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RESUMO

O silenciamento por RNA é um sistema conservadmesigosta a moléculas de RNA dupla
fita (dsRNA) presente em todos eucariontes, querdpsnha papéis fundamentais como a
regulacdo da expressdo génica, resisténcia a @inmtrole da transposicdo de elementos
moveis. Porém proteinas de diferentes origend, eir&nddgena, sdo capazes de suprimir o
silenciamento por RNA, e o mecanismo de acdo depsateinas ndo € totalmente
compreendido. Um desses supressores enddgenos épnatedna do tipo calmodulina
denominada rgs-CaM (regulator of gene silencing Cglve foi identificada em plantas de
tabaco. Calmodulinas sdo proteinas que desempepéipéis importantes na sinalizacédo de
calcio em células eucaribticas e regulam a ativeddd inGmeras proteinas com diversas
funcdes celulares.Até hoje, entretanto, muito pouco se sabe sobrecamacteristicas
estruturais e propriedades regulatérias da rgs-Gévisando nisso, 0 presente estudo teve
como objetivo amplificar e clonar a regido codificea da proteina supressora rgs-CaM de
Nicotiana tabacumyealizar a expressdo da proteina rgs-CaM, avaliaolubilidade da
proteina recombinante em diferentes condicfes,figari a proteina recombinante e
determinar as suas propriedades estruturais. Bira tegido codificadora da rgs-CaM de
tabaco foi amplificada e clonada no vetor de exgai@pMal-c2E e transferida para as células
de Escherichia coliBL21 (DE3) Rosetta, visando a expressdo de gragdastidades de
proteina recombinante solUvel. A proteina de fMB®:rgs-CaM expressa foi purificada por
cromatografia de afinidade utilizando coluna daidfde (amilose) e analisada por DLS. A
proteina purificada formou agregados de alto pesiecular com elevada polidispersividade
em diferentes condi¢ces (temperatura, pH e coragudrde sal). No entanto, na presenca de
detergentes como o Tween 20, os agregados foraieitdese a polidispersividade reduzida
para niveis aceitaveis para fins de cristalizagdanalises de CD empregando a proteina rgs-
CaM fusionada a MBP evidenciaram um alto conteltelalth-hélices, e na presenca de 1mM
de EGTA, observou-se uma mudanca de espectro, isdgeperdas estruturais de alfa-

hélices, provavelmente pela remoc&o de joff$ @mestrutura da proteina.

Palavras-chave: supressao de silenciamento por RNA, rgs-CaM, egfacesle proteina,

dicroismo circular (CD), espalhamento dinamicowde(DLS)



ABSTRACT

RNA silencing is a conserved mechanism activateddbyble-stranded RNA molecules
(dsRNA) present in all eukaryotes, which plays esakroles in the regulation of the gene
expression, in host resistance to viruses and @oofitransposition of transposons. However
proteins from different sources, viral or endogenoare able to suppress the silencing by
RNA, and the mechanism of action of these protesnsot fully understood. One of these
endogenous suppressor is a calmodulin-like prdteéaM) called rgs-CaM (regulator of gene
silencing CaM) that was identified in tobacco ptan€almodulins are proteins that play
important roles in calcium signaling in eukaryatills and regulate the activity of numerous
proteins with diverse cellular functions. Until Bgd however, very little is known about the
structural features and regulatory properties ef ips-CaM. Thinking about it, the present
study aimed to amplify and clone the coding regibthe suppressor protein rgs-CaM from
Nicotiana tabacumto make the expression of rgs-CaM protein, tduata the solubility of
the recombinant protein under different conditiotts,purify the recombinant protein and
determine their structural properties. To this e, coding region of rgs-CaM of tobacco
was amplified and cloned in the expression vecMalpc2E and transferred to the cells of
Escherichia coliBL21 (DE3) Rosetta, aim expression of large quiasti of soluble
recombinant protein. The fusion protein was pulifiey affinity chromatography using
affinity column (amylose) and analyzed by DLS. Theified protein formed aggregates of
high molecular weight with elevated polydisperstydifferent conditions (temperature, pH
and salt concentration). However, in the presercketergents such as Tween 20, aggregates
were undone and the polydispersity reduced to aabkplevels for crystallization purposes.
CD analysis of the rgs-CaM protein fused to MBPved a high content af-helix, and in
the presence of 1ImM EGTA, a change of the specimam observed, suggesting loss of

structuralo-helix, probably by removing Ghions of protein structure.

Keywords: RNA silencing supressor, rgs-CaM, protein expogsdynamic light scattering
(DLS), circular dichroism (CD)
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|. INTRODUCAO

.1 Silenciamento por RNA

O termo “silenciamento por RNA” refere-se a um nmé&z@o de regulacdo da
expressdo génica a nivel transcricional e poOsdremmsnal, altamente conservado em
eucariontes, que consiste na degradacdo sequ&peeidtca de genes homologos em
resposta a moléculas de RNA de fita dupla (dsRMNs&)yrhientcet al., 2006; Ding & Voinnet,
2007; Nowotny & Yang, 2009; Padmanableral., 2009). O silenciamento por RNA foi
primeiramente observado por dois grupos indepeeddéhapoliet al., 1990; Van Der Krokt
al., 1990). Estes pesquisadores tinham por objetiyersxpressar a chalcona sintetase
(CHS), enzima que participa da via de biossinteseamtocioninas proporcionando uma
pigmentacao purpura mais intensa para flores denjagtporém observaram perda parcial ou
total da pigmentacdo. O fen6meno foi denominadsupresséo, pois a introdu¢cdo de um
transgene levou ao silenciamento simultaneo doriordpansgene e do gene enddgeno
homélogo (Napoliet al., 1990; Van Der Krolkt al., 1990). Posteriormente descoberto em
diferentes organismos modelo, este fendbmeno recdibeentes denominacdes dependendo
do organismo onde foi encontrado: PTGS (post trgptemal gene silencing) em plantas;
“‘quelling” em fungos, e RNAI (RNA interference) eanimais e eucariontes inferiores.
Entretanto, todos esses fendmenos passaram aaradbs simplesmente de silenciamento
por RNA (Kooteret al., 1999; Li & Ding, 2001; Matzket al., 2001; Vaucherett al., 2001;
Waterhouset al., 2001; Hannon, 2002; Plasterk, 2002; Vadpal., 2002; Tanget al., 2003).

O silenciamento por RNA desempenha papéis fundaiserdm diferentes processos
biolégicos essenciais como, por exemplo: resistéacvirus, controle da transposi¢do de

elementos moveis, regulacdo da expressdo génigmad¢éo de heterocromatina e



silenciamento do centrébmero (Hannon, 2002; Proebst., 2002; Dawe, 2003; Matzke &
Matzke, 2003).

Nesse sistema, a presenca de moléculas de dsRXA watia série de eventos que
culmina, entre outros efeitos, na degradacdo ddéculas de RNA homodlogas ao dsRNA
ativador. De forma geral, essas respostas fazei® g@mecanismos de resposta contra virus,
sendo algumas delas comuns a todos os eucarioHw:dn, 2002). A ativacdo dos
mecanismos de resposta antiviral nestas célulag cesultado da presenca de moléculas de
dsRNA deve-se ao fato de tais moléculas seremuanmsioria, de origem viral. Entretanto,
cada vez mais é relatado na literatura a preseacRMAs de fita dupla endégenos em
eucariontes, conhecidos como microRNAs (miRNAsg gtivam o silenciamento e atuam na
regulacdo de diversos genes enddgenos (Kumar & iClaaei, 1998; Waterhouse al.,

2001; Hannon, 2002; Let al., 2005; Rajagopalagt al., 2006; Kasschaet al., 2007).

I.2 O mecanismo de silenciamento por RNA

A grande especificidade de reconhecimento das gse$ alvo é umas das
caracteristicas que mais se destaca no silenciarpentRNA. Tal especificidade é fornecida
por pequenos RNAs anti-senso (ssRNASs), produzidgemrtir das moléculas de dsRNA
ativador, que podem formar um duplex com a molédel&®NA alvo (Dougherty & Parks,
1995; Sijenet al., 1996; Hamilton & Baulcombe, 1999; Waterhowsel., 2001; Hannon,
2002). O silenciamento pode ser dividido em dussdainiciacdo e efetora (Coller & Parker,
2005).

Na fase de iniciacdo, a molécula de dsRNA é psackspor uma RNase do tipo i
denominada Dicer que produz, dependendo da isofatsiRINAs de ~21 ou ~24 nucleotideos

(nts), denominados pequenos RNAs de interferérgiRNAs) (Hammondet al., 2000;
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Zamoreet al., 2000; Bernsteiret al., 2001; Elbashiet al., 2001; Tangget al., 2003). Esses
altimos apresentam uma estrutura molecular muitm lkefinida: um grupo fosfato na
extremidade 5 e dois nucleotideos protuberantesexteemidade 3. A enzima Dicer
apresenta diferentes homologos em diferentes espliedz & Williams, 2005; Shreyal.,
2009). Os animais geralmente codificam uma uniczeia qual € capaz de gerar varias
classes de pequenos RNAs, excecao fetaehegans e Drosophila, na qual duas Dicers sao
codificadas (Sledz & Williams, 2005; Shreyal., 2009). Esta enzima possui um dominio
RNA helicase capaz de desenovelar os siRNAs formgaedjuenos RNAs de fita simples
(ssRNAs) com ~21 nts (Sledz & Williams, 2005; Stekal., 2009).

Na fase efetora, os ssRNAs sao preferencialmeraesferidos para uma
endoribonuclease, denominada Slicer, que é respeinsdla clivagem do RNA alvo e parte
integrante de um complexo enzimatico denominaataplexo de silenciamento induzido por
RNA (RISC) (Hammondet al., 2000). Cabe ressaltar que nesta etapa apenaslasritas
(anti-senso) sera utilizada como guia e adiciorsml@omplexo RISC. A outra fita (senso),
denominada passageiro, sera clivada pelas protéing@naute presentes no complexo
(Matrangaet al., 2005). Uma proteina denominada R2D2, que é agaaDicer, apresenta
um papel crucial nesta etapa, sendo responsaveligmminar qual das duas fitas do siRNA
sera a fita guia (antisenso) para o silenciamer@ioicg (Tomariet al., 2004). A fita
incorporada sera aquela cujo terminal 5’ se com@igancom menor energia especifica ao
terminal 3’ da fita complementar. A fita guia ori@m complexo RISC para que 0 mesmo seja
capaz de encontrar moléculas de RNA totalmente ongmtares a ela (alvo), determinando
assim a sua degradacdo (Hutvagner & Zamore, 2082jormacdo deste complexo é
dependente de ATP (Nykanenhal., 2001), e diferentes atividades estdo associaetisase,

exonuclease e endonuclease (Nykagteah., 2001; Sledz & Williams, 2005). Todas essas séo
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essenciais para perfeito funcionamento do mecandegnsilenciamento génico (Nykanen
al., 2001; Sledz & Williams, 2005).

Uma das caracteristicas do silenciamento de RN&ué&arater sistémico. Em plantas
e C. élegans a ativacao do silenciamento por RNA em uma areaiitada, leva a degradacao
sequéncia especifica de transcritos em tecidosdsitu fora da zona inicial de ativacao
(Palauquiet al., 1997; Voinnett al., 1998; Winstoret al., 2002). Em plantas acredita-se que
uma molécula sinalizadora com a capacidade de &eddi de célula-a-célula via
plasmodesmas, e a longa distancia atraves do flosejeacapaz de intermediar a propagacao
do sinal de silenciamento por toda planta (Lwetas., 2001; Klahreet al., 2002; Mlotshwaet

al., 2002; Himbeget al., 2003; Malloryet al., 2003).

Outra classe ja mencionada de pequenos RNAs régolt os microRNAs
(miRNAS), distingue-se dos siRNAs pela sua biogénesuito embora também regulem
negativamente mRNAs alvos e compartilhem a vialdegamento génico (Bartel, 2004). Os
MiRNAs sdo processados a partir de transcritos gam® que néo codificam proteinas e
possuem como alvo mRNAs endogenos. A maturacaoni®slAs acontece em duas etapas
e em dois compartimentos celulares diferentes. iNben ocorre a formacao dos transcritos
primarios (pri-miRNA) gue possuem uma estruturausdaria tipica em forma de grampo.
Uma RNAse do tipo Il nuclear denominada Droshaaclesta estrutura secundaria para
formar um pré-miRNA, que € transportado do nuclamp citoplasma por intermédio da
Exportina-5 (Leest al., 2003). Em uma segunda etapa citoplasmatica, -mR&lA é agora
transferido para a Dicer para gerar RNAs de fitplalae 22 nts, os miRNA maduros. Estes
agora estdo aptos para guiar o complexo RISC athaédculas de mRNA homologas

(Hammond, 2006).
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|.3 Resposta evolutiva dos virus ao Silenciament@pRNA

Apesar das plantas e demais eucariontes apresartasiéenciamento por RNA como
mecanismo de defesa contra os virus, estes aindaosgam capazes de evita-lo ou até
suprimi-lo. Evidéncias de que os virus seriam capae suprimir essa resisténcia surgiram
pelo estudo das interacdes de sinergismo viraé @gmembros do génegrotyvirus e outros
virus nao filogeneticamente relacionados. Constagogue a proteina HC-Pro (codificada
pelo genoma doPotyvirus) era responsavel pelo sinergismo viral, e que gstesua vez,
resultaria provavelmente da supressao do mecardsmefesa do hospedeiro contra o ataque
viral (Prusset al., 1997). Estudos posteriores mostraram que a HQiiper component
proteinase) era efetivamente capaz de suprimirlemcgamento por RNA, fato este que
forneceu mais uma comprovacao da ligacédo entreedde fendbmeno e 0 mecanismo natural
de defesa da planta contra virus (Anandalaksbi, 1998; Brignetiet al., 1998; Kasschau
& Carrington, 1998). Simultaneamente, estudos conprateina 2b deCucumovirus
demonstraram que esta também era capaz de suprigiienciamento mediado por RNA
(Brigneti et al., 1998). Em 1999, Voinnet e colaboradores demamsirale forma definitiva
gue a supresséao do silenciamento por RNA é umatégia anti-defesa comumente utilizada
pelos virus vegetais com genoma composto por mlagcde DNA ou RNA, como
Geminivirus (por meio da proteina AC2¥pbemovirus (através da proteina PITpmbusvirus
(pelo intermédio da proteina 19K) e outr@srfiovirus, Tobamovirus e Tobravirus).

E interessante ressaltar que as proteinas virgsessoras de silenciamento
apresentam diferentes fenétipos de quebra de wilapato, atuando de modo diferente e em
etapas diferentes do processo. A proteina HC-Rroexemplo, suprime o silenciamento em
toda planta, mesmo em tecidos que ja estejam Elbrs; enquanto a proteina 2b parece atuar

somente em tecidos mais jovens, bloqueando apemasagdo do silenciamento (Becleh
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al., 1998; Brignetiet al., 1998; Voinnett al., 1999). Ja a proteina 19K afeta o silenciamento
por RNA nas folhas novas, enquanto @wmovirus, Tobamovirus e Tombusvirus ocorre
supresséo tanto em folhas novas quanto velhasmpené ambos casos, a supressao esta

restrita a areas da nervura central foliar (Voimbet., 1999).

1.3.1 A proteina viral HC-Pro

A proteina HC-Pro (Helper Component-Proteinase)oélyzida por virus vegetais do
géneroPotyvirus, da familiaPotyviridae que constitui 0 mais importante grupo de virus
fitopatogénicos (Riechmangt al., 1992). O genoma destes virus € composto por uma
molécula de RNA fita simples de polaridade posit&damilia Potyviridae, além do género
Potyvirus, apresenta mais cinco génerBgmovirus, Bymovirus, Macluravirus, |pomovirus e
Tritimorivus (Bergeret al., 1997) Coletivamente, os membros dessa familia causanaperd
superiores as causadas por todos os outros viplamtas em conjunto.

A proteina HC-Pro é traduzida juntamente com t@dasutras nove proteinas virais
na forma de uma unica poliproteina. Desse modaeadraduzida, estd associada em sua
extremidade N-terminal a proteina P1, e do seu @&derminal, & proteina P3. A HC-Pro
libera-se da proteina P3 através de uma atividaokeipase associada ao seu dominio C-
terminal (Carringtoret al., 1989), enquanto que a separagéo P1-HC-Pro deparatevidade
proteinase da P1 (Carringtenal., 1989).

Uma proteina HC-Pro tipica tem cerca de 460 amidoacapresenta peso molecular
de aproximadamente 52 kDa e pl tedrico de 8,28.s&pele se tratar de uma proteina
relativamente pequena, ela acumula um numero sngeatemente grande de fungdes,
sendo assim, a proteina que possui o0 maior numerturttdes descritas dentre aquelas

produzidas pelos potyvirugMaia et al., 1996). A HC-Pro desempenha diversos papéis
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durante o ciclo de infeccao viral: atua como prase (entis); participa da transmissao por
afideos; atua como auxiliar da replicacéo viralos thovimentos célula-a-célula e a longa
distancia. Adicionalmente é dotada de capacidageessora determinando a inibicdo do
sistema de defesa baseado no silenciamento por(REingtonet al., 1989; Croniret al.,
1995; Kasschau & Carrington, 1995; Vartel., 1995; Maiaet al., 1996; Prusst al., 1997,
Rojaset al., 1997; Shiet al., 1997; Urcuqui-Inchimat al., 2000).

Estudos de mutagénese e alinhamento de sequéngee®m que a HC-Pro pode ser
divida em trés regides distintas: N-terminal, Caln& C-terminal (Figura 1) (Plissaat al.,
2003). A regido N-terminal, localizada entre osidess 1 a 100, esta envolvida na
transmissao do virus pelo seu inseto vetor (afjd@ogual acontece pela sua interacdo com a
proteina de capsideo viral e o canal alimentarafideos. Como ja comentado anteriormente,
a regido C-terminal atua como uma proteinase litteraa HC-Pro de sua associacdo com a
proteina P3; mas esta regido também parece estaivida com o movimento viral.
Evidéncias experimentais demonstram que a regidtr&lepor sua vez, esta envolvida na
replicacdo, no movimento viral e na supresséo k@dacamento por RNA (Plissod al.,
2003). A forma biologicamente ativa da proteina PiG-é provavelmente um homodimero,
mas a regido responsavel por essa interacdo éawdicontrovérsia, sendo que os dominios
N-terminal e C-terminal parecem estar envolvidosd@& al., 1999; Urcuqui-Inchimat al.,

2000; Plissoret al., 2003).
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Figura 1. Representacdo esquematica dos dominios, e suaxtreap funcdes, da
proteina HC-Pro.

A regido central da HC-Pro, localizada entre oshadtidos 100 a 300, ja teve alguns
residuos chave identificados, como o triplet denadgidos IGN envolvido na replicacao
viral, e o CC/SC envolvido no movimento viral e smergismo (Croninet al., 1995;
Kasschatet al., 1997). Essa regido também apresenta atividatigad@io ndo especifica com
acidos nucléicos (Maia & Bernardi, 1996), preferaimente RNA fita simples. Podemos
também subdividir a regido central em dois domimesligacdo a RNA denominados A
(aminoacidos 89-230) e B (aminoacidos 234-321) {gueInchimaet al., 2000) (Figura 1).

O dominio B apresenta homologia com ribonucleofmate (RNPSs), proteinas normalmente
envolvidas no processamento e transporte de RNpresgdo génica e desenvolvimento
celular (Maia & Bernardi, 1996; Urcuqui-Inchinsgal., 2000).

Essa capacidade de ligagdo a moléculas de RNA®guariancia bastante evidente
qguando pensamos em replicacao viral e transporeNid viral. Mutacdes em aminoacidos
essenciais para atividade de ligacdo a RNA da ipeptelC-Pro afetam diretamente a sua
capacidade supressora de silenciamento por RNA [GsuRereira, 2002). Entretanto, a
relacdo entre ligacdo a RNA e supresséao de silaecito por RNA ndo é tdo evidente como

no caso da proteina supressora de silenciamenta@I®mbusvirus, cuja capacidade de
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supresséo de silenciamento se deve a capacidaske giedeina em se ligar aos siRNAs de
~21 a ~24 nts (Silhavet al., 2002; Vargasoret al., 2003). Apesar da HC-Pro suprimir
fortemente o silenciamento por RNA, ela ndo impguke o sinal de silenciamento se espalhe
via floema (longa distancia). A presenca da HC{Bwa a diminuicdo da concentracdo de
siRNAs de ~21 nts, mas ndo afeta negativamenteneentracdo de siRNAs de ~24 nts,
podendo inclusive, em algumas linhagens transg&ni@amentar a concentracdo destes
(Mallory et al., 2002; Malloryet al., 2003). Em experimentos de enxertia foi verificage
duas linhagens de plantas transgénicas incapazesrademitirem sistemicamente o
silenciamento, passaram a ter tal capacidade ap&® o silenciamento suprimido pela HC-

Pro (Malloryet al., 2003).

l.4 Supressores enddgenos de silenciamento por RNA

Além dos inUmeros supressores de silenciamentecg@® origem viral, supressores
de silenciamento enddgenos foram relatados emientzs. A supresséo de silenciamento de
origem enddgena controla negativamente a preseacsiRNAs e miRNAs, atuando de
diversos modos. A geracado e o controle dos sSiRNAERNAS sS40 processos essenciais para
o desenvolvimento normal de plantas e animais {{@don & Ambros, 2003; Mallory &

Vaucheret, 2006; Ramachandran & Chen, 2008).

O primeiro destes supressores foi identificadoMtootiana tabacum e foi chamado
rgs-CaM (egulator of gene silencing CaM) (Anandalakshmegt al., 2000). Quando expressa
em niveis elevados eMicotiana benthamiana, a rgs-CaM suprime o silenciamento génico
induzido pelo virus X de batata (PVX) (Anandalaksletral., 2000). O seu mecanismo de
acdo, porém, € ainda totalmente desconhecido. Unoieipa inibidora da atividade da

RNaseL deArabidopsis (denominada RLI2) também apresenta atividade sspra de
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silenciamento quando expressa em niveis elevados plmtas transgénicas dbl.

benthamiana (Sarmientcet al., 2006).

Outro supressor enddgeno descrito recentementexodb@nuclease XRN4 de
Arabidopsis thaliana, suprime o silenciamento promovendo degradacaonddsculas de
MRNA desprovidas de estrutura CAP (decapeados)cqastituem possiveis moldes para
uma RNA polimerase dependente de RNA (RdRPs) emalna via de silenciamento
(Gazzaniet al., 2004). Essas moléculas aberrantes representaad@tes importantes do
silenciamento, servindo como molde para a proddganovos dsRNAs pela acdo da RdARP.
Os autores observaram que mutacdes no ygyedgpromovem o silenciamento dependente da
atividade RARP (Gazzasi al., 2004), e conduzem a uma super acumulacdo detpsoda
clivagem de miRNAs (Sourett al., 2004). Posteriormente, Gy e colaboradores (2007)
identificaram mais trés proteinas supressorashemhidopsis thaliana, as exoribonucleases
XRN2, XRN3 e FRY1, complementando assim o conhetgimexistente da via de supressao
de silenciamento envolvendo XRN4. Enquanto XRN4t@pasmatica, XRN2 e XRN3 séo
proteinas nucleares (Kastenmayer & Green, 2000)exXwibonucleases XRN2 e XRN3
contribuem para a supressao do silenciamento pok Rikavés da degradacdo dos pré-
MiRNAs presentes no nudcleo, enquanto que as XRd&maexclusivamente no citoplasma
promovendo a degradacdo de moléculas aberrantBdlAe(Gazzaniet al., 2004; Sourett
al., 2004; Gyet al., 2007). Ja a Fryl atua como um modulador finoadi@gdades de XRN2,

XRN3 e XRN4, proteinas responsaveis pela suprass&denciamento (Ggt al., 2007).

Curiosamente, observou-se que uma exonuclease readaeem Caenorhabditis
elegans e Schizosaccharomyces pombe, denominada Eri-1, degrada especificamente siRNAs
sendo capaz de reduzir a eficiéncia do silenciampot RNAin vivo (Kennedyet al., 2004;

lida et al., 2006). Adicionalmente, uma familia de exoriboeasks conhecidas corS8alALL
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RNA DEGRADING NUCLEASE (SDN), degradam miRNAs maduros eArabidopsis,

atuando especificamente em miRNAs de fita simgkesrachandran & Chen, 2008).

|.5 As Calmodulinas

Segundo a classificacdo do SCOBryctural Classification of Protein), as
calmodulinas (CaMs) séo proteinas que possuem amindocal modulin-like que € capaz de
realizar ligagcdes com &apor meio de uma estrutura hélice-giro-hélice coitteecomoEF-
hand (Figura 2) (Kretsinger, 1987). As CaMs s&o recoit@ccomo 0S mais importantes
sensores celulares de %Gasendo orquestradores de diversos eventos regaitods quais
sao efetivados pela sua capacidade de interacaaeogrupo grande e diverso de proteinas
celulares (Figura 3) (De Koninck & Schulman, 198&ucheet al., 2005; Huang & Liu,
2007). As CaMs sao altamente conservadas e amplandestribuidas em eucariontes. O
alinhamento das sequéncias de aminoacidos de rddsréCaMs revela um alto grau de
conservacao entre animais e plantas (>70% de d#el®) (Yang & Poovaiah, 2003). Em
contrapartida, os dominios de interacdo das prmdealvos das CaMs apresentam uma
extrema variabilidade, o que reflete a grande liédade de ligacdo dessas proteinas

(Sneeden & Fromm, 2001; Hoeflich & lkura, 2002).

Figura 2. Estrutura esquemética de @ hand.

(fonte:http://www.biochem.arizona.edu/classes/b6@462a/NOTES/ENZYMES/enzyme_re
gulation.html)
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Figura 3. Distribuicéo das proteinas de ligacdo a Calmodudim diferentes compartimentos
celulares, incluindo nucleo, reticulo endoplasneatc mitocondria. CaMs podem interagir
com proteinas de membrana (canais ibnicos, bomba®ms e juncdes comunicativas),
proteinas do citoesqueleto e com uma variedade ndanas presentes no citoplasma
(modificado do endereco eletronico: http://chengigsu.edu/faculty/Yang/Signaling.htm)

As CaMs apresentam oito segmentos helicoidais (&dt) dois dominios globulares,
um em cada extremidade, chamados "l6bulos”. Caddnim contém doi€F-hands, local
onde ocorre a ligacdo do £aPorém, algumas destas proteinas podem apresemtaimero
variavel deEF-hands - de trés (em trigo; CaM-Ill) (Yang al., 1996) até seisAfabidopsis;
TCH3) (Sistrunket al., 1994). Cad&F-hand é formado por uma al¢a de 12 aminoacidos que
comeca com um acido aspdrtico e termina com umo agidtamico, formando ligacdes
idnicas com o C& (Babuet al., 1985; Ikuraet al., 1992; Meadokt al., 1992). Devido a uma

orientacao relativamente perpendicular das héticesre a formacao de um bolso hidrofébico
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em cada |6bulo formando um local de interacdo payfamas moléculas alvos (Babual.,
1985; lkuraet al., 1992; Meadoet al., 1992).

Em animais existem poucos ger@sV, os quais codificam uma ou poucas isoformas.
Em contrapartida, as plantas possuem multiplos g€lad1 que codificam para varias
isoformas (Reddy, 2001; Sneeden & Fromm, 2001)esygere que as redes de sinalizacéo
mediadas por G&CaM sdo muito diferentes em plantas se compam@asos animais. Os
genes das CaMs séo diferencialmente expressossposta a inUmeros estimulos externos,
tais como toque, choque térmico, frio, luz, agep@®génicos e hormdnios como a auxina
(Reddy, 2001; Sneeden & Fromm, 2001; Townley & Kihi@002; Aliet al., 2003; Liuet al.,
2003). As CaMs também apresentam padrfes de edpreasaveis em diferentes fases de
desenvolvimento, bem como em diferentes teciddgpas celulares (Yangt al., 1998;
Sneeden & Fromm, 2001; Duwlal., 2002).

As calmodulinas ndo apresentam em si atividademetiidia. Elas séo ativadas por
fons C&" que promovem modificacbes alostéricas (Figura4)ye as torna aptas a se ligar
com sua(s) proteina(s) alvo (De Koninck & Schulmi®98; Bouchest al., 2005; Huang &
Liu, 2007). Em alguns casos, a calmodulina servemocawma subunidade reguladora
permanente de um complexo enzimatico, mas, na mailars vezes, a ligacdo do?Ca
permite que a proteina se ligue a vérias outrateimas alvo na célula, alterando assim suas
atividades (De Koninck & Schulman, 1998; Bouatieal., 2005; Huang & Liu, 2007).
Geralmente, as CaMs s&o encontradas no citosokntento, podem ser encontradas no
nacleo (Van Der Luitet al., 1999), no peroxissomo (Yang & Poovaiah, 2002aamnatriz
extracelular (Maet al., 1999). A necessidade de ocupar mudltiplos localxcalulares é
compreensivel, pois as proteinas alvo das CaMso ediétribuidas em diferentes
compartimentos celulares. Assim, um grande numeropibteinas celulares, das mais

variadas fungbes e localizacdes, ja foram ideatiis como alvo das CaMs (Figura 3).
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Alguns exemplos incluem proteinas kinases, carei€dl’, canais de K+, proteinas F-box,
proteinas com dominios de ligacdo a RNjfutamato decarboxylase (GAD), e outras
proteinas de funcdo ainda nédo conhecida (Boetcile 2005; Popesceé al., 2007). Algumas
dessas interacOes ja foram caracterizadas a rsueitieal, e 0 que se observa € que as
calmodulinas agem de formas muito diversas comp:lii@racdo de autoinibicdo, (b)
remodelacéo ativa de sitio ativo, (c) promocaoidedzacéao, (d) estabilizacdo de complexos

multimeéricos, (e) inativacéo por ligacéo a sitidigante (Bouchet al., 2005).

B

R :
~3. Hydrophobic
patch

“Calcium
on

Figura 4. Regulacao alostérica das calmodulinas na presenfgnd C&'
(fonte:http://www.biochem.arizona.edu/classes/b6@462a/NOTES/ENZYMES/enzyme_re
gulation.html)



22

1.6 A proteina rgs-CaM

A rgs-CaM (egulator of gene silencing CaM), é uma proteina do tipo Calmodulina
(CaM) que foi identificada em plantas Hiecotiana tabacum atuando como supressora de
silenciamento por RNA (Anandalakshatial., 2000). Esta proteina, capaz de interagir com a
HC-Pro, foi evidenciada pelo sistema duplo-hibra levedura (Anandalakshnet al.,
2000). Plantas transgénicas Ne benthamiana superexpressando a rgs-CaM apresentam
alteracbes fenotipicas semelhantes aquelas obsassrvt N. benthamiana transgénicas
expressando HC-Pro (Anandalakshenal., 2000). A interacdo da rgs-CaM com a proteina
viral HC-Pro, e o fato de que sua expressao podandezida pela HC-Pro, sugerem que a
supressdo do silenciamento pela HC-Pro possa sdradae pela rgs-CaM. Embora o
mecanismo de atuacdo envolvido seja ainda desddohecredita-se que ocorra a ativacao de
uma via enddgena que regularia negativamenteensastle silenciamento (Anandalakshami
al., 2000). A rgs-CaM tem 190 aminoacidos, um pescoutdr de ~21 kDa, um pl tedrico de
4,74, e possui quatro dominiBf-hands (aminoacidos: 54-82, 90-118, 127-155 e 163-189).
A regido N-terminal de 50 aminoacidos € rica enfdiess basicos, e apresenta caracteristicas
tipicas de uma regido alvo de outras calmoduliAaaridalakshmét al., 2000), o que indica

a existéncia de uma possivel auto-regulacéo (Fijura

E——l | i lj

N EF EF

Figura 5. Representacdo esquematica dos dominios da @otgsrCaM.EF-hands (EF) e
porcao N-terminal (N).
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A proteina rgs-CaM desperta uma ampla gama deegsser pois foi a primeira
proteina enddégena identificada como supressordaheiamento, além de ter provavelmente
um papel chave na supressdo do silenciamento emdidv a proteina viral HC-Pro
(Anandalakshmet al., 2000). Além disso, essa proteina pertence aeckdas calmodulinas
que participam de diversas vias metabolicas (Dernt#n& Schulman, 1998; Bouchet al.,
2005; Huang & Liu, 2007). Apesar disso, até hojeiqnose fez para determinar suas
atividades bioquimicas, e 0s ensaios visando ddaveo seu mecanismo de acdo sao
insipientes. Desse modo, a expressdo da protes€alyl em sistema heterdlogo e sua
purificacdo servem de base para que testes delat®in vitro sejam realizados visando

determinar suas propriedades biologicas e estistura
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II. OBJETIVOS

Objetivo geral:

- Obter a proteina rgs-CaM pura para determinauas propriedades estruturais.

Objetivos especificos:

- Amplificar e clonar a regido codificadora da pfoa supressora rgs-CaM de
Nicotiana tabacum.

- Realizar a expressao da proteina rgs-CaMesaherichia coli.

- Purificar a proteina recombinante.
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lll. MATERIAL E METODOS

l11.1 Amplificacéo da regido codificadora da rgs-CaM por RT-PCR

O RNA total de plantulas ddicotiana tabacum SR1 foi extraido seguindo protocolo
descrito (Sambrook & Russell, 2001) utilizando eede 100 mg de tecido macerado em
nitrogénio liquido, sendo o mesmo armazenado eezdre-80°C até o momento de uso. O
RNA total extraido foi usado como molde para sinéet a primeira fita de cDNA
empregando a transcriptase revegperScript 11 (Invitrogen) conforme as recomendacdes
do fabricante.

O cDNA da rgs-CaM foi amplificado usando os oligoeotideos: Eco Foward 5-
GGCGAATTCATGTGCATGGAATCAGTTTC - 3 e Xba reverse 5'-
CTAGTCTAGATTAACTTGTCATCATAGCTTTGAAC — 3°, desenhados com base em
sequéncia de nucleotideos depositada no GenBame(nlde acesso AF329729). O produto
de amplificagdo de ~600 pares de base (pb) compededa regido codificadora da rgs-CaM,
incluindo o codon iniciador, o codon de parada sitigs para as enzimas de restriEgoR|
e Xbal para clonagem. Para a amplificacdo do cDNA fdizada aPfu DNA polimerase
(Fermentas), que possui capacidade pleofreading, segundo as recomendacdes do
fabricante . A reacdo de amplificacdo consisti@eiclos: 94°C/ 1min, 55°C/2 min e 72°C/2
min. Cabe ressaltar que na reacéo de PCR foranosiséigonucleotideos especificos citados
acima. Ja para sintese da primeira fita foi utilz®ligo(dT)e Para chegar a um resultado
desejado foram feitas varias reacdes de RT-PCRnstRNA total extraidos de folha, raiz

ou de plantula inteira.
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[11.2 Clonagem do cDNA em vetores de expresséo baciano

O produto de amplificacdo de aproximadamente 600rdgpesentando a regido
codificadora da rgs-CaM foi purificado em gel engldo no vetor pMAL-Cc2E para expressao
em bactéria (Figura 6.a). Para tal foram usadositass EcoRl e Xbal (Figura 6.b). Nesse
caso, a proteina resultante da expressao estaondda, em sua porcdo N- terminal, a
maltose-binding-protein (MBP), o que facilita a qu@sterior purificacdo por cromatografia

de afinidade. Os plasmideos recombinantes forastaimiente transformados eascherichia
coli linhagem DH&. ApOs a selegdo, as bactérias transformadas tiveeanDNA plasmidial
purificado pelo método de lise alcalina (SambroolRdssell, 2001)A presenca do inserto

foi confirmada por digestdo do plasmideo recomlism@ampregando enzimas de restricao,

sendo verificado um total de 8 clones.

polylinker

a) malE fwd primer M13 pUC rev primer

TacZo.

malE
rrmB
terminator
Ptac
pMAL-c2E
6649bp Amp"
lacl 9
— f1_origin
pBR322 ori
b)
PMAL-c2E Polylinker:
Kpn | EcoR1 BamH | Xbal Sall Pst | Hind Wl

| | N | N | | T |

malE...GAT GAC GAT GAC AAG GTA CCG GAA TTC GGA TCC TCT AGA GTC GAC CTG CAG GCA AGC TTG...lacZa
Figura 6. a) llustracdo do vetor pMAL-c2E utilizado para clonagéa regido codificadora da
rgs-CaM. b) regido da sequéncia poliligante, o®ssittilizados foramEcoRI e Xbal,
sublinhados em vermelho (modificado do manual pMAPYtein Fusion and Purification
System — New England).
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l11.3 Sequenciamento do plasmideo recombinante

Para o sequencimamento foram utilizados 1ul davptieso recombinante (400ng/ul),
1 pl de oligonucleotideo (MalE foward ou M13 rewers 10 pmoles), 2ul de tampéo de
reacdo “Big Dy&" Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction” da ig&bBiosystens”, 2
ul de tampao de reacdo “Save Money” e 4 pl de 8jlii®. O programa de PCR utilizado
para o sequenciamento foi: 1 - 96°C por 1 minuto98°C por 10 segundos; 3 - 50°C por 5
segundos; 4 - 60°C por 4 minutos; 5 — repetir ga8sa 4 por 35 vezes; 6 - 108CApds o
termino de amplificacdo os produtos foram prectmsacom isopropanol e submetidos ao
sequénciamento automatico utilizando o aparelho03Genetic Analyzer (Applied
Biosystems). As seqliéncias de nucleotideos obfidtasn convertidas para seus respectivos
aminodcidos, e alinhadas com as sequéncias de &idne depositadas no banco de dados

do NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgiflizando a ferramenta blastx.

l11.4 Inducéo da expressao da rgs-CaM enkscherichia coli

Os plasmideo pMAL-c2E carregando a regido codificada proteina de interesse foi
introduzido em bactérias das linhagens BL-21 DE8édRa e BL-21 DE3 pRIL codon plus.
Com as colbnias transformadas foram feitos prétilmscem 2 ml de meio LB (Luria-Bertani)
contendo 10Qug/ml de ampicilina e 5Qug/ml de cloranfenicol. As bactérias foram entao
incubadas a temperatura de 37°C por 12 horas stdrag de 200 rpm. Logo apos, uma
aliquota de 200 pl dessa pré-cultura foi adicionadd0 ml de meio LB contendo os
antibioticos citados, e crescida até alcancar arbBacia (600 nm) de ~0.7 (em torno de 3
horas). Ao atingir a absorbancia desejada, a unta da inoculo foi adicionado 1 mM de

IPTG (isopropyl-3-D-thiogalactopyranoside) paraic@b da expresséao, e a outra parte, como
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controle, foi adicionada D-glucose (concentrac@alfide 0,5%) para reprimir a expressao
génica. Ambas foram incubadas a 28°C por 4 horas.c@lulas foram coletadas por
centrifugacdo e ressuspendidas em 1l08e tampéao de lise (62,5 mM Tris, 2% SDS, 10%
glicerol e 5%p-mercaptoetanol). A lise das células nas amostasrale e induzida foi
completada por aquecimento a uma temperatura d€ @6t 5 minutos, processo este
também necessario para desnaturacéo das proteésestes no meio. O resultado da inducéo
foi observado em gel SDS-PAGE 12%. Os clones positforam estocados em glicerol e

armazenados no freezer —80°C.

l11.5 Testes de solubilidade da proteina recombinae

Para os ensaios de solubilidade da proteina recamig, 10 ml de cultura de bactéria
induzida foram centrifugados a 3.500 x g por 10 utte. Em seguida, essas foram
ressuspendidas em diferentes tampdes: HEPES 20 lhM(Qy Tris-HCI 50 mM pH 8.5 ou
MES 50 mM pH 5.5, alterando a concentracdo de a@ cada tampéo (100 mM ou 300
mM). Em todos os tampdes foram adicionados LisoZimang/ml) e inibidores de protease
(TECEP 1 mM, PMSF 1 mM, Aproptinina 1 pg/ml, Pepatal pg/ml, Leupeptina 1 pg/ml),
RNase A (1 pg/ml), DNase | (10 u/ml). Apds serem ressuspendides amostras
permaneceram no gelo por 1 hora, sendo posteridenoemtrifugadas a 16.000 x g por 30
minutos a 4°C. No fim do processo foram coletadestivenadante (soltvel) e o precipitado

(insolavel), sendo os mesmos analisados em gel BASE 12%.
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I11.6 Inducdo em larga escala para purificacao proéica

Para a expressao em larga escala, os clones pext@selecionados por produzirem
as proteinas de interesse foram inoculados em 1@emmheio LB contendo 100g/ml de
ampicilina e 50ug/ml de cloranfenicol, e em seguida incubados ghdras a 37°C sob
agitacao constante de 200 rpm. Em seguida, 10 sskdaé-indculo foram transferidos para 1
L de meio LB contendo os agentes de selecdo, badas até alcancar uma absorbancia (600
nm) de ~0.7 (crescimento de ~3 horas). A inducaexfaessao foi realizada conforme
descrito anteriormente. Apos 4 horas de inducao¢lagas foram coletadas por centrifugacéo
e ressuspensas em 50 ml de tampéao selecionadomi® aom teste de solubilidade descrito
acima: 50 mM Tris-HCI pH 8,5, NaCl 100 mM conterigsozima (1 mg/ml) e inibidores de
protease (TECEP 1mM, PMSF 1mM, Aproptinina 1pg/Repstatina 1pg/ml, Leupeptina
1pg/ml), aléem de RNase A(lg/ml) e DNase | (10 u/ml). A amostra foi incubguta 1 hora
no gelo, e em seguida centrifugada a 16.000 x @@min a 4C. A fracdo correspondendo ao

sobrenadante foi coletada para a purificagao.

l1l.7 Purificacdo da proteina de fusdo pelo métodale cromatografia de afinidade

usando resina de amilose

Apbs a lise das células e centrifugacédo do extoasd, as proteinas sollveis contendo
a cauda MBP foram purificadas conforme descrito Pelany e colaboradores (2002). A
purificagcdo foi realizada em condicbes ndo desaatas em coluna cromatogréafica de
afinidade contendo amilose (New England) seguirelmstrucdes descritas pelo fabricante.
Para purificagdo foram utilizados aproximadamei®enb de sobrenadante da fracdo soluvel
do extrato total de células. Para a purificacda$ada uma coluna XK 26 (GE) com 20 ml

de resina e um equipamento HPLC modelo AKTA PurBi@0 (GE Helthcare). A coluna foi
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montada manualmente retirando o alcool presentesiaa e equilibrando-a com tampao A
(50 mM Tris-HCI pH 8.5, 100 mM NacCl, 0,25% Tweed).2Logo apds o preparo da coluna,
a solucao contendo a proteina de interesse fdadgecom fluxo 1 ml/min. Em seguida a
coluna foi lavada com tampdo A com um volume cpoadente a 5 vezes o volume de
resina. Finalizada essa etapa, as proteinas fdtadag com tampéao B (50 mM Tris-HCI pH

8.5, 100 mM NacCl, 0,25% Tween 20 e 10 mM maltos&peionadas em volumes de 1 ml.

Logo apos a purificacdo, as proteinas foram enté@entradas utilizando concentradores

Amicon Ultra-4/ultracell-30k (Millipore) de acordmm instrucdes do fabricante.

[11.8 Quantificacdo da Proteina Recombinante MBP:rg-CaM

A concentracdo da proteina recombinante MBP:rgs-ClaM determinada em
espectrofotdometro ND-1000 (NanoDrop) usando comié@matros: a massa molecular de 64
kDa e coeficiente de extincdo de 73.800, sendo adtrilado a partir da composicao de
aminoacidos da proteina recombinante, utlizando grograma ProtParam

(http://www.expasy.ch/tools/protpar-ref.html).

[11.9 Ensaios de espalhamento dindmico de luz (DLS)

Para a realizacdo de tais ensaios, a proteina bécamte foi utilizada na concentracao
de 3 mg/ml em presenca de diferentes tampdes: HPPERO NaCl 100 mM; Tris pH 8,5,
NaCl 100 mM; Tris pH 7,0, NaCl 100 mM; MES pH 5MaCl 100 mM; entre outros. As
condicbes de temperatura usadas foram: 10°C, PF®C, e 28°C. Os experimentos de DLS
foram feitos usando o aparelho da DynaPro 810 €RPrdBolutions) equipado com um

estabilizador de temperatura.
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[11.10 Espectroscopia de Dicroismo Circular (CD)

As medicbes em Dicroismo Circular (CD) foram remd@s empregando
concentracdes de 15@/ml de proteina recombinante em tamp&do 50 mM deHTI (pH
8,5), 100 mM NaCl, na presenca ou auséncia de 1 B®TA (um agente quelante,
compativel com CD) para observar as diferencasitastiis induzidas pela remocao de ions
Cd*. O espectros de CD foram monitorados com um espetarimetro Jasco (J-810) com
resolucéo de 0,5 nm, e cubetas com caminho éptidordm de comprimento. Um total de 10
acumulacbes para cada espectro UV entre 190 e 260nmecolhido, em temperatura
ambiente, determinando assim a estrutura secundar@oteina. O software CDNN, v.2.1
(Bohm, 1997) foi utilizado para a analise de espscbpia e avaliacdo da estrutura
secundaria da proteina. Os dados de espectros déoi@m relatados como média da
elipsidade residuab] (MRE), em grau cthdmol-1, que foram calculados a partir de valores

da elipsidade em millidegree®) (utilizando a seguinte férmula:

[6] = __mdeq.PM
L.NR.[].10

([0]: elipsidade molarPM: peso molecular em Daltonis; caminho Optico da cubetalNR:
namero de aminoacidos; Epncentracdo da proteina em mg/ml).

I11.11 Predigéo in silico da estrutura secundaria

As sequéncias deduzidas de aminoacidos da protgér@aM e da proteina MBP,
respectivamente, foram utilizadas para a predicdoestrutura secundéria. Estas foram
deduzidas das sequiéncias de nucleotideos depasitadaenBank (acesso AF329729 para a
rgs-CaM) e no manual do  vetor pMAL-c2E - New Endlan

(https://lwww.lablife.org/ct?a=viewvecseq&vectorid3Zd, respectivamente. Para tal, foi
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utiizada a ferramenta de traducdo do Expasy (hitpexpasy.org/tools/dna.html). A
predicdo da estrutura secundaria foi realizada petodo SOPM disponivel no endereco

eletrénico http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsat@mat.pl?page=npsa_sopm.html.
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IV. RESULTADOS

IV.1 Amplificacédo da regido codificadora da proteima rgs-CaM

Para se chegar a um resultado desejado foram fhiitessas reacbes de RT-PCR
testando RNA extraidos da folha, raiz ou plantuii@ira. O melhor resultado foi obtido
utiizando RNA total de folha. Apds a amplificacdas amostras foram submetidas a
eletroforese utilizando gel de agarose 1% (Figytaorde foi possivel confirmar que o

fragmento amplificado tinha o tamanho esperado ()0

1 2 3 4 5 6

600 bp

Figura 7. Eletroforese dos produtos de amplificacdo obtidosenRT-PCR. 1) Marcador de
tamanho molecular (Ladder GeneRUlterl00bp; Fermentas); 2), 3) e 4) fragmento de
interesse amplificado com os oligasoR| e Xbal apresentando tamanho de 600 bp (seta). 5)
controle utilizando RNA tratado 6) controle utilimbo HO. Gel de agarose 1%.

IV.2 Clonagem da rgs-CaM em vetor pMAL-c2E

A regido codificadora da rgs-CaM foi inserida reior pMAL-c2E digerido com as
enzimas de restricdBcoR| e Xbal. Ap6s a transformacéo el coli, os clones positivos
foram confirmados por digestdo do plasmideo recoamtte com as respectivas enzimas de
restricdo. A presenca do inserto correspondenteg#ia codificadora da rgs-CaM foi

confirmada em todas as coldnias analisadas (08tab) (Figura 8).



34

1 23456 7 8910

~ 6649bp \

——

600 bp

Figura 8. Andlise dos produtos da ligagédo rgs-CaM em pMal-c2por digestaoEcoRI e
Xbal. 1) Marcador de tamanho molecular (Ladder GeneRlflldb; Fermentas); 2), 3), 4),
5), 6), 7), 8), 9) Plasmideo pMAL-c2E (6649 pb) temalo o fragmento de interesse (600 pb;
seta) - cada numero indica uma col6nia difererd¢;Marcador de massa molecular (Ladder
GeneRullel™ 100bp; Fermentaskletroforese em gel de agarose 1%.

IV.3 Sequenciamentado plasmideo recombinante

As sequéncias de nucleotideos correspondentesid regdificadora da rgs-CaM
inserida no vetor pMAL-c2E foram traduzidas e adidas, incluindo as por¢gdes 5’ e 3'. Uma
total similaridade (100%) com a sequéncia dedudalaminoacidos da rgs-CaM depositada

no banco de dados do NCBI foi observada.

MESVSVPSVENKSYFSRLRKRFSLKKATTTTTTTTI TTDYLSMSSSSKSNNSCGELERVFT

AR A R R AR NN A R RN AR ARy
MESVSVPSVENKSYFSRLRKRFSLKKATTTTTTTTI TTDYL SMSSSSKSNNSGELERVFT

YFDENGDGKVSPAEL RRCVKAVGGEL TVEEAEMAVRL SDSDCDG. LG EDFTKLVEGVEE

SRR AR R RN AR SN A AR RN ARy
YFDENGDGKVSPAEL RRCVKAVGGEL TVEEAEMAVRL SDSDGDGL L GLEDFTKL MEGVEE

ERNKESEL| GAFGWEMEGSGY| TPKSLKMVLSRLGESTSI DNCKAM QRFDI NGDGVLN

RN AR AR RN R RN R RN
ERNKESEL| GAFGWEMEGSGY! TPKSLKMVLSRLGESTSI DNCKAM QRFDI NGDGVLN

FDEFKAMMT'S

LEEETELTT
FDEFKAMMTS

Figura 9. Alinhamento das sequéncias deduzidas de aminoadim®slones sequenciados
(em preto), com a sequéncia da rgs-CaM depositadsnco de dados do NCBI (em azul),
incluindo o aminoacido metionina derivado do cédoitciador na regido 5 e, o ultimo
aminoéacido da proteina (serina) da regido 3’ (analpaisoacidos em vermelho).
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IV.4 Inducdo da expressao da proteina rgs-CaM recobninante (MBP:rgs-CaM)

O plasmideo recombinante foi inserido émcoli linhagem BL-21 DE3 Rosetta
visando a expressao da proteina recombinante. i@abaltar que nenhuma colénia foi obtida
usando a linhagem pRIL codon plus.

Quatro colbnias transformadas foram selecionadas pa teste preliminar de
expressdo. Para tal, aliquotas de 1 ml da culterdattérias induzida por IPTG foram
centrifugadas, lisadas, e as proteinas desnatueadampdao de lise para analise em SDS-
PAGE. Aliquotas de 1 ml da cultura de bactérias seincao por IPTG (ndo induzidas)
foram usadas como controle. Neste caso, a adicd»glacose para reprimir uma possivel
expressado vazada do sistema foi descartada, poéxgenimentos prévios nao foi constatado

um efeito significativo dessa. O resultado obtigth@epresentado na Figura 10.

64 KDa —siie W .
‘5558

- _
Figura 10. Inducdo da expressdo da proteina de fusdViBP:rgs-CaM em BL-21 DE3
Rosetta: 1) Marcador de massa molecular (GE); 2), 4), 8) e Extrato protéico total de
células ndo induzidas dos clones 1, 2, 3, e 4eotispmente. 3), 5) 7) e 9) — Extrato protéico

total de células induzidas com IPTG dos clones B,&4. Gel SDS-PAGE 12% corado com
azul de comassie. A posi¢ao da proteina de fugddicada por uma seta.
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IV.5 Andlise do teste de solubilidade para purificgdo da proteina

Todos os tampdes apresentaram resultados podifiaogo a solubilidade da proteina
de fuséo, excecdo feita ao tampdo 50 mM MES pHNgE| 100 mM (Fig. 11. 1b), no qual a

proteina permaneceu na por¢ao na fracéo insoluvel.

a) b)

Figure 11. Teste de solubilidade da proteina de fas MBP:rgs-CaM utilizando
diferentes tampdes.1la) Marcador de massa molecular (GE); 2a), 4a),e68p) fracéo
insolavel; 3a) proteina solivel em 20 mM HEPES pH, NaCl 100 mM; 5a) proteina
soltvel em 20 mM HEPES pH 7,0, NaCl 300 mM; 7a)gira soluvel em 50 mM Tris-HCI
pH 8,5, NaCl 100 mM; 9a) proteina soltvel em 50 milig-HCI pH 8,5, NaCl 300 mM; Em
b) Fracdes insoluvel (1.b) e solavel (2.b) em @mp0 mM MES pH 5,5, NaCl 100 mM; 3b)
Marcador de massa molecular (GE); 4b) fracdo ivable 5b) proteina solivel com 50 mM
MES pH 5,5, NaCl 300 mM. Gel SDS-PAGE 12% coradm @zul de comassie.

IV.6 Purificacdo da MBP:rgs-CaM

No processo de purificacdo da proteina recombinamteromatografia de afinidade,
durante a elui¢cdo, um pico unico foi observado nematograma (ndo mostrado). As fracdes
presentes nesse intervalo foram coletadas e coadast Uma aliquota foi entéo retirada da
fracdo concentrada e analisada em gel SDS-PAGE a2fde permitiu confirmar a presenca
da proteina de fusdo purificada (Figura 12). O iraedto da expressdo da proteina
recombinante foi determinado em espectrofotbmetrnd®rop, sendo que para cada 1 litro

de cultura de bactéria induzida obteve-se 10 nyakeina.
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1 2 3 4
66,2 kDa
~64 kD
@ —
45 kDa

Figura 12. Visualizagdo da proteina de fusdo MBP:ggCaM apos purificacdo. 1)
Marcador de massa molecular (Fermentas); 2) Expadtgico de células ndo induzidas; 3)
Extrato protéico de células induzidas; 4) protgineficada presente na fracdo concentrada.
Gel SDS-PAGE 12% corado com azul de comassie.

IV.7 Andlise das propriedades fisicas por DLS

Testes preliminares empregando o tampéao Tris pHcBriendo NaCl 100 mM
resultaram em amostras com alta polidispersid&igur@a 13). Porém, quando 0,25% de
Tween 20 foi acrescentado a este tampédo, melhesedtados de polidispersidade foram
obtidos (Figuras 14 e 15), o que gerou as condigdeguadas para se iniciar os testes de
cristalizacdo. Os resultados obtidos na temperatera8°C foram: raio hidrodinamico (Rh)
3,8 nm, polidispersidade (%Pd) 15,8, e massa mialeequivalente a uma macromolécula de
77 kDa (Figura 14). Quando a temperatura foi elavds 18°C para 25°C, os valores obtidos

foram: Rh = 4,8, %Pd = 16,9, e massa moleculapdexanadamente 132 kDa (Figura 15).
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3]- (
e
Item R (hm) | %Pd MW-R (kDa) | %int | %mass
2
E MBP rgs-CaM 26,9 51,9 7473 91,7 89,9
W Ikl
\
I“'-\.
0 l-\\"'—-- -
04 0,10 1 1000 lina | E+3 108+

Ripe)
Figura 13. Dados de DLS obtidos para a proteina de fusdo MBF.aM em tampao Tris pH
8,5; NaCl 100 mM; Temperatura 3

% Ilass

60
30
40 .

Iltem R (nm) | %Pd MW-R (kDa) | %int | %mass
- MBP rgs-CaM 3,8 15,8 77 96,3 99,4
a0
10
0
0,01 0,10 1,00 10,00 100,00 1,0B+3 1,0E+4 1,0E+5

Figura 14. Dados de DLS obttdes para a proteina de fusdo MBf.aM em tampao Tris pH
8,5; NaCl 100 mM em presenca de Tween 0,25%; Teatyrer 18C.
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a0

Item R (hm) | %Pd MW-R (kDa) | %int | %mass

i MBP rgs-CaM 4,8 16,9 132 104 100

a0

0,01 0,10 1,00 10,00 100,00 1OE+3 1.0E+4 1,0E+5
Rinm)

Figura 15. Dados de DLS obtidos para a proteina de fusao MBRaM em tampéo Tris pH
8,5; NaCl 100 mM em presenca de Tween 0,25%; Teatyrer 25C.

I\V.8 Analise de Dicroismo Circular da proteina MBPrgs-CaM

A estrutura secundaria da proteina MBP:rgs-CaMrfeéstigada por espectroscopia
de dicroismo circular (CD) na regido espectral Havioleta (190-260 nm). Os ensaios de
CD detectaram as seguintes proporcdes de cadtuestsecundaria: 36% de alfa-hélice, 15%
de folha-beta, 16% de alchefa turn) e 32% de estruturas aleatériaanfom coil). Além
disso, os ensaios de CD foram realizados paraifidanteventuais diferencas estruturais
induzidas pela remocéo dos fongQaor EGTA (um agente quelante, compativel com CD).
Nesse caso, uma diferenca de espectro apos a allichanM EGTA foi observada (Figura

16; Tabela 2), evidenciando a perda de estruturalienhélice.
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Tabela 1: Estrutura secundaria da proteina
espectroscopia dicroismo circular (CD).

MBP:rgs€aM determinada por

CD predicéo para 195-260 [ 200-260| 205-260 | 210-260 4aa
MBP:rgs-CaM nm nm nm nm

Hélice 36.9%| 36.6% 35.9%| 36.2% 216
Antiparalela 6.9% 7.5% 7.3% 7.5% 40
Paralela 8.1% 8.2% 8.3% 8.0% 47
Alca 16.099 16.1% 16.2%| 16.3% 94
Estruturas aleatoérias 32.0%| 31.8% 31.7%| 31.3% 187
Total 99.994 100.1% 99.4%| 99.3% 584
Subtotal Beta (anti /par: 15.0% 15.7% 15.6% 15.5%

Tabela 2: Estrutura secundaria da proteina MBP:rgs€aM determinada
espectroscopia dicroismo circular (CD) em presengie 1 mM EGTA.

. 195-260 [ 200-260| 205-260 | 210-260
Predicéo #aa
nm nm nm nm

Hélice 34.3% 34.8% 35.0%| 34.9% 200
Antiparalela 8.3% 8.0% 7.5% 7.8% 49
Paralela 8.5% 8.5% 8.6% 8.3% 50
Alca 16.5% 16.5% 16.4%| 16.6% 96
Estruturas aleatérias 32.4% 32.3% 32.2%| 32.1% 189
Total 100.1% 100.0% 99.7%| 99.6% 584
Subtotal Beta (anti /para  16.8% 16.5% 16.1% 16.1%

por
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CD spectra of rgsCaMxMBP
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Figura 16. Espectro de CD da proteina recombinant®BP:rgs-CaM em presenca ou
auséncia de EGTA. A linha azul representa amostra sem adicdo deAEG@&Ta linha
vermelha representa adicdo de 1 mM de EGTA.

IV.9 Predicéoin silico da estrutura secundaria
Predi¢cdes de bioinformatica também foram realizagsendo a proteina rgs-CaM
fusionada a MBP (Tabela 3), ou a proteina MBP (leadg Os resultados dessa predi¢édo

indicam uma prevaléncia de alfa-hélices em ambgwa@sinas analisadas (37,67% para a

proteina de fusdo e 35,38% para a MBP).

Tabela 3: Predicéo teorica da estrutura secundarida MBP:rgs-CaM

MBP:rgs-CaM #aa %
Alfa hélice 220 37.67%
Folha-beta 115 19.69%
Alca 61| 10.45%
Estruturas aleatérias 188 32.19%
Total 584 100%
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Tabela 4: Predicdo tedrica da estrutura secundariala MBP (maltose-binding-
protein)

MBP #aa %
Alfa hélice 138| 35.38%
Folha-beta 76 19.49%
Alca 42| 10.77%
Estruturas aleatorias 18434.36%
Total 390 100%
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V. DISCUSSAO

No presente trabalho, a expressédo da proteina alys-€n E. coli BL-21 (DE3)
Rosetta foi empreendida utilizando-se o plasmidéalqg2E. As condi¢des ideais de inducao
da expresséo da proteina recombinante foram: adegedomM de IPTG, temperatura de 28°C
com periodo de incubacdo de 4 horas. Ensaios adisiempregando outros plasmideos
(PET-28a , pET-29a e pGEX) bem como outras cepaaderias ndo foram satisfatorios.

A correta insercdo da regido codificadora da rgst(ho vetor de expresséo foi
confirmada por digestdo com enzimas de restricGeqgeenciamento. Cabe ressaltar que no
sequenciamento observou-se uma total similaridd@8%) com a sequéncia deduzida de
aminoacidos da rgs-CaM depositada no banco de dddo®NCBI, além da proteina
recombinante obtida apo6s a inducéo apresenta masdsaular de ~ 64 kDa que é o esperado
para a proteina de fusdo MBP:rgs-CaM.

Testes de solubilidade foram realizados a fim deoetrar o tampé&o ideal para
posterior purificagdo da proteina. Em todos os @msapestados a proteina de fusdo esteve
presente na fracao sollvel, excecéo feita ao tadp&oM MES pH 5,5 contendo 100 mM de
NaCl. O tampéao selecionado para os testes segugitestampao 50 mM Tris-HCI pH 8,5
contendo 100 mM NaCl, pois nesta condicdo obtevdssa quantidade de proteina
recombinante na fracdo solUvel na presenca de ntpraottidade de sal. Os resultados dos
ensaios de purificacdo da proteina de fusdo MBfedd por cromatografia de afinidade em
resina de amilose foram satisfatorios, e possbéin a obtencdo de proteina pura e
aparentemente livre de contaminantes. O rendimetdbfoi de 10 mg de proteina pura para
cada 1 litro de cultura bacteriana induzida, qdiaagdo essa obtida em espectrofotdmetro. A
quantidade de proteina recombinante obtida é eufiei para a realizacdo das andlises

funcional e estrutural, bem como para se iniciaestes de cristalizacao da proteina.
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Os resultados obtidos no DLS sédo fundamentais g@m@onseguir 0 crescimento de
cristais de proteina de boa qualidade, pois estact permite avaliar a polidispersidade da
proteina em solucéo, e, em condi¢des de baixaigedicsidade, maior € a probabilidade de
cristalizacdo da proteina (D'arcy, 1994; Ferre-Rian& Burley, 1994). A polidispersidade é
alterada em funcdo da variacdo de parametros cempetratura, pH, tampao, concentracéo
de sal e outras substancias. Essa técnica tamb@nitgp@analisar outras propriedades como:
raio hidrodindmico e massa molecular da proteinaselmcéo, fornecendo dados sobre a

oligomerizacao da proteina (Bloomfield, 2000).

A proteina de fusdo MBP:rgs-CaM foi testada emrda® condi¢bes a fim de se obter
0S menores valores possiveis de polidispersidaaé@s festes com diferentes combinagdes de
pH, temperatura, tampéao e aditivos, encontrou-sa comdicdo com baixa polidispersidade
(15,8%) utilizando-se o tampao Tris pH 8,5; NaCDmhM; Tween 0,25%. A adicdo de
Tween 20 se mostrou fundamental para a baixa ppkdsidade, pois na sua auséncia ha
formacéo de diversos aglomerados, aumentando aspotidispersidade (51,9%), condicdo
que diminuiria a probabilidade de cristalizacdo mlateina. Nessa condicdo, a massa
molecular da proteina recombinante € de 77 kDay wple esta préximo do valor estimado
(64 kDa). E importante ressaltar que os resultadisios no DLS correspondem a valores
aproximados, ja que o calculo da massa moleculgita@com base no raio hidrodinamico, e
leva em consideracdo proteinas perfeitamente glodmil (Wilson, 2003). Na referida
condicéao (Tris pH 8,5; NaCl 100mM; Tween 0,25%)saovariar a temperatura de 18°C para
25°C, a massa molecular da proteina muda de 7p&Ral32 kDa. Esta variacdo na massa
molecular pode estar relacionada com mudancadwsigisofridas pela proteina em solucéo,
ja que ao se aumentar a temperatura, aumenta-s@ chidrodinamico da proteina em

solucéo, e altera-se consequientemente a massautaokestimado pelo DLS.
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A analise de Dicroismo Circular (CD) tem a capadedale detectar a absorcéo
diferencial dos componentes levagiro e dextrogaautha radiacdo circularmente polarizada.
Tal efeito ocorre quando uma molécula possui cronoofjuiral (opticamente ativo) ou
guando esta presente em um meio quiral. A exis@einteracdes especificas da luz com os
cromoforos presentes nas proteinas (ligacdo peptidpontes dissulfeto e residuos
aromaticos), produz espectros caracteristicosqaata tipo de estrutura secundaria e terciaria
presentes na proteina, espectros esses que podesakados por CD (Woody, 1995; Kelly
& Price, 1997).

Até o momento nao existem relatos na literaturastiedos estruturais sobre a proteina
rgs-CaM. As analises de CD empregando a proteBi&ad/l fusionada a MBP evidenciaram
um alto contetdo de alfa-hélices (Tabela 1), alérestruturas secundarias do tipo folha-beta
e alca, indicando uma proteina estruturada. Presligdsilico da estrutura secundarda
proteina MBP:rgs-CaM também indicaram uma predonuiadde alfa-hélices (Tabela 3),
reforcando os dados obtidos no CD. A predigéalico da MBP indicou 138 aminoacidos
em regido de alfa-hélice, enquanto que para a ipeotde fusdo MBP:rgs-CaM foram
detectados 216 aminoacidos em regido de alfa hélgtes dados sugerem que tanto a MBP
(proteina carreadora) quanto a rgs-CaM estdo bamtweadas, caso contrario, a quantidade
de alfa-hélices seria menor. Uma mudanca de espfxitobservada quando a proteina de
fuséo foi colocada em presenca de 1 mM de EGTAersudp perdas estruturais em regides
de alfa-hélice, provavelmente por remocdo de foaS @a estrutura da proteinaEssa
mudanca era esperada considerando o conhecido efeit ions Cd na estrutura das
calmodulinas (De Koninck & Schulman, 1998; Bouehal., 2005; Huang & Liu, 2007).

De maneira geral, esses dados indicam que a maotgs-CaM obtida no presente
trabalho atendeu as exigéncias de pureza e qudmtidacessarias para que testes de

cristalizacdo possam ser iniciados, e para quesnestudos funcionais sejam empreendidos.
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VI. CONCLUSOES

- A proteina rgs-CaM foi expressa com éxito eneoli na forma de uma proteina de fusao

com a MBP;

- A proteina de fusdo MBP:rgs-CaM apresenta tendé&mo formar agregados de tamanhos

diversos que podem ser desfeitos com a adicao derm0;

- Experimentos de espectroscopia revelam que aeipeotrecombinante apresenta alta

predominancia de alfa-hélices, sugerindo uma pratestruturada;

- A adicdo de EGTA causa perda de estrutura aliaehda MBP:rgs-CaM, provavelmente

pela remoc&o de fons €ala estrutura;
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VII. PERSPECTIVAS

- Iniciar os ensaios de cristalizacéda proteinaViBP:rgs-CaM, e uma vez obtidos cristais,

utilizar-se da difracdo de raio-X para resolverssestruturas tridimensionais;

- Testarin vitro a interacdo entre a proteina rgs-CaM e a protdgrah HC-Pro, e caso se

confirme essa interacdo, determinar a regido @eagdo entre as proteinas;
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