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RESUMO

Os estudos em biologia estrutural avangaram muito nos ultimos anos e
inumeras informagdes, obtidas principalmente por dados cristalograficos, ajudaram
no entendimento dos mecanismos de agao e efeito biolégico de varias proteinas
contudo o caminho que vai da sintese até a estruturacao dde uma porteina aidna
€ pouco conhecido. Uma descricdo termodinamica detalhada de proteinas é
fundamental para se entender seu papel biolégico e conhecer as interacbes e
forcas que determinam o enovelamento. Este é o foco pincipal deste trabalho que
utilizou para isso as mioglobinas de baleia e de cavalo. O estudo da
apomioglobina se divide quase igualmente entre as proteinas oriundas de
espermacete, a qual esta clonada, e de cavalo, a qual é obtida comercialmente.
Ambas possuem alta homologia e comportamento similar quanto ao
enovelamento, assumindo-se em geral que estas proteinas apresentam 0 mesmo
fendbmeno no que diz respeito ao enovelamento. Contudo, esta hipétese pode nao
ser verdadeira, o que torna necessario medir e comparar a estabilidade destas
proteinas. Apenas recentemente um método confiavel para medir a estabilidade
de mioglobina em uma reacdo reversivel foi implantado: analise do
desenovelamento por uréia de um derivado ciano de mioglobina em uma faixa de
pH limitado. Nossos resultados mostraram que a mioglobina de cavalo é 2,1
kcal/mol menos estavel que a mioglobina de espermacete em pH 5,0 e 25 °C.
Além disso, a mioglobina de cavalo agregou em altas concentragdes, como
medido por experimentos de gel filtracdo e ultracentrifugacdo analitica. A alta

estabilidade da mioglobina de espermacete foi identificada tanto para a forma apo
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guanto para a forma holo e se mostrou independente de pH, na faixa de 5 até 8, e
da presenca de até 200 mM de cloreto de soédio. A substituicdo dos residuos de
alanina nas posi¢cdes 15 e 74 por glicina, encontrados na mioglobina de cavalo,
diminuiu a estabilidade da proteina em 1,0 kcal/mol. As apoproteinas de
mamiferos que mergulham sdo significativamente mais estaveis do que as
apoproteinas de mamiferos terrestres. Este fenbmeno pode ser explicado pela
suposicdo de que sob pressao seletiva um acumulo de mutacdées que levam a
pequenas estabilizacées nas caracteristicas globais de estabilidade das proteinas.
Mamiferos que mergulham em grandes profundidades, como a baleia, sao
expostos a anaerobiose prolongada e consequente condicdes de acidose. Isto
pode levar a uma série de acumulos de mutagdes que promoverao resisténcia ao
desenovelamento e a perda do grupo heme, fenbmenos que podem ocorrer
durante a acidose (Tang et al., 1998). Os resultados deste trabalho indicaram que
a propensao a formacgao de hélices € um componente importante para explicar as

diferencas de estabilidade entre as mioglobinas de cavalo e de espermacete.
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ABSTRACT

The work in the literature on the stability and folding pathway of myoglobin is
almost equally divided between horse myoglobin, which is available commercially,
and sperm whale myoglobin, which must be cloned and expressed. The two
proteins share high homology, show similar folding behavior and it is often
assumed that all folding phenomena found with one protein will also be found with
the other. This assumption may not be true, which makes essential to compare
their basic properties, such as stability and dependence on temperature and salt
concentration. However, no reliable method have been used to access the
precisely difference in stability between these two proteins because it was not
possible until recently to measure the stability of holoMb in a reversible unfolding-
refolding reaction. The reversible folding of myoglobin can be measured by using
the cyanmet derivative and urea unfolding but only in a limited pH range. We report
data at equilibrium showing that horse myoglobin was 2.1 kcal/mol less stable than
sperm whale myoglobin at pH 5.0, 25 °C, and aggregated at high concentrations
as measured by gel filtration and analytical ultracentrifugation experiments. The
higher stability of sperm whale myoglobin was identified for both apo and holo
forms, and was independent of pH from 5 to 8 and of the presence of sodium
chloride. We also show that the substitution of sperm whale myoglobin residues
Ala15 and Ala74 to Gly, the residues found at positions 15 and 74 in horse
myoglobin, decreased the stability by 1.0 kcal/mol, indicating that helix propensity
is an important component of the explanation for the difference in stability between

the two proteins.
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1.INTRODUGAO:

1.1 — O enovelamento de proteinas:

Os estudos em biologia estrutural avangaram muito nos ultimos anos e
inimeras informagdes, obtidas principalmente por dados cristalograficos, ajudaram
no entendimento dos mecanismos de acao e efeito biolégico de varias proteinas.
E conhecido que, na maioria dos casos, toda a informacdo necessaria para a
formacao da estrutura terciaria de uma molécula protéica esta codificada em sua
seqUéncia primaria de aminoacidos (Anfinsen & Sheraga, 1975). Efetivamente,
existe um processo que se interpde entre esse codigo da seqliéncia primaria e a
estrutura terciaria ativa e funcional de uma proteina. Este fenbmeno é conhecido
como enovelamento de proteinas, caminhos ou etapas que a sequéncia primaria
necessita para alcancar a estruturacao terciaria e a funcionalidade. A estrutura por
si s6 ndo nos permite ver a ordem e a seqiiéncia de eventos de um fendmeno
como o enovelamento de proteinas. Portanto, desvendar as regras e o0s
mecanismos da reacao que levam a aquisicao da estrutura tridimensional tornou-
se fundamental para a ciéncia moderna. Uma descri¢gdo termodinamica detalhada
de proteinas é fundamental para se entender seu papel biol6gico e conhecer as
interacdes e forcas que determinam o enovelamento. Esta elucidagdo pode ser de
grande valia, por exemplo, no desenho racional de proteinas, ou seja, a
construcdo de moléculas com caracteristicas de estabilidade e fungdes
modificadas. Um dos complicadores desse entendimento € a pequena diferenca

de estabilidade (entre 5 e 15 Kcal.mol”) que existe entre os estados nativo e



desenovelado de uma proteina com aproximadamente 150 residuos. Essa
variagcdo esta relacionada a inumeras interagdes quimicas que no seu conjunto
tornam essa diferenca de extrema importancia para a diversidade funcional de
biomoléculas.

Varias caracteristicas podem contribuir nesse caminho, por exemplo, a
hidrofobicidade que faz com que uma cadeia polipetidica se estruture escondendo
residuos hidrofobicos da agua e as interacoes eletrostaticas que podem ajudar na
manutencdo da estabilidade final da molécula (Ramos et al.,1999). Um outro
tépico que precisa ser levado em consideracdo € a existéncia de estados
intermediarios entre o estado nativo e desenovelado, que em alguns casos, mas
aparentemente ndo em todos, podem ser detectados e estudados. Estudos
utilizando cinética rapida mostraram a presenca desses intermediarios na via de
enovelamento de proteinas (lkai & Tanford, 1971; Tsong et al, 1971). A
descoberta de intermediarios tdo compactos quanto a estrutura nativa (Dolgikh et
al., 1981) sugeriu que estes possuiam elementos de estrutura secundaria
semelhantes aos do estado enovelado, porém, poucos elementos de estrutura
terciaria (Kuwajima, 1989). A marcacao de proteinas desenoveladas com *H ou ?H
seguida do monitoramento das substituicdes por 'H, utilizando Ressonancia
Magnética Nuclear, deram forca a hipétese de intermediarios na via de
enovelamento (Schmid & Baldwin, 1979; Roder et al., 1988; Udgaonkar & Baldwin,
1988). Outros trabalhos demonstraram a presenca de intermediarios nas vias de
enovelamento de proteinas, sendo os mais classicos 0s que identificaram o
intermediario de apomioglobina em equilibrio (Griko et al, 1988) e por

experimentos de cinética rapida (Jennings & Wright, 1993).



As vias de enovelamento com intermediarios, segundo Ptitsyn (1991)
seriam descritas em trés passos: 1) formacdo muito rapida de estruturas
secundarias; 2) formacéo rapida do intermediario ou ‘molten globule’ (o colapso da
cadeia peptidica contendo estrutura secundaria em um glébulo compacto sem
estrutura terciaria rigida); 3) formacao da estrutura protéica nativa. Varios modelos
foram criados para explicar o enovelamento de proteinas, como por exemplo o
modelo de enovelamento desenvolvido por Karplus & Weaver (1976) conhecido
como modelo de difusdo-colisdo e 0 modelo hierarquico (Baldwin, 1989; Baldwin &
Rose, 1999) onde elementos estruturais mais simples seriam formados
inicialmente dando origem a elementos estruturais mais complexos, como ocorre
com a apomioglobina (Wright & Baldwin, 2000). Outro modelo, conhecido como
quebra-cabecas, foi proposto por Harrison & Durbin (1985), onde se propbs que o
empacotamento de interagdes especificas, no interior das proteinas, seria 0 maior
responsavel pela estrutura das mesmas e as cadeias laterais se juntariam com
alta complementaridade. Essa interpretacdo é consistente com estudos de
evolucao pois 0s residuos mais conservados sao aqueles encontrados no interior
da proteina. Levitt & Warshel (1975) sugeriram que um colapso hidrofébico seria o
primeiro evento que ocorreria com uma cadeia polipeptidica antes da formacao de
qualquer estrutura. Uversky & Fink (2002) analisaram dados relacionados a 41
proteinas e, nao encontrando intermediarios que nao tivessem estrutura
secundaria ou estruturas altamente ordenadas que nao fossem compactas,
concluiram que o colapso hidrofébico ocorreria concomitantemente com a
formacao de estrutura secundaria, o que foi também apoiado por dados de

simulacado (Kaya & Chan, 2002). Fersht (1997) sugeriu um modelo de nucleacao-



condensacao para descrever o enovelamento de proteinas. Este modelo propde a
formacao de interagdes hidrofébicas nativas no estado de transicdo que
aumentariam a estabilidade das estruturas secundarias sendo formadas. Numa
visdo mais ampla deste modelo, Daggett & Fersht (2003) propuseram que ele
conteria tanto os modelos sequenciais quanto o modelo do colapso hidrofébico.

Analisando os diversos estados envolvidos em um processo como o
enovelamento podemos considerar que o estado desenovelado pode ter varias
conformacdes, enquanto que o estado nativo é praticamente Unico. Em
contrapartida, ndo ha ainda uma concordancia quanto a heterogeneidade do
estado de transicdo (Shakhnovich, 1998) o que se assume é que como em uma
reacdo o acumulo de intermediarios desacelera o processo (Creighton, 1995;
Fersht, 1995). Por exemplo, alguns estudos de simulacdo mostram que o estado
de transicdo pode ser composto de varias espécies diferentes (Bryngelson et
al.,1995). Mutacdes em regides que fazem interacdes estabilizantes no estado de
transicdo diminuem a velocidade do enovelamento, enquanto que mutagdes em
regides desordenadas no estado nativo tém menor efeito (Chiti et al, 1999;
Martinez & Serrano, 1999). A compreensdo dessas variaveis é de extrema
importancia para se entender em que etapa do processo, por exemplo, uma
alteracdo génica pode causar uma doenca devido ao comprometimento da
estrutura ativa biologicamente.

Houve um grande avanco nessa direcdo e enfoque de estudo, ou seja,
investigacoes sobre o efeito de alteracées pontuais da seqliéncia primaria de uma
proteina em sua estabilidade e enovelamento. Este avango ocorreu devido a

utilizacdo de mutacdes pontuais como, por exemplo, a técnica de duplo-mutante,



gue consiste em mutar dois residuos separadamente e depois altera-los juntos na
mesma proteina para comparar o efeito cumulativo das mutagdes (Carter et al.,
1984). Uma série de estudos experimentais, utilizando mutacdes sitio dirigidas,
mostrou que a barreira energética do estado de transicdo € mais baixa e larga
para proteinas do qué para reagdes quimicas comuns (Matouschek & Fersht,
1993; Milla et al.,1995). Para se entender melhor essas barreiras a melhor
representacdo que temos é a do funil rugoso do enovelamento de proteinas
(Figura 1). Neste funil o topo representaria o vasto numero de conformagdes com
alta energia, ou seja, o estado desenovelado. Dessa forma, as proteinas se
enovelariam como se descessem no funil e o nimero de conformacdes possiveis,
assim como a quantidade de energia da molécula, decresceria até a saida do funil
(estado enovelado e de menor energia). Esta conversao poderia ocorrer a partir de
qualquer rota iniciando-se de qualquer lugar do funil. Algumas destas rotas podem
ser lisas, enovelamento rapido do tipo ‘tudo ou nada’, ou rugosas e lentas
apresentando intermediarios (com barreiras energéticas variaveis). Estes
intermediarios seriam minimos de energia locais que desacelerariam o
enovelamento (Radford et al., 1992). Algumas destas rotas poderiam levar a um
‘vale’ de baixa energia (diferente do estado enovelado) com uma barreira
energética intransponivel o que levaria, por exemplo, a formacao de agregados e
fibrilas. Os agregados irreversiveis seriam minimos de energia com barreiras

muito altas para serem vencidas.
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Figura 1. Representacao esquematica de um funil rugoso para o
enovelamento de proteinas. A) representacao do enovelamento de dois estados
passando diretamente do estado desenovelado (topo do funil) para o estado nativo
(N). B) representacdo do enovelamento passando por intermediarios (barreira

energética representada pela rugosidade).



1.2 — Globinas:

A familia das globinas, proteinas que possuem o grupo prostético heme, pode
servir como modelo para estudos comparativos por ser encontrada entre os mais
variados organismos. Essas proteinas sdo globulares e possuem estrutura
terciaria basica composta de oito alfa-hélices (Figura 2) e apresentam alguns
residuos conservados, geralmente préximos ao local de ligacdo do grupo heme e
outros residuos distantes deste sitio (Bashford et al, 1987). A conservagao de
residuos nao funcionais tem sido correlacionada a prépria conservacao da via de
enovelamento (Nishimura et al. 2000). Diversas teorias predizem que estruturas

intermediarias estejam presentes na via de enovelamento das globinas.

Figura 2 — Estrutura da mioglobina selvagem de baleia (Physeter catodon).
As a-hélices que compdem a estrutura secundaria da mioglobina estdo nomeadas

de A a H. O grupo heme esta evidenciado pela cor cinza. O desenho foi obtido



através da modelagem da estrutura de mioglobina extraida do PDB (PDB,
http.//www.rcsb.org/pdb), codigo 5MBN, utilizando os recursos do programa

WebLab ViewerLite 3.7 (Molecular Simulations Inc).



1.2.1 — Mioglobinas:

A mioglobina (Mb), € uma hemeproteina de massa molecular de 17 kDa,
monomeérica que possui 8 alfa-hélices (nomeadas de A — H, Figura 2 e Figura 3
para a sequUéncia primaria de mioglobina de espermacete) e encontrada

abundantemente nos musculos de mamiferos possuindo a fungdo de armazena-

-1- VLSEGEWQLVLHVWAKVEADVAGHGQDILIRLFKS HPETLEKFDRFK-
A B o]
—-48-HLKTEAEMKA SEDLKKHGVTVLTALGAILKKKGHHEAELKPLAQSHATK-
D E F
—97-HKIPIKYLEFISEAIIHVLHSRHPGFGADAQGAMNKALELFRKDIAAKYKELGYQG—
G H

Figura 3 — Estrutura primaria da mioglobina selvagem de baleia (Physeter
catodon). A estrutura primaria da mioglobina esta representada pelas letras
cédigos de cada aminoacido e os aminoacidos que formam as a- hélices estao
sombreados pela cor cinza. As hélices sdo nomeadas de A - H. Os residuos
destacados em vermelho mostram as histidinas 64 (distal) e 93 (proximal),
respectivamente. Estes residuos estdo envolvidos na coordenagéo do grupo heme
e constituem a quinta (His93) e a sexta (His64) posicbes de coordenacao. Os
demais residuos que estdo envolvidos na coordenacdo e na estabilidade da
ligacdo do grupo heme estdo destacados pela cor vinho (Hargrove et al., 1996a).

A estrutura e a via de enovelamento desta proteina sdo bem conhecidas (ver



revisdes: Wright & Baldwin, 2000; Brunori, 2000; Wittenberg & Wittenberg, 2003).
In vivo, sua fungao esta associada a ligacao reversivel do oxigénio e também pode
interagir com outros ligantes como CO,, NO, CO (Antonini & Brunori, 1971). A
ligagdo da mioglobina ao oxigénio é feita através do grupo prostético hemina
(grupo heme), que consiste de uma protoporfirina (parte organica) e um atomo de
Fe central (parte inorganica). O atomo de Fe da hemina esta ligado a quatro
atomos de nitrogénio no centro do anel protoporfirinico. Este Fe pode formar
ligacdes, em cada plano do anel protoporfirinico, posicoes de coordenacao de
namero 5 e 6. Dependendo do seu estado de oxidacao, oxidado (+3) ou reduzido
(+2), o sitio da sexta coordenacdo pode ficar desocupado ou ligado de forma
reversivel ao O,, CO, NO, aos isocianetos, CN’, N3, F;, SCN’, NO>" ou ao NO
quando no estado Fe*® (Antonini & Brunori, 1971). As cadeias laterais do grupo
heme, quando ligadas a molécula de mioglobina, estdo na superficie da molécula
e se encontram ionizadas em pH fisiolégico (Hargrove & Olson, 1996). O atomo de
Fe esta diretamente ligado a histidina proximal (F8 — His93), que ocupa a quinta
posicdo de coordenagdo. Este atomo de Fe esta em torno de 0,3 A fora do plano
da porfirina na direcao da His93. O sitio de ligacao ao oxigénio encontra-se no
outro plano que esta direcionado para a sexta posicdo de coordenacao, onde se
encontra a segunda histidina que é importante para a coordenag¢ao do heme (E7-
His64). O aumento na quantidade de estrutura secundaria da apomioglobina
quando ocorre a ligacdo com o grupo heme e os baixos valores das constantes de
dissociacdo desta ligacdo (na ordem de 1072 & 107"° M) implicam em um alto grau

de especificidade deste processo (Hargrove et al., 1996A).
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A coordenacao do heme a proteina produz, na solugdo, uma intensa
coloragado que esta relacionada as transicées dos orbitais moleculares porfirinicos.
Estas transigcdes sdo influenciadas pelo tipo de ligacdo que as porfirinas fazem
com as proteinas, pelo estado de oxidagdo do Fe, pela ligacao axial do Fe a
proteina e pela cavidade de ligacdo ao grupo heme, que é dependente do
enovelamento da proteina. Estes eventos sao responsaveis pelas modificacées no
espectro de absorcdo das hemeproteinas, que é caracterizado pela presenca de
duas bandas de absorcdo. Uma banda é delimitada pelo intervalo entre 390 e 450
nm e é denominada de banda de Soret ou banda Q. A outra banda esta no
intervalo entre 450 e 700 nm e € denominada de banda visivel ou bandas A e B.
Estas caracteristicas contribuem para que as bandas de absorcao de coordenacao
do heme as hemeproteinas constituam sondas importantes que auxiliam no
monitoramento de eventos ocorridos na estrutura destas proteinas, por exemplo, o
enovelamento de suas cadeias polipeptidicas.

Existem evidéncias experimentais que suportam a hipétese de que as vias
de enovelamento de proteinas homélogas foram conservadas durante a evolugao
(Lesk & Chothia, 1980; Bashford et al., 1987; Hollecker & Creighton, 1983; Krebs
et al., 1983; Stackhouse et al., 1988; Jaenicke, 1987; Plaxco et al., 1997; Chiti,
1999; Riddle et al., 1999; Martinez & Serrano, 1999). As mioglobinas possuem
alguns residuos funcionalmente importantes como a His proximal que se coordena
ao Fe do heme, e outros residuos distantes do local de coordenacado mas que sao
ideais para investigacao das vias de enovelamento (Bashford et al., 1987; Ptitsyn

& Ting, 1999). Foi proposto também que a conservagdo dos residuos nao
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funcionais esteja relacionada com a conservagcdo de etapas na via de
enovelamento de globinas (Ptitsyn & Ting, 1999).

A ApoMb é considerada um 6timo modelo para o estudo de intermediarios
da via de enovelamento de proteinas (por exemplo: Hughson et al., 1990; Kay e
Baldwin, 1996 e Ramos et al,, 1999). Durante o desenovelamento induzido pela
reducdo do pH, a ApoMb forma um intermediario em pH préximo de 4,2 com
propriedades fisicas tanto do estado enovelado (pH 7) quanto do desenovelado
(pH 2) (Griko et al., 1988). As principais caracteristicas deste intermediario sao:
elipticidade molar de aproximadamente -14.000 deg.cm?.dmol™, com estrutura nas
hélices A, G e H e parte da B (Hughson et al., 1990; Loh et al., 1995; Eliezer et al.,
1998), triptofanos parcialmente expostos (Kirby e Steiner, 1970) e estrutura
terciaria menos compacta que a forma nativa (Eliezer et al., 1995). Jennings &
Wright (1993) mostraram que os Ultimos residuos da hélice B também estdo
protegidos e sugerem que esta hélice esta incorporada parcialmente ao dominio
do intermediario durante o enovelamento. A caracterizacdo mais detalhada desse
intermediario foi feita por experimentos de troca de deutério (Hughson et al., 1990;
Jennings & Wright, 1993). Estes estudos mostram que o estado intermediario
apresenta maior estruturacéo das hélices A, G e H em relacao as demais hélices
(Hughson et al., 1990) e que esta estrutura esta presente na via de enovelamento
da mioglobina (Jennings & Wright, 1993). Estes resultados sugerem que a
formacao deste intermediario € uma etapa importante para que a ApoMb atinja
seu estado nativo. A natureza da participacao das hélices A, B, G e H na formacgéao
do intermediario em pH 4 foi estudada em diversos trabalhos utilizando

mutagénese sitio-dirigida (por exemplo, Kay et al., 1999; Luo & Baldwin, 2001;
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Sirangelo et al. 2002). As observacbes destes estudos suportam a teoria de um
enovelamento sequencial com subsequente incorporacado das hélices que ainda
estdo desordenadas resultando na formacdo de uma proteina com estrutura
compacta e estavel (Loh et al, 1995). Outros trabalhos também sugerem a
presenca de dois intermediarios na via de enovelamento desta proteina (Loh et al.,
1995; Kiefhaber & Baldwin, 1995; Jamin e Baldwin, 1996; Eliezer et al., 1998;
Nishimura et al., 2003). O restante da hélice B é incorporado apds a formacéao
deste primeiro intermediario. A incorporagdo seqlencial da hélice B, no
intermediario (pH 4), é apoiada por experiéncias de troca de deutério na presenca
de TCA 20 mM (Loh et al., 1995). A adicdo de TCA (acido tricloroacético)
aumenta a elipticidade e a estabilidade do intermediario que tem um fator mais
elevado de protecdo para as hélices de A, G e H e para a hélice B (Loh et al.,
1995). Um aumento dos valores da elipticidade e da estabilidade relativa do
intermediario em pH 4 também é mostrado quando a hélice B é estabilizada pela
mutacao dos residuos G23 e G25 por alaninas (Kiefhaber & Baldwin, 1995). Jamin
e Baldwin (1998) identificaram duas formas de intermediarios, |, e lp, que
coexistiiam em pH 4 em um equilibrio que depende do pH, da concentracéo de
uréia e de anions. A evidéncia para os dois intermediarios vem da diferenca entre
os espectros de emissao de fluorescéncia da proteina entre pHs 3,4 e 4,2 e do
aumento da sua fluorescéncia na presenca de uréia 1 M, levando-se a conclusao
de que I, ndo teria a hélice B ainda formada e seria a Unica forma em pH 3,4. Em
pH 4,2 a forma dominante seria I,, com a hélice B total ou parcialmente formada,
que seria a primeira a se desenovelar em presenca de 0 a 1M uréia, onde apenas

o estaria presente. Eliezer et al. (1998) mostraram com mais detalhe a
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composicao estrutural do intermediario através de experimentos de ressonancia
magnética nuclear. Este trabalho mostra que a hélice B esta mais estruturada no
intermediario em pH 4, sugerindo que o dominio de A[B]JGH é o nucleo deste
intermediario. Estes resultados foram confirmados por experimentos de simulagcéo
feitos por Onufriev et al. (2003). Nishimura et al. (2002 e 2003), estudando a troca
de hidrogénio avaliada pela espectrometria de massa em mutantes de Mb
mostraram protecdes diferentes para os varios residuos da hélice B, sugerindo
que esta esteja parcialmente enovelada no intermediario. Em conjunto, estes
resultados demonstram maior estruturacao para a porcao C-terminal da hélice B
do que para a sua porcédo N-terminal.

O trabalho na literatura sobre estabilidade e enovelamento de mioglobinas
esta dividido quase igualmente entre as mioglobinas de cavalo (mais detalhes em
Gilmanshin et al., 1997; Goto & Fink, 1994 e nas referéncias neles citadas) e de
baleia (mais detalhes ver Barrick & Baldwin, 1993; Jennings & Wright, 1993 e
referéncias neles citadas). Estas duas proteinas apresentam a via de
enovelamento com fendmenos similares e o que se observa para uma das
proteinas assume-se ocorrer também para outra. Esta suposicao pode nao ser
verdadeira e diferencas fisiolégicas podem ser encontradas, levando-se em conta
o ambiente em que esses dois mamiferos vivem. A alta concentragdo celular ao
qual a mioglobina de baleia é submetida, em condicbes fisiologicas, pode ter
exercido algum efeito evolutivo nestas proteinas. Das evidéncias, como a maior
resisténcia a pHs acidos, podemos supor como uma reposta natural as situagdes
de anaerobiose causadas pelo mergulho prolongado de mamiferos como a baleia

(Noren & Williams, 2000). Como é conhecido, a alanina é um aminoacido com alta
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propensdo de para a formacdo de alfa hélice (Chreighton, 1996). A andlise de
residuos da SwMb, comparados com a maioria das sequéncias de mioglobina
depositadas no banco de dados do NCBI mostra duas posi¢des (uma no residuo
15 da hélice A e outro no residuo 74 da hélice E) que estdo sempre ocupadas por
residuos de alanina, seja pelo menos em um ou entdo nos dois locais das
seqUéncias de mioglobina de mamiferos mergulhadores. Outro fator de extrema

relevancia é que na HrMb essas posi¢coes sao ocupadas por duas glicinas (Tabela

1),

Tabela 1: Comparacao dos residuos nao-idénticos das mioglobinas de

cavalo e espermacete.

N° | HELICE | Hr | SW NATUREZA DA COMENTARIOS
SUBSTITUICAO
0 NA - Met - Expressao
1 NA Gly | Val | Propensao a formar hélice | Nao forma hélice; N-
terminal

4 A Asp | Glu Conservado Ponte salina em SW
9 A GIn | Leu - Ponte salina em Hr
12 A Asn | His Carga

15 A Gly | Ala | Propenséao a formar hélice C-cap da hélice
34 B Thr | Lys Carga

35 B Gly | Ser | Propenséo a formar hélice Fim da helice
74 E Gly | Ala | Propenséao a formar hélice C-cap da hélice
118 G Lys | Arg Conservado Ponte salina em SW
140 H Asn | Lys Carga
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As apoproteinas de mamiferos que mergulham sao significativamente mais
estaveis do que as apoproteinas de mamiferos terrestres. Este fendbmeno pode ser
explicado pela suposicao de que sob pressao seletiva um acumulo de mutagdes
que levam a pequenas estabilizagdes nas caracteristicas globais de estabilidade
das proteinas (Scott et al., 2000). Mamiferos que mergulham em grandes
profundidades, como a baleia, sdo expostos a anaerobiose prolongada e
consequente condicoes de acidose (Kooyman & Ponganis, 1998; Snyder, 19883;
Zapol et al., 1979). Isto pode levar a uma série de acumulos de mutagdes que
promoverao resisténcia ao desenovelamento e a perda do grupo heme,
fendbmenos que podem ocorrer durante a acidose (Tang et al., 1998). O conteudo
intracelular de mioglobina em uma baleia é 10 vezes maior que em mamiferos

terrestres.

1.3.Técnicas biofisicas utilizadas para estudos de enovelamento e

estabilidade:

1.3.1. Dicroismo circular:

As proteinas formam estruturas secundarias regulares devido a presenca
da unidade peptidica planar e rigida ( O=C-N- ) com um alto grau de liberdade
rotacional em relacédo ao resto da cadeia polipeptidica. Estas duas caracteristicas
limitam as orientacbes relativas possiveis dos residuos vizinhos na cadeia
deixando uma variedade de possiveis arranjos intramoleculares de ligacbes de
hidrogénio entre o C-O de uma unidade peptidica e o0 N-H de outras unidades da
cadeia. Como os aminoacidos que ocorrem naturalmente na maioria dos sistemas

biol6gicos sdo quirais, a estrutura secundaria formada por essas moléculas
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apresenta, consequentemente, caracteristicas quirais. O cromdéforo peptidico
(transicdes observadas na regidao do UV distante (180 a 240 nm) nao possuem
elétrons ndo-ligantes no O e no N e os elétrons-n sdo deslocados através dos
atomos de C, N e O.

A transicdo de menor energia no cromoforo peptidico € uma transicao do
tipo n—> n* andloga a das cetonas, sendo a outra transicao é do tipo n 2> =~
(Figura 4). A primeira transi¢cao ocorre por volta de 210 a 230 nm (dependendo da
extensdo das ligacbes de hidrogénio). As transicbes m > =n* ocorrem
predominantemente devido as interagdes no orbital = do carbonil e sdo afetadas
também pelo envolvimento de n no orbital =. Esta transicdo ocorre proxima da
regido entre o oxigénio e o nitrogénio e esta centralizada em 190nm. Estes tipos
de transicdes também podem ocorrer nas cadeias laterais e podem ser até mais
fortes que os da unidade quiral. Entretanto, os croméforos peptidicos sdo mais
abundantes e as transicoes de cadeias laterais sdo quase impossiveis de se
detectar. Mesmo assim, a presenca dessas cadeias laterais pode atrapalhar, por
exemplo, uma estimativa da porcentagem de estrutura secundaria, especialmente
em proteinas com baixo conteudo de alfa hélice. O espectro de CD caracteristico
de alfa hélices é caracterizado por picos negativos de magnitudes similares em

222 (transicoes n > n) € 208 nm (parte das transigcdes © > n*).
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Figura 4. llustracao das transicoes responsaveis pelo espectro de CD.

a) transicdo n—> « ; b) transicdo n > n*.

Segundo a classificacao das proteinas através da estrutura secundaria, que
foi proposta por Levitt & Chothia (1976) as proteinas sdo divididas em cinco
classes baseadas na sua estrutura: 1) toda -a (principalmente a- hélices), 2) toda -
B (principalmente folhas -p pregueadas), 3) a + B (regides o e B separadas), 4) o/p
(regibes com o e B misturadas) e 5) randbmica (predominantemente
desordenada). Manavalan & Johnson-Jr (1987) sugeriram que seria possivel
identificar uma classe estrutural de uma proteina através da inspecgao visual de
seu espectro de dicroismo circular. Eles encontraram que as estruturas toda -o
(principalmente a-hélices) mostram valores negativos pronunciados nos sinais de
CD em 222 e em 208 nm e pronunciados valores positivos nos sinais entre 190
nm e 195 nm. Proteinas com toda a sua estrutura em a-hélices podem ser
distinguidas de proteinas contendo alguma estrutura  pela mudancga de sinal do
CD de negativo para positivo nos comprimentos de onda abaixo de 180 nm. As

proteinas com estruturas o + B podem ser distinguidas das estruturas o/p pela
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razao relativa dos sinais em 222 e em 208 nm. Nos tipos o + f 0 sinal em 208 nm
€ maior do que o sinal em 222 nm, enquanto estas amplitudes relativas em o/3
séo inversas.

Segundo a classificacao das proteinas através da estrutura secundaria, que
foi proposta por Levitt & Chothia (1976), a mioglobina € uma proteina pertencente
a classe 1, pois & formada principalmente por a-hélices. Desta forma, as
mudancgas estruturais que possam ocorrer nesta proteina, quando submetida a
variacdes (exemplo: variacdo de temperatura, de concentracdo de uréia ou de
pH), podem ser facilmente monitoradas a partir da inspecédo do espectro de CD,

principalmente em 222 nm.

1.3.2. Calorimetria:

Os estudos da energia envolvida em processos como a desnaturacao
podem ser diretamente realizados através da calorimetria. O principio da técnica é
a manutencao do equilibrio térmico entre duas células revestidas por jaquetas
adiabaticas. O equipamento de calorimetria de varredura diferencial (DSC) contém
duas células: a célula de referéncia e a célula de amostra aquecidas sempre nas
mesmas velocidades e tém suas temperaturas sempre igualadas. Neste processo
de compensacao de energia, o calorimetro detecta a diferenca de energia elétrica
aplicada na célula de amostra, que é proporcional a diferenca de capacidade
calorifica entre a mesma e a da referéncia, como funcdo da temperatura, T. A

diferenca de energia elétrica € dada em watts e entao convertida pelo aparelho em
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capacidade calorifica, Cp. Através da integracéo da curva de capacidade calorifica
em funcéo da temperatura pode-se obter a entalpia H e a entropia S envolvida no

processo atraves das equacgdes:

AHcal=JCp dT ( Equacdo 1)

AHS=J (Cp/T) ( Equacdo 2)

O aumento de temperatura provoca o desenovelamento de uma proteina,
este desenovelamento provoca uma variacao da capacidade calorifica mensuravel
pelo DSC (figura 5). Se este desenovelamento for do tipo tudo ou nada e
reversivel, pode-se, através da integracdo do grafico plotado da capacidade
calorifica em funcdo da temperatura, obter a entalpia e a entropia envolvida no
processo de desenovelamento térmico da proteina. Deste modo, com os dados da
variacao de entalpia e entropia do sistema e com auxilio da equacao de Van’t Hoff
(AG = AH - TAS) podemos determinar a energia livre do desenovelamento da
proteina. Sendo que, a energia livre € uma importante parametro para quantificar e
comparar a estabilidade de uma proteina (Santoro & Bolen, 1992). Outro
parametro que é extraido do desenovelamento térmico por DSC é o Ty (Tm =
AH/AS, quando AG=0) ou temperatura de transicao, que é o pico maximo da fase
de transicdo no desenovelamento. No Tn,, obedecida as condi¢des acima
descritas, 50% das proteinas estdao enoveladas e outros 50% encontram-se
desenoveladas. Em uma analise de transicdo de dois estados existe o equilibrio

somente entre os estados nativo e desenovelado (Shnyrov et.al., 1997).
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Figura 5. Microcalorimetria diferencial de varredura. Na figura estdo

indicados os parametros termodinamicos obtidos através da técnica.

Se ocorrer um processo exo ou endotérmico na célula da amostra, o
aparelho detecta a diferenca de calor entre as células e compensa esta diferenca
na célula de amostra. A diferenca de compensacao, em watts, constitui o sinal
observado e que é convertido pelo equipamento.

A calorimetria de varredura diferencial (DSC) é usada para medir a AC,, de
um sistema submetido a um aumento continuo de temperatura. O aparelho
mantém a temperatura das células sempre iguais e neste processo de
compensacao de energia descrito acima, o aparelho detecta a energia liberada
pelo sistema ocasionada pelo processo de desenovelamento das proteinas
através de termosensores (termopares).

Uma vez coletadas essas informacbes e se o0 processo de
desenovelamento for reversivel, é possivel, através da integragédo da curva de G,
em funcao da temperatura, obter a AH e a AS do processo de desenovelamento

da proteina através das equagdes 1 e 2.
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Deste modo, com os dados de AH e AS do sistema e com o auxilio da
equacdo acima € possivel medir a AG de desenovelamento. Quando o
desenovelamento térmico ndo for reversivel essas analises ndo podem ser
conclusivas sobre o processo pois podem envolver a energia relacionada com o

rompimento de outras interagdes.

1.3.3.Ultracentrifugacao analitica:

A técnica de ultracentrifugacdo analitica (UAL) pode ser utilizada para se
obter a MM de uma molécula alem de informacdes sobre processos como
oligomerizacdo. Informagdes sobre a termodindmica de um sistema associativo
também podem ser adquiridas, pois €& possivel obter a estequiometria e a
constante de equilibro envolvida na interacdo entre as espécies moleculares
(Lebowitz et al., 2002). Em uma velocidade constante, uma particula migra para o
fundo do tubo pela acdo da forca centrifuga (F.). Durante a sua migracdo, a
particula sofre a acao de forcas que retardam o seu progresso: forca de empuxo
(Femp) € da forga friccional (Fs). A Femp depende unicamente da densidade do fluido
(pf) e do volume do objeto em funcdo da massa. A F; é a forca do atrito da
particula e é proporcional a velocidade v do objeto. Em uma situacdo de

velocidade constante, estas forcas se anulam:

F.+F

Emp

+F, :a)zrm+(—a)2rmearpf)+(—fv) =0 (Equacao 3)

onde w € a velocidade angular; r € o raio; m é igual a massa do objeto; Vpar € 0

volume parcial especifico da particula; f é o coeficiente friccional e v € a
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velocidade. O sinal negativo da Femp € Fr indica que estas forgas s&o contrarias a
Fe.

A técnica de sedimentagdo em equilibrio é baseada em principios
termodinamicos, e através da utilizagdo de baixas velocidades é possivel produzir
uma pequena sedimentacdo que contrapéem a forca de sedimentagédo e a forca
de difusdo da particula. No estado de equilibrio provocado pela lei da acao das
massas, & possivel obter informacdées sobre a massa molecular (de maneira
independente da forma da particula), sobre as constantes de afinidade e também
da estequiometria do sistema associativo. A distribuicado da proteina através da
célula obtida nos experimentos de sedimentacdo em equilibrio é a ajustado pela

equacao 4.

C=C,exp M (1= Voarp)o®(r* = r) (Equacio 4)
2RT

onde C é a concentracao de proteina na posicao r, Co € a concentracao da

proteina na posicao radial ro, M é a massa molecular, Vbar € o volume parcial

especifico, w é a velocidade centrifuga angular, R é a constante dos gasese T é a

temperatura absoluta.
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2.0BJETIVOS

Geral:
Estabelecer os parametros relativos a estabilidade e a via de enovelamento
das mioglobinas de espermacete e de cavalo com o intuito de comparar a relagéo

entre estes e a seqiiéncia primaria.

Especificos:

Medir a estabilidade das formas holo das proteinas na presenca e auséncia
de cloreto de sodio e em diferentes pHs.

Medir a propensao a agregacao das formas holo das proteinas.

Medir a estabilidade das formas apo das proteinas.

Medir o efeito de mutagdes na estabilidade das proteinas
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3.MATERIAIS E METODOS:

3.1. Linhagens de Escherichia coli:
DH5a, linhagem utilizada para a multiplicagdo e manutengdo de vetores

plasmidiais.

BL21(DE3), linhagem utilizada para a expressdo de proteinas
recombinantes. Possui niveis baixos de producdo de proteases que poderiam
degradar a proteina de interesse. Esta linhagem possui o gene DE3 que é
responsavel pela sintese da enzima T7 RNA polimerase e € controlado pelo
promotor lacUV5 que é ativado pela adicdo de agentes indutores como Lactose e

IPTG.

BL21(DE3)pLysS, além das caracteristicas anteriormente citadas para
BL21(DE3), esta linhagem possui o plasmideo pLysS que é responsavel pela
sintese de lisozima que age reduzindo os niveis de produgdo da T7 RNA

polimerase que esta envolvida na transcrigao.

3.2. Meios de cultura:

TYM: meio de cultura para obtencédo de bactérias competentes pelo método
de transformacgéao por PEG, composicao: triptona 20 g/L, extrato de levedura 5 g/L,

NaCl 5,8 g/L e MgS04.7H20 2,5 g/L.

LB (Luria-Bertani): meio de cultura utilizado para o crescimento das cepas

bacterianas na maioria das etapas, tais como: transformacdes, expressdo de
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proteinas e manutencao das colénias competentes em glicerol 15%. Composicao:
triptona 10 g/L, extrato de levedura 5 g/L e NaCl 10 g/L. Para o meio sélido

acrescenta-se 1,5% de agar.

3.3.Transformacao de bactérias:

3.3.1.Preparacao de células competentes:

Uma colbnia isolada de E. coli da linhagem DH5a foi inoculada em 5 ml de
meio TYM a 37 °C por 16 H a 200 rpm. Em seguida este indculo foi diluido 1:100
em 10 ml de meio TYM. A cultura de 10 ml permaneceu a 37 °C sob agitagao (200
rpm) até atingir uma ODgg de 0,4. Transferiu-se esta cultura para um novo frasco
estéril contendo 40 ml de TYM. Esta cultura (50 ml) foi novamente crescida sob
agitacdo de 200 rpm a 37 °C até atingir uma ODgy de 0,5. Em seguida a cultura
de 50ml foi transferida para um novo meio TYM (200 ml) onde as col6nias
cresceram até atingir uma densidade 6tica em comprimento de onda de 600 nm
(ODeggo) igual a 0,6. A partir desta etapa resfriou-se a cultura imediatamente (8 min)
e manteve-se as células sempre em banho de gelo. A cultura resfriada foi
transferida para tubos (também resfriados a 4 °C) e centrifugada a 1500 xg
durante 15 min a 4 °C. O precipitado de células foi ressuspendido em 100 ml de
TBF1, resfriado em banho de gelo e centrifugado a 1500 xg por 4 min a 4 °C em
garrafas também resfriadas. O precipitado foi entdo ressuspendido em 10 ml de
TBF2 resfriados e as células aliquotadas em microtubos de 500 nl resfriados em
banho de gelo (100 ul de células em cada tubo). Essas aliquotas foram estocadas

logo em seguida a —80 °C.
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3.3.2.Transformacao utilizando o método do PEG:

As células competentes foram transformadas como descrito por Avi Levy
(1991). Resumidamente, elas foram descongeladas e incubadas por 30 min em
banho de gelo juntamente com 80 ul de Tampéao de transformagédo e 20 ul da
ligacdo contendo o DNA plasmidial de interesse. Apds esse periodo deixou-se o
tubo a temperatura ambiente por 10 min. Em seguida foi adicionado 1 ml de meio
LB e seguiu-se com uma incubagéo a 37 °C sob agitagao (200 rpm) durante 1h.
Foram plaqueados 500 uL em meio LB com a adicdo do antibiético de seleg¢éao do

DNA plasmidial.

3.4.Extracao de DNA plasmidial:

A extracdo de DNA plasmidial foi realizada atravées do método de lise
alcalina em pequena escala como descrito em Sambrook et al (1989). As col6nias
foram inoculadas em 5 ml de meio LB contendo o antibiético adequado. A cultura
foi crescida a 37 °C por 16 hs a 200 rpm e centrifugada por 5 min a 4000 xg. a
temperatura ambiente. O precipitado de células foi ressuspendido por agitacao
vigorosa em 300 ul de STET (sacarose 8%, triton X-100 1%, EDTA 50 mM, Tris-
HCI 50 mM, pH 8,0). Em seguida foram adicionados 20 ul de solucdo de
lisozima/RNAse (Tris-HCI 50 mM, pH 8,0; lisozima 10 mg/ml, RNAse) ao contetudo
do tubo. A solucdo foi misturada por inversao 6 vezes e incubada a temperatura
ambiente durante 15 seg. Em seguida esta foi fervida durante 2 min e centrifugada

a 10.000 xg durante 10 min a temperatura ambiente. O sobrenadante foi
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transferido para um microtubo onde sofreu a adigdo de 325 pl de isopropanol. Em
seguida este foi centrifugado a 10.000 xg por 5 min a temperatura ambiente. Ap6s
a remocao do isopropanol, o precipitado foi lavado com 1 ml de etanol 70%. Em
seguida foi feita uma nova centrifugacéo a 10.000 xg durante 5 min a temperatura
ambiente. O DNA foi ressuspendido em 50 ul de agua estéril.

Para a obtencdo de DNA plasmidial para as reagdes de seqiénciamento
de DNA e transformacbes em cepas de expressao, utilizou-se kit de extracdo de

DNA plasmidial Perfect prep (Eppendorf) segundo as especificagdes do fabricante.

3.5. Eletroforese:
3.5.1. Eletroforese em gel de agarose:

As amostras de DNA foram submetidas, apds a extracao, a eletroforese em
gel de agarose 1% em tampao TBE (Tris-Borato 45mM, EDTA 1mM) a uma
diferenca de potencial de 60V durante 1h. A determinagcdo da concentracdo de
DNA foi feita através da comparacao de intensidade de marcacao com brometo de
etidio (EtBr) das amostras de DNA, em relacdo a marcacao com EtBr de um
padrao de bandas de DNA (ADNA/Hindlll, GIBCO) que fornece uma estimativa da
quantidade de massa de DNA contida na mesma. A intensidade das bandas do
DNA foi entdo comparadas com esse padrao. Estas marcacdes foram visualizadas

em gel de agarose 1%.
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3.5.2.Eletroforese em gel de poliacrilamida:
Gel de empacotamento: foram utilizados 1,4 ml de agua, 330 puL da solugao
de acrilamida 29% com 1% de Bis-acrilamida, 250 ul de Tris-HCI 1 M (pH 6,8), 20
ul de SDS 10%, 20 uL de persulfato de aménio e 2 ul de TEMED (N,N,N",N"-
tetrametiletilenodiamino).
Gel de resolucao: foram utilizados 1,1 ml de agua, 2,5 ml da solucéao de
29% de acrilamida com 1% de bis-acrilamida, 1,3 ml de Tris-HCI 1 M (pH 8,8), 50

uL de SDS 10%, 50 uL de persulfato de aménio e 2 ul de TEMED.

3.6.SDS-PAGE:

As amostras coletadas submetidas a eletroforese foram diluidas em tampao
de amostra para eletroforese (Tris-HCI 50 mM pH 6,8; DTT 100 mM; SDS 2%; azul
de bromofenol 0,1% e glicerol 10%), fervidas durante 10 min e centrifugadas por
10 min em uma microcentrifuga Eppendorf a temperatura ambiente. A eletroforese
das amostras, juntamente com um padrdo de massa molecular (marcador de
proteinas pré — corado, New England, BioLabs), foi realizada no aparato Mini-
Protean Il Dual Slab Cell (Bio-Rad), com gel de empilhamento de 5%, gel de
separacao 15% e voltagem constante de 200 V por 45 min.

O gel foi corado por 30 min em etanol: acido acético: agua 5:1:5 (v/iv/v) e
Coomassie Brilliant Blue R (Bio-Rad) 0,25% a 50 °C e descorado em &cido

acético: etanol: 4gua 3:2:3 (v/v/v) por 40 min a 50 °C.
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3.7. Expressao de proteinas:

O vetor utilizado para a expressao das proteinas recombinantes foi o pT7-7.
Este vetor de expressao esta sob o controle do sistema T7 no qual o cDNA alvo é
clonado sob o controle do promotor do gene 10 do bacteriéfago T7 (Studier et al.,
1990). A expressdo do cDNA alvo ocorre somente na presenga da RNA
polimerase do virus T7, devido a especificidade do promotor. As cepas de
bactérias utilizadas possuem, integrado ao seu genoma, o préfago do bacteriéfago
T7, que é lisogénico. Neste profago, a expressao da T7 RNA polimerase esta sob
o controle do promotor lacUV5 do operon lac, que é mantido reprimido na
presenca de glicose e na auséncia de seu indutor natural, a 1,6 aldolactose, um
derivado da galactose (Studier et al., 1990). O produto do gene lac I representa o
repressor que, quando ligado ao operador O (presente no profago do T7), impede
a expressao da T7 RNA polimerase, ndo ocorrendo a transcricdo do cDNA alvo.
Porém, na presenca de IPTG (isopropil-tiogalactopiranosideo), que € um analogo
do indutor natural (a 1,6-aldolactose), o repressor se desliga do operador liberando
a expressao da T7 RNA polimerase do bacteriéfago T7. Esta, por sua vez, atua na
transcricdo do cDNA alvo clonado no vetor do sistema pET. Como a T7 RNA
polimerase é cinco vezes mais eficiente que a RNA polimerase da E. coli e é
produzida em grandes quantidades. Em pouco tempo, praticamente, o Unico
produto protéico sintetizado pela bactéria serd aquele representado pelo cDNA
alvo. Assim, na presenca da RNA polimerase do bacteriéfago T7, o cDNA alvo é
altamente transcrito, resultando em grande quantidade do produto protéico.

O plasmideo pT7-7 contendo o inserto desejado foi usado para transformar

as bactérias E. coli das linhagens BL21(DE3). As bactérias transformadas foram
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inoculadas em meio LB com agitacdo constante de 200 ciclos por minuto a 37°C.
Quando a leitura espectrofotométrica de uma amostra do meio em ODgg atingia o
valor de 0,8, amostras da cultura bacteriana eram coletadas (1 ml) e o IPTG, na
concentracdo final de 0,4 mM, era adicionado. Neste mesmo momento a
temperatura foi aumentada para 42 °C com agitagcdo constante de 180 rpm. As
células foram mantidas nessas condigbes durante 5 h. Em seguida uma nova
aliquota foi coletada (1 ml) e todo o restante do meio foi entdo centrifugado a
2.700 xg por 10 min, a 4 °C. As amostras coletadas antes da adicdo do IPTG e
apods as 5 h de inducao foram submetidas a eletroforese (SDS-PAGE).

Os mutantes estudados nesta tese foram produzidos por outros membros

do grupo (ver Publicacdo em anexo para as referéncias destas mutagdes).

3.8. Purificacao de proteinas:

3.8.1. Lise bacteriana:

As bactérias que expressaram as proteinas recombinantes foram lisadas
com auxilio de uma prensa de French® em tamp&o de lise contendo Tris-HCI 50
mM pH 8,0, NaCl 50 mM e EDTA 10 mM (15 ml/l de cultura) e centrifugadas a
17.700 xg, por 30 min, a 4 °C. Os corpos de inclusdo, contendo a mioglobina de
espermacete selvagem ou mutante, foram sedimentados e posteriormente
ressuspendidos (5 vezes) no tampao acima descrito. A verificagdo da presenca
destes corpos de inclusao foi feita por SDS-PAGE (Laemmli, 1970) das amostras

provenientes da lise bacteriana.
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3.8.2. Lise dos corpos de inclusao:

Os corpos de inclusdo com a mioglobina de espermacete assim como os
mutantes foram solubilizados em 100 mM de Tris-HCI, 100 mM de KCI e 8M de
Gdn-HCI, pH 8,0, na propor¢cédo de 15 ml de tampao para cada litro de cultura de
bactéria induzida. Os corpos de inclusao solubilizados foram lentamente diluidos
2X sob agitacdo branda em Tris-HCI 50 mM pH 8,0. Esta solucdo, agora com o
volume dobrado, foi dialisada a 4 °C contra 60 vezes seu volume em tampao
fosfato de sédio 50 mM pH 7,4, cuidando para que ocorresse 2 a 3 trocas de 2 | a
cada duas horas e uma ultima troca de 4 a 6 L de tampao de didlise que foi
mantida durante a noite (aproximadamente 12h). Apoés estas didlises, a amostra
foi centrifugada a 22.000 xg por 15 min a 4 °C para a remocao da parte insoluvel.
Foram coletadas aliquotas do sobrenadante e do precipitado andlise por SDS-

PAGE.
3.8.3.Cromatografia de troca i6nica:

Ap6és a certificacao feita por SDS-PAGE, de que a proteina estava presente
em solucao apéds a dialise, o sobrenadante foi submetido a cromatografia em uma
coluna de troca anidnica DEAE-Sepharose (Fast Flow, Pharmacia Biotech®)
equilibrada com o mesmo tampao utilizado na dialise apds a solubilizagdo. Apos a
passagem pela coluna e aplicacdo de um gradiente linear de 2M de NacCl, as
amostras foram coletadas e submetidas a analise por SDS-PAGE. A fracéo
contendo a proteina foi submetida a cromatografia de troca catibnica em coluna,

CM-Sepharose (Fast Flow, Pharmacia Biotech®) equilibrada com o mesmo
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tampao da etapa anterior. Aplicou-se novamente um gradiente linear de 2M de
NaCl para a eluicdo da proteina.

Apb6s o isolamento, a solugédo protéica foi dialisada contra 4 | de tampéo
acetato de sédio 10 mM pH 2,0 (corrigido com HCI) a 4 °C durante 12h. A proteina
foi aplicada em uma coluna de troca catibnica CM-Sepharose (Fast Flow,
Pharmacia Biotech) e eluida no gradiente de NaCl (0-2M) em tampao acetato de
sédio 10mM pH 2,0, para eliminar a contaminacao por acidos nucléicos. Toda a
purificacdo e a qualidade das amostras foram verificadas por SDS-PAGE
(Laemmli, 1970). As proteinas foram dialisadas contra agua (4 trocas de 1| a cada

1h e uma troca 12h de 4l) e utilizadas nos experimentos logo em seguida.

3.9. Andlises espectroscoépicas:

3.9.1. Solucoes estoque e tampoes:

Para eliminar particulas que poderiam interferir nas leituras
espectroscopicas, as solugdes estoques foram filtradas utilizando-se filtros de 0,45
um (Millipore). O pH das solugdes foi conferido utilizando-se um pHmetro Orion
modelo 420 A.

3.9.2.Solucao tampao para medida de concentracao de proteinas:

As amostras foram diluidas em tampéao fosfato de sédio 20 mM (pH 6,5)
contendo Gmd-HCI na concentracado final de 6 M. As solucdes de cloreto de
guanidina foram preparadas apenas na data de realizacdo dos experimentos e

suas concentragées foram aferidas em um refratbmetro (Spectronic Instrument).
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Os valores obtidos na leitura do refratdmetro foram inseridos na equagdo abaixo

(Pace, 1986):

Mamatict = 57,147(AN) + 38,68 (AN)?2 — 91,60 (AN)®  (Equagéo 7)

Onde M é a molaridade do Gmd-HCI (moles/L) e AN é a diferenca entre o
indice de refracao do desnaturante e da agua (ou tampao) obtida na leitura do
refratdmetro. No caso das determinagcdes de concentracées nos comprimentos de
onda da banda de Soret - heme proteinas - (423 nm) as amostras de proteinas
foram diluidas em tampéao fosfato de sédio 20 mM pH 7,0.

3.9.3. Solucao tampao para desenovelamento acido da forma apo:

A variacao de pH (7,4 a 3,0) necessaria para o desenovelamento acido foi
obtida pela mistura de diferentes proporcdes de citrato de sodio e acido citrico 2
mM na presenga de 30 mM NaCl. Para pH inferiores a 3,0 fez-se necessario a
adicao de concentragdes crescentes de HCI a partir do &cido citrico pH 3,0.

3.9.4. Solucao tampao para desenovelamento quimico da forma apo:

Para a aquisicdo de espectro de absorbancia e dicrbico das proteinas em
pH 7,8 foi utilizado o tampao MES 10mM. As solu¢des de uréia foram preparadas
apenas na data de realizacdo dos experimentos e suas concentracdes foram
aferidas em um refratdmetro (Spectronic Instrument). Os valores obtidos na leitura

do refratbmetro foram inseridos na equacao abaixo (Pace, 1986):
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Mursia = 117,66(AN) + 29,753 (AN)? + 185,56 (AN)® (Equagdo 8)

Onde M é a molaridade da uréia (moles/l) e AN é a diferenca entre o indice
de refracdo do desnaturante e da agua (ou tampao) obtida na leitura do
refratbmetro.

3.10.5.Determinacao da concentracao de proteinas:

As proteinas puras e liofilizadas foram solubilizadas em agua deionizada e
centrifugadas a 12.000 xg por 20 min a 4° C para remocdo de possiveis
agregados. A concentracao de proteinas foi determinada espectroscopicamente
através do método descrito por Edelhoch (1967) utilizando o0s seguintes
comprimentos de onda: 282, 280, 279, 278, 276 nm. Os coeficientes a 282, 280,
279, 278, 276 nm foram calculados utilizando-se a seguinte equacao abaixo:

e(M)(M'em™)= N X e1rp + N7y X €7y + Noys X £cys (EQuagao 9)

Onde, ¢()) é o coeficiente de absorbancia molar (M'cm™) da proteina de
interesse em um determinado comprimento de onda (A); np - numero de
triptofanos da proteina; nty - nUmero de tirosinas; e ncys € 0 numero de cisteinas.
€Trp, ETyr € €cys S0 0S coeficientes de absorbancia molar do triptofano, da tirosina e
da cisteina, respectivamente. Os valores dos coeficientes de absorbancia molar
destes aminodacidos variam com o comprimento de onda (A) (Pace e Schmid,
1997). As concentracbes das proteinas foram determinadas utilizando os

seguintes coeficientes de absorbancia molar:
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Tabela 2.Coeficientes de absorbancia molar para apoproteinas:

A 282 280 279 278 276
(nm)
¢ apoMbSWwt 14,80 15,22 15,35 15,40 15,15
(mM'.ecm™)
¢ apoMbHr wt 12,40 12,66 12,66 12,60 12,25
(mM™.cm™)

Tabela 3.Coeficientes de absorbancia molar para holoproteinas:

A(nm) ¢ MbSWwt (mM™.cm™) Heme (mM”.cm™)
423 (cianoheme) 35 109,7
414 (hemeproteina) 32,1 97,2
409,5 (hemeproteina) 31,2 157

Os valores de g(A) calculados para a proteina foram utilizados na equacao
de Beer — Lambert:
A=¢.l.C (Equagéao 10)

Onde A é a absorbancia; /, comprimento do caminho 6tico em cm e C,
concentracao molar em M. A concentracdo molar determinada corresponde a
média das concentracées encontradas para cada comprimentos de onda entre
276 e 282 nm. As leituras de absorbancia, para cada comprimento de onda

relacionado, foram realizadas em triplicada. As hemeproteinas foram utilizadas
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nos experimentos somente quando a diferenga entre as concentragdes calculadas
na regido de Soret e a 280 nm era inferior a 10%.

3.9.6.Reacao de ligacao do grupo heme e cianoheme:

3.9.6.1.Preparacao do grupo heme em solucao :

A solugcdo de hemina foi preparada homogeneizando-se 5 a 10 mg de
hemina bovina (MW= 652 g/mol) em 1 ml de NaOH 0,1 M a 4 °C. Esta solugao foi
usada no maximo trés horas ap6s a preparagao devida a baixa estabilidade deste

composto em solugao.

3.9.6. 2.Reacao de ligacao proteina — grupo heme:

As apoproteinas foram diluidas para a concentracao final de 20 — 50 uM em
tampao fosfato de sddio 50 mM pH 6,0. A hemina foi titulada para uma relacao
final de 1:1,3 (proteinathemina) e a solugdo mantida no gelo durante 2 h. A
preparacdo das cianohemeproteinas foi feita adicionando-se KCN até a
concentracao final de 0,5 mM na reacéo de ligagao preparada anteriormente. Esta
solugdo foi mantida por mais 12 h na camara fria (4 °C) e em seguida
ultracentrifugada a 90.000 xg por 1 h. A ligacdo e coordenacédo do grupo heme foi
monitorada através da correlacao da leitura de absorbancia a 280 nm (g2g0= 35,0
mM'tem™), e 423 nm (ess= 109,7 mM'.cm™), realizadas em um
espectrofotometro UV/VIS modelo V-530 (JASCO) e cubetas de quartzo de 1 cm
de caminho 6tico. As amostras sé foram utilizadas quando as diferencas entre as

concentracdes calculadas a 280 e 423 nm eram inferiores a 10%.
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3.9.7. Espectros de dicroismo circular (CD):

Calibracdo do espectropolarimetro J-810 (JASCO): a calibracdo deste
aparelho foi realizada com uma substancia padrdo com alto grau de pureza,
soluvel em &gua, de facil manipulagdo, estavel em solucdo e com uma boa
amplitude de sinal dicréico. Foi utilizado o padrdo d-10-Camphorsulfonato de
amoénio nao higroscépico na preparacdao de uma solugdo 0,06%. Foi medido o
espectro de CD na regido de 350 a 250 nm em uma cubeta de 1cm. Em seguida
o sinal foi comparado com o esperado para verificar se a leitura do espectro

estava de acordo com a descricéo do fabricante do aparelho.

Os espectros das proteinas foram medidos utilizando-se uma cubeta de
quartzo de 1 cm x 1 cm de caminho 6tico e proteinas na concentracao final de 1-2
uM em tampéao fosfato de sédio 5 mM, pH 7,0 ou em agua. Os programas
utilizados para registro e tratamento dos dados foram o Spectra manager®
(JASCO) e Origin® versdo 6.0. A temperatura foi mantida através de um
controlador de temperatura Peltier Type Control System PFD425S (JASCO). Os
valores obtidos na leitura de CD (mdeg) a 222 nm, a 25 °C e acumuladas durante
300 s foram convertidos para elipticidade residual molar ([6]lurw) que é definida

pela equacéo:
[O]mrw = (6 x MW)/(c x Ix n) (Equacao 11)

Onde 6 é a elipticidade em graus, MW é a massa molecular da proteina (g),
¢ € a concentracao da proteina (mg/ml), | € o comprimento do caminho 6tico (cm)

e n o numero de residuos de aminoacidos da proteinas.
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3.10. Experimentos de desenovelamento quimico:

Ap6s a quantificagdo as proteinas foram submetidas a concentragdes
crescentes de uréia, que variaram de 0 a 9 M, através da diluicdo de um estoque
de 10 M em tampéo acetato 10 mM com 0,5 mM de KCN em pH 5,0, 5,5 e 6,0
para um volume final de 2 ml. O grau de desenovelamento a 25 °C foi monitorado
através da leitura do maximo de absorbancia na regidao de Soret (comprimento de
onda de 423 nm) utilizando-se um espectrofotdmetro UV/VIS modelo V-530
(JASCO) para monitorar a perda do heme. O desenovelamento também foi
monitorado pela leitura no comprimento de onda de 222 nm no dicroismo circular
no espectropolarimetro J-810 (JASCO) para monitorar a perda de estrutura
secundaria. Foram usadas cubetas de quartzo de 1 cm x 1 cm de caminho 6tico.
Cada aliquota de proteina, em uma determinada concentracéo de desnaturante foi
equilibrada por exatamente 1 h a 25 °C (uréia) antes das leituras.

3.11.Medidas da estabilidade de proteinas:

As proteinas foram comparadas através da avaliacdo da variacdo de
energia livre de seus desenovelamentos. A energia livre de desenovelamento das
proteinas foram medidas seguindo-se a desnaturacdo em equilibrio. As avaliacoes
do desenovelamento foram feitas por espectroscopia de dicroismo circular e
absorbancia e os calculos foram feitos utilizando o programa Origin (Microcal).
3.12. Comparacao da estabilidade: calculo do Cm e da variacao de energia

livre (AG).

Cm é a concentracao de uréia na qual 50% das proteinas se encontram

na forma nativa e 50 % na forma desenovelada.
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Os calculos das variagdes da energia livre (AG°n.p) foram feitos através do
método de extrapolacao linear utilizando os dados de pré e poOs-transicdo de
acordo com Santoro & Bolen (1988) para proteinas com o desenovelamento em
dois estados e reversivel.

Para tanto, considerou-se que a transicdo N (estado nativo)- D (estado
desnaturado) pode ser descrita por um processo de dois estados. Ou seja:

fn+fo=1 (Equacado 12)

A partir dai utilizou-se a equacao de Gibbs, que relaciona energia livre com
a constante de equilibrio:

AG°= -RTIn Kgq (Equacéao 13)

Onde AG é a variacao de energia livre do processo, R € a constante de dos
gases, T a temperatura absoluta e Ke¢q a constante de equilibrio. Entdo, a férmula
da constante de equilibrio sera:

Keg= o/ In , (Equacéao 14)
para o desenovelamento do estado nativo.

Considerando o valor da sonda utilizada para seguir o desenovelamento
como y teremos:

(ynfn) (ypfp)=y (Equagéo 15)
logo:

Keq= Yn-Y/ ¥-Yp, (Equagéo 16)

Aplicando-se na equacado de Gibbs temos a variacdo da energia livre em funcao

de y para cada ponto dentro da zona de transicao :
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AGobs= -RTIn yn-y/ y-yp  (Equacgéo 17)
Tanto a pré-transicao (N-estado enovelado) quanto a pds-transicao (D-
estado desenovelado) sao descritas por equacdes de retas do tipo:
YN=mNIE] + NO e YD=m[E] + DO (Equacdo 18)
onde Y é o valor da sonda em cada ponto, NO e DO representam o valor da sonda
nos respectivos estados (intercepto) e m representa a inclinagcao da reta ou seja a
dependéncia do valor da sonda em relacéo ao desnaturante E.
Estas equacbes podem ser extrapoladas para a zona de transicao através
da equacao:
Kobs=(N-NO)/(N0O-D) (Equagao 19)
Combinando estas equacdes temos que:
Y =[(YN + mN[E]) + (YD + m[E]) x exp(AGu20/RT + m[E)/RT)J/
[1+ exp(AGH20/RT+ M[E])/RT)] (Equagéao 20)
onde AG2o € a variagdo de energia na auséncia de denaturante, R é a constante
dos gases e T é a temperatura (K) na qual o experimento foi realizado.
Esta equacéo foi utilizada para ajustar as curvas de enovelamento para

definir os parametros de AGu20, m e Cm.

3.13. Calorimetria de varredura diferencial:

Calibracao elétrica (eixo Y): a calibracdo do eixo y foi realizada através da
dissipacado de uma quantidade de energia conhecida (energia diferencial) por meio

de uma resisténcia localizada na parede das células que foram preenchidas com
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agua. Dez graus apds o inicio de uma varredura de 10 a 110 °C a 60 °C/h foi
aplicado um pulso térmico de —10 mCal/min com a durag&o de 1.200s. O desvio
da linha de base foi calculado pelo préprio programa VP-Viewer. Apos as analises
desses desvios (<1%) foi feita a calibracao térmica.

Calibracdo térmica (eixo X): a calibragdo do eixo x foi realizada através da
analise das temperaturas de transicao de dois padrées de parafina selados em um
tubos de metal. Estes padrdes possuem transicdoes bem definidas a 28,2 e 75,9
°C. Foi procedida uma varredura de 10 a 85 °C a 60 °C/h. Os picos de transigcao
dos padroes foram utilizados para ajustar o aparelho através do préprio programa

VP-Viewer.

Desenovelamento térmico: cada célula foi preenchida com 0,5 ml de
tampao acetato 10 mM pH 5,0 + 0,5 mM cianeto de potassio. Para se obter as
linhas de base, as células de amostra e de referéncia foram preenchidas com o
mesmo tampado. Foram realizadas 10 varreduras de 25 a 95 °C na velocidade
aquecimento de 90 °C/hora. Em seguida foram aplicados 23 uM de ciano-
holomioglobina nas condigfes citadas acima, na célula de amostra e o0 mesmo
tampé&o, o qual a proteina esta diluida, na célula de referéncia. Os parametros
experimentais foram: variagcdo de temperatura 25 a 95 °C; 3 corridas; pré-corrida
inicial de 1hora e as seguintes pré-corridas com duracao de 2 horas; pds-corrida
Oh, velocidade de aquecimento 90 °C/h e velocidade de resfriamento 60 °C/h. O
calorimetro utilizado para a realizacao dos experimentos foi o microcalorimetro de

varredura diferencial modelo VP-DSC (Microcal).
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3.14.Cromatografia em gel filtracao:

A cromatografia em gel filtracao foi feita utilizando-se uma coluna Superdex
75 HR 10/30 (Amersham Pharmacia, Uppsala, Sweden) conectada a um sistema
AKTA FPLC (Amersham Pharmacia, Uppsala, Sweden). Esta coluna foi
equilibrada com tampao fosfato 50 mM pH 7,4. Foram aplicados 100 pL das
amostras de apo e de holomioglobinas na concentracao final de 150 uM sob um
fluxo de 0,5 ml/min na temperatura ambiente. Para a calibracdo da coluna foi
eluido um padrdo de massas moleculares da Amersham Pharmacia, nas mesmas
condi¢des da proteina, contendo ribonucleaseA (13,7 kDa), ovalbumina (43 kDa),
quimotripsinogénio A (25 kDa) e albumina (67 kDa). A partir dos volumes de
eluicdo desse padrao foi construida a curva de calibracao utilizada na estimativa
da massa molecular das amostras.

3.15. Ultracentrifugacao Analitica:
As analises de sedimentacdo em equilibrio, foram feitas em uma ultracentrifuga
analitica Beckman Optima XL-A (Beckman Coulter), em temperatura constante de
20 °C, utilizando o rotor AN-60Ti (Beckman Coulter) e coletando os dados nos
comprimentos de onda de 280 nm e 423 nm. Os experimentos de sedimentacao
em equilibrio das cianomioglobinas foram realizados em Tris-HCI 20 mM pH 7,2
com 50 mM NaCl. As amostras, nas concentracbes de 3 a 40 uM foram
aceleradas a 9.000, 10.000 e 11.000 rpm. Foi utilizado o método de Self-
Association para analisar os dados de sedimentagcdo em equilibrio utilizando
diferentes modelos de associacdo para cada conjunto de dados utilizando o

pacote de programa Origin (Microcal). A distribuicdo de proteina pela célula foi
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ajustada pela equacéo 6 (Johnson, 1981; ver Introducéo). O programa Sednterp
foi utilizado para estimar os valores de densidade e viscosidade do tampé&o e do
Vbar (Mioglobina de baleia e mutantes=0,750 ml/g e mioglobina de cavalo=0,747

ml/g).
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4. RESULTADOS:

4.1. Preparacao e caracterizacao da SWMb:

A mioglobina de baleia (~17 kDa) foi expressa em BL21(DE3) (Figura 6,
linha ) e os corpos de inclusdo produzidos durante esta expressdo foram
utilizados para a purificacao desta proteina. Apds a solubilizacdo dos corpos de
inclusdo com tampao apropriado e posterior dialise, a proteina se manteve soluvel
como pode ser observado na Figura 6 linha Soby. Esta dialise reduziu também a
quantidade de impurezas, o que facilitou o isolamento da molécula nas etapas

posteriores de cromatografia de troca iénica.

IMB NI | _PptSob NI | Ppt.SOb L1 L5 ClI Ppty Sobp |

Figura 6. Expressdo e etapas de purificacio da mioglobina de baleia. NI:
amostra nao induzida 37 ° C; /: amostra induzida a 37 °C; Ppt: precipitado da lise a
37 °C; Sob: sobrenadante da lise a 37 °C; NI: amostra ndo induzida 42 ° C; I

amostra induzida a 42 °C; Ppt.: precipitado da lise a 42 °C; Sob.: sobrenadante da
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lise a 42 °C; L1: sobrenadante da primeira lavagem do corpo de inclusdo; L5:
sobrenadante da quinta lavagem do corpo de inclusdo; Cl: corpo de inclusédo
lisado; Ppty: precipitado da didlise do corpo de inclusdo solubilisado; Sobg:

sobrenadante da diélise do corpo de inclusdo solubilisado.

AplGs a passagem pela coluna de troca ibnica, a proteina foi isolada com
alto grau de pureza como pode ser observado na Figura 7. A concentracdo molar
determinada para esta proteina foi de 130 uM. O rendimento desta purificacéao foi

de aproximadamente 40 mg por litro de cultura de bactérias induzidas.

| P mb |
-
43,0
29,0
184 |
14,3 - —
6,2 | ———
34 |

Figura 7. Mioglobina de baleia purificada. P: padrdo de massa molecular (ver
massa em kDa a esquerda); Mb: sobrenadante da diélise dos corpos de inclusdo

apds passagem pela coluna DEAE Sepharose (mioglobina purificada).
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O espectro de absorcdo foi checado logo apdés a purificagdo para a
verificagdo da quantidade de DNA contida na amostra protéica. Apds a
purificagdo, a proteina apresentou uma grande quantidade de acidos nucléicos, o
que pode ser verificado na Figura 8 (linha pontilhada) através do deslocamento do

maximo de absorg¢ao para o comprimento de onda de 260nm.
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0.6

0.5
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250 255 260 265 270 275 280 285 290 295 300
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Figura 8. Espectro de absorcao entre 250 e 280 nm. A figura mostra os
espectros de absorcdo da forma apo apresentando as regides do triptofano (260-
295 nm). Os espectros, que estdo normalizados, evidenciam a presenca de acidos
nucléicos antes da passagem pela cromatografia em pH 2,0 (linha pontilhada) e
posterior eliminacdo dos mesmos através de cromatografia, o que pode ser
evidenciado pelo do maximo de absorcdo em 280 nm (linha continua). Um

comportamento idéntico foi observado na purificacdo dos mutantes.
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Logo apéds a purificacdo da amostra foi realizada uma cromatografia em
troca ibnica em pH2,0 para a eliminagdo dos acidos nucléicos. A andlise do
espectro demonstrou a eficacia do método que pode ser avaliado pelo

deslocamento do maximo de absorcdo para o comprimento de onda de 280 nm,

observado na Figura 8 (linha continua).
A amostra purificada foi submetida a ligacdo de cianoheme que se
coordenou corretamente na proteina como pode ser verificado pela correlagao

entre os maximos de absorcdo nos comprimentos de onda em 280, 423 e 540nm

(Figura 9).
0,7
0,6} i
!
0,5 ,’ Holo
i
@ 04 f
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0, 1 ..°.'»”'”’""»»»»m.,,. -
280 320 360 400 440 480 520 560
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Figura 9. Espectro de absorcao entre 250 e 600 nm. A figura mostra os

espectros de absorcao da forma holo (CN’) apresentando as regides do triptofano

(260-295 nm) e da banda de Soret (390-450 nm) e da banda Q (500 a 600 nm) e
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da forma apo apresentando as regides do triptofano (260-295 nm). Os espectros
evidenciam a ligagdo e a coordenagao do grupo heme a proteina devido a intensa
absorcdo nas bandas de Soret e Q.

Os espectros de dicroismo circular das formas apo e holo de SWMb estao
mostrados na Figura 10. As proteinas estdo enoveladas como demonstrado pelos
minimos em 208 e 222 nm. ApoMb apresentou [@]zzonm = -19000 deg.cm?.dmol™” e

holoMb [O]222nm = -25000 deg.cm?.dmol ™.
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Figura 10 - Espectros de CD, entre 195 e 250 nm da mioglobina de
baleia na forma apo (pontilhado) e holo (linha). As proteinas foram diluidas

para a concentracao final de 2 uM em tampao fostato de sédio 10 mM pH 7,2 a 25

°C.
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4.2. Preparacao e caracterizacao de HrMb:

Foi checado o espectro de absor¢cao da proteina de cavalo, antes de cada
medida, para avaliar a ligacdo do grupo heme e de cianeto a proteina. Foi
observado o deslocamento do espectro de absorcao para o comprimento de onda
de 423 nm caracteristico da ligacdo do ion cianeto ao grupamento hemina (Figura

11.)

0,6
0,5
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0,0F
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Figura 11. Espectro de absorcao entre 250 e 600 nm. A figura mostra os
espectros de absorcado das formas holo com e sem CN’ apresentando as regides
do triptofano (260-295 nm) e da banda de Soret (390-450 nm). Os espectros

evidenciam a coordenacgao do ion cianeto ao grupo heme das proteinas devido ao
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deslocamento observado para o comprimento de onda de 423 nm apds a adigéo
do cianeto.

Foi checado o espectro dicrdico da proteina de cavalo, antes de cada
medida, para avaliar a elipticidade residual molar da proteina. Foram observados
0s maximos nos comprimentos de onda caracteristicos de alfa hélices e [O]ooonm =

-24000 deg.cm?.mol” (Figura 12).
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Figura 12. Espectro de dicroismo circular entre 195-260 nm. A proteina
foi diluida para a concentracao final de 2 uM em tampéao fosfato de s6dio 10 mM
pH 7,2 e os espectros adquiridos a 25 °C. Espectropolarimetro Jasco J-810

cubetaicmx 1 cm.
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4.3. Anadlise de Seqiéncias

Para compreender melhor esta diferengca de estabilidade entre as

mioglobinas de mamiferos mergulhadores e de mamiferos terrestres, nos

analisamos a seqiéncia de aminoacidos disponiveis no Entrez/NCBI de diversos

organismos em busca de quais eram 0s residuos presentes nas posicoes 04, 20,

79 e 118, pois seriam residuos com potencial envolvimento na formacao de pontes

salinas (Ramos et al., 1999) e nas posicoes 15 e 74, ocupados por Ala na

mioglobina de espermacete e por Gly na mioglobina de cavalo (Tabela 4).

Tabela 4. Comparacao do tipo de aminoacido presente em algumas posicoes

na sequéncia de aminoacidos de mioglobina de diversos mamiferos.

ORGANISMO IDENTIFI | POSI | POSI | POSI | POSI | POSI | POSI
CACAO CAO |CAO |[CAO |CAO |CAO |CAO
NCBI 04 20 79 118 15 74
Espermacete MYWHP E D K R A A
(Physeter catodon)
espermacete dwarf | MYWHW E D K R A A
(Kogia simus)
Baleia Goose beaked | MYWHZ E D K R A G
Baleia Hubb's beaked | MYWHU E D K K A G
Baleia Dall porpoise | MYPED E D K R G G
(Phocoenoides  dalli
dalli)
Baleia Harbor | MYPE E D K R G G
porpoise
Baleia Finback MYWHF D D K R A G
Baleia Minke MYWHK D D K R A G
Baleia Humpback MYWHH D D K R A G
Baleia California gray | MYWHC D D K R A G
Baleia Pilot MYWHT D D K R G A
Baleia Killer MYWHL D D K R G A
Golfinho Bottle-nose MYDD D D K R G A
Golfinho Saddleback MYDDBS D D K R G A
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Golfinho Amazon MYDDAR | D D K R G G
Harbor seal MYSLH D D K K G G
sealion MYZC D D K K G G
Baikal seal JN0344 D D K K G G
river otter MYOT D D K K G G
Halichoerus grypus | P02162 D D K K G G
(gray seal)

Cavalo MYHO D D K K G G
Bos taurus NP 776306 | D D K K G G
Mus musculus NP 038621 | D D K R G T
Rattus norvegicus NP 067599 | D D K R G G
Homo sapiens NP 005359 | D D K K G G
Macaco:Symphalangus | A61366 D D K K G G
syndactylus

Zebra MYHOZ D D K K G G
Castor (European | JN0O410 D D K K G G
beaver)

Morcedo (Bat-eared) MYEXBE D D K K G G
muskrat PNO126 D D K K G G
Veado MYDE D D K K G G
Ovelha MYSH D D K K G G
Elefante indiano MYELI D D K K G G
Elefante africano MYELA D D K K G G
Panda gigante JC1086 D D A

Coelho (pika) MYOI D D K K G G
Coelho (tentative) MYRB D D K K G A
Lagostomus maximus | MY V] D D R K G G
(roedor)

Proechimys  guairae | MYKS D D K K G G
(roedor)

(Ctenodactylus gundi, | MYRTNG | D D K K G G
Roedor)

tamandud MYOY D D K K G G
cachorro MYDG D D K K G G
(porco espinho) MYHH D D K K G G
Macaco: Aotes | MYMON D D K K G G
trivirgatus

chipanzé MYCZ D D K K G G
orangotango MYOG D D K K G G
Porco: Sus scrofa P02189 D D K K G G

Vemos que 8 das 10 mioglobinas de baleia analisadas possuem Ala na
posicdo 15 e 4 possuem Ala na posicao 74, sendo que nenhuma possui

simultaneamente Gly nas duas posicoes. A andlise da seqliéncia de aminoacido
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de mamiferos que ndo sdo mergulhadores por longo periodos de tempo, golfinhos
e mamimeros terrestres (37 espécies), mostra que 37 possuem Gly na posicao 15
e 35 na posicédo 74. Estes dados reforcam a discussao descrita acima, de que
estes residuos sdo importantes para a estabilidade das mioglobinas de baleia
frente as condi¢des celulares a que estao submetidas.

Outro residuo bastante conservado entre os mamiferos mergulhadores € a Arg na
posicao 118, presente na seqiiéncia de mioglobina de 9 das 10 baleias analisadas
e em 5 dos golfinhos analisados. Os mamiferos terrestres possuem Lys nesta
posicdao, um aminoacido com a mesma carga, mas de tamanho menor, 0 que em
determinados caso pode desfavorecer a formacao de uma ponte salina. Contudo,
apesar das mutacdées nas posicoes 15, 74 e 118 alterarem a estabilidade da
mioglobina de espermacete, elas ndo causaram um aumento na agregacao nas
condicbes aqui testadas.

4.4.0utros resultados

Os outros resultados estao inseridos no anexo apresentado a seguir:
Regis, W.C.B, Fattori, J., Santoro, M.M., Jamin, M., Ramos, C.H.l. (2005). On the
difference in stability between horse and sperm whale myoglobins. Arch. Biochem.
Biophys. 436, 168-177.

Este anexo apresenta os resultados sobre o desenovelamento quimico e
térmico das mioglobinas de cavalo e espermacete e a caracterizacdo destas
proteinas quanto ao estado de oligomerizacdo. Importantes discussdes destes

resultados e referéncias da literatura também podem ser consultadas neste anexo.
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the study of mode] protems, sd myoglobm (Mb),' 2
small and compact globular protem formed by eight
a-hehces named A H [5) 15 one of the most studsed
among them ([6 8 and relerences therem). Nuckar
magnelic resonance stuches [9-11] showed that spoMb,
Mb without the heme group, = structurally smmilsr to
the holoMb, except for an unfokled F-heha. The ures-
induosd unfoklmg profile of apoMb populates aninter-
mediste 3t shout pH 4 [12], which = formed by 2
A[BGH wre. Ths core comprehends heboes A, G,
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and H, whach sre wdl structured, smd & pardally fokded
helix B [13,14]

The work m the Berature on the siabidity and fokling
pathway of Mbis ahmost equally divided between harse
Mb {eg, [15-17] and rederences therean), whach 1s aval
shle commerncially, and sperm whale (5W) Mb jeg,
[18,19], el references thetein), whach must be cloned
and expressed [2021] The two motems share high
homalogy (Fig. 1), show similar folding beliavior, and
il B often smsumed that 2l foldmg phenomena found
with ane protean will dko be found with the other. Thas
amumption may not be true, which mokes essential to
compare therr hatie properiies, swhh & sishabity snd
dependence on temperature and sl concemfrabion
However, no rehshle methods have been usal o socess
the meome diference m stshabty bedween these two
prodens hecame 1t was noi posmble unid recently (o
medure the stsbality of holoMb m 2 reverable unfokl-
ing-refolding reschion. Bamos ed al [22] discovered thai
reversthle foklmg can be messured by wsmg the cyanmet
dermvative smd wres unfaddmg bid only in 2 lmmted pH
range We messured the difference m fhe free emergy
aof the 3 and home cyamobbs, and we repori hene
an the stalhty of thete two protems m equbbroom.
We also wmed srie-dmecied mulsgenesm bo mvesiigaie
the effect of mutaisons on the siabdity of 5W Mh.

Moateriak and methads

Myapfohm anmo agd seyuences Shrary

The ammma & sequences of Mb from several argan-
1 were downloaded from the Entrey RORT databank

L] 2]
Sr HVLS EE R DV HVRARVERD ThEHEE DT LIRLFYS
H4I GLEDGERQOVTAVHATYEAD TRGHERE VLIRLETE

E
=l HFETLENFOEFEHLETEREMES SEDLFKHAVIVLTALGAILE
Hdi HPETLEKFDAFEHLETEKEMEAR SEDLEKHATWLTALBSILE

S0 KENGHHEARLEPLASHATENE TFTRYLEF ISEATTHVEHSF
S FRGHHEAELEFLAQSHATIHE IFIKTLEF ISOATT WWLHS X

H
5v HEGDFGADAGAMNEALE LFRED T AAKTHELS /o6
di HPODFEAGAGAKMTHALE LFRND T AAKYHELIEGD

Fig | Sapeescisy algssiest of gem whale (5W) aed Boew (Hi)
Ml The asse aead feiadue are sepoeiesind by ome letler code 5
M b selibosise al gt b 0] 3 eeded B opdsaion s
Erchedehda coll myoem Helom A-H e shows (aeadiag o [5]1
Moacessermsl seadue o dhows = Mabc asd mades wlhich
Etaton wen atabal B0 weal ang ssdesisal

(hitpe furorw nebinbo ndh gow/Entreef (1) Whalkes:
sperm whake, MYWHP; dwari sperm whale, MYWHW,;
gomie heaked whale, MYWHZE; hubbs beaked whale
MYWHLFE fintack whal, MYWHF; mnke whalk,
MY WHE; humphick whale, MY WHH; Caldomis gray
whale, MYWHC. (2} Parposies and dolphing: dall por-
pose, MYPED; harthor porpose, MYFPE; holtle-nie
dolphin, MYD I ssldebad dolphin, MYDDES; Amns-
wirn dadphan, MY DIDAR (3} {Mher mamm s (mosl ler-
resinalp home, MYHOE Boy furas, BP_T70506; W
mrscafuy, WP GEA2L, Raffus sorepioas, WP 67599,
Flomo sapiens, WP 5359 ape, AS15365; Copmnon zebra,
MYHOFE; mumkmt, PROI2S der, MYDE; sheep,
MYSH; Indon elephant, MYELL Afncan elephant,
MYELA: pcih, MY rabiat, MY R B; Lago stoomus me o
feeas, MY'WYD; Proechinps puairoe, MY KS; E‘.rmm'nr.rﬂm
o, MYRTWOGE sndvark, MYOY, dog, MY
hedgehog, MYHH; Aofes trverpatus, MYMON, chm-
pamee, MYCE; orangolangs, MYUHS; me PO2IES;
e teared foa, MY FXBE; Furopean beaver, TRO41 river
otter, MYOT; harbor geal, MYSLH; sealssn, MYZEC;
Bratkal seal, TNO384; gray seal, PO21A2

Kite-divecied nudapenesiv and profem purification

Hare Mb was purchaseal from S1gma . The procedunes
fotr afe-diredted mutageness of 5W apohb werte per-
formed as decribal elewhere [21.22]. Briefly, the W
Mb double-mutant AISCGIATSG was aested by PCR
medhadaekgy wsmg the forward promer STTOAATOGC A
GUTGOTTC TGAGTETTTGHGOAAAAY, whichire-
places the Alal 5 awdon for 2 Gy eodon, and the reverse
prmer STTTTTTTCTTAAGOATTCCACC TAGGGC
AGTCAACACY, which replaces the Ala?4 eodon for 2
Cily codan. The PCR praduct was then double-digested
with the restnction envymes Poull snd AR and cloned
into the pI7-TMb vector [21] previously double-digested
with the same eneymees. The correci clonmg smd sequence
were confimmed by DA sequencing. Diher 5W Mb mu-
{ams are descnbed eliewhere (EO4A amd RIIEA m [22]
and K 1404 m [253]). The expresnon and pumlicatsn of
the 5W Mb m the apo fomm were perfommed a5 described
eliewhers [21] fallowed by 2 chrommiographicstep for re-
mval of nucless acil aomiammation Lo ceriify that Aa gy
agn T > 15[ 24] All chermcals used fixr profein expres-
aiom, purdication, and amalyses were of analybes] grade.
The punty of the profeans was evalusted by SD5-PAGE
[25] amd apahb conceniraiion was delemuned specira-
photometincally = previously descnbed [26,27] The ha-
labb was prepared by adding hemm to the prodein in
S0mb sodium phosphate bulber, pH .90, dnd cyanoho-
lob was prepared from holoMb by sdding KON [22]
followed by a gel chromslograph siep bo elimmate un-
hevund formee. The formabon of okt and cyamide ha-
lerbd b wveies mo oo el by b orbeamece 214 the Sered bamad and
the halohb conceniration wos caloulsied = previonsly
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descnbed [28] A cyanoMb preparstion was used of the
wncenirztions Giulsted 3 Ay (2 =350 mM™'
an”') mnd 3 Ags (22 = 109.7mM 'an™') vaned by
Jess than 1005,

Size exchusion chromatography

SEC was perfonmed with 2 Superdex 75 HR prep grxde
wolumn coupled to mn HPLC system ( Amershan Phar
meca, Uppsals, Sweden) equibbrated with 10 mM
Trs- - HO buller, pH 74, wath ] mM K CN, and s lowrste
of 0.5mlman. The eluton profile was determined by
monitonng the shsorbance at 280, 423, and 540 mn.
The apparent molecular msss was calculsted wsmp 2 plot
of In of the mokcular mass (kDa) of standard protens
(bovme pancress nbonucksse Al 13,70 Dx; chymotr-
panogen A, 25000 D bovme  serum abumun,
67,000 Da) & a function of the retemtion tmme. The frac-
Bon comrespondmg 1o smek speces of esch Mb pundied
& descnbed above was e to sit for seven daysin Eppen-
dorf tubes &t comcentratons from 3 to 200 uM and =t
X °C esther for 3 second round of SEC expaments,
st conditions descnbed sbove, or for AUC eaperonents,
al condiions desashed helow, to determane protem
hoamopenerty. In our expersence, WT SW Mb does not
spgregate even afler s month a2t these condibons.

Spectrascopic exper snents

A JASCO model J-510 CD spectropolanmeter
equipped with 3 thermodecine sanple tempersture con-
troller (Peltier system) was used to record the CD spec-
tra using eapenmental condiions previously descnbed
22 The dats were collecked from 260 to 20 nm ad
socumulsted 10 topes for spectral messurements, ad
at 222 nm for stabably massurements. The plotted CD
sgnal 2t 222am was collkcted 3t 25 °C and was the
average of 303 recordmg. All messurements were
mde in cuvelles with 2 1 am pathlength and with pro-
tan concemration of 1-2 uM. Absorbance messure.
menis were perfonmed with 3 lssco model 530 UV-Vis
spectrophotometer wsmg 2 1 anx 1 an quartz cell, with
1-4 uM protem concentration, and st 25°C.

Unfolding experoments

Uresanduced unfoldmg of spoMb was studsed 2t
4°Cusmg 10mM Mes bufker, pH 7.8, with 20 man equil
ibration, and wresanduced micldng of cyanoMb was
perfommed 35 descnbed elsewhere [22) The ures solu-
tons were prepared freshly and thesr conoentrasbon m
solution was messured usmg the redractive mdex 29
ApoMb miolding mduced by pH was studsed st 4°C
m SmM atrate buffer, with X man equibbraton, and
the pH of each sonple was conlirmed belore and aller
the eaxpernment. The sversge of 3t Jasst three uniokling
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eaperments was used to buldd asch curve profile and
the cyanoMb uras-mduced unfokling curves were fitted
to 3 two-state equation [30). The hest denaturstion of
SW and hore cyanoMbs was studsed mocrocslorametrn-
cally using 2 MxroCal Ullrssensitive VP-DSC appara.
tus and standard soflware for dats scquution and
analyas. The proteams, 20uM, 1n 10mM scelate baller,
pH 50, with 0.1 mM KON, were degassed for 30mm
before Joshing mio the calonmeter. The scans were re-
cordel 2t scan rates of 3, &0, mnd 90 °Clh wath no ob-
servable diflerence between then, and refoklme was not
reversible. The dats oblaned were subtracted from 2
basehne of bulfler agamst bufler before normalzstion
of the protein concentrabon. Curve fittme was Garmed
out using Ongm (Macrocal) and unless stated otherwise
the experamenisl errors were Jess than 595,

Analy 8cal swtracentr ifugation

AUC sedmentsbon equibbrium eapenments were
performed with 2 Beckman Optmna XL-A analytscal
ultraoentrdupe. The oyanoMbs were tested 2t concentra.
t1ons from 3 1040 uM in 20mM Tns HOL, pH 7.2, and
SOmM Na(, 2t 2 °C, with speedds of 9000, 10,000, and
1,000 rpm (AN-80T: rotar ), and scan dats soqumbon
2t 280 amd 425 nm for high and Jow protem concentira.
tions, respectively. Analyss of the dats mvolved the fit-
ting of 3 model of sworbance versus cell radius dats
usmg nonhnear regresson. All fittmes were performed
usmg the On@n sollware padiape (Microcal) suppled
with the mstrument. The Sell-Assocation method was
used to malyze the sedment:ibon equiibnum expers-
ments uning several model of msocation to fit the data.
The dstnbution of the protein throughout the cell, ob-
tamed m the equibbnum sedmnentsbon expermments,
was fiited with the following equaton [31}

C = Coexp ["““ 4 “‘;’;);”" "”], (1)

where C % the protem concentration at radl positon r,
Cy 18 the protem concenirstion s radisl posmtyon ry, M
1% the mokculsrmass, Ve © the pariua speaiic volume,
e is thecentinfugsl mgular vdoaty, Ris the gasconstant,
and T the alwolute tempersture. The Sednterp soflware
(www philomalwaycomydownlosd him) was used to
estonate esch prolem paraal specfic volume 3t 0 °C
(SW Mb WT and mutants =0.750mlg, horse Mb =
0.747 my' g), the buffer densty and the buffer viscosmty.

Results
Stabdity measwements of the apo Mbs

The punty and foldmg of the proteins were conlirmed
by SDS PAGE and CD, respectively (dats not shown).
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The stsbibties of the spoMbs were studial 1o mveshigate
whether or not the difference m stsbably was rdated to
heme bmdmg. Nesther the ures-mduced uniokhng st
pH 7.8 nar the acd-mduced unfokling of spoMb, Mb
without heme bound follows 3 two-siate tramition &
showed by ether Joss of the sgmordal unfoklme prolike
or disamlarty snong the tramition curves followed by
different probes (12,22, However, the uras conoenirs-
tion or the pH value 3t the maddle of the tramsmton
can be used to compare the stsbably of SW and horse
spoMbs. At pH 7.8, SW spoMb started to uniold st
shout 2.6 M urex with complete densturaton 2t shout
47 M ures (Fig. 2} and horse sapoMb started to unfokd
at shout 2.1 M urea with complete densturaton at
zhout 42 M urex (Fie 2). The urea concemrabion st
the muldle of the trmsibon was 34 M for SW apoMb
and 2.7M for horse spoMb (Table 1). SW spoMb
was ako more resstant to the sad-mduceal unfokling
than Hr spoMb (Fg 3); the madpomt of the sad-m-
duced trammton from native 1o inermediste was 4.8
for SW spoMb and 53 for home spoMb (Tabk 1). To-
gether, these resulis showed that the higher stababty of
the SW Mb s 2 phenomenon that cccurs whether the
protan 15 bound to heme o not, mdxcatmg that
the source of the difference m stsbably 15 connected to
the pnmary sequence.

Srabiity measurements of the gramoMbs

The uresanduced unfolding of the cyamoMbs 2t pH
50 was two-stste and more than 9% reversible, and
showed that horse cyanoMb unfokled m 2 Jower ures
concentration than SW cyamoMb (Fe 4). At pH 50,
the (, for home Mb was equal to 29 M whalst the ()
for SW Mb was equal to 42M (Fig. 4 and Table 2).

20000 p Y
-.-.B‘.. ® Meorse upoMe
_:_ 1e000 | O SW apoNe
3 -
§
"E 12000 L]
T}
g 8000 b -
i
T 4000p .
"ag e .
0 N . . " 4 -
o 1 2z 3 4 5 8
Urea (M)

Fig 2 Urer mduoed safhlag of spe=s whale (SW, codies) and Borse
(suare) apoMie folowed by carilar e coies a1 122 s The wrea-
ool unfllag cive e e avenge of at leas Dot imdependest
cxperimens 2t 0 =M Hepes, pH 73, aad at 25°C The s
cantt e raton ot themidavent of e tamsaton 514 Mo SWoapoMD
and 2 TM for boese Mb
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Fig 1. Acid-induoed uafblag of sperm whale (SW, Caiei) and kosie
(aguams) apoMis folivaed by credinr dedrommat 222 as The acal-
mdiond Lafllag e ane Beawnp of @ leel e mdepeudes
experments The ssdpoiat of the atid-iaduced trimsiton foes satve
1o mprmelar wis 43 S0 SWapoMb and 57 Do Roose apoh

49, (deg.cm’.amol}

UREA (M)

Fig 4 Urerndicol safllag of gers whale (SW, caios) and boose
(aaans) cpaoMis Dlowoed by e lar Gcheosm al Dl am (ope
syl waflbey crose, relilag) aed abeoctumoe o 21es
fond bl The coaadamd cafllag conve ae 2eavengec?
at et Dwer mdependl expenmess and were 200d W oa two-ate
ojaaton o dartol dewler [10] The £1tag 5 el by bas

Consxlenng 2 value for m ol —1.6 keaimol M) deter-

maned for SW Mb [22) the fittmg resulted 1n 2
AGar= 67 kaslmel  for SW  Mb  za2nd 2
AGuar= —4.6 kalmol for home Mb (Table 3), come-

sponding to a2 AAG,,, of about -2.1 keallmol. The
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Talkle 2
e cosgrssd mdos | Gy) B ke safhlag of sperm whals gl boag
e M

o hos: Spesm winle jaea, M1 Hosse jwem, M)
#H 50 42 19
#H 55 51 4.0
#H &0 e, 5.1
FH 50+ MM Halt 35 15
FH 55+ S Halt 45 14
pH &0+ Smb Ml 546 41

— B Dt Feeoe ned liss i TG

wied-induced unfoklme o pH S0 of §W mutents A5G/
ATSG and K 140A were also two-slate sned reversible
{data mesl shown), aml temulied in Alrgs of —57 and
—6.8 kealfmal, respecively (Tablke 3] The difference m
sizhility between 5W amd horse Mba was dho dedected
by DSC. AL pH 5.0, the maxmmum & the tempersturte-
miducerd {ransmion was #5°0 for 5W cyamobdb amd
B3 for homse eyanabb (Fg 51 Although the dreas
wigler the curves were quile smoler, (i ther fermody-
narad andlyses were dilbiul beécause the lemperstute-
maducal unfoklmg of these protems was only parzmilly
reversible. Fonetheless, these enpermments also dedected
2 larpe difference in sishality betwesn horse and 5W
hba, supporting the whes-indueed unfolkding resulis
The stahilites of hoth 5W and horse Mbs have @n
decimosiate componenl. The moresse m stababty of
these prodemns with pH and sl was quite smmlsr. Bath
proiemns showed 2 AC,, o about | M when the uras-m-
duced unfolding tramsibon af pH 60 was compared 1o
the {ranstion at pH 55 and pH 55 was comparned to
pH 510 [ Tahle 2}, both in the presence and shsence of
salt fEew below ). The method for studyme the unifokling
of Mb has & Bmoted pH range due io fommadion of an
mismesdhste & low pH and loo lerge stshabity st high
pH [22] We alsn looked at the contribution of the elec-
iroataine imersctions for the stabadny snd fokling path-
way of the Mbx by studying ther wres-indosed
umaldme tranmbons m the présence and absence of
alelex] moelium chlomde ai dafferent pHs. The Cps of both
5W and home analfhs decressed by sboui 0.5 M m
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the presence of SO0mM NaCl mdependent of the pH
sludied (Tahle 2}

The homogeneity of the cpmoldhs

The homagenealy of the Mbs wa dhecked by SEC
and AT When loaded ai high  concenirsbiom
(206 i}, WT 5W Mb had 2 SEC prodile of monomer
apecied, while the home Mb prodile showed an sddiisanal
dimer peak {about 2% of the mmomer peak = defined
by the ares mieger) (Fig & and Tabde 3} 1 s worth net-
ing that & horse Mb monomer peak concentraied back
1o 200 uh amed reanabywad by SEC gave the same mana-
mer-dhmer profile. Smalar resuls wers obismed with
the AU equilihbnum sedmeniation éxpenments a high
prodeEn concenttshions (Fag. 7 and Takle 3} The squalib-
tium sedmmentation prodiles of SW Mb were fifled a5 a
amgle dedl spedies even &l 40 pM (Fag. A @nd Tabls
3} The equilbnum sedmemstion prodiles of horse Mb
were fitled &= 2 sngle eal spesdes up fo 20pM

gl il parasees sepused S b, md e whale (5W) wild-lppe {WT) asd menas cpmmehiis

Crassbls AG_* (el mall) BeT amecatiea® A malyiinl WiTaceatsfuga e’
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W OALSGIATSG 5.7 Ha Smgle momisenc g i
W Fida 5P Ha Sl mamie il g S
W RIEA & 11 M Sl Bl il ng S
W K404 —5.3 s =

® Memsmal ot pH 50 asd 25 7T
" Messel by gel Sluaton cheoeiograpky
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Fig 6 Suxe exciusoa uceniognply of sperm whale (SW, coetin-
oz D ) gend Boose ( Gk Dae) ¢ panchie The efution was moaiieol
atdM am Socet duad) The oton of SW Mbihows caly a mosee:
sponeh, whewmis thecisive of Rose Mbelalion shows Two spote, cae
carapualsy © a4 moecmer (AWel WU O D mgs) asd eoler
carcipoalsg © admer (aboul TG of e mass)

(Fig. 7B). However, s single xleal species fitting of the sed-
mentstion curve of home Mb st 40uM yiekled poor
reslus ks (Fag. 7C, maddle panel), mdicatmg that the mod-
el was an maccwrate description of the macromolkculsr
spedes present. A monomer doner eqnbivium maodel
of horse Mb st 40 uM yekled pood resdusk (Fig 7C,

upper panel), when the fittmg was allowed for self-asson-
abon. Together, these results showed that horse Mb olig-
omerwes 2thigh concentratbons. SW Mb mutants A15G/
ATAG, BMA, and R118A were sko mvestigated by SEC
and AUC showmg that these mutanis were smele wleal
species 23 the WT protean (Tablke 3).

Discwssion
Perspectives of the difference in stahility

The unfaldmg of spoMb does not mvalve 3 two-state
trams bon; 1t presents an intermeds te ot miklly scxd con-
ditions [12] and its unfoklmg transbon curves mom-
tored by CD, md emmion fluoresonce are not
comadent [22]. However, the analyas of ather the ures
concenfrstion or the pH value st the madpoint of the
unfokling tranmtion 13 valad jor stshdity comparman.
The mesured didlerence 1in sishdily between the spo
forms of SW and home Mbs was of the same order of
magmitude 23 thst messural for the holo forms:
ACG =07 M ures for the apo formms versus AC,=1M
for the holo forms. The ApH of native to intermediste
apoMbs was shout U5, relsted to results found for the
holo forms; the stshdities of horse Mb 2t pHs 5.5 and
6.0 were mmalar to the stsbabties of SW Mb 2t pHs 50

209
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Fig 7. Asdlyioal dimosmrifgative of sperms whae (SW) aad bose cpamoMia The solmen i ivn ojulibeiom analyici were perfoomod Toes 110
40 M and Do bl 2 owis Ermeel by Do redomass of S S rdulue of B rerdials and by muisce g aton of 2 arnton of 2 wasance (A)
The SW MDD solmeatilion ojelbeiun peolie @t 90 pM 23 well © a sagle wlel soainieo Sag spote (300 1he amaduds plot i De 1op panel) (B

The 2ose MY 5ol

tatoe oyalbaus poodle ot X pM 23 wel 10 g sagle el soainpractag spote (soethe asidualk plot i the wp paned) (C)

The dose MDD solmestton ojulbeiins soolle ot 40 M 23 wel © 4 moacer s dmer ojuideium model (0p patel] but 2ol © a agle el

soamPraciag spece (see 1he realials plotin (ke muddle paned)
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and 5.5, respectivdy. We found no ddfference in stababty
mesrmg ures-mduced unfoklme st pH 42 (dats not
shown), therefore our dats &t equibbrium suggest that
the man dilerence m stshadily may be restncted to the
nstive siste. Kmelx experoments are underwsy to com-
pare the folding pathway of these protans and may shed
beht on this question.

The findmgs oblaned from the companson of the
apo forms of the Mbx indacate that the diference in sis-
biity between SW and horse Mibx m umlikely 1o be
purely ssociated with heme hindmg Besdes, SW and
horse M have smalar heme rate koss [32], mdscsting
that they may have soniar aifmity for heme. Although
hene affmily has 2 myjor coninbution to the stabahity
of Mb [33] an alermatve explmabion for the didfference
m stabadily between SW and horse Mbs, based only on
diver pences 1n heme alfindty, = not sulbbaent to explam
the dsts obtamed here. Together, our results poimed
that the higher stabahty of the SW Mb = due to difer-
ences m gmno soxl sequence.

Unti] recently, 1t was not possible (o measure the st
baity of holoMb in 3 reversible unfoldmg refolding
resction due to the Jow solubibty of heme Therefore,
we used the revemibl uresanduced unfoldmg =t pH
50 of the cyanme! denvative method, which gives a
more rebasble messurement of the free energy of uniokl-
mg, to quanify accurately the difference m sishaity he-
tween homse and SW Mbs. At the conditions testal here,
we found that the unfoklmg of home cyanoMb was
reversible and twostste, s showed for the unfolding
of SW cyanoMb [22]. The two-stste unfokling of SW
and horse cyanoMbs at 3 hmatad pH range was based
on severd observabions. The supermposiion of the
umfoldmg transbion curves of monntored probes of dif-
ferent structura] mpects, one of the secomndary structure
Har-UVOD st 222 nm) and one of the tertiary structure
(shsorbance 2t the Soret band), was very good, as well
a4 the reverabdity 3t these condibons. Qther mdacations
that the unfoldmg of cyanoMb was two-sisle m the
conditions tested here were the highly cooperstive for-
mat of the tranmbon qurves as evalusted by ther steep-
ness and the fact that spoMb n almost compldely
umoldeal, 3t the sare pH, m the ures conentrabon
than the cyano formstarts o unfold [22]. This, we ans-
Iyzed the uresanducsd unfokling uang = two-stsle
equation with hnasr baselmes for the fokled and un-
folded ststes [3)] and 3 fived m value of ~16kcal
(mol. M), as previously determaned [22, to fit the curves.
The use of 2 lived m vidue, generally undersioad = pro-
prbional o the mmount of accesmble surface ares ex-
pased upon densturation [3.35) 15 justified by the
very high structurs] smmlanty between horse and SW
Mbs, =md between WT 2nd mutams SW Mix. As
panted out [36], m values are not expected o vary sig
aticantly when only small changes m the smano sad se-
quence sre present
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Despte sharmg lgh xdentity, from prmary to ter-
tiary structures, horse ad SW Mbs had 2 consxlersble
difference in stabadity. The SW Mb unfokled st 3 higher
temperzture than horse Mb and the AAG, . 3t pH 50
was shout —21 keal/mol. The reversible wresanduced
unfokling study of the cyammet dervative of SW and
horse Mbs was perdformed st 2 bmoted pH range due
to formation of an miermediaste &t low pH and too large
stabibty at hagh pH [22] At these eatremes of pH, devs-
atons from twostate foklmg can be observed s loss of
siemoxl shape as wdl as by lack of supenmposition of
the unfokling curves massured by CD ad by shsor-
bance 2t the Soret band. The didfference m stabahity he-
tween horse and SW Mbs was xlentdied in 2] the
conditions reparted here, from pH 50 to 60 and m
the presence md shsence of sodmm Gilonde. At the
sane conditiom of pH and onx strength, the (G, mea-
sured for SW Mb was shout 13x higher than the ¢,
messured for home Mb. The expenment st pHs higher
than ma was only possible with the spo form of the pro-
teims, m ths cmdibon the wes concenirstion st the
mulpomt of the unfoklmg trmsibon of SW spoMb
was also about 1.3x hagher than that messured for horse
apoMb. These resulls mcrassed the confidence that
horse Mb was indeed Jess stable than SW Mb due to
divergences m the smamo 2o sequence and not to dis-
tinctxons m heme banling sfinty.

The results mdacated that the stshiblies of SW and
horse Mbs hal o electrostaic compenent since thewr
stabiblies incressed from pH 50 to 40, mnd decressed
i the presence of 50 mM N(1. For each 05 unit m-
cresse 1n pH, the (5 calculsted for SW and horse
Mbs incressed by shout 1M, and the stabdity of the
protans decressed by shout 109 when NaClwas slded.
The decresse m stabahty 3t sad pH = pralicied by ekec-
trostanc calculabons [37] md s olxerval for almat all
protans. Direct messurements of the stabibty of RINase
A versus pH confimmed the decresse m stshbality at acd
pH [38,39] The decrease m stshably caused by the m-
crexse m Na(l comcenirabion inchcstes that favorablke
electrostat miersctions comtribute, hkely 2t the same
manner, 1o the stabihity of both SW and horse Mbs.
These protems have equal mmounts (20) of Asp + Glu
residues and sarslar smounts 35 m SW Mb sd 30 m
horse Mb) of Hx + Arg + Lys resdues, suggesting that
they may expenence eqnvakal global ekctroststx el
fects. OF coumse, this bame malyss does not socount
for charged groups that sre bursed in the fokling state
and may have anomalous pK,s. Nevertheless, it isworth
mentonmg that the mutants studsed in [22] are esch 2
deletion of esther 3 posttive or a negstive charge m
SW Mb. [ the larger number of charged groups present
in SW Mb was the ongn of the protem higher stshdnty,
the charged dektion mutanis should have had lage el
fects on the stshality. However, opposing ths theory,
the mutants have auly s mmor eflect m AG,,[22].
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Potentsal sources for the difference m stabifity

A close mspechion of the mmno sad sequences of SW

and horse Mbs (Fig. 1) showed that only 19 resxlues, of

whach st least 11 are conservative substitutions, were not
samlar between these protems. Three of the nonconser-
valive subsintubions are the remdues =t pombons 15, 35,
and 74, whach are Als, Ser, and Als, respectively, m
SW Mb, and are 2ll Gly in home Mb It 5 well estsh-
Isshed that Als s one of the most frequently foumnd res-
1dues m achelm [40] and that s substitubon Gly to Als
sishdwes the achelw [4] &3] Therelore, the presence
of Als mstasd of Gly m specilic posibons may cantrib-
ute to the higher stabdily of SW Mb over horse Mb.
Gly3S m the Colamuns! resdue of home Mb Bheln,
in ths posion the chowce of —mano sad has aly 3 small
effect on peptade hebx stsbadity [44] and s subshtubon
by erther Als or Ser hasnearly no effect in the heha con-
tent [$1,45] In protem hehoes, statistica] and expenmen-
ta] works showed that Gly 15 2 better stabdeer m the C-
cap than m 3 cemdral position [45), and that Ser(or Als)
15 not the most frequent resdue 3t the Colermanus [46).
Hemce, we sssume that of = unlikely that Gly3s contrib-
utes for the Jower stabihity of home Mh On the othe
hand, posttions 15 and 74 are Jocalued nasr the mxd re-
gaon of A and E hehoes, respectively. At this passtion, a
substitution Gly to Als has s large impact in the stsbabty
because Als i 2 much better stasbdwer than Gly st inter-
nal posiiomns (8447, We daadal to test ths hypothess,
and constructed ad massured the stshdily of 2 SW
doubl-mutant AISG/ATAG, amd = 2 matter of fact,
this doublk-mutant had 2 much Jower sishably than
the SW mrotem a3 expected o these resmdues were con-
tributmg to 1% hagher stsbabty compared to horse Mb.
The double-mutant decressed the stshably of SW Mb
by shout LOkcalmol, 3 result which sgrees with the
values found by Serrano o 2l [45], showmg 2 destabals
zation of up to 0.4 keal/mol for exch Als to Gly substs
tutiom m hehy intemal posibons in barnasse. However,
the SW double-mutant per 2 sccounted for only shout
hall of the didference m stabaity belween SW and horse
Mbs, 2md did not show ageregation 2t hagh conomnira.
tions. These results inchcste that m sddition 1o the ress
dues 3t posibons 15 and 74, one or mare remdues are
mvolved in the diiference in stabadily between SW and
horse Mbs.

A previons study [22] showed that disruption of salt-
bradge Glu0d-Lys™ destshibzes SW Mb by sbout
0.5 kealfmol, md dsmpbon of ssli-bndge Aspl0
Argll8 destshibzes SW Mb by sbout 06 keal/mol.
However, SW Mb mutants BIMA ad RIISA did not
show ay sign of aggregabion m the condiions tested

here. The AAG 4 messured for these mutanis are of

about —0.5 kealmol [22], which = near the kT and con-
sequently we cannat be positive that these mutsbons do
interiere with the statabty, although topether with the
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A1SG/ATAEG mutabon they could count for the AAG, ¢
of =21 kaal'mol messured for horse Mb. Worth men-
tiomng = that the polentid salt-trxlges formed by
CGlutd-Lys79 and AspX-Argl 18 m SW Mb are imlikely
to be formed m horse Mb becsuse the Lstter has Aspdd
and Lysl 18

Anather resxlue that s desmnilar belween SW(Leu9)
and horse ( His9) Mbs was mutated for Alain the fist by
other zuthomrs without 3 vanabon m the stabdily when
compared to the WT [48]. The dward sperm whale Mb
has the same stshaity as the SW Mb [#], ad its pn-
mary sequence n very mmalar to that of SW, with the
eweption of readues 35, Ser in SW and Hs m dwar!
whale, and 132, Lys m SW and Ser in dward whale,
winch sre ako dusmndar anong SW and Hr Mb. The
mutsnt RI140A had no eflect in the stsbabty of the SW
Mb (this work) These findmgs suggest that remdues st
posmbions 9, 35, 132, and 140 are not mvolved in the i
ference m stababty belween SW and horse Mbs. Most
likely, ome other or several other remdues sre involved
i the daflerence m stabably between SW and home
Mbs, and s multpplemutant spprosch may be necessary
to wlentdy exactly winch resmdues are those

Physiological rekevance

The hagher stsbably of the SW protem was confirmed
for holoMb st pH 60 m the presence of Na(l (the re-
sults with NaQl vary little from 50 © XN0OmM [22))
and for apoMb st pH 7.8, condibons whach resemble
the cell environment. Thus, we lfeel conlident that the
difference m stabality between SW smd horse Mbs easis
abo at physolopeal condibons. A possible explanation
for the physiolopeal rdevance of the SW Mb high sts-
baity and no endency to spgregate may be relsted to
the lngh comcentration of ths proten in the whale mus-
che. A whale spends Jong penods of tmne without brasth-
g when deep divmng 1n the ooean snd therefore s
musches need the oaygen stockel n the Mb to work.
Such situston can lasd o sccumulsbon of lactic sad
and posoble sodoss beciuse the muschks durmg long
diving work anserobically, from whach one cmcludes
that whalk Mb may expenence more severe condibons
than expenenced for the Mb of temesins] manmask
Thereby, mamtenace of stabaity at high concentrabons
and m sadic environment conditions, & stichied here,
important for SW Mb o bear physologacal vanations
caused by Jong perods of dmving Past studes hsve re-
ported that SW Mb = more stable than Mbs from terres-
traal organmms [5051) and herean we define wath
accurscy the stabdiies of SW and horse Mbs based on
2 twoestate unfoklme aalyss, the pH-dependence of
these stshalities, and the state of amoastion of these pro-
tems st high concentrsbon.

To have further inmghis into the didference m stshabty
hetween whalkes and terrestria mammalk Mis, we ana-




I7&

hyeeel the smana acsd sequences of Mb from gevers]
organmms svailshle at the Fnire MORD databank | ses
hMatermal smd methods) We found that like 5W Mhb,
ieverdl whale Mhbs have alanine at postions 15 and 74,
whale severil {erresiria] mamma Mbs, hke Hr Mhb, have
plveme at positeons 15 and 74, We oomipared the Mb se-
fuences from 10 whale species, 5 porpose and dolphm
apecaes, and 32 other mammals, and found that ¥ whals
Mba have alanme at poston 15 amnd 4 have alanine &
pewmriion M, and none have smltameously glyaine &t
the twos powrtnons. Conirary to that, the Mbs of the other
37 species have glyeme &t posrson 15, and 35 spedes
have glycine at poarion 7. These findmgs remionce
the dats presenied here showmg that these ressdues ame
it famt o keep the sishadity of 5W Mb. Ckher strong
omserved resmdue among diver mammak os Arg &t pose
ton 115 (9 ot of 110 whals Mbs and 5 out of 5 por peose
amil dalplnn Mbs), whach 18 Lys in the other mamoma]
M (32 species). However, the fact that both the 5W
Mb  double-mutant ALSGIATSG  amd  the muwisnt
RIIEA were monomers af the concenirstions tested
wizd an imhicabion that e other or several other resi
dues were dko mwolved m keepmg the stababiy amad
homogeneaty of 5W Mb, & dscssed above. For m-
slamee, five concurrent muisbiomn ame necessany o make
pig Mb, whach has stabalsty simalar to that of home Mb,
for he 5 slahle & 5W Mboan guamichne-mduced unfokl-
mg expenimenis [S1] & resuli thal pants to molipl
misrachons in 5W Mb summing up to mamisn stabdity
amil homogenedty &t high concenintions.

Cimclusion

Here, we show studes which compare the stabably of

5W amal homse hMbs, two prodems in whach foldmg stud-
e have heen extensmvely studed. We found that: (1)
Thete was a large difference m sishality between 5W
anel hore Mbs 2t pH 50 in the order of 2.1 keal fmol.
(2} 5W Mb was & monomer at concemration up bo
d@ uhd bot horse Mb had & tendency o ageregate &
wmcentrabons =30 uh. (3} The stabadity of these pro-
tems meredsed with pH from 5.0 o 60 and decressed
m the presence of sodium chlonde. (d) The mutaion
aof @lanmes 15 and T4in 5W Mb by ghycanes caused & de-
drede m siabalrty of about 1.0 kecalfmal. {5} The daffer-
ence m slahabity befween 5W and home Mbs was asoe
wlentdied among the apo forms of these profeans.
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Tabela 4. Comparacao do tipo de aminoacido presente em algumas posicoes

na sequéncia de aminoacidos de mioglobina de diversos mamiferos.

ORGANISMO IDENTIFI | POSI | POSI | POSI | POSI | POSI | POSI
CACAO CAO |CAO |[CAO |CAO |CAO |CAO
NCBI 04 20 79 118 15 74
Espermacete MYWHP E D K R A A
(Physeter catodon)
espermacete dwarf | MYWHW E D K R A A
(Kogia simus)
Baleia Goose beaked | MYWHZ E D K R A G
Baleia Hubb's beaked | MYWHU E D K K A G
Baleia Dall porpoise | MYPED E D K R G G
(Phocoenoides  dalli
dalli)
Baleia Harbor | MYPE E D K R G G
porpoise
Baleia Finback MYWHF D D K R A G
Baleia Minke MYWHK D D K R A G
Baleia Humpback MYWHH D D K R A G
Baleia California gray | MYWHC D D K R A G
Baleia Pilot MYWHT D D K R G A
Baleia Killer MYWHL D D K R G A
Golfinho Bottle-nose | MYDD D D K R G A
Golfinho Saddleback | MYDDBS D D K R G A
Golfinho Amazon MYDDAR | D D K R G G
Harbor seal MYSLH D D K K G G
sealion MYZC D D K K G G
Baikal seal JN0344 D D K K G G
river otter MYOT D D K K G G
Halichoerus grypus | P02162 D D K K G G
(gray seal)
Cavalo MYHO D D K K G G
Bos taurus NP 776306 | D D K K G G
Mus musculus NP 038621 | D D K R G T
Rattus norvegicus NP_067599 | D D K R G G
Homo sapiens NP 005359 | D D K K G G
Macaco:Symphalangus | A61366 D D K K G G
syndactylus
Zebra MYHOZ D D K K G G
Castor (European | JN0O410 D D K K G G
beaver)
Morcedo (Bat-eared) MYEXBE D D K K G G
muskrat PNO0126 D D K K G G
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Veado MYDE D D K K G G
Ovelha MYSH D D K K G G
Elefante indiano MYELI D D K K G G
Elefante africano MYELA D D K K G G
Panda gigante JC1086 D D A

Coelho (pika) MYOI D D K K G G
Coelho (tentative) MYRB D D K K G A
Lagostomus maximus | MY V] D D R K G G
(roedor)

Proechimys  guairae | MYKS D D K K G G
(roedor)

(Ctenodactylus gundi, | MYRTNG | D D K K G G
Roedor)

tamandua MYOY D D K K G G
cachorro MYDG D D K K G G
(porco espinho) MYHH D D K K G G
Macaco: Aotes | MYMON D D K K G G
trivirgatus

chipanzé MYCZ D D K K G G
orangotango MYOG D D K K G G
Porco: Sus scrofa P02189 D D K K G G
5.DISCUSSAO:

5.1-Expressao e purificacao de SWMb:

A maioria dos procedimentos de purificagdo de mioglobina no geral séao
executados em funcdo da grande estabilidade dessa proteina em sua forma holo,
com boa expressao e solubilidade. Contudo, muitas vezes o grupo heme precipita
durante a cromatografia, principalmente quando a proteina € um mutante com
baixa estabilidade, tornando complexa a recuperacao das resinas cromatograficas.
Um outro problema com os métodos de purificacdo da holomioglobina é quando o
objetivo é obter a forma apo da proteina. A remogao do grupo heme é trabalhosa e
requer etapas drasticas que envolvem solventes organicos e dialises por longos
periodos de tempo. Desta forma, desenvolvemos um protocolo mais simples que
nos permitisse obter a proteina diretamente na sua forma apo, melhorando a

utilizacao das resinas de cromatografia e evitando o passo adicional de remocao

67




do grupo heme. A primeira modificacdo que fizemos foi alterar a temperatura de
37 °C para 42 °C ap6s a indugdo. Desta forma, as proteinas foram produzidas na
forma de corpos de inclusdo sem que se ligassem ao grupo heme. Uma vez em
corpos de inclusdo a proteina é recolhida no precipitado apos a lise celular e apés
algumas lavagens para a remocdo completa da parede celular e de outros
contaminantes, destacando uma outra vantagem da producdo de corpos de
inclusao, o baixo conteudo de contaminantes presentes apos estas lavagens.

Para a ressolubilizacdo destes corpos de inclusao é importante salientar
que nao se devem usar detergentes, apesar de varios protocolos disponiveis na
literatura recomenda-los. Nossa experiéncia mostrou que detergentes como SDS
ou Triton X-100 podem se ligar na proteina e permanecer mesmo apds a
conclusdo da purificacdo. Isto de fato ndo é desejavel, pois pode atrapalhar
enormemente nas afericbes de concentracdo e posteriores analises com a
proteina. O protocolo aqui descrito com a utilizagcdo de cloreto de guanidina 8M
para solubilizar a proteina e etapas mais suaves de dialise (diluicao para 4M)
mostrou-se bem eficaz. Ap6s a didlise para a retirada do cloreto de guanidina,
parte da proteina e dos contaminantes precipitam (estes Ultimos numa proporcao
bem mais consideravel) e a proteina esta pronta para a cromatografia de troca
ibnica com um numero bem mais reduzido de contaminantes. Isto torna a
regeneracdo das resinas muito mais facil. Pode ocorrer, algumas vezes, que
apenas a cromatografia em DEAE seja suficiente para a purificacao da proteina.
Apoés a purificagdo, a proteina mostrou-se estruturada e corretamente enovelada
através de experimentos que verificaram sua capacidade de ligacdo ao heme e

sua elipticidade residual molar. A utilizacdo deste protocolo pode ser util também
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na purificagdo de mutantes mais drasticos que ndo tem expressao significativa
e/ou ndo se ligam ao heme ou ainda apenas ndo séo soluveis apds a lise
bacteriana.

Um outro fator importante a se destacar nessa etapa inicial do trabalho foi a
eliminacdo de acidos nucléicos. Este problema foi resolvido inserindo-se uma
cromatografia de troca ibnica em pH 2 no qual a proteina pode ser separada
desses contaminantes que causam erros no calculo de sua concentracao assim
como nas etapas posteriores.

A expressao e purificacdo das proteinas mutantes nao foram apresentadas
nos resultados uma vez que se comportaram de forma idéntica a proteina
selvagem. Maiores informagbes e uma discussdo mais detalhada sobre esse
protocolo e sua utilizacdo em mutantes mais drasticos podem ser encontradas em

Ribeiro et al. (2003) e Ribeiro & Ramos (2004).

5.2. Medidas de estabilidade de SWMb e HrMb

Os ensaios calorimétricos foram realizados com a forma ciano-
holomioglobina, pois esta forma apresenta reversibilidade ao desenovelamento
quimico, como descrito em Ramos et al., 1999. A reversibilidade é alcangada com
a forma ciano-holomioglobina, pois o0 grupo heme ligado ao ion cianeto mostra-se
solivel e nado precipita em solucdo. Deste modo, esperdvamos obter a
reversibilidade também por desenovelamento térmico. Os experimentos de
desenovelamento térmico revelaram que a ciano-holomioglobina de espermacete
apresentou uma reversibilidade em torno de apenas 10% e a ciano-holomioglobina

de cavalo apresentou uma reversibilidade em torno de 65%. Estes valores ndo sao
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adequados para se fazer uma analise quantitativa do processo de
desenovelamento térmico, pois ndo se sabe os eventos ocorridos na fase de pés-
transicdo do desenovelamento térmico. Estes eventos podem ser modificagbes
quimicas, formacgao de nucleos de agregacao, hidrolise das ligacdes peptidicas e
precipitacdo do grupo heme. A reversibilidade acima de 95% é necessaria para
uma analise quantitativa do processo de desenovelamento térmico. A possivel
causa da irreversibilidade das mioglobinas de espermacete e de cavalo pode ser a
alta temperatura de transicdo que pode causar outras alteragdes quimicas nas
cadeias laterais impedindo o reenovelamento. Desta forma utilizamos apenas o
Tm para comparar as duas proteinas. A diferenca de Tm entre as proteinas, nas
mesmas condicdes, é coerente com a diferenca de estabilidade observada pela
técnica de desenovelamento quimico.

Os experimentos de desenovelamento por uréia seguidos pela
espectroscopia de absorcao na regiao de soret e por dicroismo circular a 222 nm
confirmaram a diferenca de estabilidade das mioglobinas de cavalo e
espermacete. A caracterizacdo do desenovelamento das mioglobinas, em
diferentes pHs, na presenca e na auséncia de NaCl, revelou a sensibilidade
destas proteinas a componentes que alteram as propriedades eletrostaticas do
meio. Confirmamos que a estabilidade da holoMb de cavalo, assim como a
holoMb de espermacete (Ramos et al., 1999), aumenta com o aumento de pH e
diminui, com a adicao de cloreto de sodio.

Os valores de AG,, foram calculados fixando-se 0 myaue em 1600

Kcal/mol.M”" para uma melhor comparacdo entre as curvas. O Myaue €sta
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correlacionado com a area hidrofébica exposta, e como se acredita que mutagdes
pontuais ndo costumam afetar esta propriedade, utilizamos 0 mesmo valor para a
mioglobina de cavalo e para o mutante A15G-A74G, pois a diferenca de estrutura
primaria € minima (Tabela 3 — artigo anexo). A mioglobina de cavalo apresentou
um enovelamento reversivel e com superposi¢éo das transicdes medidas por duas
sondas diferentes, a absorcdo na regidao de Soret que mede a correta
coordenacao do grupo heme no bolsdo hidrofébico da proteina, ou seja uma
sonda da estrutura terciaria, e o dicroismo circulas em 222 nm que mede a
quantidade de alfa-hélice da proteina, ou seja uma sonda da estrutura secundaria.
Portanto, aparentemente a perda de estrutura secundéaria e terciaria das
mioglobinas ocorre concomitantemente, demonstrando um comportamento tipico
de uma reacao do tipo dois estados. Isto nos permite entao obter dados confiaveis
de energia livre, permitindo comparar os resultados obtidos com as mioglobinas e
seus mutantes.

Nossos resultados mostram que, em pH 5,0, 25 °C na auséncia de cloreto
de sodio, a mioglobina de espermacete tem uma estabilidade de 6,7 kcal/mol e a
mioglobina de cavalo tem uma estabilidade de 4,6 kcal/mol. Portanto, a diferenca
de estabilidade entre estas proteinas é de aproximadamente 2 kcal/mol (Tabela 3
— artigo anexo). Os ensaios de desenovelamento acido sugerem que qualquer que
seja a fonte de estabilidade, ela esta presente tanto na forma apo quanto na forma
holo (Figura 3 — artigo anexo). Estes experimentos confirmaram também a maior

sensibilidade da holomioglobina de cavalo a estas condi¢des acidas.
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5.3. Origens da diferenca de estabilidade entre SWMb e HrMb

Uma analise da Tabela 1 mostra que 11 das 19 diferencas na estrutura
primaria entre as mioglobinas de cavalo e espermacete sdo conservadas. As
posicdes 15, 35 e 74 sdo ocupadas por Ala, Ser e Ala, respectivamente na
miolobina de espermacete e por Gly nas trés posigcdes na mioglobina de cavalo.
Alanina é um residuo que estabiliza alfa-hélices e sua substituicado por Gly
desestabiliza este tipo de estrutura (Chreighton, 1996; Richardson & Richardson,
1988). Portanto, a presenca de Gly nestas posicoes pode explicar a menor
estabilidade da mioglobina de cavalo frente a mioglobina de espermacete. As
posicdes 15 e 74 sao encontradas préximo ao centro das hélices A e E e portanto
devem estar participando na estabilidade destas estruturas. Contudo, a posi¢ao 35
esta localizado no C-terminal da hélice B, uma posicdo em que residuos de Gly
sdo mais freqientes e na verdade auxiliam na estabilizagdo da porcdo terminal
(Petukhov et al, 2002). Portanto, um duplo-mutante construido em nosso
laboratério, onde os residuos de Ala15 e Ala74 sdo ambos trocados por Gly deu
importantes informacdes sobre a diferenca de estabilidade entre as mioglobinas
de cavalo e espermacete. A estabilidade deste duplo-mutante foi inferior em 1,0
kcal/mol em relagdo a proteina selvagem, um resultado que esta de acordo ao
determinado de desestabilizacdo de 0,4 kcal/mol para cada substituigado de Ala por
Gly da proteina barnase (Serrano et al, 1992), outra proteina bastante estudada
do ponto de vista da estabilidade e da via de enovelamento. Contudo, como estas
mutacdes diminuem a estabilidade da mioglobina de espermacete em apenas 1

kcal/mol, metade da diferenca entre esta proteina e a proteina de cavalo,
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podemos inferir que outros residuos devem estar envolvidos na diferenca de
estabilidade entre estas mioglobinas.

Um estudo feito por Ramos et al (1999) demonstrou que o rompimento por
mutacdo das pontes salinas Glu04-Lys79 e Asp20-arg118 desestabilizavam a
mioglobina de espermacete em 0,5 kcal/mol cada uma. Porém, esta estabilidade
estd muito proxima do KT e portanto seu efeito pode nao ser real. Contudo, é
interessante apontar que a soma das desestabilizacdes causadas por estes
mutantes e pelo duplo-mutante discutido acima parecem ser suficientes para
responder pela diferenca de aproximadamente 2kcal/mol existente entre as

mioglobinas de cavalo e espermacete.

5.4. Implicacodes fisiologicas:

Todos os resultados mostrados indicaram uma diferenca de estabilidade
entre as mioglobinas de cavalo e espermacete, sendo que esta ultima é mais
estavel. A alta concentracao celular ao qual a mioglobina de baleia é submetida,
em condicoes fisioldgicas, pode ter exercido algum efeito evolutivo no sentido de
aumentar a estabilidade destas proteinas. Das evidéncias que temos, como a
maior resisténcia a pHs acidos, podemos inferir como uma reposta natural as
situacoes de anaerobiose causadas pelo mergulho prolongado de mamiferos
como a baleia (Noren & Williams, 2000). Mamiferos que mergulham em grandes
profundidades, como a baleia, sdo expostos a anaerdbiose prolongada e
consequente condicoes de acidose (Kooyman & Ponganis, 1998; Snyder, 19883;

Zapol et al., 1979). Isto pode levar a uma série de acumulos de mutagdes que
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promoverao resisténcia ao desenovelamento e a perda do grupo heme,
fendbmenos que podem ocorrer durante a acidose (Tang et al., 1998).

Os experimentos de cromatografia de exclusdo molecular mostraram que a
mioglobina de cavalo possui uma maior tendéncia a agregacdo do que a
mioglobina de baleia. O mais interessante é que em baixas concentragdes esse
fendbmeno nao é observado. As apoproteinas de mamiferos que mergulham sao
significativamente mais estaveis do que as apoproteinas de mamiferos terrestres.
O conteldo intracelular de mioglobina em uma baleia é 10 vezes maior que em
mamiferos terrestres. Isto pode ser facilmente observado pela cor mais escura dos
tecidos musculares de mamiferos mergulhadores. Durante um mergulho, através
do sangue, o oxigénio que fica limitado no organismo € desviado aos 6rgaos vitais,
como o coragao e o cérebro. Mesmo assim, os musculos continuam trabalhando e
usando, como fonte de oxigénio, o conteudo armazenado pela mioglobina.
Acreditamos que a necessidade de uma alta concentracdo intracelular de
mioglobina pode levar ao acumulo de mutagdes que conferiiam uma maior
estabilidade nas proteinas que sdo armazenadas nestas condicoes.

Ao analisarmos as seqUéncias de varias mioglobinas (item 4.3 dos
resultados) concluimos que aparentemente, um conjunto maior de mutagdes
devem ser necessarias para que a mioglobina de espermacete passe a agregar
como a mioglobina de cavalo em altas concentracées. O evento de mutacdes
multiplas € menos provavel que mutacdes Unicas e desta forma protegeria o
organismo do efeito deletério causado pela agregacao de proteinas no meio

celular (Ramos & Ferreira, 2005).
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6.CONCLUSOES

-Os experimentos de desenovelamento acido e quimico mostraram que a
apomioglobina de espermacete € mais estavel que a apomioglobina de cavalo.

-A energia livre de desenovelamento da holomioglobina de cavalo € igual a -4,6
kcal/mol em pH 5,0, 25 °C e na auséncia de cloreto de sodio.

-Nestas condicdes, a holomioglobina de espermacete é aproximadamente 2
kcal/mol mais estavel que a holomioglobina de cavalo (Tabela 2, Regis et al.2005).
-A presenca de cloreto de sodio e a diminuicao do pH de 6,0 para 5,0 diminuem a
estabilidade da holomioglobina de cavalo, um resultado similar ao medido para a
holomioglobina de espermacete (Tabela 2, Regis et al.2005).

-A holomioglobina de cavalo tende a agregar em concentragdes maiores que 40
micromolar, enquanto a holomioglobina de espermacete se mantém como
monémero nesta mesma concentracao (Figura 7, Regis et al.2005).

-O duplo-mutante A15G/A74G de holomioglobina de espermacete tem a
estabilidade reduzida em aproximadamente 1 kcal/mol quando comparado com a
proteina selvagem (Tabela 3, Regis et al.2005). .

- O duplo-mutante A15G/A74G e os mutantes simples E04A e R118A de
holomioglobina de espermacete se comportaram como monémeros nas

concentracoes testadas (Tabela 3, Regis et al.2005).
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