa usando o valor da elipticidade molar
residual a 222 nm (revisto em Correa e Ramos, 2009), mostrou um contetdo de
35% de hélice alfa, muito préximo ao que € ja descrito para os homélogos de outras
Hsp90 com estruturas cristalogréficas.

O espectro de emisséo de fluorescéncia dos residuos de triptofano da proteina,
em condicdo de desnaturacdo, sugeriu que a Hsp90 estava enovelada,
apresentando estrutura terciaria definida apds as etapas de purificacdo. Estes
resultados foram suportados por dados fornecidos por cromatografia de gel-filtragao
analitica, SEC-MALS e DLS.

A Hsp90 provou ser uma proteina dimérica e moderadamente alongada em

solucdo. Foi possivel isolar essa conformacdo da proteina em uma solugéo
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monodispersa. Os dados hidrodindmicos obtidos foram muito semelhantes aos
encontrados na andlise in silico e in vitro para os homologos Hsp90 de outros
organismos (Garnier et al.,, 2002). A proteina ndo apresentou grandes alteracoes
em sua estrutura secundaria, apdés a adicdo dos nucleotideos, e mostrou-se
bastante estavel com o aumento de temperatura, ndo perdendo estrutura apos o
aquecimento. A estabilidade térmica das Hsp90 tende a proporcionar um bom
desempenho de sua atividade em temperaturas elevadas (Weis et al., 2010; Maller
et al., 2004; Cheng et al., 1992).

Os experimentos de gel filtracdo analitica sugeriram que a molécula em solugéo
possui um formato oblato, de acordo com o fator de Perrin encontrado, no valor de
1,7, com um Rs de 62 + 2 A, equivalente ao que é descrito na literatura para a
Hsp90 de diversos organismos diferentes (Tbarka et al., 1993; Garnier et al., 2002).
A Hsp90 apresentou-se monodispersa e dimérica em solugdo, com uma massa de
152 + 3 kDa, préxima da massa predita para o dimero, a partir da estrutura primaria
(aproximadamente 164 kDa), de acordo com os dados coletados por SEC-MALS.

Sabe-se que chaperonas moleculares tém um papel na protecdo de agregacgao,
que também é atribuida a Hsp90 (Johnson et al., 2000; Tanaka et al., 2001; Wayne
e Bolon, 2010). A Hsp90 de laranja produzida durante este trabalho também se
mostrou funcional, como pdde ser observado pela sua fungcéao de protecao da CS a
temperatura (Jakob et al, 1995). O efeito de protecdo causado pela Hsp90 na
agregacao da CS ja pdde ser observado na proporgédo 5:1 de CS para Hsp90, na
qual a agregacao ficou evidentemente mais lenta (dados ndo mostrados). Com o
aumento da concentracdo de Hsp90 na solugdo, a agregagdo diminuiu
consideravelmente, alcangando mais de 50% de protecdo, na proporgéo 1:1, e em
torno de 70% na proporgao 1:2.

A preservagao da estrutura secundéaria da Hsp90 recombinante, e a posterior
determinacgao de estruturas terciarias e quaternarias bem definidas, mostraram que
a Hsp90 recombinante estava enovelada apds todo o processo de expressdo em
sistema heterélogo e purificacao in vitro. A alta estabilidade térmica e a identificacao
da atividade chaperona para a Hsp90 recombinante sugere que cada dominio desta

proteina, essenciais para o pleno exercicio desta fungdo, atingiram um estado
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enovelado funcional e estruturalmente semelhante a estrutura nativa desta proteina

produzida constitutivamente nas células de C. sinensis.
5.4 Identificacao da Hsp90 em tecido vegetal

Foram produzidos anticorpos policlonais para a Hsp90 recombinante. O ensaio
de western blot na tentativa de identificar a Hsp90 nativa em tecido foliar de laranja
doce em condi¢cdes de ndo estresse obteve éxito. Isso confirma que a proteina
isolada e utilizada neste trabalho possui um representante nativo na laranja. A
Hsp90 é uma proteina constitutiva em todos os organismos em que é presente.
Portanto pode-se afirmar que a proteina identificada pelo ensaio é realmente uma
Hsp90, uma chaperona constitutiva da laranja.

5.5 SAXS: medicoes e modelagens

A estrutura tridimensional da Hsp90 é bastante estudada, devido ao papel
central desta proteina em inUmeros processos biolégicos e em doengas. Mesmo
assim, sao raras as publicacbes que apresentam estes dados para a molécula
inteira (Shiau et al., 2006; Ali et al. 2006; Dollins et al., 2007). Pelo fato da Hsp90
inteira ser de dificil cristalizagdo, devido a sua flexibilidade conformacional (Pearl e
Prodomou, 2006), sdo realizados diversos trabalhos estruturais utilizando os
dominios isolados desta proteina (Prodromou et al,, 1997; Stebbins et al., 1997;
Meyer et al., 2003; Harris et al., 2004). Alguns trabalhos mostram modelos de
média-baixa resolugdo desta molécula construidos a partir de dados de SAXS (Bron
et al., 2008), embora representem apenas a molécula na auséncia de qualquer
ligante. A Hsp90 de laranja nunca foi descrita na literatura. Por esta molécula ser
oriunda de um organismo eucarioto superior, a construgdo de modelos desta
proteina somente na auséncia de ligantes € interessante.

As coletas de SAXS e a analise dos dados mostraram que a proteina esta
dimérica em solucdo, com uma massa de aproximadamente 160 kDa, com um raio

de giro em torno de 55 A. Os dados encontrados pelas andlises de SAXS sdo muito

98



semelhantes aos observados pelas demais técnicas utilizadas para esta
proteina.Os pontos de espalhamento utilizados para todas as andlises das coletas
foram até aproximadamente g=1,5 A”. E importante notar que para proteinas
grandes, os pontos no inicio da curva tém maior relevancia para as analises. A
menor intensidade do feixe na linha SAXS 1 gera gréaficos mais ruidosos, o que é
compensado pela maior sensibilidade de seu detector. Apesar da proteina nao ter
apresentado grandes alteragdes em sua estrutura secundaria e em seus espectros
de fluorescéncia intrinseca, a Hsp90 de laranja apresentou mudancgas
aparentemente significativas em sua conformagdo nas condi¢cdes testadas por
SAXS.

A Hsp90 é uma proteina descrita na literatura por possuir atividade ATPasica, e
h& modelos que sugerem uma mudanga conformacional desta quando na presenca
de ATP, e nos passos subsequentes a sua clivagem. No entanto, ndo existem
relatos na literatura sobre um homélogo de laranja desta proteina. Além disso, os
modelos existentes da dindmica da proteina durante o ciclo de hidrélise do ATP,
fundamental para a realizagdo de sua fungao, sdo baseados em poucas estruturas
cristalograficas, provenientes de homodlogos de Hsp90 de apenas trés diferentes
organismos, a HtpG, de E. coli, a Hsp90 complexada a co-chaperona p23, de S.
cerevisiae, e um homélogo de Hsp90 de reticulo endoplasmético de Canis lupus
familiaris, a Grp94 (Ali et al., 2006; Dollins et al., 2007; Shiau et al., 2006)

Para a melhor compreensdo e corroboracdo dos modelos gerados com os
dados de SAXS, foi utilizado o programa HydroPro, o qual fornece parametros
hidrodindmicos para uma dada estrutura de proteina. Os dados hidrodindmicos
obtidos para as estruturas dos homélogos de Hsp90 descritos acima com o auxilio
deste programa foram utilizados como parametros para a comparacdo. Os modelos
nas condicbes nao apresentadas na figura 21 ainda estdo sob andlise. As
condicoes com ATP e ADPRs geraram modelos incongruentes e/ou incompativeis

com o que é disponivel na literatura, e necessitam de uma analise mais fina.
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5.6 Cointegrase

A purificagdo da Cointegrase de Xac, por cromatografia de afinidade, nao
estava sendo muito produtiva, devido a alta insolubilidade desta, quando expressa
em sistema heterélogo. Chegou-se a conclusdo de que a Cointegrase é enviada a
corpos de inclusdo, apds sua expressdo em E. coli. Com o protocolo utilizado, foi
possivel obter a proteina soltuvel na concentragdo maxima de 0,4 mg/ml. Esta baixa
concentragao impossibilitou o uso da Cointegrase em experimentos de gel filtracao
analitica e SEC-MALS, devido a baixa resolucdo dos equipamentos em com
amostras em concentracdes muito baixas.

Na literatura, é descrita a atividade da Hsp90 na prevencdo da agregacao
protéica (Miyata e Yahara, 1992; Jakob et al., 1995). Sabendo que ha interagéao
entre a Hsp90 de laranja e a Cointegrase, os experimentos de reenovelamento
foram realizados. Quando utilizadas concentragdes inferiores a 0,4 mg/ml da
Cointegrase nos experimentos, todas as fragdes soluveis das amostras continham
as mesmas quantidades da proteina, na presenca ou auséncia da Hsp90. Foram
entdo utilizadas concentragdes entre 0,5 e 4,0 mg/ml da Cointegrase. Como
descrito nos resultados, o volume dos precipitados nos tubos de 0,5, 0,75 e 1,0
mg/ml da Cointegrase, contendo a Hsp90, foram visivelmente menores que os
tubos com as mesmas concentragbes da Cointegrase, 0 que poderia indicar uma
possivel protecdo da Hsp90 a agregacao da proteina de Xac. Este resultado pode
ser observado em todos o0s experimentos. Contudo, as analises destes
experimentos em SDS-PAGE nao revelaram diferencas entre as amostras em que a
Hsp90 estava ausente ou presente. Aumentar a concentracdo da Hsp90 nestes
experimentos, e precipitar uma aliquota maior das fragdes solluveis com &acido
tricloroacético a 10%, pode otimizar a visualizagdo das proteinas em SDS-PAGE,
revelando outro resultado. Infelizmente, como nao foi possivel obter uma co-
integrase soluvel, ndo foi possivel realizar mais experimentos para testar a potencial

ligacdo a Hsp90 identificada por experimentos de duplo-hibrido.
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5.7 Duplo-hibrido

Mesmo nao tendo sido observada auto-ativagao por parte da Hsp90 no sistema
utilizado, foi adotada uma concentracdo minima de 3-AT de 1 mM para a realizagéo
do ensaio, a fim de evitar o aparecimento de falsos positivos oriundos de uma
pequena auto-ativacdo por parte da propria biblioteca genémica de Xac, como
observado anteriormente por Alegria (2004). Evitou-se utilizar concentragées muito
elevadas de 3-AT, primeiramente por nao ter sido observada auto-ativagdo por
parte da isca (pOBDHsp90), e para que fosse possivel observar interagdes mais
fracas entra a Hsp90 e suas parceiras.

A utilizacao de vetores, tanto de isca quanto de presa, com as mesmas marcas
de selecdo para antibidtico, que seriam utilizadas posteriormente para a separacao
e isolamento dos clones isolados, fez com que utilizassemos de outras ferramentas
para esse fim. A escolha da cepa KC8, de E. coli possibilitava essa separacao
através das marcas de selecdo auxotroficas dos vetores, a qual foi utilizada
anteriormente por Docena (2006). Porém, a eficiéncia desta cepa mostrou-se muito
baixa.

Das presas isoladas e analisadas por sequenciamento, o aparecimento de 25
clones dos 36 sequenciados (aproximadamente 70% dos clones sequenciados, e
8,4% dos clones isolados), referentes a uma Cointegrase (cointegrate resolution
protein T) de Xac, chamou atencao para esta interacdo. Cointegrase € um tipo de
transposase, que auxilia no translocamento de sequéncias méveis de DNA (Schmid
et al., 1998; Berger e Haas, 2001). Estes genes tém a capacidade de se
autoduplicar na molécula de DNA onde esta inserida e, com a ajuda de seu produto
protéico, transportar suas proprias sequéncias de DNA para outra regido ou até
mesmo outra molécula de DNA, levando consigo as sequéncias que flanqueiam
(Figura 36).
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Figura 36: Modelo para a comparagao das agbes de uma transposase comum (A) e uma

cointegrase (B). Figura adaptada de Berger e Haas, 2001.

Uma analise sobre a localizagdo do gene XACb0010 no megaplasmideo de
Xac, pXAC64, mostrou que este gene localiza-se na mesma orientagcdo e
imediatamente antes do gene avrXacE3, um gene de aviruléncia ainda n&o
caracterizado em Xac. Contudo, este gene possui 80% de identidade de sequéncia
com o gene hopPmaB, de aviruléncia de P. syringae pv. Maculicola, também
patdgeno de plantas. Este gene de P. syringae pertence a uma familia de genes
que codificam para proteinas efetoras de viruléncia secretadas pelo sistema de
secrecao tipo Ill, sendo responsavel por suprimir a morte celular programada no
tecido infectado, resposta conhecida com HR (Espinosa et al., 2003, Kang et al.,
2004). Este mesmo gene XACb0010 localiza-se, também na mesma orientacao, a
3767 pb de distancia anteriormente ao gene pthA3, um dos quatro principais genes

de viruléncia de Xac (Figura 37).
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Figura 37: Localizacdgo da ORF XACb0010 no megaplasmideo pXAC64 de Xac. Os
numeros marcados com “[, representam a regido do plasmideo pXAC64, em pares de
bases, evidenciada pela figura. O gene XACb0010 estd marcado da cor vermelha, o gene
de aviruléncia avrXacE3 estd marcado em azul, e o gene da pthA3 estd marcado em verde.

As setas indicam a orientagdo 5’ - 3’ do gene (sentido da transcri¢do).

5.8 Ensaios de pull-down

Durante os ensaios de GST pull-down foram primeiramente utilizadas as quatro
isoformas da PthA existentes em Xac. As quatro variantes de PthAs de Xac diferem
essencialmente no numero das repeticées do dominio central e em alguns outros
aminoacidos ao longo das sequéncias (Figura 38). Porém, como estas proteinas
possivelmente funcionam como clientes da Hsp90, as diferencas encontradas entre
as isoformas de PthA n&o foram consideradas como determinantes para diferenciar
a interacdo da Hsp90 com uma, em detrimento das outras. As interagdes
identificadas pelos ensaios de pull-down com as proteinas PthAs mostram que a
Hsp90 de laranja pode estar funcionando como um intermediador no processo de
ativacao de proteinas efetoras de Xac durante o processo infectivo.

As interacdoes descritas na literatura da Hsp90 com a proteina ciclofilina
referem-se a ciclofilina-40 (Dolinski et al., 1998; Faou e Tropschug, 2003), uma
proteina de 40 kDa que possui dominio TPR, que medeia sua associacdo com a
Hsp90 e/ou Hsp70 (Héhfeld et al., 1995; Carrelo, et al., 2004). Porém, a ciclofilina
de C. sinensis encontrada primeiramente em interagdo com a proteina PthA, é uma
proteina de 18 kDa, a qual ndo possui 0 dominio TPR. Mesmo assim, esta proteina
foi incluida nos experimentos, embora nédo tenha sido possivel identificar nenhuma
interacao.

A proteina TDX é muito similar a cochaperona Hip, possuindo um dominio TRX.
A interacdo da Hsp90 com a proteina TDX da indicios da formacao de um grande

complexo de enovelamento composto por chaperonas de laranja.
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Figura 38: Representacdo esquematica das quatro variantes de PthAs de Xac,
evidenciando as diferengas existentes entre as quatro isoformas presentes na bactéria.
LRR = Leucine Rich Repeat; NLS = Nuclear Localization Signal; AAD = Acidic Activation
Domain. Os residuos de aminiacidos nos dominios N e C-terminais que diferenciam as
variantes, assim como suas posicoes na sequéncias de residuos estdo em evidéncia. Esta
figura foi gentilmente cedida pelo Dr. Celso Benedetti.
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6. Conclusoes

A proteina Hsp90 recombinante de C. sinensis expressa em sistema heterdélogo
e purificada neste trabalho apresentou-se corretamente enovelada, mantendo as
mesmas caracteristicas descritas na literatura necessarias para o desempenho de

suas fungdes em seu ambiente in vivo. Essas caracteristicas foram:

A Hsp90 recombinante de C. sinensis foi caracterizada com sendo um dimero

alongado em solucgéo, possuindo Rsde 62 +2 A, com massa de 152 + 3 kDa.

e Esta proteina possui estrutura secundaria semelhante a homélogos de outros
organismos.

e A Hsp90 recombinante de C. sinensis apresentou alta tolerancia a temperatura,
mostrando-se bastante estavel a alteracbes de temperatura e concentragao
salina.

e A presenga dos nucleotideos ATP e ADP nas formas clivavel e nao-clivavel
causam alteragdes conformacionais na molécula em solucgéo.

e Desempenhou atividade de protecdo a agregagcdo da proteina modelo citrato
sintase.

e A Hsp90 recombinante pbéde interagir com proteinas em experimentos de duplo-

hibrido e pull-down.

Foram identificados e confirmados como parceiros de interacao da Hsp90 de C.
sinensis, a proteina TDX, de C. sinensis, as quatro isoformas da PthA, de Xac e
uma Cointegrase, também de Xac. Esta ultima, a proteina Cointegrase, foi também

expressa em sistema heterdlogo e purificada por cromatografia de afinidade.
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Resumo:

As bactérias patogénicas gram-negativas utilizam sistemas de secre¢do especializados
para translocar proteinas de viruléncia através da membrana das células eucarioticas
para o citoplasma, causando assim a infec¢do. Para que este processo seja eficiente,
estas proteinas de viruléncia devem estar em um estado parcialmente enovelado ou
desenoveladas para que possam ser transportadas para o interior das células
hospedeiras através desses sistemas de secregdo. Uma vez dentro das células alvo,
as proteinas de viruléncia s@o encaminhadas ao seu estado nativo e ativadas pela
propria maquinaria de enovelamento da célula hospedeira, composta por chaperonas
moleculares. A Hsp80 € uma chaperona molecular cuja fungéo é vinculada a diversas e
situagdes de estresse bidtico e abidtico. Este trabalho tem como objetivo isolar uma
Hsp90 de Citrus sinensis e caracterizar em aspectos estruturais, dinamicos e
funcionais, além de tentar identificar um possivel papel para esta proteina durante o

processo infectivo causado pelo fitopatégeno bacteriano, Xanthomonas citri, na planta.

O projeto de pesquisa acima descrito, a ser conduzido pelo aluno de doutorado Yuri Abreu
Mendonga, recebeu autorizagéo desta Comissédo interna dg Biosseguranca.
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