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RESUMO

Titulo: Caracterizagio Termodindmica de Reacgdes de Nitrosacdo e Interacdes Protéicas por

Titulagao Calorimétrica Isotérmica.
Autor: Rogério Corte Sassonia.
Orientador: Prof. Dr. Marcelo Ganzarolli de Oliveira.

Palavras chave: titulacdo calorimétrica isotérmica, caracteriza¢do termodindmica de intera¢des

quimicas, reagdo de nitrosagdo, interagdes proteina-proteina, dominio EF-hand.

Este trabalho apresenta os resultados da aplicacdo da titulacdo calorimétrica isotérmica na
caracterizacdo termodinamica de reacdes de S-nitrosacdo de tidis e de interagdes proteina-
proteina e proteina-ion. Foram estudadas as reacdes de S-nitrosa¢do da N-acetil-L-cisteina
(NAC), L-cisteina (CYS), L-glutationa (GLU) e do 4cido mercaptosuccinico. Também foram
avaliadas as interacdes entre a proteina sinalizadora Shc (Src homology collagen-like) e as
proteinas glutationa S-transferase (GST) e a ciclofilina A (CypA) e a interagcdo entre a regido C-
terminal da proteina humana EFHC1 (EFHC1-C) com fons Ca®* e Mg**. Os valores da variacio
de entalpia revelaram que a S-nitrosacdo € um fendmeno exotérmico e ocorre com diminui¢do de
entropia. Estes dados termodinamicos revelam que as reagdes de S-nitrosag@o investigadas s@o
entalpicamente dirigidas a 25 °C (1 atm) e possuem valores semelhantes de variacdes de entalpia,
entropia e energia livre, apesar das diferencas entre as estruturas quimicas dos ti6is. Verificou-se
que a proteina EFHCIC liga-se tanto a fons Ca** quanto Mg2+ numa estequiometria de 1:1, com
afinidades definidas por diferentes contribui¢des entédlpicas e entrdpicas. Este dado confirmou a
existéncia de um suposto dominio EF-hand ligante de Ca®* na porcdo C-terminal previsto pela
seqiiéncia primaria da EFHCI1C. Por outro lado, a EFHCIC perde sua capacidade de interacdo
com fons Ca®* e Mg2+ em solugdo sem 1,4-ditiotreitol (DTT), provavelmente, devido a formacao
de dimeros. A auséncia de sinais térmicos de ITC mostrou que nem a proteina GST, nem a

proteina CypA interagem com a proteina Shc nas condi¢des experimentais usadas.
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ABSTRACT

Title: Thermodynamic Characterization of the Nitrosation Reactions and Protein Interactions by

Isothermal Titration Calorimetry.
Author: Rogério Corte Sassonia.
Adyviser: Prof. Dr. Marcelo Ganzarolli de Oliveira.

Keywords: isothermal titration calorimetry (ITC), thermodynamic characterization of chemical

interactions, nitrosation reaction, protein-protein interactions, EF-hand motif.

This work presents the results of isothermal titration calorimetry application in the
thermodynamic characterization of thiol nitrosation reactions, protein-protein and protein-ion
interactions. The S-nitrosation reactions of N-acetyl-L-cysteine (NAC), L-cysteine (CYS), L-
glutathione (GLU) and acid mercaptosuccinic were studied. The interactions of the signaling
protein Shc (Src homology collagen-like) with glutathione S-transferase (GST) and ciclofilina A
(CypA) and of the EF-hand motif from human EFHC1C with Ca®* and Mg** ions were also
evaluated. Enthalpy change values revealed that the S-nitrosation reaction is an exothermic
phenomenum associated to a decrease in entropy. These thermodynamic data show that the S-
nitrosation reactions investigated are enthalpically driven at 25 °C (1 atm) and have similar
enthalpic, entropic and free energy change values, despite the differences among the chemical
structures of the thiols. It was verified that the EFHCI1C protein binds to both Ca** and Mg”* ions
in a 1:1 stoichiometry with affinities defined by different enthalpic and entropic contributions.
These data confirmed the presence of a putative EF-hand Ca2+—binding motif at the C-terminal
portion as expected by the primary sequence of EFHC1C. On the other hand, EFHC1C losses its
ability to interact with Ca®* and Mg**ions in solution without 1,4-ditiotreitol (DTT) likely due to
protein dimerization. The absence of ITC thermal signals showed that neither GST nor CypA

interact with the Shc protein in the experimental conditions used.
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1 - INTRODUCAO




1.1 - O ESTADO DA ARTE E AS EXPECTATIVAS PARA O
FUTURO DA TITULACAO CALORIMETRICA ISOTERMICA

The beauty of titration calorimetry is in its simplicity,
which allows to obtain the entire set of thermodynamic
parameters from performing only a few experiments

. . 1
at a series of different temperatures’.

1.1.1 - Titulacdo Calorimétrica Isotérmica

A titulacdo calorimétrica isotérmica baseia-se na medida do calor envolvido
no processo de interacao entre duas espécies quimicas colocadas em contato de
modo gradual e continuo em uma cela calorimétrica mantida em uma temperatura
definida. A adicdo de uma espécie quimica contida em uma seringa (titulante) na
espécie contida na cela calorimétrica (titulado) possibilita a medida da energia
envolvida na interacdo quimica entre as mesmas. A energia medida € global, isto €,
inclui a energia da interacdo entre as espécies quimicas colocadas em contato como
também a energia devido ao fendmeno da solvatagdo, reorganizacdo molecular e
mudancgas conformacionais, a energia de diluicdo das espécies envolvidas no
experimento, além da energia devido 2 agitacdo mecénica® °. Por esta razdo, a
variacdo da entalpia molar medida (observada) € aparente e designada muitas vezes
por AH,;.. A Figura 1.1 mostra o registro grafico de uma titulagdo calorimétrica
isotérmica onde podem ser identificados os sinais térmicos produzidos no momento
da adi¢ao do titulante ao titulado em 18 adi¢des sucessivas em intervalos de tempo

de 3 minutos.
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Figura 1.1: Registro grafico tipico de uma titulacdo calorimétrica isotérmica.

Cada pulso (sinal térmico) mostrado na Figura 1.1 indica o0 momento da
adicdo de um volume conhecido do titulante contido em uma seringa no titulado

contido na cela calorimétrica.

1.1.2 - Método de Deteccao do Calor

A maior parte dos calorimetros de titulacdo isotérmica é baseada na
metodologia de compensacao de energia, principalmente, aqueles usados no estudo
de sistemas bioldgicos’. A Figura 1.2 mostra o diagrama esquemdtico caracteristico
de um calorimetro de compensac¢do de energia. As vantagens deste sistema incluem
um tempo de resposta rdpido, elevada sensibilidade e a necessidade de
relativamente pouca quantidade de amostra. O calorimetro de compensagdo de
energia € composto por duas células equivalentes com o formato de “pirulito”
envoltas por uma cobertura adiabdtica’. A temperatura de cada célula é monitorada

e mantida constante através de um ciclo eletronico de retroalimentacio que controla



aquecedores adjacentes a cada célula. De modo geral, um sistema de
retroalimentagdo reduz desvios em relacao a uma referéncia.

Durante o experimento, a diferenca de temperatura entre a cela que contém o
titulado e a cela de referéncia (AT, Figura 1.2) aumenta se o resultado da adigéo

do titulante ao titulado for um processo exotérmico.

SERINGA INJETORA (TITULANTE) E AGITADOR

________________________ < RETROALIMENTACAO
RRAEE e L 2 DA CELULA

COBERTURA
ADIABATICA

BB e gLy RETROALIMENTACAO
; BN CELULA-COBERTURA

ISOLAMENTO ADIABATICO

Figura 1.2: Diagrama esquemadtico de um calorimetro de compensacao de energia

(figura adaptada da referéncia 3).

Neste caso, o ciclo de retroalimentacdo responde reduzindo a energia dos
aquecedores ao redor da célula do titulado para reduzir a zero o valor de AT4. Por
esta razao, a adicdo do titulante desloca a linha base para um valor negativo em um
registro de poténcia versus tempo (Figura 1.1). Uma reacdo endotérmica gera um
pico positivo. O registro de um valor constante de energia indica que o sistema
atingiu o equilibrio. Neste caso, a energia registrada pela linha base € proporcional
a energia necessdria para manter a diferenca de temperatura entre a célula de

referéncia e o isolamento adiabético AT 5, Figura 1.2.



1.1.3 - Relagcoes Termodinamicas Fundamentais que Descrevem o

Fenomeno das Interacoes Moleculares

A variacdo da energia livre de Gibbs, AG, de uma interacdo a pressio

constante depende da temperatura e é descrita pela Eq. 1.1".

T T

AC,dT — TAS(Tg) — Tf AC,dInT Eq. 1.1
TR

AG(T) = AH(Tg) + f

TR

AH e AS sdo as variacdes de entalpia e entropia, respectivamente, ACp € a
variagdo da capacidade calorifica a pressdo constante e Tp uma temperatura
especifica de referéncia. Se ACp ndo depende da temperatura no intervalo de

interesse, a Eq. 1.1 pode ser simplificada pela Eq. 1.2.

AG(T) = AH(T;) — TAS(TR) + AC,[T — Ty — TIn(T /T)] Eq. 1.2

As Egs. 1.1 e 1.2 mostram que a variacdo da energia livre de uma interagao ¢
constituida pelas componentes entdlpica e entrépica. As variacdes de entalpia e

entropia variam com a temperatura de acordo com Eq. 1.3.

d(AH) _d(AS) E
_ _ g-1.3
AGy dT r dT

A caracterizagdo termodinamica de uma interacdo quimica implica a
determinagdo dos pardmetros AG, AH e AS a uma temperatura especifica e a

obtengdo do ACp para avaliar a variagdo destes trés parAmetros com a temperatura.



1.1.4 - Método de van’t Hoff

O método ndo-calorimétrico para determinacdo de parametros
termodinamicos de uma interagdo quimica é comumente conhecido como método
de van’t Hoff. Pode-se obter AC, pelo célculo da segunda derivada de AG(T) em
funcdo da temperatura. Este método ndo-calorimétrico para determinacdo da
variacdo da capacidade calorifica de uma interacdo tem vdrias desvantagens.
Freqiientemente, os experimentos podem somente ser realizados em uma faixa de
temperatura pequena € 0s erros experimentais propagam-se € geram erros grandes

para AH, AS e ACp em particular. Ademais, K,,, muitas vezes, ndo varia com a

eq°
temperatura na faixa experimental acessivel devido a compensacdo existente entre
as variacdes de AH e AS com a temperatura de modo a manter os valores de AG
praticamente constante (compensacdo entdlpica-entropica). Por estas razdes, o

método de van’t Hoff freqiientemente ndao produz bons resultados.
1.1.5 - O Tratamento dos Dados no Experimento de Titulacao
Calorimétrica

A integracdo da derivada da poténcia em relacdo ao tempo gera o calor

observado, q; ,ps, €ntre as adigées i — 1 e i, Eq. 1.4.

Qiobs = qi — qi Eq. 1.4

q;.0bs corresponde a drea do i-ésimo sinal térmico, por exemplo, de um pico
mostrado no registro grafico da Figura 1.1. Para a interacdo quimica representada

pela Eq. 1.5:



M+nl 2 ML, Eq. 1.5

L representa o titulante, M representa a espécie titulada e 1 representa o niimero de
sitios de interagdo idénticos e independentes presentes em M.

Praticamente toda espécie L adicionada reage com o titulado M se a
constante de equilibrio de associacdo, K,, for grande e a razio molar entre o
titulante e o titulado for pequena no inicio da titulagdo (primeiras adi¢des). Os
sinais térmicos, neste caso, t€m dreas praticamente idénticas. O valor de q; ops
diminui a medida que a fragdo de saturagdo aumenta. O valor de q;qps €
proporcional ao volume da célula, V..;, & mudanca da concentragdo da espécie L
ligada ao titulado M, A[L;l;igaae = [Liliigade — [Li—1liigade- € @ variagio da
entalpia molar de formacdo do complexo ML,, observada, AH ;..

Pequenos sinais térmicos observados apds a saturacdo sdao causados pela
energia relacionada a diluicdo das espécies quimicas (principalmente do titulante),
q; 41 € pela energia relacionada a processos ndo especificos, g; .. Deste modo,

tem-se que:

Qiobs = qi t Qigit T Qine Eq. 1.6

O valor de q; 4i1 + q;ne € Obtido pela titulagdo da espécie L (titulante) no
solvente no qual o titulado, M, havia sido dissolvido. V¢ é conhecido e AH ;5 é
constante para uma determinada pressdo, temperatura e solvente usado. AH ;¢ e K,

sdo determinados a partir da Eq. 1.7.

qi = Qiobs — Qidgit — Qime = MMV 0t AH R Eq. 1.7



[M],,; é a concentracdo total do titulado, M, presente na cela calorimétrica.
Aq; é o calor referente a formacéo do complexo ML,, na iésima adicdo da titula¢do

e R é a raiz quadrada da Eq. 1.8'.

1 [Li]tnt
nKa[M]tot n[M]tot

Yiz - Yi (1 + ) + H[L]mt[M]mt - 0 Eq. 1.8

onde ¥; é o grau de saturagio jd definido anteriormente, isto é,
Y; = A[L;liigado/ [M]so¢. [Liltor € a concentracio total da espécie L adicionada até

a adicdo I. A regressdo ndo-linear dos dados com base na Eq. 1.7 fornece os valores
den, K, e AH ,; a partir de uma tnica titulagio calorimétrica.

O sucesso da deconvolucio da isoterma de interacdo depende
freqiientemente de informacdes adicionais independentes sobre o nimero de sitios
de interacdo, M, presentes em M, uma vez que n e AH . estdo correlacionados.
Para sitios de interac@o idénticos e independentes, aplica-se o tratamento dos dados
discutido acima. No caso de espécies contendo sitios de interagdo diferentes e/ou
interdependentes requer-se o tratamento termodindmico estatistico dos dados.
Recentemente, Buurma e colaboradores® resumiram os modelos descritos na
literatura para o tratamento de sistemas de interacdo intermolecular mais
complexos com ateng¢do particular para as interacdes que envolvem DNA. A
deconvolucdo tem rigorosa fundamentagdo termodindmica e existem exemplos

5.6.7 o
", Na pratica, contudo, o

instrutivos que demonstram os resultados deste método
sucesso depende muito da qualidade dos dados experimentais e do nimero de

parametros correlacionados no ajuste.



1.1.6 - As Informacoes Contidas nos Resultados Experimentais da

Titulacao Calorimétrica Isotérmica

1.1.6.1 — Constante de Equilibrio

As concentragdes dos reagentes (titulante e titulado) devem estar em uma
razao adequada para tornar possivel a obten¢dao de um valor confidvel da constante
de equilibrio de associacdo (K,) das espécies quimicas estudadas em um
experimento de titulacdo. Se a concentracdo dos sitios de interacdo do composto a
ser titulado é muito maior do que 1/K,, praticamente todo reagente adicionado ¢é
consumido até a saturagcdo e a curva de titulagdo calorimétrica tem flexdo
demasiadamente abrupta. No caso da concentracao dos sitios de interagdo ser muito
menor que 1/K,, a curva da titulacio calorimétrica é muito plana e torna-se
impraticdvel seu ajuste. A concentracdo dos sitios de interacdo (contidos no
titulado, por exemplo) ndo deve ser muito maior do que 1/K, para tornar possivel
a obtencao de um valor confidvel da constante de equilibrio da interacdo estudada.

Neste aspecto, Wiseman e colaboradores® notaram que o perfil da curva de
titulagdo calorimétrica variava conforme o valor da multiplica¢io de K, pela
concentracdo de sitios de interacdo do titulado, M, nos casos onde o titulado
apresentava um unico sitio de interacao (Eq. 1.9). O produto desta multiplicacado foi

denominado fator € (Eq. 1.10).

M+L2ML Eq. 1.9

C=KH[M]tDt Eq. 1.10

O célculo do fator € auxilia a sele¢do das melhores condi¢Oes iniciais de um

experimento de titulagdo calorimétrica. Valores do fator € entre 10 e 500 resultam
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curvas cujo ajuste fornecera valores confidveis para a constante de equilibrio
enquanto que para valores de € < 10 o ajuste implicard, provavelmente, valores
inexatos. Certamente para € < 1 o ajuste serd impraticavel. A Figura 1.3 mostra o
perfil das curvas simuladas de titulacdo calorimétrica obtidas para diferentes

valores do fator c.

0.0

024 -
— C=1000

>Q_§'_04_ A== c=100

_F — =10

I =1

S 064 g ¢

“Q‘:. - =01
= =001

Figura 1.3: Curvas de titulagio calorimétrica simuladas para uma interacdo quimica
para diferentes valores de €. O calor liberado por adi¢cao (normalizado em relacdo a
quantidade molar de titulante adicionado e pela variacdo de entalpia da interacao) é
apresentado em fun¢do da razdo molar entre o titulante e o titulado. O fator € € o
valor da multiplicacdo de K, pela concentracdo de sitios de intera¢do do titulado,
M, presente na cela calorimétrica e foi definido por Wiseman e colaboradores” para
avaliar a confiabilidade da determina¢do de K, pela regressdo ndo-linear da
isoterma de interacdo obtida em um experimento de titulacdao calorimétrica (figura

adaptada da referéncia 8).

A Eq. 1.11 € a equagdo geral para o célculo do fator ¢ definido por Wiseman
e colaboradores® no caso do titulado conter m sitios de interacdo idénticos e

independentes®.
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Canﬂ.[M]tDt Eq 1.11

Atualmente, o software Nano ITC Run Software V1.6 auxilia a determinacdo
das condigdes iniciais de uma titulagdo calorimétrica. Ele é disponibilizado
gratuitamente pela empresa TA Instruments (New Castle, DE USA) e estd
disponivel para cOpia no endereco eletronico:
http://www.tainstruments.com/main.aspx?1d=279&n=2&siteid=11.

Freqiientemente, as concentracdes adequadas dos reagentes para
determinacdo de K, mostram-se impraticdveis. Constantes de equilibrio muito
grandes exigem concentracdes muito pequenas de titulado o que pode tornar os
sinais térmicos gerados imperceptiveis. Por este motivo, K, acima de ~10° M (AG
~ -50 kJ mol' na temperatura ambiente) ndo podem ser medidos com exatiddo.

Por outro lado, a agregacdo dos reagentes devido as altas concentragdes
constitui um problema no caso de constantes de equilibrio muito pequenas que
requerem uma concentracdo total de sitios de interacdo alta para gerar valores do
fator € entre 10 e 500.

Torna-se possivel, as vezes, escolher uma temperatura adequada na qual se
pode medir o valor de K, com confiabilidade. Infelizmente, na maioria dos casos,
K, é praticamente independente da temperatura devido a acentuada compensagéo
entdlpica/entrépica. Outra alternativa requer o uso de ciclos termodinamicos
adequados onde as constantes de interacdo entre as espécies quimicas de interesse
podem ser determinadas. Por exemplo, pela variacgio do pH”'’ ou pelo
deslocamento de uma espécie quimica ligada ao sitio de interagdo de interesse por

L . .. . . ~ e e 11,12,13
outra espécie quimica em um experimento de titulacio calorimétrica :

12



1.1.6.2 - Variacao da Entalpia

Os valores da variagdo de entalpia sdo determinados com exatiddao nas
condicdes onde a interacao entre as espécies quimicas de interesse € completa, isto
é, quando o grau de saturacdo € pequeno. Por esta razdo, K, e AH,;; sdo melhor
definidos em experimentos com diferentes razdes de concentracao entre as espécies
quimicas de interesse (titulante/titulado), embora os valores destes parametros
possam ser determinados simultaneamente em uma dnica titulacao calorimétrica.

Comparagdes entre variacdes de entalpia determinadas em H,O e D,O
permitem concluir que a reorganizacao do solvente é responsdvel em grande parte
pela variacio de entalpia observada'® . Além disso, moléculas de dgua podem
melhorar a complementaridade da superficie de interacdo entre os componentes de
um complexo uma vez que podem ligar seus componentes através de ligacdes de
hidrogénio e formar uma rede tridimensional ao redor da superficie de interacao.
Este arranjo tridimensional de moléculas de dgua ao redor do complexo pode

. . . . ~ 1 1
contribuir favoravelmente para a entalpia da interacio'® '

, freqiientemente,
compensadas por perdas entrépicas'®. Acredita-se que, por esta razdo, a energia
livre da interacdo seja influenciada pela diminuicao da atividade de dgua do sistema
através da adicdo de glicerol ou outro osmdlito a solucdo'” *°. Complexos com
pequeno grau de complementaridade sio tolerantes 2 pressdo osmética”’.

Em geral, mudancas na variacdo de entalpia ndao trazem mudancas
significativas na variacdo de energia livre. Uma das razdes deste comportamento €
a compensacdo entalpica/entropica. Isto é, mudangas na variacdo de entalpia,
favordveis a uma interacao, por exemplo, podem ser praticamente compensadas por
perdas entrOpicas. Interpretacdes moleculares para o fendmeno da compensacao
entdlpica-entropica isotérmica foram apresentadas por Jen-Jacobson e

22 . ~
colaboradores™. Este comportamento pode ser observado na interacdao do

citocromo ¢ com o anticorpomonoclonal mAb 2B5 (Figura 1.4-A). Destaca-se,
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entretanto, que os valores de AH e —TAS permanecem praticamente constantes com
a temperatura no caso da interacdo do citocromo ¢ com o anticorpomonoclonal

mAb 5F8 (Figura 1.4-B).

A B
20 20
g g
: -TAS : -TAS
£ 10] E 10./
g g
'é 04 'é 0;
S -10, aG S 10, 46
b 2
S -20 (5 -20:\‘.\.‘.\
-30 N —— -30 N
270 280 290 300 310 270 280 290 300 310
T (K) T (K)

Figura 1.4: Influéncia da temperatura nos parametros termodinidmicos da interacdo
do citocromo ¢ com anticorpos monoclonais. A) citocromo ¢ € mAb 2B5: nesta
interacdo observa-se o efeito da compensacgdo entdlpica/entrépica. B) citocromo c e
mAb 5F8, nesta interacdo o valor de AG da intera¢do é mantido praticamente
constante pelo fato dos valores de AH e —TAS permanecerem praticamente

constantes com a temperatura (figura adaptada da referéncia 23).

Acredita-se que este comportamento reflita o papel majoritirio exercido

< . : ~ £ Lo 24,25
pelas moléculas de 4gua na interacdo entre duas espécies quimicas™~ .

1.1.6.3 - Variacoes da Entalpia de van’t Hoff e Calorimétrica

A formacdo de um complexo entre duas espécies quimicas, entre duas
proteinas, por exemplo, pode ser descrita como um processo composto por duas
etapas, a saber, o encontro dos componentes do complexo seguido pela

desolvatacdo da interface coberta pela interacdo. A variacdo da entalpia de
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associagdo calculada pelo método de van’t Hoff baseia-se na medida das alteracdes
nos valores de propriedades fisicas devido a formacao do complexo, por exemplo,
devido a supressdo de fluorescéncia de residuos de triptofano encobertos pela
formacao do complexo.

Por esta razdo, somente se a interacao quimica entre duas espécies seguir um
mecanismo sem a formacdo de intermedidrios e com contribuicdes pequenas
referentes a reorganizacdo da 4dgua, mudancas conformacionais ou mudangas do
estado de protonacdo das espécies envolvidas o valor da variacdo de entalpia
determinada pelo método de van’t Hoff, AH,y, deve ser igual ao valor da variacdo
da entalpia determinada por calorimetria, AH .4;, Eq. 1.12. Caso contrario, AH g4 e
AH ., serdo diferentes. Chaires discute as possiveis causas da diferenca entre os

valores da variagdo de entalpia obtidas por estes dois métodos™.

AHC‘RI/AH‘PHZ 1 Eq 1.12

1.1.6.4 - Determinacao do Numero de Protons Envolvidos em uma

Interacao Quimica

A interacdo entre as espécies quimicas estudadas em um experimento de
titulacdo calorimétrica pode envolver a troca de prétons dos constituintes do
sistema avaliado com as espécies quimicas responsdveis pela manutencdo do pH da
solucdo. Neste caso, a variagdo da entalpia observada, AH ., varia com a entalpia
de ioniza¢do do tampdao usado no experimento, AH;puizacio (rampio), SEEUNdO a
Equagdo 1.13, onde ng+ € o numero de prétons trocados entre as espécies do

sistema avaliado com as espécies quimicas responsdveis pela manutencdo do pH.

AH,p; = AH interagio +ng +AH ionizacio (tampio) Eq. 1.13
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Os valores da entalpia de ionizacdo de vdrios tampdes estdo descritos na
literatura® ou podem ser medidos por titulacdo calorimétrica®. Os valores de
AHinteraczo ¢ M* podem ser determinados pela repeticdo da titulagdo calorimétrica
no mesmo pH em tampdes diferentes a partir da Eq. 1.13. O coeficiente angular
obtido a partir do ajuste linear da curva dos valores da variagdo de entalpia
observada pela entalpia de ionizagdo dos tampdes usados determina o nimero de
protons trocados entre o complexo e o tampao. A Figura 1.5 mostra um exemplo

onde a interacdo entre duas proteinas € acompanhada pela liberacao de um proton.
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Entalpia de lonizagdo do tampao (kJ/mol)

Figura 1.5: Mudanca da entalpia observada para a interacao entre a ferredoxina e a
ferredoxina:NADP" oxidoredutase a 27 °C em fungdo da variagdo de entalpia de
ionizacdo do tampdo usado no experimento. TitulacOes calorimétricas realizadas
em pH 7,5 em Tris (quadrado), Mops (triangulo), fosfato (circulo) e tampao
cacodilato (diamante). A linha tracejada mostra o ajuste linear de quadrados
minimos para a Eq. 1.13. Coeficiente angular = 0,96 + 0,03 (figura adaptada da

referéncia 20).

A condi¢io de AHobs = AHineeracio serd observada em qualquer tampdo no

caso da interacdo ndo envolver a troca de prétons entre as espécies do sistema
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avaliado com as espécies quimicas do tampao ("s* = 0). Em outras palavras, pode-
se concluir que a formagdo do complexo ndo envolve a troca de protons com as
espécies quimicas do tampdo se a variacdo de entalpia observada nas titulacdes

calorimétricas realizadas em diferentes solu¢des tampao € constante.

1.1.6.5 - Variacao da Capacidade Calorifica

Os calorimetros comerciais disponiveis atualmente permitem determinar a
variac@o de entalpia de uma interagdo numa faixa de temperatura entre 5 e 70 °C,
aproximadamente. A determinacdo da variacdo da entalpia de uma interacio em

funcdo da temperatura permite o cdlculo da variacdo da capacidade calorifica, ACp

conforme a Eq. 1.3. A variacdo da capacidade calorifica de formagcdao de um
complexo € quase sempre negativa se o complexo é considerado como o estado de
referéncia. Apesar da interpretacdo molecular da variacdo da capacidade calorifica
ser complexa, acredita-se que este fato seja causado, principalmente, pela mudanca
no grau de hidratagdo das superficies dos componentes do complexo apds a
interacdo e, em menor extensdo, das mudangas no nimero dos modos vibracionais
moleculares excitdveis do complexo em relacdo aos seus constituintes antes da
interacio”™ >,

A determinacdo da variagdo da capacidade calorifica permite avaliar se a
mudanca na hidratacdo das superficies dos componentes do complexo apds a

. ~ . 31 32
interacdo decorre preponderantemente de regides polares ou apolares . Os

valores de ACp para a hidratagido de regides de grupos polares sdo diferentes das

33, 34 35, 36, 37

regides de grupos apolares™ ™. Neste aspecto, Madan e Sharp propuseram

modelos para explicar a relacdo dos fendmenos de hidratacdo de solutos polares e
apolares pequenos com as variagdes nos valores de ACp enquanto outros

procuraram explicar esta relagio na interacio de macromoléculas® .
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1.1.6.6 - Variacao de Entropia

A variagdo de entropia pode ser calculada a partir dos valores de K e AH

segunda a Eq. 1.14:
AH
AS = ?'FRIHKQ Eq. 1.14

onde R € a constante dos gases e T € a temperatura termodindmica (experimental).

A variagio de entropia relativa a formacdo de um complexo ¢é
freqlientemente grande e positiva. O aumento da entropia € causado principalmente
pela significativa reducdo do nimero de moléculas de dgua de hidratacao dos
grupos polares e apolares da superficie de interacdo na formacdo do complexo.
Entretanto, algumas vezes, ocorre a formacao de arranjos rigidos de moléculas de
dgua na interface do complexo, o que contribui de modo desfavoravel para entropia
e favordvel para a entalpia de formagio do complexo'™. Uma outra contribuicio
entropicamente desfavordvel € a redu¢do da mobilidade das cadeias laterais dos
sitios de interagdo, isto €, restricdes conformacionais decorrentes da formacao do
complexo.

Obviamente, um valor negativo da variacao de entropia pode ter diferentes
explicacdes, contudo, isto ndo indica necessariamente que a hidratacdo da
superficie de interagdo permanece inalterada. Por outro lado, um valor positivo de
AS indica com maior seguranca que moléculas de 4gua foram expulsas da interface

de interacdo durante a formag¢ao do complexo.
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1.2 - APLICACOES DA TITULACAO CALORIMETRICA
ISOTERMICA NA CARACTERIZACAO DE INTERACOES
MOLECULARES

A titulagdo calorimétrica isotérmica tem contribuido para a elucidacao das
caracteristicas energéticas da formacdo de complexos moleculares relacionados as
mais diversas areas do conhecimento. Destacam-se as ciéncias bioldgicas e as
ciéncias dos materiais. Abaixo sdo descritos exemplos da aplicacdo da titulacio

calorimétrica isotérmica nestas duas importantes areas do conhecimento humano.

1.2.1 - Exemplos da Aplicacao da Titulacio Calorimétrica

Isotérmica nas Ciéncias Bioldgicas

O numero de estruturas cristalinas de complexos de biomoléculas com alta
resolucdo tem crescido rapidamente e ha um grande numero de bases de dados que
descrevem a complementaridade das superficies de interacdao destes complexos, o
que inclui a descrigdo precisa da orientagdo dos grupos responsdveis pela interacdo
em cada componente do complexo. Estes dados, embora estdticos, permitem
compreender detalhadamente o modo como as biomoléculas interagem, contudo,
nao se compreende, do mesmo modo, as causas destas interagéesl.

Por esta razdo, a compreensdao dos complexos formados por biomoléculas
exige o relacionamento das suas caracteristicas estruturais as caracteristicas
termodindmicas relacionadas a sua formacdo. Racionalizar esta relacdo tem sido
tarefa dificil, apesar do desenvolvimento tedrico promissor e da grande quantidade
de dados experimentais acumulados. O tamanho das biomoléculas é uma das
caracteristicas importantes na descri¢do do seu comportamento. Proteinas e 4cidos
nucléicos devem ser considerados como sistemas macroscOpicos individuais
cercados por moléculas de solvente.” Eles se comportam de modo cooperativo e,
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freqiientemente, sofrem mudancas estruturais durante as interagcdes quimicas que
participam. Por exemplo, um dominio protéico responsavel pela ligacio com DNA
pode apresentar estrutura irregular na proteina livre e adquirir estrutura regular apos
sua interacdo com o DNA*".

Alguns exemplos da aplicagdo da titulagdo calorimétrica isotérmica no
estudo da desnaturacdo de proteinas e na compreensdo da causa da formacgao de

complexos entre biomoléculas estdo descritos abaixo.

1.2.1.1 - Caracterizacao da Desnaturacao Reversivel de Proteinas

Entre as doencas neurodegenerativas cujo mecanismo envolve a agregacao
de proteinas e a formagdo de corpos de inclusdo estdo as doencas de Alzheimer,
Parkinson, Huntington e a encefalopatia espongiforme transmissivel®.
Recentemente, a caracterizacao termodinamica da formac¢do de fibrilas amil6ides
de P,-microglobulinas por titulacdo calorimétrica isotérmica foi relatada na
literatura por Kardos e colaboradores®. Deve-se destacar que a estratégia usada
neste trabalho pode ser usada no estudo da formacdo de amildides em outros
sistemas protéicos.

A titulacdo calorimétrica também foi aplicada na caracterizacdo da
desnaturagdo da creatina quinase do musculo de coelho (MM-CK). A dosagem no
sangue da enzima creatina quinase € amplamente utilizada para diagnosticar e
monitorar o infarto do miocdrdio em humanos e avaliar lesdes no misculo
esquelético de animais*™. Liang e colaboradores™ verificaram que a desnaturagio
da MM-CK induzida por 4cido € entalpicamente dirigida a 15 °C e torna-se
entropicamente dirigida em temperaturas mais altas ( 25 °C , 30 °C e 37 °C). Nota-
se que a variacdo da energia livre devido a desnaturacdo da MM-CK induzida por
cloreto de guanidina (+ 6,24 kcal / mol) é duas vezes maior do que aquela induzida

por acido (+ 3,37 kcal / mol). Outras aplicagoes da titulacdo calorimétrica

20



isotérmica na caracterizacdo energética da desnaturacdo de proteinas foram

. R 4
descritas recentemente por Yi Liang °

1.2.1.2 - Caracterizacao das Interacoes Protéicas

Atualmente, a titulacdo calorimétrica isotérmica pode ser aplicada na
avaliacdo de quaisquer processos que envolvam proteinas. Dentre estas aplicagdes
estdo a avaliacdo da interacdo entre proteinas e moléculas pequenas, DNA*, RNA*"
*® carboidratos e a determinacio de parimetros termodindmicos e cinéticos de
reagOes enzimaticas.

O 4cido ferdlico € um composto fendlico com atividade farmacoldgica
encontrado na parede celular de plantas. Yang e colaboradores® caracterizaram a
interacdo do acido ferulico com o citocromo ¢ bovino. Eles identificaram que a
interacdo € entalpicamente favordvel e ocorre com ganho de entropia. Medidas
realizadas por calorimetria exploratéria diferencial e dicroismo circular mostraram
que a interacdo entre o citocromo c¢ € o acido ferulico aumenta a estabilidade
térmica do citocromo c.

O uso da titulacdo calorimétrica isotérmica no estudo das reacgdes
enzimadticas constitui uma drea promissora de pesquisa. A avaliacdo calorimétrica
da fosforilacdo da glicose pelas isozimas de levedura Hxk1 e Hxk2”" é um exemplo
da aplicacdo da titulacdo calorimétrica na caracterizacdo termodinamica e cinética
de reacdes enzimaticas. Dentre os resultados obtidos neste trabalho, uma diferenca
significativa na variacdo da entalpia de reacdo entre estas enzimas indicou
diferencgas entre seus mecanismos de atuacdo, por exemplo, devido a outra reacao
de fosforilacdo paralela. Verificou-se também que um unico préton foi liberado

durante a fosforilagdo da glicose tanto pela atuacdo da Hxkl como pela Hxk?2.
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1.2.1.3 - Caracterizacao das Interacoes entre Proteinas e Tons

O uso da titulagdo calorimétrica isotérmica na caracteriza¢do termodindmica
da interacdo entre protefnas e fons é particularmente ttil’'. Os estudos descritos
abaixo demonstram como a titulacdo calorimétrica foi usada para determinar a
estequiometria, a constante de equilibrio e as variacOes de entalpia e entropia destas
interacdes. Alguns estudos descrevem também a determinacdo da variacdo da
capacidade calorifica e do numero de prétons trocados na interagdo por titulacdao
calorimétrica isotérmica.

Algumas proteinas facilitam a entrada de ions na célula e sdo conhecidas
como proteinas facilitadoras da difusdo de cédtions (CDF — cation diffusion
facilitator). Certos membros desta familia transportam Zn>*, fon necessério para a
atividade catalitica de indmeras metaloproteinas™. Wei e Fu’® caracterizaram a
interacdo entre a proteina transportadora YiiP e trés fons do grupo 12 da tabela
periddica, a saber, Zn>*, Cd** e Hg**. Os pardmetros termodindmicos determinados
foram diferentes para cada fon avaliado, o que pdde ser relacionado a uma
“assinatura termodinamica” caracteristica da intera¢ao destes ions com os sitios de
interacdo da YiiP. A relacdo das caracteristicas quimicas dos ions avaliados e dos
valores dos parametros termodinamicos medidos trouxeram novos conhecimentos
sobre o mecanismo envolvido no reconhecimento molecular dos sitios de interacdao
das proteinas facilitadoras da difusdo de cations e, em particular, da proteina YiiP.

O papel relevante da reorganizagdo das moléculas de dgua na interacdo entre

54 55
. Dentre

proteinas e fons tem sido destacado em vérios trabalhos na literatura
estes trabalhos estd a caracterizacdo termodinamica de dominios protéicos que
ligam fons zinco conhecidos como “dedos de zinco™°. Estes dominios consistem de
aproximadamente 30 aminodcidos e possuem duas fitas B anti-paralelas (formando
uma folha ) e uma a-hélice. Surpreendentemente, a afinidade por fons zinco do

“dedo de zinco” derivado da proteina humana ZFY praticamente ndo sofreu
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alteracdo apos um residuo de fenilalanina ser substituido por leucina devido a
compensacdo entdlpica-entrépica. Os autores propdoe que diferencas na
reorganizacao do solvente poderiam ser responsaveis pela compensagdo entdlpica-
entropica verificada.

Outras aplicagdes da titulagdo calorimétrica isotérmica na caracterizagao

termodinamica da interacdo entre proteinas e ions foram descritas recentemente por

Wilcox®!.

1.2.1.4 - Outras Aplicacoes

Dentre as outras aplicacdes da titulagdo calorimétrica isotérmica nas ciéncias
bioldgicas destaca-se o desenvolvimento de novos farmacos. As caracteristicas
termodinamicas da interagdo entre um farmaco e sua molécula alvo revelam as
contribui¢des entdlpica e entrdpica da variacdo da energia livre do processo de
interacdo e indicam a natureza da for¢ca motriz responsavel pela formacdo do
complexo. A especificidade e as propriedades farmacoldgicas podem ser diferentes
para farmacos que apresentam constantes de equilibrio semelhantes em relacio a
uma molécula alvo. Nestes casos, as diferencas das propriedades podem decorrer
dos valores diferentes das variacdes de entalpia e entropia de cada interagao.
Jonathan B. Chaires apresenta algumas estratégias usadas no desenvolvimento de
novos farmacos a partir destas informacdes”’.

As contribui¢des entdlpicas estdo geralmente associadas a for¢a da ligagdo do
farmaco com seu sitio de interacdo (ligacdes hidrogénio, interacdes de van der
Waals) em relagdo as interagcdes com as moléculas do solvente. Por sua vez, as
contribui¢des entropicas decorrem em geral da significativa reducao do nimero de
moléculas de dgua de hidratacdo dos grupos polares e apolares da superficie de

interacdo na formacdo do complexo. A Figura 1.6 mostra o perfil termodinidmico
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dos inibidores de protease de HIV de primeira geracdo, a saber, indinavir,

nelfinavir, saquinavir, e ritonavir e o KNI-764 de segunda geracao.

Entalpia
KNI-764 -TAS
Energia Livre

Ritonavir

Indinavir
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Figura 1.6: Otimizacdo entdlpica dos inibidores de protease de HIV. Perfil
termodindmico dos inibidores de protease de primeira geracdo (ritonavir,
saquinavir, nelfinavir e indinavir) e segunda geracdo (KNI-764) (figura adaptada da

referéncia 57).

A contribuicdo entrépica para todos os farmacos de primeira geragdo &
predominante. Trés dos quatro exemplos citados tém variagdo de entalpia
desfavordvel (saquinavir, nelfinavir e indinavir). As diferencas do perfil energético
de interacdo da nova geracdo dos inibidores de protease de HIV sdo apresentadas
na Figura 1.6 com o exemplo do KNI-764. A constante de interacao do KNI-764 ¢é
maior comparada aos inibidores de primeira geragdo. Destaca-se, ademais, que a
energia livre decorre quase igualmente das contribui¢des entélpica e entrépica.

A anélise do perfil termodindmico de uma série de inibidores de protease de
HIV indicou que constantes de associacdo grandes estdo associadas a interagdes
entalpicamente favoraveis. Esta observacdo deu origem ao termo otimizagdo

entdlpica™.
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1.2.2 - Exemplos da Aplicacio da Titulacdo Calorimétrica

Isotérmica nas Ciéncias dos Materiais

A titulacdo calorimétrica tem contribuido também para a determinacdo das
caracteristicas termodinamicas relacionadas a formacido de inumeros complexos
supramoleculares nas ci€ncias dos materiais com destaque para a ci€ncia dos
polimeros™, coléides e nanotecnologia. A seguir sio descritos exemplos da

aplicacao da titulagao calorimétrica isotérmica nestas areas do conhecimento.

1.2.2.1 - Caracterizacao da Formaciao de Complexos de

Ciclodextrina

Ciclodextrinas sdo oligossacarideos ciclicos formados por unidades a-1,4-D-
glicopiranose e sdao obtidas a partir da degradacdio do amido pela enzima
glucosiltransferase®. As ciclodextrinas caracterizam-se por apresentar superficie
externa hidrofilica e uma cavidade interna lipofilica. Estas caracteristicas quimicas
permitem que estas ultimas sejam usadas para aumentar a solubilidade de
substancias pouco soldveis em dgua uma vez que podem admitir moléculas
hospedes no interior da sua cavidade. A Figura 1.7 mostra a formacdo de
complexos de ciclodextrina contendo moléculas hoéspedes de interesse

farmacéutico.
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Ciclodextrina (CD) Droga Complexo CD:Droga 1:1

| | |
— |
Ciclodextrina (CD) Droga Complexo CD: Droga 1:2

Figura 1.7: Formacdo de complexos de ciclodextrina e moléculas de interesse

A 60
farmacéutico .

O conhecimento das constantes de equilibrio e das variagdes de entalpia e
entropia envolvidas no fendmeno da inclusdao de moléculas héspedes na cavidade
de ciclodextrinas desempenha um papel importante no entendimento das causas
deste fendmeno®'. Neste aspecto, a titulacio calorimétrica isotérmica é uma das
técnicas mais sensiveis usadas na caracterizagdo termodinamica do fendmeno de
inclusdo. Para isto, aliquotas de uma solu¢do concentrada de ciclodextrina sdo
adicionadas a uma solu¢do da molécula héspede contida na cela calorimétrica. Em
alguns casos, os resultados da titulagdo calorimétrica indicam que cada molécula de

62, 63, 64 .
. Muitos

ciclodextrina aloja em sua cavidade uma utnica molécula héspede
casos, contudo, ndo permitem estabelecer uma estequiometria definida para o
complexo formado, como, por exemplo, a interacdo entre a molécula 2-hidroxi-5-
metoxiacetofenona (Hma), freqiientemente usada como esséncia odorifera, e a -
ciclodextrina. Neste caso, a titulagdo calorimétrica indica a formac¢ao de complexos
formados por uma molécula de B-ciclodextrina e uma ou duas moléculas de Hma®.

O uso da titulagdo calorimétrica permite comparar a espontaneidade da

formacdo de complexos com diferentes moléculas hdspedes através da

determinacdo da constante de equilibrio e avaliar as contribui¢des entdlpica e
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entrépica relacionadas a interacio estudada®. A técnica também permite avaliar o
efeito de modificacdes realizadas na estrutura da ciclodextrina na espontaneidade

da inclusdo de uma molécula héspede®’.

1.2.2.2 - Caracterizacao da Formacao de Complexos Micelares

Moléculas de surfatantes sdo capazes de formar agregados quando sua
concentra¢do em solugdo encontra-se acima de uma faixa estreita de concentracao,
chamada concentracdo micelar critica (cmc). O entendimento da formacgdo
estrutural e termodindmica de micelas € importante uma vez que agregados
micelares participam de inimeros processos tecnoldgicos, tais como, detergéncia,
emulsdes e na recuperagio tercidria do petréleo®™. Além disso, micelas sdo usadas
como modelos para o estudo de membranas bioldgicas®, fotossintese’, transporte
de elétrons’' e interacdes entre lipidios e protefnas’”.

A titulacdo calorimétrica isotérmica € a unica técnica capaz de fornecer os
valores da cmc e da entalpia de micelizacdo de um surfactante, A,,;.H, em um
Unico experimento, sem a intervencdo de qualquer espécie quimica como sonda.
Tipicamente, a solucdo contendo as micelas € colocada na seringa e titulada em
agua. A concentragdo micelar da solu¢do contida na seringa é escolhida de modo
que a concentragdo micelar critica seja atingida na cela calorimétrica durante a
titulacdo. A entalpia de micelizagdo é calculada a partir da diferenca dos valores da
entalpia final e inicial da curva de titulacdo (Figura 1.8 A) e a concentracao micelar
critica € obtida diretamente a partir do valor médximo da primeira derivada da curva

de titulacao (Figura 1.8 B).
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Figura 1.8: Dados tipicos de uma curva de titulacio calorimétrica para um
surfatante adicionado em agua. A-) determinacdo da variacdo da entalpia de
micelizagdo a partir da diferenca dos valores da entalpia final e inicial da curva de
titulacdo. B-) determinag¢do da concentracdo micelar critica do surfatante (cmc) -
valor mdximo da primeira derivada da curva de titulacdo (figura adaptada da

referéncia 61).

A determinacdo experimental dos valores da entalpia de micelizacdo e da
cmc permite o calculo da energia livre de micelizagdo, A,,;.G, e da entropia de
micelizacdo, ApnS.*" A variacdo da capacidade calorifica de micelizacdo pode ser

determinada pela Eq. 1.15.
1y = (2
pm aT . Eq 1.15

A titulacdo calorimétrica isotérmica permite avaliar também a interacdo de
surfatantes com moléculas tais como farmacos, polimeros e proteinas. A seguir sao

apresentados alguns exemplos relevantes do estudo destas interacdes em
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formulacdes farmac€uticas e materiais usados para liberacdo controlada de

farmacos.

1.2.2.3 - Caracterizacao das Interacoes entre Farmacos e Surfatantes

Surfatantes aumentam a solubilidade de substincias pouco soltiveis em dgua.
Muitas vezes, as interacdes entre fairmacos e surfatantes sdo complexas e a escolha
do surfatante mais adequado para aumentar a solubilidade de um determinado
farmaco torna-se dificil. A caracterizagdo termodinamica destas interagdes, por sua
vez, permite conhecer melhor a natureza das for¢as envolvidas no fendmeno. Neste
sentido, o uso da titulagdo calorimétrica isotérmica permite determinar a entalpia da
interacdo entre farmacos e surfatantes diretamente.

Alguns exemplos relevantes do uso da titulacdo calorimétrica foram a
caracterizacao da interacdo do sulfato de salbutamol com Span®85 e da sinvastatina
com indmeros sistemas micelares””. A partir dos resultados foi possivel estabelecer
a relacdo entre a energia livre de transferéncia do fairmaco para cada agregado de
moléculas de surfatante e o aumento da solubilidade do farmaco. Sugere-se que o
método desenvolvido permita a selecdo do melhor surfatante para aumentar a

solubilidade de um farmaco pouco soluvel em dgua.

1.2.2.4 - Caracterizacao das Interacoes entre Polimeros e Surfatantes

Polimeros e surfatantes sdo componentes presentes em um expressivo
nimero de formulacdes de importancia tecnolégica como tintas, detergentes,
cosméticos etc. Vdrios trabalhos tem sido realizados para descrever os complexos
formados por estes compostos’*. Contudo, questdes fundamentais sobre as causas
do fendmeno da associagdo das moléculas de surfatante devido a presenca de

polimeros e sobre o mecanismo de formagdo destes agregados foram pouco
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estudadas”. Torna-se importante, deste modo, a compreensdo das forcas que
governam o processo de interacdo e as caracteristicas da formag¢do dos complexos
constituidos por polimero e surfatante. Varios métodos tém sido utilizados no
estudo destes sistemas, dentre eles: didlise, RMN, condutometria e titulagdo
calorimétrica’®. Por sua vez, a titulacdo calorimétrica isotérmica permite a medida
direta da variacdo dos parametros termodinamicos associados a formagao destes
complexos com grande sensibilidade’’. Em geral, as interacdes entre polimeros e
surfatantes podem ser divididas em duas categorias: 1) interagdes entre polimeros e
surfatantes ambos i16nicos e com cargas elétricas opostas e ii) polimeros neutros e
todos tipos de surfatantes®'.

A caracterizacdo termodinamica da interagdo entre o surfatante catidnico
brometo de dodeciltrimetilamdénio (DTAB) e o poli(dcido acrilico)”® e a interacao
entre o surfatante anidnico dodecil sultato de s6dio (SDS) com o polissacarideo
catiénico quitosana’” mostram o uso da titulacdo calorimétrica isotérmica no estudo
da interagd@o entre polimeros e surfatantes i0nicos com cargas elétricas opostas.

A segunda categoria das interacdes entre polimeros e surfatantes envolve
polimeros neutros como a celulose e seus derivados, a poli(vinil pirrolidona), o
poli(propileno glicol), o poli(etileno glicol) entre outros. Recentemente, a interacao
entre dextrinas modificadas e surfatantes i0nicos foi caracterizada através de
espectroscopia de fluorescéncia e titulagio calorimétrica isotérmica™. Além da
determinacdo da entalpia de agregacdo e das concentragdes criticas de formacgao de
microdominios no processo de formacdo dos complexos estudados foi possivel
avaliar a influéncia da raz3o molar entre o surfatante e as cadeias laterais

hidrofébicas do polimero no comportamento de formacio destes complexos™.
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1.2.2.5 - Caracterizacao das Interacoes entre Proteinas e Surfatantes

Surfatantes t€m sido usados na manuten¢do das caracteristicas estruturais e
funcionais de protefnas®” **. Intimeras formulagdes farmacéuticas comerciais
contém surfatantes nio idnicos para evitar a agregacdo de proteinas’. Muitas
vezes, contudo, os surfatantes podem prejudicar a atividade de enzimas e a
estabilidade de proteinas.

Neste contexto, a titulacdo calorimétrica isotérmica pode auxiliar a avaliagao
dos mecanismos envolvidos nas interacdes entre proteinas e surfatantes e
caracterizar a natureza das forcas envolvidas nestas interagdes. A albumina de soro
bovino® e a insulina® sdo geralmente usadas nesta caracterizagio pelo fato das
suas estruturas e propriedades fisico-quimicas serem bem conhecidas. Tipicamente,
a solugao protéica € titulada com uma solu¢ao concentrada de surfatante. Apesar da
simplicidade experimental a interpretacio dos termogramas das interagdes entre
proteinas e surfatantes € uma tarefa dificill uma vez que as mudancgas
conformacionais dos reagentes e o processo de micelizacdo contribuem com o sinal
térmico observado. Para interpretacdo molecular das variagdes energéticas
observadas faz-se necessdrio associar a titulacdo calorimétrica com técnicas para

83, 8

determinacio estrutural como espectroscopia de fluorescéncia,™ * dicroismo

- 85 oA 87, 88
circular™, espalhamento dinamico de luz™"

entre outras. Somente a caracterizacao
energética e estrutural das interacOes pode levar ao mecanismo e as caracteristicas
detalhadas da natureza das forgcas envolvidas na interagdo entre proteinas e

surfatantes.
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1.2.2.6 - Caracterizacao da Formacao de Complexos de

Polieletrolitos

A compreensdo da formagdo espontanea de estruturas supramoleculares de
polieletrdlitos pela interacdo de polifons de cargas opostas € um fendmeno fisico-
quimico fundamental ndo somente para o entendimento da transcri¢do de proteinas
e reacOes entre antigeno e anticorpo como também no desenvolvimento de novos
materiais liberadores de firmacos®, formacdo e estabilizacdo de emulsdes’,
formacdo de géis’’ e complexos de policitions com dcidos nucléicos ou
oligonucleotideos como vetores na terapia génica’> etc.

Dentro deste contexto, o uso da titulacdo calorimétrica isotérmica tem
contribuido com sucesso na caracterizacdo termodindmica da formacdo de
complexos de polieletrélitos, apesar destas interacdoes envolverem varios processos
fisico-quimicos simultineos. Dentre estes processos estdo i) a formagdo do
complexo devido as interacdes quimicas, ii) mudangas conformacionais dos
reagentes, 1ii) ionizacdo de grupos polares e iv) interaches com as espécies
quimicas presentes no meio.

A andlise critica dos parametros termodindmicos de muitos trabalhos indica
que as contribuicOes entropicas e entdlpicas envolvidas nas interacOes de
polieletrdlitos estdo relacionadas a sua densidade de cargas. A formacdo de
complexos entre polieletrolitos pouco carregados € dirigida pela entalpia devido a
atracdo eletrostatica entre as espécies € envolve uma contribuicdo entrdpica
pequena (com a liberacdo de contra-ions presentes na interface dos componentes da
interacdio para a solugdo). Por outro lado, a formagio de complexos a partir de
polieletrdlitos contendo um grande nimero de cargas € entropicamente dirigida
devido a grande contribuicdo da liberacdo de contra-ions para a solucdo e envolve

uma variacdo positiva de entalpia’.
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1.2.2.7 - Outras Aplicacoes

A titulacdo calorimétrica isotérmica também tem sido aplicada na
caracterizacdo de um grande ndmero de sistemas contendo nanoparticulas’™ *°.

Outra aplicagdo da titulacdo calorimétrica isotérmica € a determinacdo da
entalpia de transferéncia de um soluto em sistemas bifédsicos &dgua/solvente
organico descrita por Sassonia, R. C.”. Neste trabalho, a estratégia usada nas
medidas da entalpia de transferéncia do soluto para a fase organica foi separar as
fases de um sistema bifasico em equilibrio, dissolver uma quantidade do soluto na
fase aquosa e titula-la sobre um volume conhecido da fase organica contida na cela
calorimétrica. O valor da variagdo da entalpia de transferéncia do soluto para a fase
organica foi obtido pela divisao do calor do processo de transferéncia medido pelo
nimero de moles do soluto transferido para a fase organica em cada adi¢do. A

quantidade de soluto transferida para fase organica foi calculada a partir dos valores

do seu coeficiente de parti¢do no sistema bifdsico avaliado.
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1.3 - AS EXPECTATIVAS PARA O FUTURO DA TITULACAO
CALORIMETRICA ISOTERMICA

A titulagdo calorimétrica isotérmica tem ganhado destaque continuamente
nos laboratérios de pesquisa e na industria. A incorporacdo da manipulagcdo
automatica da amostra tornard os calorimetros de titulagdo mais apropriados a
industria farmacéutica. Neste sentido, instrumentos para determinacdo da entalpia
de interacdes de alto rendimento tem sido propostos, contudo, ainda com
sensibilidade muito inferior aos microcalorimetros comerciais’. A combinacio da
titulagdo calorimétrica com outras técnicas ndo-invasivas em solu¢io como RMN
se mostra uma drea promissora como demonstrado por Yung e colaboradores® .

A correlacdo entre os dados termodindmicos e estruturais para prever
fendmenos de interacido ab initio permanece um objetivo distante, porém, torna-se
factivel a medida que mais dados calorimétricos sdo publicados. O trabalho
desenvolvido por Talhout e colaboradores'® exemplifica as limitacdes e as
possibilidades deste tipo de estudo. O aprofundamento tedrico dos fundamentos
termodinamicos que governam as interagdes entre farmacos e seus substratos €

necessdrio para racionalizar o desenvolvimento de novos farmacos.

34



2 - OBJETIVOS
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2.1 - OBJETIVO GERAL

Aplicagdo da técnica de titulacdo calorimétrica isotérmica na caracterizagao
termodindmica de reagcdes de nitrosagdo de tidis e de interagdes proteina-proteina e

proteina-ion.

2.2- OBJETIVOS ESPECIFICOS

1-) Relatar uma metodologia para determinar através da técnica de titulagdo
calorimétrica isotérmica (ITC) as variacOes de energia de Gibbs, entalpia e
entropia da S-nitrosacdo da N-acetil-L-cisteina (NAC), L-cisteina (Cys), L-
glutationa (GLU) e acido mercaptosuccinico (AMS) pela acdo de espécies

nitrosantes formadas a partir da rea¢do de ions nitrito em meio aquoso acido.

2-) Verificar a existéncia e determinar os parametros termodinadmicos da interagao
quimica entre as proteinas Shc (Src homology collagen-like) e as proteinas
glutationa S-transferase (GST) e ciclofilina A (CypA) por titulagdo

calorimétrica isotérmica.

3-) Verificar a existéncia da interacdo por ions célcio e magnésio da regidao C-
terminal da proteina humana EFHC1 (EFHCIC) e avaliar o efeito nas
caracteristicas do termograma devido a presenga na solucao protéica do agente

redutor 1,4-ditiotreitol (DTT).
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3 - PARTE EXPERIMENTAL
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3.1 - INSTRUMENTACAO

3.1.1 - Calorimetro

Os experimentos foram realizados em um calorimetro de titulacdo isotérmica
VP - ITC MicroCal Inc. (Northampton, Massachusetts, USA). A Figura 3.1 mostra

0 Mddulo VP — ITC juntamente com um desenho de sua vista frontal.

Sensor -

sensor ———

= Injetor

Agitador

Seringa

| B | | |-+ Isolamento
| Externo

Isolamento
Interno

Celade -
Referéncia

Vista Frontal do ITC

Figura 3.1: Calorimetro de titulagdo isotérmica VP - ITC MicroCal. Fonte:

Homepage do fabricante — MicroCal'”".

O VP - ITC mede diretamente o calor liberado ou absorvido em amostras
liquidas como resultado da mistura de duas quantidades conhecidas de reagentes.
Ele é composto por um par de celas idénticas (Hastelloy ® Alloy C 276, 1,4 mL)
com tubos de acesso longos e estreitos através dos quais referéncia e amostra sao
introduzidas e retiradas com o auxilio de seringas com agulha longa. Uma seringa
que gira em torno do seu préprio eixo injeta e subseqiientemente mistura os

reagentes na cela da amostra. A mistura dos reagentes ocorre devido ao formato
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helicoidal da extremidade da seringa'”. A Figura 3.2 mostra a seringa e os detalhes

da sua extremidade responsdvel pela mistura dos reagentes.

y

Figura 3.2: Seringa do calorimetro de titulacdo isotérmica VP - ITC MicroCal. No
destaque: detalhe do formato helicoidal da extremidade da seringa que fica em
contato com a amostra € € responsavel pela mistura dos reagentes. Crédito

fotografico: Marciel Vilalta | AtualMidia - contato@atualmidia.com.br.

Durante um experimento, um circuito de autocompensacao mantém nula a
diferenca de temperatura entre a cela da referéncia e a cela da amostra (calorimetro

de compensacdo de calor). O calor liberado ou absorvido € proporcional a

103

quantidade de reagente injetado . A velocidade de rotacdo da seringa pode ser

escolhida pelo usudrio e varia entre 260 e 550 rpm. A faixa de temperatura de

102 . L, . .
92 No sistema VP — ITC, o usuario determina os

operacdo estd entre 2 ¢ 80 °C
parametros experimentais: temperatura, agitagdo, nimero e volume das aliquotas de

reagente injetadas, intervalo entre as adi¢cdes, velocidade de injecdo e a
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sensibilidade de deteccdo. Um computador controla a execucdo do experimento de

acordo com os dados fornecidos.

3.1.1.1 - Calibracao do Calorimetro de Titulacao Isotérmica

Calorimetros s@o normalmente calibrados com aquecedores elétricos
(resisténcias), contudo, os valores obtidos da calibragdo podem ndo ser sempre
representativos do processo quimico ou bioldgico investigado. Deste modo, a
calibragdo elétrica precisa ser verificada com processos padronizados de calibracio
quimica '*. A calibra¢io quimica usada no VP — ITC foi realizada pela medida da
entalpia de diluicdo de uma solucdo aquosa contendo 1 % em massa de propan-1-ol
(grau HPLC 99,8 % de pureza). Os resultados obtidos concordaram com o valor de

104, 105

referéncia apresentado na literatura , com desvio menor do que 2%.
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3.2 - METODOLOGIAS

3.2.1 - Caracterizacao Termodinamica da S-nitrosacao da N-acetil-
L-cisteina, Cisteina, Glutationa e do Acido Mercaptosuccinico por

Titulacao Calorimétrica Isotérmica

3.2.1.1 - Materiais

Foram utilizados neste trabalho NaNO, (Aldrich), L-cisteina (Sigma), N-
acetil-L-cisteina (Sigma, minimo 99%), L-glutationa reduzida (Sigma, minimo

99%) e DL-acido mercaptosuccinico (Acrés, 99%).

3.2.1.2 - Metodologia

- Titulacao Calorimétrica Isotérmica

Determinaciao da Entalpia de Diluicao da Solucao de Nitrito de Sodio

Tipicamente, 4 uL de uma solugo de nitrito de sédio 5,0 x 10” mol L™ foi
adicionada a 1,436 mL de dgua durante um intervalo de 8 s com intervalo entre
injecdes de 30 a 40 min para permitir o equilibrio quimico do sistema. O valor da
entalpia de dilui¢ao da solucdo de nitrito de s6dio em dgua foi subtraido dos valores
das entalpias da curva de titulacdo relativa a S-nitrosacao dos tidis antes do ajuste

da curva para determinagdo dos parametros termodindmicos da reagdo.

Determinaciao dos Parametros Termodinamicos das Reacoes de S-Nitrosacao

Uma solugdo de nitrito de sodio 1,2 x 10~ mol L' foi usada como titulante.

Na célula calorimétrica foram adicionadas as solucdes de tiol preparadas pela
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dissolu¢do da NAC ou Cys ou GLU ou AMS em uma solucio de HCI 1,0 x 10™
mol L', O efeito da concentracio de tiol nas caracteristicas da curva de titula¢io
calorimétrica e na qualidade do seu ajuste foram avaliados. Tipicamente, 3-5 uL de
titulante foram adicionados durante 100 s com um intervalo entre injecdes entre 30
a 40 min para permitir o equilibrio quimico do sistema. A solugdo de tiol na cela foi
agitada com 300 rpm. A entalpia relativa aos processos da diluicdo da solugdo de
nitrito de sédio e da formacdo das espécies nitrosantes foi subtraida dos valores da
entalpia da titulacio da solugcdo do tiol. Os valores da entalpia de diluicdo e
formacdo das espécies nitrosantes foram obtidos pela titulacdao da solu¢do de nitrito
de s6dio na mesma solu¢do de HCI usada na preparacdo dos tidis. Nesta titulacdo
foram mantidas as mesmas condicdes usadas na titulagdo dos tidis.

Os dados da entalpia versus razao molar foram ajustados pelo modelo de um
sitio de interacdo através do software Origin fornecido pela MicroCal. A area dos
picos foi ajustada manualmente. Apds a subtragdo das entalpias de dilui¢do e
formacao das espécies nitrosantes no mesmo pH da S-nitrosacdo dos tidis foi usado
um algoritmo de minimos quadrados nao-linear para ajustar o fluxo de calor por
aliquota de titulante adicionada as equacdes de equilibrio quimico e entalpia
fornecendo os melhores valores de ajuste para a variacdo de entalpia e constante de
equilibrio da reacdo de S-nitrosacdo. A partir deste parametros, as variagdes da
energia de Gibbs e entropia foram calculadas através das equagdes fundamentais da

termodinamica.

Determinaciao dos Parametros Termodinamicos da S-nitrosacao da N-acetil-L-

cisteina pelo Acido Nitroso

1,436 mL de uma solucdo de NAC (6 x 107 mol L") foi titulada com
aliquotas de 4 pL de uma solugio de nitrito de sédio (0,1 mol L") com intervalos

entre adi¢coes de 80 min para permitir o equilibrio quimico do sistema. O pH da
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solucdo de NAC foi determinado com pHmetro. Os dados da entalpia versus razao
molar foram ajustados pelo modelo de um sitio de interagdo através do software
Origin depois da subtragdo da entalpia de dilui¢dao do titulante e da formacdo do
acido nitroso em pH 3,0. Os valores da entalpia de diluicdo e formagdo do acido
nitroso foram obtidos pela titulagdo da solucdo de nitrito de s6dio em solu¢ao HCI

com pH 3,0.

- Medidas Espectrofotométricas

O acompanhamento cinético da S-nitrosacdo dos tidis e da degradacdo dos
nitrosotiéis formados foram realizados a 25 °C em um espectrofotometro HP8453
com arranjo de diodos e portador de cubeta com controle de temperatura.
Tipicamente, 3,6 mL da solugdo de tiol (1,2 x 107 mol L'l) foram adicionados a
uma cubeta de quatzo com caminho 6ptico de 1 cm e titulados com aliquotas de 10
uL de uma solucdo de nitrito de sédio 24,0 x 10~ mol L™ com intervalos de 40 min
entre duas adi¢Oes sucessivas sob agitacdo magnética. A solucdo de tiol foi
preparada pela dissolu¢do da NAC ou Cys ou GLU na mesma solu¢ao de HCI (1,0
x 10" mol L") usada na preparagdo das solugdes de tiol para os experimentos de
calorimetria. A razdo molar de cada adi¢cao da solugdo de nitrito de sédio a solugao
de tiol contida na cubeta foi a mesma usada na titulagdo calorimétrica. Foram
obtidos espectros na faixa de 270 a 470 nm. O controle “branco” foi obtido contra o
ar. As medidas cinéticas foram acompanhadas pelo monitoramento do

aparecimento do nitrosotiol (RSNO) a 336 nm.
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3.2.2 - Caracterizacio Termodinamica da Interacido entre as
Proteinas SHC (SRC Homology Collagen Like) e Glutationa S-

transferase por Titulacio Calorimétrica Isotérmica

3.2.2.1 — Materiais e Métodos

Transformacao da Cepa de Escherichia coli Rosetta 2 com o Plasmidio
pET28aShc

1 uL de solucdo do plasmidio pET-25a-(+)-Shc foi adicionado a 200 uL de
células de E. coli Rosetta (Invitrogen) em um tubo Eppendorf de 1,0 mL. A
dispersao de células foi deixada no gelo por 30 min. Apds permanecer no gelo, o
tubo Eppendorf foi colocado em banho termostatizado a 42 °C por 90 s e
recolocado no gelo por 2 min. Apos o que foram adicionados 800 uL. de meio de
cultura LB (1% de peptona, 0,5% de extrato de levedura e 0,5% de cloreto de
s6dio). As células foram, entdo, incubadas a 37 °C por 1 hora. O tubo contendo as
células foi centrifugado (13000 rpm por 3 min) e a fase liquida descartada. As
células foram, entdo, redispersas em 100 uL de meio de cultura LB e 50 uL do
liquido foram usados para semear uma placa contendo meio de cultura sdlido. A

incubacio foi realizada por 16 h a 37 °C.

Expressao e Purificacdo da Proteina p52-Shc

Uma colonia isolada da cepa de Escherichia coli Rosetta 2 (Novagen)
transformada com o plasmidio pET28aShc foi inoculada em uma pré-cultura de 10
mL por 16 h a 37 °C a 200 rpm. O pré-indculo foi adicionado a 1 L de meio de
cultura LB (1% de peptona, 0,5% de extrato de levedura e 0,5% de cloreto de
s6dio) contendo 50 pg/mL de cloranfenicol e 50 ug/mL canamicina. O crescimento

da cultura foi realizado a 30 °C em agitador tipo shaker com agita¢do de 100 rpm

47



até o meio de cultura alcancar densidade Optica de 0,8 medida em 600 nm. A
expressao da Shc foi induzida pela adi¢ao de isopropil tio-B-D-galactosideo (IPTG)
ao meio de cultura até a concentracdo final de 0,75 mM. A cultura foi deixada
crescer por 4 a 5 horas depois da adicdo do IPTG. As células foram separadas da
fase liquida pela centrifugacdo do meio de cultura a 5000 rpm por 20 min a 4 °C e
armazenadas a -20 °C.

Para purificacdo da Shc foram usadas células coletadas de quatro litros de
meio de cultura. As células foram descongeladas em gelo e, em seguida, dispersas
em 100 mL de tampao pH 8,0 contendo 50 mM Tris, 200 mM NaCl, 10% (V/V)
glicerol e 1 mM dos inibidores de protease AEBSF, E64 e benzamidina. A ruptura
das células foi realizada em sonicador Soniprep 150 MSE (10 ciclos: 10 s ligado /
50 s desligado) e os fragmentos das células removidos por centrifugacdo a 20000
rpm por 40 min a 4 °C,

Todos os procedimentos para purificagdo da Shc foram realizadas a 4 °C em
um sistema cromatografico FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography)
Amersham Pharmacia Biotech AKTA. O liquido sobrenadante contendo a proteina
foi injetado numa coluna contendo 20 mL de resina Talon equilibrada com tampao
A (50 mM Tris, 100 mM NaCl, pH 8 e 0,1 mM dos inibidores de protease citados
acima). A resina foi lavada com 200 mL do tampdo A contendo 10 mM de
imidazol. As fragdes contendo Shc foram recolhidas e aplicadas diretamente numa
coluna Q-Sepharose de troca anidnica. A resina foi entdo lavada com 10 volumes
de coluna de tampao A e eluida com a aplicagdo de um gradiente de NaCl de 100
mM a 500 mM em 11 volumes de coluna. A proteina Shc foi eluida a 290 mM de
NaCl. As fra¢oes contendo Shc foram coletadas e concentradas em concentradores
Millipore até o volume de 5 mL. Em seguida, a solu¢do de Shc foi injetada em uma
coluna de gel filtracdo Superdex 70 equilibrada com 50 mM Tris, 200 mM NaCl e
1 mM DTT (pH 8.0). As fragdes da proteina foram coletadas e estocadas a 4 °C. A

quantidade de Shc purificada variou entre 2 e 5 mg por litro de cultura.
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Expressao e Purificacao da Proteina GSTT1-1

Uma cultura de pQE30 transformada em células hospedeiras de E. coli
MI15[pREP4] cresceu a 37 °C em meio de cultura LB (1% de peptona, 0,5% de
extrato de levedura e 0,5% de cloreto de s6dio) contendo 100 uL/mL ampicilina e
25 pL/mL canamicina até alcancar densidade Optica entre 0,8 € 0,9 em 600 nm. A
expressdo da GSTT1-1 foi induzida pela adicdo de isopropil tio-fB-D-galactosideo
(IPTG) até a concentragdo final de 0,1 mM. A cultura foi deixada crescer a 37 °C
por 16 horas depois da adi¢ao do IPTG. As células foram separadas da fase liquida
pela centrifugag¢do do meio de cultura a 5000 rpm por 20 min a 4 °C e armazenadas
a -20 °C.

Para extragdo das proteinas, as células foram descongeladas em gelo e, em
seguida, dispersas em 100 mL de tampao pH 8 contendo 50 mM Tris, 200 mM
NaCl, 10% (V/V) glicerol e 1 mM dos inibidores de protease AEBSF, E64 e
benzamidina. A ruptura das células foi realizada com sonicador Soniprep 150 MSE
(10 ciclos: 10 s ligado / 50 s desligado) e os fragmentos das cé€lulas removidos por
centrifugacdo a 20000 rpm por 40 min a 4 °C.

Os procedimentos para purificagdo da GSTT1-1 foram realizados a 4 °C em
um sistema cromatografico FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography) AKTA
Prime (Pharmacia). O liquido sobrenadante contendo a proteina foi injetado numa
coluna contendo 20 mL de resina Talon equilibrada com tampao A (50 mM Tris,
100 mM NaCl, pH 8 e 0.1 mM dos inibidores de protease citados acima). A resina
foi lavada com 200 mL do tampao A contendo 10 mM de imidazol. As fracdes
contendo GSTT1-1 foram coletadas e concentradas até o volume de 5 mL com o
auxilio de um concentrador Millipore. A soluc¢do foi, entdo, injetada em uma coluna
de gel filtragdo Superdex 70 equilibrada com tampao pH 8,0 contendo 50 mM Tris,
200 mM NaCl e 1 mM DTT. As fra¢des contendo GSTT1-1 foram coletadas e
avaliadas quanto a sua pureza em gel de SDS-PAGE.
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Determinaciao da Concentrac¢ao das Solucoes de Proteina

Os valores de concentragdo das solugdes de proteina foram determinados
num espectrofotdmetro Cary UV. Os coeficientes de extingdo molar a 280 nm
usados foram 35135 mol L™ cm™ e 41160 mol L™ cm™ para Shc'® e GSTT1-1'7,

respectivamente.

Titulacao Calorimétrica Isotérmica

As titulagdes calorimétricas foram realizadas a 15 e 30 °C em um calorimetro
VP-ITC (MicroCal). 1,463 mL de uma solu¢do 18 uM de Shc foi titulada com uma
solu¢do 120 uM de GSTT1-1. Ambas as proteinas foram preparadas em tampao pH
8,0 contendo 50 mM Tris, 200 mM NaCl e I mM DTT. Tipicamente, 20 x 15 puL
de GSTTI1-1 foram injetados durante um periodo de 30 s (periodo para cada
injecdo) em uma soluciao de Shc. O intervalo de tempo entre as injecdes foi de 240
a 360 s. Foi realizada a titulacio da solucdo de GSTTI1-1 em tampdo para
determinacdo da sua entalpia de dilui¢do. O valor obtido foi comparado aos valores

de entalpia obtidos para a titulacido da solu¢do de GSTT1-1 na solugdo de Shc.
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3.2.3 - Caracterizacio Termodinamica da Interacido entre as
Proteinas SHC (SRC Homology Collagen Like) e Ciclofilina A

(CYPA) por Titulacao Calorimétrica Isotérmica

3.2.3.1 — Materiais e Métodos

Expressao e Purificacao da Proteina p52Shc

A proteina Shc foi expressa e purificada conforme procedimento

previamente descrito no item 3.2.2.1.

Expressao e Purificacao da Proteina CypA

Uma col6nia isolada da cepa de Escherichia coli Rosetta 2 ou BL21(DE3)
(Novagen) transformadas com o plasmidio pET3aCypA foi inoculada em uma pré-
cultura de 10 mL por 16 h a 37 °C a 200 rpm. O pré-in6culo foi adicionado a 1 L de
meio de cultura LB (1% de peptona, 0,5% de extrato de levedura e 0,5% de cloreto
de s6dio) contendo 50 pg/mL de cloranfenicol e 250 pug/mL carbenicilina até
alcancar densidade optica entre 0,8 e 0,9 em 600 nm. A expressdo da CypA foi
induzida pela adi¢dao de isopropil tio-f-D-galactosideo (IPTG) até a concentragio
final de 0,1 mM. A cultura foi deixada crescer a 37 °C por 16 horas depois da
adicdo do IPTG. As células foram separadas da fase liquida pela centrifugacdao do
meio de cultura a 5000 rpm por 20 mim a 4 °C e armazenadas a -20 °C.

Para extracdo das proteinas, as células foram descongeladas em gelo e, em
seguida, dispersas em 100 mL de tampao pH 8 contendo 50 mM Tris, 200 mM
NaCl, 10% (V/V) glicerol e 1 mM dos inibidores de protease AEBSF, E64 e
benzamidine. A ruptura das cé€lulas foi realizada com sonicador Soniprep 150 MSE
(10 ciclos: 10 s ligado / 50 s desligado) e os fragmentos das células removidos por

centrifugac¢do a 20000 rpm por 40 min a 4 °C.
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Os procedimentos para purifica¢do da CypA foram realizados a 4 °C em um
sistema cromatografico FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography) AKTA
Prime (Pharmacia). O liquido sobrenadante contendo a proteina foi injetado numa
coluna contendo 20 mL de resina Talon equilibrada com tampao A (50 mM Tris,
100 mM NaCl, pH 8 e 0.1 mM dos inibidores de protease citados acima). A resina
foi lavada com 200 mL do tampao A contendo 10 mM de imidazol. As fragdes
contendo CypA foram coletadas e concentradas até o volume de 5 mL com o
auxilio de um concentrador Millipore. A soluc¢do foi, entdo, injetada em uma coluna
de gel filtracdo Superdex 70 equilibrada com tampao pH 8,0 contendo 50 mM Tris,
200 mM NaCl e 1 mM DTT. As fracoes contendo CypA foram coletadas e
avaliadas quanto a sua pureza em gel de SDS-PAGE.

Determinaciao da Concentracao das Solucoes de Proteina

Os valores de concentragdo das solucdes de proteina foram determinados
num espectrofotdmetro Cary UV. Os coeficientes de extingdo molar a 280 nm
usados foram 35135 mol L' cm” e 8730 mol L' cm™ para Shc'® e CypA'®,

respectivamente.

Titulacdo Calorimétrica Isotérmica

As titulagdes calorimétricas foram realizadas a 6, 15 e¢ 20 °C em um
calorimetro VP-ITC (MicroCal). 1,463 mL de uma solu¢do 10 uM de Shc foi
titulada com uma solucao 97 uM de CypA. Tipicamente, 20 x 15 uL (excecdes sdo
indicadas) de CypA foram injetados num periodo de 30 s na solu¢do de Shc. O
intervalo de tempo entre as injecOes foi de 180 s. Foi realizada a titulacdo da
solucdo de CypA em tampao para determinacao da sua entalpia de dilui¢do. O valor
obtido foi comparado aos valores de entalpia obtidos para a titulacao da solugdo de

CypA na solucgdo de Shc.
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3.2.4 - Caracterizacio Termodinamica da Interacdo da Proteina
EFHC1 com Ions Calcio e Magnésio usando Titulacio Calorimétrica

Isotérmica

Os materiais, métodos, resultados e discussdes desta parte do trabalho serdao

apresentadas conjuntamente na forma de artigo no item 4.3.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO
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41 - CARACTERIZACAO TERMODINAMICA DA S-
NITROSACAO DA N-ACETIL-L-CISTEINA, L-CISTEINA, L-
GLUTATIONA E ACIDO MERCAPTOSUCCINICO POR
TITULACAO CALORIMETRICA ISOTERMICA

4.1.1 — Consideracoes Iniciais

Nos tltimos vinte anos verificou-se um crescimento surpreendente nas
pesquisas que tomam o Oxido nitrico como objeto de estudo. A descoberta em
1986/1987 de que células vasculares endoteliais sdo capazes de sintetizar NO a
partir da L-arginina através da acdo catalisadora da enzima 6xido nitrico sintase
(NOS) conduziu a um desenvolvimento admiravel das pesquisas nesta area.
Através destas investigacoes verificou-se que o 6xido nitrico estd envolvido em
muitos processos fisiolégicos no homem, que incluem neurotransmissdo, controle
da pressdo sanguinea, coagulacdo do sangue e participacdo na capacidade do
sistema imunoldgico de destruir células tumorais e parasitas intracelulares'”
Conseqiientemente, uma grande variedade de estados patologicos pode estar
relacionada com um baixo ou alto nivel de Oxido nitrico no organismo, por
exemplo, problemas cardiovasculares e cerebrais, doencas inflamatérias e
infecciosas''’. Devido a sua importincia na biologia, a molécula de 6xido nitrico
foi escolhida como a molécula do ano em 1992 pelos editores da revista Science' .

Contudo, pode-se deduzir que o 6xido nitrico como um radical livre ndo
exista em grande quantidade em meio fisioldgico. Ele reage com oxigénio,
superdxidos e com atomos de ferro de grupos heme e nao-heme. Por este motivo,
tem sido proposto que o NO liga-se a certas moléculas carregadoras que prolongam

2

. . .. o1, .11 . .
sua meia-vida e preservam sua atividade biologica’ . Os candidatos mais

plausiveis para desempenhar este papel sdo tidis com baixa massa molar, tais como
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a cisteina (Cys) e a glutationa (GSH) que podem formar S-nitrosotidis (RSNOs).
Acredita-se que os RSNOs estejam envolvidos no armazenamento, transporte e
liberacdo de NO em meio fisiologico. Eles foram detectados no muco das vias
respiratérios, em plaquetas e neutréfilos'”” e sdo vasodilatadores e inibidores da
agregacio plaquetdria''®. Estas funcdes dos RSNOs sdo comumente atribuidas a
liberacio de NO, embora alguns resultados sugiram que eles possam agir
diretamente''>'"°.

A sintese de S-nitrosotiois € comumente realizada pela nitrosacdo de tidis por
agentes nitrosantes tais como o acido nitroso. Para isto, mistura-se uma solugdo de
tiol a uma solucdo contendo o agente nitrosante. No caso do 4cido nitroso, ele €

produzido in situ pela adi¢do de nitrito, geralmente nitrito de s6dio, a uma solucao

aquosa de 4cido cloridrico. A Equacao 1 mostra a formacao do dcido nitroso.

NO, + H;0" HNO, + H,0 (1

Outros agentes nitrosantes podem ser formados pela presenca de ions nitrito
em meio acido e a concentracdio de cada um destes agentes depende da
concentra¢do de fons H' na solu¢do. De fato, estudos tém mostrado que vdrias
reacOes de nitrosacdo ocorrem pela a¢do do cétion nitrosdonio (H,O-NO™) como o
agente nitrosante ao invés do 4cido nitroso em condicdes extremamente

z e 117,11 ~ w . A 2 ~
dcidas''"'"®. A formagio do cdtion nitrosdnio é mostrada pela Equacio 2.

HONO + H;0° H,ONO" + H,O (2

Os parametros cinéticos das reacdes de S-nitrosac@o estdo bem descritos na

. 119,120
literatura

, contudo, existem poucos estudos que relatam os parametros

termodindmicos desta classe de reacdes, em parte devido aos valores elevados das
~ . . U 121

constantes de formacio envolvidas (aproximadamente 10°). Beloso e Williams

descrevem um método para determinar a constante de equilibrio da nitrosag¢dao do
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acido mercaptosuccinico e da cisteina, contudo, os resultados obtidos apresentam
uma grande incerteza devido a oxidac¢do rdpida do tiol residual. Ademais, os
valores das variagOes de entalpia e entropia desta classe de reagdes nao foram
encontrados na literatura consultada. Neste aspecto, este trabalho relata uma
metodologia para determinar através da técnica de titulacdo calorimétrica
1sotérmica (ITC) as variacdes da energia de Gibbs, entalpia e entropia da S-
nitrosacdo da N-acetil-L-cisteina (NAC), L-cisteina (Cys), L-glutationa (GLU) e
acido mercaptosuccinico (AMS) pela acado de espécies nitrosantes formadas a partir
da reacdo de fons nitrito em meio aquoso dcido. Foram realizados experimentos
cinéticos da S-nitrosacdo dos mesmos tidis usados nos experimentos calorimétricos

e da degradacdao dos RSNOs sintetizados.

4.1.2. - Resultados e Discussao

- Titulacao Calorimétrica Isotérmica

Determinacao da Entalpia de Diluicao da Soluc¢ao de Nitrito de Sédio

O valor da contribuicdo entédlpica devido exclusivamente a diluicdo da
solucdo de nitrito de sédio foi de - 0,18 + 0,03 kJ mol ™. Este valor concorda com o

122

valor descrito na literatura (- 0,20 kJ mol")'** e representa uma contribuicao

pequena comparada aos valores das entalpias relativas a S-nitrosacdao dos tidis
estudados.

Determinacao dos Parametros Termodinamicos das Reacoes de S-Nitrosacao

As estruturas quimicas dos tidis usados neste trabalho estio representadas na

Figura 4.1.
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Figura 4.1: Estrutura quimica dos tidis usados nos experimentos calorimétricos e
espectrofotométricos: NAC = N-acetil-L-cisteina, CYS = L-cisteina, GSH = L-

glutationa e AMS = DL-acido mercaptosuccimico.

A Figura 4.2 apresenta os termogramas tipicos da titulacdo com solugao de
nitrito de sddio para solugdes de tiol com concentragdes entre 0,05 - 0,5 mM em pH

1a25°C.
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Figura 4.2: Termogramas tipicos da titulacdo calorimétrica isotérmica com solucao
de nitrito de sodio da N-acetil-L-cisteina (A), L-glutationa (B), L-cisteina (C) e
acido mercaptosuccinico (D) com concentragdes entre 0,05 - 0,5 mM em pH 1 a 25

°C.
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A Figura 4.3 apresenta os termogramas tipicos da titulacdo com solugdo de

nitrito de sddio das solugdes de tiol com concentra¢do de 24 mM em pH 1 a 25 °C.
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Figura 4.3: Termogramas tipicos da titulacdo calorimétrica isotérmica com solucao
de nitrito de sédio da N-acetil-L-cisteina (A), L-glutationa (B) e L-cisteina (C) 24
mM em pH 1 a 25 °C.
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O sinal térmico total detectado na cela calorimétrica apds cada adi¢do da
solucdo de nitrito de sédio a solucdo de tiol pode ser atribuido a trés processos

principais, a saber:

1) diluigdo da solugdo de nitrito de s6dio, A, H v, 5

2) formacdo do 4cido nitroso e cation nitrosonio conforme as Equacdes 1 e 2;

3) S-nitrosacdo do grupo tiol pelo acido nitroso e cation nitrosdnio conforme

apresentado pelas Equacgdes 3 e 4.

H;0"
RSH + HN02 ——>» RSNO + H20 (3)

RSH + H,ONO* ——» RSNO + H;0" (4)

A contribuicdo térmica da diluicdo e da formacgao das espécies nitrosantes foi
subtraida do sinal térmico total obtido na titulagdo da solucdo de tiol. Destaca-se,
contudo, que em alguns casos esta contribuicdo ndo correspondia ao valor médio
das entalpias apds a saturacdo. Nestes casos, o valor médio das entalpias dos sinais
térmicos apods a saturacao foi subtraido do sinal térmico total obtido na titulagdo da
solucdo de tiol.

A formacgdo do trioxido de dinitrogénio (N,O3) e a N-nitrosacdo da NAC,
GLU, Cys e AMS foram avaliadas na andlise dos resultados. Outras contribui¢cdes
térmicas ndo foram consideradas significativas no sinal térmico total obtido nos
experimentos para determinacdo dos parametros significativos da S-nitrosacdo dos
tidis estudados.

O tri6xido de dinitrogénio € uma espécie nitrosante que existe em solugdo

aquosa em equilibrio com o acido nitroso, Equacao 5.
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2 HNO,

N203 + Hzo (5)

Contudo, a contribuicao térmica atribuida a este processo foi desprezada uma
vez que o valor da constante de equilibrio da formaco do N,O5 é 3,0 x 10 mol L™
123

A contribuicdo térmica relativa a N-nitrosacdo também ndo foi considerada
significativa em relacdo ao sinal térmico total obtido durante a titulacdo dos tidis
estudados pelo fato da S-nitrosacdo ser mais favordvel cineticamente (como
esperado pela maior nucleofilicidade do enxofre). Trabalhos na literatura propde
que reacdes de S-nitrosacdo sejam tdo favordveis que sua velocidade seja
controlada por difusdo. Um dado que coopera para isto € o fato dos valores das
constantes cinéticas da S-nitrosacdo de tidis com estruturas quimicas diversas,
incluindo a NAC, GSH e Cys, se encontrarem numa faixa bastante estreita de
valores (1,0 a 2,7 x 10> dm® mol™ s'l)“9. Outros experimentos descritos na
literatura mostram a ocorréncia preferencial da S-nitrosagdo de aminotidis em
relaciio a sua N-nitrosagdo. Recentemente, Chipinda e Simoyi'** verificaram que a
formacgdo de nitrosaminas a partir da reacao entre a N-acetilpenicilamina e o dcido
nitroso nao € significativa, mesmo com o excesso deste agente nitrosante. Ademais,
o 4cido nitroso em solu¢do aquosa nao € um reagente adequada para N-nitrosacao
de amidas'®.

Os valores de K, AG, AH ¢ TAS das reagdes de S-nitrosacdo obtidos para
diferentes concentracoes de NAC, GLU, Cys e AMS sao apresentados na Tabela
4.1.
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Tabela 4.1: Parametros termodindmicos da S-nitrosacdo da N-acetil-L-cisteina
(NAC), L-glutationa (GLU), L-cisteina (Cys) e dcido mercaptosuccinio (AMS) a
25°CepH 1,0 (n=5).

[R—SH]
Tiol N K AGobs AHobs TASobs
(mM) kImol™  (KJmol) (kI mol™)
24 1,0 5+41x10° -382+07 -652+0.3 24 +1
NAC
0,05 1,0 32+05x10° -37,1+04 -71,6 0,7 34+ 1
24 0,99 25+0,1x10° -365+0,1 -62,0+0,8 22541
GLU
0,5 0,99 55+0,7x10° -385+04 -64+1 -25+1
24 1,0 35+09x10° -37,3+0.9 -60£2 -23+4
Cys
0,05 1,0 03+01x10° -31,3+09 -70+9 -39+ 10
AMS 0.5 1.0 1.6+02x10° -354+03 -651+04 -297+0.7

A reducdo da concentracio dos tidis forneceu curvas com maior numero de
pontos na regido da inflexao conforme pode ser observado pela comparacdo entre
os graficos mostrados pelas Figuras 4.2 e 4.3. De acordo com a Eq. 6, o valor do

fator € diminui com a concentragio de sitios de interacéo do titulado, M.
C= Ka[M]tot (6)

Valores do fator € entre 10 e 500 resultam curvas cujo ajuste fornece valores
confidveis para a constante de equilibrio'*’. Deste modo, a diminuicio da
concentragdo do titulado e, conseqiientemente, do valor do fator €, constituiu uma

estratégia adequada para melhorar a qualidade dos dados calorimétricos. Destaca-
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se, contudo, que os valores de entalpia medidos em concentragdes de tiol menores
apresentaram desvios padrdo maiores do que aqueles medidos em concentracdes
maiores devido, provavelmente, aos menores calores envolvidos em cada adi¢do da
solugdo de nitrito a solugao de tiol. Quanto mais alto € a relacdo sinal-ruido, menor
¢ o efeito do ruido de fundo sobre a detec¢ao ou medi¢ao do sinal.

Os valores da variacdo de entalpia revelam que a S-nitrosacdo € um
fendmeno exotérmico. Uma vez que a variacdo de entropia da reacdo € negativa,
conclui-se que o processo é entalpicamente dirigido. Swientoslawski'*’ determinou
o valor de - 78,83 kJ mol e - 62,84 kJ mol" para a variacio de entalpia da N-
nitrosacdo da N-etilfenilamina e da difenilamina (aminas secundérias) usando 4cido
nitroso, valores semelhantes encontrados para a entalpia da S-nitrosacao dos tidis
estudados. As constantes de equilibrio da S-nitrosacdo da cisteina e do 4cido
mercaptosuccinico determinados por calorimetria foram menores do que os valores
obtidos por Beloso e Williams (K = 0,6 x 10°M'e3x10° M7, mspectivamente)121
através do método espectrofotométrico. Interessante notar também que a cisteina
apresenta constante de equilibrio menor quando comparada a sua forma acetilada.
O mesmo comportamento € observado entre as constantes de equilibrio da
nitrosacdo da penicilamina e N-acetil penicilamina (0,3 x 10° ¢ 70 x 10°,

- 125
respectivamente) .

Determinacio do pK, do Acido Nitroso e dos Parametros Termodinamicos da
S-nitrosaciio da N-acetil-L-cisteina pelo Acido Nitroso

Em pH 1,0, a nitrosacdo dos tidis ocorre devido sua reagdo com o acido
nitroso e cation nitrosonio e, por esta razao, os parametros termodinamicos foram
expressos como valores observados (0bs) na Tabela 4.1. Riordan e
colaboradores'*® verificaram que o 4cido nitroso predomina em relacio ao cation

nitrosénio em pH 3,0 em uma solu¢@o contendo fons nitrito em meio 4cido. A

66



Figura 4.4 apresenta a fracdo molar do dcido nitroso, nitrito e cation nitrosonio

presentes em solug¢do em fungdo do pH.

1.2 q

Fragao Molar

Figura 4.4: Fracao molar do 4cido nitroso, nitrito e cation nitrosdnio presentes em

solucdo em funcdo do pH (adaptado da referéncia 18).

Deste modo, a S-nitrosacdo da NAC foi realizada em pH 3 para
determinacdo dos pardmetros termodindmicos da sua reacdo com o 4cido nitroso. A

Figura 4.5 mostra um termograma tipico da titulacao calorimétrica da NAC em pH

3,0.
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Figura 4.5: Termograma tipico da titulagdo calorimétrica isotérmica com solucao

de nitrito de s6dio da N-acetil-L-cisteina em pH 3,0 a 25 °C.

Os valores de N, K, AG, AH ¢ TAS da S-nitrosacdo da NAC pelo acido

nitroso sdo apresentados na Tabela 4.2.
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Tabela 4.2: Parametros termodinamicos da S-nitrosacdo da N-acetil-L-cisteina

(NAC)a25°CepH3,0(n=5).

[R-SH| G H TAS
Tiol N K A A A
(mM) (kJ mol ™) (kJ mol™) (kJ mol™)
NAC 6 0,66 +0,03 9+4x10* -28+2 77+ 1 -49+4

Os dados apresentados pela Tabela 4.2 permitem verificar que a S-nitrosacao
da NAC pelo acido nitroso em pH 3,0 é menos favoravel do que em pH 1,0 apesar
de ser mais exotérmica. Ademais, pode-se concluir que o nimero estequiométrico,
N, representa a fracdo de ifons nitrito convertido em d4cido nitroso, isto é,
HNO,/NO,. Para isto, deve-se considerar que o valor de N foi calculado a partir
da razdo do nimero de moles de fons nitrito (titulante) pelo nimero de moles de
tiol contido na cela calorimétrica. O valor de N permite estimar o valor do pK, do
dcido nitroso uma vez que pK, = pH + log[HNO,]/[NO,]. Para este célculo o
pH foi considerado praticamente constante e igual a 3,0. O valor obtido (2,82 +
0,03) concorda com o valor determinado pelo método espectrofotométrico
recentemente reavaliado por Riordan e colaboradores (pK, =2.8 + 0,1)128. Deve-se
destacar que a determinagio do pK, do é&cido nitroso pelo método
espectrofotométrico € dificil devido as dificuldades encontradas na determinacdo
quantitativa das espécies envolvidas. Por esta razdo, os valores do pK, do écido
nitroso encontrados na literatura variam entre 2,3 ¢ 5,22129. Os experimentos
conduzidos por Riordan e colaboradores'*® permitiram determinar a quantidade de
dcido nitroso em solu¢do com maior exatiddo e, conseqiientemente, o PK, do acido

nitroso.
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- Medidas Espectrofotométricas

Experimentos para avaliar a estabilidade dos RSNOs sintetizados durante a
titulagdo calorimétrica mostraram que nas condi¢des experimentais utilizadas suas
degradagdes ndo sdo significativas. As Figuras 4.6, 4.7 e 4.8 mostram o
acompanhamento cinético da S-nitrosacdo dos tidis e da degradacdo dos
nitrosotiois formados. Uma fracdo da solugdo 4cida do tiol presente na cubeta €
convertida em nitrosotiol apds cada adi¢do de uma aliquota de uma solucdo de
nitrito de sédio. As medidas cinéticas foram acompanhadas pelo monitoramento do

aparecimento do nitrosotiol a 336 nm.
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ik
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E .0.010
g
w@
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< -0.015 + 0,752
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2 0746
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_0025 : . Tempols : , I I I I |
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Figura 4.6: Controle espectrofotométrico da decomposi¢ao da S-nitroso-N-acetil-L-
cisteina em pH = 1 a 25 °C. O grifico inserto apresenta a curva cinética de todo

periodo avaliado para décima terceira adi¢do de fons nitrito a cubeta.
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Figura 4.7: Controle espectrofotométrico da decomposicdo da L-glutationa em pH

=1 a 25 °C. O gréfico inserto apresenta a curva cinética de todo periodo avaliado
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Figura 4.8: Controle espectrofotométrico da decomposi¢ao da L-cisteina em pH = 1
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A Figura 4.9 apresenta curva de absorcdo espectrofotométrica completa dos
nitrosotidis formados. Praticamente todo tiol foi convertido em S-nitrosotiol apos

um periodo de 500 s.

0,84
07
0,6 4
0,5 —-
Abs %7

0,34

0,2 -

0,1

R = ——
280 300 320 340 360 380 400 420 440 460

Comprimento de Onda/nm

Figura 4.9: Curva de absorcdo espectrofotométrica completa da S-nitrosacao e da

degradacdo dos nitrosoti6is formados a 25 °C e pH 1.

A estabilidade dos RSNOs sintetizados durante a titulagdo calorimétrica
revelou-se também no valor estdvel da linha base do termograma embora uma

inclinacdo pequena tenha sido observada apods a saturagdo, Figura 4.10.
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Figura 4.10: Indicacdo da mudanca no valor da linha base apds a saturagdo em um

experimento de titulagdo calorimétrica isotérmica.

Estes dados concordam com os valores obtidos por Grossi e colaboradores''’
que mostram que a S-nitrosocisteina ndo sofre degradac¢do significativa em pH 1,5

por vdrias horas.

4.1.4 - Conclusao

Os resultados obtidos neste trabalho mostram que a titulacdo calorimétrica
1sotérmica € uma técnica adequada e precisa para a determinagdo experimental dos
parametros termodindmicos da S-nitrosacdo da N-acetil-L-cisteina, L-cisteina e L-
glutationa. Os valores da variacdo de entalpia revelaram que a S-nitrosa¢do € um
fendmeno exotérmico € como a variacdo de entropia € negativa a reacdo €
entalpicamente dirigida nas condi¢des em que foi estudada. O valor do pK, do
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acido nitroso estimado por calorimetria correspondeu aquele determinado por

espectrofotometria.
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42 - CARACTERIZACAO TERMODINAMICA DE
INTERACOES PROTEICAS

4.2.1 - Consideracoes Iniciais

Os resultados apresentados nesta parte do trabalho foram obtidos durante um
estagio realizado no laboratério do Prof. Dr. John E. Ladbury do Departamento de
Bioquimica e Biologia Molecular da instituicdo University College London,
Londres, Reino Unido. A expressao e purificacdo de proteinas heterologas através
de técnicas de biologia molecular e a caracterizagdo termodinamica da interacdo
entre proteinas sinalizadoras por meio de calorimetria de titulagdo isotérmica foram
as principais atividades realizadas durante o estagio.

O estigio possibilitou também o aprofundamento tedrico de como
parametros termodinamicos relacionam-se aos aspectos estruturais na formacgao de
complexos de importancia bioldgica. O conhecimento desta relacdo ocupa um
papel central em bioquimica uma vez que a determinagdo da estrutura de
complexos moleculares presentes em organismos vivos fornece pouca informagdo
sobre 0s componentes energéticos envolvidos na sua formacdo e dados
termodindmicos isolados sdo pouco proveitosos sem o conhecimento de
informacoes estruturais. O modo como parametros termodinamicos relacionam-se
aos aspectos estruturais em um sistema biolégico pode ser investigado através do
uso conjunto de técnicas como titulagdo calorimétrica isotérmica (ITC), dicroismo
circular (CD), ressonancia magnética nuclear (RMN) e de métodos baseados em
biologia molecular.

Fazem parte da caracterizagdo termodinamica de interacdes protéicas neste
trabalho a caracterizacdo da interacdo entre a proteina sinalizadora Shc (Src
homology collagen-like) e a proteina glutationa S-transferase (GST) e a

caracterizacao da interagcdo entre a Shc e a proteina ciclofilina A (CypA).
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Sinalizacao Celular

A habilidade que as células possuem em perceber e responder ao seu
ambiente € fundamental para o crescimento, reparacdo e outras funcdes de
homeostasia nos tecidos. As cé€lulas animais, por exemplo, trocam informacdes
sobre a concentracdo de ions e glicose nos fluidos extracelulares e as células
vegetais respondem aos hormoénios de crescimento e as variagdes da luz solar. Em
todos esses casos, um sinal representa uma informacdo que € detectada por
receptores especificos e convertida em uma resposta celular que sempre envolve
um processo quimico. Essa conversao da informag¢do em uma alteracdo quimica, a
transducdo de sinal, é uma propriedade universal das células vivas'*®®.

Freqiientemente, o resultado final de uma via de sinalizacdo é a fosforilagao
de poucas proteinas especificas das células-alvo. A fosforilacdo reversivel dos
residuos de tirosina, serina e treonina nas proteinas sinalizadoras gera sitios de
ancoragem para outras proteinas. Muitas proteinas sinalizadoras sao multivalentes,
0 que as tornam capazes de interagir simultaneamente com vdrias proteinas

diferentes para formar complexos multiprotéicos de sinalizagio' > ®.

Receptores de Sinais Celulares

As células recebem informacdo do ambiente através de uma classe de
proteinas denominada receptores. As moléculas que ativam os receptores (ou em
alguns casos, inibem) podem ser classificadas como  hormonios,
neurotransmissores, citocinas ou fatores de crescimento, mas todas elas sdo
chamadas de ligantes de receptores. Os detalhes da interacdo receptor-ligante sdo

.. . . ~ 1
essenciais no processo de sinalizacdo celular'’©.
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Introducao a Metodologia do DNA Recombinante

Clonagem molecular

A técnica central da metodologia do DNA recombinante € a clonagem
molecular, a qual consiste no isolamento e propagacio de moléculas de DNA
131

idénticas Em geral, a clonagem molecular compreende dois estigios

importantes:

1) a ligacdo de um fragmento de DNA de interesse, denominado inserto, a uma
outra molécula de DNA, denominada vetor, a fim de formar uma terceira molécula,

o DNA recombinante;

i1) a molécula do DNA recombinante € introduzida numa célula hospedeira
compativel, geralmente a bactéria Escherichia coli, num processo chamado de
transformacdo. A célula hospedeira que adquiriu a molécula do DNA recombinante
¢ agora chamada de transformante ou célula transformada. Um unico transformante
pode sofrer muitos ciclos de divisdo celular e produzir uma coldnia com milhares

de copias do DNA recombinante.

Vetores de Clonagem

Ap6s o isolamento de uma informagdo genética, os fragmentos de DNA
obtidos pela clivagem com enzimas de restricdo devem ser inseridos numa outra
molécula de DNA capaz de replicar esta informacdo genética em um grande
nimero de cdpias. Enzimas de restrigdo reconhecem seqii€éncias nucleotidicas
especificas de 4 a 8 pares de base em uma molécula de DNA (fita dupla) e cortam
ambas as fitas da hélice, em lugares determinados. O processo de ampliacdao
(replicagdo) € obtido através do uso de moléculas de DNA chamadas de vetores de

clonagem molecular.
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Vetores de clonagem sdo pequenas moléculas de DNA dupla fita contendo os
elementos necessarios para a sua replicacdo e pelo menos um gene marcador que
confere resisténcia a antibiotico. Estas moléculas variam entre 5 a 400 quilobases e
comumente estdo presentes em duas ou mais copias por célula. Os vetores de
clonagem mais utilizados normalmente sdo os plasmidios de bactérias — moléculas
de DNA circular existentes nesses microorganismos, fora dos seus cromossomos €
capazes de se replicar de modo independente. A técnica de DNA recombinante tem
um interesse especial se uma das suas fontes de DNA clivado for um plasmidio,
justamente pelo seu potencial de replicacdo independente.

Muitos vetores de clonagem carregam genes que conferem resisténcia a
diversos antibidticos tais como ampicilina, tetraciclina e canamicina'®'. As células
transformadas com tais vetores sdo capazes de crescer num meio contendo o

antibidtico, enquanto que as c€lulas ndo transformadas morrem.

Transformacao Bacteriana

Atualmente, a transformacdo bacteriana constitui uma técnica rotineira nos
laboratorios de biologia molecular. O objetivo desta técnica € introduzir um
plasmidio exdgeno dentro da bactéria e usar esta célula hospedeira para amplifica-
lo, isto é, conseguir uma grande quantidade deste material genético. A eficiéncia da
transformacdo € geralmente expressa como o numero de células transformadas
obtidas a partir de um micrograma de DNA plasmidial intacto.

Moléculas de DNA, por serem hidrofilicas, normalmente ndo atravessam a
membrana celular de bactérias. Deste modo, € necessario propiciar condi¢des que
permitam que estas moléculas sejam incorporadas pelas bactérias. Diz-se que €
necessario tornar as bactérias ‘“‘competentes” para que as mesmas consigam
incorporar moléculas de DNA. Para isto, sdo gerados orificios na célula bacteriana

dispersando-as em uma solu¢do com alta concentragdo de cdlcio. O DNA pode,
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entdo, ser inserido no interior das células por choque térmico'’”. Para isto, as
células e o DNA sdo incubados em banho de gelo, transferidos para um banho
termostatizado a 42 °C, onde permanecem por um curto espaco de tempo, sendo,
logo em seguida, recolocados no banho de gelo. Isto faz com que as células
incorporem o DNA presente na solu¢do. As células sdo, entdo, semeadas numa
placa contendo meio de cultura sélido com antibidtico. A presenca do antibidtico
no meio de cultura faz com que somente crescam as bactérias que adquiriram o

plasmidio, enquanto que as células ndo transformadas morrem.

Expressao de Proteinas Heterdlogas

Proteinas heter6logas sdo assim denominadas por serem obtidas por células
que ndo as produzem naturalmente. O sistema mais comumente utilizado para
expressao de proteinas heterélogas é o que utiliza E. coli como célula hospedeira.
Este sistema é amplamente difundido devido a facilidade e baixo custo de se
cultivar esta bactéria e pela reprodutibilidade e quantidade de proteina produzida.
Além disso, modificacdes nos vetores e linhagens de E. coli sdo freqiientemente
feitas no sentido de aumentar a eficiéncia e versatilidade do sistema original.

Quando se pensa em expressdao heter6loga espera-se que a proteina de
interesse seja estdvel, ndo seja toxica para a bactéria, seja solivel, expressa em
grande quantidade e possa ser facilmente purificada. Uma estratégia muito utilizada
para purificar proteinas heterélogas é a incorporagdo de caudas de proteinas ou
peptideos a proteina de interesse. A proteina hibrida resultante, também chamada
de proteina de fusdo, apresenta caracteristicas fisico-quimicas inerentes a cauda que
facilitam a subseqiiente purificagdo por técnicas tais como cromatografias de troca
10nica, de interacao hidrofébica ou de afinidade'.

Deve-se ressaltar que existem proteinas produzidas em bactérias que t€ém a

sua atividade bioldgica plenamente recuperada, enquanto outras sdo inativas.
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Ademais, podem ser insoluveis, toxicas para a célula hospedeira, expressas em
pequena quantidade, formar agregados extremamente insoliveis mesmo na
presenca de agentes desnaturantes e até mesmo interagir com sua cauda e
prejudicar sua purificacdo. Nestes casos, devem ser estudados procedimentos para
resolver estes problemas de modo que ndo comprometam a pesquisa cientifica das

proteinas de interesse.
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4.2.1 - Caracterizacio Termodinamica da Interacido entre as
Proteinas Shce (Src¢ Homology Collagen Like) e Glutationa S-

transferase por Titulacio Calorimétrica Isotérmica

4.2.1.1 - Introducao

As vias de sinalizacdo intracelular com a participac¢do de proteinas tirosina
quinases (PTKs) controlam a maioria dos processos celulares. A insulina € o
hormo6nio anabdlico mais conhecido e é essencial para a manutencdo da
homeostase de glicose e do crescimento e diferenciacio celular'**. Semelhante a
outros fatores de crescimento, a insulina estimula a mitogen-activated protein
(MAP) quinase. Essa via inicia-se com a fosforilacao das proteinas IRS e/ou Shc,
que interagem com a proteina Grb2'>. Neste aspecto, a proteina adaptadora Shc
(Src homology collagen-like) desempenha um papel fundamental. Uma vez ligada,
a Shc pode ser fosforilada pelo receptor e conduzir o recrutamento do complexo
Grb2/Sos e a ativagdo das vias Ras e MAP quinase'®. A proteina Shc compreende
um dominio de ligacdo a fosfotirosina (PTB) na regido N-terminal, um dominio
com homologia a Src 2 (SH2) na regidao C-terminal e na regido central um dominio
rico em prolina com homologia a coldgeno 1 (CHI). O dominio CHI contém trés
residuos de tirosina que reconhecidamente sofrem fosforilagao.

Dados obtidos através de microarray de proteina indicaram a interagdo entre
as proteinas Shc e a glutationa S-tranferase (GST) da classe Omega. A GST € o
principal grupo de proteinas soluveis do figado, envolvidas na detoxificacao celular
de compostos eletrofilicos, geradas intracelularmente ou encontradas na forma de
xenobi6ticos'”®. Elas possuem uma extensio N-terminal exclusiva e dados
estruturais revelam um sitio ativo contendo um residuo de cisteina diferentemente

, . . . L e . 1
dos residuos de tirosina e serina caracteristicos de GSTs de outros eucariotos .
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Neste trabalho foram realizados experimentos de titulacdo calorimétrica para
comprovar a intera¢ao entre as proteinas Shc e GST Omega indicada pelos dados

de microarray de proteina.

4.2.1.2 — Resultados e Discussao

Expressao e Purificacdo da Proteina p52Shc

Através da técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil
sulfato de sodio (SDS-PAGE) foi obtido o perfil protéico das solugdes contendo a
proteina Shc ao longo do seu processo de purificacdo apds sua expressio em
células de E. coli Rosetta 2 transformada com o plasmidio pET28aShc. A Figura
4.11 mostra o gel de SDS-PAGE usado na avaliagdo do processo de purificacdo da

proteina Shc.
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Figura 4.11: Gel de SDS-PAGE usado na avalia¢do do processo de purificacao da
proteina Shc: Linha 1: marcador de massa molar (kDa). Linha 2: lisado de E. coli.
Linha 3: solucdo protéica apds sua purificagdo por cromatografia de afinidade.
Linha 4: solugdo protéica apds sua purificacdo por cromatografia de troca idnica.
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Linha 5: solugdo protéica ap6s sua purificacdo por cromatografia de permeacdao em

gel.

A falta de conhecimento das interacOes envolvendo a proteina Shc inteira
deve-se em parte as dificuldades encontradas na sua produ¢do em quantidades
suficientes para a realizacdo dos experimentos. Neste trabalho, a proteina Shc
(residuos 17-473) foi obtida com alta pureza (> 95%). A expressdo foi confirmada
por western blotting através de anticorpo monoclonal contra o dominio SH2 da
proteina (dados ndo mostrados). A purifica¢do da Shc foi realizada a 4 °C devido

sua degradacdo ao longo do processo.

Expressao e Purificacao da Proteina GSTT1-1
A Figura 4.12 mostra o gel de SDS-PAGE usado na avaliagdo do processo de
purificacdo da proteina GSTT1-1.
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Figura 4.12: Gel de SDS-PAGE usado na avaliagdo do processo de purificacdo da
proteina GSTT1-1. Linha 1: marcador de massa molar (kDa). Linhas 2 e 3: lisado
de E. coli. Linha 4: solucdo protéica apds sua purificagdo por cromatografia de

afinidade. Linha 5, 6, 7 e 8: solugdo protéica apds sua purificacio por
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cromatografia de permeacdo em gel (amostras de solucdes coletadas a partir de

diferentes fracdes dispostas no coletor do equipamento FPLC).

A Figura 4.12 mostra que a maior parte das impurezas foi eliminada na etapa
da purificagdo por cromatografia de afinidade. O gel apresenta certas distorcoes
que, provavelmente, devem ter sido causadas pelo ajuste inapropriado dos valores
da diferenca de potencial e corrente da corrida. Contudo, a pureza da solucdo de

GSTT1-1 mostrou-se apropriada para avaliar sua interacdo com a proteina Shc.

Titulacao Calorimétrica Isotérmica

A Figura 4.13 mostra os resultados obtidos para a titulacdo calorimétrica
isotérmica da Shc com uma solucao da proteina GST omega.
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Figura 4.13: Termogramas tipicos para adi¢do de uma solu¢do de GST omega a
uma solu¢do de Shc. Painel A: titulacdo realizada 15 °C. Painel B: titulacio
realizada a 30 °C. Ambas as proteinas foram preparadas em tampiao pH 8,0

contendo 50 mM Tris, 200 mM NaCl e 1 mM DTT. Tipicamente, 20 x 15 puL de
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uma solu¢d@o 120 uM de GSTTI-1 foram injetados durante um periodo de 30 s
(periodo para cada inje¢cao) em uma solu¢do 18 uM de Shc. O intervalo de tempo
entre as injecdes foi de 240 a 360 s. A parte superior do grafico mostra os dados
conforme sdo coletados pelo equipamento (dQ/dt x t) e na parte inferior estdo
mostrados os valores de entalpia em diferentes propor¢des em mol de GST omega

em relacao a proteina Shc na cela calorimétrica.

Nao foi verificado para as proteinas estudadas o perfil sigmoide
caracteristico de uma interacdo entre duas espécies quimicas tanto para a
temperatura de 15 °C quanto para a temperatura de 30 °C. A Figura 4.14 mostra os
resultados calorimétricos obtidos para a diluicio da solucdo de GST omega no

tampao de preparacdo da She (50 mM Tris, 200 mM NaCl e 1 mM DTT, pH 8,0).
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Figura 4.14: Termogramas obtidos para a diluicdo da solucdo de GST omega no
tampao de preparacdo das proteinas (foi usada a mesma solugdo de GST usada na

titulagdo da solucdo da proteina Shc). Painel A: titulagdo realizada a 15 °C. Painel
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B: titulagdo realizada a 30 °C. 20 x 15 uL da solug¢do de GST foram injetados
durante um periodo de 30 s (periodo para cada injecdo) em 1,463 mL de tampao pH
8,0 contendo 50 mM Tris, 200 mM NaCl e 1 mM DTT. Para os calculos foram

mantidos os valores da razdo molar usada na titulacdao da Shc pela GST.

4.2.1.3 - Conclusao

Conforme pode ser verificado pelas Figuras 4.13 e 4.14, as entalpias relativas
a adi¢do da solugdo da proteina GST omega a proteina Shc sdo praticamente iguais
as entalpias de diluicdo da proteina GST omega em tampdao para as duas
temperaturas estudadas (15 °C e 30 °C). Este dado confirma o fato de que muito
provavelmente ndo haja interacdo entre as proteinas Shc e GST omega nas

condicoes estudadas.
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4.2.2 - Caracterizacio Termodinamica da Interacido entre as
Proteinas Shc (Src Homology Collagen Like) e Ciclofilina A (Cypa)

por Titulacao Calorimétrica Isotérmica

4.2.2.1 — Introducao

A ciclofilina A (CypA) pertence a uma familia de proteinas muito comum
tanto em procariotos quanto em eucariotos" "**. Ciclofilinas sdo peptidil prolil

. . 1 14
cis/trans 1somerases (PPlases) 39, 140

que catalisam a isomerizacdo cis/trans de
ligacdes prolil peptidicas (Xaa-Pro), onde Xaa pode ser qualquer aminoacido. A
ciclofilina humana, uma isomerase citosolica, ganhou inicialmente destaque
quando se descobriu que ela era o alvo da ciclosporina A (CsA)'*', um
imunossupressor usado para impedir a rejei¢ao de 6rgdos transplantados. A inibi¢ao
da atividade das PPlases ndo estd relacionada ao seu papel imunossupressor. Por
sua vez, verificou-se que a formacdo do complexo CypA/CsA inibe a atividade
fosfatase da calcineurina'®’, o que causa a inibicdo da expressdo de genes de
proteinas nucleares envolvidas na ativagdo celular e formacdo de linfécitos T
citotoxicos.

Apesar das caracteristicas in vitro das PPlases serem bem conhecidas, sua
atividade bioldgica in vivo ainda é controversa'*. Virios relatos na literatura tém
descrito a participagdo das ciclofilinas em virias vias de sinalizacdo intracelular'**
145 ¢ 196 Neste aspecto, este trabalho procurou avaliar a participacdo da proteina
CypA na via de sinalizacdo da proteina Shc (Src homology collagen-like) através

da técnica de titulacdo calorimétrica isotérmica.

87



4.2.2.2 — Resultados e Discussao

Expressao e Purificacao das Proteinas p52Shc e CypA

A Figura 4.15 mostra o gel de SDS-PAGE usado na avaliacdo do processo de
purificacdo das proteinas Shc e CypA.
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Figura 4.15: A- avaliacdo do processo de purificagdo da proteina Shc através da
técnica de gel SDS-PAGE. Linha 1: marcador de massa molar (kDa). Linha 2:
lisado de E. coli. Linha 3: solu¢do protéica apOs sua purificacdo por cromatografia
de afinidade. Linha 4: solucdo protéica apds sua purificacdo por cromatografia de
troca i6nica. Linha 5: solugdo protéica apds sua purificacdo por cromatografia de
permeacdo em gel. B- avaliagdo do processo de purificacdo da proteina CypA
através da técnica de gel SDS-PAGE. Linha 1: marcador de massa molar. Linha 2:
lisado de E. coli. Linha 3: solu¢do protéica apos sua purificacdo por cromatografia
de afinidade. Linha 4: solucdo protéica apds sua purificagdo por cromatografia de

permeacao em gel.
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A partir dos dados apresentados pela Figura 4.15 verifica-se que a
purificacdo das proteinas Shc e CypA foi realizada com sucesso. A massa molar
das proteinas isoladas nas linhas 5 do gel A e 4 do gel B correspondem as massas

molares das proteinas Shc e CypA, cujos valores sdo 52 e 18 kDa, respectivamente.

Titulacao Calorimétrica Isotérmica

A Figura 4.16 mostra os resultados obtidos para a titulagdo calorimétrica

isotérmica da Shc com uma solugéo da proteina CypA a 15 °C.
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Figura 4.16: Termogramas da adi¢do de uma solugcdo de CypA a uma solucdo de
Shc a 15 °C. Ambas as proteinas foram preparadas em tampdo pH 8,0 contendo 50
mM Tris, 200 mM NaCl e 1 mM DTT. Tipicamente, 20 x 15 pL (excegdes sdo
indicadas) de uma solug¢do 97 uM de CypA foram injetados durante um periodo de
30 s (periodo para cada inje¢do) em uma solug¢do de 10 uM de Shc. O intervalo de

tempo entre duas injecoes foi de 180 s.
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Para um dos termogramas das titulacdes da proteina Shc com CypA foi
verificado o perfil sigmdide caracteristico de uma interacdo entre duas espécies
quimicas, contudo, para a repeticdo do mesmo experimento, realizada com um lote
diferente de proteina, 0 mesmo comportamento ndo foi verificado. Titulacdes em
outras temperaturas foram realizadas para confirmar a existéncia da interacao entre
as proteinas estudadas.

A Figura 4.17 mostra os resultados obtidos para a titulacdo calorimétrica

isotérmica de uma solucéo de Shc com uma solucio da proteina CypA a 6 e 20 °C.
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Figura 4.17: Termogramas da titulacdo calorimétrica de uma solu¢do de Shc com
uma solucio da proteina CypA a 6 e 20 °C. Ambas as proteinas foram preparadas
em tampao pH 8,0 contendo 50 mM Tris, 200 mM NaCl e 1 mM DTT.
Tipicamente, 20 x 15 pL (excegcdes sdo indicadas) de CypA foram injetados
durante um periodo de 30 s (periodo para cada inje¢ao) em uma solucdo de Shec. O
intervalo de tempo entre duas injec¢oes foi de 180 s.
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Pelo fato de ndo haver sido verificado o perfil sigmdide da curva de titulacao
calorimétrica caracteristico de uma interagdo entre duas espécies quimicas e das
entalpias relativas a adi¢do da solug¢do da proteina CypA a proteina Shc serem
praticamente iguais as entalpias de diluicio da proteina CypA (dados ndo
mostrados) confirma-se o fato de que muito provavelmente ndo haja interacao entre

as proteinas Shc e CypA nas condic¢oes estudadas.
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4.2.3 - Conclusao

A titulacdo calorimétrica isotérmica mostrou-se eficiente para avaliar a
existéncia de interacao entre duas proteinas. Verificou-se pelo uso desta técnica que
muito provavelmente ndo haja interacdo entre as proteinas Shc (src homology
collagen like) e glutationa S-transferase (classe omega) e entre a Shc e a proteina
ciclofilina A (CypA) nas condi¢Oes estudadas. Os procedimentos usados para a
expressao e purificagdo das proteinas heter6logas estudadas permitiram a obtengao
de solugdes protéicas numa concentracdo e pureza adequadas para sua utilizagdo

nos experimentos de titulacdo calorimétrica isotérmica.
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4.3 - CARACTERIZACAO TERMODINAMICA DA INTERACAO
DA PROTEINA EFHC1 COM IONS CALCIO E MAGNESIO
USANDO TITULACAO CALORIMETRICA ISOTERMICA

4. 3.1 - Consideracoes Iniciais

Os resultados apresentados neste capitulo foram obtidos em colabora¢cdo com
o grupo de pesquisa da Profa. Iscia Lopes-Cendes da Faculdade de Ciéncias
Médicas da Universidade Estadual de Campinas e foram publicados no periddico
Archives of Biochemistry and Biophysics (2008, 477, 131-138). O artigo publicado
intitula-se “Characterization of the C-terminal half of human juvenile myoclonic
epilepsy protein EFHCI: Dimer formation blocks Ca’* and Mg”* binding to its
functional EF-hand”.

Uma cépia do referido artigo integra este capitulo. O artigo € precedido por
um texto introdutério a respeito da natureza das proteinas ligantes de ions
metélicos, com destaque aquelas ligantes de cdlcio, e descreve como a interacao
entre estas proteinas e ions pode ser avaliada por titulacao calorimétrica isotérmica.

Minha participagdo neste trabalho em colaboragdo com a Profa. Iscia
abrangeu principalmente a elaboragdo e execu¢do dos ensaios calorimétricos para
caracterizacao termodinamica da interacdo entre a proteina EFHCI e ions célcio e
magnésio e a determinacdo do nimero de cisteinas reduzidas presentes na estrutura
molecular da EFHC1. Abrangeu também a interpretacdo e discussio dos resultados
experimentais obtidos em relacdo a aqueles encontrados na literatura. Apresentei
minha parte do trabalho na forma de um texto em inglés e participei da revisao do

texto completo do manuscrito submetido para publicagdo.
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4.3.2 - Introducao

Metaloproteinas desempenham funcdes importantes em inimeros processos
bioldgicos e sabe-se que aproximadamente 40% de todas as proteinas ligam-se a
fons metdlicos'”’. Este grupo de proteinas pode ser classificado entre
metaloproteinas e proteinas ligantes de fons. A classificacdo ndo € precisa, contudo,
diz-se freqiientemente na literatura, que metaloproteinas apresentam intera¢ao
quimica forte pelo ion metdlico enquanto proteinas ligantes de ions apresentam
interagdo fraca. fons metdlicos importantes em organismos vivos como Mg**, Zn*",
Ca*™ e Mn”™ ligam-se, freqiientemente, 2 proteinas de modo seletivo e com
configuragdes geométricas diferentes. Diferengcas também podem ser observadas
nos tipos de dtomos usados na ligacdo, dentre eles, destacam-se os dtomos de
oxigénio, nitrogénio e enxofre das cadeias laterais e os atomos de oxigénio dos
grupos carbonilicos da cadeia principal.

fons cdlcio estio entre os mais importantes fons associados a fungdes
biologicas. VariacOes na concentracdo intracelular de calcio estdo envolvidas na
contra¢ao muscular, transmissao de impulsos nervosos, formacdao de microtibulos,
respostas hormonais, exocitose, fertilizacdo e adesdo celular. Processos

~ 2 A . e ~ , 21 14
extracelulares, como a coagulacio, também tém a participacio de fons calcio'*.

Proteinas Ligantes de Calcio

As proteinas que interagem com ions célcio podem ser divididas em duas
principais subfamilias identificadas pela presenca do dominio estrutural EF-hand.
As proteinas ligantes de célcio que contém o dominio EF-hand podem ser
classificadas, por sua vez, conforme atuem como reguladoras da concentracdo deste
ion no ambiente celular ou na sinalizacdo celular.

A manuten¢do dos processos celulares que envolvem ions cdlcio exige um

controle rigoroso da sua concentracdo. Esta fun¢ao € exercida por proteinas ligantes
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de célcio especializadas na manutencdo da concentracdo adequada deste ion em um
ambiente celular especifico. Outra funcdo das proteinas ligantes de cdlcio € traduzir
variagoes da concentragdo deste ion em respostas fisiologicas apropriadas. Uma
série de sinais extracelulares como luz, hormonios, fatores de crescimento,
atividade elétrica e neurotransmissores provocam alteragdes especificas na
concentragdo intracelular de calcio e sdo moduladas por proteinas especializadas
em sinalizagdo celular'®

Estas duas classes de proteinas diferem quanto a sua fungdo, contudo,
apresentam também diferencas estruturais. As proteinas ligantes de calcio
envolvidas na manutencdo da concentracdo destes ions no ambiente celular t€m
normalmente estrutura terciaria compacta e nao sofrem mudancas conformacionais
apods sua interagdo com os ions cdlcio. A parvalbumina € um exemplo desta classe
de proteinas. Por outro lado, as proteinas ligantes de cdlcio envolvidas na
sinalizagdo celular tém estrutura terciaria estendida e sofrem mudancas
conformacionais apds sua interacdo com estes {ons. Estas mudangas
conformacionais permitem sua interacio com alvos intracelulares. A calmodulina'™
e a troponina C"' sdo exemplos desta classe de proteinas. A Figura 4.18 ilustra as

diferencas estruturais apresentadas pelas proteinas ligantes de calcio.
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Figura 4.18: Estrutura das proteinas ligantes de cdlcio. A-) forma estendida da
calmodulina (c6digo PDB: 1CLL) e B-) forma ndo-estendida proteina 2 de ativacao
da guanilato ciclase (c6édigo PDB: 1JBA). As cores designam estruturas protéicas, a
saber, a-hélices sdo mostradas em ciano, folhas-f em amarelo e a regido
intermedidaria entre os dominios C-terminal e N-terminal em vermelho. A interacao
da calmodulina com fons célcio altera a estrutura da regido intermedidria entre os

dominios C-terminal e N-terminal (Figura 4.1 - A, em vermelho).

Caracteristicas dos Dominios Protéicos EF-hand

Os sitios EF-hand caracterizam-se por uma regido continua de 29
aminodcidos que contém duas a-hélices ladeando uma al¢a na qual se localizam os
aminodcidos responsaveis pela coordenacao do ion. As a-hélices tém a funcio de
ancorar a al¢a na conformacgao correta e comunicar as demais partes da molécula as
mudancgas conformacionais geradas pela ligacdo dos ions. Os aminodcidos que
participam da coordenacdo podem ser representados em torno do fon como em um
sistema de coordenadas em que o ion ocupa o centro do sistema de eixos e 0s

. L . <~ . 152
aminodcidos ocupam posicoes nos eixos X, Y e Z 2,
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O papel das proteinas ligantes de calcio na Epilepsia

Canais 10nicos desempenham um papel fundamental no controle da excitagao
neuronal. Quatro epilepsias humanas com base genética foram relacionadas a
mutagcOes em genes de canais 10nicos. Recentemente, foi verificado que a proteina
humana EFHC1 ou mioclonina 1 poderia estar envolvida na fisiopatologia da
epilepsia mioclénica juvenil (EMJ)'>. Andlises de interacio da proteina EFHCI
com canais de cdlcio voltagem-dependentes revelaram que a primeira aumenta o
influxo de cdlcio pelo canal, acarretando, dessa forma, morte celular pmgramada15 3,
Entre as epilepsias idiopéticas generalizadas, a EMJ € a mais comum, somando 5 a
10% do total dos casos de epilepsia no mundo ocidental**. A regido 6p12-p11 do
cromossomo 6 humano foi identificada como responsével pela doenga.

Neste contexto, este trabalho teve como objetivo verificar a existéncia da
interacdo por cdlcio da proteina EFHC1 uma vez que foi identificado um sitio EF
hand potencial na avaliacdo da sua seqiiéncia primdria. Foi caracterizada a por¢ao
C-terminal da EFHCI (residuos 403 a 640; chamada EFHCIC). Os experimentos
foram realizados na presenca e auséncia de 1,4-ditiotreitol (DTT) para simular os
ambientes redutor e oxidante, respectivamente. Como sitios EF hand podem ser

especificos para cédlcio ou ligar célcio e magnésio, foram realizadas titulacoes

calorimétricas com ambos 0s ions.
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4.3.3 — Apresentacao do Artigo “Characterization of the C-terminal half of
human juvenile myoclonic epilepsy protein EFHCI: Dimer formation blocks Ca®*
and Mg®* binding to its functional EF-hand”. Archives of Biochemistry and
Biophysics, 2008, 477, 131-138.
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Human EFHC1 is a member of the EF-hand superfamily of Ca**binding proteins with three DM10O
domains of unclear function. Point mutations in the EFHC! gene are related Lo juvenile myodonic epi-
lepsy, a fairly common idiopathic generalized epilepsy. Here, we report the first structural and thermo-
dynamic analyses of the EFHCIC-terminus (residues 403-640; named EFHCICL comprising the last
10 domain and the EF-hand maotif, Circular dichroism spectroscopy revealed that the secondary striic-

Jé:‘m:“ﬂ-‘: ture of EFHCIC iscomposed by 34% of a-helices and 17% of p-strands. Size exdusion chromatography and
DD doimialn mass spectrometry showed that under oxidizing condition EFH_EIE dimerizes through the formation of
El:—hand l!‘h.'}-Ti‘f disullide bond. Tandem mass spectrometry (MS/MS) analysis of peptides generated by trypsin digestion
Divalent ion binding suggests that the Cys575 is involved in intermolecular 5-5 bond. In addition, DTRB assay showed that
Dimerization each reduced EFHCIC molecule has one accessible free thiol. Isothermal titration calorimetry (ITC)

showed that while the interaction between Ca™ and EFHCIC is enthalpically driven (AH= 586 to
—67 klfmol and TAS = —225 to —31 K jmol) the inter action between Me® and EFHCIC involves an entro-
pic gam, and is ~5 times less enthalpically favomble (AH= —110.7 to — 14 k]imol and TAS =21.9 to 19 k)
mal} than for Ca®* binding. It was alsa found that under reducing condition Ca** or Mg jons bind to
EFHCIC ina 1f 1 maolar ratio, while under oxidizing condition this ratio is reduced, showing that EFHCIC

Isothermal trraton calerimetry

dimerization blocks Ca* and Mg™ binding.

& 2008 Elsevier [nc. All rights reserved,

Different FFHC ! gene mutations have been described in juvenile
myoclonic epilepsy (JME) [1 |. the most commaon form of idiopathic
generalized epilepsy (IGE) |2]. The gene encodes a non-ion channel
protein of 640 amino acids with three DM10 domains of unknown
function and a putative EF-hand Ca* -binding motif at the C-termi-
nal portion |2 ).

Although there is very compelling evidence for the imvolhve-
ment of EFHC1 in [ME [2], its functions are much less clear,
Suzuki et al. [1] showed that EFHC1 protein localizes in differ-
ent brain regions in the dendrites and in the soma of neuronal
cells and it is associated to a regulatory apoptotic system with
an R-type voltage-dependent Ca®* channel Ca,2.3. The owver-
expression of the mutated forms decreased cell death in

* Corresponding author. Fax +55 19 32891818,
E-maodl address icendesiunicamplr (1. Lopes-Cendes)
' Abbreviations used: [ME, Juvenile myoclonic epllepsy; CD. dieular dichmaism; DT,
dithiothreital; DTNE, 5.5 -dithiohis{2-nitrobenesic scid); 1GE, idiopathic generalized
epilepsy; [MC isothermal titration calorimetry.

(003-2851/§ - see front matter @ 2008 Ekevier Inc. All rights reserved.
bl ; TOLLON 6 [|.a b 2008 06 (04
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primary neuromal cultures, probably through a reduction of
Ca*" influx through the channel According to these authors,
EFHC1 apoptotic activity may be related to the elimination of
certain neurons during the development of the central nervous
system. Ikeda et al, [3] proposed another functional role of
EFHC1 based on sequence similarity (40% identity) and domain
composition, suggesting that EFHC1 is closely related to the
flagella axoneme component Rib72. Expression and immumnofiu-
orescence data showed that it is located in the cilia of tracheal
epithelia, sperm flagella and within motile cilia of other rissues,
including brain, but in a less extended way [3). In addition,
there is experimental evidence showing that EFHC1 asscciates
to the mitotic apparatus and centrosome, suggesting a possible
role during cell division [4].

Ca*-binﬁingprﬂtﬁins frequently serve as effectors or mod ulator
proteins to transduce Ca™ signals into appropriate physiological
answers Over the years an enormous number of these Ca™ binding
molecules have been identified, reflecting the importance of Ca™
and its regulative function in the cell [5].
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Materials and methods
Plasmid consruction

Total RMA was extracted from human hippocampus using
TRIzol reagent (Invitrogen), according to manufacturer instruc-
tions, cDMA was generated by reverse transcriptase reaction
using ImPraom-l1l Reverse Transcription System (Promega). The
C-terminus of EFHC1, EFHC1C, comprising amino acids
403640 was PCR amplified using forward primer OMM24 (57«
TITGGGTCTCCCATGAAAGCTCCAAAAAAAGACG-3') and reserve
primer OMM25 (5-ATCCTCGAGTCACTTTCAGAAAGCACGA-3').
The resulting amplicon was cloned into pGEM-T easy vector
system (Promega), creating plasmid pGEM-EFHCIC that was
used as template for subcloning into pET SUMO (Champion
pET SUMO Protein Expression System, Invitrogen), and gemerat-
ing pETSUMO-EFHC1C. Both constructs were verified by restric-
tion enzyme digestion and automatic DNA sequencing. Normal
hippocampal tissue samples were obtained from autopsy
material. This study was approved by our Institutional Research
Ethics Committee.

Protein expression and purification

Protein was expressed using Escherichia coli strain BL21{DE3).
Competent cells carrying the plasmid pRARE (Movagen)
were transformed with recombinant plasmid. Single bacterial
colonies were cultured overnight at 37 “C in LB broth added to
50 pg/mL kanamycin and 34 pg/mL chloramphenicol. This pre-
inoculum was transferred to 2 L of LB broth supplemented with
kanamycin and chloramphenicol at the same concentration
When cultures reached an Ago of 0.6, expression was induced
by adding 0.5mM IPTG (isopropyl p-o-thiogalactopyranoside )
30°C for 4 h and shaking at 200 rpm. Cells were then harvested
by centrifugation at 5000z for 10min at 4°C and stored at
—20°C. Induced bacterial cells were resuspended in affinity chro-
matography buffer (50 mM sodium phosphate buffer, pH 7.2,
300 mM MaCl, 5% glycerol) containing PMSF (phenvimethylsul -
phonyl fluoride) and lysozyme to concentrations of 0.5 mM and
1 mg/mL, respectively. The suspension was sonicated, clarified
by centrifugation at 20000g and the supermatant was used for
protein purification. The extract from 1 L of LE cultures was incu-
bated with 3 mL of Ni-NTA {Ni* -nitrilotriacetic acid) Superflow
resin (Qiagen) for 1 h at 25°C; transferred to a spin column,
washed with 20 column volumes (ov) of affinity buffer and eluted
with increasing imidazole concentrations (up to 250 mM ) in the
same buffer.

Cleavage and separation of fusion tag from human EFHCIC

The affinity-purified protein was incubated with SUMO prote-
ase-1 (Life Sensors) in a 1:100 (ww) enzyme-to-substrate ratio:
and dialyzed overnight at 4°C against buffer A, 20 mM Tris=HCl,
pH 75, 20 mM MaCl, 1 mM DTT (dithiothreitol). The cleavage
reaction was passed by gravity through 3 mL of Ni-NTA column
pre-equilibrated with buffer A Flow-through fraction was col-
lected and applied onto a 1-mL HiTrap ¢ FF column {Amersham
Biosciences) pre-equilibrated with buffer A, The column was
washed with 4 cv using FPLC system [(Amersham Biosciences)
and proteins were etuted with 15 cv linear gradient (0-30%) of
buffer B, 20 mM Tris-HCI, pH 7.5, 1 M MNaCl, 1 mM DTT. Fractions
enriched with the protein were peoled and concentrated using
Amicon Ultra-4 centrifugal filter device (Milliporel Purification
efficiency was analyzed by SDS-PAGE [6] followed by Coomassie
staining.
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Protein guantitation

Protein concentration was estimated measuring the absorbance
at 205 nm {Axs), according to the method described by Scopes (7],
and at 280 nm (Aug ), considering the extinction cosfficient calcu-
lated from the composition of the protein using Protparam tool
(http: [ www expasy.org/tool s/ protparam.hemil ),

Western blor analysis

Protein samples were fractionated by SDS-PAGE and trans-
ferred onto a nitrocellulose filter using a horizontal semi-dry elec-
troblot  apparatus  (Amersham Biosciences). The filter was
incubated for 2 b at 25 °C in blocking solution { 3% non-fat dry milk
powder in 25 mM Tris-buftered saline, pH 7.4). The membrane was
processed through sequential incubations with primary antibody
for 16h, and thenm with an alkaline phosphatase-conjugated,
affinity-purified goat anti-rabbit IgG antibody (Sigma-Aldrich).
Immunoreacted bands were detected wusing BOOP/NET (S5-bromo-
4-chloro-3-indolyl phosphate/nitroblue  tetrazolium)  substrate
(Fermentas). Polyclonal anti-Efhcl antibody was a gift from
Dr, Ritsu Kamiya (University of Tokyo).

Moass spectrometry (MS) analyses

For peptide mass fingerprinting identification, peptides were
generated and extracted from the gel-separated proteins following
in-gel trypsin digestion protocol [8] using sequencing grade mod-
ified porcine trypsin from Promega, EFHC1C mass spectra were ac-
guired using a MALDITOF [matrix-assisted laser desorption/
ionization- time-of-flight) Voyager DE-Pro mass spectrometer { Ap-
plied Biosy stems ). Measurements were performed with laser in po-
sitive linear mode with a 20-kV acceleration voltage, To MS
spectrum 100 shots were accumulated. Data Explorer software
was used to process MS data.

For cross-linked peptide analyses, enriched dimeric bands were
subjected to in-gel trypsin digestion as mentioned above under
owo different conditions: in the first condition the protein band
was reduced with 10 mM DTT and alloylated with 55 mM indoacet-
amide; whereas, in the second condition no treatment was per-
formed, ESI-MS/MS (electrospray ionization) was carried out on a
Q-Tof Ultima APl mass spectrometer (Waters/Micromass) with a
nanoflow interface. The digested sample (10 pL) was desalted
using a Waters Opti-Pak C-18 trap column for 5 min. The sample
was eluted from the C18 trap column at a 250-nL/min flow with
a mobile phase containing waterfacetonitrile (1:1, v/v) and 01%
formic acid. The instrument conditions were 3 kV for the spray
voltage, 100V for the cone voltage, cone gas at 30 Uh, and source
temperature of 100 “C. The final spectra were processed using the
Mascot Distiller program (Matrix Science). The program SearchX-
Links {htep:/ fwww searchxlinks.de) was used to analyze the mass
spectra of protein digests with regard to the presence of disul-
fide-linked peptides.

Derermination of free cysteines in EFHCIC with DTNE

The number of free cysteine residues per EFHC1C molecule was
determined using the DTNE assay [9). EFHCIC was previously
treated with 1 mM DTT and extensively dialyzed against 20 mM
Tris-HCL, pH 7.2, 50 mM MaCl. A solution of EFHCIC 15 pM was
incubated with 50 times molar excess of DTNE in PBS solution
(pH 7.27) containing 1 mM EDTA. Free thiols were guantified
through the absorbance at 412 nm (Aa2) due to formation of
2-nitro-5-thiohenzoate amion (TNBE®") using a Hewlett-Packard
8453 spectrophotometer.
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Size exclusion chromatography (SEC)

Determination of the Stokes’ radius (R} of the purified EFHC1C
in solurion was carried out on a Superdex 200 HE 1030 column
tAmersham Biosciences) at room temperature using as maobile
phase buffer D, 20 mM Tris-HCl, pH 7.2, 50 mM MaCl, in the pres-
ence and absence of 1 mM DTT. Recombinant protein was previ-
ously treated with 05 mM EDTA (ethylenediaminetetraacetic
acid) and injected in a volume of 120 pl wsing FPLC system and
eluted at a flow rate of 0.5 mL/min The column was pre-equili-
brated with 2 o of corresponding buffer between the runs The
partition coefficient (k. ) [10,11] was calculated using eguation
ko= [Va— v ilv: — vy}, where v, is the elution volume of each pro-
tein standard and v. is the total volume of the colummn Blue dex-
tran (2000 kDa) was used to determine the void volume {Val
Stokes' radii were calculated using a standard curve +/—loglka)
versus R. of the standard proteins: ferritin (61.0A), aldolase
{48.1 A), ovalbumin (305 A), chymotrypsinogen A (209 A), and
ribonuclease A (164 A) (Amersham Biosciences) (1A is agual to
10-"m). The column was calibrated prior to the analysis and
reproducibility of the calibration was tested between series of
the experiments. It was virtually identical in the presence or ab-
sence of DTT, Experiments were repeated twice to ensure consis-
tency and accuracy,

Far-UV circular dichiroism (CD) spectroscopy

(D spectra were acquired on a [-810 spectropolarimeter (Jasco)
coupled to a Peltier Jasco PFD-425 system for tem perature control.
Protein samples were prepared at 4 pM in 10 mM sodium phos-
phate buffer {pH 7.4). The spectra were collected ar 20 °C using
0.1 cm path length cell over the range of 190-260 nm, and a 1-
nm bandwidth with step size of 0.5 nm and speed of 100 nm/
mir For each measurement, the mean values of sixteen spectra
were taken to improve signal-to-noise ratio. The ellipticity was ex-
pressed as the mean residue ellipticity [#] (degcm® dmoal™"). Pre-
diction of secondary structure elements was performed using
PSIPRED (htrpy/bicinfes.ucl acukfpsipred/psiform.bheml) and PHD
(http:fwww.predictprotein.org/ ). Data deconvolution was carried
out wsing DICHROWEE web server (http://public-1.cryst.bbk.
acukfcdweh) using the COMTINLL [12,13] and CDSSTR [14.15]
algorithms. All buffers wsed were of analytical grade and were
filtered before use to avoid light scattering by small particles.

Isothermal titration calormetry (ITC) measurements

Calcium chloride =99% pure (USE Corp.) and magnesium chio-
ride »85% pure (Merck) were used as received. Protein solutions
were prepared as described above, with a final treatment with
0.5 mM EDTA, extensively dialyzed against buffer D with or without
1 mM DTT, and degassed before use, Recipients and concentrators
were previously treated with 1 M HCL Al ITC measurements were
carried out at 25 *C on a VP-ITC system {MicroCal). 1.5 mM CaCl: or
Mgl solution was titrated into 70 pM EFHC1C in the sample cell
(1436 mL), using 4 or 10 pL of titrant per injection over 12 or
30 s Time intervals of 420-600 s were used between injections to
allow complete thermal equilibration. After subtracting the heat
of injection, data were [t using a non-linear least-squares
algorithm packaged with the Origin® software, provided with the
VP-ITC system. The areas of the picks were adjusted manually.
The stoichiometry (N}, association constant (K.}, and enthalpy
change (AH) were each obtained directly from the rtitrarion data,
while the entropy change (AS) and Gibbs free energy change (AG)
were calculated using the egquations AG=—-RTInK, and AG=
AH — TAS, respectively. The dissociation constant (K, ) was calcu-
lated as 1/K,. One site model, two independent sites model and
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multiple sequential sites model, which have different assumptions
and number of fit parameters, were tried in the fttings. The guality
of the fitting was evaluated based on the »* parameter, All solutions
were prepared with Milli-Q® water and degassed before use,

Results and discussion
Expression and purification of human EFHCIC fusion protein

The EFHC1 protein belongs to a poorly characterized class of
DM10 domain-containing proteins with an unknown function,
The DM10 domain contains 105 residues and has been identified
in enly one copy in the M-terminal portion of nucleoside-diphos-
phate kinase (MDK) of human nm23-H7 [16.17] and Chiamydo-
monas reinhardeii flagellar axoneme associated protein p40 (18],
In mouse Efhcl and Chlamydomaonas Rib72 there are three repeats
within this domain [3,18]. Proteins that have DM10 domains inter-
act with doublet microtubules [3,19], raising a possible function in
axonemal assembly or regulating MDKs [20]. EF-hand maotif is the
largest utilized Ca™-binding motif found in proteins [21] and is
characterized by a helix-loop-helix structure [22,23 ). The EF-hand
superfamily regulates many aspects of cell function, such as Ca™
buffering in the cytosol, cell preliferation and signal transd uction
[24.25]. In the central nervous system, calmodulin and the related
EF-hand containing neuronal Ca®-sensor proteins have many
important roles in neuronal signaling [26,27 |. The basic functional
unit consistsin a pair of EF-hand motifs (23], but in the case of hu-
man EFHC1 it is not clear if it is present in pairs or not.

The C-terminal half of EFHC1 (EFHC1C) was expressed as a fu-
sion protein with an M-terminal SUMO tag. SUMO has been de-
scribed as a solubility enhancer, favoring proper folding of the
passenger protein in bacterial expression system [28]. Recombi-
nant vector was cotransformed with pRARE inte BL21{DE3),
because EFHCIC sequence presents codons that are rare in
E. coli. The expression of SUMO-EFHCIC was induced by
0.5 mM IPTG at 30°C by 4 h, The recombinant protein vielded
~70mg of protein per liter of culture after a single affinity step
(Fig. 1a lane 2. The crude cell lysate was incubated in a batch
preparation procedure with Mi-NTA resin for 1 h at room tem-
perature, followed by washing the packed resin with affinity
chromatography buffer. The human EFHCIC protein was eluted
from the Mi-MNTA column by a gradient of 5-250 mM imidazole
and exhibited a sarisfactory purity level for cleavage and removal
of tag (Fig, 1a, lane 2},

Cleaved EFHCIC remains in the sofiwble froction

Eluted fractions from first affinity purification step were suc-
cessfully cleaved with SUMO protease-1, Both SUMO fusion tag
and SUMO protease-1 contain an N-terminal polyhistidine tag that
facilitates capture with Mi-MNTA resin. EFHCIC protein passed
through the column and was collected in the flow-through fraction
(Fig. 1a, lane 3). Final purification steps were performed using ion
exchange () FF chromatography column, separating trace contam-
inant proteins (Fig. 1a, lane 4}, The final amount of purified EFHC1C
protein was ~2.7 mg/(L of imitial bacterial broth.

EFHCIC identification by Western blor analysis and MS

Western blot analysis confirmed that human EFHC1C was iden-
tified by an anti-Efhcl antibody [3] (Fig. 1b % This polyclonal anri-
body was raised against the EF-hand motif sequence of mouse
Eflc1 (Fig. 2, Mouse Efhcl and human EFHCL share 76% amino
acid identity and 86% similarity, the reascn why the polyclonal
mouse antibody recognized the human protein, although the
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Fig. 1. Purification of recombinant EFHCIC and Western hloc analysis identification (a) Analysis of purification steps by 10% S05- PAGE under reduclng conditions. stalned
with Coomassie Brilliant Blue. Lane 1. saluble fraction extracted from bacterial hysis {--60 pg); lane 2, fraction collected from affindty chrematography during the elution step
withimidazole concentration of 100 mM (15 pg); lane 3 cleaved EFHC 1C that pased through affinity chromatogra phy ool umn to remove tag (--5 pg); lane 4. final purified
protein eluted from jon-exchange chromatography (~20 gl Molar mass markers are indicated. (b) Western blot analysis of the separated proteins in (a) using polyclenal
mouse anti-Efhcl antibady [31 See legand above. Some contaminant bands were also detected in lane 1. Certain nen-specificity of the polyclonal antibody was reported by
Kamiya's group |31 PMSF was not capable to Sop unspecific cleavage of tagged protein asseen n lane 2

Flg. L Sequence alignment companison between human and mowse proteins. Amino acid sequence compartson of human EFHCT { amine aclds 403-840; CenBank Accession
Mo, MMO18100) and mowse Efhcl (amine acids 403-548; GenBank Accession Mo, XM990358) The sequence alignment was carred out wsing CLUSTALW . Letters shaded in
black indicate aming acids that are identical. Leiters shaded in gray indicate similar amino ackds. Secondary structure elements { E = f-sheet, H = a-helix) are indicated above
the predict structure dadeced from the human EFHCT sequence (by PSIPRED and PHD servers) Dotted line, DM10 domain; selid line, BF-hand modf; dashed line. mowse Efhcl
sequence recomized by polyclonal antibody [3). DM10 domain and EF-hand motif were predicted by PROSITE { hitp:/fexpasy.ong/prositef) and SMART (http://smar_emil-
heldelberg de L Cysteine residees are marked with an asterisk The Ca** binding loop of the EF-hand & highlighted by a box.

mouse protein presents some extra amino acids. Peptide mass fin-
gerprinting was also performed by mass spectrometry and cor- 0
rectly identified our clone construction (Supplementary Fig. 1)

= EFHCIC (not treated)
O EFHCIC (EDTA treated)

EFHCIC secondary Srmcrure

3
L

Far-UV CD spectrum at 20°C of cleaved EFHC1C shown in Fig. 3
exhibits two minima centered around 208 and 225 nm, suggesting
the presence of helical structure along with other secondary struc-
ture elements. However, the CD signal at 225 nm is not so pro-
nounced as the 208 nm signal. Minimal differences were
observed in the CD spectrum of EFHCIC treated with EDTA (Fig
3 ), relative to EFHC1 C without treatment, [t was also observed that
both frozen protein at—20 °C and stored protein at 4 °C for 19 days
showed just modest decrease in secondary structure elements
(Supplementary Fig. 2), suggesting a stable conformation. EFHC1C . . r
protein not only presents secondary but also tertiary structure: 2] 0 2o 20 o 240 o 0
preliminary one-dimensional "M NMR spectroscopy showed rthat
EFHC1C is folded, as detected by characteristic spectrum (Supple-

=
i

(e 107 (deg em’ dmol ™y

mentary Fig. 31
In order to estimate the content of different tvpes of secondary
structures in EFHC1C, the far-UV CD spectrum of the protein was
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Fig 3. Far-L0 CD spactra of cleaved purified EFHOIC Far-UV CD specimascopy of
EFHCIC ohtained in 10 mM sodiem phosphate buffer (pH 741 Protein concentra-
tlom was A4 pM The spactra wers accumulated 16 times and buffer corrected Two
different conditions were measured: non-treated protein( M) and EXTA treated (0).
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analyzed using the routines available at DICHROWEE, The values
obtained for the secondary structures (x-helix 34 # 1% and f-sheet
17 £2%) are in agregement with secondary structure predictions by
PSIPRED and PHD | Fig. 2], The high =-helical content is character-
istic of the EF-hand family of proteins [28]. It is predicted that
DM10 domain contributes totally to p-sheet elements (see Fig. 2
and reference [20]) but unfortunately there is no €D information
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published on this domain, so it is not possible to correlate our data
with other DM10 domain proteins.

EFHCIC dimerization characterized by SEC and M5

Many EF-hand proteins naturally occur as dimers [30] We first
ohserved the dimeric protein by non-reduced SD5-PAGE and Wes-

a

oTT
-

Dimer
55 kiDn

Monomer
27%kDa +.

EFHCIC withouwt DT

cov BEREIC WY,

Elution Volume

bia: 2770572

o Intensity

14E+4

Mazs (m'z)

c 27739.42

% Intensity
2

~12E+4

Lo
w10

Mazs (mv'z)

Flg. 4. Formation of disulfide dimers. {a) Size exclusion chromatograms of EFHCTC with 1 mM DT { dotted line ) and withouet DTT (solid line). 120 pl of ~<400 1M protein
soluticn were applied onto Superdex 200 HR 10430 ¢ olumn (Amersham Blosciences ) pre-equilibrated with buffer O (20 mM Tris-HCL pH 7.2, 50 mM NallL In the presence of
DT elution volume of EFHCIC is 14.1 mL comresponding to the monomer {peak ML and in the absence of DTT it elutes as a dimer (elution volume 153 mL; peak D)and a
mnomer (peak M) Standard proteins wsed were ferritin (F), aldolase { AL ovalbumin (O} chymotrypsinogen A (CL and rbomeclease A (KL Bliee dexiran (BD) was wsed 1o
ohtain the void velume of the column. Inset: Dimerization of purified EFHC1C (80 pp per lane ) on a 10 SD6-PAGE stained with Coomassie. in the presence (+] and in the
absepee (- )of 1 mM DTT. MALDI mass spactra of EFHC1C in the presence (b) and inthe absence (c) of mducing agent. Protein ooddation allowed the detaction of dimer state

aven (n the presence of DTT (k).
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tern blot analyses. The presence of the reducing agent DTT in the
protein solution assures that the EFHCIC molecules are kept in
their reduced forms with preserved sulfhydryl (=5H) groups in
their three cysteine residues (Fig. 2). In the absence of DTT, EFHC1C
undergoes dimerization in aerated solution, through the formation
of disulfide bond, as already reported for other members of EF-
hand superfamily [31,32]

Dimerization of EFHC1C was confirmed by high resolution SEC
in the presence and absence of DTT (Fig. 4a). The Stokes' radii
(R, obtained were 31,6 £ 0.2 and 39 £ 1 A for the monomer and di-
mer, respectively (Supplementary Fig. 4). As the calculated molar
mass based on the amino acid sequence of EFHCIC is ~.27 kDa,
these results suggest that EFHC1C is a non-globular protein.

Mass spectra of the monomeric and dimeric forms of EFHC1C
are shown in Fig. 4b and ¢ It can be seen that the mass obtained
for the expected dimer (55489.2 Da) is approximately twice the
mass of the monomer (27,7446 Da), supporting the evidences of
dimerization in the absence of DTT, shown in Fig. 4a.

M5 of disulfide-linked pepride and dererminarion of free gsreine with
DTNB

In order to know which of the cyvsteine residues of the protein
forms intermolecular or intramolecular disulfide bonds, EFHCIC
dimer was isolated in non-reducing SDS-PAGE and the corre-
sponding band was subjected to in-gel digestion with trypsin in
two different conditions: reduction by DTT, followed by alkylation
with icdoacetamide; and with no treatment. ESI-MS/MS peak lists
of the tryptic peptides were analyzed with the aid of SearchXLinks
program. In the reduced and alkylated sample, it was observed a
signal at mass/charge ratio (myz) 646.25 and at myz 90539, which
can be assigned to allylated peptides 572-576 (DHSCK) and 621-
628 (MCSHGECK), respectively (Table 1). The second cysteine res-
idue (Cysh03) was not detected.

In the oxidized sample, a peak with m/z B48.37 was observed,
which can be assigned to peptide 62 1-628 (MCSHCECK). Also, a
peak mizat 117545 was detected and can be assigned to the dimer
formed by the intermolecular disulfide bond (Cys575-Cyws575) be-
tween the peptide 572-576 (DHSCE) of the first chain, with the
same peptide of the second chain (Table 1), Again, the peptide that
should contain the Cys603 was not detected at all and no intramo-
lecular disulfide-linked peptide was identified. In addition, the evi-
dence that there is no internal disulfide bond is also supported by
the identification of the last cysteine [Cysb22 ) residue-containing
peptide (MCSHGEGK )L

Reactions with excess DTNE were performed in PES to deter-
mine how many free cysteines are present per melecule of protein
and, therefore, the number of potemtial dimerization sites,

Although EFHCIC has three cysteine residues, OTNEB assay showed
just one accessible free thiol per molecule, even after DTT treat-
ment, This single free thiol is likely to be Cys575, which is involved
in the disulfide bonding. As mass spectrometry indicates that there
is no internal disulfide bond, a possible interpretation for this re-
sult is that the two cysteine residues (Cys603 and Cys622) can
not be detected by DTME because they are located in an inaccessi-
ble site, as already observed in the case of BSA [33].

Stoichiometry and the mmodynamics of EFHCIC divalent ion binding

Fig. 5 shows representative thermograms of the titration of
EFHC1C solution with Ca”* {a and cj and Mg™*{b and d) solutions
in the presence and absence of DTT, respectively. The only model
which fit the experimental data was the single site binding model.
In all titrations, the binding process was exothermic. In addition, it
can be seen that the interaction between Ca'™ and EFHCIC is
enthalpically driven (AH=-586 to —67 k]/mal and TAS=-225
to —31 klfmaol) while the interaction between Mg and EFHCI1C in-
volves an entropic gain, and is -5 times less enthalpically favor-
able {AH =—11.7 to —14 k]/mol and TAS =219 to 19 k|/mol) than
for Ca*, It must be noted that, in general, metal binding to proteins
is an endothermic process (AH >0, However, the process may be-
come exothermic (AH <0} depending on changes in protein con-
formation [34]. Thus, the observed larger exothermic gain in the
Ca*-EFHCIC interaction relative to Mg*"-EFHCIC interaction
may indicate that Ca® binding is associated with a higher degree
of EFHC1C conformational change, like calmodulin, the most prom-
inent member of the Ca**-sensing EF-hand proteins. In contrast to
Ca* -buffer proteins, Ca®™-sensors change their conformation upon
Cf*-bindlng. thereby enabling their interaction with intracell ular
targets [5]. As observed by Suzuki et al. [1], full EFHC1 coimmuno-
precipitates with the C-terminus of the Ca** chanpel Ca,2.3.

ITC data also shows that under reducing condition (in the pres-
ence of DTT) EFHC1C binds to Ca™ and Mg”* ionsina 1/1 molar ra-
tio, showing that the stoichiometry of the reaction between
reduced EFHC1C, in its monomeric form, and Ca®* or Mg** ions is
1:1. It is not currently known if the EF-hand motif of human EFHC1
occurs in adjacent pairs or not, but secondary structure prediction
(Fig. 2) shows two sets of helix-loop-helix in tandem, indicating
that it is likely a pair of motifs. Thus, if the second EF-hand exists
at all it is non-functional. Another example of a rare single func-
rional EF-hand is found in the C-terminal domain of Ca, 1.2 subunit
of the voltage-gated Ca** channel of myocytes [35], which proba-
bly plays a role in Ca** homeostasis. Under oxidizing condition
{in the absence of DTT), the Ca** or Mg " JEFHCIC molar ratio
was reduced to ~40.3 (Table 2), what means that the amount of
EFHC1C capable of binding to Ca* or Mg was reduced, relative

Table 1
Themretical and observed m'z of tryptic peptides caloulared by SearchXLinks program
Condition Paptide from-to Theoretical mi Observed my'z Error {ppm) Sequenoe
Single molecule {non-redsced) 572-5T8 SHE29 - - DHSCK
B2 -b16 1629 83 - - ICESINVPVDDESLVE
621-628 B48.34 BA483T 30 MCOSHGEGK
Intrapeptide crosslink (non-reduced) 572-576, &02-516 221751 - - DHSCK, ICESLNVIN D DSELVE
5T2-5T6. 621-628 1434 60 - - DHSCK, MOSHGEGK
B2 -616, 621-628 2476 84 - - ICESLNVIAVDDSLVE, MOSHGEGK
Interpeptide cross-link (non-reducad) 572-576, 572-576 117543 117545 22 DHSCK, DHSCK
572-576, 602-616 22175 - - DHSCK, ICES LNV D DELVE
572-57h 621-624 1434 80 - - DHSOK. MOSHGECGKE
ol2-616 s02-610 325974 = - ICESINVPVDDELVE, ICESLNVPYDDSELVE
602-616, 621-628 247684 - - ICESLNVPVDDELVE, MOSHGEGK
Simgle molecule (reduced and allorlated) 572-578 B16.26 G625 12 DHSCK
BO2-616 168685 - - ICES LNV DD SLVE
621-628 20536 00539 22 MCOSHGEGK
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Flg. 5. ITC thermograms of the divalent ion binding to EFHCIC Calorimerric titration of 24 « 10 pL aliquots of 1.5 mM CaCly {2l and 1.5 mM MaCl, (b). into 70 pM EFHCIC in
200 mM Tris-HCL 50 mM Mall ( pH 751 T mM DTT; and ttration of 40 « 4 pl aliquoss of 1.5 mM Calla (cL and 1.5 mM MeCh (d). Into 70 6 EFHCTC in 200mM Tris-HO,
50 mM NaCl ( pH 7.5 without DTT. Titrations were performed at 25 2C The upper panel in each frame represents the raw data, whereas the lower panel stands for the fitted

data.

to the amount of EFHC1C considered as being in the monomeric
form (used in the calculation). The reduction in the amount of
EFHC1C capable of binding to Ca® or Mg®* is in accordance with
the partial dimerization of EFHCIC (as shown by MS and SEC!
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and shows that EFHC1C dimerization blocks Ca®™ or Mg™™ ions
binding.

Although Ca* binding to proteins is often selective, Mg™™ may

be an effective competitor for the Ca® sites, which may result in
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Table 2

Thermaodynamic parameters for binding of EFHCIC wirh C2** ar Mg**

Experiment N K,y (M) AH (klfmat) TAS (Kol A5 (k]jmel)
Binding of Ca*" to apo-EFHCIC + DTT N9+l LEEZIR] SE6104 225307 -36.1203
Binding of 1o apo-EFHOC + OTT o+ 130 117000 219+032 ~-33.6+01
Binding of Ca*" 1o apo-EFHCIC 03+ 0500 -ortd -3122 -35.7+03
Binding of Mg® to apo-EFHCIC 0300 18£03 141 1941 328104

Thermadynamic data generated by 1TC at pH 7.5 in 20 mM Tris-HO. 50 mM Mall with and without 1 mM DTT. All experiments were performed at 25°C

inhibition, given that the concentration of Mg inside cells is much
higher than that of Ca®" [36]. However, the Gibbs free energies
{AG) calculated for the Ca* and Mg™ binding processes were neg-
ative in both cases (Table 2}, showing that both ions have high
affinity for the EF-hand of EFHC1 C. The calculated dissociation con-
stant (K4} for Ca**-binding (0.5 0.1 P} was ~2.5 times [ower
than that for Mg**-binding (1.3 £ 0.1 pM) to EF-hand under reduc-
ing condition (Table 2. In the absence of DTT, the K4 for Ca*"-bind-
ing (0.5 £ 0.1 pM) was ~3.5 times lower than the calculated value
for Mg**-binding {1.8+0.3 pM}. The difference observed in K
shows a higher affinity for Ca®* than Mg™* both in the presence
and in the absence of DTT (Table 2).

Conclusions

Most of the genes responsible for IGEs identified so far encode
ion channel preteins [37]. EFHCI gene is one in a few that is a
non-ion channel protein related to epilepsy, We report here
the first structural and thermodynamic analyses of human
EFHC1C-terminus (referred as EFHC1C), containing the last DM10
domain and the EF-hand motif. The target protein was expressed
mainly in the soluble form and purification protocol including
tag removal was successfully established. The final purified protein
presented high stability, The secondary structure was measured by
CD spectroscopic, showing 34% of «-helices and 1 7% of p-strands. It
was demonstrated that the protein can form dimers in the absence
of DTT. Tandem mass spectrometry (MS/MS) analysis with the help
of Search¥Links program suggests that Cys575 participates in
intermolecular 5-5 bond formation In addition, DTNE assay
showed that reduced EFHCIC has only one accessible free thiol
per molecule. ITC data showed that reduced EFHC1C binds to just
one divalent ion {Ca:‘ or Mg"‘}l: whereas, in an oxidized ( dimeric)
state EFHC1C has its ion binding site blocked.

To date, it is not clear ifEFHC is a Ca®*-sensor or a Ca®-huffer
protein. However, full EFHC1 presents 19% identity and 44% simi-
larity with the Ca*-regulator calmodulin, the classical example
of EF-hand protein that suffers conformational changes after ion
binding [22]. Additional experiments should be performed in order
to better determine the influence of Ca** or Mg™ binding in
EFHC1C dimerization process. Whether dimerization is a physio-
logical conformation remains to be elucidated,

Finally, crystallization trials are in progress inour laboratorny in
order to determine the three-dimensional structure of EFHCIC, and
hopefully shedding light into DM10 demain function in [ME.
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4.3.4 - Conclusao

Uma importante etapa no desenvolvimento de farmacos € a compreensao dos
fendmenos bioldgicos nas escalas molecular e celular. Os resultados deste trabalho
mostraram que moléculas da proteina EFHC1C ligam tanto fons Ca** quanto Mg
numa estequiometria de 1:1, contudo, com afinidades definidas por diferentes
contribui¢des entdlpica e entropica. Também foi verificado que a EFHCIC perde
sua capacidade de interacao pelos ions calcio e magnésio devido, provavelmente, a
sua dimerizacdo através da formacdo de uma ligacdo dissulfeto em processos
oxidativos. Estes novos conhecimentos sobre a o comportamento da EFHCI1C
podem ser tteis na compreensdo do mecanismo de acdo da epilepsia miocldnica
juvenil e no planejamento de novos farmacos e novas estratégias para o seu

tratamento.
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5 - CONCLUSAO FINAL
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"Our moral responsibility is not to stop the future, but to shape it...”

Alvin Toffler

A titulagdo calorimétrica isotérmica tem ganhado destaque continuamente
nos laboratorios de pesquisa e na industria. Neste aspecto, este trabalho permitiu-
me o aprofundamento tedrico e experimental desta técnica aplicada tanto em um
sistema quimico quanto em sistemas bioquimicos. O estidgio realizado no
laboratorio do Prof. John Ladbury, a apresentacdo dos resultados deste trabalho em
congressos e sua discussdo com especialistas permitiram-me amadurecer nestes
anos o conhecimento da titulagdo calorimétrica isotérmica. A correlagdo entre os
dados termodinamicos e estruturais dos sistemas estudados € uma exigéncia dos
profissionais da calorimetria, principalmente, frente aos desafios do futuro
proximo. Neste sentido, recomenda-se o aperfeicoamento teérico e experimental de
técnicas estruturais durante a formacao dos profissionais em calorimetria.

Em particular, os resultados deste trabalho revelaram que a S-nitrosagdo €
entalpicamente dirigida nas condigcdes em que foi estudada e ocorre com
caracteristicas termodinamicas semelhantes apesar das diferencas estruturais dos
tiéis estudados. Verificou-se que a proteina EFHCIC liga-se tanto a fons Ca’'
quanto Mg** numa estequiometria de 1:1 e com afinidades definidas por diferentes
contribui¢des entdlpica e entrépica. Este dado confirmou a existéncia de um
dominio EF-hand previsto pela seqiiéncia primaria da EFHCI1C. Por outro lado, a
EFHCI1C perde sua capacidade de interacdo com ions cdlcio e magnésio em
solucdo sem 1,4-ditiotreitol (DTT), provavelmente, devido a formagdo de dimeros.
Os resultados de ITC demonstraram auséncia de sinal térmico na mistura entre as
proteinas Shc e as proteinas GST e CypA, indicando que muito provavelmente elas

ndo interagem nas condicdes estudadas.
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