UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
PROGRAMA DE PO5-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA - RENORBIO
DOUTORADO EM BIOTECNOLOGIA

DENISE CAVALCANTE HISSA

PROTEINA SURFACTANTE DE LEPTODACTYLUS VASTUS A.LUTZ 1930: DO SEU
LOCAL DE PRODUCAO A SUA ESTRUTURA 3D

FORTALEZA
2013



Dados Internacionais de Catalogagdo na Publicagdo
Universidade Federal do Cearg
Biblioteca de Ciéncias e Tecnologia

H579p Hissa, Denise Cavalcante.

Proteina surfactante do ninho de espuma da rd Leptodactylus vastus, A. LUTZ 1930: do seu
De produgo a sua estrutura 3D. / Denise Cavalcante Hissa. — 2013,
138f. : il. color., enc. ; 30 cm.

Tese (doutorado) — Universidade Federal do Cears, Centro de Ciéncias, Programa de Pés-
Graduagio em Biotecnologia (Rede Nordeste de Biotecnologia), Fortaleza, 2013.

Area de Concentraggo: Biotecnologia Industrial.

Orientag&o: Profa. Dra. Vania Maria Maciel Melo.

1. Ranaspumina. 2. Cristalizago. 3. Anfibios. Titulo.

CDD




DENISE CAVALCANTE HISSA

PROTEINA SURFACTANTE DO NINHO DE ESPUMA DA\RA LEPTODACTYLUS
VASTUS A. LUTZ 1930: DO SEU LOCAL DE PRODUCAO A SUA ESTRUTURA 3D

Tese apresentada ao Doutorado em
Biotecnologia da Universidade Federal
do Ceara (RENORBIO - UFC), como parte
dos requisitos para obtencdo do titulo de
Doutor em Biotecnologia. Area de
concentragio: Biotecnologia Industrial.

Aprovada em: 03 /05 /20A3,

BANCA EXAMINADORA

Profa. Dr. Vania Maria Maciel Melo - Orientadora
Depto. de Biologia- Universidade Federal do Ceara

Prof. Dr. Francisco de Assis Paiva Campos
Depto. de Bioquimica e Biologia Molecular - Universidade Federal do Ceara

7

Prof: Dra. Ilka Maria Vasconcelos
Depto. de Bioquimica e Biologia Molecular - Universidade Federal do Ceara

Prof. Dr. Celso Shiniti Nagano =
Depto. de Engenharia de Pesca - Universidade Federal do Ceara

\-l‘)r. Gustavo Arruda Bezerra 4

Max F. Perutz Laboratories - Universiy of Vienna, Austria



AGRADECIMENTOS

Acredito que a gratiddo seja uma virtude. Desse modo, gostaria de aproveitar a
oportunidade para expressar meus sinceros agradecimentos a todas as pessoas que de
alguma maneira estiveram envolvidas durante o desenvolvimento desta tese. Quero
deixar claro que todos os feitos presentes aqui ndo seriam possiveis sem a valiosa

contribuicio de cada um de vocés.

Deixo registrado minhas sinceras palavras de gratiddo a Profa. Vania Maria
Maciel Melo, que se envolveu além dos restritos deveres de orientadora e professora
em meu crescimento cientifico, atuando em minha formacdo desde 2004. Muito
obrigada pelos ensinamentos passados, tenho uma grande admiragéo pela senhora! “Um
bom chefe faz com que homens comuns fagam coisas incomuns” (Peter Drucker).

Este estudo contou com a colaboracio do Prof. Dr. Karl Gruber, do Grupo de
Biologia Estrutural da Universidade de Graz, Austria. Gostaria de agradecer nio somente
a oportunidade para realizagio dos estudos cristalograficos, permitindo meu
aprendizado em um novo campo da ciéncia, como também a oportunidade de estar em
contato com uma nova cultura, nova lingua e nova realidade. Também gostaria de
agradecer aos Strubis Srinivasan Rengachari, Roland Viertlmayr, Tea Pavkov,
Domen Zafred, Prashant Kumar e Andrzej Lyskowski pelo compartilhamento de
conhecimento. Principalmente o Dr. Gustavo Bezerra, que além de ser um grande
amigo e participar da banca de avaliagdo desta tese teve uma grande atuagdo neste
estudo, participando como mentor de todos os passos realizados no exterior.

0 Laboratério de Espectrometria de Massa na Universidade de Medicina de Graz
foi de grande ajuda no desenvolvimento deste trabalho. Profa. Ruth Birner-
Griinberger orientou os estudos de espectrometria de massa no exterior e Britta
Obrist e Stefan Spérk ajudaram na utilizacio do MALDI-TOF/TOF e nano-LC.

Outras pessoas indispensaveis foram Profa. Isabél Usén, com ajuda no problema
das fases, e Prof. Kay Diederichs pelos esfor¢os com WSMR.

Ao LEM, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia nas pessoas de
Prof. Carlos Bloch, Maura Prates em especial Luciano Paulino, que se tornou um

orientador para meu aprendizado em Espectrometria de Massa.



Aos Profs. Mérciq Ramos e Cléverson Diniz, do Departamento de Bioquimica
‘da UFC, pela ajuda nas eletroforeses bidimensionais.

A Profa. Leila Beltramini e José Luiz de Souza Lopes do Instituto de Biofisica
de Sio Carlos - USP, que ajudaram na obtenc¢do de dados de Dicroismo Circular.

Um agradecimento especial ao Prof. Paulo Cascon por despertar em mim o
interesse pelos ninhos de espuma de anfibios.

Ao Prof. Hélio Costa, pelas discussdes em relagdo a RT-PCR e Prof. Thalles
Grangeiro pela disponibilizagio de reagentes para realizagdo de RT-PCR.

Aos professores que participaram da banca de qualificagdo deste trabalho: Prof.
' José Tadeu Abreu de Oliveira, Prof. Francisco de Assis Paiva Campos e Prof.
Alejandro Ayala, agradeco as corregdes e valiosas sugestdes.

Aos professores que aceitaram compor a banca de defesa da tese: Prof.
Francisco Campos, Profa. Ilka Vasconcelos, Prof. Celso Nagano e Dr. Gustavo
Bezerra, os meus sinceros agradecimentos.

Aos Biologos Igor Joventino, Paulo Thieres, Daniel Cassiano, Lucas Brito e
Vitor Reis pela ajuda na coleta em campo dos materiais biolégicos usados neste
trabalho. ,

A todos os atuais e ex- componentes da familia Lembiotech, pelo
companheirismo e unido: Samantha, Julio, Walderly, Geérgia, Lidianne, Vanessa N.,
Alysson, Horténcia, Tallita, Leonardo, Luiz, Jean, Camila, Melissa, Sasha, Raphaela,
Lyanderson, Gustavo Amaral, Fernanda Paes, Natdlia, Kizeane, Lais, Elis, Tati, Lara A,
Rivalda e Seu Valdenor, principalmente Barbara, Luina e Vanessa C. que cuidaram das
minhas amostras enquanto eu estava longe. Adoro fazer parte dessa “grande familia”!

Aos mais que queridos amigos de faculdade André A, Alysson L., Geérgia B.,
Paulo Thieres, Lara B., Julio X., Natasha W. e Lia A. do colégio, Marina L., Maria Cristina,
Natilia A. e Natdlia M., a brasileirada de Graz, Carol, Fernando, Luciana V., Ligia,
Luciana L., Marta, Cacau e Luiza.

Especialmente grata a Vitor Reis, que me apoiou bastante durante grande parte
deste trabalho. “A vida € a arte do encontro, embora haja tanto desencontro pela vida”
(Vinicius de Morais), sou feliz por termos nos “encontrado”!

Também gostaria de dedicar este espaco aos meus familiares, principalmente

minha avé Simone, que estiveram presentes em minha formagdo pessoal.



Por tltimo, mas ndo menos importante, a minha familia, pai, mde e irmas, que
me apoiaram quando mais precisei, que vestiram a camisa e ndo me deixaram desistir.
Estando presentes, mesmo quando fisicamente ausentes, ¢ me fizeram entender o

verdadeiro significado da palavra saudade! Amo vocés!



AGENCIAS FINANCIADORAS

Este trabalho obteve suporte financeiro da Coordenacdo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior - CAPES (Bolsa de Doutorado de Demanda Social) e Conselho
Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico - CNPq (Bolsa de Doutorado

Sanduiche no Exterior, Processo N. 201633 /2010-8).




The most exciting phrase to hear in science, the one that

heralds new discoveries, is not “Eureka!” but “That’s funny. ...”

Isaac Asimov (1920-1992)




) RESUMO

 Um curioso fendémeno de algumas espécies de anfibios é a postura de seus ovos em
ninhos de espuma, o que lhes garante um modo reprodutivo terrestre ou parcialmente
terrestre. Uma proteina surfactante, Lv-ranaspumina (Lv-RSN-1), de 23,5 kDa foi isolada
do ninho de espuma da rd Leptodactylus vastus. A sequéncia N-terminal parcial (25
residuos) dessa proteina revelou-se distinta de qualquer proteina depositada nos
bancos de dados. Devido ao fato de surfactantes serem de grande interesse nos diversos
setores da industria moderna e da pouca informacio existente sobre a proteina Lv-RSN-
1, o presente estudo teve como objetivo avancar na caracterizacdo biolégica, bioquimica
e biofisica da proteina Lv-RSN-1, abrangendo desde o local de sua sintese na rad até sua
estrutura 3D. O estudo teve inicio com a pesquisa da proteina em 6rgdos do sistema
reprodutor. As analises foram feitas por Western blotting usando anticorpo policlonal
anti-Lv-RSN-1. A abundéancia relativa da Lv-RSN-1 no ninho de espuma foi estimada por
eletroforese 2D. Lv-RSN-1 foi purificada de sua fonte natural por cromatografias de
troca ibnica, RP-HPLC e exclusio molecular, submetida a analise de sua estrutura
secundaria, por dicroismo circular, e propriedades tensoativas, por reducio da tensdo
superficial da 4gua e emulsificacdo de d4gua em querosene. Estudos de espectrometria de
massa foram realizados para a analise das isoformas, presenca de pontes dissulfeto e
modificagdes pds-traducionais, bem como sequenciamento de novo. As propriedades
tensoativas da proteina foram ainda relacionadas a sua conformagio e resisténcia
térmica. A cristalizacdo foi realizada pela técnica de difusdo de vapor em gota-sentada
usando o screen PEG/Ion. Dois cristais foram utilizados para elucida¢do da estrutura 3D,
um monoclinico de grupo espacial P21, resolucdo a 1,6 A e um ortorrémbico de grupo
espacial P212121, resolugdo 1,754, com as seguintes dimensdes de célula unitaria a=
51,87 A b= 25,85 A c= 66,08 A e a= 36,66 A b= 52,90 A c= 102,72 A, respectivamente. As
fases foram obtidas por ab initio phasing utilizando o programa Arcimboldo. Apéds
refinamento, os valores de Rwork € Riee foram 18,70% e 23,70% para o cristal
monoclinico, e 20,10% e 25,30% para o cristal ortorrémbico. Os resultados da pesquisa
da Lv-RSN-1 nos érgios da ra apontaram o oviduto como o local primario de sua sintese.
O ninho de espuma apresentou uma grande diversidade de proteinas, com massa
variando de 7 - 103 kDa e pl variando entre 3 - 10. Lv-RSN-1 é facilmente reconhecida
no gel 2D, onde se sobressai como uma forte banda, compreendendo no minimo 3
isoformas. Lv-RSN-1 é uma proteina de 217 residuos de aminoacidos, pl~5, possui 4
pontes dissulfeto e nenhuma N-glicosilagdo ou fosforilacdo. Sua estrutura é constituida
predominantemente (85%) por 13 feixes de a-hélices e duas folhas-§8 anti-paralelas. Lv-
RSN-1 possui uma superficie rica em residuos hidrofilicos, embora apresente uma
cavidade lipofilica na regido das folhas-f3 anti-paralelas. Sua conformagdo secundaria é
bastante termoestavel, mantendo-se inalterada na faixa de 25 °C a 95 °C. Possui uma
intrinseca atividade tensoativa, sendo capaz de reduzir a tensido superficial da 4gua de
73 mN/m para 61 mN/m na concentragdo de 15 pg/ml e de promover a emulsificacao
estavel de uma mistura dgua-querosene na concentracio de 100 pg/ml. Lv-RSN-1
compartilha 40% de similaridade da sequencia de aminoacidos com a ranaspumina da
ra L. fuscus. Lv-RSN-1 também mostrou similaridade estrutural com ranasmurfina de
Polypedates leucomystax (Z-score de 4,9), levando a suposicdo que estas duas proteinas
compartilham um gene ancestral comum.

Palavras-chave: Ninho de espuma, Leptodactylus vastus, ranaspumina, proteina
surfactante, cristalizac¢do




ABSTRACT

An interesting phenomenon among some amphibian species is the egg deposition in
foam nests, which allows a terrestrial or partially terrestrial reproduction mode. A
surfactant protein, Lv-ranaspumin (Lv-RSN-1), with 23.5 kDa was isolated from the
foam nest of the frog Leptodactylus vastus. Its partial amino acid sequence (25 residues)
was distinct from any protein sequence reported to date. Due to the fact that surfactants
are of great interest in many sectors of modern industry and that little information
about Lv-RSN-1 is available, the present study aimed to provide advances on the protein
characterization regarding its biological role, biochemical composition and biophysical
data, covering from the site where Lv-RSN-1 is synthesized to the elucidation of its
crystal structure. The site of synthesis analysis was performed by western blotting using
polyclonal anti-Lv-ranaspumin antibodies. The relative abundance of Lv-RSN-1 in the
foam nest was estimated by 2D electrophoresis. Lv-RSN-1 was purified from its natural
source by ion-exchange, RP-HPLC and size-exclusion chromatography, and the purified
Lv-RSN-1 was submitted to circular dichroism and tested for surface-active properties,
such as the reduction in the surface tension of water and emulsifying assay of water in
kerosene. Mass spectrometric studies were conducted for the analysis of the isoforms,
disulfide bonds and post-translational modifications, as well as for de novo sequencing,.
Crystallization was performed by vapor diffusion sitting-drop using PEG/lon screen.
Two crystals were used for elucidation of its 3D structure, a monoclinic with space
group P2, 1.6 A resolution, and an orthorhombicP212121, 1.75 A resolution. The unit cell
dimensions were a= 51.87 A b= 25.85 A c= 66.08 A and a= 36.66 Ab=52.90A c=102.72
A, respectively. Phases were solved by ab initio phasing using the program Arcimboldo.
After the steps of refinement the Rwork and Reee values were 18.70% and 23.70% for the
monoclinic, and 20.10% and 25.30% for the orthorhombic structure. The obtained
results pointed the oviduct as the primary site of Lv-RSN-1 synthesis. The foam nest
presented a variety of proteins in the 2D gels, with molecular masses ranging from 7 -
103 kDa and pl values ranging from 3 to 10. Lv-RSN-1 was easily recognized as the main
spot in the 2D gel, comprising at least 3 isoforms. Lv-RSN-1 is a protein of 217 amino
acid residues, pI ~5, with 4 disulfides bonds and no N-glycosylation or phosphorylation.
Its structure is mainly (~85%) composed of a bundle of 13 a-helices and of two small
anti-parallel B-sheets. Lv-RSN-1 has a surface rich in hydrophilic residues, however it
presents a lipophilic cavity in the region of the anti-parallel B-sheets. Its secondary
conformation is highly thermo stable, showing no conformational alteration in the range
from 25 °C to 95 °C. It was verified an intrinsic surface active property, reducing surface
tension of water from 73 mN/m to 61 mN/m at concentration of 15 pg/ml and
emulsifying a mixture of water and kerosene at 100pug/ml. The protein Lv-RSN-1 shares
40% similarity with the amino acid sequence of the ranaspumin from the frog L. fuscus.
Lv-RSN-1 also showed a structural similarity with another foam nest protein
ranasmurfin from Polypedates leucomystax with a Z-score of 4.9, leading to the
assumption that both proteins share a common ancestor.

Keywords: Foam nest, Leptodactylus vastus, ranaspumin, surfactant protein,
crystallization
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pustulosus (D); (E) ninho de Polypedates leucomystax (F). Fontes: Imagens A
e B foram cedidas pelo Dr. Paulo Cascon; Imagens C, D, e F
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Mapa de distribuicdo de L. labyrinthicus (circulos), L. turimiquensis
(tridngulos) e L. vastus (quadrados). Pontos de interrogagdo indicam
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Heyer (2005). 29
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(Tadros, 2009). 31

Desenho esquemético mostrando a formagio de micelas de moléculas
anfipaticas (Viades-Trejo et al, 2012). 32

A) Representagdo de moléculas de surfactantes mostrando a
impossibilidade de formagdo de micelas a uma baixa concentragdo da
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esta acima de sua Concentracio Micelar Critica (Garavito e Ferguson-Miller,
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Experimento'da gota pendente. A) A gota é iluminada e acompanhada por
cAmera CCD. B) Imagem da gota formada digitalizada pelo programa SCA20
para célculo da tensfo superficial usando a equagdo de Laplace. oeeeeeeee. 46

Sistema urogenital da fémea de Leptodactylus vastus, onde gld oviduct € uma
abreviacdo para a regido glandular do oviduto, também chamada regido
posterior do oviduto e early oviduct, equivale a regido anterior do oviduto,
locais onde Lv-ranaspumina foi detectada. 47

Eletroforese em gel de poliacrilamida sob condigdes desnaturantes (SDS-
PAGE; gel 12,5%) do ninho de espuma e extratos brutos de orgdos
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Marcadores de massa molecular. 1- Fluido da espuma; 2- ovario, 3- regido
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6- cloaca da fémea e 7- cloaca do macho. B) Western blotting das proteinas
presentes no gel da Figura A reconhecidas pelo anticorpo anti-Lv-
ranaspumina. A seta indica a proteina Lv-ranaspumina. 48

Eletroforese bidimensional (Géis 2D-SDS-PAGE 12,5%) das proteinas do
fluido do ninho de espuma de L. vastus corados com azul brilhante de
Coomassie G-250. Isofocalizacio dos géis na faixa de pH de 3,0 - 10,0 (A) e
4,0 - 7,0 (B). Foram aplicados 370 pg de proteinas em A e 92 pg de
proteinas em B. As bandas a, b e c foram excisadas e analisadas por
espectrometria de massa.... 49

Perfis dos espectros gerados a partir da andlise por MALDI-TOF (modo
refletido) dos trés spots (a b, c) excisados dos géis de 2D correspondendo a
Lv-ranaspumina e digeridos com tripsina. 50

Purificacio da proteina Lv-ranaspumina por RP-HPLC, coluna Source 15RPC
ST 4.6/100 (GE Healthcare). A proteina foi eluida com acetonitrila 78%
contendo TFA 0,1%. 51

Eletroforese em gel desnaturante Tricina-SDS-PAGE revelado com nitrato
de prata mostrando as etapas de purificacdo da proteina Lv-ranaspuina.
MW - Marcadores de massa molecular (Sigma), 1- Amostra bruta do ninho
de espuma da rd Lv-ranaspumina (3 pg), 2- Proteinas do ninho de espuma
retidas na cromatografia com DEAE-celulose (3 pg) e 3- Lv-ranaspumina
purificada por RP-HPLC (3 pg) 52

A) Cromatograma da Lv-ranaspumina em coluna Superdex 200 26/60
(linha continua) e padrées de massas moleculares (linha descontinua). B)
Eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS em condi¢des redutoras: 1-
Marcadores de massa molecular, 2- Pico majoritirio da cromatografia em
Superdex 200 (5 pg), 3- Fluido total do ninho de espuma (5 pg), 4- Proteinas
de baixa massa molecular separadas na coluna de Superdex 200 (5 pg) e 5-
Protefnas de alta massa molecular separadas na coluna de Superdex 200 (5

He). 53

Espectrometria de massa da proteina Lv-ranaspumina nativa (A) e da
protefna ap6s redugio com ditiotreitol e alquilacdo com iodoacetamida (B),




Figura 19.

Figura 20.

Figura 21.

Figura 22.

Figura 23.

Figura 24.

Figura 25.

Figura 26.

Figura 27.

Figura 28.

mostrando mudanga de massa devido a incorporacio de grupos
carbamidometilas nos residuos de cisteinas. 54

Eletroforese em gel de poliacrilamida sob condicdes desnaturantes (SDS-
PAGE 12,5%) da proteina Lv-ranaspumina nativa e apés tratamento para
desfosforilacdo e desglicosilacio. MW- Marcadores de massa molecular, 1-
Lv-ranaspumina nativa, 2- Lv-ranaspumina apés tratamento de
desglicosilacdo, 3- Lv-ranaspumina apés tratamento de desfosforilacio, 4-
Fetuina desglicosilada, 5- Fetuina nativa, 6- Fosfitina nativa e 7- Fosfitina
desfosforilada. 55

Espectros de massa da proteina Lv-ranaspumina apés tratamentos
enzimaticos de desfosforilagio e desglicosilacio, comparados com a da
proteina nativa. 56

Espectro de dicroismo circular da proteina Lv-ranaspumina nativa em agua
(0,2 mg/mL) (linha continua) e desnaturada por carbamidometila¢io (linha
descontinua). 57

Espectros de dicroismo circular da proteina Lv-ranaspumina submetida a
diferentes tratamentos térmicos. 58

ThermoScan da protefna Lv-ranaspumina monitorado no comprimento de
onda 208 nm entre a faixa de temperatura de 20 a 95 °C. 58

Atividade emulsificante da Lv-ranaspumina (0,1 mg/mL) em condicdes
nativa (1) e apés desnaturacio por tratamento com solugdo de
uréia/tioureia e redugdo das pontes dissulfeto por reacdo de
carbamidometilacdo dos residuos de cisteinas (2). 59

Atividade de redugdo da tensio superficial da 4gua das proteinas Lisozima
(®), Albumina sérica bovina (%) e Lv-ranaspumina (@). 60

Principais fragmentos obtidos pelo sequenciamento manual de novo
(MALDI-TOF/TOF) construindo a sequencia final de Lv-RSN-1. Lv-RSN-1 foi
digerida em gel com diferentes enzimas e os peptideos gerados foram
fracionados com nanoLC acoplado a um MALDI spotter. Em preto, a
sequencia final de aminodcidos da Lv-RSN-1 obtida pela sobreposicio dos
fragmentos com ajuda do mapa de densidade eletrénica. As sequencias
coloridas sdo de alguns dos peptideos sequenciados de novo obtidos pela
digestio com tripsina em vermelho; Glu-C em verde; quimotripsina em
cinza; Lys-C em magenta; e Asp-N em azul. Em laranja estfo os aminoacidos
que ndo discordaram entre o sequenciamento de novo e o mapa de
densidade eletronica. As setas indicam os 6 fragmentos finais apos
sobreposicdo do fragmentos obtidos. 63

Espalhamento dindmico da luz da proteina Lv-RSN-1(1 mg/ml) em 4gua
mostrando uma solu¢do homogénea com apenas uma espécie de molécula.64

Padrdo de difragdo do cristal de Lv-RSN-1 crescido apés trés semanas na
condi¢do N. 8 do kit de cristalizacio PEG/Ion. 65
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Cristais de Lv-RSN-1 obtidos sob diferentes condi¢des de cristalizacdo....... 66

Espectro de MALDI-TOF obtido em modo linear positivo de um cristal de
Lv-RSN-1. Moléculas mono, duplamente e triplamente carregadas
positivamente estdo indicadas. O quadro mostra uma vista expandida do
pico correspondente a proteina monocarregada. 67

Espectrometria de massa da proteinaLv-RSN-1 apés 2 h de reacdo com
HgCl;,K2PtCls, KAu(CN)z e Pb(CH3C00)2.3H20. Os picos residuais da
protefna nativa estdo marcados em cada grafico e os picos derivados da
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1. INTRODUCAO

Muitas espécies de tunicados, peixes e anfibios depositam seus ovos em espumas
estaveis a fim de proteger o desenvolvimento de seus ovos e larvas (Castilla et al, 2007;
Cooper et al, 2005). Embora seja um fenémeno que desperta a curiosidade de estudiosos,
sabe-se ainda muito pouco sobre os ninhos de espumas. Algumas das questdes ainda ndo
totalmente esclarecidas incluem o processo de produgio dos ninhos, a estabilidade, ja que
alguns permanecem estaveis por longos perfodos (mais de um més), a composicdo e
funcao.

Estudos recentes vém mostrando que os ninhos de espumas de anfibios sdo uma
rica fonte de protefnas surfactantes. Essas proteinas foram denominadas ranaspuminas, ou
proteinas de ninhos de espuma de rés, por Cooper et al. (2005). Desde entdo, um total de 9
proteinas, isoladas de ninhos de espumas de 4 espécies de rds vem sendo estudadas,
confirmando se tratarem de uma nova familia de proteinas (Fleming et al, 2009; Hissa et
al.,, 2008; Castilla et al., 2007; Cooper et al., 2005).

Estudos comparativos das sequéncias de aminodcidos das ranaspuminas tém
contribufdo para elucidar a evolugio dos ninhos de espumas. Ranaspumina-2 (Ep-RSN-2) e
Ranasmurfina, isoladas respectivamente dos ninhos de espuma das rds Engystomops
pustulosus e Polypedates leucomystax, por exemplo, ndo compartilham similaridades em
suas sequéncias de aminoacidos ou estruturas, corroborando com a ideia de que os ninhos
de espuma de anfibios evoluiram varias vezes, independentemente, na natureza (Faivovich
et al, 2012; Pyron e Wiens, 2011; Frost et al.,, 2006).

Estudos com o ninho da rid tropical Leptodactylus vastus, espécie endémica da
América do Sul e de ocorréncia restrita ao nordeste do Brasil, levaram ao isolamento da
protefna Lv-ranaspumina (Lv-RSN-1) (ranaspumina de L. vastus). Sua sequéncia N-terminal
nio apresenta similaridade com nenhuma proteina conhecida, sugerindo tratar-se de uma
nova proteina (Hissa et al, 2008).

0 ninho de espuma de L. vastus, assim como Lv-RSN-1, formam emulsdes 4gua-o6leo
estiveis, ressaltando o potencial dessas proteinas para aplicagdes industriais,
especialmente nas areas de alimentos e petrolifera, onde hd um grande demanda por
compostos tensoativos, incluindo surfactantes, emulsificantes, dentre outros.

Surfactantes sdo compostos anfipaticos que possuem a capacidade de diminuir a

tensdo superficial e interfacial de um liquido. Estes compostos possuem diversas
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aplicacoes, envolvendo detergéncia, emulsificacido, lubrificagdo, capacidade espumante,
capacidade molhante,‘solubiliza(;ﬁo e dispersdo de fases. A maioria dos surfactantes
comerciais utilizado na industria atualmente é de origem sintética, obtidos a partir de
derivados do petrdleo (Nitschke e Pastore, 2002). Entretanto, tem se observado um
crescente interesse por surfactantes naturais ou biossurfactantes, seguindo a tendéncia
mundial por praticas sustentaveis, o que tem incrementado a biotecnologia verde.

Outro fato que merece destaque é que se conhecem poucas proteinas na natureza
capazes de formar espumas estaveis (Cooper e Kennedy, 2010), como Lv-RSN-1. Essa
propriedade de Lv-RSN-1, aliada a possibilidade de sua clonagem e expressido heterdloga,
coloca essa proteina como uma candidata a ser testada para aplica¢des industriais.

Desse modo, pretende-se avangar na caracterizacio bioquimica de Lv-RSN-1
visando contribuir para esclarecer alguns questionamentos sobre sua participacdo na
construcdo do ninho de espuma, seu local de sintese, sua sequéncia completa de
aminoacidos, sua estrutura tridimensional e a relacdo estrutura-funcio. Essas informacgGes,
por sua vez, servirdo para tracgar relagdes filogenéticas entre as ranaspuminas, assim como

para ressaltar seu potencial biotecnolégico.
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1.NINHOS DE ESPUMA

As mais de 7000 espécies de anfibios conhecidas sdo agrupadas em trés ordens:
Gymnophiona (cecilias), Caudata (salamandras) e Anura (ris, sapos e pererecas). A ordem
dos anuros é a maior, compreendendo mais de 5065 espécies, sendo sua maior diversidade
encontrada nas regides tropicais (AmphibiaWeb, 2013).

A diversidade de modos de reproducido nos anuros é uma das maiores observadas
para os vertebrados (Duellman e Trueb, 1986). Suas estratégias reprodutivas derivam de
uma combinacdo de atributos morfolégicos, fisiolégicos e comportamentais; sendo o
conceito de modo reprodutivo em anfibios definido por Salthe e Duellman (1973) como
sendo uma combinacio de tragos que incluem o local de oviposicio, as caracteristicas dos
ovos e da desova, a taxa e duragdo do desenvolvimento da larva (girino) e tipo de cuidado

parental (se presente).
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Caracteristicas como auséncia de ovos com casca calcarea, ciclo de vida bifésico e
pele permeavel, explicam o fato de os anfibios terem uma grande dependéncia da 4gua
e/ou locais imidos, sendo o mais tipico e generalizado ciclo reprodutivo caracterizado por
ovos depositados na dgua que se desenvolvem em girinos aquéticos exotréficos (que obtém
energia proveniente de alimentos presentes no ambiente) que, em sua metamorfose se

tornam ris/sapos/pererecas terrestres ou semi-terrestres (Figura 1).
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Figura 1. Esquema do ciclo reprodutivo tipico de anuros. Fonte:

http://www2.ibb.unesp.br/Museu_Escola/Ensino_Fundamental/Origami/Documentos/Anfibios.htm.

Entretanto, anfibios possuem uma grande diversidade de modos reprodutivos,
incluindo uma tendéncia de reproducio terrestre mais derivada, contra uma reprodugao
aquética mais primitiva, tornando-se gradualmente menos dependente da 4gua. Para
anuros, Duellman e Trueb (1986) reconheceram 29 modos reprodutivos e desde entdo,
novos modos reprodutivos foram constantemente descritos, sendo, atualmente,
reconhecidos 39 modos (Haddad e Prado, 2005).

Membros da familia Leptodactylidae exibem diversos modos reprodutivos, variando
de uma reproducio desde aquética até terrestre, com muitas formas intermediarias. O
género Leptodactylus Fitzinger 1826, por exemplo, caracteriza-se por apresentar desova
em ninhos de espuma, sendo essa considerada, por muitos autores, como uma forte
evidéncia evolutiva da tendéncia para o habitat terrestre (Figura 2) (Duellman e Trueb,
1986).
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Figura 2. Representagdo esquemdtica de passos sequenciais dos modos reprodutivos do género
Leptodactylus, saindo de um modo aqudtico para terrestre. 1- Ovos em ninhos de espuma na superficie da
4gua, girinos em 4guas lénticas, 2- ovos em ninhos de espuma em depressdes proximas da dgua, girinos em
4guas 1énticas, 3- ovos em ninhos de espuma em bacias escavadas pelos machos, girinos em 4guas lénticas, 4-
ovos em ninhos de espuma em cdmaras subterraneas construidas pelos machos, girinos em 4guas lénticas, 5-
ovos em ninhos de espuma em tocas, desenvolvimento larval no préprio ninho de espuma (Prado et al,
2002).

A producio de ninhos de espuma é uma estratégia comumente utilizada ndo
somente por anffbios como, também, por peixes e tunicados (Figura 3), em que seus ovos
sdo depositados em espumas ambientalmente estéveis a fim de proteger os ovos e larvas
ao longo de seu desenvolvimento inicial (Castilla et al,, 2007; Cooper et al, 2005; Hostache
e Mol, 1998; Andrade e Abe, 1997) contra intensa predacdo aquatica, ataque de patégenos
(Fleming et al,, 2009; Downie, 1993; Heyer, 1969), danos térmicos (Gorzula, 1977), baixa
oxigenacio, desidratagdo por falta de chuva e imprevisibilidade de evaporagdo de pogas
temporarias (Heyer, 1969). Estas duas tltimas estratégias sdo comumente observada sem
espécies que habitam ambientes com vegetacdo aberta e com disponibilidade de agua
restrita a curtos perfodos do ano (Arzabe, 1999; Cardoso e Arzabe, 1993). Outras
vantagens dos ninhos sdo o suprimento de oxigénio para 0s ovos (Seymour e Loveridge,
1994), manutengio da temperatura adequada para os ovos e embrides (Dobkin e Gettinger,

1985) e fonte de alimento para os girinos (Tanaka e Nishihira, 1987).



HISSA, D. C. PROTEINA SURFACTANTE DE L. VASTUS: DO SEU LOCAL DE PRODUGAO A SUA ... 26

Figura 3. A) Ninho de espuma pelo peixe da espécie Hoplosternum littorale (Andrade e Abe, 1997); B) Espuma
biol6gica produzida pela espécie de tunicado marinho Pyura praeputialis na Baia de Antofagasta, Chile
(Castilla et al, 2007); C) Ninho de espuma de anfibio da espécie Engystomops pustulosus (Fonte: Bubble-
wrapped frogs, Chemistry World, Jun/2009, www.chemystryworld.org).

Além dos poucos estudos sobre a evolugdo desta estratégia reprodutiva,
informacées referentes a composi¢do bioquimica e mecanismos moleculares envolvidos na
producdo dos ninhos de espumas sdo também escassas. O primeiro relato sobre a
composicio de ninhos de anfibios foi publicado por Cooper et al. (2005), que estudando o
ninho de espuma da rd Engystomops pustulosus (Figura 4) revelaram a presenca de uma
mistura de proteinas, as quais denominaram ranaspuminas (RSN, proteinas de espuma de
rd). Essa espécie de rd é encontrada no norte da América do Sul, na América Central e no
sul do México. As posturas de seus ninhos ocorrem em corpos d"agua naturais ou artificiais
(Amphibiaweb, 2013). Nesse primeiro estudo, Cooper et al. (2005) mostraram que as
ranaspuminas podiam adsorver na interface 4gua/ar devido a presen¢a de uma ou mais
proteinas surfactantes. Desde o trabalho pioneiro de Cooper et al. (2005), outros estudos
com o mesmo enfoque foram feitos com os ninhos das ras Polypedates leucomystax (Oke et

al,, 2008) e Leptodacylus vastus (Hissa et al., 2008) (Figura 4).
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Figura 4. Ninhos de espuma de rds e suas respectivas espécies produtoras. (A) ninho de espuma de
Leptodactylus vastus (B); (C) ninho de Engyostomops pustulosus (D); (E) ninho de Polypedates leucomystax (F).
Fontes: Imagens A e B foram cedidas pelo Dr. Paulo Cascon; Imagens C, D, e F (http://amphibiaweb.org);
Imagem E (www.chemistryworld.org).
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0 estudo sobre o ninho de espuma de P. leucomystax levou a descoberta de uma

nova proteina, denominada ranasmurfina (Tabela 1). Ranasmurfina possui um novo
padrio de estrutura tridimensional e fungfo bioldgica desconhecida (Oke et al, 2008),
quando comparada as 89561 estruturas de proteinas conhecidas, depositadas no Protein
Data Bank (2013). P. leucomystax é amplamente distribuida entre os paises do sul e sudeste
asiatico (Amphibiaweb, 2013). Rds da familia Rhanchophoridae, como P. leucomystax,
depositam seu ninhos em folhas e galhos, sendo o liquido liberado pela cloaca agitado pelas
patas traseiras das fémeas para formagdo da espuma.

Fleming et al. (2009) sequenciaram seis proteinas do ninho de E. pustulosus,
identificadas como Ep-RSN-1 a Ep-RSN-6, sendo Ep-RSN-2 a unica a apresentar atividade
surfactante (Tabela 1). Mackenzie et al. (2009) elucidaram a estrutura tridimensional da

Ep-RSN-2 por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN).

Tabela 1. Proteinas isoladas de ninhos de espuma de ras.

J Massa Estrutura
Proteina Espécie de rd Classe Molecular (Protein Publicacdo
(kDa) Data Bank)
Ranasmurfina st Desconhecida 2x13 2VH3 Gk
leucomystax 2008
Ep-RSN-1 Engystomops Cistatina-like 14,2 Desconhecida Fleming et
pustulosus al., 2009
Mackenzie
Ep-RSN-2 E. pustulosus Surfactante 11,0 2WGO_A et al., 2009
; . Fleming et
Ep-RSN-3 E. pustulosus Lectina 18,9 Desconhecida al., 2009
Ep-RSN-4 E. pustulosus Lectina 21,3 Desconhecida Fleming gt
al., 2009
Ep-RSN-5 E. pustulosus Lectina 18,8 Desconhecida Fleming et
al., 2009
Ep-RSN-6 E. pustulosus Lectina 27,2 Desconhecida Fismzlgg ; t
3 Leptodactylus ; : GenBank:
Lf-RSN-1 fuscus Desconhecida 23,7 Desconhecida AAT66300.1
Lv-ranaspumina Presente
(Lv-RSN-1) L. vastus Surfactante 23,5 4K82, 4K83 sstuili

2.2.0 NinHo DE ESPUMA DE L. VASTUS

A ri-pimenta do nordeste, nome popular da espécie Leptodactylus vastus A. Lutz

1930 (Figura 4) é endémica da América do Sul, ocorrendo especificamente no nordeste
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brasileiro. Apo6s o estudo de Heyer (2005), esta ra foi separada da espécie L. labyrinthicus
tornando-se a tUnica espécie do grupo L. pentadactylus de ocorréncia nos estados da

Paraiba, Pernambuco, Cear3, Bahia, Maranhio e Sergipe (Figura 5).

Figura 5. Mapa de distribui¢do de L. labyrinthicus (circulos), L. turimiquensis (tridngulos) e L. vastus
(quadrados). Pontos de interrogagio indicam individuos cujas espécies ainda ndo foram identificadas.
Esquema segundo Heyer (2005).

A reproducio desta espécie ocorre principalmente em cavidades préximas de pogas
d’4guas onde as fémeas liberam os ovos juntamente com um fluido rico em proteinas, que é
agitado pelo macho em ripidos movimentos de suas patas traseiras, formando uma
espuma e simultaneamente fertilizando os ovos machos (Hédl, 1990).

O primeiro trabalho a descrever a composi¢do quimica de ninho de espuma de L.
vastus revelou a presenga de véarias proteinas de massas moleculares variando de 7-103
kDa. Dentre essas, foi isolada uma proteina surfactante, cuja sequéncia N-terminal
(UniProtKB/Swiss-Prot: P85507) ndo mostrou similaridade com nenhuma proteina
depositada nos bancos de dados (Hissa et al, 2008). Além da descoberta de uma nova
proteina surfactante, os autores realizaram testes de rastreio em varios sistemas biolégicos
incluindo camundongos, larvas de Artemia sp., espécies de bactérias Gram-positivas, Gram-
negativas e fungos filamentosos. Os resultados mostraram que o extrato concentrado das

proteinas do ninho ndo produz nenhum efeito deletério contra esses alvos. Assim, os
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autores sugeriram que a fungio primordial das proteinas era a formacdo e estabilidade do

ninho de espuma, provendo umidade, oxigenagdo e alimento aos ovos e /ou girinos.

2.3.PROTEINAS SURFACTANTES

Surfactantes ou tensoativos sdo compostos anfipaticos com propriedades de
atividade superficial, resultante da adsor¢do destes compostos na superficie de liquidos ou
na interface entre dois liquidos imisciveis (Nitschke e Pastore, 2002).

Desde sua introducio, no comego do século 20, o uso de surfactantes sintéticos vem
crescendo exponencialmente, sendo estimado uma producdo global anual de 12 M,
estando entre os quimicos sintéticos mais produzidos globalmente (Foley et al, 2012). Seu
mercado estd estimado a atingir 41 bilhdes de délares no ano 2018 (Acmite Market
Intelligence, 2010).

Surfactantes sio usados em quase todos os setores da indistria moderna de
alimentos, farmacéutica e cosmética, no setor petrolifero e na area ambiental, onde sdo
exploradas suas propriedades tensoativas, emulsificantes, de-emulsificantes, molhantes,
dentre outras (Muthusamy et al, 2008).

Estima-se que 0,57 t de intermedidrios petroquimicos sao utilizados por cada
tonelada de surfactante produzido. Assumindo esta taxa para a produgio global atual
verifica que sua produgdo consome por volta de 7,4 Mt de intermediarios petroquimicos.
Essa producgdo resulta em uma libera¢do aproximada de 4279 Kg de CO: para cada
tonelada de intermediario do petréleo usado para produgdo de surfactantes, levando a
emissio anual de 31,6 x 109 Kg de COz (Patel, 2004).

Desse modo, considerando a demanda da sociedade moderna por surfactantes, seu
custo de produgdo, a crescente preocupagdo ambiental dos consumidores, associada a
novas legislagdes de protecdo do meio ambiente, pesquisas estdo se voltando para
producio de surfactantes renovaveis. Diferentemente dos surfactantes sintéticos,
surfactantes naturais ou biossurfactantes se destacam pela maior biodegradabilidade,
menor toxicidade e compatibilidade ambiental. Além disso, a maioria dos biossurfactantes
se mantém estavel em extremos de pH, salinidade e temperatura (Desai e Banat, 1997).

Biossurfactantes microbianos vem sendo vastamente estudados como uma
alternativa aos surfactantes sintéticos (Mukherjee et al, 2006), dentre estes estdo

compostos glicolipidicos, lipopeptideos e fosfolipidios (Banat et al, 2000). Dentre os
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surfactantes de origem vegetal, destacam-se as saponinas e, de origem animal, os acidos
biliares. ‘

Os surfactantes mencionados acima possuem uma cabega polar (hidrofilica) e uma
cauda apolar (hidrofébica) (Figura 6). Esta dupla natureza pode ser facilmente visualizada
em surfactantes convencionais como o dodecil sulfato de sédio (SDS) e até mesmo naturais,

como o lipopeptideo surfactina (Banat et al., 2000).

Porc¢io Hidrofébica Porg¢io Hidrofébica
|
- |
i s
Ar U l\ ) Oleo
Agua 7 Y Agua
N <
Porgio Hidrofilica Porgdo Hidrofilica

Figura 6. Representagdo esquematica da orientacdo das moléculas de surfactantes (Tadros, 2009).

Devido a estas propriedades, muitos surfactantes possuem a tendéncia de se
agregar organizadamente formando micelas, quando em uma concentragdo acima da
chamada concentracio micelar critica (CMC; Figura 7). O tamanho e a forma das micelas
dependem do tipo, tamanho e estereoquimica da molécula do surfactante, bem como do
ambiente em que ela esta inserida (Bogusz et al, 2000). As micelas frequeritemente sdo,
equivocadamente, assumidas como uniformes em que desenhos simplistas as relatam com
formas esféricas em que as caudas hidrofébicas estendem-se para dentro da micela;
enquanto que, na realidade, as caudas hidrofébicas estdo organizadas compactamente de
modo mais desorganizado (Figura 8). Além do mais, micelas ndo sio estruturas estaticas,
sdo fluidas e heterogéneas, podendo exibir draméticas flutuagdes em suas formas (Garavito
e Ferguson-Miller, 2001). Vale ressaltar que muitas micelas podem ter potenciais
aplicacdes como em sistemas de liberacdo de firmacos, nano-containers, catalisadores,

sensores, dentre outros (Wei et al,, 2011; Ge et al, 2007; Li et al., 2006).
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S

Figura 7. Desenho esquemdtico mostrando a formagao de micelas de moléculas anfipiticas (Viades-Trejo et
al, 2012).

Figura 8. A) Representagdo de moléculas de surfactantes mostrando a impossibilidade de formagdo de
micelas a uma baixa concentragio da molécula, B) Micela composta por 50 mondmeros obtido a partir de
dados de simulagio por dindmica molecular em que a concentragdo do surfactante estd acima de sua
Concentracio Micelar Critica (Garavito e Ferguson-Miller, 2001).

Apesar de incomuns na natureza, algumas proteinas também podem se ordenar nas
interfaces entre ambientes com diferentes graus de polaridade e reduzir a tensao
superficial. Nesse caso, mesmo que néo seja tao aparente, elas também devem possuir um
dominio hidrofilico e um dominio hidrofébico especifico. Exemplos de proteinas com
propriedade tenso-ativas incluem: caseinas, albuminas séricas, surfactantes pulmonares,
hidrofobinas, oleosinas e ranaspuminas. Apesar da caracteristica comum de redugdo da
tensdo superficial, essas proteinas ndo seguem um padrdo comum de caracteristicas

biofisicas ou bioquimicas.
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Surfactantes pulmonares sdo constituidos de misturas de proteinas (~10%, SP-A, B,
C e D) e fosfolipidios [~§O%) que revestem as estreitas vias aéreas dos pulmdes, sendo a
atividade surfactante proveniente, principalmente, da porcio fosfolipidica (Dieudonne et
al, 2001). Caseinas sdo uma classe heterogénea de proteinas, extensivamente fosforiladas
com estruturas flexiveis e naturalmente unfolded, formadoras de micelas que sdo mantidas
por ions de célcio e intera¢des hidrofébicas (Van der Ven et al, 2001). Albuminas séricas
sdo as proteinas mais abundantes no sistema circulatério e principais responsaveis pelo
transporte de acidos graxos no sangue. Elas possuem uma moderada capacidade de
reducdo da tensdo superficial (Curry et al,, 1998). Hidrofobinas s3o uma classe de proteinas
de baixa massa molecular (7-9 kDa), de fungos filamentosos, com a presenca caracteristica
de 4 pontes dissulfeto e uma estrutura tercidria anfipitica relacionada as suas
propriedades surfactantes (Linder et al.,, 2005). As oleosinas s3o protefnas vegetais com a
funcdo bioldgica de estabilizar vesiculas lipidicas constituidas por um N-teminal hidrofilico,
um nicleo hidrofébico e um outro segmento hidrofilico na porgio C-terminal (Vargo et al,
2012). A classe de proteinas ranaspuminas, alvo deste estudo e cujo nome é proveniente da
contracdo “proteinas de espumas de ra”, possuem a peculiar caracteristica de terem como
funcdo bioldgica a formacgdo de espumas e, para tanto, necessitarem da propriedade de
reducdo da tensdo superficial (Cooper et al., 2005).

Como mencionado anteriormente, surfactantes naturais possuem diversas
vantagens quando comparados aos surfactantes sintéticos. Porém, para aplicacdo
industrial, estes possuem a desvantagem de sua produc¢io ainda ser muito cara. Varios
estudos relatam a produgdo de surfactantes microbianos com o objetivo de atingir largas
escalas de produgéo via fermentacdo (Mukherjee et al, 2006). J4 os surfactantes proteicos
de origem ndo-microbiana, para que sejam obtidos em larga escala, precisam ser

produzidos sob forma recombinante com expressio em sistema heterélogo.

R 4419803
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3. OBJETIVOS

3.1.1. Objetivos Gerais

Este estudo teve por objetivo realizar a caracterizagdo da proteina Lv-ranaspumina
isolada do ninho de espuma da ra Leptodactylus vastus, abrangendo desde a sua produgéo a
estrutura 3D, com o intuito de obter informagdes que ajudem a elucidar sua funcdo na

construgio do ninho de espuma, bem como demonstrar seu potencial biotecnoldgico.

3.1.2. Objetivos especificos

e Verificar a ocorréncia da proteina Lv-ranaspumina em 6rgdos do sistema
reprodutivo de L. vastus.

e Determinar a sequéncia completa de aminoacidos da Lv-ranaspumina.

e Resolver a estrutura cristalografica da Lv-ranaspumina.

e Entender o papel da Lv-ranaspumina no ninho de espuma.
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4. METODOLOGIA

4..1. COLETA DO MATERIAL B10LOGICO

Quatro individuos da espécie L. vastus, sendo duas fémeas e dois machos, foram
coletados na mata do Campus da Universidade Federal do Ceara (Brasil), durante o periodo
chuvoso (Marco e Abril) do ano de 2009. Os animais foram sacrificados com 5% de
xilocaina em pomada e dissecados para retiradas dos 6rgdos do sistema reprodutivo:
ovdrio, regido anterior do oviduto, regifo glandular do oviduto (também denominada pars
convoluta dilata ou ovisaco, como descrito por Bhaduri e Rudra, 1944) e cloaca das fémeas
e testiculo e cloaca dos machos (Figura 9). Os 6rgios foram congelados em nitrogénio
liquido, e utilizados para a extragdo de proteinas totais. As fémeas examinadas neste estudo
estavam sexualmente maduras e possufam oécitos bem desenvolvidos em seus ovdrios,
indicando que foram coletadas durante sua época de reprodugéo. Os espécimes utilizados
neste estudo foram preservados em Formaldeido 10% e armazenados na Colecdo de
Anfibios e Répteis da Universidade Federal do Ceara, NUROF (voucher A4480, A4642,
A4550 e A4481).

Os ninhos de espuma foram cuidadosamente coletados nas laterais de pogas d’dgua,
colocados em bolsas plasticas estéreis e levados para laboratério onde foram manualmente
limpos, retirando-se ovos, fragmentos de folhas, galhos e particulas minerais. A espuma foi
mantida em repouso na geladeira para que naturalmente voltasse ao seu estado fluido

viscoso original. Esse fluido foi liofilizado antes de ser utilizado nos ensaios.
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Figura 9.Desenho esquemético dos aparelhos excretor e reprodutor (aparelho urogenital) de anuros em vista
ventral (Pough et al, 2001).
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4.2. DETERMINACAO DE PROTEINAS

A quantificagcdo de protefnas foi realizada pelo método convencional de Bradford,

utilizando-se albumina sérica bovina (BSA) como padrio (Bradford, 1976).
4.3. PRODUCAO DE ANTICORPOS POLICLONAIS

Um coelho albino de trés meses de idade da raga Nova Zelandia foi utilizado para
obtenc¢do de anticorpos policlonais. A preparacdo do antigeno foi feito como se segue.
Primeiramente, 10 pg de fluido bruto do ninho de espuma foram aplicados em 10 raias de
um gel de Tricina-SDS-PAGE (Schégger e Von Jagow, 1987) de 9,0 x 10,5 cm. Apés a corrida
eletroforética, uma raia foi separada das demais e corada com solugio de 0,06% (m/v) de
Azul Brilhante de Coomassie (CBB) G-250 em 10% (v/v) de Acido Acético, para orientar a
excisdo da banda da proteina de interesse nas demais raias. A tira de gel contendo as
réplicas das raias foi macerada em solu¢io salina e centrifugada a 10000 g por 10 min a 4
°C. O sobrenadante dessa suspensdo (0,5 ml) foi misturado (1:1, v/v) com adjuvante
completo de Freund (Sigma) e aplicado via intramuscular no coelho, imediatamente apés a
colheita do soro pré-imune. Um refor¢o com o antigeno preparado nas mesmas condi¢des
foi aplicado via subcutdnea, sem adigdo de adjuvante, aos 14, 21, 28 e 35 dias apés a
primeira inje¢do. Ap6s cada administragio do antigeno, coletou-se o sangue a partir da veia
marginal da orelha. O sangue foi deixado em repouso para coagulacdo por 2 h, a
temperatura ambiente, e depois a 4 °C por 16 h. Em seguida, o soro foi removido do
codgulo, centrifugado a 10000 g por 5 min a 4 °C e armazenado a -20 °C até o seu uso (Rios

etal, 1992).
4.4.IMUNODETECCAO DO ORGAO PRODUTOR DA PROTEINA LV-RANASPUMINA

Para esse procedimento, os érgios obtidos como descrito em 4.1 foram utilizados
para preparacgdo de extratos brutos em dgua ultrapura. Para tanto, cada érgio congelado
em Nitrogénio liquido foi macerado em &4gua ultrapura e as suspensdes obtidas foram

centrifugadas a 10000 g por 20 min, 4 °C para obteng¢io dos sobrenadantes. Em seguida, a
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concentracio de cada sobrenadante foi ajustada para aliquotas de 20 pg de proteinas que
foram aplicados em cada raia do gel de Tricina-SDS-PAGE de 9,0 x 10,5 cm.

Ao final da corrida, as proteinas resolvidas no gel foram transferidas (100 V, 1 h)
para membrana de PVDF (poro 0,45 pum, Millipore) de acordo com o procedimento descrito
por Towbin et al. (1979). A membrana foi bloqueada com 5% (m/v) de leite em pé
desnatado em Tris-HCl 0,05 M, pH 7,4, 0,15 M NaCl e 0.5% Tween 20 por uma hora. Em
seguida, foi incubada por 2 h a temperatura ambiente com o soro anti-Lv-ranaspumina,
diluido 1:500 (v/v) na soluc¢io bloqueadora. Apds a incubagio, a membrana foi lavada 4
vezes por 10 min com o mesmo tampio sem o leite desnatado e incubada com o anticorpo
secundadrio, IgG de cabra anti-IgG de coelho conjugada com fosfatase alcalina (1:20000, v/v,
Sigma) por 2 h a temperatura ambiente. A membrana foi lavada e a reagdo revelada pela
adicdo do composto 5-Bromo-4-Cloro-Indolil-Fosfato Nitroazul de Tetrazélio preparado de

acordo com as instrugées do fabricante (Sigma-Aldrich, SP, Brasil).
4.5.FOCALIZACAO ISOELETRICA (IEF) E ELETROFORESE BIDIMENSIONAL (2D)

Os parametros para IEF foram empiricamente determinados, seguindo-se
direcionamentos descritos por Gorg et al. (2000). A IEF foi realizada utilizando-se o
sistema Ettan™ IPGPhor II™ (GE Healthcare Bio-Science, NJ, USA), onde tiras contendo
géis de poliacrilamida com gradientes de pH imobilizados (IPG) nas faixas 3,0 - 10,0 e 4,0 -
7,0 (13 cm, GE Healthcare Bio-Science) foram primeiramente reidratadas por 16 ha 22 °C
com as proteinas totais do fluido diluidas no tampio de reidratacdo contendo 7 M Uréia, 2
M Tiouréia, 10 mg/mL CHAPS, 10 mg/ml DTT, 0,01 mg/ml Azul de Bromofenol e 0,6 %
(v/v) de anfélitos (Tampdo IPG, GE Healthcare Bio-Science) e cobertas com 6leo mineral. A
IEF foi realizada em modo gradual: 200 V por 1 h, 500 V por 1,5 h, 5000 V por 2,5 h e
10000 V até atingir 18000 V/h. Apés focalizacdo, cada gel IPG foi transferido para tubos
rosqueados contendo 5 ml de tamp3o de equilibrio [50 mM Tris-HCl, pH 8,8, contendo 6 M
Uréia, 30% (v/v) Glicerol, 2% (m/v) SDS e 1% (m/v) Azul de Bromofenol] contendo DTT
1% (m/v). Ap6s agitagio por 15 min, a primeira solu¢do de equilibrio foi substituida por
uma nova solucio, dessa vez contendo 2,5% (m/v) lodoacetamida. A segunda dimensdo da
2D-SDS-PAGE (Laemmli, 1970) foi conduzida em um sistema vertical (Hoefer SE 600, GE

Healfcare Bio-Science) sob 25 mA de corrente constante por gel e 250 V de tensdo maxima.
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Os géis possufam dimensdes idénticas (140 x 140 x 1 mm) sendo constituidos de
12,5% de poliacrilamida. A eletroforese foi feita em triplicata. Os géis foram corados com
0,06% (m/v) Azul Brilhante de Coomassie (CBB) G-250 em 10% (v/v) de Acido Acético,
ap6s passo anterior de fixagio em 25% (v/v) 2-Propanol e 10% (v/v) de Acido Acético. As
imagens dos géis foram obtidas utilizando-se um Imager Scanner (GE Healthcare Bio-
Science) acoplado ao software LabScan. As andlises dos géis foram realizadas utilizando-se

o software ImageMaster 2D Platinum (GE Healthcare Bio-Science).

4.6. PURIFICACAO DA LV-RANASPUMINA

Lv-ranaspumina foi purificada a partir do fluido da espuma por cromatografia de
troca i6bnica em coluna de DEAE-celulose, seguida de cromatografia liquida da alta
eficiéncia em fase reversa, RP-HPLC (SHIMADZU Co., Kyoto, Japdo). 50 mg do fluido
liofilizado foram dissolvidos em 5 mL tamp&o Tris-HCl (pH 7,3) 0,05 M e aplicados na
coluna de DEAE-celulose, previamente equilibrada com o mesmo tampao para um fluxo de
1,5 mL/min. Utilizou-se, ainda, 0 mesmo tamp3o para elui¢do das proteinas nio-retidas. As
proteinas adsorvidas foram eluidas de forma isocratica com tampao Tris-HCl 0,05 M pH
7,3, contendo NaCl 0,5 M. A fracio retida foi dialisada contra dgua ultrapura, utilizando-se
membranas de didlise com exclusdo 10 kDa e, em seguida, liofilizada. 2,0 mg desta fracao
foram dissolvidos em agua ultrapura contendo 0,1% (v/v) TFA (Solvente A) e submetidos a
RP-HPLC equipado com uma coluna “Source” 15RPC ST 4.6/100 (GE Healthcare Bio-
Science), previamente lavada com acetonitrila (ACN) contendo TFA 0,1% (v/v) (solvente
B) e equilibrada com o solvente A. As fragdes foram eluidas e coletadas manualmente sob
um gradiente linear (2 a 98%) de solvente B, de 5 a 48 minutos, sob um fluxo de 1 mL/min.

Apés a coleta das fracoes, estas foram liofilizadas e analisadas em gel de Tricina-
SDS-PAGE (Schigger e Von Jagow, 1987), revelado por solucio de Nitrato de Prata (Blum et
al., 1987).

Alternativamente, 50 mg de fluido liofilizado dissolvido em 5 ml Tris-HCl 20 mM pH
8,0 foram primeiro submetidos a cromatografia de troca i6nica em coluna de Mono Q
4.6/100 (GE Healthcare), previamente equilibrada com o mesmo tampdo. As proteinas ndo
retidas foram eluidas com tampio Tris-HCI 20 mM pH 8,0 e as proteinas retidas foram
eluidas com um gradiente linear de Tris-HCI 20 mM pH 8,0 contendo NaCl 0-1M (aplicados

5 vezes o volume da coluna). Seguiu-se o processo de purificagdo com cromatografia de
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exclusdo molecular em coluna de Superdex 200 HiLoad 26/60 (GE Healthcare), equilibrada
com 50 mM Tris-HCI pH 8,0 contendo NaCl 100 mM, previamente calibrada com padrédes
de massas moleculares (Bio-Rad) para confirmagio da massa molecular da protefna de
interesse. A fracdo correspondente a esta proteina foi concentrada para 14,8 mg/mL
(baseado na quantificagdo por Bradford) para utilizagdo nos ensaios de cristalizacio. A
homogeneidade da amostra foi determinada por andlise em SDS-PAGE (gel 12%),

utilizando-se marcadores de massa molecular (Thermo Scientific).
4.7.DESNATURACAO E CARBAMIDOMETILACAO COM IODOACETAMIDA DA PROTEINA LV-RANASPUMINA

Lv-ranaspumina foi desnaturada através de incuba¢io em 0,05 M de DTT contendo
Uréia 3,5 M e Tiouréia 1 M (70 °C, 60 min), com posterior adicio de 0,05 M de
Iodoacetamida (IAA) (37 °C, 60 min). Essa amostra foi exaustivamente dialisada contra
agua ultrapura em uma unidade de ultrafiltragio Amicon® (Millipore, MA, USA), liofilizada.
A proteina, nas formas nativa e desnaturada, foi analisada por dicroismo circular e

utilizada nos ensaios de emulsificacdo.
4.8. ANALISE DE ESPECTROSCOPIA POR DICR0OiSMO CIRCULAR (CD)

Os contetidos de estrutura secunddria da proteina purificada foram avaliados por
espectroscopia de dicroismo circular (CD). Os espectros de CD foram realizados em um
espectropolarimetro de CD Jasco J-815 (Tokyo, Japdo) nos comprimentos de onda entre
190 a 250 nm, em cubetas cilindricas de quartzo de caminho éptico de 1 mm, a 25 °C. Cada
espectro foi obtido pela média de 8 varreduras e pela subtracio do espectro de referéncia.
O resultado foi expresso em elipticidade molar (). Os espectros de CD da proteina nativa e
desnaturada (0,2 mg/mL) foram medidos em 4gua ultrapura. A estimativa do contetido de
estrutura secundaria foi realizado com o pacote de desconvolucio CDPro, com os
programas Selcon3, Continll e CDSSTR utilizando-se um conjunto de referéncia contendo
espectros de CD de 56 protefnas (Provencher e Glockner, 1981; Sreerama e Woody, 1993;
Johnson, 1999).

Foi realizado também uma varredura por temperatura (Thermoscan) no

comprimento de onda 208 nm, na faixa de 20 °C até 95 °C sendo medida a cada 0,2 °C.
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4..9. CARACTERIZACAO DAS MODIFICACOES POS-TRADUCIONAIS

A proteina foi analisada quanto a presenca de fosforilagdo e N-glicosilagdo. Desse
modo, a proteina foi desfosforilada e desglicosilada para em seguida verificar mudangas em
sua massa, por espectrometria de massa e SDS-PAGE com revelagdo por prata, tendo a
proteina nio modificada como referéncia. Para a desfosforilagdo, incubaram-se 28,5 U da
enzima Fosfatase Alcalina da mucosa intestinal bovina (Catalogo P0114, Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) com 25 ug da Lv-ranaspumina em 5 mM Tris-HCl (pH 7,9), 10 mM Na(l,
1mM MgClz e 0,1 mM DTT por 30 min a 30 °C, num volume final da reacdo de 25 pl.
Utilizou-se fosfitina como controle positivo. Para a desglicosilagdo, utilizou-se o kit de
desglicosilacio da companhia BioLabs (Catilogo P6039S, Ipswich, MA, USA), seguindo-se as
recomendacbes do fabricante. Para tanto, se utilizou 25pug da Lv-ranaspumina para um

volume final de 25ul. Fetuina foi usada como controle positivo.

4.10. CARACTERIZACAO POR DIFUSA0 DINAMICA DA Luz (DLS)

A caracterizacdo por Difusdo Dindmica da Luz (DLS) da proteina em solug¢do foi
realizada a fim de se determinar sua homogeneidade em solucdo. O espalhamento
dindmico da luz é um meio rapido de acessar a distribuicdo de tamanho das moléculas em
soluc¢io. Essa anlise é comumente realizada antes de iniciar os passos de cristalizacdo de
uma proteina, pois a presenga de heterogeneidades conformacionais dificultam as
moléculas de proteinas de se arranjarem de forma ordenada, como o requerido para a
formacio de um cristal. A proteina foi dissolvida em dgua ultrapura ou em tamp&o 50 mM
Tris-HCI pH 8,0 contendo 100 mM NaCl e centrifugada por 16 000 g por 10 min a 4 °C,
sendo testada nas concentracdes de 1 mg/ml e 6,7 mg/ml a 25 °C, no instrumento “Protein
Solutions DynaPro MS/X” controlado pelo software Dynamics v6, utilizando-se uma cubeta

de quartzo com capacidade minima de 12 pl.
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4.11. ESPECTROMETRIA DE MASSA (MS)
4.11.1. Andlise das isoformas de Lv-ranaspumina

Os spots correspondentes as isoformas da proteina de interesse revelados nos géis
de eletroforese 2D na faixa de pH 4,0-7,0, foram excisados do gel, descorados com 50 mM
NH4HCOs3, desidratados com 100% Acetonitrila, secadas em Speedvac (Labconco, Kansas,
Mi, USA)e reidratados com a solucdo de digestdo (12,5 ng/uL de Tripsina em 50 mM
NH4+HCO3). Apés 1 h de incubacdo a 4 °C, o sobrenadante da solucdo de digestio foi
substituido por 50 mM NH4HCOjs e deixado overnight a 37 °C. Posteriormente, a solucdo de
digestdo foi extraida por 30 min com 10 UL de 25 mM NH4HCO3/Acetonitrila (1:1, v/v),
sendo o sobrenadante contendo os peptideos tripticos secados em SpeedVac e
armazenados a -20 °C. Os produtos da digestdo foram dissolvidos em 10 uL de agua
ultrapura e 1,0 uL da mistura de cada peptideo foi dissolvido (1:3, v/Vv) na solugdo da
matriz constituida por Acidoa-Ciano-4—Hidroxicinémico (HCCA) (10 mg/mL HCCA em 50%
(v/v) Acetonitrila e 10% (v/v) TFA), aplicados em triplicata em uma placa MALDI do tipo
“Anchorship” 600 um (384 pocos) e deixadas secar a temperatura ambiente, ao abrigo da
luz, por 15 min. As massas monoisotopicas dos peptideos foram obtidas em modo refletido,
utilizando-se um espectrémetro de massa MALDI-TOF/TOF UltraFlexIl (Bruker Daltonics,
Billerica, MA) equipado com laser SmartBeam™ e controlado pelo software FlexControl
2.4, com calibragdo externa utilizando-se o Peptide Calibration Standard Mixture (Bruker

Daltonics).
4.11.2. Anilise da proteina nativa e desnaturada

As massas monoisotépicas da proteina nativa e desnaturada e apds tratamentos de
desglicosilacdo e desfosforilacio foram obtidas em modo positivo linear utilizando
espectrometro de massa MALDI-TOF /TOF Bruker Ultraflextreme (Bruker Daltonics) com

calibracdo externa utilizando-se o Protein Calibration Standard Kit I (Bruker Daltonics).

—



HISSA, D. C. PROTEINA SURFACTANTE DE L. VASTUS: DO SEU LOCAL DE PRODUCAO A SUA ... 42

4.11.3. Sequenciamento de novo

A banda correspondente a proteina Lv-ranaspumina foi excisada de géis SDS-PAGE
(Laemmli, 1970), descoradas, reduzidas com DTT, alquiladas com Iodoacetamida e secadas
em Speedvac para posteriores digestdes enzimaticas. Digestdes in gel com Tripsina
(Promega), Asp-N (Roche), Quimotripsina (Roche), Glu-C (New England BioLabs Inc.) e
Lys-C (Promega) foram realizadas seguindo os protocolos recomendados pelos fabricantes.
As amostras foram deixadas overnight, para digestdo completa, ou 40 min, para digestdo
parcial. Os peptideos obtidos com a digestdo enzimatica foram extraidos com 25 mM
NH4HCO3 por 15 min a 37 °C sob agitagdo (550 rpm), com um segundo passo de
desidratagio com Acetonitrila por 15 min, seguido de um terceiro passo com 5 % de Acido
Férmico por 15 min e, em seguida, Acetonitrila por 15 min; apés cada passo, retirou-se o
sobrenadante contendo os peptides da digestio e este foi seco em Speedvac. Os peptideos
da digestdo enzimitica foram ressuspendidos na fase mével e submetidos a nano
cromatografia liquida de fase reversa (nano LC) equipada com coluna Zorbax 300SB-C18
(3,5 ym, 1500 mm x 75 pum; Agilent Technologies, Alemanha). A fase mével foi um
gradiente de acetonitrila contendo 0,1 % (v/v) de Acido Trifluoroacético (TFA) e dgua
também contendo 0,1% (v/v) TFA. A nano LC estava acoplada a um MALDI spotter
(SunChrom, Alemanha), onde as fra¢es foram misturadas a solu¢do da matriz de a-Ciano-
4-Hidroxicindmico (HCCA) e aplicadas a uma placa do tipo AnchorChip (Bruker Daltonics).
As massas monoisotopicas foram obtidas em modo refletido utilizando espectrometro de
massa MALDI-TOF/TOF Bruker Ultraflextreme (Bruker Daltonics, Billerica, MA, USA) com
calibracdo externa, utilizando Peptide Calibration Standard Mixture (Bruker Daltonics). Os
espectros de MS/MS foram obtidos por fragmenta¢io em modo LIFT™/CID. Sequéncias
primarias dos peptideos foram manualmente interpretadas utilizando-se o programa
FlexAnalysis 3.3 (Bruker Daltonica) (Gogichaeva et al., 2007; Williams e Alterman, 2007) e
as sequencias obtidas submetidas a alinhamento realizado por NCBI-BLAST (Altschul et al.,
1997) e analisadas no programa BioTools (Bruker Daltonics) para validagcdo. Os
aminoacidos isoméricos isoleucina e leucina ndo puderam ser diferenciados, bem como os

aminoacidos de mesma massa, lisina e glutamina.
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4.12. CRISTALOGRAFIA DA PROTEINA LV-RANASPUMINA

4.12.1. Cristalizacio

Um total de 384 condi¢des iniciais de cristalizacio foram testadas, utilizando-se
varios kits de cristalizagdo disponiveis comercialmente: Index (Hampton Research, Aliso
Viejo, CA, USA), Morpheus (Molecular Dimension, Newmarket, Reino Unido), JCSG+ Suite
(Qiagen, Germantown, MD, USA), PEG/Ion (Hampton Research). Os cristais mais
promissores cresceram no kit PEG/Ion a 20 °C pelo método de difusio de vapor com gota-
sentada, onde as gotas foram preparadas pelo rob6 OryxNano (Douglas Instruments LTD).
A gota consistiu de 0,7 pl da solugdo de protefna (14,8 mg/ml) misturada a 0,7 pl da
solugdo do reservatério, sendo o volume do reservatério 70 pl. As gotas foram monitoradas
por estereomicroscopia. Os perfodos de crescimento dos cristais variaram bastante
dependendo da condi¢dio, demorando entre trés semanas para o aparecimento dos
primeiros cristais se estendendo até nove meses para aparecimento de outros. Os cristais
possuindo melhor qualidade de difragdo foram escolhidos para continuidade dos

experimentos.

4.12.2. Screening de incorporagio de metais pesados para MAD e SAD

Devido a inexisténcia de uma estrutura de protefna com alta similaridade 3 Lv-
ranaspumina nos bancos de dados de proteinas, nio foi possivel resolver o problema de
enderecamento das fases por substituicio molecular. Desse modo, optou-se pelos métodos
de substituicdo isomérfica (SAD) e dispersdo anémala a multiplos comprimentos de onda
(MAD) a partir da incorporagdo com 4tomos pesados. Para a escolha do 4tomo pesado
ideal, realizaram-se testes seguindo a metodologia de Joyce et al. (2010) com adaptagdes,
nos quais alguns compostos mais utilizados foram testados: HgClz, K2PtCls, KAu(CN)z e
Pb(CH3C00)2.3H20, sendo a proteina (1 mg/ml) posta em contato (2 h) com um grido do
atomo pesado e, em seguida, a mistura foi analisada por espectrometria de massa em
MALDI TOF. As misturas a serem testadas foram dissolvidas na solucdo de matriz
constituida e analisadas por espectrometria de massa (MS), seguindo-se o mesmo

protocolo do utilizado para andlise por MS do cristal que ser4 descrita mais adiante.
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4.12.3. Programas para coleta de dados, processamento e determinagio da

estrutura

Os dados de difracdo obtidos foram indexados e integrados utilizando-se o
programa XDS (Kabsch, 2010) e o programa MOSFLM (Leslie, 2006; Battye et al, 2011), e
as intensidades reduzidas pelo SCALA (Evans, 2006). O programa POINTLESS foi utilizado
para confirmar a atribuicdo do grupo espacial (Evans, 2006), Phenix.Xtriage (Adams et al,,
2010) para verificar a qualidade dos dados, e o Mathews-Coefficient disponivel no pacote
CCP4 para o cédlculo do coeficiente de Mathews (Kantardjieff e Rupp, 2003) e,
consequentemente, obtencdo do percentual de solvente, SHELXC/D/E (Sheldrick, 2010)
para processamento de MAD e SAD.

Devido ao indicio de uma predominéncia de a-hélices determinado por CD e ao fato
do cristal ter difratado a uma boa resolugio, testou-se também o programa de solucio de
fases por ab initio, ARCIMBOLDO (Rodriguez et al, 2012). Concomitantemente, utilizou-se
o programa de busca, WSMR (Wide search molecular replacement) para resolver o
problema das fases, sendo a substitui¢do molecular realizada pelo PHASER (McCoy et al,
2007).

0 modelo inicial foi refinado utilizando-se os programas REFMAC, PHENIX e COOT
(Murshudov et al, 2011; Adams et al,, 2010; Emsley e Cowtan, 2004). Os valores de Rfree
foram computados com 5% de reflex@es escolhidas aleatoriamente e omitidas do processo
de refinamento. Apés obten¢do do modelo utilizou-se o programa MOLPROBITY (Chen et
al, 2010) para validagdo da estrutura. As imagens das estruturas foram montadas com o
programa PyMOL (DeLano Scientific, http://www.pymol.org/citing). O programa VASCO
foi utilizado para definicdo da polaridade da superficie da proteina (Steinkellner et al,
2009). Os programas SPIDER (Porollo e Meller, 2007) e cons-PPI (Chen e Zhou, 2005)
foram utilizados para predi¢do de regides de interagdo com outras proteinas.

Visando-se comparar a estrutura da Lv-ranaspumina com outras ranaspuminas,
utilizaram-se estruturas conhecidas e depositadas em bancos de estruturas de proteinas
(PDB). Também se modelou uma estrutura para a ranaspumina de L. fuscus a partir de sua
sequencia de aminoacidos que se encontra disponivel no NCBI (ntimero de acesso
GenBank: AAT66300.1), utilizando-se o programa de modelagem molecular YASARA
(Krieger et al.,, 2002).
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4.12.4. Anilise do cristal por Espectrometria de Massa

Um cristal de Lv-ranaspumina foi colhido da condigdo No. 8 do kit PEG/Ion (0,2 M
KCl, 20% (m/v) e PEG 3350 pH 7,0) e lavado duas vezes com a solugio do reservatério (0,2
M K(], 20% (m/v) e PEG 3350 pH 7,0). O cristal foi esmagado e 1,0 pl foi misturado com 1,0
ul de 2% TFA e 1,0 pl de solugio da matriz (15,2 mg/ml 2,5-Dihidroxiacetofenona e 20 mM
de Citrato de Aménio Dibasico em 75% (v/v) de Etanol) e 1,0 ul desta mistura foi aplicada
em placa de MALDI do tipo Anchorship 600 um e deixada secar a temperatura ambiente, na
auséncia de luz. A amostra foi analisada por espectrometria de massa, MALDI-TOF
(UltrafleXtreme) operando em modo positivo linear com aquisicio de espectros na faixa de
m/z 6000 a 100000. A calibragio externa foi realizada utilizando-se o kit Protein Standard
II (Bruker Daltonics).

4.13. ENSAIOS DE ATIVIDADE EMULSIFICANTE

A atividade emulsificante da protefna purificada foi testada em condicées nativa e
desnaturada, seguindo-se metodologia de Igbal, Khalid e Malik (1995) com adaptacdes. O
volume de 0,9 mL da proteina nativa ou desnaturada (0,1 mg/mL) foi transferido para um
tubo de 10 mL contendo 0,9 mL de querosene. Os tubos foram homogeneizados em vortex
por 2 min e deixados em repouso por 24 h, a temperatura ambiente, para medicio do
indice de emulsificacdo apés 24 h (E24%). O E24% foi calculado através da equacio E24 =

(altura da camada emulsificada / altura da camada total) X 100.
4.14. ENSAIO DE REDUCAO DA TENSAO SUPERFICIAL DA AGUA

Para o ensaio de reducéo da tensdo superficial da 4gua, Lv-ranaspumina foi testada
na faixa de concentracdo de 0,015 pg/mL a 1500 pg/ml e o fluido bruto do ninho de
espuma, 0,01 pg/ml a 1500ug/ml). Como controle positivo foi usado a proteina Albumina
sérica bovina (BSA, Sigma), na faixa de concentragdo 0,01 pg/ml a 3300 pg/ml e como
controle negativo, Lisozima (Fluka) nas concentragdes de 0,01 ug/ml a 2000 pg/ml. Todas
as amostras foram diluidas em 4gua ultrapura.

As medidas de tensdo superficial foram realizadas pelo método da gota pendente

em que a gota formada é iluminada por um feixe de luz uniforme, utilizando-se um sistema
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de dngulo de contato (DataPysics, OCA-Alemanha) e seu perfil € acompanhado por uma
cdmera CCD. O tamanho e a forma da gota formada na ponta de uma agulha em uma
seringa foram analisados pelo software SCA20 (DataPhysics, Figura 10), utilizando-se a
equacdo de Laplace:

2 Apg 1 1

R~ o VTRR T
Onde Ro é o raio da curvatura da gota quando y=0, R1 é o raio da curvatura quando
y=1, Rz é o raio da curvatura quando y=2, Ap = pfl - pf2 é a diferenca na densidade de dois
fluidos, o é a tensio superficial e ' é a média da curvatura da superficie livre.
0 diametro interno da agulha ¢ = 1,36 mm e o volume da gota ~20 pl. A
temperatura foi mantida constante a 20 + 1 °C. O erro experimental foi estimado pelo

desvio padrdo da média das triplicatas.

Figura 10. Experimento da gota pendente. A) A gota é iluminada e acompanhada por cdmera CCD. B) Imagem
da gota formada digitalizada pelo programa SCA20 para célculo da tensdo superficial usando a equacéo de
Laplace.

5. RESULTADOS

5.1.IMUNODETECCAO DA PROTEINA LV-RANASPUMINA NA RA L. VASTUS

0 anticorpo policlonal anti-Lv-ranaspumina detectou a presenca de Lv-ranaspumina
nas regides anterior e posterior (regido glandular do oviduto) do oviduto. O anticorpo
também reconheceu Lv-ranaspumina no fluido total do ninho de espuma. Lv-ranaspumina
nio foi detectada no ovario e também nos érgios do macho, testiculo e cloaca. A Figura 11
mostra os 6rgios analisados, ressaltando o alargamento da regido posterior do oviduto. A

Figura 12 mostra a composi¢do de proteinas extraidas de cada 6rgdo e a deteccdo de Lv-
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ranaspumina, revelada pela reagdo com seu anticorpo. Interessante destacar que por se
1

tratar de um anticorpo policlonal, ele reagiu com outras proteinas das regioes anterior e

posterior do oviduto, demonstrando que essas proteinas e Lv-ranaspumina compartilham

similaridades antigénicas.

Figura 11. Sistema urogenital da fémea de Leptodactylus vastus, onde gld oviduct é uma abrevia¢do para a
regido glandular do oviduto, também chamada regido posterior do oviduto e early oviduct, equivale & regido
anterior do oviduto, locais onde Lv-ranaspumina foi detectada.
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Figura 12. Eletroforese em gel de poliacrilamida sob condigdes desnaturantes (SDS-PAGE; gel 12,5%) do
ninho de espuma e extratos brutos de 6rgdos reprodutores de L. vastus, aplicados 10 pg de proteinas
totais/raia A) MW - Marcadores de massa molecular. 1- Fluido da espuma; 2- ovério, 3- regido posterior
(glandular) do oviduto, 4- regido anterior do oviduto, 5- testiculo, 6- cloaca da fémea e 7- cloaca do macho. B)
Western blotting das proteinas presentes no gel da Figura A reconhecidas pelo anticorpo anti-Lv-
ranaspumina. A seta indica a protefna Lv-ranaspumina.

5.2. PERFIL DOS GEIS 2D DO FLUIDO DO NINHO DE ESPUMA DE L. VASTUS

Uma rica diversidade de proteinas, com massas moleculares variando de 103,0 kDa
a 7,0 kDa foram visualizadas no gel na faixa de pH 3,0 - 10,0 da primeira dimensao. Os
spots correspondentes a cada protefna foram discriminados usando o programa Image
Master 2D Platinum (GeHealthcare). Lv-ranaspumina apareceu como uma banda larga, com
massa molecular de 23 kDa (Figura 13.A)e pl 5,0, correspondendo aproximadamente a
45% de todas as bandas de proteinas reveladas no gel. Na faixa de pH entre 4,0 e 7,0 a
banda larga referente a ranaspumina foi dividida em 5,0 spots, que juntos perfazem 60,6 %
das proteinas totais no gel (Figura 13.B). Essas 5,0 isoformas apresentaram massas
moleculares variando entre 23,8 e 24,1 kDa e valores de pls de 4,6 a 5,1. Trés dos spots
mais proeminentes (a, b, c) foram selecionados para protedlise com tripsina e andlise por

espectrometria de massa.
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Figura 13. Eletroforese bidimensional (Géis 2D-SDS-PAGE 12,5%) das protefnas do fluido do ninho de
espuma de L. vastus corados com azul brilhante de Coomassie G-250. Isofocalizagdo dos géis na faixa de pH de
3,0 - 10,0 (A) e 4,0 - 7,0 (B). Foram aplicados 370 ug de proteinas em A e 92 pg de proteinas em B. As bandas
a, b e c foram excisadas e analisadas por espectrometria de massa.
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5.3.ESPECTRO DE MS

Os espectros de massas (MS) mostraram perfis similares para as isoformas a,bec

de Lv-ranaspumina sugerindo que elas devam possuir sequéncias de aminodcidos
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Figura 14. Perfis dos espectros gerados a partir da anélise por MALDI-TOF (modo refletido) dos trés spots (a
b, ¢) excisados dos géis de 2D correspondendo a Lv-ranaspumina e digeridos com tripsina.
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5.4.ESTUDO DA PROTEINA LV-RANASPUMINA

1

5.4.1. Purificacdo por RP-HPLC

Lv-ranaspumina foi purificada em coluna de DEAE-celulose seguido de RP-HPLC.
Todos os picos foram analisados por tricina-SDS-PAGE e o pico majoritério, eluido com
78% de acetonitrila contendo 0,1% de TFA, correspondeu a Lv-ranaspumina (Figura 15.).
Esse resultado revelou o carater hifrofébico da proteina. A estratégia de purificacio rendeu

uma proteina livre de impurezas, como mostrado na Figura 16.

2.5+ Jv-ranaspumin ~ 100
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Figura 15. Purificacdo da protefna Lv-ranaspumina por RP-HPLC, coluna Source 15RPC ST 4.6/100 (GE
Healthcare). A proteina foi eluida com acetonitrila 78% contendo TFA 0,1%.
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Figura 16. Eletroforese em gel desnaturante Tricina-SDS-PAGE revelado com nitrato de prata mostrando as
etapas de purificagio da proteina Lv-ranaspuina. MW - Marcadores de massa molecular (Sigma), 1- Amostra
bruta do ninho de espuma da rd Lv-ranaspumina (3 pg), 2- Proteinas do ninho de espuma retidas na
cromatografia com DEAE-celulose (3 pg) e 3- Lv-ranaspumina purificada por RP-HPLC (3 pg).

A massa molecular de Lv-ranaspumina observada por Tricina-SDS-PAGE foi
confirmada por cromatografia de exclusio molecular em coluna Superdex 200 26/60,
calibrada com marcadores de massas moleculares, provando tratar-se de uma proteina
monomérica de 23,5 kDa (Figura 17.A.). Todavia, foram verificados picos remanescentes de
baixa e alta massas moleculares (Figura 17.B), que foram coletados e usados em ensaios de
reducdo da tensdo superficial para confirmar se tratavam-se de contaminantes com

atividade surfactante.
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Figura 17. A) Cromatograma da Lv-ranaspumina em coluna Superdex 200 26/60 (linha continua) e padrdes
de massas moleculares (linha descontinua). B) Eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS em condigbes
redutoras: 1- Marcadores de massa molecular, 2- Pico majoritario da cromatografia em Superdex 200 (5 pg),
3- Fluido total do ninho de espuma (5 pug), 4- Proteinas de baixa massa molecular separadas na coluna de
Superdex 200 (5 pg) e 5- Proteinas de alta massa molecular separadas na coluna de Superdex 200 (5 ug).

5.4.2. Espectrometria de massa

Os espectros de massa da proteina nativa (Figura 18.A) mostraram picos de m/z
23106 e 23551. Quando desnaturada com carbamidometilagdo (Figura 18.B) houve uma
alteracio na m/z dos picos para 23565 e 24010, respectivamente. A diferenca de massa
obtida ap6s redugio com DTT e alquilagdo com IAA de ~474 m/z ao ser dividida por 57
kDa (massa de cada carbamidometilagdo) mostra a presenca de, pelo menos, 8 cisteinas,

que podem formar até 4 pontes dissulfeto.
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Figura 18.Espectrometria de massa da proteina Lv-ranaspumina nativa (A) e da protefna ap6s redugdo com
ditiotreitol e alquilacio com iodoacetamida (B), mostrando mudan¢a de massa devido a incorporacdo de
grupos carbamidometilas nos residuos de cisteinas.
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5.4.3. Modificagdes pos-traducionais

Os resultados da andlise das modificagdes pés-traducionais podem ser visualizados
na Figura 19. Como mostrado no gel, Lv-ranaspumina nio sofreu alteracido da sua massa
apos sofrer desfosforilagdo e desglicosilagio. As outras bandas proteicas que aparecem nas
raias da proteina tratada e que nio estio presente na raia referente 3 proteina sem
tratamento, correspondem as enzimas utilizadas. As diferencas de massas devidas 2
desfosforilagdo e desglicosilagio podem ser percebidas nos controles, fosfitina e fetuina,
respectivamente. Importante ressaltar que a raia referente a fetufna tratada possui
também as enzimas de desglicosilagbes e a fosfitina tratada possui também a espessa

banda correspondente a fosfatase, quando comparada com a fosfitina nio tratada.

> Fosfitina fosforilada
Y Fosfitina desfosforilada

Ly-ranaspumina

Fetuina Fetuina
desglicosilada  glicosilada

Figura 19. Eletroforese em gel de poliacrilamida sob condig6es desnaturantes (SDS-PAGE 12,5%) da proteina
Lv-ranaspumina nativa e ap6s tratamento para desfosforilagdo e desglicosilagio. MW- Marcadores de massa
molecular, 1- Lv-ranaspumina nativa, 2- Lv-ranaspumina apés tratamento de desglicosilagdo, 3- Lv-
ranaspumina apés tratamento de desfosforilagdo, 4- Fetuina desglicosilada, 5- Fetuina nativa, 6- Fosfitina
nativa e 7- Fosfitina desfosforilada.

A auséncia de fosforilagdo ou N-glicosilagdo também pode ser observada pelos
espectros de massa. A Figura 20 mostra os espectros de massa da protefna em uma faixa de
m/z entre 21 a 25 kDa, onde nio se observa uma diminui¢io da massa apés tratamentos
enzimaticos. Os espectros também mostram a existéncia de duas principais espécies, com

uma diferenca de massa por volta de 400 Da, referente 3 presenca de duas isoformas
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principais. Resultados prévios da eletroforese 2D em faixa de pH 4,0- 7,0 ja apontavam a

existéncia de isoformas para a proteina em estudo.
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Figura 20. Espectros de massa da proteina Lv-ranaspumina ap6s tratamentos enzimdticos de desfosforilagao
e desglicosilagdo, comparados com a da proteina nativa.

5.4.4. Dicroismo circular (CD)

Para determinar o contetido de estrutura secundéria entre as formas nativa e
desnaturada, espectros de CD foram obtidos e os resultados podem ser vistos na Figura 21.
0 espectro de CD da proteina nativa é caracterizado pela presenga de dois minimos a 222 e
207 nm e uma maxima a 193 nm, tipico de uma proteina rica em a-hélice. A desconvolugdo
do espectro de CD da proteina nativa indica constitui¢do de 85% de a-hélices, 1% de folha-
B, 1% de alcas e 13% de estrutura desordenada. O espectro de CD da proteina apés
processo de desnaturagdo, redugdo e alquilagdo mostra que ha uma redugio do contetdo

de estrutura secundaria quando comparada com a forma nativa.
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Sabendo-se que o monitoramento de sinais em CD por aumento da temperatura
pode fornecer informacdes da estabilidade de proteinas (Kelly et al, 2005), foi realizado
também a anélise do espectro de CD e 0 acompanhamento da intensidade em comprimento
de onda 208 nm, em uma faixa de temperatura de 20 °C a 95 °C. Os resultados podem ser
vistos na Figura 22 e Figura 23 em que o espectro de CD e a intensidade da absorbincia no
comprimento de onda 208 nm permaneceram estaveis frente ao aumento de temperatura,
indicando que a faixa de temperatura testada nio influenciou de forma significativa o

contetdo de elementos da estrutura secundéria da proteina.
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Figura 21. Espectro de dicroismo circular da protefna Lv-ranaspumina nativa em 4gua (0,2 mg/mL) (linha
continua) e desnaturada por carbamidometilagéo (linha descontinua).
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Figura 22. Espectros de dicroismo circular da protefna Lv-ranaspumina submetida a diferentes tratamentos
térmicos.
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Figura 23.ThermoScan da proteina Lv-ranaspumina monitorado no comprimento de onda 208 nm entre a
faixa de temperatura de 20 a 95 °C.
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5.5. ATIVIDADE SURFACTANTE

5.5.1. Atividade emulsificante

Subsequentemente 2 purificacdo por troca idnica e RP-HPLG, a fracdo de interesse
foi testada quanto a atividade surfactante. A proteina na concentragio 0,1 mg/mL produziu
um emulsdo estavel do querosene em dgua. Essa emulsio permaneceu inalterada por mais
30 dias de observacdo. Entretanto, ao sofrer desnaturagio por tratamento com
uréia/tiouréia e reducdo das pontes dissulfeto por reacio de carbamidometilacdo dos
residuos de cisteinas, a protefna perdeu esta atividade (Figura 24), indicando que a

atividade depende do correto dobramento da proteina.

Figura 24. Atividade emulsificante da Lv-ranaspumina (0,1 mg/mL) em condi¢des nativa (1) e apés
desnaturagéo por tratamento com solugio de uréia/tioureia e redugdo das pontes dissulfeto por reacio de
carbamidometilacdo dos residuos de cisteinas (2).

5.5.2. Reducdo da tensdo superficial da agua

A atividade surfactante da protefna Lv-ranaspumina foi mensurada pela estratégia
da gota pendente, estimando-se a redug¢io através da equacio de Laplace. A 15 pg/ml Lv-
ranaspumina reduziu a tensio superficial da 4gua de 73 + 0,4 mN /mpara 61,7 + 2,2 mN/m.
Quando a concentracdo foi aumentada para 1500 pg/ml, a redugio foi ainda mais
significativa, passando de 73 + 0,4 mN/m para 48 + 0,2 mN/m (Figura 25). A Lisozima foi

utilizada como controle negativo, nio mostrando reducio na tensio superficial da agua. Em
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contraste, a protefna BSA, conhecida como uma protefna com atividade surfactante
moderada, reduziu a tens3o superficial da 4gua para 59 + 0,2 mN/m a uma concentracao de
700 pg/ml. Acima desta concentragio, BSA ndo promoveu aumento na reducio da tensdo.
O fluido bruto do ninho de espuma também reduziu a tensio superficial da dgua
para aproximadamente 54 + 0,4 mN/m, a uma concentracdo de proteinas totais de 1000
Hg/ml, julgada pela absorbancia a 280 nm. As fragdes da cromatografia de exclusio
molecular correspondentes as outras protefnas existentes no fluido da espuma, de maiores
e menores massas moleculares do que Lv-ranaspumina, nfo exibiram atividade de reducio
da tensdo superficial. Este resultado sugere que Lv-ranaspumina é o dnico surfactante do

ninho de espuma de L. vastus.
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Figura 25.Atividade de redugéo da tensdo superficial da 4gua das protefnas Lisozima (®), Albumina sérica
bovina (%) e Lv-ranaspumina (®).
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5.6. SEQUENCIAMENTO DE NOVO

A estratégia utilizada neste estudo para o sequenciamento da proteina Lv-
ranaspumina atingiu uma cobertura de 97% de residuos, os ultimos 6 aminodacidos da
regido C-terminal foram deduzidos somente com base no mapa de densidade eletrdnica.
Foi utilizada espectrometria de massa para sequenciar, manualmente, de novo, 36
fragmentos iniciais (Tabela 2), gerados pela digestdo com tripsina, quimotripsina, Lys-C,
Asp-N ou Glu-C. Alguns destes fragmentos demonstraram sobreposigdes, resultando em
um numero final de 6 peptideos contendo entre 17 e 57 aminoéacidos (Figura 26). A exata
ordem destes fragmentos em uma sequencia final sé foi conseguida utilizando-se o mapa
de densidade eletronica a partir de cristalografia de raio-X.

A técnica possibilitou a detecgdo de 4 peptideos com isoformas: VPGPGTACLTKALK
(1412.8 Asp-N) e VHGPGTACLTK (1140.7 Tripsina), DLQEQDFK (1022.6 Tripsina) e
DLQEQDGFK (1079.6 Tripsina), DQKCLPKILQGDLVKFLK (2143.3 Quimotripsina) e
DQKCLPLILQG  (1284.7 Asp-N), LPCVLGGVGLDDLFK (16029 Tripsina) e
LPCVLGGVGLDELFK (1617 Tripsina).

Trés residuos sequenciados de novo (42ASP, 120TRE, 123GLN) corresponderam a
um residuo diferente no mapa de densidade eletronica (42ASN, 120 MET, 123ASN). A
partir desse resultado optou-se como sequencia final da Lv-ranaspumina (Lv-RSN-1)
aquela desvendada a partir da estrutura tridimensional.

Ao utilizar a ferramenta BLAST (http://blast.ncbinlm.nih.gov/Blast.cgi)para
procurar proteinas com sequéncias similares a Lv-RSN-1, foi encontrada uma proteina
sequenciada a partir do ninho de espuma da espécie L. fuscus (Lf-RSN-1; GenBank:
AAT66300) (Fleming et al, 2009), cuja sequencia compartilha 40% de identidade com Lv-
RSN-1. Outro resultado exibido pelo BLAST foi de uma proteina desconhecida (resultado
ndo publicado) (GenBank:ABD75372) do sapo asiatico Bufo gargarizans que mostrou 34%
de identidade com Lv-RSN-1. Estes foram os tinicos exemplos encontrados de similaridades
com Lv-RSN-1 com relevdncia estatistica, j4 que outras proteinas mostraram similaridade
muito baixa, considerando os E-value muito alto, baixo score e baixa cobertura.

Devido a esta similaridade entre Lf-RSN-1 e Lv-RSN-1, utilizou-se o programa de
modelagem-molecular Yasara (Krieger et al, 2002) para deduzir o modelo de Lf-RSN-1,

utilizando a estrutura de Lv-RSN-1 como molde.
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Tabela 2. Sequenciamento manual de noyo dos peptideos obtidos apos digestdo em gel da Lv-RSN-1. Score foi
calculado utilizando o programa BioTools (Bruker Daltonics). Legenda: ND - Ndo determinada, SI - sequencia
incompleta, * - constituem isoformas. Aminoécidos sublinhados discordaram com o mapa de densidade

eletronica.
Ordem - Enzima Sequencia Score
(MH+)
1 2043.3 Tripsina LLEGFLVGGGVPGPGTACLTK 2228239
2 1412.8 Asp-N *VPGPGTACLTKALK 4190
3 1140.7 Tripsina *VHGPGTACLTK 2119
4 21821 Glu-C GPGTACLTKALKDSGDLLVE 1291
5 2179.2 Tripsina DSGDLLVELAVIICAYQDGK 33831
6 2292.2 Quimotripsina SGDLLVELAVIICAY (8D 89
7 2674.4 Quimotripsina QDGKDLQEQDFKELKELLERTL 2097203
8 2033.1 Tripsina DLQEQDFKELLER 65856
9 1022.6 Tripsina *DLQEQDFK 325
10 1079.6 Tripsina *DLQEQDGFK 693
11 659.4 Tripsina ELLER 115
12 1158.7 Lys-C ELLERTLER 868
13 3475.9 Tripsina AGCALDDIVADLGLEELLGSIGVSTGDIIQGLYK 10e10
14 3632.9 Quimotripsina ALDDIVADLGLEELLG (SD ND
15 1351.2 Tripsina GDSTGDIIQGLYK 811
16 1195.1 Tripsina STGDIIQGLYK 2388
17 1303.7 Asp-N DIIQGLYKLLK 2122
18 2463.3 Tripsina LLKELKIDETVFNAVCDVTKK 1572869
19 1610.8 Tripsina IDETVFNAVCDVTK 16654
20 1230.6 Quimotripsina VCDVTKKTL ND
21 2143.3 Asp-N *DQKCLPKILQGDLVKFLK 66117
22 1284.7 Asp-N *DQKCLPLILQG 622
23 862.5 Asp-N DLVKFLK 163
24 2090.1 Asp-N DLKYKVCIEGGDPELIIK 294921
25 2090.1 Tripsina DLKYKVCIEGGDPELIIK 294913
26 1442.8 Tripsina VCIEGGDPELIIK 8223
27 2080.1 Asp-N DLKIILER (LPCVLGGVGLD) 420
28 643.4 Tripsina IILER 79
29 1141.7 Quimotripsina KIILERLPC 919
30 1602.9 Tripsina “LPCVLGGVGLDDLFK 49410
31 1617 Tripsina *LPCVLGGVGLDELFK 41038
32 1238.7 Asp-N DDLFKNIFVK 1139
33 1123.7 Asp-N DLFKNLFV 699
34 620.4 Tripsina NLFVK 68
35 1149.7 Tripsina DGILSFEGIAK 2465
36 2793.6 Tripsina DGILSFEGIAKPLGDLLILVLCPNVK 2344
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Figura 26. Principais fragmentos obtidos pelo sequenciamento manual de novo (MALDI-TOF/TOF)
construindo a sequencia final de Lv-RSN-1. Lv-RSN-1 foi digerida em gel com diferentes enzimas e os
peptideos gerados foram fracionados com nanoLC acoplado a um MALDI spotter. Em preto, a sequencia final
de aminodcidos da Lv-RSN-1 obtida pela sobreposicdo dos fragmentos com ajuda do mapa de densidade
eletrdnica. As sequencias coloridas sio de alguns dos peptideos sequenciados de novo obtidos pela digestdo
com tripsina em vermelho; Glu-C em verde; quimotripsina em cinza; Lys-C em magenta; e Asp-N em azul. Em
laranja estdo os amino4cidos que nio discordaram entre o sequenciamento de novo e o mapa de densidade
eletronica. As setas indicam os 6 fragmentos finais ap6s sobreposicio do fragmentos obtidos.
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5.7.CARACTERIZACAO POR ESPALHAMENTO DINAMICO DA LUZ

A Tabela 3 e a Figura 27 mostram os parametros obtidos por espalhamento
dindmico da luz da proteina Lv-RSN-1 apés processo de purificacdo, mostrando uma
solucdo monodispersa e sem agregados. Ainda, pode-se concluir que a proteina se encontra
na forma monomeérica. Acredita-se que amostras monodispersas em solucio, com um valor
percentual de polidispersividade abaixo de 10, como é o caso da proteina em estudo,
possuem maior probabilidade de cristalizar (Zulauf e D’Arcy, 1992).

A Tabela 3 mostra o resultado do espalhamento dindmico da luz da proteina Lv-

RSN-1. O Pico 1 correspondente a Lv-RSN-1 e o Pico 2 a algum contaminante ou artefato

insignificante.

Tabela 3. Espalhamento dindmico da luz da protefna Lv-RSN-1 (1 mg/ml) em dgua.

Percentual de Percentual de Percentual de
[tem Raio (nm)
polidispersividade intensidade massa
Picol 1.7 0.0 5.4 99.4
Pico 2 121 0.0 11.1 0.6
Pico 1l
149
%
-
70
63
2% 30
) 40
30
20
" Pico 2
g-m 0,19 Loo 1000 100.00 1.0E+3 1.0E=-4
R{om)

Figura 27. Espalhamento dindmico da luz da proteina Lv-RSN-1(1 mg/ml) em dgua mostrando uma solugio
homogénea com apenas uma espécie de molécula.
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5.8. CRISTALOGRAFIA DA PROTEINA Lv-RSN-1
5.8.1. (Cristalizagao

Neste estudo foi obtido o cristal da proteina Lv-ranaspumina sob varias condi¢des,
sendo o kit PEG/Ion o de maior sucesso. Apds trés semanas das preparagdes das gotas, um
grande nimero de agulhas largas apareceram na condi¢do N. 8 (0,2 M KCl, 20% (m/v) e
PEG 3350, pH 7,0). Cristais foram coletados e congelados em nitrogénio liquido, sem
presenca de crioprotetor. Esses cristais foram levados ao Sincrotron European Synchrotron
Radiation Facility - ESRF (Grenoble, Franga) onde 180 imagens foram coletadas al00Ka
uma maxima resolucio de 3,0 A (Figura 28), porém com base no Ruerge € razio sinal/ruido

(I/5(I)) o conjunto de dados foi processado a 3,5 A (Hissa et al., 2012).

Figura 28. Padrio de difracdo do cristal de Lv-RSN-1 crescido apés trés semanas na condigdo N. 8 do kit de
cristalizagdo PEG/Ion. '

Imagens de difragdo foram integradas no grupo espacial primitivo ortorrémbico
P212121 como confirmado pelo programa POINTLESS (Evans, 2006). Calculos do
coeficiente de Matthews (2,69 A3 Dal, correspondendo a um contetido de solvente de 54%)
sugere a presenca de duas moléculas na unidade assimétrica como o arranjo mais provavel
(Prot = 0,92) (Kantardjieff e Rupp, 2003; Matthews, 1968).

A andlise do conjunto de dados utilizando o moédulo phenix.xtriage do PHENIX
(Adams et al., 2010) indicou a presenca de pseudosimetria translacional. A baixa resolugdo
do cristal e a falta de um modelo de substitui¢io molecular impossibilitaram a resolucdo

das fases, e, consequentemente, a resolucdo da estrutura tridimensional. Desde modo,
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prosseguiu-se com a otimizacdo da qualidade do cristal para obten¢do de um cristal de alta
resolucdo e tentativas para resolver as fases por difragdo anémala a multiplos
comprimentos de onda (MAD) e difracdo anémala a um tinico comprimento de onda (SAD)
com a incorporagdo de dtomos pesados (Hissa et al., 2012).

Apés obtengdo deste primeiro cristal, outros cristais cresceram em diferentes
periodos de tempo e condigdes. Um niimero de 14 cristais cresceram nas condi¢des iniciais
de cristalizacdo e um numero aproximado de 8 cristais cresceram em condicbes
otimizadas, como concentragido de proteina, concentracio de precipitante e concentracio
dos ions da solugdo. Os cristais mais promissores foram levados aos sincrotrons para coleta
de conjunto de difracdo na tentativa de resolver as fases. A Figura 29 mostra alguns dos

cristais obtidos no decorrer deste estudo.

Figura 29. Cristais de Lv-RSN-1 obtidos sob diferentes condi¢des de cristalizagio.

5.8.2. Espectrometria de massa do cristal

Os cristais de Lv-RSN-1 foram analisados por espectrometria de massa e os sinais
de m/z obtidos foram consistentes com espécies da proteina monocarregada [MH]*
duplamente carregada [MH]?* e triplamente [MH]3* carregada positivamente (Figura 30).
Uma inspec¢do mais préxima na faixa de m/z entre 22000 e 24000 indicou a presenga de
seis espécies majoritarias. Entretanto, quando se comparou este espectro de massa (Figura
30) ao espectro da proteina nativa (Figura 18), observou-se uma redu¢io na massa
molecular das isoformas. Assim, é possivel que a proteina tenha perdido residuos terminais

de aminodacidos durante o processo de cristalizagio.
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Figura 30. Espectro de MALDI-TOF obtido em modo linear positivo de um cristal de Lv-RSN-1. Moléculas
mono, duplamente e triplamente carregadas positivamente estdo indicadas. O quadro mostra uma vista
expandida do pico correspondente a proteina monocarregada.

5.8.3. Enderecamento das fases por MAD e SAD

Com relacdo ao enderecamento de fases por MAD e SAD com incorporagdo de

4tomos pesados aos cristais, o composto acetato de chumbo (Pb(CH3C00)2.3H20) mostrou-

se o mais promissor. O composto se ligou a protefna em pelo menos trés sitios,
confirmando uma interacdo forte entre eles. Assim, o composto foi utilizado para se tentar
sua incorporagio no cristal. A Figura 31 mostra a massa da proteina Lv-RSN-1 apds contato

com alguns dtomos pesados.
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Figura 31.Espectrometria de massa da protefnaLv-RSN-1 apés 2 h de reagdo com HgCl2,K,PtCls, KAu(CN); e
Pb(CH3C00)2.3H20. Os picos residuais da proteina nativa estdo marcados em cada gréfico e os picos
derivados da incorporagio do 4tomo estio marcados em ordem numeérica.

A otimizacdo do processo de obtencdo de cristais na condicio 0,25 M Acetato de
sodio e 28% PEG 3350 (lv4d6_Pb) e na condiciio 0,35 M Sulfato de litio, 35% PEG 400 e 0,1
M Tris-HCl pH 8,5 (lv3c6) geraram cristais de boa qualidade, escolhidos para imersio em
acetato de chumbo por 24 h, seguido de suas analises em Sincrotron, Swiss Light Source -
SLS. Para o primeiro, seguiu-se a estratégia de MAD, nos comprimentos de onda A =
0,949700, referente ao pico; A = 0,950470, referente 3 infleccdo; e A = 0,942470, referente a
uma regido a ser usada como referéncia (remoto). Para cada comprimento de onda foram
obtidas 2880 imagens e 0,25° de oscilagdo, com uma resolugio de 2,5 A, grupo espacial
P212121 e uma molécula na unidade assimétrica. Para o segundo, seguiu-se com SAD no

comprimento de onda A = 0,94970 com a coleta de 2880 imagens em cinco regides do
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cristal com angulo de oscilagdo 0,25° e com resolugio 3,5 A, grupo espacial P6122 ou seu
grupo espacial enantiomérico P6322 e duas moléculas na unidade assimétrica.

A metodologia de MAD e SAD nio geraram boas solucdes. Desse modo, testou-se o
programa WSMR (Stokes-Rees e Sliz, 2010) com dois conjuntos de dados de dois cristais
(P212121, 3,5 A e P212124, 2,5 A). Todavia, as solucdes geradas pelo programa também nio

foram promissoras.
5.8.4. Coleta de dados, processamento e determinacdo da estrutura

Neste estudo, dois cristais foram utilizados para determinacio da estrutura da
proteina Lv-RSN-1. Um cristal monoclinico, em formato de placa, crescido apés nove meses
na condi¢do No. 22 do kit PEG/Ion [0,2 M de formato de potassio, 20% (m/v) PEG 3350, pH
7,3]. O outro cristal, ortorrémbico, em formato de agulha, cresceu com duas semanas na
condi¢do otimizada 0,25M de acetato de sédio e 28% PEG 3350 utilizando-se a técnica de
difusdo de vapor com gota pendente em placas do tipo Linbro com 1,0 pl da solucdo de
proteina na concentragdo de 18,5 mg/ml e 1,0ul da solucdo do reservatdrio, sendo o
volume do reservatério de 250 pl. Esta condicio foi otimizada a partir da condigdo original
No. 27 do PEG/Ion (0,2 M de acetado de sédio tri hidratado, 20% (m/v) PEG 3350, pH 8,0).

Um primeiro conjunto de difragio, a partir do cristal monoclinico, foi coletado na
linha PXI da Fonte de Luz Suiga (SLS) no instituto Paul Scherrer (PSI) em Villingen, Suica.
Esta linha estava equipada com um detector CCD CHESS e 270 imagens foram coletadas
com 1° de oscilagdo e uma distincia de 150 mm do cristal até o detector. Os dados foram
processados no grupo espacial P21 a 1,6 A de resolucio, sendo o conjunto de dados
indexados e integrados utilizando-se o programa XDS (Leslie, 2006; Kabsch, 2010) e as
intensidades reduzidas pelo SCALA (Evans, 2006). O programa POINTLESS (Evans, 2006)
foi utilizado para confirmar a atribuicio do grupo espacial. Devido ao indicio de
predominéncia de a-hélices determinado por CD e ao fato do cristal ter difratado a uma boa
resolugdo (1,6 A), testou-se um programa de solugdo de fases por ab initio ARCIMBOLDO
(Rodriguez et al, 2012). A solugdo encontrada pelo programa foi bastante promissora e
com isso seguiu-se com os estudos cristalograficos da proteina, obtendo-se um mapa inicial
de densidade eletrénica. Porgées da densidade eletrdnica foram interpretadas utilizando-

se os fragmentos obtidos pelo sequenciamento de novo da proteina. Com a obtencio do
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mapa de densidade eletrdnica foi possivel ordenar os 6 fragmentos finais obtidos com o
sequenciamento de novo montando-se uma sequencia final de aminoécidos.

Os 6 residuos finais, na por¢do C-terminal, foram interpretados somente com base
na densidade eletrénica (Figura 32 e Figura 33). O modelo inicial foi refinado utilizando-se
os programas REFMAC, PHENIX e COOT (Murshudov et al, 2011; Adams et al, 2010;
Emsley e Cowtan, 2004). Os valores de Rfee foram computados com 5% de reflexdes

escolhidas aleatoriamente e omitidos do processo de refinamento.

A Phe137

%% Phe191

Figura 32. Mapa de densidade eletronica para algumas regides da proteina Lv-RSN-1 obtido apés resolucio
das fases do conjunto de dados equivalente ao cristal monoclinico. A alta resolu¢do da estrutura permitiu a
formacgfio de um mapa robusto para a maior parte da proteina, sendo possivel deduzir os aminoécidos com
precisdo para construgdo manual do esqueleto de amino4cidos com base nos fragmentos obtidos com o
sequenciamento de novo. A) hélice formada pelos residuos 134 - 144, LVKFLKDLKYK; B) hélice formada
pelos residuos 49 - 62, QDFKELLERVLQKA; C) harpin formado pelos residuos 182 - 191, IFVKNGIDSF e D)
alca formada pelos residuos 77 - 89, GLEELLGSIGVST. Em A, B e C observa-se um mapa de densidade
eletrdnica bem definido, enquanto que em D, por ser uma regizo flexivel, observa-se a auséncia do mapa para
alguns residuos.
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Figura 33. Construgdo manual das sequencias obtidas por sequenciamento de novo no mapa de densidade
eletrdnica. Em A) observa-se uma lisina que ap6s alguns passos de refinamento mostrou-se ser de fato uma
tirosina (B).

0 segundo conjunto de dados, correspondente ao cristal de forma ortorrémbica, foi
coletado na linha PXIII (SLS) equipado com o detector Pilatus 2M. 2880 imagens foram
coletadas com 0,25° de oscilacdo e a distdncia do cristal ao detector foi 220 mm. Dados
foram processados no grupo espacial P212121 a 1,75 A. A estrutura foi resolvida por
substituicdo molecular utilizando-se o programa Phaser (McCoy et al,, 2007), tendo como
molde o modelo parcialmente refinado obtido do primeiro conjunto de dados.

Nas duas estruturas somente uma regido de al¢a por volta do aminoacido 80 foi de
dificil determina¢do, com pobre densidade eletronica. Portanto, o mapa de densidade
eletronica para os residuos 79-82 estd faltando na estrutura monoclinica e 79-81 na
ortorrombica (Figura 32.D).

A sequéncia de aminoacidos dos Ultimos 6 residuos no C-terminal nio foi elucidada
pelo sequenciamento de novo, sendo deduzida somente com base no mapa de densidade
eletronica. As estruturas finais contém aminodcidos 13-217, devido ao fato de os 12
primeiros aminoacidos terem sido, aparentemente, clivados naturalmente durante a
producdo da espuma, purificagdo ou processo de cristalizacdo (Figura 30).

A estereoquimica das estruturas foi avaliada utilizando-se o MOLPROBITY (Chen et
al., 2010), mostrando que somente um residuo para cada estrutura (80GLU na monoclinica
e 78LEU na ortorrémbica, Figura 34) ficou fora da &area delimitada pela andlise de
Ramachandran (Lovell et al, 2003). Os dois residuos estdo localizados nas regiGes da
proteina que exibiram fraca densidade eletronica (Figura 34).

Detalhes dos dados de coleta, processamento e refinamento estdo sumarizados na

Tabela 4.
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Figura 34. Gréficos de Ramachandran
RSN-1 obtidos neste estudo. A) refere-

(Lovell et al,, 2003) das estruturas resolvidas a partir dos cristais de Lv-
se ao cristal monoclinico e B) refere-se ao cristal ortorrémbico.
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Tabela 4. Dados estatisticos referentes a coleta, processamento e refinamento das estruturas de Lv-
ranaspumina referentes ao cristal monoclinico e ortorrdmbico. Valores em parénteses referem-se a camada
de resolugdo mais alta. Para calcular Reee, 5% das reflexdes foram excluidas do refinamento. tRmerge = ZhuZi |
Li(hkD) = <I(hkD> | / Thia Zii(RKD).

Monoclinica Ortorrémbica
(PDB 8K82) (PDB 8K83)
Coleta de dados
Linha SLS PXI SLS PXIII
Comprimento de onda (A) 0,9999 0,9497
a=51,87Ab=25854A  a=36,66 Ab=52904
c= 66,08 A c=102,72 &
Unidade da Célula
a=y= 90,00 A B= 103,98
a=B=y=90,00 A
A
Grupo espacial P2, P212121
Faixa de resolucio (A) 45,26-1,60 (1,69-1,60)  47,03-1,75 (1,84-1,75)
Completeza (%) 99,9 (100,0) 99,5 (98,7)
Multiplicidade 55 (5,5) 25,4 (26,2)
Rmerge? 0,086 (0,781) 0,044 (0,500)
<I/o(D)> 9,8 (2,0) 43,6 (7,8)
Reflexdes 125814 (18307) 526255 (76555)

Reflexdes Unicas

22985 (3311)

20733 (2923)

Refinamento

No de 4&tomos da proteina 1606 1574
No de moléculas do solvente 220 217
Reryst 18,70% 20,10%
Riree 23,70% 25,30%
Geometria do modelo

RMSD das ligages (4) 0,006 0,007
RMSD dos dngulos (%) 1,033 1,096
Distribuicdo de Ramachandran

Em regides favoraveis (%) 96,65% 98,05%
Em regides permitidas (%) 2,87% 1,46%
RegiGes ndo permitidas (%) 0,48% 0,49%
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5.8.5. Estrutura de Lv-RSN-1
Para estudo da estrutura de Lv-RSN-1 dois arranjos de cristais foram utilizados. O
cristal monoclinico (grupo espacial P21) difratando a 1,6 A e com uma molécula na unidade

assimétrica correspondendo a um contetido de solvente de 37%, de acordo com o

coeficiente de Matthews (Matthews, 1968; Kantardjieff e Rupp, 2003), e o cristal

ortorrémbico (grupo espacial P212121), também com uma tnica molécula na unidade
assimétrica e conteido de solvente de 46%, difratando a 1,75 A. Apesar das diferengas no
empacotamento dos cristais, as duas estruturas sdo muito similares com um RMSD (Root-
Mean-Square-Deviation) de 1,23 A para 199 (de um total de 204) atomos de Ca
sobrepostos. A estrutura de maior resolucio monoclinica foi escolhida para as analises
posteriores.

A partir da sua estrutura, concluiu-se que Lv-RSN-1 é um mondmero com
predomindncia de a-hélices. A proteina é composta por 13 hélices e por duas pequenas
folhas-B anti-paralelas (Figura 35). Seu enovelamento é estabilizado por 4 pontes
dissulfeto (Cys18 ~ Cys67, Cys38 - Cys114, Cys125 - Cys168, Cys146 - Cys207).

A Figura 35 (A e B) mostra o diagrama da estrutura da Lv-RSN-1. A distribuicio do
Fator-B (Fator de Temperatura ou Fator de Debye-Waller) mostrado na Figura 37.C é uma
medida de quanto a densidade eletrdnica estd espalhada, mostrando a flutuacio
(flexibilidade) dos atomos ao redor de suas posi¢cdes médias.

A Figura 36 mostra o diagrama topoldgico de Lv-RSN-1 para melhor compreensio

da estrutura obtida.
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Figura 35. Estrutura geral da Lv-RSN-1. A) Representacio em cartoon; pontes dissulfeto em ciano; letras N e C
representam as extremidades N e C-terminais da proteina. B) Figura A apés rotacio de 65° ao longo do eixo X.
C) Representagéo em tubo da Lv-RSN-1 na mesma orientacdo de (A) flexibilidade com base no fator B de cada
aminodcido individual. As figuras foram geradas com o programa PyMol (DeLano Scientific, em
http:/ /www.pymol.org/citing).
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Figura 36. Diagrama topolégico de LV-RSN-1. Elementos de estrutura secunddarios foram determinados com
base no algoritmo do servidor Dali (Holm e Rosenstrom, 2010).

Com relacio 2 estrutura versus funcdo, o potencial lipofilico da superficie da
estrutura de Lv-RSN-1 determinada com o programa VASCO (Steinkellner et al, 2009) néo
mostrou uma indicacio ébvia de dominios hidrofilicos e hidrofébicos bem delimitados.
Entretanto, encontrou-se uma cavidade lipofilica (Figura 37), que especulamos ter relacdo

com as propriedades tensoativas da proteina.

Lipaphilic cavity Lipophilic cavity

Figura 37. A) Representagio da superficie da proteina Lv-RSN-1 mostrando a cavidade hidrofébica proposta.
A coloracdo estd de acordo com o potencial lipofilico, onde regides representadas em vermelho sdo
hidrofébicas e em azul sdo hidrofilicas. Os célculos foram realizados pelo programa VASCO (Steinkellner et al,
2009). B) Representagiio em cartoon da proteina para uma melhor visualizagdo da cavidade lipofilica; N e C
representam as extremidades N e C-terminais da proteina, respectivamente. As figuras foram geradas usando
o programa PyMol (DeLano Scientific, http://www.pymol.org/ citing).

A estrutura de Lv-RSN-1 foi submetida a dois programas de predigdo de possiveis

locais de interacio com outras proteinas, SPIDER (Porollo e Meller, 2007) e cons-PPI (Chen
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e Zhou, 2005). Os resultados obtidos pelos dois programas, como podem ser visualizados
na
Figura 38, foi consensual para a regido de grampo (hairpin) das folhas-f§ como sendo

uma regido com potencial de formar interagdes com outras proteinas.

A

Figura 38. Predicdo de interacdes proteina-proteina com base na estrutura de Lv-RSN-1 obtida com o
programa SPIDER (Porollo e Meller, 2007)(A) e utilizando o programa cons-PPI (Chen e Zhou, 2005) (B). Em
vermelho, estdo as regides preditas de participarem de interagdes proteina-proteina.

Quando foi utilizado o servidor Dali (Holm e Rosenstréom, 2010) para comparacdo
da estrutura Lv-RSN-1 com proteinas no banco de dados de proteinas Protein Data Bank
(PDB), encontrou-se uma similaridade estrutural com a cadeia A da proteina ranasmurfina
(PDB ID: 2vh3 - A), com um significativo Z-score de 4,9. Um Z-score abaixo de 2,0
corresponde a uma similaridade ndo confidvel e nio homédloga (Holm e Rosenstrém, 2010).
A sobreposicio das duas moléculas exibiu um RMSD de 2,97 A para 74 4tomos Ca
(PDBeFold, http://www.ebi.ac.uk/msd-srv/ssm/) (Figura 39). De fato, ranasmurfina
possui uma topologia estrutural semelhante a uma porcdo da Lv-RSN-1. Quando foi
considerada somente a sequéncia de aminoécidos das duas proteinas o alinhamento
(Altschul et al, 1997) mostrou 27% de similaridade entre elas. Ainda assim, as proteinas
mostram muitas diferenc¢as bioquimicas. Ranasmurfina é composta por duas cadeias 2x13
kDa, possui um croméforo Zn de cor azul e possui uma ligagdo atipica lisina-tirosina-
quinona (LTQ), como uma de suas modificag6es pds-traducionais.

Realizou-se, também, a comparacio estrutural da Lv-RSN-1 com a estrutura da
proteina Lf-RSN-1 gerada neste estudo pelo programa Yasara (Krieger et al, 2002) com

base na sequéncia aminoacidos da proteina. Os resultados mostraram que as proteinas sio
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homodlogas com um Zscore de 29 e RMSD igual a 1,00 para 203 atomos Ca sobrepostos do
total de 218.

Figura 39. Comparagdo estrutural entre Lv-RSN-1 de Leptodactylus vastus, Lf-RSN-1 de L. fuscus
(GenBank:AAT66300) e ranasmurfina (PDB id:2vh3-A) de Polypedates leucomystax. A e B) Alinhamentos
estruturais baseados na sequencia de aminoacidos utilizando Dali (Holm and Rosenstréom, 2010). Elementos
de estrutura secundaria sdo mostrados acima da sequéncia de aminodcidos. a-hélices e folhas-B sdo
representadas por cilindros violetas e setas azuis, respectivamente. Residuos estruturalmente equivalentes
estdo em caixa alta e residuos ndo-estruturalmente equivalentes estdo em caixa baixa. Aminoacidos de
mesma identidade estdo marcados com barras verticais. Cisteinas formadores de pontes dissulfeto estdo em
laranja. A) Alinhamento entre Lv-RSN-1 e Lf-RSN-1. A estrutura de Lf-RSN-1 de L. fuscus foi obtida por
modelagem molecular utilizando o programa Yasara (Krieger et al, 2002), tendo a estrutura de Lv-RSN-1
como molde. B) Alinhamento entre Lv-RSN-1 e ranasmurfina. C) Superposi¢do estrutural de Lv-RSN-1 (cinza)
e Lf-RSN-1 (violeta). D) Superposicdo estrutural entre Lv-RSN-1 (cinza) e ranasmurfina (violeta, PDB id:
2vh3-A).
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6. DISCUSSAO

6.1. LOCAL DE PRODUCAO DA PROTEINA LV-RANASPUMINA

Uma curiosa caracteristica das espécies pertencentes ao género neotropical
Leptodactylus é a postura de seus ovos em ninhos de espuma, o que lhes garante um modo
reprodutivo terrestre ou parcialmente terrestre. Este modo de reproducdo possui muitas
vantagens sobre a reprodug¢io inteiramente aquética incluindo diminui¢do do ntimero de
predadores de seus ovos e girinos, reducio da competicdo por alimentos e menor
dependéncia de uma poca de 4gua permanente (Heyer 1969).

Muitas s3o as observagdes detalhadas descrevendo como o ninho de espuma é
construido. Prado et al (2005) descreveram como esta producdo ocorre em L.
labyrinthicus. Segundo os autores, logo apés o amplexo em uma depressdo perto de um
corpo d’'agua, a fémea arqueia seu corpo para baixo e libera uma secre¢iio gelatinosa. O
macho comega a bater essa secre¢ido vigorosamente com suas patas traseiras levando 2
produgdo da espuma. Em seguida, a fémea deposita os ovos e o macho libera o esperma
para que ocorra a fecundacdo. Entretanto, poucos estudos consideram onde a secrecio
gelatinosa € produzida e se a morfologia do trato reprodutivo da fémea é modificada para
tal propésito (Furness et al, 2010).

Os primeiros estudos com esse enfoque relatam um alargamento no oviduto em
espécies produtoras de ninhos (Cope, 1889; Bhaduri, 1953; Coe, 1974), relacionando esta
modificagdo histologica como responsével pela produgio dos ninhos de espuma, surgindo
mais tarde o termo “glandula de espuma” (Karbish et al,, 1998).

Hodl (1990), por meio de observagdes em campo e em laboratério, e trabalhando
com a reproducdo da ra pertencente a familia Leptodactylidae Physalaemus ephippifer,
também sugeriu que os ninhos de espuma seriam, provavelmente, originados de um fluido
proveniente do oviduto.

Recentemente, Furness e colaboradores (2010) analisaram detalhadamente as
modificagdes do oviduto de 13 espécies do género Leptodactylus e de outros géneros
produtores de ninhos de espuma e, também, relataram um alargamento na regido posterior
do oviduto (correspondente ao oviduto glandular, pars convoluta dilata) como

caracteristica de todas as espécies produtoras de ninhos de espuma.
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Utilizando-se de técnicas moleculares, Fleming et al. (2009) mostraram por andlise
transcriptémica a presenga de RNAm codificador de ranaspuminas em diferentes tecidos
da ra Engystomops pustulosus: oviduto, ovario, figado, rim, eséfago, intestino delgado,
intestino grosso, lingua, olho coracido, miisculo da perna, testiculo e pulmao. Entretanto, o
conjunto completo de seis ranaspuminas isoladas do ninho de espuma foi encontrado
somente no oviduto.

No presente estudo, corroborando com Furness et al. (2010), as fémeas de L. vastus
exibiram o alargamento na regido posterior do oviduto (também chamada regido glandular
do oviduto). Este alargamento foi visualmente observado ocupando grande parte da
cavidade peritoneal ( Figura 11). Esta regido especifica foi fortemente reconhecida pelo
anticorpo policlonal anti-Lv-ranaspumina, embora sua por¢do anterior também tenha sido
reconhecida, sugerindo ser o oviduto o local primdrio de produc¢do do ninho de espuma.
Proteinas da cloaca também foram fracamente reconhecidas pelo anticorpo, reagdo essa
provavelmente atribuida a contamina¢io com proteinas provenientes do oviduto no
momento da disseca¢do do animal.

Os machos analisados ndo exibiram qualquer modificacdo no sistema reprodutor e
seus orgios testados também nio reagiram com o anticorpo anti-Lv-ranaspumina. Conclui-
se que a participacdo do macho na producio de ninhos de espuma se restringe a agitacdo
da secre¢do liberada pela fémea e a liberagdo dos espermas, nio influenciando na
composi¢do bioquimica da espuma.

O presente estudo é o primeiro a utilizar anticorpos anti-ranaspumina com o intuito
de detectar o local de producio do ninho de espuma. E importante ressaltar que a
imunodetecgdo revela a ocorréncia da proteina de interesse, diferentemente da pesquisa
de RNAm feita por Fleming et al. (2009), que mostra apenas que o gene responsavel pela
proteina estd sendo transcrito, mas ndo necessariamente que a proteina esta sendo

sintetizada naquele local.

6.2. CARACTERIZACAO DA PROTEINA Lv-RSN-1

A anélise de 2D-SDS-PAGE mostrou uma grande diversidade de proteinas no ninho
de espuma de L. vastus, com massas moleculares variando de 7 - 103 KDa.
Presumivelmente essas proteinas devem ter um papel no ninho de espuma, entretanto uma

banda majoritaria de 23,5 kDa se destaca, por perfazer cerca de 45% das proteinas totais.
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Sua presenca marcante sugere uma fungio essencial na forma¢io do ninho de espuma,
desencadeando o interesse na sua purificagio e caracterizacgio.

A anadlise do gel 2D-SDS-PAGE do fluido do ninho de espuma da rad E. pustulosus
realizada por Fleming et al. (2009), mostrou a presenca de 6 ranaspuminas majoritarias;
diferentemente dos resultados mostrados neste estudo para ninho de L. vastus.

Duas das proteinas de Ep-RSN apresentaram sequéncias de aminoacidos diferentes
de qualquer proteina ja depositada no banco de dados; as outras 4 apresentaram
similaridade parcial a outras proteinas ja reportadas. As seis ranaspuminas foram divididas
em trés categorias funcionais: ligacdo a carboidratos (Ep-RSN3-6), atividade surfactante
(Ep-RSN-2) e inibicdo de proteinases (Ep-RSN-1). Ep-RSN-2 mostrou uma forte atividade
surfactante, porém instavel. Com base na composi¢io de ranaspuminas, Fleming et al.
(2009) hipotetizaram um modelo para o ninho de espuma de E. pustulosus. O modelo
mostrado na Figura 40 é composto por uma camada de proteinas surfactantes, uma
camada de lectinas, que atuam na estabilizagdo da espuma e fazem ligagdo com a matriz de

polissacarideos (Fleming et al, 2009).

surfactant
protein(s)

lectins

carbohydrate
matrix

Figura 40.Representa¢do esquematica do arranjo das ranaspuminas e carboidratos na interface ar-dgua do
ninho de espuma de Engystomops pustulosus. Protefnas surfactantes (predominantemente Rsn-2) realizam o
papel primdrio na reducdo da tensdo superficial, permitindo a inicial formacdo de espuma. Esta camada é
posteriormente estabilizada pela incorporagdo de lectinas (Rsn-3- Rsn-5, através de suas caudas
hidrofébicas) que se ligam a matriz de polissacarideos (Fonte: Fleming et al. 2009).

Devido ao fato do presente estudo ndo ter analisado as outras proteinas
constituintes do fluido da espuma de L. vastus, além da Lv-RSN-1, nio é possivel afirmar se
o modelo proposto por Fleming et al. (2009) representa outros ninhos de espuma.

A anadlise dos géis 2D-SDS-PAGE na faixa de pH 4 - 7, uma faixa de pH mais restrita,

resultou em uma melhor resolucdo das proteinas do ninho de L. vastus. Na realidade, a
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banda majoritaria vista na faixa de pH 3 - 10 é composta de pelo menos 3 isoformas da
proteina Lv-RSN-1. A espectrometria de massa da proteina intacta e carbamidometilada
mostrou a presenc¢a de mais de uma espécie de proteina onde mais de duas formas
principais foram visualizadas corroborando com o gel 2D-SDS-PAGE na faixa de pH 4-7.

Ao analisar os espectros de massa obtidos a partir da protedlise com tripsina,
verificou-se que os trés principais spots possuiam espectros de massa muito similares,
sugerindo que estes possuem sequéncias de aminodcidos semelhantes, sendo, portanto,
isoformas da mesma proteina.

A presenca de variagdes nas cargas referente a isoformas ja foi relatada por muitos
autores, sendo atribuidas a pequenas micro-heterogeneidades (Montiel et al, 1992;
Arédmburo et al.,, 1990). Estas micro-heterogeneidades podem ser de diferentes tipos, sendo
as mais comuns resultantes da variacdo de grupos de carboidratos, para glicoproteinas;
mudan¢as nos grupos funcionais das cadeias laterais de um ou mais aminoacidos;
decorréncia de proteinas multi-génicas; ou devido a falta de aminodcidos no N ou C
terminal resultante de processo de degradagio ocorrido in natura (Lonnberg e Carlsson,
2000).

A hipdtese de mudancas no grupo funcional na cadeia lateral de alguns aminoacidos
por modificagdes pés-traducionais, resultando em diferentes pontos isoelétricos para as
diferentes espécies de protefnas (Lonnberg e Carlsson, 2000) foi refutada pelos ensaios
realizados para detectar a presenca de N-glicosilacdes e fosforilagdes. Somando-se a isto, a
obten¢do da estrutura 3D da proteina indica a auséncia de qualquer modificacio pés-
traducional.

Tendo conhecimento de que modificacdes péds-traducionais controlam muitos
processos bioldgicos, foram realizados ensaios para melhor caracterizar a protefna em
estudo. Modificagdes pés-traducionais sdo processamentos covalentes que mudam as
propriedades de uma proteina, seja por clivagem proteolitica ou por adigdo de um grupo
em um ou mais aminoacidos, podendo determinar seu estado ativo, sua localizacio e/ou
interagbes com outras proteinas (Mann e Jensen, 2003). Glicosilacdes e fosforilagdes sdo
modificacdes pos-traducionais frequentes em proteinas eucariéticas, onde N-glicosila¢des
sdo  funcionalmente  encontradas em  protefnas excretadas ou para
reconhecimento/sinalizacdo célula-célula. J4 as fosforilacdes sio comumente reversiveis,
responsaveis por modular interagdes moleculares e sinalizacdes (Mann e Jensen, 2003). O

ensaio realizado para verificar a presenga de fosforilacdes e N-glicosilacdes mostrou a
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auséncia destas modificacbes na Lv-RSN-1. A estrutura da proteina obtida indica a
inexisténcia de outros grupos, além de aminoacidos, na composi¢do da proteina.

Vale enfatizar que, muitas vezes, glicosilacdes dificultam o processo de cristalizacgdo,
pois os grupos de oligossacarideos, largos e flexiveis, causam complica¢des na formacao
dos contatos dos cristais reduzindo sua entropia superficial (Bergfors, 2009), sendo a
andlise de glicosilagdes essencial apara o melhor entendimento da proteina em estudo. A
auséncia das modificagdes pés-traducionais além de aumentar as chances de obtengdo de
cristais, ainda constitui uma vantagem para sua expressio heteréloga, o que possibilitaria
sua futura produgio recombinante em Escherichia coll.

O sequenciamento de novo detectou peptideos com substituicGes de aminoacidos,
entre os fragmentos: VPGPGTACLTKALK (1412.8 Asp-N) e VHGPGTACLTK (1140.7
Tripsina), DLQEQDFK (1022.6 Tripsina) e DLQEQDGFK (1079.6 Tripsina),
DQKCLPKILQGDLVKFLK (2143.3 Quimotripsina) e DQKCLPLILQG (1284.7 Asp-N),
LPCVLGGVGLDDLFK (1602.9 Tripsina) e LPCVLGGVGLDELFK (1617 Tripsina) (Tabela 2);
sendo a presenca destas uma provavel explicacdo para a heterogeneidade nos pls e nas
massas moleculares das isoformas. Estudos revelam que os mecanismos moleculares
responsaveis por gerar diversidades nas sequéncias de isoformas podem ser categorizados
em dois tipos: as isoformas serem codificadas por mais de um gene membro de uma familia
multi-génica, ou as diferentes proteinas sdo geradas a partir de um tinico gene que sofre
rearranjo no DNA ou splicing alternativo do RNAm para possibilitar suas variadas formas
(Breitbart et al, 1987).

A espectrometria de massa do cristal, além de confirmar a presenca de isoformas,
mostrou-se bastante intrigante, devido ao fato de as proteinas presentes no cristal
apresentarem massas moleculares menores quando comparadas as proteinas analisadas
previamente, corroborando com auséncia de densidade dos 12 primeiros aminoacidos da
regido N-terminal de Lv-RSN-1. O motivo dessa perda de massa ndo foi elucidado e
somente sugere-se que a proteina sofreu um processo de degradagio durante a formagio
do cristal, considerando que esse processo de perda de massa ja foi relatado para amostras
in natura (Lonnberg e Carlsson, 2000).

Para melhor caracterizar a proteina majoritaria do ninho de espuma de L. vastus,
procedeu-se com sua purificacdo, sendo esta realizada por cromatografia de troca i6nica e
RP-HPLC. O fato de a proteina ter sido eluida da coluna de fase reversa com acetonitrila na

concentrac¢ido de 78% mostra um carater bastante hidrofébico. Com este resultado, passou-
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se a visualizar uma dualidade da proteina, ao mesmo tempo em que esta é bastante soltvel
em solugdo aquosa, com presencga de cargas negativas quando em seu ambiente natural,
devido ao pl ~ 5; a mesma adsorve fortemente na fase estacionaria de uma matriz
hidrofébica de poliestireno-divinil-benzeno.

Além de confirmar a presenga de isoformas e ainda quantificar o nimero de
cisteinas presente em Lv-RSN-1, a espectrometria de massa também mostrou a
homogeneidade da amostra purificada por RP-HPLC, nido detectando outras massas, além
da correspondente a Lv-RSN-1.

Purificagbes com RP-HPLC podem desfazer a estrutura terciaria de muitas
proteinas, levando a perda ou diminui¢ido de sua atividade bioldgica, causado pelo uso dos
solventes hidrofébicos ou pela sua interagdo com a fase estacionaria. Alguns solventes sdo
menos danosos que outros; isopropanol, por exemplo, é o mais indicado para manter a
atividade bioldégica de proteinas, enquanto acetonitrila pode levar a maiores danos (GE
Healthcare, 2006). Sabendo-se dos efeitos negativos da acetotnitrila na preservacio da
estrutura tercidria de proteinas, realizou-se andlise da atividade biolégica da proteina
purificada e seu espectro de CD. Como veremos mais adiante, a atividade emulsificante
manteve-se e sua conformacio secunddria também, j4 mostrando indicios da estabilidade
da proteina frente a solventes orgénicos.

A estrutura secundaria da Lv-RSN-1, de acordo com os resultados do CD, possui uma
predomindncia de a-hélices (~85%). Outras proteinas anfipaticas ja foram reportadas na
literatura por possuirem espectros de CD similares, como, por exemplo, hidrofobina SC3,
de fungo (De Vocht et al, 2000) e a proteina pulmonar surfactante-B (SP-B) (Dieudonne et
al, 2001). Na verdade, hélices sio as mais abundantes formas (~35%) de estrutura
secundaria presentes na natureza e seu tamanho varia de um minimo de 4 a mais de 50
residuos. Hélices frequentemente se agrupam em feixes de hélices e existe uma variedade
de proteinas na natureza constituidas somente por o-hélices e turns interligando-as (Rupp,
2010).

Por outro lado, o espectro de CD e a estrutura tridimensional de outra proteina de
ninho de espuma, Ep-RSN-2, mostraram predominéncia de folhas-B (35%) (Mackenzie et
al, 2009). Sendo esta uma evidéncia de que Ep-RSN-2 e Lv-RSN-1, apesar de serem
isoladas de ninhos de espuma de ri e possuirem atividade surfactante, sdo estruturalmente

bem diferentes.
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A técnica de dicrofsmo circular tem outras utilidades além de estimar a composicdo
dos elementos de estrutura secundéria de uma protefna. Os dados de CD também podem
ser utilizados para confirmar a integridade de uma proteina quando em contato com um
agente desnaturante (Kelly et al,, 2005). Apés contato da protefna Lv-RSN-1 com solugido
desnaturante (uréia/tiouréia) e posterior anélise de seu espectro de CD, verificou-se perda
parcial da conformac¢do da proteina. A proteina desnaturada também deixou de exibir
atividade emulsificante, indicando que Lv-RSN-1 precisa ter o contetido de estrutura
secundaria conservado para que atue como surfactante.

Algumas proteinas quando desnaturadas se tornam bons formadores de espumas
sendo estas denominadas espumas n3o-especificas, sendo bastante exploradas na inddstria
de alimentos. Para que espumas nio-especificas ocorram sio normalmente requeridas
concentragdes elevadas de proteinas (~ 10 mg/ml) e um tratamento fisico vigoroso. Este é
um processo que estd relacionado ao aumento da hidrofobicidade (as protefnas passam a
expor seus grupos hidrofébicos) e/ou viscosidade da proteina desnaturada que passa a
realizar a imobilizacdo fisica de bolhas de ar, caracterizando uma espuma (McClements,
2004).

O correto dobramento da protefna Lv-RSN-1 como requisito da atividade
emulsificante e sua atividade em baixas concentragées (0,1 mg/ ml) é bastante interessante

e reforca seu papel bioldgico intrinseco na formacéo de espumas.

6.3. ENDERECAMENTO DAS FASES DO CRISTAL E RESOLUCAO DA ESTRUTURA E DA SEQUENCIA DE

AMINOACIDOS

A cristalizag¢do de proteinas é um passo crucial na determinacio de sua estrutura
tridimensional. Entretanto, protefnas, de um modo geral, nio sio faceis de cristalizar. Esta
propriedade tem sido atribuida hd anos de evolugdo com pressio negativa, pois, na
natureza, a formacio de cristais/agregados é maléfica para a viabilidade das células.
Doencas como, por exemplo, Alzeimer’s e doenga Creutzfeldt-Jakob (doenga da vaca louca)
estdo associadas a um enovelamento errdneo, levando a formacdo de agregados de
proteinas. Desse modo, a dificuldade de uma dada protefna formar cristais esta relacionada
a uma maior vantagem evolutiva (Doye et al,, 2004).

Para facilitar a cristalizacdo, diversos kits com as mais diversas condigcdes de

cristalizagdo foram desenvolvidos e estdo disponiveis comercialmente. Devido 3 variedade
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de possibilidades existentes, urha estratégia mais racional deve ser utilizada. Sabe-se que
certos fons atuam estabilizando a conformacdo de macromoléculas flexfveis, aumentando
suas chances de cristalizar (McPherson e Cudney, 2006). Por acreditar-se que proteinas
surfactantes possuem maior flexibilidade estrutural, escolheu-se o screen comercial
PEG/Ion, que se confirmou realmente como o mais promissor para o crescimento de
cristais iniciais da proteina Lv-RSN-1. Cristais da proteina ranasmurfina, de P. leucomystax,
também cresceram no mesmo screen comercial PEG/Ion (McMahon et al, 2006), bem como
a proteina surfactante hidrofobina, que necessitou de altas concentracdes de fons para
cristalizar (Hakanpaa et al, 2003).

A partir de uma perspectiva cristalogréifica, o perfil de uma proteina pelo
espalhamento dindmico da luz (DLS) é de grande interesse, pois este estd estritamente
relacionado com a probabilidade de uma proteina cristalizar (Bergfors, 2009). A técnica de
DLS é bastante utilizada para se determinar o tamanho, a homogeneidade e o estado
oligomérico de uma protefna. Apesar de esta informagio poder ser obtida por outros
métodos, como géis de eletroforese nativos de poliacrilamida, ultracentrifugacio analitica
ou cromatografia de exclusdo molecular, esta tltima também utilizada neste estudo, o DLS
€ uma técnica rapida e sensivel que n3o necessita de muito material (Bergfors, 2009).

O ensaio de DLS da protefna Lv-RSN-1, seja em 4gua ou no tampdo utilizado para
purifica¢do e cristaliza¢do, exibiu uma dispersio monomodal da luz, sendo considerado um
aspecto positivo para os ensaios de cristalizacdo. Estima-se entre 70 a 80% de
probabilidade para uma proteina com tal distribuicio produzir cristais (Bergfors, 2009).

Cristais s3o disposi¢cdes ordenadas de dtomos e os dtomos tém a propriedade de
dispersar ondas de raios X através de seus elétrons. Quando incidida sob um cristal, apesar
de estas ondas se cancelarem na maior parte das direcdes, elas se adicionam
construtivamente em algumas dire¢des, que aparecem como pontos ao incidirem sob o
detector, chamados de reflexdes. Os padrées de difracio de raios-X (padrdo das reflexges)
ndo produzem uma imagem direta da estrutura molecular; a densidade eletrénica deve ser
reconstruida pela técnica de transformagdo de Fourier que, para tanto, necessita de duas
informagées: os fatores de amplitude e o angulo relativo de fase de cada reflexdo gerada
pela difracdo (Rupp, 2010).

Enquanto os fatores de amplitude sdo facilmente acessiveis durante a coleta de

dados, sendo diretamente proporcional a intensidade de cada reflexdo, os angulos relativos
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de fase sdo perdidos e devem Sser supridos por experimentos adicionais, constituindo o
problema de enderecamento das fases em cristalografia de macromoléculas (Rupp, 2010).

0 método atualmente mais utilizado para obtencdo de fases é a substituicio
molecular (MR), onde se necessita do conhecimento prévio da estrutura tridimensional de
uma proteina relacionada por homologia 4 proteina de interesse, utilizando-se as fases da
estrutura disponivel para enderecamento das fases da estrutura a ser elucidada. A escolha
de uma protefna para servir como molde na MR & normalmente guiada por uma
similaridade de pelo menos 30% na sequéncia de aminoacidos (Rupp, 2010). Apesar de ser
a estratégia menos dispendiosa, a MR nio pdde ser utilizada no atual estudo ja que, até o
momento da obtencdo do conjunto de difraciio, nfo se conhecia a sequéncia completa de
aminodcidos da Lv-RSN-1, impedindo, portanto, a busca por uma estrutura ja existente que
fosse relacionada por homologia 4 mesma. Além disso, os fragmentos obtidos por
sequenciamento de novo n3o apontaram a presenca de proteinas similares no banco de
dados, ao realizar-se a busca com a ferramenta BLAST.

Outros métodos utilizados para enderecamento das fases de um cristal sio a
substitui¢do isomorfa miiltipla (MIR), difracdo anémala a multiplos comprimentos de onda
(MAD), difragdo anémala de um tinico comprimento de onda (SAD) ou combinagdes dos
métodos (SIRAS, MIRAS), em que se faz necessério a incorporagdo de dtomos pesados no
cristal. Ou, ainda, enderecamento das fases por ab initio, que explora o fato de relacdes de
fases existirem entre certos conjuntos de fatores estruturais. Para tanto é necessario uma
alta resolucdo (pelo menos 1,2 A) e que, até momento, sé obteve sucesso para proteinas
relativamente pequenas (Rupp, 2010).

Desse modo, optou-se pela incorporacio de atomos pesados na resolucdo do
problema de enderecamento das fases. A decisio de qual atomo pesado escolher nio é
trivial, pois existe uma grande variedade de possibilidades. Neste trabalho, partiu-se para a
estratégia de testar se os 4tomos pesados mais utilizados atualmente se ligariam a proteina
em estudo, com uma prévia triagem de compostos que tinham afinidade com o pH e
condig¢es existentes na solugio de crescimento dos cristais (Joyce et al, 2010). A aplicacio
de espectrometria de massa permitiu analisar se os 4tomos pesados se ligaram a protefna,
mostrando afinidade pela mesma. Dentre os compostos testados, o acetato de chumbo
mostrou maior afinidade com trés possiveis sitios de ligacdo na proteina.

Entretanto, muitos sio os problemas encontrados na incorporacio de 4tomos

pesados em cristais de protefnas. Muitos cristais se deformam ap6s imers3o com a solucio
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do composto, sendo o tempo de contato decisivo para o sucesso. Um maior periodo de
tempo aumenta as chances de um dado composto percorrer os canais de solventes
existentes no cristal e se ligar a um maior nimero de moléculas de proteinas que o compae.
Por outro lado, um maior tempo de incubagfio também pode levar a destruigdo do cristal
(Joyce et al.,, 2010). Outro grande problema na derivatizagdo com dtomos pesados é que sua
incorporagio, muitas vezes, muda as dimensdes da célula unitaria do cristal, levando ao
nio isomorfismo entre o cristal nativo e o derivatizado, impedindo o enderegamento das
fases. Se o atomo pesado se incorporou ao cristal, se houve mudan¢a na orientagdo do
mesmo ou se este foi internamente desordenado, sdo caracteristicas que s6 poderdo ser
observadas no momento da coleta de dados de difragdo no Sincrotron, ja que ndo podem
ser analisadas com confiabilidade por simples microscopia de campo claro ou contraste de
fase (Garman e Murray, 2003; Rupp, 2010).

Apés a imersdo dos cristais em acetato de chumbo, estes foram levados ao
Sincrotron (Suica). Os cristais mantiveram-se ordenados e com a mesma célula unitaria do
cristal nativo, realizando-se a coleta de seus dados. Entretanto, ndo foi possivel a resolucio
de enderecamento das fases por esta técnica, pois ndo se verificou a presenca de atomos de
chumbo nos dados de difracdo, indicando que estes ndo se ligaram ao cristal,
provavelmente devido ao curto periodo de incubagdo.

Outra tentativa mal sucedida foi a estratégia de Wide search molecular replacement
(WSMR), em que o programa faz uma extensiva busca em todas as estruturas depositadas
no banco de dados de proteinas (PDB) com o objetivo de se achar uma estrutura homdloga
que possa ser utilizada para obtengéo das fases por substituicdo molecular. O programa é
adequado quando se tem um conjunto de dados de qualidade, quando ndo se tem uma
conformacio esperada ou quando a proteina ndo foi sequenciada, como foi o caso da Lv-
RSN-1 (Stokes-Rees e Sliz, 2010). A auséncia de uma estrutura no PDB para substitui¢do
molecular indicou que Lv-RSN-1 teria uma conformagio diferente de qualquer uma das
estruturas ja determinadas e depositadas, podendo ser considerada uma nova
conformacao.

Finalmente, o programa Arcimboldo possibilitou a obtencdo das fases por ab initio
(Rodriguez et al., 2012). Este é um programa recente que independe do fornecimento de
uma sequéncia de aminoacidos para resolver as fases, diferentemente de outros programas
de ab initio phasing como rosetta (Rohl e Baker, 2002) ou arp-wrap (Langer et al., 2008). O

programa testa muitas possibilidades utilizando fragmentos de estrutura secundaria,
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principalmente hélices dé polialanina, como molde na localiza¢do destes no conjunto de
difracdo (arquivo .mtz contendo fatores estruturais). Usando o Arcimboldo foi possivel
obter-se as fases, pois Lv-RSN-1 é constituida principalmente por hélices, tem relativa
baixa massa molecular e seu conjunto de dados tinha uma alta resolucéo.

Com a obtencido das fases, pode-se seguir com os passos seguintes para
determinacio da estrutura: transformagio de Fourier e obten¢do do mapa de densidade
eletrénica (Rupp, 2010). Com o mapa de densidade eletrdnica, foi possivel construir
manualmente a sequéncia de aminoécidos, onde cada ciclo de refinamento diminuiu os
valores de Rgee € Rwork € melhorou a densidade eletrénica. Devido ao fato de o
sequenciamento de novo ter alcancado uma cobertura de 97% da sequéncia em 6
fragmentos, foi possivel ordené-los tendo como base o mapa de densidade eletronica,
(Figura 32 e Figura 33). Ao final, foi possivel obter tanto a estrutura tridimensional da
protefna como também sua sequéncia de aminoacidos.

Corroborando com o perfil obtido em CD, a estrutura terciaria da proteina Lv-RSN-1
apresentou predominincia de a-hélices, sendo sua conformagdo composta por 13 feixes de
a-hélices e duas folhas-f anti-paralelas constituindo um grampo. Como ja sugerido por
andlises de espectrometria de massa, a estrutura mostrou a presenca de 4 pontes
dissulfeto.

A sequéncia reportada neste estudo mostrou 40% de identidade com a sequéncia de
ranaspumina-1 de Leptodactylus fuscus (Lf-RSN-1, GenBank AATT66300). Os autores que
reportaram esta sequéncia ndo descreveram o papel biolégico desta proteina. Sendo assim,
a predicdo da estrutura secundaria de Lf-RSN-1 foi determinada nesse estudo utilizando o
programa PSIPRED (Buchan et al, 2010; Jones, 1999) e o modelo de estrutura
tridimensional construido pelo programa YASARA (Krieger et al, 2002). Os resultados
mostraram uma estrutura com predomindncia de a-hélices, similar a obtida neste estudo
para Lv-RSN-1, permitindo a conclusdo de que as duas proteinas, provavelmente, possuem
uma funcio biolégica similar. O programa YASARA modelou duas pontes dissulfeto para Lf-
RSN-1 que sido conservadas quando comparadas com Lv-RSN-1 (Figura 39). Uma funcdo e
estrutura similares nio seriam uma surpresa, devido as duas espécies de ras serem
préximas filogeneticamente e, portanto, as duas proteinas devem ter um ancestral comum
proximo.

Com relacio as proteinas encontradas em ninhos de espuma de ris, somente duas

estruturas estio disponiveis atualmente, Ep-RSN-2 de Engyostomops pustulosus e
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ranasmurfina de Polypedates leucomystax, sendo as duas bastante diferentes quanto 3
sequéncia e estrutura. A estrutura da proteina Ep-RSN-2, resolvida por ressonincia
magnética nuclear (NMR), é composta por quatro folhas-B antiparalelas com uma o-hélice
circundando perpendicularmente uma de suas faces (PDB id: 2wgo) (Mackenzie et al,
2009). Ranasmurfina é um dimero (2 x 13 kDa), onde as duas cadeias sio covalentemente
ligadas, e sua estrutura revela um novo motivo em que cada subunidade exibe trés pontes
dissulfeto e uma ligacdo atipica lisina-tirosina-quinona (LTQ). A estrutura também possui
um cromoforo zinco em seu centro, o que confere a cor azul esverdeada do ninho de
espuma (Figura 4). Até o momento, os autores ndo descreveram a fungio bioldgica da
ranasmurfina nos ninhos de espuma (PDB id: 2vh3) (Oke et al, 2008).

Muitos processos sdo realizados ou regulados pelas interagées proteinas-proteinas.
Desse modo, residuos nas interfaces proteinas-proteinas sdo essenciais no funcionamento
das proteinas. A identificacdo dos residuos que atuam na interface pode contribuir para um
melhor entendimento das protefnas. Muitos sdo os programas que predizem sitios de
interacdo proteina-proteina, com base em complexos ji conhecidos (Porollo e Meller, 2007;
Chen e Zhou, 2005; Bradford e Westhead, 2005).

O conhecimento da estrutura de uma proteina permite, também, o entendimento de
possiveis sitios de interacdes com outras proteinas e, a partir de entdo, muitas
especulagdes podem surgir. Os dois programas de predi¢do destas interacdes, SPIDER
(Porollo e Meller, 2007) e cons-PPI (Chen e Zhou, 2005) (Figura 38), concordaram com a
regido de grampo das folhas-$ como sendo uma regido com potencial de formar interacdes
com outras proteinas. Entretanto, esta regido coincidiu com a da cavidade lipofilica da
proteina (Figura 37), levantando o questionamento se a regifio de grampo das folhas-f3
além de responder pelas propriedades tensoativas da proteina, também participaria de
interagdes proteina-proteina, que explicariam a estabilidade e consisténcia da espuma.

Mais estudos sdo necessarios para confirmar “se” e “quais” proteinas do ninho
interagem com Lv-RSN-1. Esse conhecimento é essencial para construir um modelo de
arquitetura dos ninhos de espuma de L. vastus e permitir novas aplicacées para essas

proteinas.
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6.4. ESTRUTURA VERSUS FUNCAO BIOLOGICA (ACAO SURFACTANTE)

Espumas sio fisicamente instdveis, sendo o excesso de pressao dentro de uma bolha
inversamente proporcional ao seu raio. Para uma bolha esférica o excesso de pressdo (AP)

n_.n z «u_n

é dado por: AP=2y/r; onde Y" € a tensdo superficial de um liquido e “r” é o raio (Cooper e
Kennedy, 2010).

Ainda, devido a uma alta razio superficial (drea : volume), a energia livre de
moléculas de 4gua expostas na interface com o ar é maior para bolhas pequenas quando
comparado com bolhas grandes. Consequentemente, bolhas tendem a colapsar quando na
superficie de espumas e bolhas menores tendem a se mesclarem para formarem bolhas
maiores (Cooper e Kennedy, 2010). Portanto, a estabilidade fisica de espumas depende de
numerosos fatores cinéticos, como viscosidade, tensio superficial, difusdo, dentre outros,
Sendo a formagio inicial de espumas ou bolhas somente possivel pela reducio da tensio
superficial (Cooper e Kennedy, 2010).

Sabe-se que a 4gua é um liquido incomum em muitos aspectos quando comparado
com a maioria dos outros fluidos, sendo a principal diferen¢a sua alta tensio superficial,
que esta relacionada com sua estrutura tetraédrica, devido as suas pontes de hidrogénio.
Sabdes, detergente, lipideos e outras estruturas anfipaticas podem reduzir a alta tensio
superficial da 4gua por formar uma camada na sua interface com o ar (Cooper e Kennedy,
2010).

Desse modo, o primeiro requerimento para qualquer processo de formacdo de
espumas em solugdes aquosas é ultrapassar a alta tensio superficial da dgua, facilitando a
formacio de bolhas. Convencionalmente, este processo envolve o uso de pequenas
moléculas de detergentes lipidicos que, em sua maioria, sdo danosos para membranas
biolégicas (Fleming et al, 2009).

Um exemplo disso é a liberaciio de acidos biliares, moléculas anfipaticas geradas a
partir do metabolismo do colesterol, no intestino. Os acidos biliares sio potencialmente
toxicos para as células, sendo sua homeostase estritamente monitorada pelo organismo,
pois estes “detergentes”, quando em elevada exposi¢do, causam desde diarreia crénica ao
desenvolvimento de tumores no figado (Kim, Ahn, et al, 2007; Kim, Morimura, et al, 2007).

Areducio da tensio superficial e, consequente, atividade surfactante, nos ninhos de
espumas independe da presenga de lipideos, nio sendo estes detectados nos mesmos. A

auséncia de uma porcio lipidica é vantajosa, ja que muitos surfactantes lipidicos s3o
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danosos por causarem alteragdes na membrana plasmatica. E a auséncia de toxicidade para
bactérias, fungos ou larvas de insetos, assim como a auséncia de atividade hemolitica do
fluido da espuma de L. vastus, relatados por Hissa et al. (2008), pode estar relacionada com
a inexisténcia de um contetdo lipidico.

Ao longo da evolugdo, as rds produtoras de ninhos de espumas conseguiram
desenvolver uma fascinante espuma biolégica que por nio ser constituida de lipideos, mas
sim de proteinas, ndo causa danos aos ovos ou espermatozoides da ra.

Lv-RSN-1 é capaz de reduzir a tensdo superficial da d4gua de 73 mN/m para 62
mN/m na concentragdo de 15 pg/ml (Figura 25). De forma similar, Ep-RSN-2, ranaspumina
de E. pustulosus, também foi capaz de reduzir a tensido superficial da agua de 72 mN/m
para 52 mN/m na concentragio de 10 pg/ml (Fleming et al, 2009). Outra proteina animal
surfactante, a laterina, isolada de equinos, demonstra atividade surfactante somente a
partir de 100 pg/ml, sendo sua atividade maxima atingida a 1000 pg/ml, quando reduz a
tensdo superficial da agua para 56 mN/m (McDonald et al, 2009). A atividade surfactante
de Lv-RSN-1 foi mais forte, em concentracio mais alta, por exemplo, 1500 pg/mli,
reduzindo a tensdo superficial da d4gua para 48 mN/m.

Existem muitos relatos de que espumas podem sim ser formadas por agitagdo
mecanica de solugdes proteicas altamente viscosas. Para tanto, demandam concentragoes
de proteinas bem mais elevadas (muitas vezes desnaturadas). Por exemplo, a agitacdo da
clara de ovo (ovalbuminas) pode formar espumas visualmente similares as dos ninhos de
ra, porém as albuminas para formar espumas necessitam de concentra¢cdes bem maiores
quando comparadas as dos ninhos de espuma (Cooper et al. 2005). Tipicamente entre 10 -
30 mg/ml de proteinas sdo utilizadas para estabilizar emulsdes, sendo usadas
principalmente na industria de alimentos (Damodaran, 2006).

Entretanto, este ndo é o caso de Lv-RSN-1, que é capaz de formar emulsdes de agua
em querosene na concentragdo tdo baixa quanto 100 ug/ml e reduzir a tensdo superficial
da agua a partir de valores de concentragio de 15 pg/ml. Proteinas com intrinseca
atividade de reducgdo da tensdo sup