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RESUMO

Grupos fluor6foros intrinsecos presentes nativamente em proteinas, como os residuos de
triptofano, e sondas fluorescentes extrinsecas, como o 4,4'-dianilino-1,1'-binaftil-5,5'-4cido
disulfonico (bis-ANS), podem ser empregados no monitoramento de mudancas
conformacionais ocasionadas pela interacdo de pequenas moléculas ou ions metalicos com a
estrutura de proteinas a partir do fenomeno de supressao de fluorescéncia. Para esse fim, a
cofilina-1 humana, proteina potencialmente envolvida na doenga de Parkinson (DP), foi
produzida de forma recombinante em E. coli, purificada e submetida a investigag@o estrutural
frente a sua possivel interagio com ions metalicos de interesse bioldgico, como ferro (Fe*"),
zinco (Zn**) e cobre (Cu*"), e aluminio (AI**

fluorimétrica. Onde, nos tampdes PBS, Tris-HCI, TES ¢ HEPES a 20 mM e pH 7.4 o

), ion metalico ndo fisiologico, por titulagdo

comprimento de onda de maxima emissdo de fluorescéncia (Amix) da cofilina-1 se manteve na
faixa de 329 e 333 nm e a adicdo de NaCl 50-150 mM, bem como a do quelante EDTA 1 mM
ao tampao de trabalho, HEPES 20 mM pH 7,4, ndo influenciou no perfil de emissao da proteina.
Ainda, ensaios de fluorescéncia intrinseca com os ions Zn?** e AI** sugeriram uma rapida
interacdo metal-proteina, enquanto experimentos de fluorescéncia extrinseca empregando o bis-
ANS (Kp = 3,91 pM, R? = 0,9956) indicaram uma interagdo mais acentuada dos ions Fe** (Kp
= 16,8 uM, R? = 0,9844) e Cu*" com a cofilina-1. Os perfis de supressdo obtidos para os ions
Cu?" e Zn*" sugerem uma cinética de interaciio lenta, enquanto o perfil obtido para o ion AI**
indicou uma possivel interagdo transiente com a proteina cofilina-1 humana nativa. Esses

resultados, ainda que preliminares, sdo promissores ¢ podem eventualmente servir de base para

futuros ensaios de fluorescéncia utilizando a proteina cofilina-1 humana na sua forma oxidada.

Palavras-chave: fluorescéncia; cofilina-1 humana; doenga de Parkinson.



ABSTRACT

Intrinsic fluorophore groups natively present in proteins, such as tryptophan residues, and
extrinsic fluorescent probes, such as 4,4'-dianilino-1,1'-binaphthyl-5,5'-disulfonic acid (bis-
ANS), can be employed in the monitoring of conformational changes caused by the interaction
of small molecules or metallic ions with proteins structure by the fluorescence quenching
phenomenon. For this purpose, the human cofilin-1, a potentially involved in Parkinson’s
disease (PD) protein, was recombinantly produced in E. coli, purified and submitted to
structural investigation in view of its possible interaction with metallic ions of biological
interest, such as iron (Fe’"), zinc (Zn?") and copper (Cu®"), and aluminum (AI**), a non-
physiological metal ion, by fluorometric titration. Where, in PBS, Tris-HCI, TES and HEPES
buffers at 20 mM and pH 7.4, the wavelength of maximum fluorescence emission (Amax) of
cofilin-1 remained in the range of 329 and 333 nm and the addition of 50-15 mM NaCl, as well
of the 1 mM EDTA chelator to the working buffer, 20 mM HEPES pH 7,4, did not influence
the protein emission profile. Furthermore, intrinsic fluorescence assays with Zn>* and AI** ions
suggested a rapid metal-protein interaction, while extrinsic fluorescence experiments
employing bis-ANS (Kp = 3,911 pM, R? = 0,9956) indicated a stronger interaction of Fe** (Kp
= 16,80 uM, R* = 0,9844) and Cu** with cofilin-1. The quenching profiles obtained for both
Cu?" and Zn*" ions suggest a slow interaction kinetics, while the profile obtained for the AI**
ion indicated a possible transient interaction with the native human cofilin-1 protein. These
results, although preliminary, are promising and may eventually serve as a basis for future

fluorescence assays using human cofilin-1 protein in its oxidized form.

Keywords: fluorescence; human cofilin-1; Parkinson's disease.
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1 INTRODUCAO

Dentre as principais patologias degenerativas que afetam milhdes de pessoas pelo
mundo, destacam-se as doencas de Alzheimer e Parkinson. Esta ultima, afetando cerca de 6
milhdes de pessoas ao redor do planeta (DORSEY et al., 2018). Trata-se de uma doenga
neurodegenerativa complexa e sem cura, que desperta grande interesse e preocupagdo na
comunidade cientifica. Aliado a isso tem-se o notavel aumento em cerca de 30 anos na
expectativa de vida da populacdo em paises desenvolvidos no século XX (CHRISTENSEN et
al., 2009) e o consequente envelhecimento da populacdo mundial. Visto que, apesar da
hereditariedade e da exposi¢do a pesticidas apresentarem-se como condi¢cdes de risco, o
principal condicionador de risco para o desenvolvimento da doenga de Parkinson (DP) ainda ¢
o envelhecimento (BEITZ, 2014).

Do ponto de vista bioquimico, a causa ou efeito mais provavel das doencas
neurodegenerativas estd diretamente relacionada a eventos como agregacdo e mal
enovelamento de proteinas (SOTO; PRITZKOW, 2018). No caso da DP, com a formacao de
agregados de a-sinucleina, uma pequena proteina intracelular de cerca de 14 kD, expressa no
tecido cerebral, identificada por Maroteaux em 1988 (MAROTEAUX; CAMPANELLI;
SCHELLER, 1988). Tais agregados insoluveis ddo origem a principal marca histopatoldgica da
DP, os corpos de Lewy, cuja composicdo ¢, em grande parte, de proteinas a-sinucleinas
(LANGLEY; CHARLESWORTH, 1997) associadas a outras macromoléculas. Estudos
recentes, conduzidos em conjunto, nos laboratorios dos professores Dr. Fabio Klamt (UFRGS)
e Dr. Richard B. Parsons (King’s College) mostraram, em analises de tecido encefalico humano
post mortem de pacientes com a doenga, que uma dessas macromoleculas ¢ a proteina cofilina-
1 (LOPES, 2017). Adicionalmente, demonstrou-se que essa proteina tem papel importante nos
primeiros estagios do processo neurodegenerativo da DP (LOPES, 2017).

A cofilina-1, de peso molecular de 18,5 kD, pertence a superfamilia das ADF/Cofilina
e tem grande importancia na modulagdo dos filamentos de actina (BERNSTEIN; BAMBURG,
2010). A descoberta da sua presenca nos corpos de Lewy abre perspectiva para novos estudos,
a fim de compreender a sua importancia para além das fungdes ja conhecidas, como citocinese,
morfogenese, transporte celular e fungdo sinaptica, quando esta liga-se aos filamentos de actina
(BERNSTEIN; BAMBURG, 2010). Recentemente demonstrou-se, também, o seu
envolvimento no aumento da patogenia e transmissdo de agregados fibrilares de a-sinucleina
entre células de ratos modelos (YAN et al., 2022), o que sugere o seu potencial envolvimento

nas fases iniciais e também na progressao da sinucleinopatia em questao.
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Estudos mostram que a DP afeta diretamente a homeostase e regulacdo do ferro em
regides do cérebro que estdo sob acdo degenerativa (DOUBLE et al., 2000). O ferro, assim
como outros metais (BJORKLUND et al., 2018), tem sido intensamente investigado, pois tais
ions estdo presentes nos corpos de Lewy e sugerem que estresse oxidativo e danos a estrutura
proteica causados por radicais livres podem ter papel importante na patogénese da doenca
(CASTELLANI et al., 2000). Ainda, ¢ de conhecimento geral que a proteina a-sinucleina
apresenta alta afinidade por metais de transicdo (SANTNER; UVERSKY, 2010), mas questdes
a cerca do papel direto dos ions metalicos no desenvolvimento da doenga e na mediagdo da
neurotoxicidade da a-sinucleina ainda permancem em aberto (CARBONI; LINGOR, 2015).

Diferentemente do que se sabe a respeito da a-sinucleina, nao hé evidéncias de estudos
de interagdo da cofilina-1 diretamente com metais, apenas ensaios indiretos de desfosforilagdo
dessa proteina usando calcio (WANG; SHIBASAKI; MIZUNO, 2005). Tal contexto, aliado a
relevancia do assunto e ao potencial terapéutico da abordagem, abre perspectiva para estudos
envolvendo ions metalicos e a proteina cofilina-1 humana. Metais como ferro, zinco e cobre
tém imensa relevancia bioldgica, tendo em vista, por exemplo, a presenga desses biometais na
forma de cofatores em inumeras enzimas, ¢ a atuacdo direta na homeostase metdlica e
imunidade humana (SCHEIBER; MERCER; DRINGEN, 2014; WANG et al., 2020). E
considerando-se que o desequilibrio na homeostase desses biometais leva a acumulagdo a nivel
cerebral (AZZIZ, 2011), estes devem ser considerados como alvos promissores a serem
investigados, uma vez que bioacumulacao de metais pode ser prejudicial para a saude humana.
Como ¢ reportado para o aluminio, um metal ndo biol6égico, em um cendrio de acumulagdo

intracelular (EXLEYT; DEREK BIRCHALL, 1992).

1.1 Estrutura da cofilina-1 humana

A cofilina-1 humana ¢ uma proteina relativamente pequena, composta de 166 residuos
de aminodacidos, a qual apresenta estruturas secundarias do tipo hélice-a, hélice-310, e folha-f3,
de acordo com o servidor de atribuicdo de estruturas secundarias STRIDE (HEINIG;
FRISHMAN, 2004) para a estrutura depositada no banco de dados de proteinas e acidos
nucleicos PDB (BURLEY et al., 2019) sob o codigo 1Q8X. Curiosamente, tal proteina
apresenta 4 residuos de cisteina (C39, C80, C139 e C147) que quando oxidados ddo origem a
ligacdes dissulfeto intracadeia, o que acarreta em mudangas conformacionais que se revelaram

danosas a célula humana (KLAMT et al., 2009; ZDANOV; KLAMT; SHACTER, 2010).
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Figura 1 — Estrutura tridimensional da proteina cofilina-1 humana (PDB 1Q8X). Destaca-se,
em A, as estruturas secundarias: hélices-a e hélices-319 na cor verde e folhas-3 em magenta.
Voltas (turns), algas (coils) e segmentos (bridges) estdo na cor cinza. Em B, como estdo
dispostos os residuos de cisteina C39, C80, C139 e C147 ao longo da estrutura tercidria da

proteina.

A

Fonte: Criado pelo autor utilizando o software de visualizagdo de estruturas moleculares UCSF Chimera
(PETTERSEN et al., 2004), a partir do primeiro frame da estrutura de RMN da cofilina-1 humana (PDB 1Q8X).

Interessantemente, essa proteina apresenta um unico residuo de triptofano (W104) em
sua estrutura, sendo esse aminoacido, geralmente, o principal responsavel pela fluorescéncia
intrinseca de proteinas (TEALE; WEBER, 1957), o que a torna bastante adequada para estudos
envolvendo espectroscopia de fluorescéncia. Uma vez que, em termos de comprimento de onda
e intensidade de emissdo, a fluorescéncia de tal residuo ¢ fortemente influenciada pelo seu
micro-ambiente, ele exerce um papel fundamental em diversos estudos (GHISAIDOOBE;
CHUNG, 2014). A supressao de emissao e/ou deslocamento do comprimento de onda maximo
de emissao de fluorescéncia pode indicar mudangas conformacionais na estrutura terciaria da
proteina em cendrios especificos, como no caso de interagdes com pequenas moléculas ou em
situacdo de desnaturagdo proteica (AKBAR; SREERAMULU; SHARMA, 2016; RUAN et al.,
1999; SINDREWICZ et al., 2019). H4, ainda, 6 residuos de tirosina (Y68, Y82, Y85,Y89,Y117
e Y140) e 5 residuos de fenilalanina (F15, F38, F71, F101 e F103) na estrutura da proteina. Tais
residuos de aminoacidos também sao fluorescentes, mas geralmente contribuem pouco para a

analise de alteracdo conformacional local, devido a baixa sensibilidade aos seus micro-
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ambientes, em razao de caracteristicas eletronicas inerentes a propria natureza de tais moléculas

(LAKOWICZ, 2006; ROYER, 1995).

Figura 2 — Em destaque, o residuo de triptofano (W104) na estrutura da proteina cofilina-1
humana (PDB 1Q8X). Evidencia-se a proximidade de tal residuo com os 4 residuos de cisteina,
principalmente com os residuos C80 e C139, em um raio de 5 A. Ainda proximo, em um raio
de 7 A, o residuo C39 e mais distante, dentro um raio de 15 A, o residuo C147, de acordo com

calculos do UCSF Chimera.

Fonte: Criado pelo autor utilizando o software de visualizagdo de estruturas moleculares UCSF Chimera, a partir
do primeiro frame da estrutura de RMN da cofilina-1 humana (PDB 1Q8X).

1.2 Espectroscopia de fluorescéncia molecular

A espectroscopia de fluorescéncia se fundamenta nos processos de absor¢ao e emissao
de fotons, essencialmente, no que acontece entre tais eventos, que ocorrem na escala dos
nanossegundos (ns) (LAKOWICZ, 2006), limitando-se a transi¢des entre estados eletronicos
de mesma multiplicidade. No caso de moléculas organicas, em geral, aos estados singleto Sy,
onde n 2 0. O Sp ¢ denominado estado fundamental e o Si e Sz, conhecidos como primeiro e
segundo estado excitado singleto, respectivamente (MIESSLER; FISCHER; TARR, 2014).
Nesse fendmeno, uma fragao da energia dos fotons absorvidos no processo de excitagdo (saida
do estado So para os estados Si e S») € perdida por vias ndo radiativas (retorno para o nivel

vibracional excitado mais baixo do S1), o que faz com que os fétons emitidos (retorno ao estado
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So) possuam menor energia e portanto, apresentem-se deslocados para a faixa do vermelho no
espectro eletromagnético, ou seja, com comprimentos de onda maiores (LAKOWICZ, 2006).
Tal fendmeno esta resumido no diagrama simplificado de Perrin-Jablonski, assim nomeado em
homenagem a alguns dos fisicos responsaveis pela fundamentagao teérica da espectroscopia de

fluorescéncia quantitativa moderna (JAMESON, 2014).

Figura 3 — Diagrama de Perrin-Jablonski

Niveis vibracionais
Sy
Decaimento nao radiativo
Sy
Absor¢ao | | Emissdo (Fluorescéncia)
\ \ A
B

Estado fundamental

Fonte: Introduction to fluorescence, David M. Jameson 2014, pagina 62, figura 4.6, “Perrin-Jabtonski diagram”.
Modificado pelo autor.

O wuso da espectroscopia de fluorescéncia molecular tem grande impacto na
investigacao da interacdo entre proteina e ligante devido a sua alta sensibilidade e seletividade
(MANOUCHEHRI et al., 2016). Em biomoléculas, como as proteinas, a emissao de
fluorescéncia intrinseca ¢ dominada pelos residuos de triptofano e, portanto, a presenca de tal
residuo ¢ essencial na investigacao estrutural de proteinas por espectroscopia de fluorescéncia
(TEALE; WEBER, 1957). Tal molécula apresenta duas transi¢des eletronicas isoenergéticas
proximas (JAMESON, 2014), devido a presenga do indol em sua estrutura molecular. Esse
composto possui 2 estados excitados, 'La e 'Ly, ¢ tais estados conferem ao residuo de triptofano
a sua alta sensibilidade ao micro-ambiente, visto que ambos podem sofrer alteragdes energéticas

a depender da polaridade do meio ao qual a proteina se encontra (CALLIS, 1997).
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Figura 4 — Estrutura molecular do aminoécido triptofano, a esqueda, e a orientagdo dos vetores

de momento de dipolo de transi¢do para os estados 'L, e 'Ly do indol, a direita.

A B
ILh

OH

Fonte: Criado pelo autor utilizando o software de desenho quimico ChemDraw®.

Ademais, tal técnica admite o uso de sondas fluorescentes externas como o 4,4'-
dianilino-1,1'-binaftil-5,5"-4cido disulfonico (bis-ANS), que liga-se, ndo covalentemente, a
sitios hidrofobicos de proteinas. Este tipo de sonda tem o seu perfil espectral, comprimento de
onda de emisssdao maxima e intensidade do sinal de emissdao de fluorescéncia, alterado em
resposta a mudancas conformacionais da proteina a qual se encontra ligada (LOBAO et al.,
2019), o que evidencia a sua sensibilidade ao micro-ambiente local e, portanto, o seu uso na
determinag¢do de alteragdes estruturais de macromoléculas. Essa propriedade tem sido
intensamente explorada em diversos trabalhos publicados validando seu uso (KORTE;
HERRMANN, 1994; R C BETHELL; N M GRAY; C R PENN, 1995; SARKAR et al., 1995;
SHI; PALLEROS; FINK, 1994) .

Figura 5 — Estrutura molecular da sonda hidrofobica bis-ANS.

‘0,38

Fonte: Criado pelo autor utilizando o software de desenho quimico ChemDraw®
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Nesse contexto, o presente trabalho investiga a possivel interacdo da proteina
recombinante cofilina-1 humana com ions metalicos fisiologicos (ferro, zinco e cobre) e com o
ion aluminio empregando-se espectroscopia de fluorescéncia. Além disso, discute-se aspectos
importantes relativos a obtecao de tal proteina por expressao heteréloga em bactéria Escherichia
coli (E. coli), bem como os desafios que envolvem a realizacdo do estudo de interacdo entre
proteinas, como receptores, € metais, como ligantes, dada a natureza quimica complexa de
ambos os envolvidos. Ademais, os resultados aqui apresentados podem contribuir para langar
luz sobre a possivel toxicidade de tais ions metdlicos no contexto das doengas

neurodegenerativas, em especial, no caso da DP, principal motivacao da investigacao realizada.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Produzir de forma recombinante e investigar estruturalmente a proteina cofilina-1

humana frente a determinados ions metélicos por espectroscopia de fluorescéncia.

2.2 Objetivos especificos

e Expressar e purificar a proteina cofilina-1 humana;

e Otimizar as rotinas de ensaios por fluorescéncia envolvendo a cofilina-1 humana nos
tampodes bioldgicos PBS, Tris-HCI1, HEPES e TES;

e Realizar titulagdes fluorimétricas da proteina com os cétions Fe*', Zn?", Cu*" e AI**

usando fluorescéncia intrinseca e sonda externa bis-ANS.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Expressao em E. coli e purificacao da proteina cofilina-1 humana

A expressao e purificacdo da proteina recombinante cofilina-1 humana deu-se segundo
metodologia ja descrita na literatura (LU et al., 2012), com algumas modificacdes, descritas a

seguir.

3.1.1 Expressdo

A partir de uma placa de cultura contendo células de E. coli, cepa BL21(DE3)
transformada com vetor de expressao pET30b contendo gene de resisténcia a canamicina € o
gene da proteina cofilina-1 humana clonado, cresceu-se uma colénia em 50 mL de meio cultura
LB (Luria Bertani) (Miller’s, Invitrogen™) a 37 °C e 180 rpm em incubadora shaker (Tecnal,
modelo TE-420) até a densidade 6ptica (OD) do meio atingir a faixa de 0,5-0,6 em 600 nm, e
inoculou-se 4 L de meio LB (40 g de Peptone, 20 g Yeast Extract, 40 g NaCl) previamente
autoclavados e contendo 50 pg mL™' de canamicina, com 4 mL da cultura crescida. Entdo,
mantendo-se as condi¢des de temperatura e agitagdo, monitorou-se o crescimento até o valor
de OD atingir 1,2. Neste momento, induziu-se a expressao da proteina com 0,5 mM de IPTG,

mantendo-se o crescimento por 4 h nas condi¢des de temperatura e agitacao citados.

3.1.2 Purifica¢do

Ao fim da etapa de expressao, recolheu-se todo o conteudo celular e centrifugou-se a
4 °C e 15000 rpm por 1 h (Beckman Coulter, modelo Allegra® 25R). Descartou-se o
sobrenadante, recolheu-se as células sedimentadas em um béquer, pesou-se e adicionou-se
tampao de lise (PBS 20 mM pH 7,0, NaCl 50 mM, EDTA 0,5 mM, Na>S>O4 5 mM, Lisozima
0,1 gmL"!, PMSF 0,17 g mL™!' em etanol) na propor¢io de 5 mL de tampdo para 2 g de massa
de célula. Ressuspendeu-se e sonicou-se a mistura usando processador ultrassonico (Sonics,
Vibra-Cell) por 40 minutos. Em seguida, centrifugou-se a 4 °C e 15000 rpm por 1 h, recolheu-
se o sobrenadante e tratou-se com 10 g DE52 (Whatman) adicionando-se tampao de equilibrio
(PBS 20 mM pH 7,0, NaCl 50 mM, EDTA 0,5 mM), e filtrando-se a vacuo em funil de Biichner
com papel de filtro. Recolheu-se o filtrado e aplicou-se na coluna de troca idnica CM-50

(Pharmacia), previamente equilibrada com tampao de equilibrio, eluindo-se a proteina com
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tampao PBS 20 mM pH 7,0 NaCl 100 mM, monitorando-se a sua absortividade no comprimento
de onda de 280 nm via FPLC (Bio-Rad BioLogic LP). Diluiu-se as fragdes eluidas, num fator
de 3, usando tampao PBS 20 mM pH 7,0, adicionando-se DTT 2 mM a amostra. Manteve-se a
amostra diluida em repouso por 30 min e a seguir, reaplicou-se a amostra na coluna CM-50,
eluindo-se a proteina com tampao PBS 20 mM pH 7,0 contendo 50 ¢ 100 mM NaCl,
monitorando-se a absortividade em 280 nm. Coletou-se as fragdes eluidas e armazenou-se em
-80 °C (Ultrafreezer -86 °C Thermos). Coletou-se aliquotas das fracdes eluidas para
caracterizagcdo por Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (PAGE) com Dodecil-Sulfato de
Sédio (SDS). Usando-se marcador de peso molecular (Protein Marker Precision Plus, Bio-Rad)
como padrao de massas relativas em gel de poliacrilamida 15%, para a identifica¢do da proteina
recombinante cofilina-1 humana expressada. Por fim, revelou-se os géis em sistema de

fotodocumentacao usando luz branca (Gel Doc XR, Bio-Rad).

Tabela 1 - Composi¢ao do gel de poliacrilamida 15%

(Volumes em pL)

Stacking gel Resolving gel

5% 15%
Resolving gel buffer (Tris-HCI1 375 mM, pH 8,8) - 750
Stacking gel buffer (Tris-HCI 125 mM, pH 6,8) 450 -
30:0,8 Acrilamida/Bis-acrilamida 300 2500
Agua 1020 1660
TEMED (Tetrametiletilenodiamina) 2.0 2.5
10% SDS 18 50
10% Persulfato de amonio 13.5 38

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.2 Preparacio de solucdes de FeCl3, CuClz, ZnClz e AICI3

Preparou-se solucdes estoque a 100 mM dos sais FeCls (Aldrich), CuCl, (Sigma-
Aldrich), ZnCl, (Acros Organics) e AICI3 (Vetec) usando balanga analitica (Mettler Toledo
ME104/A) e 4gua ultrapura (Milipore Direct Q® 3UV), atentando-se para o fato dos cations dos
respectivos sais precipitarem na forma de hidroxido. Nesse caso, adicionou-se algumas gotas
de HCI concentrado (Vetec) as solucdes de cobre, zinco e aluminio. No caso do sal de ferro,
dissolveu-se, primeiramente, em HCI concentrado e seguiu-se com a adi¢do de agua. Ao fim

dos procedimento, armazenou-se todas as solugdes em geladeira a 4° C.
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3.3 Preparacio de solucdes tampao PBS, Tris-HCL, HEPES e TES

Preparou-se solugdes tampao estoque a 100 mM e pH 7,4 de PBS (Tampao Fosfato-
Salino - NaH;PO4/NaHPO4, Sigma-Aldrich), Tris-HCI (Tris-(hidroximetil)-aminometano,
Uniscience), HEPES (Acido 2-[4-(2-hidroxietil)1-piperazinil]-etanosulfonico, SERVA) e TES
(Acido N-tris(hidroximetil)metil-2-aminoetanossulfonico, Sigma). Diluiu-se todas as massas
pesadas em agua ultrapura e ajustou-se o pH de cada solugao até o valor de 7,4 usando medidor
de pH (Metrohm 827 pH Lab). Para o tampao PBS, preparou-se solugdes a 100 mM de
NaH>PO4 (Fosfato de s6dio monobdsico) e Na,HPO4 (Fosfato de sddio dibasico) e misturou-
se, na propor¢ao de 1:3, respectivamente, ajustando-se o pH pela adi¢ao da solu¢ao de NaH>POg4
100 mM a mistura, sob agitacdo constante. No preparo dos tampdes HEPES e TES ajustou-se
o pH usando NaOH 2M (Synth), enquanto na preparagao do tampao Tris-HCI, usou-se HCI
1:1 %(v/v). Na preparacdo dos tampdes PBS e HEPES adicionados de NaCl, pessou-se massas
de NaCl referentes as concentracdes de 50, 100 e 150 mM e dissolveu-se no tampao, diluindo

para a concentracao de trabalho. Por fim, armazenou-se todas as solu¢des em geladeira a 4° C.

3.4 Medidas espectroscopicas

Realizou-se as medidas de espectroscopia eletronica de absorcdo em
espectrofotometro UV-Vis-NIR (CARY 5000, VARIAN) e as medidas de espectroscopia de
fluorescéncia em espectrofluorimetro estacionario (QM-40, Photon Technology International)
usando banho termostatico (Haake C10) a 25 °C. Em todas as medidas usou-se cubetas de
quartzo de 1 cm de caminho Optico. Ademais, nas titulagdes fluorimétricas evitou-se exceder
5% do volume amostral total, 1 mL, na adi¢ao dos titulantes, ions metalicos e bis-ANS. Ainda,
monitorou-se o OD dos crescimentos bacterianos em espectrofotdmetro UV-Vis com arranjo de

diodos (HP 8453, Hewllet Packard) usando cubeta descartdvel de 1 cm de caminho 6ptico.

3.5 Tratamento de dados

Tratou-se todos os dados usando os softwares OriginPro 2016 e GraphPad Prism 9.
Destaca-se que para a determinagao da constante de dissociagdo (Kp) nas titulagdes
fluorimétricas realizadas, usou-se a equagao de associagdao a um unico sitio de ligacao (One site

— Total binding) do GraphPad Prism 9.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Expressao e purificacio da proteina cofilina-1 humana

A proteina cofilina-1 fora previamente purificada e isolada no laboratorio de
Bioinorganica, tendo sido, inclusive, sequenciada garantindo sua identidade. Dessa forma, o
protocolo empregado tal como descrito na parte experimental, foi novamente realizado a fim
de se obter mais da proteina, a qual foi monitorada por eletroforese em gel desnaturante

(ANEXO A).

4.2 Medic¢ao da absorc¢ao eletronica

De modo a assegurar-se que o sinal de emissao de fluorescéncia seria proporcional a
concentracdo da amostra excitada, realizou-se experimentos de espectroscopia de absor¢ao
eletronica na regido do UV-Vis. Dessa forma, coletou-se os valores de absorbancia referentes a
concentracdo de 5 uM de cofilina-1 na faixa de 280 a 350 nm, regido de excitacdo ¢ emissao

dos residuos de triptofano, tirosina e fenilalanina presentes na estrutura da proteina.

Figura 6 - Espectro de absorcao eletronica na regido do UV-Vis da cofilina-1 em tampao PBS

200 mM pH 7,4.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Observa-se na figura 6 que a proteina apresenta baixa absorbancia na faixa de 280-350
nm, cerca de 0,05 de absorbancia na concentragdo de 5 uM. Esse valor ¢ descrito como a
absorbancia maxima limite em que se evita o efeito do filtro interno em ensaios de fluorescéncia
(LAKOWICZ, 2006). Esse efeito tende a diminuir a intensidade da fluorescéncia observada
devido, dentre outras razdes, a absor¢ao dessa energia pela propria amostra que se encontra
relativamente concentrada no meio. Logo, qualquer valor de concentragdo abaixo de 5 uM pode
ser utilizada com seguranga em experimentos de fluorescéncia envolvendo a cofilina-1 humana,

inclusive sem necessidade de corre¢ao desse possivel efeito.

4.3 Investigacdo das condicoes de estudo

De forma a contornar o efeito o efeito do filtro interno, previamente mencionado, e,
ainda, manter um equilibrio entre quantidade de amostra utilizada por ensaio e sinal de
fluorescéncia, decidiu-se por se empregar 2 uM de cofilina-1 por ensaio. Diante disso, realizou-
se experimentos em diferentes tampodes biologicos afim de determinar as melhores condigdes
de abertura de fendas de excitagao ¢ emissao a serem utilizadas nos ensaios de fluorescéncia
posteriormente. Como observado na figura 7, ambas as fendas foram variadas de 1,30 a 1,70

mm para todos os tampodes testados no experimento.

Figura 7 — Investigando condig¢des 6timas para fluorescéncia da cofilina-1 com mudangas das
fendas de excitagdo e emissao. Espectros de fluorescéncia obtidos pela excitacao da cofilina-1
2 uM em 280 nm (esquerda) e 295 nm (direita) nos tampdes HEPES (A), PBS (B), Tris-HCl
(C) e TES (D) 20 mM pH 7,4 NaCl 100 mM, com diferentes valores das aberturas das fendas.
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Verificou-se que em todos os tampdes o pico de maxima emissao da cofilina-1 nos

comprimentos de onda de excitagdo, em 280 nm e 295 nm, mantiveram-se ao redor de 329 e

333 nm, respectivamente, como mostrado na tabela 2, indicando apenas uma pequena influéncia

da polaridade dos tampdes PBS, Tris-HCI, TES e HEPES 20 mM pH 7,4 no comportamento

emissivo da proteina. Sabe-se que, devido aos efeitos eletronicos, determinados solventes

desviam a emissao de fluorescéncia para comprimentos de onda maiores. Isso ocorre devido a

interagdo entre o fluoréforo e o solvente, em especial quando o fluordforo € polar. Tal interagao

tende a diminuir a energia do estado excitado da molécula e por isso faz com que o maximo de

emissao de fluorescéncia seja deslocado para comprimentos de onda de menor energia quanto

mais polar € o solvente utilizado (LAKOWICZ, 2006).
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Tabela 2 — Comprimentos de onda (A) de maxima emissdo
Comprimentos de onda (nm)

Aexc. HEPES PBS Tris-HCI TES
280 330 328 329 327
295 332 333 333 332

Fonte: Elaborado pelo autor.

Ainda nesse sentido, nota-se uma variacao maior em relagao a intensidade de emissao
da proteina em cada tampao, principalmente no ensaio usando o tampao TES. Tal diferenca
pode ser atribuida a efeitos da acdo de ciclos de congelamento e descongelamento da amostra
utilizada. O que afeta diretamente a qualidade de materiais dessa natureza. Ressalta-se que a
partir desse ensaio todas as amostras foram aliquotadas em volumes adequados aos
experimentos, de modo a preservar as caracteristicas da amostra e evitar a propagagao de erros

nos experimentos posteriores.

4.4 Determinacao da forga ionica e investigacdo de metais na amostra

Seguindo um dos objetivos propostos no trabalho, a titulagao fluorimétrica da cofilina-
1 humana com cations metalicos, realizou-se inicialmente um estudo de forca ionica do meio,
utilizando NaCl como eletrélito nos tampdes PBS e HEPES. A necessidade de tais ensaios
mesmo em tampdes com forga iOnica constante, reside no fato de que interagdes meramente
eletrostaticas podem ocorrer pela adicdo de metais a amostra, dado que macromoléculas
apresentam, naturalmente, uma grande superficie de contato e cargas superficiais, e tais
interacdes podem adicionar erros aos resultados desse tipo de ensaio. Interessa identificar
interacdes sitio seletivas dos metais na cofilina-1 e ndo simplesmente seu efeito
eletroneutralizador. Nesse sentido, observou-se a influéncia da forca idnica na emissao de
fluorescéncia da cofilina-1, utilizando o tampao HEPES 20 mM pH 7,4 adicionado de 50, 100
e 150 mM de NaCl.

Figura 8 - Efeito da forca i6nica na emissao de fluorescéncia da proteina cofilina-1 humana.
Em destaque os espectros de emissdo obtidos pela excitagdo em 280 nm (A) e 295 nm (B) em
tampao HEPES 20 mM pH 7.4, contendo concentragdes variaveis de NaCl, usando 1,50 mm de

abertura de fenda.
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Nota-se que nao ha nenhuma mudanca no perfil de fluorescéncia da amostra, com o
pico de maxima emissdo se mantendo na regido ja mencionada, em ambos os tampdes. Esse
resultado confere seguranca ao uso de forca idnica moderada a elevada sem o comprometimento
do perfil de fluorescéncia da proteina. Adicionalmente, de modo a se certificar que a amostra
se encontrava isenta de ion metalico, adicionou-se a cubeta 1 mM de EDTA, e mediu-se a
fluorescéncia da amostra nessa condi¢do. Convém mencionar que alguns ions metalicos podem
atuar como supressores de fluorescéncia, assim, capazes eventualmente influenciar nos
resultados das titulagdes fluorimétricas. A fim de checar se ions livres poderiam estar presentes

influenciando as medidas, foi adicionado excesso de EDTA, agente quelante.

Figura 9 - Efeito da adi¢do de EDTA na emissdo de fluorescéncia da cofilina-1. Espectros de
emissdo obtidos pela excitacdo em 280 nm (A) e 295 nm (B) em tampao HEPES 20 mM pH

7,4, na presenca e na auséncia de NaCl e EDTA, usando fendas de 1,50 mm.
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32

Assim, ap6s a adigdo de EDTA verificou-se, o perfil do espectro de emissdo, o qual se
mostrou inalterado pela presenga do quelante. Na figura 9, percebe-se que os espectros da
amostra, na auséncia e na presen¢a de EDTA, sdo semelhantes. Isso evidencia que a amostra
deve se encontrar livre de ion metélico e, portanto, os eventuais resultados de supressao obtidos
nos ensaios com os ions metalicos serdo, muito provavelmente, devido aos efeitos de interacao

com a amostra de cofilina-1.

4.5 Otimizac¢ao da fluorescéncia da cofilina-1 com adi¢ao de ions metalicos

Com o proposito de selecionar o tampao mais adequado para o tipo de ensaio proposto
no trabalho, seguiu-se com a realiza¢do dos ensaios de adi¢ao de ions metalicos na amostra
contida em tampao PBS e HEPES 20 mM pH 7,4 NaCl 100 mM. Nesse experimento observou-
se, rapidamente, duas caracteristicas marcantes. A precipitagdo dos ions metalicos Cu?", Zn*",
AP’ e Fe** em tampdo PBS, e a dificil estabilizacdo da fluorescéncia da amostra quando
adicionada de Fe*" em tampdo HEPES. A primeira observagio pode ser atribuida a formagio
de sais de fosfato (PO4>") pouco soltiveis com os respectivos cations. A segunda caracteristica
mostrou-se mais complexa, e diante disso, estudou-se a estabilidade da emissdo de
fluorescéncia em todos os tampdes, mantendo a fenda de excitacdo aberta durante o periodo de

1 h, afim de investigar a causa de tal efeito supressor.

Figura 10 — Efeito da fenda de emissdo aberta sobre a fluorescéncia da cofilina-1 durante 1 h
de ensaio. Espectros de emissdo da cofilina-1 2 uM e seus respectivos graficos de supressao de
fluorescéncia, intensidade maxima (Imax) versus tempo (t), monitorados por 60 min, obtidos
pela excitacdo em 280 nm (1) e 295 nm (2) usando fendas de 1,50 mm nos tampdes HEPES
(A), PBS (B), TES (C) e Tris-HCI (D) 20 mM pH 7,4 NaCl 100 mM, mantendo-se a fenda de

excitagdo aberta durante os experimentos.
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Fonte: Elaborado pelo autor

Essas medidas ilustraram que o efeito de supressao, que dificultava a analise, ndo

deveria estar associado ao ferro e possivelmente nao estaria associado ao tampao HEPES e sua
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potencialidade de geracdo de perdxido de hidrogénio como reportado em um estudo de 2013
(JEFFREY MORRIS; ZINSER, 2013), em que se demonstrou a geracdo de H>O», quando

expostos a luz, em tampdes de Good (GOOD et al., 1966), classe de tampdes biologicos em que
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HEPES, Tris-HCIl e TES fazem parte. Entretanto, em nosso caso a amostra se comportou de
maneira semelhante também em tampao PBS como mostrado em B1 e B2 na figura 10. Diante
disso, realizou-se um ensaio adicional mantendo a fenda de excitagao fechada apds cada medida

2

sob 0 mesmo tempo de monitoramento, como mostrado na figura 11.

Figura 11 - Espectro de emissdo para cofilina-1 2 puM e seus respectivos graficos de supressao
de fluorescéncia, intensidade maxima (Imsx) versus tempo (t), monitorados por 60 min, obtidos
pela excitagao em 280 nm, A, e 295 nm, B, usando fendas de 1,50 mm em tampao HEPES 20

mM pH 7,4 NaCl 100 mM, mantendo a fenda de excitacdo fechada durante o experimento.
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Fonte: Elaborado pelo autor

Interessantemente, a manuten¢ao d a fenda de excitacao fechada ao fim de cada medida
resultou na expressiva estabilizagdo da fluorescéncia da amostra e, portanto, na preservacao do
perfil espectral da cofilina-1, como mostrado na figura 11. Isso sugere que a possivel causa da
supressao observada ao longo do tempo esta relacionada especificamente com a luz incidida
diretamente sobre amostra, visto que ndo ha estudos indicando a geracdo de H2O2 em tampao
PBS. Esse fenomeno, possivelmente, se trata de photobleaching da amostra, semelhantemente
ao que ocorre com varios agentes fluorescentes. Desse modo, nota-se que € pouco interessante,
do ponto de vista de exatidao, a realizacao de experimentos mantendo a amostra sob irradiagao.
Diante disso, conduziu-se todos os experimentos mantendo a fenda de excitagdo fechada apds

arealizacdo de cada medida, de maneira a atenuar a propagacao de erros em medidas posteriores.
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4.6 Titulacio da cofilina-1 humana com os cations Zn** e AI** por fluorescéncia intrinseca

Na figura 12 apresenta-se ambos os espectros de emissdo da proteina, antes e apds a
adigdo do ion, sendo o espectro foram perturbado pela adi¢io de Zn>". Entretanto, observou-se,

especialmente, um perfil de variacdo pouco linear relativo a emissao do residuo de triptofano,

quando excitado em 295 nm.

Figura 12 - Espectros de emissio fluorescéncia intrinseca da cofilina-1 sob adi¢do de ions Zn?"
em tampao HEPES 20 mM pH 7,4 NaCl 100 mM. Em A, o espectro obtido pela excitagdo em
280 nm e, em B, o espectro obtido pela excitacdo em 295 nm e o seu respectivo grafico de

intensidade méaxima (Imax) versus concentragio de Zn>".
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Fonte: Elaborado pelo autor

Os resultados apresentados na figura 12 sugerem que a proteina pode ter interagido
com o ion metalico rapidamente, o que pode ter exposto o residuo de triptofano ao solvente,
diminuindo a sua emissdo, que logo em seguida voltou ao ambiente hidrofobico interno da
proteina, fato notério pelo aumento do seu sinal de fluorescéncia no espectro da direita. Isso
aparenta ter ocorrido visto que o ultimo espectro obtido pela excitagdo em 295 nm encontra-se
quase que sobresposto ao primeiro. Assim infere-se que a proteina, pelo menos nos arredores
do triptofano, tenha possivelmente retornado a conformacao inicial, com uma leve alteragdo,
dado o modesto deslocamento da banda para o vermelho, observado com o aumento de zinco
adicionado a amostra. Todavia, esse comportamento descrito ¢ hipotético, € merece outros

estudos para sua validagdo. Por outro lado, quando esse processo ¢ investigado excitando outros
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residuos, o perfil geral ndo indica alteragdo no maximo de emissdo, exceto a supressdo da

fluorescéncia da proteina com a adi¢ao de zinco.

Figura 13 - Espectros de emissdo de fluorescéncia intrinseca da cofilina-1 sob adi¢ao de ions
APP'. Em A, o espectro obtido pela excitagdio em 280 nm e, em B, o espectro obtido pela

excitacdo em 295 nm e o seu respectivo grafico de intensidade méxima versus concentragdo de

AP,
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Fonte: Elaborado pelo autor

Diferentemente do que se observa para o zinco, o espectro relativo a emissdo do
residuo de triptofano, figura 13 a direita, mostra-se menos irregular e com alteragcdo do perfil e
maximo de emissdo, sendo no sentido de que o primeiro e o Ultimo espectro observados em
ponto distintos. Esse comportamento, nesse contexto, pode sugerir uma mudancga de local do
residuo de triptofano para um ambiente ainda mais apolar, ou seja, sugere-se que a proteina
pode estar interagindo com o metal e tornando-se mais compactada. Convém mencionar que o
ion AI** é relativamente leve e ndo se trata de espécie paramagnética, havendo assim pouca
expectativa de que sua interacdo com a proteina provoque uma supressao de emissao, exceto se
houve alteragdes conformacionais. O espectro de fluorescéncia obtido pela excitagdo em 280
nm mostra-se concordante com a interpretagdo, uma vez que nota-se a supressdo do sinal de
fluorescéncia em conjunto com pequena alteracao no perfil do espectro. O que, portanto, pode
indicar que mudangas conformacionais globais ocorreram na proteina titulada.

Ainda durante a execucdo dos ensaios notou-se uma demora relativamente alta para o
sinal de fluorescéncia estabilizar, o que pode sugerir uma interagdo lenta entre o ion metélico e
a proteina. De modo a reduzir esse efeito cinético sobre a medida, pode-se fazer a incubagao da

amostra de proteina com determinadas concentracdes ions metalicos, € monitorar o tempo
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necessario para a estabilizac¢ao do sinal. Tal abordagem pode ser uma alternativa para a obtengao
de um resultado menos disperso, logo, de mais facil interpretacao.

Apesar de tais resultados sugerirem a ocorréncia de interagdo com os metais, para
ambos os casos, deve-se destacar que ensaios mais longos e em diferentes temperaturas devem
ser realizados de forma a garantir que a supressdo do sinal ocorra em razdo de interagdes

intermolecular e ndo meramente por colisdo (supressdo dinamica).

4.7 Investigando o uso de bis-ANS como sonda para a cofilina-1

De modo a determinar a concentragdo ideal da sonda fluorescente extrinseca, realizou-
se ensaios de saturacdo da cofilina-1 1 uM. Essa sonda apresenta um desvio expressivo de seu
maximo de emissdo para azul, o que ¢ consistente com a diminui¢ao da polaridade do
microambiente que surge ao se ligar ndo covalentemente a sitios hidrofobicos de proteinas
(SHELUHO; ACKERMAN, 2001). Na figura 14 pode-se observar esse desvio quando se
compara o maximo de emissdo (excitada em 350 nm) da sonda livre e ligada a estrutura da

macromolécula investigada.

Figura 14 - Espectros normalizados da sonda hidrofobica bis-ANS livre e ligada a cofilina-1

em tampao PBS 20 mM pH 7,4 NaCl 100 mM.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Os seguintes ensaios tiveram por objetivo determinar a constante de dissociacdo Kp

relativa a interag@o entre o bis-ANS e a cofilina-1. Em bioquimica, o Kp ¢ obtido considerando-

se o equilibrio entre um receptor R e um ligante L como descrito abaixo:
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[R][L]
RL= R+ L, sendo que Kp = ——
[RL]

Essa constante ¢ extremamente util, pois revela quando metade, ou 50% dos sitios de
interagdo do receptor estdo ocupados com o ligante. Nesse momento, a concentracao de ligante
torna-se igual ao valor de Kp, e desse modo sabe-se qual concentragdo de ligante, nesse caso o
bis-ANS, deve ser usado de modo a assegurar-se que a sonda se encontra ligada a proteina e,

portanto, o sinal de fluorescéncia obtido refere-se, majoritariamente, ao complexo sonda-

proteina.

Figura 15 - Curvas de saturagdo de bis-ANS titulada na cofilina-1, empregando-se tampao

HEPES 20 mM pH 7,4 na auséncia (A) e na presenca (B) e de NaCl 100 mM usando abertura
de fenda de 1,0 mm.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Sabendo disso, titulou-se a proteina em tampao HEPES 20 mM pH 7,4 na auséncia e
na presenca de NaCl 100 mM até que fosse alcangado a saturagdo do sinal de emissdo, o que
indica a ocupacao total dos sitios hidrofébicos da cofilina-1 pela sonda hidrofobica utilizada
como titulante. Percebe-se pela figura 15 que a proteina interage de forma diferente com a sonda
a depender a salinidade do meio. Assim, foi possivel determinar uma constante de dissociagdo
cerca de 3 vezes menor para o complexo cofilina-sonda em meio isento de NaCl, o que indica
uma maior afinidade da sonda pela proteina em tampao sem sal. Tal resultado ¢ interessante,
porém para estudos envolvendo metais, como ja mencionado, ¢ necessario que a forca iOnica

do meio esteja ajustada e, portanto, o0 Kp no valor de 3,91 uM mostra-se mais util no contexto
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do presente trabalho. Nos estudos posteriores utilizou-se como base a concentracido de 4 uM de
bis-ANS para as titulagdes realizadas com a sonda e cofilina 1 pM em tampao HEPES 20 mM
pH 7,4 NaCl 100 mM.

4.8 Titula¢do fluorimétrica com os cations Zn?*, Cu?*, Fe’* e AP* por fluorescéncia

extrinseca

Como mostrado na figura 16, todos os espectros de emissao foram alterados conforme

adicinou-se metal ao complexo bis-ANS-cofilina-1 presente na cubeta.

Figura 16 - Espectros de emissao de fluorescéncia da sonda extrinseca bis-ANS ligada a
cofilina-1 sob adigdio dos ions Fe*", Cu**, Zn** e AI’". A esquerda o espectro obtido pela
excitagdo em 350 nm e, a direita, o seu respectivo grafico de intensidade maxima versus
concentracdo de ions adicionados. Sendo A, B, C e D referentes as titulagdes fluorimétricas
usando os cations Fe**, Cu**, Zn>" e AI*", respectivamente, em tampao HEPES 20 mM pH 7,4

NaCl 100 mM usando abertura de fenda de 1,0 mm.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Observou-se que os fons Fe** e Cu?" podem ter causado uma alteragio estrutural mais
global na proteina, quando comparados com os ions Zn** e AI**, devido a supressdo quase que
total do sinal de emissdo do bis-ANS ligado a proteina, indicando a possivel exposi¢do dos
sitios hidrofobicos da cofilina-1, e consequentemente da sonda, ao ambiente polar do solvente.
Nesse contexto, a satura¢do do sinal de fluorescéncia para o Fe*”, com respeito ao seu maximo
de emissao, figura 16A, proporcionou a determinacdo da constante de dissociagdo Kp desse
metal de forma indireta, cujo valor estimado foi de 16,8 uM (ajuste ndo linear, R? = 0,9844).
Ainda que em ambos, mas de forma mais expressiva no caso do cobre, observa-se a formagao
de uma banda ao redor de 430 nm, ilustrando deslocamento para o azul, porém banda sem muita
definicdo e distinta do bis-ANS livre.

Apesar da titulagdo com o ion cobre o sinal de emissdo ainda apresentar-se em queda,
ao fim da adi¢ao de 50 uM do metal a amostra, figura 16B, ¢ nitida a queda dramatica do sinal
de emissdo da sonda no inicio da titulagcdo. Esse comportamento pode indicar uma afinidade
significativa desse ion metalico pela proteina, o que pode estar relacionado com a afinidade
desse metal por ligantes contendo atomos de enxofre, presente nos residuos de cisteina da
cofilina-1 e encontrado no sitio ativo de proteinas que apresentam o cobre como cofator, como
por exemplo nas multicobre-oxidases azuis (KOMORI; HIGUCHI, 2010) que podem

apresentar, também, metionina como residuo coordenante ao cobre.
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De modo similar ao cobre, a supressdo do sinal de emissdo da sonda para a titulagdo
com o zinco, ocorreu de forma intensa, figura 16C. Porém, nota-se que mesmo apds a adi¢ao
de 50 uM de metal a amostra, o sinal de emissdo ainda se encontra sob supressao, indicando
que a interagdo, apesar de intensa no inicio, pode apresentar uma cinética lenta. Tal fato pode
estar relacionado, assim como no caso do cobre, com a afinidade do zinco por atomos de
enxofre, notdvel pela existéncia de diversas proteinas contendo um ou mais ions Zn>" ligados
aos residuos de cisteina, como no caso das proteinas multifuncionais dedos de zinco (LAITY;
LEE; WRIGHT, 2001). Como mostrado na titulacdo por fluorescéncia intrinseca, o ultimo
espectro relativo a excitacao do residuo de triptofano em 295 nm, mostrou-se similar, em termos
de intensidade, com o espectro inicial da proteina isenta de Zn?>'. Tal fato ocorreu na
concentracdo de 15 uM, curiosamente, a mesma concentragao em que o grafico da sonda, figura
16C a direita, apresentou uma estabilizacdo momentanea. Nesse contexto, infere-se que, apesar
de ambos os experimentos apresentarem concentragdes maximas de zinco adicionado diferentes,
os dois resultados estdo de acordo, uma vez que o espectro obtido pela excitagdo em 280 nm
encontra-se sob supressao, o que por fim, pode sugerir a existéncia de uma cinética de interagao
lenta entre o zinco e a cofilina-1.

Assim como mostrado previamente por fluorescéncia intrinseca, a adi¢do de aluminio
a amostra também perturbou o espectro de emissdo de fluorescéncia da sonda, figura 16D,
Todavia, nota-se que pode ter ocorrido apenas uma interacao transiente com a proteina, uma
Vez que o seu espectro apresenta um minimo em 4,5 pM de AI*" adicionado, figura 16D a direita,
similar ao que se observa no espectro obtido por fluorescéncia intrinseca pela excitacdo da
proteina em 295 nm que ocorre por volta de 5 uM, figura 15 a direita. Esse perfil pode indicar
um rearranjo conformacional da proteina, mas que merece maiores estudos. Observa-se também
que tal interagdo sugere ter sido suficiente para alterar a conformacao inicial da proteina, visto
que o ultimo espectro obtido se apresenta levemente suprimido em relacao ao inicial e, portanto,
estd em concordancia com o que se observou na titulagdo com aluminio via espectroscopia

intrinseca da cofilina-1.
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5 CONCLUSAO

Nesse trabalho conduziu-se a expressao da proteina recombinante cofilina-1 humana
em E. coli e foi iniciada sua purificagdo. Embora a proteina obtida ainda necessite ser
posteriomente purificada e caracterizada, ha indicios de que tenha sido obtida na sua forma
nativa.

O uso da cofilina-1 previamente isolada possibilitou otimiza¢do de grande parte das
rotinas de ensaios de fluorescéncia envolvendo a cofilina-1 humana. Nesse sentido, foi possivel
determinar, por exemplo, os valores de concentracdes mais apropriadas da proteina para estudos
de fluorescéncia, aberturas de fendas de excitacdo e emissdao do fluorimetro, bem como
determinar constantes de dissociagdo importantes referentes a interagao proteina-sonda externa
fluorescente (bis-ANS). Além disso foi possivel descrever o comportamento emissivo dessa
proteina em varios tampdes bioldgicos, como PBS, HEPES, TES e Tris-HCI, o que auxiliara no
desenvolvimento de experimentos futuros dessa natureza.

Por fim, através de titulagdo fluorimétrica da proteina cofilina-1 humana, seja por
fluorescéncia intrinseca ou usando a sonda fluorescente bis-ANS, com os fons Fe**, Zn?*, Cu?*
e AI**, detectou-se uma possivel interagio da proteina com tais ions, com destaque para o ion
férrico que apresentou uma constante de dissociagdo de 16,8 uM. Convém destacar os ions
metalicos zinco e cobre, que sugerem uma propicia interacdo com sitios especificos da proteina,
em particular e possivelmente, com os residuos de cisteina dessa biomolécula. Tais ions sdo
conhecidos por apresentarem afinidade aos d&tomos de enxofre das proteinas. Com isso, abrem-
se novas oportunidades de se investigar o possivel papel bioldgico desses metais frente a
cofilina-1, considerando que no cérebro hd quantidades consideraveis de ions zinco, por

exemplo, e sua fungao pode ser bastante relevante.
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ANEXO A — EXPRESSAO E PURIFICACAO DA PROTEINA COFILINA-1
HUMANA

Nesse procedimento de eletroforese em gel, observou-se que a fracao eluida usando
tampao PBS 20 mM pH 7,0 NaCl 100 mM, pico nimero 9 identificado no cromatograma da
figura 17, ainda se encontrava impura e necessitaria passar por mais outra etapa de purificagao
cromatografica. Isso pode ser evidenciado pela presenga de outras bandas no gel, além da
presenca de uma banda logo acima daquela atribuida a cofilina-1. O uso de cromatografia de
exclusao por tamanho (SEC) pode ser interessante nesse contexto, visto que a coluna utilizada
nesse tipo de técnica separa eficientemente proteinas de tamanhos diferentes, eluindo
rapidamente as proteinas maiores e retendo na sua fase estacionaria aquelas de tamanhos
menores (DUONG-LY; GABELLI, 2014). Esse procedimento fora realizado no laboratorio para

essa proteina.

Figura 17 - Cromatograma e gel de eletroforese da purificagdo da proteina recombinante
cofilina-1 expressada em E. coli. O cromatograma do procedimento usando CMS50 (A),
evidenciando o pico eluido em tampao PBS 20 mM pH 7,0 com NaCl 100 mM. O gel de
poliacrilamida em condi¢do desnaturante (B), exibe a banda relativa a cofilina-1 e os

marcadores de proteinas.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Observa-se ainda que a banda intensa no gel de eletroforese atribuida a cofilina-1
apresenta-se em uma regido de peso molecular levemente acima da regido esperada para o seu
peso molecular de 18.5 kDa, ja reportado na literatura. Como pode ser confirmado, também,

pela comparagdo com outra banda presente no gel de uma puficagdo realizada em 2018, figura
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18. Na qual expressou-se a cofilina-1 em quantidade significativa, cerca de 40 mg, e
quantificou-se a sua concentracdo em 3.95 mg pL™!' por meio do ensaio de Bradford
(BRADFORD, 1976), bem como foi realizado sequenciamento confirmando sua identidade. E
importante esclarecer que se utilizou a cofilina-1 dessa expressao em todos os experimentos do

presente trabalho.

Figura 18 - Gel de eletroforese referente a purificagdo realizada previante (UFC, Dra. Ana
Claudia Silva Gondim, coorientadora do presente trabalho). Em destaque a banda referente a

proteina cofilina-1 e os marcadores moleculares.
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Fonte: Disponibilizado pela Dra. Ana Claudia Silva Gondim e modificado pelo autor.



