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RESUMO

Stabelini, T. C. - Estudos estruturais de fragmentos do trocador de Na*/Ca?* por
RMN em solugdo. 2018. 100 p. Dissertacdo de mestrado — Programa de Pds graduacdo

em Bioquimica. Instituto de Quimica, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo.

Proteinas de membrana estdo envolvidas em processos fisioldgicos essenciais como, por
exemplo, a manutencdo do equilibrio i6nico e sinalizagdo intracelular. No entanto, apesar
do envolvimento em inimeros processos fisioldgicos e de grande interesse farmacéutico,
o estudo estrutural de proteinas de membrana ainda é um processo custoso e muito
mais complexo do que o estudo estrutural de proteinas sollUveis. Os trocadores de
Na*/Ca?* sdo proteinas de membrana que atuam na manutencdo da homeostase de Ca®*
intracelular e estdo envolvidos em processos patolégicos como doengas cardiacas. Estes
trocadores estdo presentes em diversas espécies de mamiferos (NCX) e insetos, por
exemplo, na mosca Drosophila melanogaster (CALX). A topologia destas proteinas é
constituida de dois dominios. O dominio transmembranar, que contém dois segmentos de
5 hélices transmembranares (TMH) e é responsavel por promover o transporte especifico
de fons Ca®*" e Na* através da membrana, e o dominio citoplasmatico, responsavel por
regular a atividade do trocador. O dominio citoplasmatico consiste de uma alca que
contém dois dominios sensores de Ca’* intracelular (CBD1 e CBD2). Trabalhos
mostraram que o trocador CALX é inibido pela ligacdo de Ca®** em CBD1, enquanto que
trocadores NCX sdo ativados. As regibes citosolicas que conectam CBD1 e CBD2 a TMH5
e TMH6 sdo conservadas e ainda ndo foram caracterizadas estruturalmente. Adjacente a
TMH5 ha um segmento anfipatico, denominado exchanger inhibitory peptide (XIP), que
esta envolvido no mecanismo de regulacdo do trocador. Na auséncia de dados estruturais
do CALX completo, o estudo de TMH5-XIP podera aumentar a compreensdo sobre a
estrutura e o funcionamento do trocador. A construgdo TMH5-XIP foi fusionada a MBP no
N-terminal e a uma sequéncia de 8 histidinas no C-terminal. Apesar da expressao da
proteina de fusdo ter sido bem sucedida, problemas de precipitacdo e ineficiéncia durante
a clivagem da conexdao com a MBP impediram a conclusdao dos estudos estruturais. Logo,
uma construgdo menor, contendo apenas a regidao equivalente ao XIP, foi estudada por
espectroscopia de RMN em solucdo e dicroismo circular. XIP forma uma 3;9-hélice a baixa
temperatura, 7 °C, que se desestabiliza a maior temperatura, 27 °C. Estes dados
permitem a formulacdo de hipéteses sobre o papel de XIP no mecanismo de regulacdo do

dominio transmembranar de CALX.

Palavras-chave: Ressonancia Magnética Nuclear, Trocador Na*/Ca®*, CALX, TMH5, XIP.






ABSTRACT

Stabelini, T. C. - Structural studies of fragments derived from the Na+/Ca2+
exchanger by solution NMR. 2018. 100 p. Master Dissertation - Graduate Program in

Biochemistry. Institute of Chemistry, University of Sdo Paulo, Sdo Paulo.

Membrane proteins are involved in essential physiological processes such as maintenance
of the ionic balance and intracellular signaling. However, despite their role in numerous
physiological processes of well-recognized pharmaceutical relevance, structural studies of
membrane proteins remain being more complex than structural studies of globular
proteins. Na*/Ca’* exchangers (NCX) are membrane proteins that play essential roles in
the maintenance of the intracellular Ca?* homeostasis. Not surprisingly, the NCXs are
involved in pathologies such as heart diseases. These exchangers are present in several
species of mammals (NCX) and insects, for example, in the fly Drosophila
melanogaster (CALX). The topology of these proteins consists of a transmembrane and a
hydrophilic domain. The transmembrane domain corresponds to two segments of 5
transmembrane helices (TMH) forming a 10-helix bundle that is responsible for the
specific transport of Ca®* and Na* across the cellular membrane. The hydrophilic domain
is composed of a large cytoplasmic loop, which is associated with the regulation of the
ion exchange activity of the transmembrane domain. The loop contains two Ca’*-sensors
domains, CBD1 and CBD2, and uncharacterized regions. Studies showed that
Ca®* binding to CBD1 inhibits the CALX, whereas it activates the NCX. The
juxtamembrane cytosolic regions linking the CBD1 and CBD2 domains to the TMH5 and
TMH6, respectively, are highly conserved but have not yet been structurally
characterized. The segment near TMH5 is amphipathic, and it is also called exchanger
inhibitory peptide (XIP). In the absence of a three-dimensional structure of the complete
CALX, the study of TMH5-XIP may contribute to our understanding of the structure and
operation of the exchanger. In order to study TMH5-XIP, it was fused to an MBP tag at
the N-terminus, and to a sequence of 8 histidines at the C-terminus. Although the
expression of the fusion protein was successful, precipitation and inefficient MBP-tag
cleavage prevented the isolation of pure TMHS5-XIP for structural studies. Hence, a
smaller construct, containing only the region equivalent to XIP, was studied by NMR
spectroscopy in solution and circular dichroism. The structure assumed by XIP in solution
is temperature dependent, being intrinsically disordered at 27 °C or a 3jo-helix at 7 °C,
respectively. These findings allowed us to infer how XIP could participate in the CALX

regulation mechanism.

Keywords: Nuclear Magnetic Resonance, Na+/Ca2+ Exchanger, CALX, TMH5, XIP.
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1. INTRODUCAO

1.1. CONTROLE DA HOMEOSTASE DE IONS CALCIO

INTRACELULAR

fons Ca?* atuam como mensageiros em diversos processos de sinalizagdo intracelular,
desempenhando papel fundamental em mecanismos diversos tais como contragao
muscular, secrecdo de hormonios, liberacdo de neurotransmissores, ativacdo da

!, Para que o Ca®" possa

degradacédo do glicogénio, indugdo de apoptose, entre outros
atuar como sinalizador intracelular é necessario que a sua concentragdo seja bastante

baixa, oscilando, na maioria das células, em torno de nanomolar 2.

A manutengdo da baixa concentracdo de calcio intracelular é necessaria nao
apenas devido ao seu papel de mensageiro, mas também devido a alta concentragdo
intracelular de compostos fosforilados, que, quando degradados, fornecem energia e
liberam fosfato inorganico, incompativel com Ca’* em altas quantidades 2. Uma forma de
controlar a concentracdo de Ca’* intracelular é retira-lo para o meio extracelular ou para
reservatdrios internos, por exemplo, o reticulo endoplasmatico, através de

transportadores de membrana.

Proteinas de membrana como os trocadores Na*/Ca?* (NCX), as Ca?*-ATPases 3, e
os canais de Ca®' atuam para manter a homeostase celular dos fons Ca?* *. Além de
contribuir para a manutengdo da homeostase de Ca®*, proteinas transmembranares
estdo envolvidas em outros processos fisioldgicos importantes como regulacdao do pH
intracelular, transducdo de sinal e transporte de outros ions e metabdlitos, como é o caso
dos trocadores Na*/H* °, bombas de sédio ® e GPCRs ’. Apesar do envolvimento de
proteinas de membrana em inUmeros processos fisiolégicos relevantes e de grande
interesse farmacéutico, o seu estudo estrutural ainda é um processo mais caro e

complexo do que estudos estruturais de proteinas globulares 8,
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1.2. TROCADORES NA*/CA%* - NCX

) ', sdo responsaveis pela

Os NCXs, membros da familia SLC8 (solute carrier 8
manutenc¢do da homeostase de Ca®* em varios tipos de células. Os trocadores NCX sdo
antiporters, que, por definicdo, realizam o transporte de dois solutos através da

membrana em direcdes opostas ®.

Uma vez que a concentracdo de Ca®* no citosol (na ordem de nanomolar - nM) é
muito menor do que fora da célula (na ordem de milimolar - mM), a remogdo de Ca®* do
citosol requer que este processo seja acoplado a outro que fornega energia (transporte
ativo). As Ca®*-ATPases acoplam o transporte de Ca®* contra o gradiente a hidrélise de
ATP. Os trocadores de Na*/Ca®*, por sua vez, utilizam o gradiente eletroquimico de ions
Na* para translocar Ca?* intracelular para o exterior da célula. O processo reverso,
geralmente associado a situagbes patoldgicas, também pode ser realizado dependendo
dos gradientes de Na* e Ca’' e da diferenca de potencial elétrico da membrana ™13,
Consequentemente, os NCXs sao muito importantes para a manutencao da homeostase
de Ca®' intracelular, e seu mau funcionamento estd relacionado a doencas como:

13,14

acidentes vascular cerebral, hipertensdo, isquemia, esclerose multipla , infarto do

miocardio e arritimias *°.

Os NCXs sdo constituidos por duas porgdes bem distintas: uma porgdo
transmembranar, responsdvel pelo transporte dos ions Na* e Ca®' pela membrana, e

617 0 dominio

outra citoplasmatica, responsavel pela regulacdo do trocador
transmembranar é composto por dois segmentos de 5 o-hélices transmembranares
(TMH) cada um, separados pela porgdo citoplasmatica, uma algca de aproximadamente
500 aminoacidos e que conecta as a-hélices TMH5 (primeiro segmento) e TMH6
(segundo segmento) !® (Figura 1.1). Nessa alga citoplasmatica hd dois dominios de
ligagdo a Ca®*, CBD1 e CBD2 (CBD - Calcium Binding Domain) '®'°, e um pequeno
segmento de 90 aminoacidos que forma um dominio de apenas duas oa-hélices
denominado Two-Helix Bundle (THB) °. Adjacente & TMH5, hd um pequeno segmento

2

citosélico denominado XIP, exchanger inhibitory peptide *!. As regides que conectam o

dominio THB a TMH5, e CBD2 a TMH6, estdo potencialmente envolvidas no mecanismo

22-24
X

de regulagdo dos NC , porém ainda ndo foram caracterizadas estruturalmente.
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Extracelular

Intracelular
XIP

THB CBD2

\\ CBD1 /

Figura 1.1: Topologia dos trocadores NCX. As hélices transmembranares (TMHs) estdo
representadas em cilindros. Em azul sdo as que contém os motivos responsaveis pelo transporte
de ions, em roxo as que conectam-se a alga citoplasmatica e as demais sdo destacadas em
vermelho. Na alga citoplasmatica, em rosa, regido conservada e rica em residuos carregados
positivamente denominada XIP, em amarelo dominio THB e dominios sensores de Ca®* (CBD1 e
CBD2), em laranja regido denominada peptideo P1 contida em CBD2, em verde regido conservada
e rica em residuos hidrofdébicos denominada aqui por HP, e em ciano regido conservada e rica em
residuos carregados negativamente denominada aqui por NP.

Em condicbes ndo patoldgicas, o transporte dos NCX envolve a troca de trés ions
s6dio do meio extracelular por um ion calcio intracelular (Esquema 1.1). Os sitios de
ligacdo de ions Na* e Ca®' no dominio transmembranar envolvem dois motivos
conservados, os alpha-repeats, distribuidos em quatro hélices (TMH2-3 e TMH7-8), duas
de cada segmento do dominio transmembranar %°; a coordenacdo de Na* e Ca** envolve
12 residuos (Figura 1.2A), sendo oito presentes na interface entre as a-hélices TMH2 e
TMH7 (Figura 1.2B) e quatro entre a TMH3 e TMH8 2° (Figura 1.2C). Os alpha-repeats

s&o altamente conservados na familia de trocadores SLC8 2>’ (Figura 1.4).

3Na+(ext) + 1Ca2+(l-nt) g 3Na+(int) + 1Ca2+(ext)

Esquema 1.1: Estequiometria da reacdo catalisada pelos trocadores NCX em seu modo de
transporte principal. O trocador troca um ion de calcio por trés ions sddio. Os prefixos (ext) e (int)
referem-se aos meios extracelular e intracelular, respectivamente.
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Figura 1.2: Motivos alpha-repeats do trocador de Methanococcus jannaschii (NCX-Mj - PDB 3V5U)
26, (A) Conjunto das quatro hélices que contém os dois motivos alpha-repeats. (B) Hélices TMH2 e
TMH7 mostrando os residuos responsdveis pela coordenacdo dos ions, em verde o Ca?'. (C)
Hélices TMH3 e TMH8 mostrando os residuos responsaveis pela coordenagdo dos ions, em roxo os
ions Na*. (D) Alinhamento da sequéncia de aminoacidos das regibes transmembranares dos
trocadores CALX e NCX-Mj. Em azul as hélices TMH2, TMH3, TMH7 e TMHS8, respectivamente; em
roxo as hélices TMH5 e TMH6, respectivamente, e em rosa as demais hélices. A topologia do CALX
foi predita com OCTOPUS 28,
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Os trocadores s&o regulados por diversos fatores como pH (a ativacdo por Ca’* é
modulada pela concentracdo de H*) e os substratos, Na* e Ca?". Na maioria dos
organismos o trocador assume uma conformacgdo inativa em baixas concentracdes de
Ca’* intracelular 713, A ligacdo de Ca** aos CBDs ativa o trocador '°2°3° (Figura 1.3).
Estd bem estabelecido que os fons Ca®* que interagem com os dominios CBDs ndo sdo

transportados 172231,

A regulagdo por ions Na*, conhecida como inativacdo dependente de Na®*, deve-se
ao aumento da concentragdo intracelular de Na* que inibe os NCX (Figura 1.3A). O

mecanismo da inativacdo dependente de Na* ndo é compreendido. Acreditava-se que a

inibicdo ocorria apenas por interagdo dos fons Na* com os sitios transportadores 1:17:32

na membrana, deslocando o equilibrio lentamente para um estado estacionario de baixa
atividade (Figura 1.3A). Mostrou-se, ainda, que a elevacao da concentragao intracelular

de Ca?* alivia o efeito da inativacdo dependente de Na* (Figura 1.3B) 323, Foi sugerido

17,23,33

que Na® interage com outros dominios do trocador , porém nenhuma evidéncia

experimental foi encontrada. Posteriormente, foi demonstrado que os ions soédio nao

interagem com os sitios de ligacdo a Ca** presentes nos dominios CBDs 736,

Dependente de Na* Dependente de Ca?*
O A
= ‘
<) /
=
o
&)
A
[ Nat] (mM) 0 100 0 0 | 100 | 0
A
[ Ca?*] (uM) 15 0 15

o
>

tempo

Figura 1.3: Regulacdo ibnica dos NCXs. (A) Adicdo de Na* (100mM) intracelular inicia o
transporte, sendo que o trocador lentamente converte-se para um estado inativo por um processo
conhecido como “inativacdo dependente de Na™. (B) Alta concentracdo inicial de Ca?* (15uM) e
Na* (100mM) mantém o trocador ativo, eliminando a inativacdo dependente de Na*. A posterior
remocdo de Ca®* (OuM) inativa o trocador. Reproducéo de experimentos de eletrofisiologia *.
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1.3. TROCADOR NA*/CA%* DE DROSOPHILA
MELANOGASTER - CALX

Os trocadores Na'/Ca’?* estdo presentes em organismos de diversas espécies, desde
procariéticos, como archaea, a eucarioticos, como mamiferos e insetos. A topologia
predita para todos esses trocadores é muito similar. Os NCXs consistem de 10 hélices
transmembranares e uma grande alca citoplasmatica. Os trocadores de archaea e de
Escherichia coli sdao excegdes, pois ndo apresentam a alga citoplasmatica. A sequéncia de
aminoacidos dos NCX é altamente conservada entre organismos diferentes, incluindo

regides dos dominios de regulagdo e transporte ja caracterizadas (Figura 1.4).
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Figura 1.4: Alinhamento multiplo das sequéncia de aminodcidos do trocador NCX de diversos
organismos. Os organismos comparados foram Canis lupus familiaris (P23685 - NCX 1.4),
Doryteuthis opalescens (002196 - NCX-SQ1) e Drosophila melanogaster (018367 - CALX 1.1). O
peptideo sinal de CALX estad destacado em laranja. As porgdes transmembranares estdo destacadas
em rosa claro. XIP estd destacado em magenta. THB do NCX1 em roxo, CBDs em amarelo, NP em
azul, e HP em verde. Sequéncia escrita em laranja, P1 2%,

Apesar de apresentar alta identidade com outros trocadores 2°, o trocador

encontrado em células sensoriais neuronais de Drosophila melanogaster (CALX)
apresenta um fendtipo pouco usual. Enquanto Ca®* ativa o trocador de mamiferos, a
ligagdo de Ca?" inativa o CALX. Dessa forma o trocador de Drosophila se revela

constitutivamente ativo, sendo inibido pelo aumento de Ca?* intracelular 3738,
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1.4. INFORMACOES ESTRUTURAIS

Com excecdo dos CBDs, ha pouca informacdo estrutural sobre as demais regiées dos
trocadores NCXs. O Unico NCX que foi cristalizado é o trocador da archaea
Methanococcus jannaschii (NCX-Mj) 6, que ndo possui a alga citoplasmatica e dessa

26

forma, ao contrario dos demais, ndo é regulado “°. Estruturas cristalograficas deste

trocador representativas de varios estagios de ocupacdo dos sitios de ligacdo a Na* e

39 Estas estruturas foram associadas as

Ca®* dentro da membrana foram descritas
diferentes conformacgoes assumidas pelo trocador durante a passagem dos ions pela

membrana.

A mais recente estrutura cristalografica do NCX-Mj mostra que os alpha-repeats
encontram-se em um conjunto de 8 hélices, enquanto que as hélices TMH1 e TMH6 estdo
distantes e inclinadas em relagdo a bicamada fosfolipidica (Figura 1.5). Embora o NCX-
Mj apresente baixa identidade com os demais NCXs de mamiferos, e apesar da auséncia
da algca citoplasmatica, ele é considerado um bom modelo para o dominio

transmembranar dos NCX eucariéticos “°.

TMH6

’k TMH1
i< ;5:‘*
Y

oo S

TMH5

TMH5

Figura 1.5: NCX-Mj na auséncia de ions Na* e Ca?* (PDB 5HXH) 3°. As hélices destacadas em
vermelho sdo TMH1 e TMH6, como indicado na figura. A representacdo com transparéncia indica o
conjunto de oito hélices, em azul as hélices dos motivos dos alpha-repeats e em violeta as demais
hélices componentes do conjunto.

Estruturas cristalograficas dos dominios sensores de calcio da isoforma 1.4 do

NCX canino mostraram que CBD1 possui quatro sitios de ligacdo a Ca®* 1®

, enquanto que
CBD2 possui dois sitios °. A estrutura cristalografica de uma construcdo que contém

CBD1 e CBD2, chamada de CBD12, mostrou que os dois dominios estao conectados por
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um linker de 3 residuos (Figura 1.6) *!. Estudos de calorimetria mostraram que a
afinidade por Ca®* ndo é a mesma para todos os sitios. CBD1 apresenta sitios com maior
afinidade e é considerado o sensor primario dos NCX, enquanto que CBD2 apresenta
sitios de menor afinidade, mas também é essencial para a regulacdo alostérica dos NCXs
194243 Dos 4 sitios em CBD1, dois deles apresentam alta afinidade por calcio (Cal e Ca2
- Kd < 0,3 uM) %°, enquanto que os outros dois e um dos sitios de CBD2 apresentam
baixa afinidade (Ca3 e Ca4, CBD1, e Cal, CBD2 - Kd > 10uM) . O sitio restante em
CBD2 apresenta média afinidade (Ca2 - Kd ~ 2-10uM) °. Acredita-se que a ligacdo de
Ca’* ao sitio de média afinidade de CBD2 sustente o0 NCX em um estado ativo, e reduza
a contribuigdo da inativagdo por Na* '°. Giladi e Khananshvili também concluiram, em
2013, que o sitio de menor afinidade em CBD2 apresenta a capacidade de ligar Mg?* %,
Dessa forma, a ligacdo de Mg?* contribui para ajustar a afinidade dos demais sitios
(tanto de CBD1 quanto de CBD2) de modo a regular a sensibilidade dos CBDs a

concentracdo de Ca?* intracelular.

o
0%7’\

.. HAG ...

Figura 1.6: Construcdo CBD12 do trocador NCX 1.4 (PDB 3US9) *'. Em verde estdo mostrados os
jons Ca?*. O dominio & esquerda, contendo quatro ions Ca’*, é CBD1, e o dominio & direita,
contendo dois ions, é CBD2. O linker que conecta CBD1 a CBD2 é mostrado em vermelho. As
posicBes dos ions Ca’* foram retiradas das estruturas cristalograficas dos dominios isolados (PDBs
2DPK e 2QVM, para CBD1 e CBD2, respectivamente).

A regido préxima a membrana, adjacente a TMH5, XIP, apresenta residuos
apolares - leucinas e valinas - e carregados positivamente - lisinas e argininas. Ensaios
de eletrofisiologia com um peptideo exdgeno cuja sequéncia de aminoacidos é derivada

dessa regido demonstraram que ele é capaz de inibir o trocador %! e esta envolvido na
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regulacdo dependente de Na* **. O alinhamento de sequéncias de trés NCX de diferentes

organismos mostra que esta regido é bem conservada (Figura 1.4).

As regides entre TMH5 e CBD1, bem como entre CBD2 e TMH6, sdo denominadas
“linker domains” e foram pouco ou ndo foram estudadas e caracterizadas
estruturalmente. Entre THB e XIP ha uma regido que apresenta um segmento predito

como desordenado *°*> (Figura 1.7A).

O segmento da alca citosdlica denominado Cyto2 (Figura 1.7A) apresenta
predicdo para formar o-hélices na regido N-terminal (Figura 1.7B), adjacente a essa
regido ha um segmento rico em residuos acidos, particularmente acidos glutamicos. Na
regido préoxima a membrana na porgao citoplasmatica, adjacente a TMH6, ha outro
segmento rico em residuos hidrofébicos, fenilalaninas, principalmente. Todas essas
regibes sdao bem conservadas nesta familia de trocadores (Figura 1.4). A conservagdo
de residuos acidos e hidrofébicos proximos a TMH6 e basicos préoximos a TMH5 sugere

que essas regidoes poderiam desempenhar um papel no mecanismo de regulagdao do

trocador.
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Figura 1.7: (A) Esquema da topologia dos trocadores NCX. As hélices em azul contém os alpha-
repeats, as hélices em roxo conectam o dominio transmembranar com a alga citoplasmatica, e em
vermelho temos as demais hélices transmembranares. Na porcdo citoplasmatica, em amarelo,
temos os dominios sensores de Ca?* (CBD1 e CBD2), o dominio THB, além de regifes ainda n&o
caracterizadas (Cytol e Cyto2). (B) Sequéncia de aminoacidos das regides Cyto 1 e Cyto 2 de
CALX 1.1. Em rosa XIP, sublinhado THB, em ciano regido rica em aminoacidos carregados
negativamente, em verde regido rica em aminoacidos hidrofébicos e em destaque violeta predigdo
de estrutura secundaria de hélice por JPred.
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1.5. MECANISMOS DE REGULACAO PROPOSTOS E REGIOES

POTENCIALMENTE ENVOLVIDAS

Apesar de haver muita informacdo a respeito do efeito da ligacdo de Ca®' sobre a

16,19,41

estrutura e dindmica dos dominios CBDs , 0 mecanismo de regulagao dos NCXs por

Ca?* intracelular ainda néo foi esclarecido.

Diversos modelos foram propostos para explicar a regulacdo alostérica dos NCX
por Na* e Ca?'. Sendo os dominios CBDs caracterizados como dominios C2 *°, por
analogia com a proteina quinase C, sugeriu-se que CBD2, ou outra regido do trocador,

2+ 42

fosse recrutado pela membrana plasmatica de maneira dependente de Ca , porém

nenhuma evidéncia experimental suporta essa proposta.

Estudos sugeriram que a ligacdo de Ca’* em CBD1 induziria aproximagdo entre
CBD1 e CBD2. Isto reduziria a tensdao entre o N- e o C-terminal com relacdo a outras
regioes da alca citosdlica o que levaria, por sua vez, a transdugao do sinal até a regido
transmembranar *3. Em contraste com esta hipdtese, dados de acoplamentos dipolares
residuais de RMN (RDCs) e ressonancia dupla elétron-elétron (DEER) de EPR (Electron
Paramagnetic Resonance) mostraram que CBD12 assume uma conformacao estendida

tanto na presenca quanto na auséncia de Ca®* *78,

Foi proposto que o angulo entre os dominios CBD1 e CBD2 do trocador de
Drosophila melanogaster seria a explicacdo para o fendtipo distinto de CALX *°. No
entanto, estruturas cristalograficas mostraram que o angulo formado entre os dominios
CBD1 e CBD2 do trocador NCX canino isoforma 1.4 e do CALX de Drosophila isoforma 1.1
s&o similares *'. De forma que, tanto o Angulo quanto a distancia entre CBDs ndo explica

a diferenga fenotipica entre esses homologos.

Estudos de RMN mostraram que a construcdo CBD12 é flexivel na auséncia de
Ca®*, mas assume uma conformacao rigida e alongada na presenca de Ca®* ***’, Estas
observacgoes foram confirmadas por estudos de SAXS com a construgao NCX-CBD12, que
apresenta alta flexibilidade na forma apo e menor flexibilidade na forma ligada a Ca** .
Estudos cristalograficos com o mutante E454K do NCX 1.4 mostraram que uma lisina na
posicdo 454 do NCX 1.4 ocupa o lugar do Ca®" no sitio Ca4 de CBD1, e favorece a
formacdo de pontes salinas entre a K454 e os residuos D421 e E451, mimetizando as
pontes salinas entre o Ca®** em Ca4 e os mesmos residuos D421 e E451 na proteina
selvagem. A diminuicdo da flexibilidade do mutante, comparado a proteina selvagem na
auséncia de Ca®*, foi associada & manutencdo dessas pontes salinas. Com base nestas

informagdes, Giladi e colaboradores propuseram um modelo para o mecanismo de
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regulacdo alostérica dos trocadores NCX. No modelo proposto, CBD12 é flexivel na
auséncia de Ca’" e perde flexibilidade gradualmente com a ocupagdo dos sitios de Ca**
(Cal-Ca4 em CBD1 e Cal-Ca2 em CBD2), ativando o trocador *!.

Estudos de cristalografia e RMN de CBD12 mostraram que a alga de CBD2 que
conecta as fitas-p F e G, alca-FG, localizada na interface com CBD1, ndao apresenta
estrutura mesmo na presenca de Ca’* *'*’, Entretanto, espectros de EPR indicaram alta
imobilizacdo desta alca e distancias obtidas por DEER revelaram alteragoes significativas
na presencga de Ca®’. Sendo assim a ligacdo de Ca®* em CBD1 afeta a dindmica dessa
pequena alca em CBD2 *8. Ainda ha a proposta de que a presenca de Ca’?* nos dominios
CBDs solicita o dominio THB (two-helix bundle), promovendo uma interagdo que poderia
levar a mudanga do posicionamento de CBD12 ocasionando transmissdao de informagao

ao dominio transmembranar “%.

Recentemente, um modelo proposto para justificar a regulacdo anémola de CALX
sugeriu a possibilidade de ocorrer uma interacdo mais fraca entre XIP e Cyto2 que
afetaria o dngulo e a proximidade entre as hélices TMH5 e TMH6 permitindo ao trocador
experimentar a forma ativa mesmo na auséncia de Ca®’*. Na presenca de Ca’" a
estabilizacdo de um arranjo alongado entre os dominios CBD1 e CBD2 aumentaria a
distancia entre XIP e Cyto2, levando ao deslocamento de THM5 e TMH6 e convertendo o

trocador ao estado inativo (Figura 1.8) *°.

CALX
ativo
5 6
\,7R' ;,,
+ _
Figura 1.8: Mecanismo proposto para regulacdo alostérica por Ca®*
em CALX. No topo é mostrado o trocador CALX ativo na auséncia de
Ca?*. A interacdo entre XIP e NP é forte. Abaixo o trocador é
apresentado na forma inativa devido a ligacdo de Ca?* no dominio
cepy1  CBD2 CBD1. A conformagdo entre os CBDs se mostra estendida como
ocorre nos NCXs, porém causa a diminuicdo de interacdo entre XIP e
J NP, que altera o angulo entre TMH5 e TMH6 inativando CALX.
Reprodugdo do modelo proposto por Abiko, 2016 *,
inativo
\

CBD2
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Molinaro e colaboradores 2015 identificaram um peptideo regulatério,
denominado P1. Este peptideo esta localizado na regido préxima a porgao C-terminal de

24 Ensaios de

CBD2 do trocador NCX1 e estd envolvido na auto-inibicdo do trocador
eletrofisiologia mostraram que o trocador é ativado em presenca de P1 exogeno. E
mostraram que o mutante NCX1K229Q, mutagao na regido do XIP, nao foi ativado pelo
peptideo P1 exdgeno, sugerindo que a interagdo da regido P1 com XIP faz parte do
mecanismo de auto-inibicao dos NCX (Figura 1.9). De fato, ensaios de co-localizagao de
P1 e do trocador NCX em células mostraram que o mutante NCX1K229Q ndo é co-

localizado com o peptideo P1 %%,

Ativado Auto-inibido
% N ﬁ% N
cep1 | cBDZ ceo1 7

l

| ® %\

CBD1 CBD2

—_

Manutencao da ativagao Mutante auto-inibido

Figura 1.9: Mecanismos proposto para a auto-inibicdo do P1 em NCX1. No topo é observada a
auto-inibicdo de P1 pela mudanga conformacional ocorrida devido a interagao entre XIP (rosa) e P1
(laranja). (A) P1 exdgeno (verde) compete com P1 do trocador (laranja) pelo XIP. Dessa forma o
trocador permanece no estado ativo. (B) Mutante com parte da alga citoplasmatica deletada, mas
com a manutencao de XIP e P1 causa proximidade entre eles, induzindo a interagdo e tornando o
estado auto-inibido persistente. Reproducéo do modelo proposto por Molinaro, 2015 24,
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1.6. OBJETIVOS

Tendo em vista a auséncia de informagdes estruturais sobre os linker domains e o seu
potencial envolvimento no mecanismo de regulacdo alostérica de CALX, propds-se
estudar a estrutura da regido que corresponde a hélice transmembranar 5 e sua regido
préoxima a membrana que corresponde ao motivo XIP (TMH5-XIP). A fim de comparar o
efeito da membrana sobre a conformacao do XIP, propomos estudar a conformacgao do
XIP isolado por espectroscopia de RMN em solugdo e dicroismo circular. O estudo das
propriedades conformacionais desses segmentos podera auxiliar a compreender a

estrutura e o funcionamento do trocador CALX completo.
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2. PREPARACAO DE TMH5-XIP PARA
ESTUDOS ESTRUTURAIS

2.1 MATERIAIS E METODOS

2.1.1 Expressao e solubilizacao

As cepas testadas para expressdao foram BL21(DE3), BL21(DE3)RIL cédon plus,
C41(DE3) e C43(DE3). Para o teste de expressdo, as bactérias transformadas com o
vetor de expressao pMAL-c4x (GenScript) contendo o gene que codifica para CALX57,-335
ou CALX375-335, foram cultivadas em placas de 96 pocos em 1 mL de LB contendo os
antibidticos adequados, sob agitacdo a temperatura de 37 °C até atingir DOgoo = 1.
Assim, a expressao de TMH5-XIP (CALX,72-335 ou CALX375.335) foi induzida pela adicao de
0,5 mM de IPTG a 25 °C e sob agitacdo a 200 rpm overnight. Em seguida, a cultura foi
centrifugada a 4500 xg por 20 min a 4 °C para separar as bactérias. O pellet de bactérias
foi suspenso em 1 mL de agua deionizada. Aliquotas de 20 uL foram retiradas,
misturadas com tampdo de amostra 4x e submetidas a SDS-PAGE para corar com
Comassie blue e/ou Western blotting. A cepa de E. coli escolhida para produzir TMH5-XIP
(CALX272-335 0U CALX»75.335) foi C41(DE3).

Para producdo de TMH5-XIP (CALXz72-335 ou CALX»75.335) em larga escala as
bactérias contendo o vetor de expressdo foram cultivadas em 500 mL de meio Terrific
Broth (TB - 12 g triptona; 24 g extrato de levedura; 4 mL glicerol 100 %; 2,3 g fosfato
monobasico de potdssio; 12,5 g fosfato dibasico de potadssio - por litro) contendo os
antibidticos adequados, sob agitacdo de 200 rpm a temperatura de 37 °C até DOggg = 1.
A partir deste momento a expressdo da construgdao TMH5-XIP (CALX57,-335 ou CALX375-335)
foi induzida pela adicdo de 0,5 mM de IPTG, e as células foram incubadas a 25 °C
overnight sob agitacdo de 200 rpm. Em seguida, a cultura foi centrifugada a 4500xg por
20 min a 4 °C, e o pellet de bactérias formado foi suspenso em tampdao de lise (200 mM
NaCl; 20 mM Tris-HCL; pH 8,3) com fluoreto de fenil-metil-sulfonila (PMSF - 2 mM
concentracéo final) como inibidor de proteases e reservado em freezer a -20 °C até seu

uso. Utilizou-se aproximadamente 100 mL de tampao de lise para cada 10 g de bactéria.

As bactérias foram lisadas por sonicagdo (10-15 minutos efetivos com ciclo de 20-

40 segundos). Ao lisado adicionou-se 2 % (v/v) do detergente de interesse, manteve-se
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a 4 °C sob agitacdo por 4 horas. A amostra solubilizada foi, entdo, centrifugada a 4500
Xg por 15 min a 4 °C para separagdo de células ndo lisadas e particulas ndo solubilizadas.
O sobrenadante foi separado e submetido a primeira etapa de purificacdo conforme

descrito na Segao 2.1.3.

2.1.2 Screening de detergentes

Apos a lise, das bactérias expressando a construcao CALX;7s5-335 realizou-se a separagao
das fragOes de corpos de inclusdo e de membrana. Dessa forma, o lisado foi submetido a
centrifugacdes seriadas: primeiro a 4500xg por 10 min para separacao de células nao
lisadas, o sobrenadante foi em seguida centrifugado a 10000 xg por 20 min para
separacao de corpos de inclusdao, e o sobrenadante desta segunda centrifugacao foi, por
sua vez, centrifugado a 116000 xg por 2 h para separacdo da fracdo de membrana.
Foram preparadas amostras para SDS-PAGE com os pellets das fracdes de corpos de
inclusdo, membrana e sobrenadante (apds ultima centrifugagdao). O gel foi analisado apés
incubagdo com Comassie blue e por Western blotting. A concentragdo total de todas as
amostras das fragdes descritas foi determinada com o kit Pierce BCA Protein Assay
(Thermo), e ajustada para 10 mg/mL. A cada amostra adicionou-se 2% (w/v) dos
detergentes testados, e incubou-se por 18 h a 4 °C. Apds a solubilizacdo, as amostras
foram centrifugadas a 5000 xg por 15 min. Ao sobrenadante adicionou-se 10 mM de
imidazol e, posteriormente, incubou-se com 10 pL de resina (Qiagen) por 2 h sob
agitacdo. A resina foi lavada 3 vezes com tampdo A; (tampao de lise + 10 mM imidazol)
e ao final a proteina adsorvida na resina foi eluida com tampao B; (tampé&o de lise + 500

mM imidazol).

2.1.3 Primeira etapa de purificacao: Cromatografia por

afinidade a resina Ni**-NTA

2.1.3.1 Cromatografia no FPLC

Adicionou-se, a amostra ja solubilizada conforme descrito na segcao 2.1.1, imidazol a
uma concentracdo final de 10 mM. A quantidade de proteina adsorvida & coluna de Ni**-
NTA foi maximizada por recirculacdo da amostra com auxilio de bomba peristaltica por 18
h a 4 °C com fluxo de 2 mL/min. Apds a recirculacdo, a coluna carregada foi levada ao
FPLC e submetida a lavagem com 10 volumes de coluna (CV) de tampdo Ay (tampao de

lise com 10 mM de imidazol e concentracdo de detergente dependente do teste
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realizado), seguida por gradiente 0-100% de tampdo By (tampao A;p + 490 mM de

imidazol), foram coletadas um total de 20 fracdes de 5 mL cada.

2.1.3.2 Cromatografia por gravimetria

Alternativamente, quando purificada em batch, a adsor¢do a resina Ni**-NTA foi realizada
por incubacdo a 4 °C por 18 h em tubo Falcon sob agitacdo leve. Apds a incubacdo, a
resina foi submetida a cromatografia por fluxo gravitacional com Econo-Pac (BioRad),
sendo primeiro lavada com 10 CV de tampdo Ay (para purificacdo com triton X-100:
tampao de lise com 10 mM de imidazol e 0,0015 % triton X-100; para purificacgdo com
LDAO: tampao de lise com 10 mM de imidazol e 0,1 mM LDAO), seguida por lavagem
com 10 CV de tampao By (tampao Ag com 40 mM de imidazol) e posterior eluicdo com

3 CV de tampao Cy; (tampao Ay com 490 mM de imidazol).

2.1.4 Clivagem da MBP-tag — parametrizacao

2.1.4.1 Protease fator-Xa

Para o teste de clivagem da MBP-tag da construgdo CALX,75.335 com fator-Xa escolheu-se
diversas relagdes proteina:protease (w/w), sendo elas 1:100, 1:500 e 1:1000.
Primeiramente, quantificou-se a concentracdo de proteina total com Pierce BCA Protein
Assay Kit (Thermo). A quantidade de fator-Xa (Sigma) de cada amostra foi ajustada de
forma a atingir as relagdes descritas acima. As amostras foram incubadas com a

protease a 25 °C ou 37 °C por 24h, e na presenca de 10 mM de CaCl,.

2.1.4.2 Protease trombina

Para o teste de clivagem da MBP-tag da construgdo CALX>72-335 com trombina escolheu-se
diversas relagdes proteina:protease (w/U), sendo elas: 2.3 mg/U (1x), 0.69 mg/U (5x) e
0.23 mg/U (10x). Primeiramente, quantificou-se a concentracdo de proteina total com
Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo). A quantidade de trombina em cada amostra foi
ajustada de forma a atingir as relacdes descritas acima (1x, 5x e 10x). As amostras
contendo a protease e 10mM de CaCl, foram incubadas a 37 °C, retirou-se aliquotas de

100 uL apds 4, 5, 6, 18 e 72 horas de clivagem com trombina.
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2.1.5 Tentativas de separacao da construcao clivada e ndo

clivada

Os ensaios descritos abaixo foram realizados por gravimetria, sem o uso do FPLC e sem

gradiente, Secao 2.1.3.2.

Apds a solubilizacdo e purificacdo por afinidade a resina de Ni**-NTA na presenca
de 0,0015% de triton X-100 ou de 0,1 mM de LDAO, a proteina de fusdo MBP-TMH5-XIP
foi clivada com trombina (Secao 2.1.4.2) e diversas tentativas de separacdo do

fragmento clivado foram efetuadas e sao descritas abaixo.

Todas as amostras dos testes realizados foram preparadas para analise em SDS-
PAGE para corar com Comassie blue. A preparacao da amostra foi feita no momento de
aplicacao no gel, sem ferver, utilizou-se aliquotas de 10 uL e adicionou-se tampdo de

amostra 4x.

2.1.5.1 Separacdo com auxilio de LDAO

O pellet de bactérias foi lisado e solubilizado com 2% (v/v) de LDAO (Secdo 2.1.1), a
amostra foi entdo submetida a primeira etapa de purificacgdo como descrito na Secao
2.1.3.2. O eluido foi concentrado em Amicon com cutoff de 10 kDa (Millipore) e, para
retirar o imidazol, o tampdo foi trocado para o tampdo de lise com 0,1 mM LDAO por
ciclos de concentracao e diluicao ainda no Amicon. Ao final, o volume da amostra foi
reduzido a 1 mL, adicionou-se CaCl, a uma concentracdao de 10 mM e trombina até 20 U

totais. A clivagem na presenca de LDAO foi realizada a 37 °C por 4 horas.
a) Estratégia 1 - Gel filtracdo na presenca de 0,1 mM de LDAO

O produto da clivagem foi centrifugado a 16000xg por 5 minutos para separar o
precipitado formado. O sobrenadante foi aplicado na coluna de exclusdao por tamanho,
Superdex 75 (GE - volume de 120 mL) previamente equilibrada com tampdo de lise com
0,1 mM de LDAO. A corrida foi feita com fluxo de 1 mL/min e foram coletadas fragdes de
1 mL.

b) Estratégia 2 - MBP-Trap na presenca de 13 mM de LDAO

Ao produto de clivagem adicionou-se maior quantidade de LDAO até a proporcao final de
13 mM, apds leve mistura, aplicou-se a amostra com fluxo de 5 mL/min na coluna MBP-
trap (GE) previamente equilibrada com tampao Ay, (tampao de lise com 0,1 mM LDAO).
A eluicao foi feita de forma isocratica em fluxo de 5 mL/min com tampdo B, (tampé&o Ay

com 10 mM maltose). Foram coletadas fragdes de 5 mL.
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2.1.5.2 Separagdo com auxilio de triton X-100

A solubilizacdo do lisado foi feita com 33,1 mM (v/v) de triton X-100 (Secao 2.1.1). A
amostra solubilizada foi submetida a primeira etapa de purificacgdo como descrito acima
na Secdao 2.1.3.2. O volume eluido foi aplicado em uma coluna MBP-trap (GE)
previamente equilibrada com tampao Ay (tampdo de lise com 0,025 mM triton X-100)
com fluxo de 1 mL/min com auxilio de bomba peristaltica. A eluicdo foi feita em fluxo de
5 mL/min com tampao By (tampao Ay com 10 mM maltose) coletando-se fragdes de 5 mL
em um total de 4 CV. O eluato da MBP-trap foi concentrado em Amicon de 10 kDa
(Millipore) até volume final de 1mL. A amostra concentrada adicionou-se CaCl, até a
concentracdo de 10 mM e trombina até 20 U totais. A clivagem foi realizada na presenca
de 0,025 mM de triton X-100 a 25 °C overnight.

a) Estratégia 1 - Gel filtracdo na presenca de 0,025 mM de triton X-100

O produto de clivagem foi passado em filtro estéril de 0,22 um (Millipore), o filtrado foi
aplicado na coluna de exclusdo por tamanho, Superdex 200 (GE - volume de 25 mL)
previamente equilibrada com tampao de lise com 0,025 mM de triton X-100. A corrida foi

feita sob fluxo de 0,75 mL/min, coletando-se fragdes de 1 mL.
b) Estratégia 2 - Gel filtracdo na presenca de 1,65 mM de triton X-100

Antes da clivagem adicionou-se detergente para aumentar a concentracdo de triton X-
100 de 0,025 mM para 1,65 mM. O produto de clivagem foi centrifugado a 16000 xg por
10 minutos para separar o precipitado formado. O sobrenadante foi aplicado na coluna
de exclusdo por tamanho, Superdex 200 (GE - volume de 25mL) previamente
equilibrada com tampao de lise com 1,65 mM de triton X-100. A corrida foi feita com

fluxo de 0,75 mL/min e foram coletadas fracdes de 1 mL.

2.1.5.3 Separacao na auséncia de detergente

Apos a lise e a solubilizagdo com 33,1 mM de triton X-100 como descrito na Secao

2.1.1, as etapas de purificagdo foram realizadas como descrito a seguir.

A primeira etapa de purificagdo foi realizada conforme Segdao 2.1.3.2 utilizando
tamp&es sem de detergente. O eluato da resina de Ni?*-NTA com imidazol foi aplicado na
MBP-trap (GE) (fluxo de 1 mL/min) previamente equilibrada com tampao Ay; (tampao de
lise). A eluigdo foi feita de forma isocratica com 4 CV de tampao By; (tampdo de lise com
10 mM de maltose) com fluxo de 5 mL/min. O eluido da MBP-trap foi concentrado em
Amicon com cutoff de 10 kDa (Millipore) até volume final de 1 mL. Adicionou-se, em
seguida, 10 mM de CaCl, e 20 U de trombina na auséncia de detergente, e incubou-se a
25 °C overnight. O produto da clivagem foi centrifugado a 16000 xg por 10 minutos para

separar o precipitado formado. O sobrenadante foi analisado em gel de SDS-PAGE e o
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precipitado suspenso em 1 mL de tampdo de lise. Retirou-se uma aliquota da suspensao
(tempo 0 hora) e ao restante adicionou-se triton X-100 até uma concentracdo de 41,3
mM para solubilizar a construgdao TMH5 clivada e incubou-se a temperatura ambiente sob
agitacdo para analisar a cinética de solubilizacdo. Retirou-se aliquotas a cada hora (1, 2,
3 e 4 horas) para analise da solubilizagdo ao longo do tempo. Cada aliquota retirada foi
centrifugada a 16000 xg por 10 minutos separando-se o sobrenadante e o precipitado,

este ultimo suspenso em tampao de lise sem detergente.

2.1.5.4 Separacdo com ureia

O pellet foi lisado e solubilizado com 33,1 mM de triton X-100 (Segao 2.1.1), seguido de
purificagdo por cromatografia de afinidade a resina Ni?*-NTA como na Segdo 2.1.3 em
batch utilizando tampdes sem detergente. A purificagdo com a MBP-trap (GE) e a
clivagem com trombina foram realizadas como descrito na secdao anterior (Secao
2.1.5.3). Apds a clivagem com trombina, a amostra foi centrifugada a 16000 xg por 10
minutos para separar o precipitado formado. O sobrenadante foi analisado em gel de
SDS-PAGE e o precipitado suspenso em 15 mL de tampdo de lise contendo 7 M de ureia.
O precipitado em tampdo com ureia foi mantido sob agitacdo a temperatura ambiente
overnight para solubilizacdo. Apds a solubilizagdo, a amostra foi centrifugada a 16000 xg
por 10 minutos e o sobrenadante foi concentrado em Amicon de cutoff 3 kDa e,
posteriormente, aplicado na coluna Superdex75 previamente equilibrada com tampdo de

lise contendo 7 M de ureia.

2.1.6 SDS-PAGE

Todas as amostras obtidas nos testes foram submetidas a SDS-PAGE. A preparacdo da
amostra foi feita no momento da aplicacdo no gel sem ferver, utilizando-se 10 uL de cada
amostra e adicionando-se tampdo de amostra 4x. Foram usados gel de tris-tricina
(empilhamento: 4 % acrilamida/bis acrilamida, gel buffer 3x, APS e TEMED; separacao:
16 % acrilamida/bis acrilamida, gel buffer 3x, 3% de glicerol; gel buffer 3x: 3 M tris-
base, 0,3 % SDS, pH 8,45). A corrida foi feita com tensdo constante de 100 V no gel de
empilhamento e 300 V no gel de separacgdo. O sistema foi mantido em gelo durante toda
a corrida. Os tampoes de corrida foram preparados a partir dos tampdes anodo 10x (1 M
tris-base, pH 8,9) e catodo 10x (1 M tris-base, 1 M tricina, 1 % SDS, pH 8,25). Apds a
corrida eletroforética, o gel a ser revelado por Comassie blue foi retirado e colocado em
solucao corante - Comassie Brilliant Blue R-250 staining solution (BioRad) sob agitacao,
a temperatura ambiente por cerca de 10 minutos. O gel corado foi entdo colocado em

solucao descorante - Comassie Brilliant Blue R-250 destaining solution (BioRad) sob
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agitacdo, a temperatura ambiente por cerca de 1 hora, fotos do gel foram tiradas com

fotodocumentador (MS MajorScience).

2.1.7 Western-blotting

Para ensaio de Western blotting, apds a corrida de um gel SDS-PAGE as proteinas
separadas pelo gel foram transferidas para membrana de nitrocelulose por transferéncia
semi-seca (TE 70 PWR - Amersham Biosciences) com tampdo de transferéncia (30 g/L
Tris, 144 g/L Glicina, 0,037 % (v/v) SDS; 20 % (v/v) metanol), a temperatura ambiente,
com corrente constante a 60 mA por 1,5 horas. A membrana foi bloqueada sob agitacao
em solugdo de bloqueio contendo 5 % de leite em PBS com 0,1 % de Tween-20 a
temperatura ambiente por 2 horas. Apds o bloqueio, a membrana foi incubada com
anticorpo monoclonal anti-cauda de histidinas acoplado a fosfatase alcalina (Sigma) a
diluicdo de 1:4000 em 5 % de leite em tampao PBS com 0,1% Tween-20 por 18 h a 4
°C. Em seguida, as membranas foram lavadas 2 vezes sob agitagdo por 10 minutos cada
com ~10 mL de solugdo de lavagem (PBS contendo 0,1 % de Tween 20) a temperatura
ambiente, e 1 vez por 10 minutos com ~10 mL de PBS a temperatura ambiente. Feitas
as lavagens do anticorpo, a membrana foi lavada por 10 minutos com 15 mL de tampao
de substrato para fosfatase alcalina (SFA: 100 mM de Tris; 100 mM NaCl; 5 mM MgCl,) a
temperatura ambiente. Para revelar, a membrana foi incubada com 15 mL de SFA
contendo 120 uL de BCIP (20 mg/mL fosfato de 5-bromo-4-cloro-3-indolilo; 100 % di-
metil formamida) e 90 uL de NBT (50 mg/mL nitroblue tetrazélio; 70 % di-metil
formamida) a 37 °C até o aparecimento de bandas. Como controle positivo da eficiéncia

do ensaio de Western blotting utilizamos uma amostra da proteina de fusao.
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2.2. RESULTADOS E DISCUSSAO

Com o objetivo de obter informacdes sobre a estrutura dos linker domains, em particular
das regides proximas a membrana, optou-se por produzir dois fragmentos
correspondendo a hélice TMH5 e a regido do XIP. A nomenclatura adotada para definir as
regioes estudadas foi baseada no trocador CALX completo, cuja sequéncia de
aminoacidos é mostrada no Esquema 2.1A. A primeira construgdo (CALX375-335)
(Esquema 2.1B), corresponde ao segmento entre a Val275 no dominio transmembranar
e a Gly335 na alcga citoplasmatica. A segunda construcdao (CALX37,-335) (Esquema 2.1C)
corresponde ao segmento entre a Thr272 e a Gly335. Ambas englobam a hélice
transmembranar 5 (TMH5) e o inicio da alca citoplasmatica incluindo o XIP e parte de
cytol. A determinacgdo da regidao a ser estudada foi baseada em predicdes de estabilidade
fornecidas pelo software e banco de dados do EXPASY *°, predicdes de estrutura
secundaria (PSIPRED) °!, de desordem (DisMeta) *?> e de hélices transmembranares
(OCTOPUS) 28, As informacgdes obtidas pela predigdo com o EXPASY estdo resumidas na
Tabela 2.1.

Como as construgdes TMHS5-XIP (CALX372-335 € CALX»75.335) correspondem a um
segmento do trocador contendo uma hélice transmembranar, este fragmento
apresentara caracteristicas de uma proteina de membrana. Ha diversas dificuldades
envolvidas em se trabalhar com esse tipo de sistema. A necessidade de mimetizar o
ambiente lipidico e o elevado peso molecular do agregado proteina-mimético de
membrana dificultam a andlise por métodos de RMN em solugdo. Além disso, é dificil
obter amostras de proteinas de membrana em concentragdes suficientes para estudos
estruturais. A producdo de proteinas de membrana em quantidades suficientes envolve:
(i) expressdo da proteina em um organismo heterdlogo capaz de inseri-la corretamente
enovelada na membrana e (ii) purificacdo de quantidades suficientes da proteina

recombinante solubilizada com auxilio de detergentes.
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(A) CALX completo:
MQLLLKSIFTCALFVIFVYATAQSLLKVQETEARQAYLNVTSSSSSNLSQDDGHFLSRRLRQVSHGEEGDEGAPSQMDDELEQMTK
VHGEAPDAEDVRECSEGLVLPLWMPQRNISVGDRLVRGFVYFVLLIYLFVGVSIIADRFMAAIEAITSIERAVVVKGPNNTKQVMHVR
IWNETVANLTLMALGSSAPEILLSVIEIYAKDFESGDLGPGTIVGSAAYNLFMIIAVCMIWIPAGEVRRIRHLRVFFVTALFSVFAYVWL
WLILSVFTPGVILVWEAIVTLLFFPLTVLWAYIAERRLLVYKYMDKNYRVNKRGTVVAGEHDQVEMDAEKGPKQPMVTSARGN
DAEAFDEARREYITLLTELRQKYPDADLEQLEMMAQEQVLARSGRSRAFYRIQATRKMVGSGNLMRKIQERAHSDLT
GVKAQLHAGDDEEADDPIRMYFEPGHYTVMENCGEFEVRVVRRGDISTYASVEYETQDGTASAGTDFVGRKGLLSFPPGVDEQR
FRIEVIDDDVFEEDECFYIRLFNPSEGVKLAVPMIATVMILDDDHAGIFAFTDSVFEITESVGRFELKVMRYSGARGTVIVPYWTENDT
ATESKDYEGARGELVFENNESEKFIDLFILEESSYEKDVSFKVHIGEPRLAPDDELAAKIKEVEKKPVQDLTELDRILLLSKPRNGELTT
AYVRIRESQEFKATVDKLVAKANVSAVLGTSSWKEQFKDALTVIPADESEFDNDDEEEEVPSCFSYVSHFVCLFWKVLF
AFVPPTDICGGYVTFVVSIFVIGVITAIIGDAASYFGCALNIKDSVTAILFVALGTSIPDTFASMIAAKHDEGADNCIGNVTGSNAVN
VFLGIGLAWTIAAVYHSSHGMTFNVEPGTIGFAVALFCGEALIAIMLIMFRRWHKGIGAELGGPKVSKYISAAILVFLWVFYVVICILEA
YDVIRV

(B) CALX375_335!
VILVWEAIVTLLFFPLTVLWAYIAERRLLVYKYMDKNYRVNKRGTVVAGEHDQVEMDAEKG
(€) CALX372-335

TPGVILVWEAIVTLLFFPLTVLWAYIAERRLLVYKYMDKNYRVNKRGTVVAGEHDQVEMDAEKG

Esquema 2.1: Sequéncia de aa de CALX e regido estudada. (A) Sequéncia de aminoacidos (aa)
do trocador CALX completo. Em destaque: regido que serd estudada (azul), hélices
transmembranares (verde), cytol (negrito), CBD1 (rosa), CBD2 (amarelo), cyto2 (negrito) e
regides preditas para serem desordenadas em cytol e cyto2 (sublinhado). (B) e (C) Construcdes
estudadas, CALXy75.335 € CALX375.335: hélice TMH5 (verde), XIP (magenta), parte de cytol
(negrito). Regides intrinsecamente desordenadas foram preditas com DisMeta °2 e hélices
transmembranares com OCTOPUS 28,

Tabela 2.1: Tamanho, ponto isoelétrico e estabilidade calculados das sequéncias de interesse de
acordo com ProtParam *°.

o
Regigo n® | Peso Ponto | potabilidade
aa molecular | isoelétrico
CALX575-335 61 7172,4 6,75 Estavel
CALX>572-335 64 7427,7 6,46 Estavel

Em face das dificuldades descritas acima, e para tentar evitar os problemas
descritos, escolhemos trabalhar com a proteina em fusdo com Maltose Binding Protein
(MBP) *3. A MBP é uma proteina periplasmatica e, portanto, o uso do tag de MBP é
especialmente interessante por facilitar o enderecamento da proteina de interesse para a
membrana interna da bactéria (Figura 2.1). Dessa forma, os fragmentos foram clonados

em fusdao com MBP no N-terminal utilizando para isso o vetor de expressdo pMAL-c4x.
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CALX;75.335) estdo mostrados no Anexo 6.1. As principais diferengas sdao os sitios de
proteases para clivagem dos tags e o linker entre a MBP e a sequéncia de interesse. A
construcdo CALX,75.335, (Anexo 6.1AI) contém um linker de 24 aminoacidos entre a MBP
e a Val275 (sequéncia de interesse). Este linker contém um sitio de clivagem para fator-
Xa (Anexo 6.1B) para separar o tag de MBP. A construgdao CALX;7,-335 (Anexo 6.1AII)
foi clonada com um Jinker de 30 aminoacidos entre a MBP e a Val272 (sequéncia de
interesse) a fim de acomodar dois sitios de clivagem, um sitio para fator-Xa e outro para
trombina (Anexo 6.1C). As duas construgées possuem uma sequéncia de oito histidinas
no C-terminal separadas da G335 por um sitio de clivagem para trombina (CALX375-335)
ou TEV (CALX57,-355) (Anexo 6.1B e 6.1C).
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2.2.1. Expressdo e purificacdo da construcdo CALX>75.335

A parametrizagdo da obtengdo da construgao CALX,;5.335, contendo apenas um sitio para
a clivagem da MBP-tag foi realizada (Segao 2.2.1). O primeiro teste foi o de expressao,
no qual seis cepas de E. coli foram utilizadas (Segao 2.2.1.1). Para a solubilizacao da
proteina na membrana interna da bactéria foram testados cinco detergentes (Secao
2.2.1.2). Também foram realizados testes de purificacdo em coluna de afinidade (Ni-

NTA) (Secgao 2.2.1.3) e clivagem com a protease fator-Xa (Segao 2.2.1.4).

2.2.1.1. Escolha da cepa de expressao

Testes para a escolha da cepa para expressao sao mostrados a seguir (Figura 2.2A).
Além da escolha da cepa, realizou-se analise para determinacdo da fracdo de trabalho
(membrana, corpos de inclusdo ou lisado) (Figura 2.2B). Observa-se que todas as cepas
testadas expressaram a construcdo proposta (Figura 2.2A). Contudo, o controle da
expressdo basal foi mais eficiente em trés delas (BL21(DE3), BL21 cédon plus-RIL, e
C41(DE3)), enquanto que o vazamento de expressdo foi nitido nas demais (Figura
2.2A). Como o controle de expressdo é importante para que a proteina de interesse seja
expressa nas melhores condicdes da bactéria, escolheu-se as cepas BL21(DE3), BL21
codon plus-RIL e C41(DE3).

Com as trés cepas selecionadas, investigou-se se a proteina estaria na fracdo de

membrana ou na de corpos de inclusdo >3

. Observou-se que MBP-CALX;75.335 estava
presente tanto nas fragdes de membrana (M) como nas de corpo de inclusdo (IB) em
todas as cepas testadas (Figura 2.2B). A alta quantidade da proteina em 1B
possivelmente se deve a alta taxa de produgdo, dificultando a assimilagdo pela
membrana da bactéria. Em outras palavras, provavelmente, a bactéria sintetiza a
proteina mais rapidamente do que a velocidade de insercdo na membrana. A proteina
expressa na cepa C41(DE3) também foi encontrada na fracdo do sobrenadante (S)
(Figura 2.2B). Possivelmente, a presenca da proteina na fracdo S deve-se a
ultracentrifugacdo pouco eficiente para separar todos os fragmentos de membrana

presentes em solucdao (Secao 2.1.2).
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(A) Teste de Expressao

BL21 codon  BL21 Star-
BL21(DE3) C41(DE3) C43(DE3) Lemo21(DE3)  plus-RIL pLysS

kDa MW'I N”I N”I N”I N”I N”I Nl

75

50

37

(B) Analise de Localizacao

BL21 codon
plus-RIL BL21(DE3) C41(DE3)
koa MW [ B s mIlmw s mllmw s wml

75
50
37

Figura 2.2: Western blotting anti-His para teste de expressdo e localizacdo. (A) Teste de
expressdo da construcdo MBP-CALX,75.335: I — induzido e N - ndo induzido. (B) Andlise da
localizacdo da proteina de fusdo: IB — corpos de inclusdo, S - sobrenadante e M — membrana. As
setas azuis mostram a altura esperada para as bandas da proteina de fusdo (~ 50 kDa).

A obtencdao da construgdo MBP-CALX375.335 de IB provavelmente nao afeta a
aquisicdo do folding correto, pois esta construcdo deve conter apenas uma hélice
transmembranar (Esquema 2.1). Admitindo-se isso, a cepa de trabalho escolhida foi
BL21 cédon plus-RIL, e decidiu-se ndo separar as fragdes IB e M, ou seja, optou-se por

trabalhar com o lisado total para maximizar o rendimento da preparagao.

2.2.1.2. Screening de detergentes para solubilizar a construcao MBP-
CALX>75-335

Emprega-se na literatura diferentes sistemas miméticos de membrana como: micelas de

detergente °%, bicela **°°, nanodisco ¢ 57,

e amphipol Neste trabalho testou-se
detergentes disponiveis que apresentam diferentes caracteristicas estruturais, e que sdo
amplamente utilizados para solubilizar ou para mimetizar o ambiente lipidico encontrado

pelas proteinas de membrana formando micelas ao seu redor para sua estabilizagdo. Na
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Figura 2.3 e Tabela 2.2 estdo mostradas as estruturas e as caracteristicas dos
detergentes testados.

(A) (B)
\.\ B
O\N*
(OCH,CHy)1oOH / N Y T
(©)
HO
HO °
HO HO
OHo o
HO N N N N N N
OH
(D) (E)
0-P-0
: IR N P O, .
AN _ NaQ~™ g

Figura 2.3: Estruturas dos detergentes testados nos testes de solubilizacdo. (A) a-[4-(1,1,3,3-
Tetrametilbutil)fenil]-w-hidroxi-poli(oxi-1,2-etanediil) (triton X-100), (B) Lauril-dimetilamina N-
Oxido (LDAO), (C) n-Dodecil-B-D-Maltopiranosideo (DDM), (D) n-Dodecilfosfocolina (DPC) e (E)
Dodecil sulfato de sédio (SDS).

Tabela 2.2: Caracteristicas do detergentes testados.

Massa molecular CMC Tamanho da
(g/mol) (mM) micela (kDa)
triton X-100 °8 Neutro 647 0,16 - 0,25 50 - 100
*
LDAO *° Zwiteridnico 229,4 10:124** 17 -21,5
DPC ©° Zwiteridnico 351,5 1,5% ~19
%
DDM ©! Neutro 510,6 00'1172** 72
SDS ©? Anidnico 288,5 6-8 18

* em H,O
**em 0,1M NaCl

O resultado dos testes de solubilizacdo da construgdo MBP-CALX,7s5.335 esta
mostrado na Figura 2.4. Apos a solubilizacdo, a proteina de fusdo foi purificada por

cromatografia de afinidade em resina de Ni** de forma isocratica (detalhes Secdo
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2.1.2), para ser possivel inferir a eficiéncia de solubilizacdo da proteina pelos

detergentes testados.

Membrana Corpos de inclusdo Lisado
koa Mwl1 2 3 4 slmw'li 2 3 4 s mwli 2 3 4 5]
75 .
50 W - — <
37 - - —
- p— —

Figura 2.4: SDS-PAGE do resultado para o screening de detergentes. Solubilizacdo da construcdo
MBP-CALX375.335 presente em diferentes fragbes: membrana, corpos de inclusdo e lisado.
Detergentes utilizados: 1 - triton X-100, 2 - LDAO, 3 - DPC, 4 - DDM e 5 - SDS. Amostras apos
solubilizacdo e primeira etapa de purificacdo por afinidade por Ni?* (detalhes secdo 2.1.2). Seta
azul mostra a altura esperada para as bandas da proteina de fusdo (~ 50 kDa).

Poucas diferencas foram observadas para a eficiéncia de solubilizacdo de cada
detergente testado, exceto no caso do SDS que parece ser menos eficiente do que os
demais (Figura 2.4). Dos resultados apresentados, LDAO se mostrou pouco mais
eficiente para solubilizar o lisado, apresentando equivalente quantidade de proteina que
triton X-100, porém com menos impurezas (auséncia de banda expressiva na altura de
~75kDa). Sendo assim os testes posteriores foram realizados utilizando esses dois
detergentes, triton X-100 e LDAO.

2.2.1.3. Purificacao por afinidade — Ni-NTA

Os primeiros testes de purificagdo mostraram que a adsorcao da construcdo MBP-
CALX,75.335 a resina de niquel (Ni-NTA) ndo era eficiente (dados ndao mostrados)
possivelmente devido a presenca de 33,1 mM de detergente utilizado para a solubilizacdo
da proteina presente no lisado total (Secao 2.1.1). Esta concentracdo de detergente é
significativamente maior do que a CMC do triton X-100 (33,1 mM de detergente versus
0,25 mM, Tabela 2.2), dessa forma as micelas livres em excesso poderiam dificultar a
interagdo da his-tag com a resina. Além disso, muitos contaminantes co-eluiram com a

proteina (dados ndao mostrados).
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(A) Cromatograma
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(B) SDS-PAGE
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Figura 2.5: Expressao e purificagdo da construgdo MBP-CALX>,5.335. Lavagem e eluigdo realizadas
em presencga de 0,5 mM de triton X-100. Fragdes coletadas durante o gradiente de 10 a 500 mM de
imidazol. Eluicdo em ~300 mM de imidazol a temperatura ambiente. (A) Cromatograma de coluna
por afinidade de Ni?>*-NTA pds solubilizacdo do lisado total com 33,1 mM de triton X-100. (B) SDS-
page das fracGes correspondentes aos picos apresentados no cromatograma, (A) Pellet apos
solubilizagdo, (B) sobrenadante apds recirculagdo da amostra e (C) lavagem da coluna antes da
eluicdo. Seta azul mostra a altura esperada para as bandas da proteina de fusdo (~ 50 kDa).

A fim de aumentar a eficiéncia de adsorcdo da amostra na resina, a amostra foi
recirculada na coluna de afinidade por Ni** (Ni-NTA) a 4°C (Secdo 2.1.3.1). A remogao
dos contaminantes foi melhorada com extensa lavagem com no minimo 10 volumes de
coluna (CV) com tampdo contendo apenas 10 mM de imidazol (Segcao 2.1.3.1). A
eluicdo da proteina de interesse foi realizada durante um gradiente de imidazol com
tampdo contendo triton X-100 em concentracao duas vezes acima da CMC (0,5 mM), e

realizada em FPLC, detalhes na Segao 2.1.3.1.

O cromatograma obtido é mostrado na Figura 2.5A e a analise das fragdes esta
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mostrada no gel de SDS-PAGE (Figura 2.5B), a fim de identificar em qual fragcdo saiu a
proteina de fusdo, MBP-CALX;75.335. Observou-se que o Ultimo e maior pico corresponde a
proteina de fusdo com menos contaminantes, melhor purificada (fragdes 14-19). Este
resultado confirma a vantagem de recircular a amostra para aumentar a eficiéncia da
adsorcdo da proteina a resina, e também a necessidade de se realizar extensas lavagens

a fim de remover proteinas adsorvidas de forma inespecifica.

2.2.1.4. Clivagem da MBP utilizando fator-Xa

Testes de clivagem da fusdao MBP-CALX;;5.335 com fator-Xa foram realizados em duas
temperaturas, 25 e 37°C (Figura 2.6). A acdo da enzima foi observada pelo
desaparecimento da banda da proteina de fusdo. Entretanto, uma banda devido ao
segmento CALXj75.335 isolado ndo foi observada (auséncia de banda com baixo peso
molecular - Figura 2.6). E, ainda, a clivagem nao se mostrou eficiente, pois nem toda a
banda da proteina de fusdo desapareceu. E possivel que a alta concentracdo de

detergente presente durante a clivagem tenha afetado a atividade da protease fator-Xa
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Figura 2.6: Teste de clivagem da construcdo MBP-CAL,7s5.335 com fator-Xa. SDS-PAGE e seu
negativo dos ensaios realizados em duas temperaturas diferentes, 25 e 37°C e com diferentes
relagdes: 1:100, 1:500 e 1:1000 (w/w) de protease:proteina. Mais detalhes na Segdo 2.1.4.1. As
setas azuis mostram a altura esperada para as bandas da proteina de fusdo (~ 50 kDa), as
vermelhas a altura para as bandas da MBP (~45 kDa) e as verdes a altura para as bandas da
TMH5-XIP (~ 14 kDa).
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2.2.2 Expresséo e purificacdo da construcao CALX>75-335

Diante da baixa eficiéncia da protease fator-Xa para clivar o tag de MBP (Figura 2.8),
decidiu-se inserir um sitio para protease trombina entre a MBP e TMH5-XIP, pois
trombina é mais resistente & presenca de detergentes 3, além de ser mais barata. Dessa
forma, desenhou-se a construgdo MBP-CALX;7,-335, que apresenta sitio de clivagem para
trombina conforme ilustrado no Anexo 6.1 II e 6.1C. Esta construcdo , contém, além
do sitio de clivagem para trombina, um linker maior entre a MBP e o fragmento CALX,7,-
335 (Anexo 6.1C, 30 aminoacidos de distancia) o que pode tornar o sitio de clivagem

mais exposto e facilitar o acesso a protease.

2.2.2.1. Escolha da cepa de expressao

O teste para escolha da melhor cepa de E. coli para expressar a construgao MBP-CALX57;-
335 foi realizado com BL21(DE3), C41(DE3), C43(DE3) e BL21(DE3) cdédon plus-RIL.
Dentre elas, as cepas C41(DE3) e BL21(DE3) cédon plus-RIL se destacaram (Figura
2.7). A escolhida foi a cepa C41(DE3), que apresenta modificagbes para conferir
resisténcia a proteinas téxicas, e que ja foi utilizada para expressar proteinas de
membrana . Uma vez que a topologia predita para a construgdo CALX7,.335 apresenta
apenas uma hélice transmembranar (Esquema 2.1), optou-se por ndo repetir os testes

de localizagdo na fragcdo de membrana ou em corpos de inclusdo, e por trabalhar com o

lisado total.
(A) SDS-PAGE (B) Western blotting
BL21 codon BL21 codon
C41(DE3) plus-RIL C41(DE3) plus-RIL
koa Mw [y 1IN 1 kDaMw'N I 1l

75
75 50 —_— —
50 37

37

Figura 2.7: Teste de expressdo da construgdo MBP-CALX>75-335. (A) SDS-PAGE: N - ndo induzido
e I - induzido. (B) Western blotting anti-his: N - ndo induzido e I - induzido. As setas azuis
mostram a altura esperada para as bandas da proteina de fusdo (~ 50 kDa).
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2.2.2.2. Solubilizagao e purificagao da construcao MBP-CALX272-335

Para solubilizar a construgdo MBP-CALX,7,-335 optou-se por testar a eficiéncia dos
detergentes LDAO e triton X-100. O LDAO é um detergente com caracteristicas
estruturais muito distintas do triton X-100. Enquanto o LDAO se trata de um detergente
zwitterionico formando micelas menores, triton X-100 é um detergente ndo carregado
que forma micelas muito grandes (Secao 2.2.2 - Figura 2.3 e Tabela 2.2). Utilizou-se
86,7 mM de LDAO ou 33,1 mM de triton X-100 para solubilizacdo do lisado, mantendo-se
a recirculacdo do lisado na coluna de afinidade por Ni** (Ni-NTA). As etapas de lavagem,
gradiente de imidazol e eluicdo foram feitas com concentracao 10x abaixo da CMC dos
respectivos detergentes (Tabela 2.2), e em FPLC (detalhes Segdao 2.1.3.1). Os
resultados dos experimentos de solubilizacao e purificacdo da construcao MBP-CALX37>-335

na presenca de LDAO e triton X-100 estao mostrados na Figura 2.8 e 2.9.

Analisando os géis das fragbes dos cromatogramas mostrados em 2.8A e 2.9A,
observou-se que tanto a etapa de solubilizagdo quanto a de purificacdo foram bem
sucedidas (Figuras 2.8B e 2.9B, triton X-100 e LDAO, respectivamente). A proteina
solubilizada com triton X-100 e a proteina solubilizada com LDAO eluem com
aproximadamente a mesma concentracdo de imidazol em diversas fragdes (banda
proximo a 50 kDa nas fragdes 12-20 (triton X-100) ou fracbes 12-15 (LDAO)) e
apresentam um grau de pureza satisfatério para primeiro passo de purificagdo. Os dados
indicam que os detergentes sdo comparaveis em termos de especificidade da interagao

entre o his-tag e a resina.
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Triton X-100
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mAU 1200

1000

800

600

400

200

|10|11|12n13|14|15|16|17n18|19|20|

0 I 1 | | I I I | I 1 I 1 | I I J I | I 1
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

mL

200
Ni-NTA - afinidade

(B) SDS-PAGE

Fragdo

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20|

66

45
36

29

24
20,1

Figura 2.8: Purificacdo da construcdo MBP-CALX,75.335 com triton X-100. Lavagem e eluicdo
realizada em presenca de triton X-100. Fracdes coletadas durante gradiente de 10 a 500 mM de
imidazol. Eluicdo em ~300 mM de imidazol a temperatura ambiente. (A) Cromatograma da
purificacdo por afinidade em resina Ni?*-NTA apds solubilizacdo com o detergente. (B) SDS-PAGE
das fragGes correspondentes aos picos apresentados no cromatograma. A seta azul mostra a altura
esperada para as bandas da proteina de fusdo (~ 50 kDa).
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LDAO
(A) Cromatograma
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Figura 2.9: Purificacdo da construcdo MBP-CALX,7,-335 com LDAO. Lavagem e eluicdo realizadas
em presenca de LDAO. Fracdes coletadas durante gradiente de 10 a 500 mM de imidazol. Eluigao
em ~300 mM de imidazol a temperatura ambiente. (A) Cromatograma da purificagao por afinidade
em resina Ni®"-NTA apds solubilizagio com o detergente. (B) SDS-PAGE das fracdes
correspondentes aos picos apresentados no cromatograma. A seta azul mostra a altura esperada
para as bandas da proteina de fusdo (~ 50 kDa).

2.2.2.3 Clivagem da MBP utilizando trombina

O teste de clivagem do tag de MBP com trombina foi realizado na presenca de 0,025 mM
de triton X-100 (Figura 2.10A e 2.10B), variou-se a relagdo proteina:protease e o
tempo de incubacdo. Em todos os testes ocorreu leve formacdo de precipitado apos
incubagcdo e agdo da protease. Os detalhes da metodologia sao descritos na Segao
2.1.4.2.
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A Figura 2.10A apresenta claramente o desaparecimento da banda da proteina
de fusdo (~50 kDa) e o aparecimento de duas novas bandas (~45 kDa e ~14 kDa) em
funcdo do tempo de incubacdo e da concentracdo de trombina. Porém a clivagem
completa so6 foi observada apds 72 horas de incubacdo com trombina. Esses parametros,
no entanto, ndo sdo ideais uma vez que é notado degradacdao da amostra incubada por
72h a 37°C na auséncia de protease (Figura 2.10B). Observa-se ainda que até a banda
da proteina clivada (~14 kDa) torna-se menos intensa apds 72h de incubacao (Figura
2.10A a 72h comparado aos demais tempos). Na Figura 2.10C é apresentado o ensaio
de Western blotting que confirma a clivagem pela trombina e a liberagdo da proteina de
interesse (banda em ~14 kDa). O peso esperado para CALX,72-335 € 8,1 kDa (TMH5-XIP
+ his-tag), no entanto a proteina clivada migrou como se fosse uma proteina de ~14
kDa. Esta migracdo anomala pode ser explicada pela presenca de triton X-100 nas
amostras utilizadas para SDS-PAGE. O detergente SDS presente no tampdo de amostra

65

pode ndo ter sido substituido completamente °°, consequentemente a proteina pode

migrar de forma ndo proporcional a sua massa molar.

Dentre as condicOes apresentadas, a relacdo 1:1 proteina:protease e incubacgdo
por 4 h se destacou (ver Secdao 2.1.4.2 para detalhes) pelo fato de ter resultado na
mesma quantidade aparente de proteina clivada que as demais condigdes mas em menor
quantidade de proteina degradada e/ou agregada (bandas acima de 17 kDa) (Figura
2.10).
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Figura 2.10: Teste de clivagem da fusdo MBP-CALX,7,.335 com trombina. Clivagem realizada na
presenca de 0,025 mM de tritonX-100. (A) SDS-PAGE para os ensaios realizados a 37°C: Relagdo
proteina:protease: 1:1 (1x), 1:5 (5x) e 1:10 (10x) (w/w). Tempo de incubacdo para clivagem: 4h,
5h, 6h, 18 e 72h. (B) SDS-PAGE dos controles para os ensaios realizados a 37°C: Tempo de
incubacdo em banho a 37°C: Ctrl (Oh), 4h, 5h, 6h, 18h e 72h. (C) Western blotting anti-his:
Tempo de incubagdo para relagdo proteina:protease 1:1 e controles. A banda da construgdo
CALX37,-335 na auséncia de MBP deve corresponder a aproximadamente 8,1 kDa. As setas azuis
mostram a altura esperada para as bandas da proteina de fusdo (~ 50 kDa), as vermelhas a altura
para as bandas da MBP (~45 kDa) e as verdes a altura para as bandas da TMH5-XIP (~ 14 kDa).

2.2.2.4 Tentativas de purificacdo do fragmento CALX>7,-335 apds clivagem

Devido a clivagem incompleta do tag de MBP foi necessario buscar formas de separar o
fragmento CALX»7,-335 (forma clivada) da MBP e da proteina de fusdo. Todos os testes de
purificacdo foram realizados de forma isocratica, sem o uso do FPLC. Essa abordagem foi
escolhida devido as dificuldades como, por exemplo, entupimento da coluna e vazamento
da bomba peristaltica ocorridas durante a recirculacdo overnight da amostra com auxilio

da bomba peristaltica. Sendo assim, no lugar de recircular, a amostra foi incubada com a
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resina por 18 horas sob agitacdao por inversdo, e purificacdo por fluxo gravitacional
(detalhes na Segao 2.1.5).

2.2.2.4.1. Testes com LDAO

Em ambos ensaios realizados com LDAO (detalhes na Segao 2.1.5.1 itens a e b) ocorreu
precipitacdo severa durante a clivagem. Mesmo assim, para o teste na presenca de 0,1
mM de LDAO (Segao 2.1.5.1 item a), o sobrenadante do produto de clivagem foi
submetido a cromatografia por exclusdo de tamanho, Superdex 75, para separar todas
as espécies: MBP, micela vazia, micela com proteina de fusdo e micela com a proteina
clivada. No entanto, ndo se detectou o fragmento CALX;7,-335 em nenhuma das fragdes
coletadas (Figura 2.11) e ndo foi possivel separar as demais espécies presentes. A
dificuldade na observacdao das bandas pode ser associada a baixa concentragdo de

proteina clivada.
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Figura 2.11: Cromatografia por exclusdo de tamanho para separar o fragmento CALX>7,-335 da
fusdo MBP-CALX>75.335. (A) Cromatograma da Superdex 75 com 0,1 mM de LDAO apds clivagem
com trombina. (B) SDS-PAGE das fragdes correspondentes aos picos apresentados no
cromatograma. A seta azul mostra a altura esperada para as bandas da proteina de fusdo (~ 50
kDa) e a vermelha a altura para as bandas da MBP (~45 kDa).
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No teste com LDAO na presenca de 43,4 mM do detergente utilizando a MBP-trap
(Secdo 2.1.5.1 item b), as espécies formadas apds clivagem eluiram todas juntas
durante a lavagem com tampao A (detalhes Se¢ao 2.1.5.1 item b). Isso mostra que
tanto MBP clivada quanto proteina de fusdo ndo interagiram com a coluna, indicando que

0 excesso de detergente inibiu a adsorcdo a coluna (dados ndao mostrados).

2.2.2.4.2 Testes com triton X-100

Para tentar contornar a formagao de precipitado durante a clivagem do tag de MBP com
trombina (Segdao 2.2.2.3), uma etapa de purificacdo com MBP-trap antes da clivagem foi
realizada a fim de diminuir os contaminantes que poderiam estar induzindo a
precipitacdo (Secao 2.1.5.2). Além dos contaminantes, a formacdo de precipitados
durante a clivagem da construgdao MBP-CALX57,.335 com trombina também poderia ser
explicada pela baixa relacdao detergente:proteina utilizadas no ensaio, 0,025 mM de triton
X-100, ou seja, abaixo da CMC (Tabela 2.2). Dessa forma, para avaliar se a
concentragdo de detergente poderia afetar a formagdo de precipitado durante a
clivagem, o teste de clivagem foi realizado na presenga de 0,025 mM e 1,65 mM de triton

X-100 (detalhes Segao 2.1.5.2 itens a e b, respectivamente).

Na Figura 2.12 sdo apresentadas as duas etapas de purificacao por afinidade da
construcdo MBP-CALX>7;-335 solubilizada com triton X-100, A primeira etapa foi em resina
de niquel, e a segunda em uma coluna MBP-trap. A MBP-trap separou de forma mais

eficiente a proteina de fusdo dos contaminantes (Figura 2.12).

Purificagdo Purificagdo
Ni-NTA MBP-trap
I ) = \
’\C)@ \‘0() P
kDa MW FT Lavagem o Eluigdo

—
i i"\é
o

Figura 2.12: Purificacdo da constru¢cdo MBP-CALX>7,-335 com 0,025 mM de triton X-100. Utilizou-se
duas colunas de afinidade de forma isocratica a temperatura ambiente. A canaleta FT corresponde
as fragGes que ndo adsorveram na coluna Ni-NTA ou MBP-Trap. Nas canaletas correspondentes a
“purificacdo Ni-NTA” e “purificacdo MBP-trap” foram aplicadas fracGes eluidas durante as etapas de
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lavagem e eluicdo com Imidazol (Ni-NTA) ou maltose (MBP-Trap). A seta azul mostra a altura
esperada para as bandas da proteina de fusdo (~ 50 kDa).

A construcdo MBP-CALX,7,-.335 eluida da coluna MBP-trap (Figura 2.12) foi
incubada com trombina na presenca de 0,025 mM ou 1,65 mM de triton X-100 (Segao
2.1.5.2). A condigdo com 1,65 mM de triton X-100, apresentou menor formagdo de

precipitado, porém ndo o extinguiu.

O sobrenadante do ensaio de clivagem na presenca de 0,025 mM de triton X-100
foi aplicado em uma coluna de exclusao de tamanho, Superdex 200 (Figura 2.13).
Observou-se que a proteina de fusao (Figuras 2.13B e 2.13C, bandas em ~50 kDa nas
fracGes 8-10) co-eluiu junto a construgdo CALX;7,.335 clivada (Figuras 2.13B e 2.13C,
bandas em ~14 kDa nas fracGes 8-10). Além disso, a construcdo clivada e a proteina de
fusdo co-eluiram no volume morto da coluna (Figura 2.13A), indicando a formagdo de
agregados de alto peso molecular. A MBP sozinha foi encontrada no segundo pico
(Figura 2.13A, fracbes 15 e 16) enquanto que a construcdao CALX372.335 nao foi

observada isolada.
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Figura 2.13: Cromatografia por exclusdo de tamanho com 0,025 mM de triton X-100 para separar
o fragmento CALX,75.335. (A) Cromatograma da corrida com Superdex 200 apds clivagem com
trombina. (B) SDS-PAGE das fragdes correspondentes aos picos apresentados no cromatograma:
(A) amostra purificada antes da clivagem; (B) amostra A concentrada em Amicon; (C) amostra
apos a clivagem com trombina antes de ser filtrada; (D) amostra C apos ser filtrada em filtro de
0,22 uM, amostra aplicada na coluna Superdex 200 (sobrenadante). (C) Western blotting das
amostras aplicadas no SDS-PAGE apresentado em (B). As setas azuis mostram a altura esperada
para as bandas da proteina de fusdo (~ 50 kDa), a vermelha a altura para as bandas da MBP (~45
kDa) e as verdes a altura para as bandas da TMH5-XIP (~ 14 kDa).

O experimento analogo realizado na presenca de 1,65 mM de triton X-100
(Figura 2.14), demonstrou que a proteina de fusdo continua co-eluindo com a
construcdo clivada no volume morto da coluna (Figura 2.14A, primeiro pico e Figura
2.14B, bandas ~50 kDa e ~14 kDa nas fragdes 8 - 10) e, mais uma vez a construgdo
CALX>7»-335 ndo foi isolada em nenhuma fracdo (Figura 2.14B, auséncia de bandas em
~14 kDa nas demais fracdes). Estes resultados sugerem que as proteinas de fusdo e

clivada formam agregados de alto peso molecular.
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Figura 2.14: Cromatografia por exclusdo de tamanho com 1,65 mM de triton X-100 para separar
o fragmento CALX>7,-335 da fusdo MBP-CALX>7,-335. (A) Cromatograma da corrida com Superdex
200 apos clivagem com trombina. (B) SDS-PAGE das fragdes correspondentes aos picos
apresentados no cromatograma.

2.2.2.4.3. Teste de purificacdo sem detergente

Assumindo que a proteina de fusdo MBP-CALX,7,-355 permaneceria em solucdo mesmo na
auséncia de detergente devido a elevada solubilidade da MBP, realizou-se um teste
aplicando detergente apenas para solubilizar a proteina da membrana apds a lise das
bactérias, e removendo-se o detergente durante a etapa de lavagem em resina de

niquel.

A construcdo MBP-CALX»72-335 foi eluida da resina de niquel na auséncia de
detergente (Secao 2.1.5.3), e as etapas de purificacdo subsequentes foram realizadas
na auséncia de detergente. Em nenhuma dessas etapas foi observada precipitacdo e em
todas observamos a presenca da proteina de fusdo (Figura 2.15), mostrando que MBP é
um bom tag de solubilizacdo. E interessante notar que a intensidade da banda devido a
fusdo MBP-CALX,7,-335 observada em 50 kDa (Figura 2.15, canaleta A comparada a

canaleta B) é a mesma que observada nas purificagdes anteriores (Figura 2.12).
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20,1 de forma isocratica. (A) amostra do eluato da coluna Ni-
NTA; (B) eluato da coluna MBP-trap; (C) amostra de B
concentrada em Amicon. A seta azul mostra a altura
142 / esperada para a banda da proteina de fusdo (~ 50 kDa).
I

-

Considerando-se que a purificagdo na auséncia de detergente foi bem sucedida, a
proteina purificada foi submetida a clivagem com a trombina, na auséncia detergente.
Nessa condicdao observou-se severa precipitagdo como esperado, visto que o tag de
solubilizagdo (MBP) foi separado da proteina de interesse. Amostras do precipitado foram
solubilizadas com 41,3 mM de triton X-100 e submetidas a SDS-PAGE.
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Conforme mostra a Figura 2.16, observou-se que o precipitado formado (faixa P
- 0Oh) consistia predominantemente de proteina clivada (banda ~14 kDa), proteina de
fusdo (~50 kDa) e MBP (~45 kDa). Observou-se ainda que a cinética de solubilizacdo
com o detergente adicionado favoreceu a solubilizacdo de todas as proteinas como um

todo, ndo ocorrendo solubilizacdo seletiva da proteina de interesse.

Um teste utilizando uréia ao invés de triton X-100 para solubilizar o precipitado e
separar a proteina CALX;7,-335 da fusdo MBP-CALX;7,-335 foi realizado (Secdao 2.1.5.4),
mas néo foi conclusivo, possivelmente devido a baixa quantidade da construgdo CALX,7-

335 isolada que ndo foi observavel em gel SDS-PAGE (dados ndo mostrados).
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Figura 2.16: SDS-PAGE da cinética de solubilizacdo do precipitado formado apés clivagem. (A)
Proteina de fusdo purificada apds colunas de afinidade, Ni-NTA e MBP-trap, respectivamente; (B)
Sobrenadante do produto de clivagem com trombina. As canaletas seguintes apresentam o padrao
de migragdao de amostras de P (precipitado) e S (sobrenadante) durante 0 a 4 horas de
solubilizagdo do precipitado total (P - Oh) com 41,3 mM de triton X-100. A seta azul mostra a
altura esperada para as bandas da proteina de fusdo (~ 50 kDa), a vermelha a altura para as
bandas da MBP (~45 kDa) e a verde a altura para as bandas da TMH5-XIP (~ 14 kDa).
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2.3. CONCLUSOES PARCIAIS E PERSPECTIVAS

O fragmento CALX;7,-335 em fusdao com MBP expressa bem. Para que a primeira etapa de
purificacdo seja bem sucedida é essencial recircular a amostra na coluna de afinidade
Ni**-NTA, e realizar todas as etapas de cromatografia em sistema FPLC. A adi¢do de uma
segunda etapa de purificagdo com a coluna MBP-trap ajuda a retirar impurezas, mas ndo
€ essencial para a purificagdo. Esta coluna ndo foi eficiente para separar a proteina
clivada da ndo clivada apos a clivagem. Nitidamente, a trombina é mais eficiente do que
a protease fator-Xa para clivar o tag de MBP, e a trombina é menos afetada pelo
detergente utilizado, seja LDAO ou triton X-100. O tag de MBP auxiliou a solubilizacao e
estabilizacdo em solugdo da proteina alvo na auséncia de detergente. De modo geral, ha
dificuldades marcantes para clivar o tag de MBP e isolar a construgdo CALX375-335,
principalmente devido a presenca de contaminantes e formacdo de precipitado e

agregado em solugao.

O ensaio utilizando ureia para solubilizacdo dos precipitados e agregados
formados apds a clivagem precisa ser repetido, corrigindo-se a concentracdo de proteina
aplicada para visualizacdo no SDS-PAGE. A utilizacdo de outro desnaturante, como
guanidina, também pode ser uma alternativa a ureia para a solubilizacdo dos
precipitados e agregados sollveis. Alternativamente, o fragmento CALX,7,.335 poderia ser
expresso sem tag de MBP, sendo retirado de corpos inclusdao com auxilio de um

desnaturante para posterior reconstituicdo em um sistema mimético de membrana.
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3. DETERMINACAO ESTRUTURAL DE XIP

3.1. MATERIAIS E METODOS

O peptideo, XIP (Esquema 3.1), foi sintetizado pela empresa Biomatik com modificacoes
de acetilagdo no N-terminal e amidacdo no C-terminal. O peptideo foi analisado por

espectroscopia de dicroismo circular (CD) e de ressonancia magnética nuclear (RMN).

Como mencionado anteriormente (Secao 2.2), XIP é rico em residuos carregados
positivamente. A sequéncia e estrutura primaria do peptideo estdao mostradas no

Esquema 3.1.

Sequéncia: Ac-RRLLVYKYMDKNYRVNKRG-NH,

HN AH:

Esquema 3.1: Sequéncia e estrutura primaria de XIP.

3.1.1. Espectroscopia de Dicroismo Circular (CD)

As medidas de CD foram realizadas no equipamento Jasco J815 (Jasco) em duas
temperaturas diferentes, 7 e 25 °C, utilizando cubeta de quartzo (Hellma) com caminho
optico de 1 mm. Os espectros foram adquiridos com velocidade de 20 nm/min de 190 a
300 nm, com resolucao de 1 nm e um total de 3 acumulagdes por ponto. As amostras
utilizadas continham 100 uM do peptideo (XIP) em tampado fosfato de sédio 2 mM em pH
6,3 com 0,1 % de azida de sdédio para evitar o crescimento de bactérias. O espectro do

tampéo (branco) foi subtraido do espectro da amostra.
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3.1.2. Espectroscopia de Ressondncia Magnética Nuclear (RMN )

Os deslocamentos quimicos, determinados por assinalamento manual das cadeias
laterais nos espectros de 2D H-'H-TOCSY, '3C-HSQC e '*N-HSQC, e o assinalamento
automatico das correlagdes 'H-'H nos espectros de 2D 'H-'H-NOESY desempenhado por
CYANA ¢, foram utilizados posteriormente no célculo para determinacdo estrutural de
XIP.

3.1.2.1. Aquisi¢cdo e processamento dos espectros

As amostras para RMN foram preparadas contendo 1 mM de XIP em tampao fosfato de
sodio 20 mM em pH 6,3 com 0,1 % de azida de so6dio em agua/D,0 (9:1) ou em agua
deuterada. Os experimentos foram realizados a 7 °C no espectrometro Bruker Avance III
de 800 MHz equipado com sonda criogénica, e pertencente ao Centro Analitico de
Instrumentacdo da USP. Os experimentos realizados foram 2D 'H-'H-TOCSY, 2D 'H-H-
NOESY e N-HSQC em H,0, e *C-HSQC em H,0 e D,0. O espectro 2D 'H-'H NOESY foi
adquirido como uma matriz de 1024x450 pontos complexos, com pré-saturagao do sinal
da agua por um pulso de 50 Hz, e NOE mixing time de 250 ms. Os dados foram
apodizados com uma fungdo cosseno ao quadrado, e completados com zeros até formar
uma matriz de 2048x2048 pontos. Os pontos devido ao filtro digital foram deslocados
para o final do FID antes da realizacdo da transformada de Fourier. O espectro de 2D
TOCSY foi adquirido como uma matriz de 1024x191 pontos complexos utilizando
excitation sculpting para remover o sinal da dgua, e um campo de spin-lock de 10417 Hz
(24 us) durante 70 ms para o periodo TOCSY. Os dados na dimensao indireta foram
estendidos por predicao linear de 128 pontos complexos, multiplicados nas duas
dimensGes por uma fungdo cosseno e completados com zeros até uma matriz de
2048x2048 pontos. Assim como no caso do NOESY, os pontos devido ao filtro digital
foram deslocados para o final de cada FID antes da transformada de Fourier. Os
espectros de ®N-HSQC e '3C-HSQC foram adquiridos em abundancia natural, utilizando
uma sequéncia de pulsos com sensitivity-improvement e selecdo de coeréncia por
gradientes, como matrizes de 768x128 pontos complexos. Os dados foram multiplicados
por uma fungdo cosseno nas duas dimensGes e preenchidos com zeros até 2048x256
pontos. O espectro de *C-HSQC para observar sinais aromaticos foi adquirido da mesma
forma, exceto pelo fato de que os pulsos em carbono foram posicionados em
aproximadamente 112ppm. Os espectros obtidos foram processados utilizando o
software NMRPipe .
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3.1.2.2. Determinagao dos deslocamentos quimicos

O assinalamento manual para determinagdo dos deslocamentos quimicos (Secao
3.1.2.1) foi realizado através da andlise de espectros 'H-'H TOCSY e 'H-'H 2D NOESY
utilizando o software CcpNmr Analysis ®8. A numeracdo adotada para o peptideo assume
gue o primeiro residuo é a modificagdo Ac, assim, a Arginina foi considerada o segundo
residuo (Esquema 3.1). O assinalamento das frequéncias de ressonancia dos nucleos de
13C (Ca, CB, Cy, Cd e Ce) e N foi realizado a partir de analise dos espectros *C-HSQC e

15N-HSQC, respectivamente.

3.1.2.2.1. Assinalamento da cadeia lateral

As regides dos HN, hidrogénios amidicos da ligacdo peptidica (A), dos He de Argininas
(B), dos H§ de Asparaginas (C), dos HN.n;, hidrogénios amidicos provenientes da
modificagdo no C-terminal (D) e dos HS e He, aromaticos, das Tirosinas (E) podem ser
observadas na comparacao entre os espectros de TOCSY e NOESY (Anexo 6.2). Apesar
de haver intensa sobreposicdo de picos em diversas dessas regides, os espectros estdo
bem resolvidos e é possivel observar todas as regides esperadas para os residuos de XIP,

exceto a metila da acetilagdo do N-terminal.

Os deslocamentos quimicos das cadeia laterais na regido (A) foram determinados,
primeiramente, assinalando as metilas de Leucinas e Valinas que apresentam
deslocamentos quimicos caracteristicos em torno de 0,9 - 1 ppm ®°. A diferenciagdo dos
residuos foi feita com base em NOEs com o residuo vizinho, observados no espectro de
NOESY (Anexo 6.2 I - NOEs do 'HN da Val6é com 'HB, Hy e 'H§ da Leu5). Apds o
assinalamento das correlagdes 'H-'H dos primeiros residuos, os demais foram
assinalados no espectro TOCSY com base nos deslocamentos quimicos de referéncia ® e
nos NOEs com residuos vizinhos. Os principais NOEs observados foram de Hai-'HNiy4
(Anexo 6.2 II) e 'HN-'HNi;, em que i é a posicdo do residuo na sequéncia e i+1 é o
residuo seguinte (Anexo 6.2 III). A regido préoxima a 8,38 ppm bem como a regido
proxima a 7,98 ppm apresenta sobreposicdo de picos correspondentes aos residuos
Lys12, Asnl13, Asnl7, Argl9 e Gly20, e Tyr9, Metl0, Argl5 e Vall6, respectivamente
(Anexo 6.2A). Porém conhecendo-se as correlagdes esperadas para cada sistema de
spin e os deslocamentos quimicos de referéncia ® foi possivel distinguir a maioria dos

picos sobrepostos.

Analisando os deslocamentos quimicos na regido dos 'Hoa das Argininas, foi
possivel distinguir as correlacdes Ha-'He das Argininas 2 e 15 com clareza. As
correlagdes das Argininas 3 e 19 apresentaram maior sobreposicdo, porém a distingdo
pode ser feita pela andlise das correlagdes 'Hp-'He e *Hy-'He (B). As correlagdes dos *Hp-

'H5 das Asparaginas sdo bem claras e foram possiveis de serem assinaladas (C),
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possibilitando determinar também os deslocamentos quimicos dos *>N&, das Asparaginas
no espectro °>N-HSQC. Os deslocamentos dos hidrogénios aromaticos dos residuos de
tirosina foram assinalados diretamente no espectro NOESY (E). A distingdo entre eles foi
feita pelas correlagdes entre 'Hd; (Anexo 6.2 IV) e 'He; (Anexo 6.2 V) e 'Ho; e *Hp;,

respectivamente.

Os assinalamentos das correlagdes observadas nos espectros >N-HSQC (Anexo
6.3) e *C-HSQC (Anexo 6.4) foram realizados por transferéncia do assinalamento dos
deslocamentos de hidrogénio dos espectros de TOCSY e NOESY. Correlacdes °Ne-'He das
Argininas 2, 3 e 19 ndo foram assinaladas devido a sobreposicdo dos deslocamentos
quimicos do *N¢ (1) (Anexo 6.3 - I). E importante notar que, como as ressonancias do
5Ne das argininas normalmente situam-se na faixa de 80 ppm, estes sinais foram
rebatidos dentro do espectro de '*N-HSQC (aliasing). Como mencionado, os N& das
Asparaginas foram possiveis de diferenciar e assinalar (Anexo 6.3 - II). Os
deslocamentos obtidos a partir das correlagdes *HN.mi-'HN.mi observadas nos espectros
de TOCSY e NOESY (Anexo 6.2 - D) foram utilizados para assinalar os picos presentes
no ®N-HSQC (Anexo 6.3 - III).

O pico correspondente a correlagdo **C-'H da metila do grupo acetil adicionado ao
N-terminal pode ser observado proximo a 2 ppm na dimensdo de hidrogénio (w,) e 25
ppm na dimensdo de carbono (w;). A sobreposicdo de picos correspondente as cadeias
laterais das Argininas e Lisinas no espectro **C-HSQC dificultou o assinalamento concreto
das ressonancias de '3C destas cadeias laterais (Anexo 6.4B). Correlacdes *3Co-'Hd e
13Ce-'He, aromaticos, da Tyr7 foram assinaladas no espectro de '3C-HSQC, porém a
sobreposicdo das correlacdes das Tirosinas 9 e 14 ndo permitiram o seu assinalamento
(Anexo 6.5), indicando que suas cadeias laterais experimentam o mesmo ambiente

guimico.

3.1.2.2.2. Assinalamento da cadeia principal

Correlagdes de carbonos alpha no espectro 3C-HSQC foram assinaladas a partir dos
deslocamentos dos Ho assinalados no espectro TOCSY e com base nos deslocamentos
quimicos de referéncia para carbonos ®° (Anexo 6.4A). Algumas sobreposi¢des de picos
foram observadas para os Ca das leucinas e argininas. Os picos atribuidos aos **Ca das
Asparaginas s6 foram assinalados no espectro do experimento de **C-HSQC em D-0, pois
o sinal da agua atrapalhou a observagao desses picos nos experimentos em H,O (Anexo
6.4A, destaque).

Foi possivel assinalar todas as correlagdes '°N-'H da ligacdo peptidica no
experimento de >N-HSQC. Sobreposigdo dos deslocamentos de *HN na regido em torno
de 8,4 ppm na dimensdo de hidrogénio (w,) (TOCSY e ®N-HSQC) dificultou a atribuicdo
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de assinalamento dos picos, mas o assinalamento da correlagdo °N-'H da Gly20 é
bastante claro devido ao deslocamento quimico caracteristico de >N de glicinas ©°

(Anexo 6.3B).

3.1.2.3. Assinalamento automatico dos NOEs - CYANA 2.1

O assinalamento dos NOEs foi realizado de forma automatica com auxilio do software
CYANA versdo 2.1 °¢. O programa CYANA utiliza um algoritmo para automatizar o
assinalamento dos NOEs observados no espectro NOESY. A automatizacdao desses
assinalamentos e o calculo da estrutura sdo realizados em sete ciclos de iteracdo, em
cada ciclo sdo calculadas 100 estruturas para o assinalamento corrente. A avaliacao dos

assinalamentos é realizada por uma pontuacdo Py °°:

Pior = shift X Pstructure X Pnetwork ~ (Equagéo 3.1).

Pwt € calculado com base em trés subcritérios. Psni € @ probabilidade de que o
assinalamento esteja correto com base em uma distribuicdo gaussiana de probabilidades
dos deslocamentos quimicos, calculada considerando-se o deslocamento quimico
fornecido e a tolerdncia permitida para cada pico. Psiucture € @ probabilidade de que o NOE
assinalado esteja de acordo com n estruturas dentre os N modelos de menor target
function calculados no ciclo anterior (Pstructure = N/N). Pretwork € @ probabilidade das
possibilidades de assinalamento de cada pico concordarem com o assinalamento de todos
os nucleos envolvidos direta ou indiretamente ao nucleo relacionado ao pico analisado,
ou seja, € a probabilidade de concordancia do assinalamento proposto com os demais
sem violar nenhum deles dentro da tolerancia estabelecida. Este conceito é conhecido
como network anchoring. Ao final dos sete ciclos, sdo selecionadas os 20 modelos

estruturais usando apenas os assinalamentos de restrigdo de distancia ndo ambiguos.

Para calcular a estrutura, CYANA baseia-se em informagdoes da sequéncia de
aminoacidos do alvo em estudo, deslocamentos quimicos, restricbes de angulos diedrais
e na lista de picos coletados no espectro NOESY com informacgdes de volume e

6. Os deslocamentos fornecidos foram os obtidos dos

intensidade de cada pico
assinalamentos dos espectros TOCSY, NOESY, °*N-HSQC e 3C-HSQC (Secdo 3.1.2.2), e
exportados de CcpNmr Analysis ®8 no formato XEasy pelo FormatConverter. As restricdes
de angulos diedrais (¢ e y) fornecidas foram determinadas por TALOS+ 7°. TALOS+ é um
programa que prediz tor¢ées dos angulos ¢ e y a partir de informacbes de deslocamentos
quimicos dos nucleos *HN, '°N, *3Ca e 3Cp e da sequéncia de aminodcidos do alvo em

estudo. Os deslocamentos quimicos fornecidos para TALOS+ foram exportados de

78



CcpNmr Analysis no formato TALOS pelo FormatConverter. Os volumes e as intensidades
dos picos da lista de NOEs coletados do espectro NOESY foram previamente recalculados
utilizando Peak fit e Gaussian, respectivamente, e posteriormente exportados no formato
NMRView. Foram fornecidos para CYANA um total de 610 NOEs do espectro em H,O.
Devido as modificacbes, acetilagdo no N-terminal e amidacao no C-terminal, em XIP, a
biblioteca de topologia de CYANA (cyana.lib) foi modificada adicionando-se as
terminagdes Ac e NH, como novos residuos. As tolerancias dos deslocamentos quimicos

foram estabelecidas em 0,010 e 0,020 na dimensado direta e indireta, respectivamente.

3.1.3. Refinamento da estrutura de XIP em agua

Os 20 modelos estruturais calculados por CYANA foram refinados em solvente explicito
com auxilio do programa HADDOCK versdo 2.2 . HADDOCK é um programa que utiliza
estruturas cristalograficas e de RMN para realizar calculos de docking de complexos
proteina-proteina em Aagua. Aqui, HADDOCK foi utilizado para refinar em &gua os
modelos gerados por CYANA. Além dos modelos, outro tipo de restricdo fornecido ao
HADDOCK sdo as de angulos diedrais obtidos por TALOS+ no formato TBL.

O protocolo utilizado para o refinamento consiste em utilizar apenas a etapa final
do protocolo comum de docking ’!, que consiste em uma dindmica molecular (MD) com
campo de forca OPLSX. Para cada modelo o programa adiciona uma camada de
moléculas de agua do tipo TIP3P com 8 A de espessura em torno de XIP. A MD realizada
apresenta trés etapas, com tempo de integracdo de 2 fs em espaco cartesiano. A
primeira € uma etapa de aquecimento de 2000 passos em que a temperatura é
aumentada em degraus de 100, 200 e 300 K. Na segunda etapa, a temperatura se
mantém constante em 300K durante os 5000 passos. Na terceira e Ultima etapa, o
sistema é resfriado de 300 a 100 K em 5000 passos. As estruturas refinadas por
HADDOCK foram avaliadas quanto & estereoquimica utilizando RamPage 72, as violagdes
de restrigdes de distdncia e angulos diedrais. A convergéncia do calculo foi avaliada pelo

RMSD da cadeia principal e dos dtomos pesados calculado com Profit 3.
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3.2. RESULTADOS E DISCUSSAO

Anteriormente, a regido correspondente ao XIP ja foi representada por uma hélice ”* e,
como mencionado, acredita-se que esta regido esteja envolvida na regulagdo do trocador
2444 A fim de obter informacdes sobre a estrutura dessa regido para tentar esclarecer a
sua forma de atuacdo na regulagado do trocador, foram realizados ensaios de dicroismo
circular (CD) e ressonancia magnética nuclear (RMN) para caracterizar a estrutura de um

segmento peptidico correspondente ao XIP em solugcdo aquosa.

Os espectros de CD de XIP em tampd&o fosfato adquiridos a 7 °C e 25 °C mostram
uma banda positiva proxima a 195 nm, que é caracteristica de formacgdo de estrutura
secundaria do tipo a-hélice ou fita-p (Figura 3.1A). Porém, analisando o espectro como
um todo, ndo é evidente qual estrutura secundaria o peptideo assume, uma vez que
nenhum dos perfis de estruturas modelo s3ao observados nos espectros obtidos (veja
Figura 3.1B). Dessa forma, é dificil determinar a estrutura que o peptideo assume a
partir de uma interpretacdo qualitativa destes espectros. Servidores de andlises para
deconvolugao de espectros de CD nao apresentam bancos de dados suficientemente
amplos para peptideos, o que prejudica a confiabilidade da deconvolugdo espectral do

espectro de CD neste caso.

Alternativamente, comparou-se os espectros adquiridos a outros presentes na
literatura (Figura 3.1B e 3.1C). Apesar da banda positiva em 195 nm também ser
caracteristica de folhas-p, esta estrutura foi descartada pois o espectro ndo apresenta
uma banda negativa pronunciada em aproximadamente 216 nm. Portanto, frente as
demais estruturas possiveis duas que chamam a atencdo sdo a-hélice e 31p-hélice. Tendo
em vista que o espectro de CD de XIP ndo apresenta um perfil tipico de a-hélice, espera-
se que seja uma estrutura 3i0-hélice ou uma composicdo das duas. Toniolo, Formaggio e
Woody discorreram sobre a analise e interpretacdo de perfis de espectros de CD para

diversos peptideos 7°

. Para a estrutura 3ip-hélice, evidenciaram bandas caracteristicas
em 195 nm (positiva), 203 nm (negativa) e ainda um ombro negativo em
aproximadamente 222 nm ’® (Figura 3.1C). A descricdo do espectro para uma 31o-hélice
€ consistente com o espectro de CD de XIP, indicando que o peptideo poderia assumir

uma conformacao de 3;p-hélice em agua a 7 °C.
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Figura 3.1: Perfis espectrais de dicroismo circular de XIP e de referéncia. (A) Sobreposicdo dos
espectros dos adquiridos a 7 (azul) e a 25 °C (vermelho). (B) Perfil ideal para as estruturas
secundéria mais comuns. Reprodugdo de Corréa, 2009 7. (C) Perfil esperado para peptideo em
conformacdo de 3;¢-hélice. Retirado de Toniolo, 1996 75,

O aumento da temperatura para 25 °C causou a diminuicdo da intensidade da
banda de CD em 195 nm, o que indica perda de estrutura com aumento da temperatura.
Desse modo, pode-se dizer que a estrutura do peptideo ndo é termicamente estavel.
Tendo em vista que peptideos pequenos sdo, geralmente, flexiveis, a estabilizacdo de
uma estrutura a 7 °C e desestabilizacdo com o aumento da temperatura é esperado.
Conclui-se, a partir da analise destes espectros de CD, que o peptideo é termicamente
instdvel e assume uma estrutura de 3io-hélice a 7 °C. De acordo com Formaggio e
colaboradores 2000, peptideos com até 8 residuos podem assumir estrutura 3i9-hélice,
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porém peptideos maiores tendem a formar a-hélices Sendo assim, para obter
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informacdes sobre a estrutura de XIP em resolucdo atémica foi necessario resolver a sua

estrutura por medidas de RMN.

A fim de resolver a estrutura do peptideo por RMN, adquiriu-se espectros
bidimensionais *H-'H NOESY e *H-'H TOCSY em &gua e em D,0. O experimento 2D-'H-
'H-NOESY em D,0 ndo apresentou nenhum pico adicional em relagdo ao espectro
adquirido em agua. Portanto apenas dados extraidos dos espectros NOESY em H,0 foram
considerados e utilizados para o assinalamento dos NOEs e calculo de estrutura. Os
deslocamentos quimicos fornecidos para o assinalamento automatico e para a
determinacdo de restricdo de angulos diedrais foram obtidos dos assinalamentos
descritos na Secao 3.1.2.2. Do assinalamento automatico obteve-se um total de 542
picos dos 610 picos NOE coletados. Dos 68 picos do espectro de NOESY em H,0 que ndo
foram assinalados, dois correspondem a correlagdes 1Hyn2-1HnH2 devido @ modificacdo de
amidacao do C-terminal. Os demais correspondem a picos que que foram assinalados em
apenas um lado da diagonal ou a picos pouco definidos. A auséncia de 68 correlagdes
ndo assinaladas ndo prejudica a convergéncia do calculo. As 20 estruturas calculadas a
partir dos NOEs assinalados apresentaram target function médio de 0,50 + 2,16.1072 e
RMSD médio de 0,39 + 0,09 R para a cadeia principal e 1,31 + 0,11 A para atomos
pesados (valores fornecidos por CYANA). Nenhuma violagdo de distancia foi observada,
porém ocorreu uma violacdo de angulo, y da Val6. Dois clashes foram observados,
ambos entre atomos da cadeia lateral com carbono alpha do mesmo residuo. A fim de
melhorar a estéreoquimica, as estruturas foram refinadas em agua com dinamicas
moleculares curtas em solvente explicito como descrito na Secao 3.1.3. As estatisticas
finais das 20 estruturas sao mostradas na Tabela 3.1. O conjunto final de modelos
apresenta RMSD 0,49 + 0,12 A para a cadeia principal e 2,29 = 0,59 A para atomos
pesados. Os clashes observados nas estruturas iniciais foram resolvidos e nenhuma
violacdo de distancia foi observada, no entanto observou-se violagdes acima da

tolerancia de um angulo diedral em trés conférmeros.

O gréafico de Ramachandran das estruturas refinadas é mostrado na Figura 3.2A.
Apenas 0,3% dos residuos encontram-se em regido ndo permitida do diagrama de
Ramachandran. O residuo que se encontra em regido ndao permitida é a Arg3 em 10
modelos. De fato, restricdes de angulos diedrais da Arg3 e Arg2, foram violadas em trés
e dez modelos respectivamente. A maior parte dos residuos populam uma regido do
diagrama de Ramachandran que é tipica de hélice corroborando com o espectro de CD a
7°C. Entretanto comparando-se os valores de angulos referéncia para a-hélice e para 31o-
hélice (Figura 3.2B e Tabela 3.1) com os valores observados no grafico de

Ramachandran, ndo fica claro se a estrutura formada € uma 31p-hélice ou uma a-hélice.
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Tabela 3.1: Assinalamento e estatistica para estrutura

de XIP refinada em agua

Restricoes de distancia e diedral

RestricGes de distancia

NOEs totais 293
Intraresidual 127
Interresidual 166
Sequencial (]i -j| = 1) 103
Alcance médio (1 < [|i -j| < 5) 63
Alcance longo (]i -j| £ 5) 0
Intermolecular 0
Total de restrigdes de angulo diedral
¢ 17
" 17
Assinalamentos
Backbone (*°N, 'H)(%) 89,2
Cadeias laterais (*H)(%) 96,8

Total (*H, *°N, 3C)(%)

97,7 47,2 56,7

Estatisticas das estruturas calculadas *

ViolagGes

Distancia (> 0,5 A) 0

Angulo diedral (> 50) 1
Média dos valores de RMSD (A)

Atomos pesados 2,29 + 0,59

Backbone 0,49 £ 0,12
Ramachandran plot

Regido favoravel (%) 98,8

Regido permitida 0,9

Regido ndo permitida 0,3

* Estatisticas foram calculadas do ensemble das 20 estruturas refinadas por HADDOCK, todos os

valores calculadas sdo médios.

** Esta violagdo foi observada em 3 estruturas entre os residuos Arg2 e Arg3 (N-terminal de XIP).
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Figura 3.2: Graficos de Ramachandran de XIP e referéncia. (A) Ramachandran das estruturas
finais refinados por HADDOCK 2.2, plot realizado com RAMPAGE “2. (B) Destaque das regides no
Ramachandran para as estruturas secunddrias conhecidas. Reproduzido de Lovell, 2003 72,

Tabela 3.2: Pardmetros estruturais médios para 319- e a-hélices 7°

Parametro 3;0-hélice | a-hélice
o -57° -63°

P -30° -42°
N...O=C H-bond angle 128° 156°
Rotagdo (por residuo) 111° 99°
Translacdo axial (por residuo) | 1,94 A& 1,56 A&
Residuo por volta 3,24 3,63
Distancia 6,29 A 5,67 A

A andlise de NOEs sequenciais e de médio alcance identificados apds o
assinalamento dos NOEs é mostrada na Figura 3.3A. Observa-se que entre os residuos
12 e 14 ha interagdes do tipo Ha-HN;;> que sé é esperada para estruturas do tipo 3io-
hélice (Figura 3.3B) corroborando com os espectros de CD. Ainda, vé-se que ndo h3,
em nenhum segmento de XIP, interagdes do tipo Ha;-HN;;4 observadas apenas em
estruturas tipo a-hélice (Figura 3.3). Dessa forma, os espectros de CD obtidos e o
conjunto de estruturas calculado e refinado com dados de RMN (Figura 3.4) indicam que
XIP pode compreender uma estrutura de 3;ig9-hélice. Anadlise das estruturas com
Procheck-nmr também indicou a formagdo de uma hélice envolvendo os residuos 3-5 e

7-18 8. Entretanto, Procheck, n3o distingue hélices a e 3.
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Figura 3.3: Diagrama das interacbes sequenciais e de médio alcance 1H-1H dos NOEs. (A)
Diagrama para os dados obtidos apds assinalamento automatico dos NOEs de XIP em H,O por
CYANA (B) Diagrama referéncia retirado de Wagner, 1986 8,
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Figura 3.4: Modelos refinados em agua. (A) Sobreposicdo dos 20 modelos refinados em agua,
(B) Primeiro modelo usado como base dos calculos de RMSD, (C) Vista do N-terminal no modelo
mostrado em B e (D) Vista do C-terminal no modelo mostrado em B.

Espectros de RMN a 27 °C (dados ndo mostrados) foram adquiridos para a
determinacdo estrutural de XIP. No entanto, a predicdo de angulos ¢ e vy indicou uma
estrutura dinamica, e dessa forma o assinalamento automatico foi realizado sem
restricdes de angulos diedrais. Ao final do assinalamento, 481 picos foram assinalados
dos 556 picos coletados, sendo que do total de picos fornecidos 9 estavam previamente
assinalados (regido dos hidrogénios aromaticos das Tirosinas). Alguns NOEs

determinados eram ambiguos, porém todos envolvendo hidrogénios das cadeias laterais.

O target function médio foi de 1,95.10* £ 3,70.10™, porém os RMSDs médio se
mostraram altos (2,23 + 0,51 A para cadeia principal e 3,12 + 0,39 A para atomos
pesados) indicando que o calculo ndo convergiu, o que é consistente com a predicdo dos
angulos diedrais que indicou que a estrutura é dindmica. NOEs de médio alcance
indicativos de estruturacdo ndo foram observados como pode ser analisado no diagrama
(Figura 3.5A), evidenciando, também, a desestruturagdo de XIP nesta temperatura. Em
todos os modelos calculados XIP mostrou-se em conformacao estendida, com excecao a
uma dobra entre os residuos Met10 e Tyr14 (Figura 3.5B), que participam do conjunto
de NOEs ambiguos. Estes dados nao alteram a conclusdo de que XIP é desordenado a
27°C. Como observado no espectro de CD a 25°C (Figura 3.1A - curva vermelha) XIP

ndo é termicamente estavel.
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Figura3.5: Resultados das estruturas calculadas para XIP a 27 °C. (A) Diagrama para os dados
obtidos apods assinalamento automatico dos NOEs de XIP em H,O por CYANA. (B) Modelos
calculados apos assinalamento por CYANA. (C) Modelo apresentando os residuos Metl10 e Tyrl4,
mostrando a dobra em XIP.

Frente aos resultados de CD e RMN, bem como ao calculo e refinamento da
estrutura, XIP ndo assume estrutura secundaria a temperatura mais alta. Porém o fato
de apresentar estrutura a temperatura mais baixa pode indicar uma tendéncia de inter-
converter entre random coil e 31o-hélice, que poderia ser estabilizada em determinada
condicdo no contexto da proteina completa. Pode-se considerar, ainda, um efeito da

membrana na estabilizacdo de estrutura de XIP a temperaturas mais altas.

Estruturas de 3jp-hélices sdo observadas em composicdo com a-hélices ou em
segmentos curtos em proteinas globulares ®. Ainda permitem a manutenc¢do da forma

83, Essas

helicoidal durante conversdao para uma estrutura mais estavel, a-hélice
caracteristicas permitem especular sobre a conformacdo de XIP no contexto do trocador
completo (Figura 3.6A e 3.6B). Uma possibilidade é que TMH5-XIP seja uma hélice
Unica atravessando a membrana para o citosol como mostrado no primeiro modelo
(Figura 3.6A). Dessa forma, a estrutura dessa hélice Unica pode ser imaginada de
algumas formas: uma mistura de 31p- € a-hélice, ou XIP se enovelaria formando uma
continuacdo da a-hélice TMH5, ou ainda, XIP poderia ser uma continuagdo da TMH5 em
conformacdo de 3;g-hélice. Nesta situacdo, em que o segmento TMH5-XIP se mostra
como hélice Unica, esta regido poderia funcionar como uma alavanca e interferir na

conformacdo do dominio transmembranar durante os estados ativo ou inativo do
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trocador, o que explicaria seu papel na regulagdo alostérica do trocador.

Outro modelo pode ser levantado frente as caracteristicas de 3ip-hélices em
peptideos. Estas estruturas sdo observadas em membros da familia dos peptaibiotics que
interagem com a membrana (peptideos naturais com agdo antibidtica ricos em residuos
Aib) 8. Apesar de XIP ndo apresentar residuos Aib e nem atividade antimicrobiana, ele
se localiza proximo a membrana, sugerindo que XIP poderia interagir com a membrana.
Uma analise da estrutura de XIP que mostra os aminoacidos carregados encontram-se
em uma das faces do modelo (Figura 3.6C), contribuindo com a possibilidade de
interacdao com a membrana conforme apresentado no segundo modelo (Figura 3.6B).
Neste segundo modelo a face positiva interagiria com a membrana, escondendo esses
residuos. Porém em uma situagdo em que a face carregada positivamente esteja voltada
para o citosol, permitiria sua interacao com P1 como proposto por Molinaro, 2015 ou com
NP como proposto por Abiko, 2016. Dessa forma, a interagdao de XIP com a membrana se

mostraria determinante para a modulacdo da agdo regulatéria de XIP.

(A) (B)

Extracelular Extracelular

Intracelular Intracelular

Figura 3.6: Modelos propostos para conformacdo de XIP. (A) Modelo proposto em que XIP
corresponde a continuagdo da hélice TMH5, (B) Modelo proposto em que XIP interage com a
membrana e (C) Distribuicdo de cargas na superficie de XIP o que justificaria a interacdo proposta
na Figura 3.6B. A estrutura utilizada foi aquela calculada a 7 °C. Densidades de carga sdo
mostradas em escala de vermelho (mais negativo) a azul (mais positivo). I e II mostram faces
opostas de XIP.
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3.3. CONCLUSOES PARCIAIS E PERSPECTIVAS

Os dados obtidos a 25 °C e 27 °C mostraram o peptideo representado por XIP ndo é
estruturado. Porém XIP parece assumir uma estrutura de 3;9-hélice a 7 °C, indicando que
este peptideo tem tendéncia a assumir uma estrutura helicoidal. No contexto de CALX
completo, interacdes com o dominio transmembranar (especificamente TMH5) ou com a

membrana podem estabilizar e/ou desestabilizar a estrutura deste segmento.

Para investigar a influéncia da bicamada lipidica sobre a estruturacdo de XIP em
temperaturas mais altas, poderdo ser realizados experimentos de CD e RMN, similares

aos ja realizados, em presencga de lipossomos (mimetizando a membrana) a 25 e 37 °C.
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4. CONCLUSOES

Muitas perguntas surgiram frente a estrutura de XIP resolvida por RMN a 7 °C. E razoavel
supor que a conformacdo de XIP poderia sofrer influéncia dos demais dominios de CALX e
da membrana. Investigar a influéncia de lipossomos como miméticos de membrana
sobre a estruturagao e estabilizacdo de XIP (Segao 3.2 - Figura 3.6C e Secgdo 3.3) nao
é suficiente para responder as questdes sobre a interferéncia dos demais dominios.
Dessa forma é inquestionavel a necessidade de produzir o segmento TMH5-XIP para
estudos estruturais. Sendo assim, a regido descrita e estudada na Secdo 2, devera ser
retomada e resolvida para auxiliar na obtencao de respostas mais conclusivas sobre o

seu papel no mecanismo de regulagao.
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6. ANEXOS

(A)
I MBP-tag I I MBP-tag
. P - Fator-Xa ‘S . Fator-Xa
3 . ~ Trombina
TMHS-XIP ' TMH5-XIP
PMAL-CAX_CALX 75 355 Trombina PMAL-C4X_CALX375.355 TEV
His-tag — His-tag
AmpR AmpR
(B)
. MBP (Factor-Xa) TMHS5-XIP (trombina) 8-his ..
DAOTNS S SSNNNNNNNNNNLGIEGRTISETF
VILVWEAIVTLLFFPLTVLWAYIAERRLLVY
KYMDEKNVYRVNKRGTVVAGEHDOQVEMDAEIKGTL
VPRGSHHHHHHHH . .
(C)

. MBP (Factor-Xa) (Trombina) TMHS5-XIP (TEV) 8-his ..

.. .DAOQOTNSSSNNNNNNNNNNLGIEGRTISETF
LVPRGSTPGVILVWEAIVTLLFFPLTVLWAY
IAERRLLVYKYMDEKNYRVNEKRGTVVAGEUHDDOQ
VEMDAEKGENLYFOGHHHHHHHH o« o

Anexo 6.1: Representacdo esquematica dos vetores e sequéncias das construgdes de interesse.
(A) Vetores de expressao contendo o gene de interesse - I. pMAL-c4x_CALX275-335 (CALX275-335)
e II. pMAL-c4x_CALX272-335 (CALX375.335). (B) e (C) Sequéncias de aminoacidos de CALX;75.335 €
CALX37,-335, respectivamente, em que sao mostrados os respectivos linkers entre a MBP e a TMH5
contendo os sitios de clivagem.
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8.2 8.1 8.0 79 6.69 6.66 6.63 6.60

Anexo 6.2: Espectros dos Experimentos TOCSY (azul) e NOESY (salmdo) em H,0. As regides em
destaque estdo mostradas em (A) HN, hidrogénios amidicos da ligacdo peptidica, (B) He das
Argininas, (C) Hd de Asparaginas, (D) HN,m;, hidrogénios amidicos proveniente da modificagdo no
C-terminal, (E) Hd e He, aromaticos, das Tirosinas. Abaixo ampliagdes correspondentes a: (I)
picos caracteristicos para Leucinas e Valinas, assinalamento de Leu5 e Val6 com base nos NOEs
observados, (II) correlacdes observadas na regidao dos Ha, (III) correlagcdes na regido dos HN,
(IV) correlagdes entre os H5-Ha das Tirosinas e (V) correlagdes entre os He-Hp das Tirosinas.
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Anexo 6.3: Espectro de ’N-HSQC em H,0O. (A) Picos para as correlacdes HN-N da cadeia
principal. (B) Picos para as demais correlagdes H-N. Em (I) é destacado as correlagdes entre He-
Ne das Argininas, em (II) as correlagdes entre H8-N& das Asparaginas e (III) as correlagdes
HNami-HNami para a modificacdo no C-terminal.
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Anexo 6.4: Espectro de 3C-HSQC em H,0O. (A) Picos para as correlacdes Ha-Co da cadeia
principal. Em destaque estd mostrado o assinalamento dos carbonos alfa das Asparaginas no
espectro em D,0 (roxo). (B) Picos para as demais correlacdes H-C.
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Anexo 6.5: Espectro da regido dos arométicos do >C-HSQC em D,O. Correlagdes devido aos H
estdo mostradas a esquerda do espectro e aos He a direita.
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