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Resumo

Polifenismo é a habilidade de um genoma expresddtipios fenotipos
morfologica e comportamentalmente distintos. Em lhetse Apis mellifera, o
polifenismo é essencial, uma vez que gera divigatagkfas na colméia, vital para sua
viabilidade. A plasticidade fenotipica das abelléasnediada nutricionalmente pela
geleia real (GR). Angjor royal jelly protein 1 (MRJP1) € a mais abundante proteina da
GR, e é descrita como o principal fator ativo néerdnciacdo de castas dis
mellifera. A MRJP1 é uma glicoproteina que se liga fortemarum peptideo chamado
apisimina (5,5 kDa) e se auto-associa, formandoptaxos de diferentes tamanhos,
podendo se apresentar em diversas formas molesulamnea Unica solucdo. O objetivo
deste trabalho foi caracterizar associacfes de WIRBY diversas condicbes. MRJP1
foi purificada em um Unico passo de cromatograéidrdca ibnica. Por cromatografia
de exclusdo molecular foi possivel observar queRdRA tende a se oligomerizar ou até
mesmo a se agregar em tampdes acidos, em amapiesdas a 60°C ou em tampdes
com alta molaridade de sal (2 M de NaCl) ou deirgli¢2 M),. Em tampé&o PBS pH
neutro e tampao carbonato/bicarbonato pH 10,0, dRMMResta presente em trés formas
-pentamero (290 kDa), dimero (120 kDa) e mondom&bokDa). Ao se adicionar 0,5 M
de glicina em tamp&o carbonato/bicarbonato pH 1@&0MRJP1 se dissocia,
apresentando-se mais abundante nas formas dimeémcanomeérica. A presenca dos
surfactantes dodecil sulfato de sodio, Tween® B0ije35 induz um aumento na massa
dos complexos de MRJP1, causado provavelmente ljggledo de moléculas do
detergente com a proteina, podendo também indligionoerizacdo ou agregacao.
Logo, conclui-se que a liofilizagdo e aquecimen#és dmostras de MRJP1 induzem
oligomerizacdo e agregacdo da amostra. Nao liafiliz mondmero e manté-lo em
baixas temperaturas mantém a amostra nesta forméularo O tampéo
carbonato/bicarbonato, pH 10,0, contendo glicira M, foi o melhor para se obter
menor quantidade de formas de MRJP1 em solucdo g@nde quantidade de
mondmero. O processo de ultrafiltracdo impede aifipagdo de MRJIP1 em
cromatografia de troca-ionica.

Palavras-chave: MRJP1, geleia real, cromatografia de exclusao oudde,

cromatografia de troca idnica, ultrafiltracdo, 6hgero, monémero.



Abstract

Polyphenism is the hability of a genome to expresdtiple phenotypes with
different morphologies and behaviors. In Apis niietk bees, the polyphenism is
essential, once it generates labor division inthe, vital to its viability. The bee’s
phenotypic plasticity is nutritionally mediated toyal jelly (GR). The major royal jelly
protein 1 (MRJP1) is the most abundant protein Ry @nd it is described as the main
active factor in differentiating Apis mellifera ¢as. The MRJPL1 is a glycoprotein that
binds strongly to a peptide named apsimin (5,5 kBaj self-associates, forming
complexes of various sizes, and may present itsetfifferent molecular forms in one
solution. The purpose of this study was to chareeMRJP1 associations under
different conditions. MRJP1 was purified in a segbtep of ionic exchange
chromatography. By size exclusion chromatographyyas possible to observe the
MRJP1 oligomerization or even aggregation in acitfdrss, in samples heated to 60°C
or in buffers with high salt molarity (2 M of NaGdy glycine (2 M). In PBS buffer at
neutral pH and carbonate/bicarbonate pH 10,0 huf¥RJIJP1 was present in three
forms - pentamer (290 kDa), dimer (120 kDa) or nmoapo (55 kDa). By adding 0.5 M
of glycine in carbonate/bicarbonate pH 10,0 buffé@RJP1 dissociates, leading to
monomer and dimmer as the most abundant forms.prégence of the surfactants
sodium dodecyl sulfate, Tween® 20 and Brij 35 ireBia mass increase in the MRJP1
complex, probably caused by the binding of detdrgmolecules to the protein.
Detergents may also induce oligomerization or aggfien. Therefore, it is concluded
that lyophilization and heating the MRJP1 sampladuce oligomerization and
aggregation of the sample. To not lyophilize thenomer and keep it at low
temperatures maintains the sample in this moledolan. The carbonate/bicarbonate
buffer, pH 10.0, containing 0.5 M of glycine wa® thest for obtaining fewer MRJP1
forms in solution with high amounts of monomer. Thigafiltration process prevents

MRJP1 purification by ion exchange chromatography.

Key-words: MRJP1, royal jelly, size exclusion chromatographipnic
exchange chromatography, ultrafiltration, oligonmagnomer.
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1 Introducéao

1.1 Geleia Real

Polifenismo é a habilidade de um genoma expresddtiplos fenotipos
morfolégica e comportamentalmente distintos (COLG&Idl, 2011). Tal plasticidade
fenotipica descontinua na morfologia pode ser chugsor fatores ambientais e é
observada em diversas espécies, quando dois odenéifpos distintos sdo produzidos
pelo menos gendtipo (HARTFELDER e EMLEN, 2005; SBMON, et al, 2011).
Mudancas no comportamento e estados fisiologicogsddeao polifenismo sé&o
adaptativas ao ambiente natural ou a necessidadedidade, e tais mudancas sédo
controladas por mecanismos neuro-hormonais. Entosigeisociais, como abelhasis
mellifera, o polifenismo € muito importante para colbnia,aunez que a divisdo de
tarefas na colméia, mais especificamente entréaaie operarias, torna-se vital para a
viabilidade da colméia (SASAKI, 2012). E sabido quelasticidade fenotipica em
abelhas é mediada nutricionalmente, e Foret e addbres (2012) sugeriram que essa
nutricdo alteraria a dinamica de metilacdo do gende uma larva em crescimento,
levando a uma expresséao diferenciada dos genes.

A geleia real (GR) entdo teria compostos ativos jgn&s, além de provocar
uma alteracéo na metilacdo do DNA, modificariantdmias e talvez outros metabdlitos,
causando a diferenciacdo em castas (FOREHEI, 2012). Ja descrito por muitos outros
autores, a nutricdo de larvas de abelha com gedgiitem funcéo primordial nas
diferencas fisiolégicas e morfolégicas entre abeHainhas e operarias.

A GR é uma secrecdo primaria e funcional das glasdhbipofaringeas e
mandibulares de abelhas operarias, desempenhandopapel importante no
desenvolvimento de abelhas rainhas. De acordo cditeratura, as larvas que se
tornaréo rainhas sdo alimentadas com GR duranéeaaida, enquanto que as abelhas
gue se tornardo operarias sdo alimentadas com GBRoptente trés dias (KNECHT e
KAATZ, 1990; CHEN e CHEN, 1995; TAMURA e AMANO, 200. Quando adulta, a
abelha rainha, em comparacdo com as abelhas @sendossui glandulas hipofaringeas
vestigiais ou ausentes, possui habilidade repreglugm um tamanho corporal maior e
maior longevidade. A dieta diferenciada de larvas 6GR é considerada a principal



causa para essa significante diferenca morfologidancional entre esses tipos de
abelhas (CHEN e CHEN, 1995; KUCHARS#lal, 2008).

Apresentando variagdes em sua composicao em fulecéegido geografica e
das condicOes climaticas (ALBERS al, 1999), a GR é composta de 60-70% de agua,
12-15% de proteinas, 10-16% de carboidratos, 3-&%limideos, vitaminas, sais
minerais e amino&cidos livres (TAKENAKA, 1982; SCHMOVA et al, 1998),
possuindo um pH &cido, variando entre 3,6 e 4, 2AEELLI et al, 2005). Dentre as
proteinas, entre 46-89% sao solUveis em agua, f)¥dalessas proteinas pertencentes
a uma familia denominadaajor royal jelly proteins (MRJP) (SCHMITZOVAet al,
1998; SIMUTH, 2001), com uma participacdo de 45%MRRIP1 entre as proteinas
dessa familia (FURUSAWAt al, 2008; NOZAKI et al, 2012). As MRJPs partilham
uma origem evolutiva comum com as proteigd$ow de Drosophila spp., porém
exercem uma importante funcdo nutricional para lsdhas, enquanto as proteinas
yellow desempenham um papel na pigmentacé&o cuticular ohelanogaster (ALBERT
et al, 1999).

A familia das MRJPs possui 9 membros, sendo quel& dMRJP1-8) ja
foram caracterizados pela clonagem e sequénciaalssrepectivos cDNAs (ALBERT
e KLAUDINY, 2004; DRAPEAUet al, 2006; SCHONLEBENtt al, 2007). As MRJPs
eram consideradas as principais proteinas na atigidisiolégica do desenvolvimento
da larva de abelha em rainha, uma vez que possuamdgs quantidades de
aminoacidos essenciais, similar a albumina séricaseina do leite. Isso fez com que
uns autores identificassem as MRJPs como apalbemiiato a similaridade na
composicao de aminoacidos dessas proteinas (SCHMAZt al, 1998).

As MRJP2, MRJP3, MRJP4 e MRJP5 sé&do glicoproteina®m ¢nassas
moleculares estimadas de 50-60; 80-87; 60; e ™@kMMa e ps 4,9-7,2; 7-8; 8,3; e 6,3-
6,8; respectivamente (SCHMITZOV# al, 1998; SANOet al, 2004; SANTOt al,
2005). Tais massas sdo relativas as abelhas afacdas. No trabalho de Sano e
coloboradores (2004), observou-se diferencas eagrenassas el dessas mesmas
proteinas comparando-se a GR de abelhas européfasamizadas. O mesmo pode ser
obervado comparando-se os estudos de Schmitzoskleocadores (1998) e Santos e
colaboradores (2005) em que os primeiros trabalkam abelhas européias e os
segundos, com africanizadas. Possiveis fatores gsgas diferencas poderiam ser

variaces genéticas, polimorfismos, fosforilacoe® dipo e grau de glicosilagdo dessas



proteinas, uma vez que possuem muitos sitios m#ssile serem glicolisados
(SCHMITZOVA et al, 1998; SANTOSt al, 2005; SCHONLEBENt al, 2007).

Chen e Chen (1995) e Kamakura e colaboradores &20@taliaram a
condicbes de armazenamento da GR descobrindo gtempo de exposicdo a
determinada temperatura e o aumento gradativondpet@tura influenciam na taxa de
degradagdo desse composto. Mesmo em baixa temmperdC, ja ocorre degradacao
da GR, e quanto mais alta a temperatura, maisaépidegradacédo. Contudo, nao foi
verificada influéncia da luminosidade na taxa dgral@acédo da GR. Resultados obtidos
por Hanes e Simuth (1992) e Kamakura e Fukushi@@2(2indicaram que o acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) aumentava alditlade de algumas proteinas da
GR. Kamakura e colaboradores (200l1a) sugeriram uymmmeina de 57 kDa
(posteriormente identificada como MRJP1) como umicador de qualidade da GR
refletindo as condicbes em que ela foi estocadaEDIA aumenta a faixa de
termoestabilidade dessa proteina de 57 kDa, redinzim degradagdo em altas
temperaturas de forma dose-dependente (KAMAKURAJIKBSHIMA, 2002).

Em seu uso terapéutico, a GR tem revelado posstgrsds atividades em
animais, como vasodilatadoras e hipotensivas (SHINOet al, 1978), acéo
desinfetante (FUJIWARAet al, 1990), efeito antitumoral (TOWNSEN& al, 1959;
TOWNSENDet al, 1960; TOWNSENDet al, 1961; TAMURAZEet al, 1987), atividade
antiinflamataéria (FUJllet al, 1990), atividade anti-hipercolesterolémica (NAKMRJ-t
al, 1982; KAMAKURA et al, 2006) entre outras. Também foram relatados efeito
estimulacdo do crescimento de mondcitos humanosTAMWRAB et al, 1998) e de
orgdos genitais masculinos de camundongos (KA&EQal, 1998). Acrescenta-se
também o fato dela possuir diversos componentegilis, como a royalisina e o acido
10-hidroxi-2-decendico (10-2-HDA). A royalisinan vitro, provou ser um bom
antibiotico contra bactérias tanto Gram-negativaantp Gram-positivas (SHEB al,
2010). Ja o 10-2-HDA da GR foi identificado comamig antibiético (BLUMet al,
1959; FUJIWARAet al, 1990), antitumoral (TOWNSENE al, 1959; TOWNSENDet
al, 1960; TOWNSENDet al, 1961; TAMURA et al, 1987), indutor de producdo de
colageno por fibrobastlo (KOYA-MIYATAet al, 2004) e estimulante da geracédo de
neurdnios e reducdo da quantidade de astrocitosTTAERI et al, 2007). Oka e
colaboradores (2001) observaram o efeito imunonaddiid da GR em camundongos
em que, além de aumentar a resposta de célulanddsks roedores em idades mais

avancadas, suprimiu a producéo antigeno-espediidg E e a liberacdo de histamina



por mastocitos, aumentando a atuacdo de macrofgaterando a dominancia na
resposta imune, passando ser de células Thl erdeveglulas Th2. Assim, o efeito
imunomodulatério da GR poderia ser usado futuraengrdra prevenir alergias ou
mitigar os efeitos advindos de uma alergia. Psa®acdes, a GR tem sido amplamente
usada em cosmeéticos, como alimento de alta qualidadtricional e como
medicamentos em diversos paises (KAMAKUBA, 2001b).

1.2 MRJP1

A proteinamajor royal jelly protein 1 (MRJP1) € a mais abundante proteina da
GR, representando cerca de 48% das proteinas sotieasa secrecdo. Por eletroforese
em gel de poliacrilamida dodecil sulfato de s6d®D$-PAGE), a MRJP1 foi
identificada por Hanes e Simuth (1992) com uma edess5 kDa. O grupo identificou
também, por isoeletrofocalizacdo, pelo menos 8awmtes isoeletroforéticas dessa
proteina, variando o Ipentre 4,5 e 5, possivelmente resultantes de difssen
modificacbes pos-traducionais (PTM) ou de alelobnpwficos causando diferentes
substituicbes de aminoacidos (SCHIMITZOVA al, 1998). Contudo, Cruz e
colaboradores (2011) obtiveram por eletroforesert@dsional 9 isoformas de MRJP1.
Além das PTM, outra explicacdo sugerida € a vdiiktnie genética entre as colméias.
A partir do cDNA, Ohasi e colaboradores (1997) peam que 0 gene descrito para
MRJP1 transcreveria numa proteina com massa dekB@,8em uma sequéncia de 432
aminoacidos) ou entdo 47,1 kDa sem o peptideo. dizsla diferenca entre a massa
prevista e a obtida (55 kDa) provavelmente deveaseligacdo de cadeias
oligossacaridicas, uma vez que a proteina natwvada com N-glicosidase F apresentou
uma banda em 47 kDa em um gel SDS-PAGE, massa uhlanuito préxima da
obtida para MRJP1 sem o peptideo sinal (47,1 kD&ASHI et al, 1997). De fato, a
MRJP1 é uma glicoproteina ligada por estrutura dgliddno (MaRGLCNAC,)
(KIMURA et al, 2000).

Em estudos de caracterizacdo, Simuth (2001) pédergdr que a MRJP1
interagia com o acido 10-2-HDA, sugerindo que essaacdo formava a maior parte
da fracdo nado solavel em agua da GR. A MRJP1 tangséencontra na GR na forma

monomerica e em diferentes formas oligoméricas.eStraitura secundaria foi descrita



com 20% dea-hélices e 17,6% de folhgs do total de residuos de aminoéacidos
(SIMUTH, 2001).

Determinadas sequéncias individuais de peptidedszém, por forcas ndo
covalentes, mudancas conformacionais na estrutuea MRJP1, gerando
espontaneamente interacdes intra- e intermolesylémemando grandes e diferentes
estruturas quaternarias (SIMUTH, 2001).

Bilikova e colaboradores (2002) sugeriram que umtigeo de 5,5 kDa, a
apisimina, se liga fortemente a MRJP1, tal que mpexo MRJP1:apsimina tende a
formar complexos oligoméricos. A apisimina € eluédajuntamente com a MRJP1 na
purificacdo de GR em cromatografia de troca ionBilkova e colaboradores (2002)
também evidenciaram a presenca de MRJP1 em uma foligopmérica de 420 kDa.
Tamura e colaboradores (2009) relataram a existéda outras duas formas
oligoméricas de 280 e 350 kDa. Por “Blue NativeNJEBDS-PAGE, identificaram que
um complexo protéico de 290 kDa era composto pordRIRapisimina ligadas néo
covalentemente, sugerindo uma propor¢do de 5 MRAaRs 1 apisima. Além disso,
determinaram que o oligdmero era resistente a &taperaturas, visto que a estrutura
oligomérica era preservada em temperaturas de6aie 5

A maioria das ligacbes ndo covalentes, até mesmteragbes
antigeno:anticorpo, sdo rompidas a essa temper&oraneio de testes de estabilidade,
Simath (2001) verificou que oligbmeros de MRJP1 géenos susceptiveis a
degradacédo, quando incubados a 37°C, comparadan@u®neros, sugerindo que a
formacdo de oligdmeros poderia aumentar a estab#idrelativa dos monomeros,
evitando a degradacdo destes e um possivel aumanpoessdo osmotica produzida
pelos aminoéacidos, produtos da degradacéo.

Por meio de testes de termo-estabilidade avaligdosmeio de dicroismo
celular, Cruz e colaboradores (2011) verificaramauatia estabilidade da MRJP1,
indicando que € uma proteina muito bem enoveladapdas ligagcdes ndo covalentes.
Em tampéo pH 7,0, a proteina mais abundante dad@sRi@snaturou quando aquecida
de 20 até 95°C, nem mesmo quando adicionado cldeesddio para modificar a forca
ibnica da solucao ou hidrocloreto de guanidina peraurbar o ambiente da proteina,
causando unicamente mudancas na estrutura seaundéiificou-se somente a
desnaturacdo da proteina quando adicionado 2 milodeto de célcio em solugbes

com temperatura igual ou maior que 82,8°C e comd,pH5,0, 6,0 ou 7,0.
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Cruz e colaboradores (2011) também evidenciarameppalhamento de luz
dindmico (DLS) a auto-associacdo e também a agiegde MRJP1 em solucdo.
Quando em pH entre 6,0 e 7,0, hd uma formacéo miedate de pentameros (~290
kDa), enquanto em pH entre 8,0 e 9,0, a proteimdeta formar hexameros (~340 kDa),
indicando uma dependéncia de pH na formacéo delemoyp Em pH acido (4,0-5,0), a
proteina tendo a se agregar. Essas massas madscafamoximadas de complexos de
MRJP1 ja foram relatadas em outros trabalhos, boremdo os resultados (KIMURA
et al, 2003; TAMURAE&et al, 2009).

A proteina MRJP1 é sintetizada por abelhas nuatgi(gubcasta mais jovem da
operaria) na glandula hipofaringea (HANES e SIMUTIH92; KUBOet al, 1996) ,
enquanto nas abelhas campeiras (ou forrageadatassta com idade mais avangada),
a sintese continua no cérebro (KLAUDINYal, 1994; OHASHIet al, 1997). Contudo,
Kucharski e Maleszka (1998) evidenciaram a expeeds@dnRNA de MRJP1 no corpos
cogumelares do cérebro de abelhas desde a emergindarva até 22 dias apds o
nascimento, sendo que Garcia e colaboradores (2808¢nciaram que a MRJP1 é
mais expressa em ceérebro de nutridoras. Quando aradgs por espectrometria de
massa, as MRJP1 da GR e a do cérebro de abelhaeposdentidade de sequéncia,
apresentando apenas poucas diferencas por contaoddicacfes quimicas como
oxidacdes em certos residuos de aminoacidos (GREIZ2011).

A MRJP1 pode manter alta viabilidade de culturasgrias de células de
figado de ratos. (KIMURAet al, 2000). Kamakura e colaboradores (2001b) verifioara
gue a MRJP1 aumenta a sintese de DNA em hepat@gtastos, sugerindo uma
natureza mitogénica dessa proteina. Também prolangaproliferacdo celular em
culturas primarias desses hepatocitos. Além desson capazes de acrescer a producéo
de albumina pelas células desses roedores quamsizacadas com o grupo controle.
Kimura e colaboradores (1995) também verificarara qucomplexo de 350 kDa de
MRJP1 estimulava a produg&o de mondcitos humanos.

Recentemente foi evidenciado que o monémero de MRAPoyalactin (royal
jelly-derived, hepatocyte-activating protein, definido em KAMAKURA et al, 2001b)
nao possuia somente um efeito nutricional, sendeerdade o principal fator ativo na
diferenciagao de castas da GR, induzindo a diméioudp tempo de desenvolvimento e
aumento no tamanho da massa na fase adulta e tandanbvario (KAMAKURA,

2011). Curiosamente, o mondmero de MRJP1 tambéuzimanudancas fisioldgicas e
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morfologicas enDrosophila fémeas, lembrando o fenotipo de abelhas rainhag)dm
por um mecanismo semelhante ao destes insetos (KANMBA, 2011).

Usando a técnica de RNA de interferéncia, Kamakz0a1) nocauteou o gene
responsavel pela expresséo do receptor do fatoredeimento epidérmico (EGFR) em
Apis mellifera, e notou o tamanho do corpo e do ovario menorcqgeupo controle,
além de maior tempo de desenvolvimento até a fdgkaa sugerindo o EGFR como
mediador daoyalactin na diferenciacdo de castas. Também evidenciowmzedieta
contendo basicamente o oligbmero de 450 kDa de MIRAdBo induziu ao
desenvolvimento das larvas para abelhas rainhaséi, disso, ainda descobriu que a
royalactin induz uma longevidade prolongada Bmosophila via EGFR, indicando que
essa proteina deve ser também responsavel porvidade prolongada em abelhas
rainhas.

N&o ha qualquer informacédo sobre a estrutura teaai@ MRJP1 na literatura.
Nosso grupo tentou cristalizar MRJP1 a fim de serdénar sua estrutura terciaria por
difracdo de raios X. Entretanto, a tentativa dstalizacdo ndo produziu cristais de
qualidade e tamanho suficientes para experimentosridtalografia de raios X. A
provavel causa da falta de éxito foi a presencdodmas oligoméricas diversas de
MRJPL1. Talvez, a presenca de MRJP1 pura em sokiefio sua forma monoméria, ou
em uma unica forma oligoméria, poderia levar a @apoocesso de cristalizagéo.

Futuramente, com um maior dominio sobre as consligéeoligomerizacao da
proteina, talvez seja possivel obté-la em uma fopassivel de cristalizacdo e em

guantidades suficientes para tal estudo.

1.3 Cromatografia de exclusdo molecular

No presente trabalho, utilizamos técnicas cromafagrs, especialmente a
cromatografia de exclusdo molecular, para avangar asumulo adicional de
conhecimentos sobre as caracteristicas de essuwjuadernarias de MRJP1.

A cromatografia de separacdo de moléculas porrampode ser encontrada
na literatura com as denominagbes de cromatogrdéa permeagdo em gel,
cromatografia por peneira molecular, cromatogrdBadifusdo restrita, cromatografia
de gel filtracdo, cromatografica de exclusdo mdcuentre outras. Esta udltima,
contudo, tem melhor denotacdo da técnica, uma vezag matrizes utilizadas em

colunas para esse fim ndo sdo necessariamentég, “gi&imn da técnica nao filtrar a
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amostra, e sim separa-la pelos seus tamanhos,a eremplificado, separar pelos
seus volumes hidrodinamicos (FUNASAKI, 1993; IRVINER97; WINZOR, 2003).

Além de possuir diversos nomes para identificéleromatografia de excluséao
molecular (CEM) também possui diversos usos. Algdetes sdo separacdo de
proteinas, acidos nucléicos, polissacarideos easutmacromoléculas bioldgicas
diferentes em tamanho; determinacdo da massa nelemédia; substituicdo de
tampédo da amostra; estudos de interacdo; dessghiniz entre outras separacdes de
moléculas pequenas (IRVINE, 1997; ROGNER, 1999;ev4al, 2006).

Na CEM, para haver a separacdo da amostra, a rpegdisa ser composta por
uma fase porosa estatica, e os diametros dos gefiogdos, variando para cada tipo de
matriz. Diz-se que uma separagao é concluida quamnaenor molécula é eluida. Nesse
tipo de cromatografia, as maiores moléculas pexooro caminho de eluicdo mais
rapidamente que moléculas menores, uma vez quepqssuir maior tamanho, tais
moléculas ndo conseguem penetrar nos poros danetguanto as moléculas menores
vao percorrendo caminhos maiores (Figura 1). Em siemc¢ao ideal, o tempo de
retencdo da molécula é proporcional a capacidadeoldme do meio cromatografico
(GOTO e McCQY, 2000; KOSTANSK#t al, 2004; YUet al, 2006; FARNANEet al,
2009).

Grandes moléculas que nfio conseguem penetrar nos poros
da matriz cromtografica.

Proteinas que conseguem penetrar numa fragdo dos poros da
matriz.

Sal ou outras substincias de baixa massa molecular que
conseguem penetrar em todos os poros da matriz.

b "

Figura 1. Processo de gel filtracdoA) Figura esquematica de uma matriz com aumentoidescopia
eletrdnica. B) Exemplo esquematico de moléculaglitirentes tamanhos penetrando pelos poros da
matriz. Figura retirada do manual de instrucdesGia Healthcare “Gel Filtration: Principles and
Methods”, disponivel em http://www.gelifesciencesnésuperdex (acesso: setembro/2012).

Mesmo sendo uma técnica muito utilizada, a CEM tamlpossui suas
desvantagens. No geral, possui uma baixa resolsefido que as proteinas precisam

ter massas moleculares com de 1,5-2 vezes derdifepgara uma melhor separacéo. As
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colunas também possuem certo limite de separagie, wez que proteinas com

volumes hidrodindmicos maiores que o maior pormetiz e proteinas/peptideos com
volumes hidrodindmicos menores que o menor poroeddiolas conjuntamente. As

proteinas que interagem com a matriz da colunact&®u tempo de eluicdo alterado,
super ou subestimando a sua massa molecular (ROGNER; WINZOR, 2003; YU

et al, 2006). CEM ¢é mais utilizada que outras técnicasno eletroforese, para se
verificar o peso molecular das proteinas em suasa® nativas, além de ser Util para a
troca de tampao ou para a purificacdo final de pnodéeina, retirando impurezas e
produtos de degradacdo, sendo muito Gtil para wmifigacdo final visando futuro

processo de cristalizacdo de uma proteina (ROGNESY).
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2 Objetivos

Caracterizar a diversidade, distribuicdo e inteveosdo de mondmeros e
oligdbmeros da proteina MRJP1 de geleia realApis mellifera por cromatografia de
exclusdo moleculaem diferentes condicdes, a fim de se aumentar deoimento
sobre estrutura dessa proteina.

A caracterizacdo de MRJP1 sera conduzida:

» Na presenca de surfactantes;
» Em pHs é&cidos, neutro e basicos;
» Por recromatografia de fracdes oligoméricas e menioas;
» Sob diferentes temperaturas.
Serao realizadas purificacfes tentativas do momdaeMRJIP1 em um Unico

passo de cromatografia de troca ibnica com auddiprocesso de ultrafiltracao.
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3 Materiais e Métodos

3.1 Purificacdo de MRJP1 por cromatografia liquida  de troca
ionica

O protocolo de purificagdo de MRJP1 foi desenvalvibr Cruz (2010).
Aliguotas de 0,25 g de GR (Apivita, SP, Lote 07fbtam solubilizados em 1,1 mL de
tampéao A (Tris-HCI 0,5 M, pH 7,5), 60L de EDTA 0,2 M e inibidores de protease
cOmplete Mini (Roche, Mannheim, Alemanha), agitpdet 2 min e centrifugada a
16000g em temperatura ambiente (~25°C).

Cerca de 50QuL do sobrenadante (~10 mg/mL) foram aplicados ena um
coluna de troca anidnica Mono-Q (Pharmacia, Suééi® 10/10 previamente
equilibrada com tampdo A e acoplada em sistema AKExplorer (Amersham
Biosciences, Reino Unido). A elui¢édo foi realizaaan fluxo de 1,5 mL/min, em um
gradiente de NaCl de 0 até 1 M. O gradiente cansésh: 0 min até 5 min com 0% de
NaCl; 5 min até 6 min com aumento do gradiente d€INaté 5%; 6 min até 15 min
com NaCl isocrético; 15 min até 40 min com aumealggyradiente de NaCl até 30%;
40 min até 45 min com aumento de gradiente de NM&C100%; 45 min até 50 min
com NaCl 1 M isocrético. O processo de eluicAarfonitorado por absorcdo éticaa
= 280 nm. Todos os tampdes foram filtrados em man®bGSWP com poro de 0,22
um (Millipore, EUA) e deaerados antes do uso.

As fracOes correspondentes a MRJP1 de diversaslamrioram reunidas. O
“pool” foi entdo dialisado contra 4gua destiladé®@ e liofilizado (Liofilizador Liotop
L101, Liobras, Brasil). A proteina foi analisadar peletroforese em gel de
poliacrilamida em condi¢cdes desnaturantes (SDS-PAGEcdo 3.5 de Material e
Métodos) para se verificar o grau de pureza.

Algumas modificagcbes no protocolo de purificagdo ®RIP1 por
cromatografia liquida em AKTA Explorer ocorreram tentativa de se obter um
procedimento mais eficaz na obtencdo de MRJP1 pAsadiferencas entre os

protocolos e seus resultados sao identificadosragnldo trabalho.
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3.2 Ultrafiltratacdo da GR

Como Kamukura e colaboradores (200l1a) utilizaram pr@mcesso de
ultrafiltracdo da GR para obter uma fragdo com megoantidade de formas
oligoméricas diferentes de MRJP1 em cromatogradidrdca ibnica, esta técnica foi
testada neste trabalho.

Neste caso (Fluxograma 1), 0,15 ou 0,5 g de GRrf@@ubilizados em 2 mL
de tampéao de trabalho, com ou sem acido etilenadaartetra-acétito (EDTA) e
inibidor de protease (também especificado nos tang), podendo ser aquecida a
60°C. A solucao foi agitada por 2 min e centriftg@ad16000y. O sobrenadante foi
centrifugado por 40 min a 50@Pem tubos de filtracdo Amicon® Ultra-dut-off 100

kDa (Millipore) obtendo-se aproximadamentei®&Ode concentrado.
Fluxograma 1. Estratégias de purificacdo de MRJP1

0,15 ou
7 0,25g de GR

Solubilizada em
tamp#o Tris-
HClpH7,0

N

1
n
o
Aquecida a
609C

Ultrafiltragiio cut-
0ff 100 kDa
ultrafiltrado

O ultrafiltrado seguia entdo por dois caminhos:giB centrifugado a 160@D
por 10 min e 50QuL do sobrenadante aplicados em cromatografia dm tamidnica
(sistema FLPC e coluna Mono-Q), ou (2) era conadotaté 50QL centrifugando-o a
5000g em Amicon® Ultra-4cut-off 10 kDa. O concentrado era entdo centrifugado a
160009 por 10 min e entdo utilizado em cromatografiardea anibnica em sistema

FPLC e coluna Mono-Q (Pharmacia, Suécia).
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3.3 Ultrafiltracao de MRJP1 na presenca de diferent es
surfactantes

Sete amostras de 0,1 mg de MRJP1 foram solubikzedal mL de tampé&o
carbonato/bicarbonato 20 mM, pH 10,0. Brij 35, Ta®&0 ou dodecil sulfato de sédio
(SDS) (Thermo Scientific, EUA) foram adicionadopamadamente a cada amostra na
concentracao final de 0,1 ou 1%, 0,2 ou 2% e 0,1%uespectivamente, restando uma
amostra sem adicao de detergente para controlamAstras foram agitadas em vortex
por 2 min.

Todas as amostras e o grupo controle foram cegddfos por 40 min a 50@D
em Amicon® Ultra-4, cut-off 100 kDa, temperatura ambiente, restando
aproximadamente 50L de concentrado. O ultrafiltrado foi entdo cenigéddo a 5009
em Amicon® Ultra-4,cut-off 10 kDa, também em temperatura ambiente, obtendo-se
500puL de concentrado. A concentracdo das proteinageterminada por BCRrotein
Assay Kit (Thermo Scientific), utilizando como padrao a ii#io seriada de 0,625, 1,25,
2,5 5, 10, 20 e 4Qug/mL de albumina de soro bovino (BSA) em tampao
carbonato/bicarbonato 20 mM, pH 10,0.

3.4 Cromatografia de exclusao molecular

3.4.1 Caracterizagao das formas de MRJP1 por cromat ografia de
exclusado molecular

Amostras de MRJP1 foram solubilizadas em solu¢g@epdes com diferencas
de pH e forca idnica, em presenca ou ausénciaideayke detergentes e eluidas por
cromatografia de exclusdo molecular a fim de olaserg comportamento de
monomerizacao/oligomerizacdo das amostras de MRIOPMiferentes tampdes estao
descritos na Tabela 1.

Todas as cromatografias, contudo, seguiram um mgsatocolo: 2 ou 5 mg
da proteina solubilizada em 50Q de tampdo, aquecida ou ndo por 10 min, a 60°C
(especificado nos resultados) eram aplicados emnaale resina Superdex® 200 (GE
Healthcare, Suécia), 10 x 300 mm, de 24 mL acoptadasistema AKTA Explorer
(Amersham Biosciences, Reino Unido) ou em sistebBC-(Pharmacia, Suécia). A

coluna ja havia sido previamente equilibrada compéo de acordo com o protocolo
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sugerido pela propria empresa (dois volumes denadluA eluicdo foi realizada em
fluxo constante de 0,5 mL/min, sendo o processccroenatografia conduzido em
temperatura ambiente e acompanhado por absorci@a ép280 nm. Todos os tampdes
foram filtrados em membrana 0,g2th e deaerados antes do uso.

Foram utilizados para calibracéo blue dextran 2Q@000 kDa), tireoglobulina
(669 kDa), ferritina (450 kDa), albumina de sorwibo (BSA) (67 kDa), ovalbumina
(45 kDa), citocromo C (12 kDa). A cromatografia gasteinas calibrantes foi realizada
nas mesmas condi¢des que as cromatografias dénaréteesmo fluxo, absorcéo otica,
tampéo e coluna). Obteve-se uma curva de calibexgiie o coeficiente de particidaK

contra o log da massa molecular dos calibranteslosgue:

Ve'vo
Vc'vc

av —

Ve= volume de retencdo da proteina
Vo= volume vazio da coluna

V= volume geométrico da coluna

Tabela 1. Tamp0des testados em cromatografia das&alinolecular

Amostra aquecida 60°C,
Tampao 10min

Sim

Pz
o
o

Acido Citrico/Citrado de Sédio 0,05 M, Gly 0,5 M, pH 3,5

Acido Citrico/Citrado de Sédio 0,05 M, pH 3,5
Carbonato/Bicarbonato de Sédio 0,02 M, pH 10,0
Carbonato/Bicarbonato de Sddio 0,02 M, Gly 0,5 M, pH 10,0
Carbonato/Bicarbonato de Sédio 0,02 M, SDS 0,1% (v/v), pH 10,0
Carbonato/Bicarbonato de Sédio 0,02 M, SDS 0,5% (v/v), pH 10,0
Carbonato/Bicarbonato de Sddio 0,02 M, SDS CMC*, pH 10,0
PBS** 0,02 M, pH 7,0

PBS 0,02 M, Gly 0,5 M, pH 7,0

PBS 0,02 M, pH 11,5

PBS 0,02 M, Gly 0,5 M, pH 11,5

Tris-HCI 0,05 M, NaCl1 M, pH 7,5

Tris-HCI 0,05 M, Gly 0,5 M, pH 7,5

Tris-HCI 0,05 M, Gly 1 M, pH 7,5

Tris-HCI 0,05 M, Gly 2 M, pH 7,5

Tris-HCI 0,05 M, pH 7,5

Tris-HCI 0,05 M, Tween® 20 0,2% (v/v), pH 7,5

Tris-HCI 0,05 M, Tween® 20 0,5% (v/v), Gly 1 M, pH 7,5
Tris-NaOH 0,05 M, Gly 1 M, pH 10,0

XXXXXXXXXXXXXXXXXXX

* Concentragédo Critica Micelar =6 a 8 mM
** Tampao fosfato de sédio salino
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3.4.2 Analise do efeito da temperatura sobre a olig omerizacao de
MRJP1

Amostras de 5 mg de MRJP1 foram solubilizadas e® B0 de tampéao
carbonato/bicarbonado de sédio 20 mM, pH 10,0 &l@lcgom o mesmo tampao em
cromatografia de exclusdo molecular e de acordo @gmotocolo descrito na sessao
3.4.1 de Materiais e Métodos sem aquecimento dasteas.

A fracdo do mondmero de MRJP1 foi coletado e diladem quatro aliquotas
iguais com volume aproximado de 50@D. Cada aliquota passou 24 h a -22°C, 4°C,
temperatura ambiente (~25°C) ou 65°C. Ao final Bdsh, as amostras foram re-
injetadas separadamente em cromatografia de erclosdiecular com tampao de
eluicdo carbonato/bicarbonato 20 mM, pH 10,0 e iselguo protocolo descrito na

sessao 3.4.1 de Materiais e Métodos sem mais gigaisgtamentos nas amostras.

3.5 Eletroforese desnaturante em gel poliacrilamida com
dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE)

O perfil de proteinas das fracdes foi analisadoSI$-PAGE utilizando o
sistema descontinuo de Laemmli (1970), em equipantgaefer (San Francisco, CA,
EUA). Os géis foram preparados em concentracdo fiea 10% de mistura
acrilamida/bis-acrilamida (28,5:1,5) com espesslgd,75 mm. Para a separacdo em
gel, as amostras foram dissolvidas em tampéao deteambaemmli (1970) [Tris-HCI
62,5 mM pH 6,8, SDS 2% (w/v), glicerol 10% (v/v)TDD 100 mM e bromofenol 0,01%
(WiV)].

A separacao eletroforética dos polipeptideos fadoaida em tampéo Tris 25
mM pH 8,5; glicina 0,192 M; SDS 0,1% (w/v), sob remte constante de 25 mA. A
temperatura foi mantida com circulacdo de agua-2a%, por banho termostatizado.
Os géis foram corados com nitrato de prata (BL&dls., 1987).

Como marcadores de massa molecular, foram utilzafdsforilase b (97,0
kDa), soroalbumina bovina (66,0 kDa), ovoalbumid&,@ kDa), anidrase carb6nica
(30,0 kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDapdactalbumina (14,4 kDa).

20



3.6 Digestéo proteolitica in gel

FracOes especificas obtidas da purificacdo com &ange interesse foram
dializadas contra 4gua bi-destilada (temperatutaiente) e secas em concentrador de
amostras Speed Vac (Savant, Farmingdale, NY, EOB)psesséo de vacuo.

Cada fracao foi entdo ressuspendida enul5@e bicarbonato de aménio 50
mM, DTT 20 mM. As solu¢des foram incubadas a 376C4®> min. Apos a incubacao,
foi adicionada acrilamida na concentragéo finabdenM. As solugbes foram mais uma
vez incubadas a 37°C por 45 min. Ao final, tripsol& grau de sequenciamento
(Promega, Madison, WI, EUA) foi adicionada numapargéo de 1:50, incubada por
10 h a 37°C. A reacao foi interrompida com a add@d FA numa concentracao final
de 0,5%.

Dez microlitros de cada solucdo foram separadopepsdeos digeridos foram
dessalinizados e concentrados em ponteiras ZifTas(Millipore), 1 uL da amostra
foi aplicado no halo de placa do tipo AnchorChiprufgr Daltonics, Bremen,
Alemanha) para espectrometria de massa e deixadas&o ar. Entdo, 1 pL de solucéo
de matriz recém-preparada (acideiano-4-hidroxi-cindmico -CHCA- 0,5 pg/uL em
acetonitrila 90% (v/v) e TFA 0,1% (v/v)) foi aplda ao mesmo halo e deixado secar ao

ar.

3.7 Espectrometria de massa (MS) e identificacdo de  proteinas
por “Peptide Mass Fingerprinting” (PMF)

As amostras foram analisadas em um espectrometnmadsa Autoflex I
MALDI-TOF/TOF (Bruker Daltonics). A calibragéo exta foi realizada utilizando um
“kit” de peptideos padréo fornecido por Bruker Dalts (Peptide calibration standard
(1000-3200 Da): angiotensina Il, angiotensina lhstancia P, bombesina, ACTH clip
1-17, ACTH clip 18-39, somatostatina 28).

Espectros de massas foram obtidos em modo reflgimktivo para os
peptideos, utilizando o programa FlexControl v. Bduker Daltonics). O programa
FlexAnalysis v. 2.4 (Bruker Daltonics) foi utilizacpara adquirir e editar as listas de

picos. Tais listas foram utilizadas para buscasraam banco de dados de proteinas do
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NCBI (National Center for Biotechnology InformatioBethesda, EUA) usando
BioTools v. 2.0 (Bruker Daltonics) aclopado ao peoga Mascot v. 2.1 ou 2.2
(http://www.matrixscience.com/) (PERKIN& al., 1999). As massas monoisotopicas
dos peptideos tripticos foram utilizadas para ifleat as proteinas por “Peptide Mass
Fingerprinting” (PMF) apenas em modo MS.

A tolerancia de erro de massa molecular estabelguéla os peptideos foi
menor que 100 ppm e nenhuma restricdo foi impaata massa molecular de proteina
ou para qualquer linhagem filogenética. Estabelseeoxidacdo de metionina como
modificacdo variavel e propionamidacéo de cistéahguilacdo com acrilamida) como
modificacdo fixa. Os possiveis sitios de clivagesrdjglos foram estabelecidos como
zero ou, no maximo, um. ldentidades foram consd#eraignificativas se o escore de
identificacdo de proteina ultrapassasse o limiataval calculado pelo programa

Mascot, assumindo valor de p < 0,05
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4 Resultados e Discussao

4.1 Purificacdo de MRJP1

A fim de se obter MRJP1 para os experimentos dactaizacao, utilizou-se
um meétodo anteriormente desenvolvido no laboratdaoBioquimica e Quimica de
Proteinas da Universidade de Brasilia durante dodado de Gabriel Cruz (CRUZ,
2010; CRUZet al, 2011). O sobrenadante de GR solubilizada focagdb e fracionado
em cromatografia de troca ionica (Figura 2). O gmate de NaCl foi o descrito na
sessdo 3.1 de Materiais e Métodos, com a fracadViBdP1 sendo eluida na
concentracdo de 0,3-0,4 M de NaCl. Duas fracfesntiresse foram coletadas.
Anteriormente, tais fragfes ja haviam sido idecdifias por meio de espectrometria de
massa, sendo a primeira MRJP2 e a segunda MRJPUZ@Ral, 2011). Para se
verificar o grau de pureza de MRJP1, a proteinadbmetida a SDS-PAGE (Figura 3).

MRIF2

MRIPI

Absorbancia/ 280 nm

96/12EN

ob sb 00 180 200 250 300 =0 ad’o a5 500

Tempo/min

Figura 2. Perfil cromatografico de purificacdo de MRJP1 por cromatogafia de troca anidnica.
Cromatografia da fracdo solubilizada de geléia esaltampé&o Tris-HCI 0,05 M, pH 7,5. A linha verde
indica a concentracdo de NaCl (0 - 1 M) ao longaai@ida. Os tracos vermelhos limitam as fracdes
coletadas de MRJP1 ao longo da eluigcdo acompanttadebsorgao oticala= 280 nm.
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Figura 3. SDS-PAGE das fracGes de MRJP1 acumuladasn cromatografia de troca aniénicaGel
de poliacrilamida 10%. MMmarcador molecular;, fracdo néo ligada na cromatografia; pocos de 2-6
respectivamente 15, 10, 7, 5 a@de MRJP1, respectivamente; G ug de extrato de geléia real. As

bandas abaixo da MRJP1 bem visiveis e@&4sdo fragmentos de MRJP1 degradada. A seta indica a
localizagdo da MRJP1 (55 kDa). Colorag@o com mitcet prata.

Na literatura (BILIKOVA et al, 2002; TAMURA et al, 2009), j& havia sido
sugerido que MRJP1 se ligava ndo covalentement®taipa de 5,5 kDa apisimina,
sendo que essa proteina de alguma forma influeaciavoligomerizacdo de MRJP1.
Bilikova e coloboradores (2002) utilizaram 0,1 M gleina no tampéo de eluicdo em
cromatografia de troca anibnica, conseguindo umecatr pura de apisimina,
provavelmente dissociada dos oligdbmeros de MRJBAdd essas informacgdes, 0,1 M
de glicina foram adicionados em todos os tampO#igadtos para a preparacdo do
extrato de GR e para a cromatografia de troca maodfFigura 4A), visando uma
dissociacao entre MRJP1 e apisimina com intuitdes¢ar favorecer a obtencdo do
mondmero de MRJP1.

Aparentemente, nenhuma grande alteracédo ocorrénagéo correspondente a
MRJP1, apesar de fracdes minoritarias (ndo ideatiis por espectrometria de massa)
aparecerem (circulados na Figura 4A) ao final demetografia. O protocolo adotado

com tampao de eluicdo contendo glicina 0,1 M n&o/@imente separou apisimina da
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MRJP1, ndo sendo esse método adequado para obtdackiirJP1 em uma Unica

forma nativa.

00|k

[o:2]

04

09

05

Tempo/min

Figura 4. Novo método de cromatografia de troca afnica visando separar a apisiminalampao de
eluicdo: Tris-HCI 0,05 M, pH 7,5, Gly 0,1 M. Setalica a fracdo de MRJP1. O circulo identifica fecd
minoritarias submetidas, mas néo identificados gspectrometria de massa. Linha vermelha indica
padréo de concentracdo de NaCl 0-1 M em tampao5niin, auséncia de NaCl; 5-10 min, NaCl 25%;
10-20 min, NaCl isocratico; 20-50 min, NaCl 50%:%® min, NaCl 100%; 55-60 min, NaCl isocratico).
Linha azul representa eluicdo acompanhada por @sdtica & = 280 nm. B) Gel de poliacrimlamida
10%. MM = marcador molecular. 1, 2, 4, 8, 10, 1525 = concentracéo qumg/uL de MRJP1 aplicada
em cada respectivo poco do gel. Seta indica agalsate MRJP1. Coloracdo com nitrato de prata.

A Figura 4B apresenta um gel de poliacrilamidardedo de MRJP1 coletada

na cromatografia apresentada na Figura 4A. E pelssév verificar a purificacdo de

MRJP1 conjuntamente com outras proteinas presemtepequenas quantidades. As

bandas que aparecem nos mesmos pocos de MRJP1, wstoo na Figura 3,

provavelmente sdo fragmentos ou associacoes de MRJP

A fracdo cromatogréfica indicada na Figura 4A foletada e submetida a

espectrometria de massa (Figura 5). Na Figura 5#gs8ivel notar a presenca de uma

fracdo de aproximadamente 5,5 kDa, o que indica rifiee houve a separagao de
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apisimina da MRJP1. A Figura 5B apresenta o egpdetrmassas de MRJP1 digerida e

sua identificacdo pelo programa Mascot.
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Figura 5. Espectrometria de massa da fragéo coletacha Figura 4A A) Espectro massas de MRJP1
ndo digerida. Seta indica uma fragcdo de aproximadserb,5 kDa. B) Espectro de massas da fragédo

digerida de MRJP1 e sua identificacéo.

26



4.2 Ultrafiltracdo das amostras de GR em tampbes co  ntendo
surfactantes

Surfactantes podem alterar as caracteristicas twga@do entre proteinas
(UGWU e APTE, 2004). Sabendo que a MRJP1 formauwoigyos, surfactantes foram
adicionados a solucéo contendo 1@@mL de MRJP1 em tampé&o pH 10,0, visando a
possivel dissociacdo dos oligbmeros até mondomexdsrma nativa de MRJP1, uma
vez que os detergentes poderiam dissociar prot@ioaslteracdo da conformacgéo e
desnaturacdo da proteina.

Os surfactantes selecionados foram Brij 35 e Twe@0®detergentes nao
ibnicos), aléem de SDS (detergente i6nico), foraniciadados em concentracdes
diferentes para se verificar a possivel influériggses tensoativos sobre a proteina
MRJP1. As absorbancias de BSA diluida em sérieu(ki®) foram utilizadas para se
definir a curva padrdo para comparacdo com as ladrstas a 562 nm das amostras
com surfactantes de MRJP1 (Tabela 2).

©
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Figura 6. Curva padréo de BSA obtida pelo método BE. Diluicdo seriada de 0,625, 1,25, 2,5, 5, 10,
20 e 40ug/mL de BSA em tampé&o carbonato/bicarbonato 0,0@HI110,0. Absorcéo Gticaja= 562 nm.
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Tabela 2. Concentragdo de MRJP1 em presencga de Brij 35, SDS e Tween® 20 .

Concentracao Final da

Surfactante Concentragao do Surfactante (%) Proteina (ug/mL)
Brij 35 0,1 21,46
Brij 35 1 16,63
SDS 0,1 14,39

SDS 1 9,8

Tween® 20 0,2 22,32
Tween® 20 2 18,65
Controle 0 10,09

Contudo, as concentracdes de todas as amostrafRkdeIvem contato com 0s
surfactantes foram baixas em comparacdo ao grupdrot® Quanto maior a
concentracdo de surfactante, menor a concentraga@lode MRJP1. Provavelmente o
ndamero de interacdes entre moléculas de surfaceamwléculas de proteina tenha
aumentado, causando um incremento na massa totebrdplexo. Uma vez que o
complexo ultrapassasse 100 kDa, ndo passaria pelaifa ultrafiltatracdo corut-off
de 100 kDa, diminuindo o numero de moléculas pragino ultrafiltrado e,
consequentemente, a concentracdo medida da praieitras hipdteses para se explicar
a baixa concentracao final de MRJP1 poderia sdeitoedesnaturante do detergente,
impedindo o processo de ultrafiltracdo da protedniaentdo uma possivel interferéncia
causada pelo detergente na leitura, subestimandocentracéo final de MRJP1.

O processo de ultrafiltracdo com membranascuteoff de 100 e 10 kDa
selecionaria proteinas com massa entre 10 e 100 &@@e inclui 0 mondmero de
MRJP1. Os resultados ndo foram positivos, uma uez impesmo havendo um aumento
na concentracdo final de MRJP1 em quase todas astraisy esse aumento foi

relativamente pequeno se comparado a quantidadel ide MRJP1 (10Qg/mL).

4.3 Cromatografia de exclusdo molecular de MRJP1 em
diferentes condicdes

Sabendo das diversas formas oligoméricas ja dascé MRJP1, uma possivel
solucéo para separa-las seria 0 uso da técniceodeitografia de exclusdo molecular,

visando a separar as proteinas pela sua massautaolec
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Absorbincia a 280 nm/ wa.

Sabendo que o ponto isoelétricol)(ma MRJP1 varia entre 4,5-5, uma
acidificacdo ou basificacdo no pH do tampao podundificar a carga elétrica total da
proteina, tornando-a incapaz de interagir com suytrateinas até mesmo com outras
MRJP1 em funcéo de repulsdo ou até mesmo moditicagdua estrutura terciaria. A
adicdo de sais, tensoativos ou o aquecimento dateammodificaria o ambiente da
MRJP1, podendo alterar o comportamento de autciagsm desta proteina. Dessa
forma, diversas condi¢coes de preparacdo de amesiiea cromatografia de excluséo
molecular foram testadas.

Com o objetivo de se obter um perfil cromatografpadrédo de MRJP1, a
primeira separacdo cromatografica foi eluida campéo A (Tris-HCI 0,05 M, pH 7,5)
sem glicina (Figura 7A), tamp&do comumente utilizadoetapa de purificagdo. Nessas
condicbes, a fragcdo contendo um componente molecola cerca de 120 kDa foi
separado de outro com aproximadamente 300 kDa.dDewximassa aproximada, o
componente molecular de 120 kDa poderia ser o diteMRJIP1 (mondmero com 55
kDa) enquanto o de 300 kDa poderia ser o oligbrjéedescrito na literatura com 290
kDa (TAMURA et al, 2009). A Figura 7B apresenta a curva de caliloragicoluna de
exclusdo molecular, sendo os calibrantes eluidomeamo tampéao e condi¢cées que na
Figura 7A. O tempo de retencdo e Kav das protehddas estdo indicados na caixa

interna da Figura 7B.
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Figura 7. Cromatografia de exclusdo molecular de MBP1 em tampéo Tris-HCI 0,05 M, pH 7,5A)

Dois miligramas de MRJP1 diluidos em 5@Q foram injetados em coluna Superdex 200 (GE
Helathcare) para separacao de massa moleculartapssta indica uma massa de ~ 300 kDa e a seta
vermelha indica ~ 120 kDa. Tampéo de eluicdo T@-H,05 M, pH 7,5. Eluicdo acompanhada por
absorcéo 6tica & = 280 nm. B) Curva de calibracao, com calibraptagdos nas mesmas condi¢des que
em (A). Vest = volume de retencao da proteina amthicpela seta preta. Vesv = volume de retencao da
proteina indicada pela seta vermelha. Vo = volum&ovda coluna, medido com Blue Dextran 2000
(2000 kDa). Vc = volume geométrico da coluna. TR@reoglobulina (669 kDa), FER = ferritina (450
kDa), BSA = albumina do soro bovino (67 k Da), @&l ovalbumina (45 kDa) e CitC = citocromo C
(12 kDa).
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Em resumo, a Tabela 1 apresenta todos os tampdesdas para se
caracterizar estruturalmente a MRJP1 em diversadigies. O tamp&o ideal para o
presente objetivo seria 0 que mantivesse a proésmama unica forma monomeérica ou
oligomérica e ndo desnaturada.

As Figuras 8-22 reproduzem os cromatogramas deusi@l| molecular de
MRJP1 em diferentes condi¢des.

A Figura 8 representa o cromatograma de MRJP1 epda salino. A adicédo
de 1 M de cloreto de sodio (NaCl) em tampéo pH féks com que a proteina se
oligomerizasse ou agregasse. A massa moleculasrdplexo da maior fragédo nao pode
ser calculada, uma vez que o oligdbmero ou agregatla massa maior que a massa
molecular do maior calibrante (tireoglobulina, 66Pa), ultrapassando a curva de

calibracdo nessas condigdes.
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Figura 8. Cromatografia de exclusdo molecular de MBP1 em tampéo salinoDois miligramas de
proteina foram injetados em coluna Superdex 200 Ki@&thcare). O maior pico representa uma forma
agregada de MRJP1. O tampé&o de eluicao foi Trisehi@d M, NaCl 1 M, pH 7,5. Eluicdo acompanhada
por absorcédo Gticala= 280 nm.

As Figuras 9, 10 e 11 apresentam o perfil cromafagr de MRJP1 eluida em
tampdes com concentragdes crescentes de gliclBal(® 2 M, respectivamente). De
acordo com Bilikova e colaboradores (2002), a memede glicina no tampao de
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eluicBo em cromatografia de troca ibnica consegasodiar apisimina de MRJPL1.
Tamura e colaboradores (2009) sugeriram a apisirnorao fator que favorece a
associacdo de monomeros de MRJP1 a formar olig@méeo diferentes massas
moleculares. Devido a essa informacdo da literataralicina foi adicionada aos
tampdes, uma vez que a dissociacdo da apisiminhgdenero de MRJP1 poderia levar
a dissociacao dos oligbmeros inteiros até monémero.

Provavelmente por erro de quantificacdo, de dig&oluou de fixacdo da
sensibilidade do detector, o perfil cromatografiecoMRJP1 na Figura 9 ficou atenuado
em comparacdo ao da Figura 10. Contudo, é possibetrvar que ha fracdes
coincidentes nas duas cromatografias nos temposgia@dos de 15,5 min, 22,5 min e
26 min (fracbes 1, 3 e 4 da Figura 10), revelana® o ha diferencas marcantes no
uso de 0,5 ou 1 M de glicina em tampao Tris-HCI50M, pH 7,5. As massas
moleculares calculadas para as fracfes identificpgdps niumeros de 1 a 5 na Figura
10, incluindo confirmacgdes da identidade de MRJ&1egpectrometria de massa, estao
apresentadas na Tabela 3.

03 |

Absorbincia a 280 nm/ w.a.

Tempo/min

Figura 9. Cromatografia de exclusdo molecular de MBRP1 em tampéo Tris- HCI 0,05 M, pH 7,5
com Gly 0,5 M. Dois miligramas de MRJP1 foram injetados na col8operdex 200 (GE Healthcare).
Tampao de eluicdo Tris-HCI 0,05 M, Gly 0,5 M, p5.7&luicdo acompanhada por absorcéo 6tica a
280 nm.
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Figura 10. Cromatografia de exclusdo molecular de RJP1 em Tris- HCI 0,05 M, pH 7,5 com Gly 1

M. Dois miligramas de MRJP1 foram injetados na colsnperdex 200 (GE Healthcare). Os nimeros em
vermelho indicam as fragBes coletadas e analigamlasspectrometria de massa (Tabela 3). Tamp&o de
eluicdo Tris-HCI 0,05 M, Gly 1 M, pH 7,5. EluicAoampanhada por absorgao 6tica=280 nm.

Tabela 3. Identidade de proteinas associadas as ¢fees 1-5 (Figura 8), separadas em
cromatografias de exclusdao molecularFracdes de proteinas analisadas por MALDI-TOF/TOF e
identificadas por buscas no banco de dados deipastado-redundante NCBI usando Mascot.

Fracdo Massa Proteina identificada Organismo / Mr (Teor.)
(Obs.) kDa ID da proteina kDa
1 > 669 major royal jelly protein 1 Apismellifera/ gi|58585098 49,423
2 600 major royal jelly protein 1 Apis mellifera / gi|5858509: 49,423
3 300 major royal jelly protein 1~ Apis mellifera / gi|58585098 49,423
4 120 major royal jelly protein 1 Apis mellifera / gi|5858509: 49,423
5 <12 (ndo identificada)* - -

*Provavelmente apisimina.

A concentracdo de 2 M de glicina (Figura 11) apamente forcou uma
oligomerizacdo ou agregacado de MRJP1, formando lexogp eluidos praticamente no
volume vazio da coluna. O uso de concentracdess at@a glicina em outros
experimentos foi descartado.

32



Nas trés Figuras (9, 10 e 11), o perfil cromatagoaé visivelmente diferente
do perfil da Figura 7. A fracdo préxima aos 40 mn todas essas trés Figuras poderia
ser apisimina (5,5 kDa). Contudo a massa destgddsanao pode ser estimada, visto
gue a massa molecular das moléculas desta fragdmemor que o menor calibrante
(citocromo C, 12,5 kDa). Devido a provavel dissgé@ de apisimina da MRJP1, a

glicina nas concentragdes 0,5 ou 1 M foi utilizadaoutros experimentos.
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Figura 11. Cromatografia de exclusdo molecular de RJP1 em tampao Tris- HCI 0,05 M, pH 7,5
com Gly 2 M. Dois miligramas de MRJP1 foram injetados na col8naerdex 200 (GE Healthcare).
Tampao de eluicao Tris-HCI 0,05 M, Gly 2 M, pH 7Buicdo acompanhada por absorcéo 6tidga=a
280 nm.

As Figuras 12 e 13 apresentam perfis cromatogsafisoMRJIP1 na presenca
do detergente Tween® 20. A presenca de 0,2 % (évIween® 20 (Figura 12) no
tampao de eluicdo Tris-HCI 0,05 M, pH 7,5 leva adérulas de MRJP1 a apresentar
diversos graus de associagao, enquanto que a paeger?,5% Tween® 20 (v/v) e Gly
1 M (Figura 13) diminui a quantidade dispersa deJMR Na Figura 13 é possivel

observar a eluicdo de mondémeros de MRJP1 (indicp€elasseta). Contudo, durante a
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Fbserbinct a 250 nmiu s

calibragéo, o Tween® 20 pode ter afetado a estaglabular dos calibrantes, alterando
assim a o tempo de retencdo de cada um deles.dsogalculos para se identificar os

monomeros podem estar equivocados.

Absorbincia a 280 nm/ u.a
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e
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Figura 12. Cromatografia de exclusdo molecular corampé&o contendo Tween® 20 0,2% (v/vDois
miligramas de proteinas foram aplicados em columgeflex 200 (GE Healthcare). Tampéao Tris-HCI
0,05 M, Tween® 20 0,2% (v/v), pH 7,5. Eluicdo acamipada por absorcéo ética a 280 nm.

Absorbfnem o 260 nmd ua

Figura 13. Cromatografia de exclusdo molecular emampéo contendo Tween® 20 0,5% (v/v), Gly 1
M. Dois miligramas de proteinas foram aplicados ermar@ISuperdex 200 (GE Healthcare). A) MRJP1
aquecida por 10 min a 60° C logo apds ser solaliz B) MRJP1 ndo aquecida. Setas indicam o
monémero de MRJP1. Tampéao Tris-HCI 0,05 M, Tweer®®05% (v/v), Gly 1 M, pH 7,5. Eluicdo
acompanhada por absorcao 6tida=a280 nm.

Mudancas no pH dos tampdes pode levar a alteragbearga elétrica liquida
de MRPJ1. Sendo d mplesta molécula descrito na literatura entre 455 @m tampéao
acido com pH abaixo de 4,5 tornaria a moléculaegada positivamente, enquanto
acima do pH 5,0 a tornaria carregada negativamAst&igura 14-21 apresentam perfis
cromatograficos de eluicdo de MRJP1 em difereraegpdes com variagcdes no pH,

havendo ou ndo a presenca de glicina.
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Na Figura 14 é pode-se observar a eluicdo de MRdPiampao Tris-NaOH
0,05 M, Gly 0,5 M, pH 10,0. Nao ha nenhuma formedpminante de MRJP1, contudo
h& a dissociacdo de MRJP1 até monémero represepedaldracdo proxima a 30 min.
Esse resultado sugere que pode haver uma dissodagdRJP1 em pH mais alcalino.
A fracdo com grande intensidade proximo a 40 mmuytode ser de apisimina (5,5
kDa), contudo a fracdo foi submetido mas né&o fenidicado por espectrometria de

massa.
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Figura 14. Cromatografia de exclusdo molecular de RIJP1 em tampé&o basicoDois miligramas de
proteina foram injetados em coluna Superdex 200 Kf@&lthcare). Nenhuma forma predominante de
MRJP1 pdde ser observada, porém houve a presengaalgrande fracdo, provavelmente de apisimina.
O tampéo de eluicao foi Tris-NaOH 0,05 M, Gly 1pH 10,0. Eluicdo acompanhada por absorcao Gtica
al =280 nm.

Cruz e colaboradores (2011) realizaram ensaios spalleamento de luz
dindmico (DLS) para verificar a autoassociacdo d@JRIL. Curiosamente, verificaram
que em pH 6,0 quando aquecido até 60°C, a MRJPa@n&aese em seu estado
monomeérico, mas que, ao ser resfriada para 25p@taina voltava a se oligomerizar

em uma massa de 290 kDa. Cruz e colaboradores)(20thbém realizaram um ensaio
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de desnaturacdo térmica com a MRJP1 por dicroisraolar (CD). Verificaram que,
comparando-se a estrutura secundaria da protein2beth e 95°C, praticamente néo
havia diferenca estrutural, indicando que a MRJPZEs&vel mesmo em altas
temperaturas.

Uma vez que em pH alcalino, a proteina se dissaceam diversas formas
oligoméricas e monémero, uma elevacdo da tempargtoderia dissociar todos os
oligbmeros até mondmeros, e, estando em pH algabsomonémeros poderiam
permanecer nessa forma, mesmo a amostra sendadasdté temperatura ambiente. A
Figura 15, entretanto, demonstra o inverso. A amasb ser aquecida por 10 min a
60°C em tampéao Tris-NaOH 0,05 M, Gly 1 M, pH 100agregou, sendo retida no
mesmo volume que o volume vazio da coluna. Aos #) h& a provavel eluicdo de

apisimina dissociada do complexo com MRJP1.

Figura 15. Cromatografia de exclusdo molecular de RJP1 aquecida em tampéo bésicdDois
miligramas da proteina aquecida em solucdo tamp&dQp0 por 10 min a 60° C foram injetados em
coluna Superdex 200 (GE Healthcare). A seta indipaoteina agregada. O tampao de eluicéo foi Tris-
NaOH 0,05 M, Gly 1 M, pH 10,0. Eluicdo acompanhpdaabsor¢éo éticala= 280 nm.

A MRJP1 eluida em tamp&o acido citrico/citrato ddie pH 3,5 com e sem
glicina ndo apresenta perfis cromatograficos mdiferentes entre si (Figura 16). O

cromatograma com tampé&o contendo Gly apresentgpequena reducao na leitura da
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fracdo eluida aos 16 min (massa molecular maiorGfig&ekDa) e um aumento nas
fracdes eluidas aos 26 min (massa molecular apensinde 120 kDa) e aos 32,5 min
(massa molecular aproximada de 60 kDa), sugerinda possivel dissociacdo de
oligdbmeros de MRJP1 em dimeros e monémeros capstapresenca de glicina.

Os perfis cromatograficos de MRJP1 em tampédo PB8IKQ pH 7,0 com e
sem glicina também n&o apresentam grandes diferemgee si (Figura 17). A diferenca
de absorbancia entre as duas cromatografias prhovawe ocorreu por desvio
experimental. Contudo, em tampao PBS pH 7,0 tambémuma dissociacdo de
oligdbmeros (tempo e massa molecular aproximadas2Z2emin e 280 kDa,
respectivamente) para formacao de dimeros (termpassa molecular aproximadas de
25 min e 140 kDa, respectivamente) e mondmeros pilem massa molecular
aproximadas de 30 min e 51 kDa, respectivamentd#@rddte do tampéo acido, o
tampéo PBS né&o oligomeriza ou agrega MRJP1 em exoplde alta massa molecular

(maiores que 669 kDa).

Absorbincia a 280 nm/ w.a
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Figura 16. Cromatografias de exclusdo molecular d&RJP1 em tampado acido com e sem GLY
sobrepostos.Linha azul correspondente a 2 mg de MRJP1 eluidogaepéo acido citrico/citrato de
sédio 0,02 M, pH 3,5. Linha verde correspondent@ ang de MRJP1 eluidos em tampéo &cido
citrico/citrato de sédio 0,02 M, Gly 0,5 M, pH 3Goluna Superdex 200 (GE Healthcare) utilizadas nos
dois cromatogramas. Eluices acompanhadas porcdosética & = 280 nm.
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Figura 17. Cromatografias de exclusdo molecular d®MRJP1 em tampéo PBS pH 7,0 com e sem
GLY sobrepostos.Linha azul correspondente a 2 mg de MRJP1 eluichosampao PBS 0,02 M, pH 7,0.
Linha vermelha correspondente a 2 mg de MRJP1adugdh tampédo PBS 0,02 M, Gly 0,5 M, pH 7,0.
Coluna Superdex 200 (GE Healthcare) utilizadasdwis cromatogramas. Eluicdes acompanhadas por
absorcgéo oticaa= 280 nm.

Na Figura 18 é possivel notar a diferenca entiaigd® de MRJP1 em tampé&o
PBS 20 mM, pH 11,5 (linha azul) e em tampédo PB&RQ Gly 0,5 M, pH 11,5 (linha
rosa). As fracOes eluidas proximas dos 18 min & 2 da cromatografia em tampéao
sem glicina tém supostamente massas molecularesimadas de 320 kDa e 140 kDa,
respectivamente, enquanto as fragdes eluidas padxdos 22,5 min, 28 min e 32,5 min
da cromatografia em tampao com glicina tém supastsean massas moleculares
aproximadas de 135 kDa, 40 kDa e 14 kDa. Essasasadsntificadas podem ter sido
super ou subestimadas. Em pH tdo alcalino, osraalis podem ter mudado sua
estrutura para uma que nao globular, o que naa sempativel com o atual processo
de calibracdo. As massas identificadas sugeririgomaerro no processo, Vvisto que nao
ha motivo para existir proteinas com tais massassmm aproximadas, nesse
experimento. As possibilidades sugeridas caso cepsn de calibragéo estivesse certo,
seriam a degradacdo de MRJP1 ou a formacao der@ig8 de apisimina, o que nao
foi descrito na literatura. Outros experimentodasernecessarios para se verificar o

comportamento de MRJP1 em pH tao alcalino.
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Figura 18. Cromatografias de exclusdo molecular d®1RJP1 em tamp&do PBS pH 11,5 com e sem
GLY sobrepostos.Linha azul correspondente a 2 mg de MRJP1 eluidosaenpdo PBS 0,02 M, pH
11,5. Linha rosa correspondente a 2 mg de MRJRdaslem tampao PBS 0,02 M, Gly 0,5 M, pH 11,5.
Coluna Superdex 200 (GE Healthcare) utilizadasdwis cromatogramas. Eluicdes acompanhadas por
absorgéo oticaa= 280 nm.

As Figuras 19 e 20 representam perfis cromatogfie MRJP1 em tampao
carbonato/bicarbonato 20 mM, pH 10,0 sem e comngli®,5 M, respectivamente. O
cromatograma da Figura 19 se assemelha a qualqudos cromatogramas da Figura
17 (tampéo de eluicdo PBS, pH 7,0 com ou sem GIYID,O tempo de retencdo das
moléculas e a massa molecular aproximada tambérbasiante proximos (tempo de
retencdo e massa molecular: 22 min, 301 kDa; 2% 7 kDa; 29 min, 60 kDa),
sugerindo um efeito semelhante dos tampdes na MRJP1

A Figura 20 representa o cromatograma em que peefeipa vez a eluicdo da
MRJP1 apresenta uma diversidade menor de formda @esteina. Neste caso, as
formas predominantes sdo o dimero e o monémeroalfema forma, o tampéo
carbonato/bicarbonato alcalino, associado a glicpraticamente dissociou todas as

formas oligoméricas, com excecao do dimero, de MRJP
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Figura 19. Cromatografias de exclusdo molecular dMRJP1 em tampéo carbonato/bicarbonato
0,02 M, pH 10,0.Dois miligramas de proteina foram injetados emmal8uperdex 200 (GE Healthcare).
O tampéao de eluicdo foi carbonato/bicarbonato ®8J0pH 10,0. Eluicdo acompanhada por absorcéo
Otica aA = 280 nm.
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Figura 20. Cromatografia de exclusdo molecular de RIJP1 em tampao carbonato/bicarbonato 0,02
M, pH 10,0, COM Gly 0,5 M. Dois miligramas de proteina foram injetados enumralSuperdex 200
(GE Healthcare). O tampéo de eluicéo foi carbohaavbonato 0,02 M, Gly 0,5 M, pH 10,0. Elui¢céo
acompanhada por absorgédo 6tica=a280 nm.

A Figura 21 representa o perfil cromatogréafico dampé&o de elui¢do igual ao
indicado na Figura 19 (carbonato/bicarbonato 20 mpMI,10,0, sem glicina), porém a
amostra de MRJP1 foi aquecida por 10 min a 60°G &ups ser solubilizada no mesmo
tampao de eluicdo. Como apresentado na Figurarilfue o tampao no qual a amostra
foi solubilizada e aquecida era também alcalinmveouma agregacdo de MRJP1. Os
complexos formados superaram 669 kDa.
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Figura 21. Cromatografia de exclusdo molecular de RJIP1 aquecida em tampao
carbonato/bicarbonato 0,02 M, pH 10,0, Gly 0,5 MDois miligramas de proteina aquecida a 60°C por
10 min foram injetados em coluna Superdex 200 (Gé&altHcare). O tampéo de eluicdo foi
carbonato/bicarbonato 0,02 M, Gly 0,5 M, pH 10,luiggo acompanhada por absorgéo 6tiéa=a280
nm.

No intuito de se obter somente uma forma de MRJiéferencialmente
monomerica, concentracdes diferentes de surfacBid$eforam adicionados ao tampéao
carbonato/bicarbonato 20 mM, Gly 0,5 M, pH 10,0g(fFa 22), uma vez que esse
tampdo praticamente induzia a MRJP1 a se dimeo@goermanecer em uma forma
monomérica. A adi¢cdo do detergente poderia favoredissociacdo das poucas formas
oligoméricas existentes.

Contudo, outro efeito foi observado. Na Figura 28, massas moleculares
aproximadas representantes das maiores fracoesdamuma das linhas - rosa, cinza,
azul clara e azul escura - foram, respectivamési@ kDa, 100 kDa, 47 kDa e 60 kDa,
de acordo com as calibragdes com o0s respectivgsdesn Essas massas moleculares,
assim como em tampdo PBS pH 11,5, podem na realidad indicar a verdadeira
massa molecular dos complexos, visto que o SDSapebwente induz uma formacéao
nao globular das proteinas. Estudos de Reynoldsnéomd (1970) indicaram que SDS

induz mudanca conformacional em proteinas, intedagi com suas regides
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hidrofobicas. Também verificaram que o complexdgira-SDS néo era globular, mas

sim alongado.
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Figura 22. Cromatografias de exclusdo molecular d®MRJP1 em diferentes concentracbes de SDS
em tamp&o carbonato/bicarbonato 0,02 M, Gly 0,5 MLinha azul clara, cinza e rosa correspondentes a
2 mg de MRJP1 eluidos em tamp&o carbonato/bicaito8dy 0,5 M, pH 10,0 com CMC, 0,1% (v/v) e
0,5% (v/v) de SDS respectivamente. Coluna Super2léX (GE Healthcare) utilizadas nos todos
cromatogramas. Linha azul corresponde ao contnadsmas condi¢fes de corrida sem adi¢do de SDS.
Eluicbes acompanhadas por absorgdo otica @80 nm.

Em despeito a essas consideragfes acima, uma atanfzaracdo entre 0s
quatro cromatogramas poderia ser especulada. Ao oblservar as fracoes
correspondentes a aproximadamente 290 kDa (22,3 enitR0 kDa (25,1 min) do
cromatograma controle (linha azul), parece que fraigbes vao ganhando massa a
medida que se aumenta a concentragdo de SDS nadgmpssa das fracdes: controle
< CMC < 0,1% < 0,5%). Como se, a medida que auresata concentracdo de SDS,
aumentasse a quantidade de moléculas do detergemtese ligam a proteina,

aumentando assim a massa molecular total da paotein

4.4 Recromatografia de oligdbmeros e mondémeros de MR JP1
liofilizados

As cromatografias de exclusdo molecular de MRJRid&l em tampd&o
carbonato/bicarbonato 20 mM pH 10,0 com e sem nglicresultam em um

cromatograma com uma fracdo monomérica e fracOagpnoéricas. A fracéo
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monomerica e as fracdes oligoméricas obtidas pocda em tampéo com Gly 0,5 M
foram denominadas, respectivamente, de fracdo mémcen CG e de fracdo
oligomérica CG, enquanto as fragdes monoméricagerokricas obtidas por eluicdo
em tampdo sem glicina foram denominadas de frag@momeérica SG e de fracéo
oligomérica SG, respectivamente.

As fracBes foram coletadas apos duas cromatogrdéiasxclusdo molecular
com injecdo de 2 mg de MRJP1 (em cada cromatoyrafidda uma em tampéo
carbonato/bicarbonato de sédio 20 mM, pH 10,0 skcing e a outra em tampao com
glicina.

As fracdes monomeéricas CG e SG e as fra¢des oligmaséCG e SG foram
coletadas, dialisadas a 4°C e liofilizadas.

Cada fracdo separadamente passou por nova etapaodmtografia de
exclusdo molecular eluida em tampéao carbonatolimoato de sédio 20 mM, Gly 0,5,
pH 10,0 seguindo o protocolo descrito na sessadl 31é Materiais e Métodos.
Nenhuma amostra foi aquecida (Figura 23) (Fluxograin

Esse ensaio foi realizado para se verificar a agsociacdo somente de fracoes
oligoméricas SG e CG e monoméricas SG e CG de MHEB3As fracdes foram eluidas
em cromatografia de exclusdo molecular em tampémoato/bicarbonato de sddio 20
mM, Gly, 0,5 M, pH 10,0.

As fracdes monomeéricas e oligoméricas CG foramdabtido cromatograma
(A), enquando as fracbes monoméricas e oligomérisas foram obtidas do
cromatograma (B).

Comparando-se as fracdes monoméricas CG (C) e §@ (ssivel notar que
o mondmero SG é mais estavel que o mondmero C&gastse associou em diversas
formas oligoméricas mesmo eluido em presenca d¥ @B glicina. O mondémero SG
manteve a predominéncia de suas moléculas no asi@aaomeérico.

Entre os oligbmeros SG e CG, ambos se dissociararniapnente até
mondmero, indicando que, neste tampao, existe untilegp da MRJP1 a apresentar
suas diversas formas. Esse equilibrio de formasMBdP1 presentes num mesmo
espaco fisico pode ser a razédo da dificuldade deolsi'er uma Unica forma desta
proteina. Este equilibrio existe ndo somente enpdancarbonato/bicarbonato pH 10,0,
e sim em todos os tampdes utilizados neste projeto.
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Figura 23. Cromatografias de exclusdo molecular dafsa¢cdes monoméricas SG e CG e das fragdes
oligoméricas SG e CG de MRJP1 em tampé&o carbonatadarbonato 0,02 M, Gly 0,5 M.(A) e (B),
injecdo de 2 mg de MRJP1 em cromatografia de ekaluolecular em tampé&o carbonato/bicarbonato de
sédio 0,02 M, pH 10,0 com Gly 0,5 M (A) e sem GB).(C) cromatograma da fragdo monomérica CG.
D) cromatograma da fracdo monomérica SG. E) cragnamoa da fracdo oligomérica CG. F)
cromatograma da fracdo oligomérica SG. Coluna $@peR00 (GE Healthcare) utilizadas nos todos
cromatogramas. Eluicdes acompanhadas por absaica@® = 280 nm.

Fluxograma 2. Cromatografia de exclusdo molecular das fragdes oligoméricas e monomeéricas obtidas da
separacdo de MRJP1 em tampdo pH 10 com e sem glicina.

Amostra de MRJP1

olubilizacdo e eluicdo
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Cromatograma 3
Fig 21. C)
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Fig 21. F)
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4.5 Recromatografia de exclusdo molecular de monébme  ros de

MRJP1 nao liofilizados

Em todos os processos em que a MRJP1 é dialishdflizada, este ultimo
processo concentra as amostras até desidrata-leencentracdo dessas amostras pelo
processo de liofilizacdo poderia estar influenceand oligomerizagcéo das fracoes de
mondmeros de MRJP1.

A Figura 24 apresenta o ensaio em que (A) 5 mg RdM foram eluidas em
cromatografia de exclusdo molecular em tamp&o aatbthicarbonato 20 mM, Gly 0,5
M, pH 10,0. A fracdo do monémero de MRJP1 estdizada pelas barras vermelhas.

Essa fracao foi coletada e dividida.
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Figura 24. Recromatografias de exclusdo molecularod monémeros de MRJP1 néo liofilizados em
tampéo carbonato/bicarbonato 0,02 M, Gly 0,5 M, pHLO,0 e em aguaA) cromatograma de 5 mg de
MRJP1 diluidos em 500 pL e injetados em cromatégrdé exclusdo molecular eluida no tampao
descrito acima. Barras vermelhas indicam a frac&momérica coletada. B) Metade da fracdo
monomérica coletada em (A) e imediatamente injetad&romatografia de exclusdo molecular eluida no
tampao descrito acima. C) Outra metade da fracawomérica coletada em (A), dialisada contra agua
destilada e nao liofilizada, injetada em cromatfigrde exclusdo molecular eluida no tampédo descrito
acima. Coluna Superdex 200 (GE Healthcare) utiéigachos todos cromatogramas. EluicBes
acompanhadas por absor¢éo 6tiéa=a280 nm.
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A primeira metade foi (B) novamente injetada enmwatografia de exclusao

molecular e eluida no mesmo tampdo em que o mowdiviecoletado. E possivel ver
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que ndo ha a formacédo de grandes complexos oliguregmpredominando a forma
monomérica da MRJP1 (fracdo eluida aos 30 min).

A outra metade da amostra (C) foi dialisada coétyaa destilada a 4°C, e
entdo seguiu para cromatografia de exclusdo malenak mesmas condicdes que (A) e
(B). Assim como em (B), ha uma predominancia de énwero (fracdo aos 30 min) e
ndo é visivel uma formacdo de oligdbmeros. As frac@mteriores a 30 min
provavelmente sado resquicios de oligbmeros que npoder sido coletados
conjuntamente com a fracdo monomeérica.

Assim, o processo de liofilizagcdo € muito provayed seja o responsavel pela
oligomerizacdo dos monomeros de MRJP1. Comparamdessas cromatografias
(Figura 24, B e C) com a cromatografia do monén@@ (Figura 23, C), em que a
Unica diferenca entre essas cromatografias € odatanonémero CG passar pelo
processo de liofilizacéo, tudo indica que o atdiafdizar a amostra seja a responsavel
pela inducéo da oligomerizacdo. Durante o procdsdmfilizacdo, as amostras tornam-
se cada vez mais concentradas, o0 que poderia é&stiimente induzindo a
oligomerizacdo dos monémeros de MRJP1.

Foi visto também que se é possivel trocar o tancp@monato/bicarbonato pH
10,0 em que o monémero de MRJP1 foi eluido por &gua necessariamente induzir
uma oligomerizacdo. Pode-se, a partir dai, real@airos experimentos com o

mondmero de MRJP1 néo estando obrigatoriamentekipés pH 10,0.

4.6 Cromatografia de exclusdo molecular de MRJP1 em
diferentes concentractes

Oligbmeros de proteinas em solu¢cdes muito dilutdagdem a se dissociar,
assim como proteinas em solu¢bes muito concentraoldsm tender a se associar.
Amostras de 0,5 mg, 1 mg ou 2 mg de MRJP1 forambgaados em 50QL de
tampéao carbonato/bicarbonado de so6dio 20 mM, pH. s amostras foram eluidas
separadamente em cromatografia de exclusdo malesuwdatampéo de eluigdo foi o
mesmo em que foram solubilizadas e de acordo cgrocolo descrito na sesséo
3.4.1 de Materiais e Métodos sem aquecimento dasteas.

A Figura 25 apresenta trés cromatogramas com ctracées crescentes de
MRJP1 que foram injetadas em coluna de cromat@gdafiexclusdo molecular. Em A),
a concentracao injetada de MRJP1 foi de 1 mg/mL2 B)g/mL e C) 4 mg/mL. Era de
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se esperar que houvesse um aumento significatiaigiemeros (fracdes eluidas antes
de 29 min) e reducgéo proporcional de mondmerogdfraaos 29 min). Contudo,
visualmente sO € possivel se observar o ja espanamento na leitura da eluicdo de

MRJP1 a medida que se aumenta a concentracaotééprimicialmente injetada.
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Figura 25. Cromatografias de exclusédo molecular emiferentes concentracdes de MRJP1 eluida em
tampéo carbonato/bicarbonato 0,02 M.(A), (B) e (C) com concentracBes respectivas d@ &, 4
mg/mL de MRJP1 em tampé&o carbonato/bicarbonataddm 9,02 M, pH 10,0. Coluna Superdex 200
(GE Healthcare) utilizadas nos todos cromatogramBhscdes acompanhadas por absorcéo Otita=a
280 nm.

Logrado em sua dissertacdo de mestrado (2009faealliversos testes de
concentracdo de MRJP1, afim de se verificar a mglaa se dimensionar essa proteina
pela técnica de Microscopia de Forca Atdomica (AFMjna amostra de MRJP1 na
concentracao inicial de 3,7 pg/pL foi analisadarineira imagem obtida foi marcada
pela presenca de agregados. Até conseguir visuaizenonémero de MRJP1, o
pesquisador teve que diluir a amostra 1000 vegss.demonstra a facilidade com que a

MRJP1 tende a se oligomerizar.
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4.7 Efeito da temperatura sobre MRJP1

A fim de se verificar o comportamento do monémerdvtRJP1 submetido por
24 h a diferentes temperaturas, foi realizada usmatografia de exclusdo molecular
em que 5 mg de MRJP1 foram solubilizados (em 50p qukluidos em de tampéo
carbonato/bicarbonato de sodio 20 mM, pH 10,0.a8d0 monomérica foi dividida em
4 partes: uma parte ficou a 65°C/ 24 h, outra géeatura ambiente/ 24 h, outra a 4°C/
24 h e a ultima a -22°C/ 24 h. Apos o periodo dé,24ds fracBes foram reinjetadas na
coluna de cromatografia de exclusdo molecular el@ucom o tampao descrito acima
(Figura 26).
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Figura 26. Cromatografias de exclusdo molecular dmondémero de MRJP1 submetidas a 24 h em
determinada temperatura e eluidas em tampao carboma/bicarbonato 0,02 M. Linha vermelha:
monémero 24h a 60°C. Linha preta: monémero 24impdeatura ambiente. Linha verde: monémero 24h
a 4°C. Linha rosa: mondémero 24h a -22°C. Insercdmmatograma de 5mg de MRJP1 do qual o
monémero (circulado) foi fracionado em 4 partesaigpara se fazer o teste de termoestabilidade com
mesmo tampéo de elui¢cdo. Coluna Superdex 200 (GiiHdare) utilizadas nos todos cromatogramas.
Eluicbes acompanhadas por absorgéo otica @80 nm.

E notavel a manutencéo da forma monomérica (fraggc30 min) de MRJP1
nas temperaturas de -22°C (linha rosa) e 4°C (lMande), enquanto em temperatura
ambiente (linha preta) e a 65°C (linha vermelha) nadéculas tenderam a se
oligomerizar. No caso da temperatura de 65°C, haté&/enesmo agregacéao (fracdo aos
10 e 11,5 min) e degradacédo de MRJP1, uma vez &aepnesenca de proteinas com

menos de 55 kDa.
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Kamakura e colaboradores (2001a) verificaram, pgeemento semelhante
de termoestabilidade, que o monémero de MRJP1 & suacetivel a fragmentacao por
enzimas quanto maior for a temperatura, enquantool@®meros sdo menos
susceptiveis a essa degradacdo. Tamura e colabega(®009) verificaram que o
oligbmero de 290 kDa de MRJP1 é resistente a taatyas de até 56°C. Segundo
Walden e colaboradores (2001), proteinas maiokessds resistentes a degradacéo e a
desnaturacdo. Além disso, esses resultados indicaethores condicbes de

armazenamento da proteina.

4.8 Novo protocolo de cromatografia de troca anioni ca de
extrato de GR

Kamakura e colaboradores (2001a) supostamente gudres® purificar o
mondmero de MRJP1 em um Unico passo de cromatagtaftroca ibnica. Para isso,
eles se valeram do processo de ultrafiltracdo d@atexde GR antes de injeta-la em
coluna de troca iGnica. Retiravam com uma membdawat-off de 100 kDa todas as
proteinas com massa molecular superior a 100 kbatudo, o artigo nao cita se o
monomero puro de MRJP1 era posteriormente dialisamloliofilizado e, caso fosse, se
voltava a se oligomerizar/agregar.

Kamakura e Fukushima (2002) notaram que EDTA aumvent faixa de
termoestabilidade da MRJPL1. Introduzimos esse acdopreparacdo de alguns
tampdes, a fim de evitar degradacdo do mondmert® enasmo induzir a proteina
monomeérica a permanecer nesse estado conformacional

Com uma nova amostra de geleia real, contudo donmé&srnecedor (Apivita,
Rio Claro, SP), foi realizado um ensaio para w&ifise a nova GR possuia um
cromatograma semelhante ao das primeiras purigsa¢bigura 27). O método foi
praticamente o mesmo, havendo algumas diferencgammumio. O tampé&o utilizado foi
Tris-HCI 20 mM, pH 7. Essas mudancas se basearamm#&odos de Kamakura e
colaboradores (2001a).

N&o houve nenhuma grande variacdo de padrdo dgelwwom a MRJP1 se
desligando da coluna entre concentracdes de 0,8t@d cloreto de sédio. A nova GR
possuia caracteristicas muito semelhantes a GBaargeéndo considerada adequada

para se dar continuidade aos experimentos.
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Figura 27. Cromatografia de troca anidnica da novasR. A diferenca consistiu no tampéo (Tris-HCI
0,02 M, pH 7,0) e no padrdo de de concentracded, Nalia vermelha (0-5 min, auséncia de NaCl; 5-55
min, NaCl 40%; 55 min, NaCl 100%; 55-60 min, Nag§hdratico; 60 min auséncia de NaCl; 60-70 min,
auséncia de NaCl). Linha azul representa eluig@mpanhada por absorgdo 6tica & 280 nm. Seta
indica fracdo de MRJP1 delimitada pelas barraspret

Tendo em mente o método baseado em ultrafiltra@Ad, g de amostra da
nova GR foi solubilizada em 2 ml de tamp&o comidabde protease Tris-HCI 20 mM
(pH 7,0), EDTA 20 mM, agitada por 2 min e centrddg a 1600@ por 10 min. O
sobrenadante foi ultrafiltrada-off 100 kDa) e concentradaut-off 10 kDa), como
descrito em sessdo 3.2 de Materiais e Métodos r@&ig@8). Um novo padrdao de
gradiente de NacCl foi utilizado, visando obter wamzostra mais pura de MRJ