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Resumo

A presenca de uma camada proteica de superficie (camada S) € comum em
organismos procarioticos. As proteinas que compdem essa camada
apresentam a propriedade de se auto-organizar em arranjos simétricos
estaveis, que as confere um alto potencial biotecnolégico. Apesar de presente
em guase todas as archaeas, existem poucos relatos do uso de proteinas de
camada S desses organismos em estudos aplicados. Além disso, os estudos
descrevendo a estrutura de proteinas desse tipo sdo escassos. Assim, esse
trabalho tem o objetivo de caracterizar estruturalmente as proteinas de camada
S da archaea haldfila Haloferax volcanii, utilizd-las para a construcado de
envelopes celulares biomiméticos para o estudo de membranas e a expressao
dessa proteina em E. coli para construcdo de fusGes génicas de interesse. As
proteinas foram obtidas a partir da cultura de células de H. volcanii e
caracterizadas por ensaios de espalhamento de luz dindmico, dicroismo
circular e espectroscopia de fluorescéncia. Microscopia eletrbnica de
transmissao foi utilizada para observar a formacédo do arranjo cristalino das
proteinas purificadas, bem como de envelopes celulares de H. volcanii. Foram
produzidas monocamadas lipidicas por Langmuir-Blodgett utilizando os lipidios
DPPE, DPPC e DPhPE. A estrutura secundaria da proteina é afetada pelo pH,
de maneira que uma maior quantidade de folhas beta foi detectada em valores
mais altos. Esse mesmo fator influencia também a sua estrutura terciaria, de
maneira que em valores mais alcalinos as regifes proximas aos residuos de
triptofano da proteina interagem mais com o meio. No entanto, ensaios de
espalhamento de luz dinamico indicaram formacao de oligdmeros em todos 0s
pHs testados, havendo picos monodispersos, indicando a capacidade de
cristalizacdo da proteina em todas as condicdes. No entanto, imagens de
microscopia revelam que os arranjos formados nessas condi¢cfes néo estdo de
acordo com o normalmente observado na superficie celular desse organismo,
algo que foi somente possivel em condi¢des de alta salinidade. A concentracéo
de ions de sddio, magnésio e célcio no meio afeta a estrutura secundaria e
terciaria da proteina, influenciando assim a sua propriedade de auto-arranjo.
Nos ensaios de Langmuir-Blodgett, foi observada a cristalizacdo das proteinas
sobre as diferentes superficies lipidicas, sugerindo assim um possivel potencial
no uso dessas proteinas para producdo de envelopes celulares artificiais. Foi
também possivel a expressédo de proteinas de camada S de H. volcanii em E.
coli.

10



Abstract
The presence of a protein surface layer, known as the S-layer, is commonly

found in prokaryotic cell envelopes. This layer is composed of proteins that self-
assemble into a paracrystalline surface structure, a property that has been
extensively used in biotechnological research. Despite its detection in almost all
archaea described to date, there are very few reports in the literature using
these proteins for applied purposes. Furthermore, studies describing structural
aspects of these proteins are scarce. Thus, the objective of the present study
was to investigate the structural properties of the Haloferax volcanii S-layer
protein, use them for production of biomimetic S-layer supported lipid platforms
and heterologous expression of S-layer fusion proteins in E. coli. The S-layer
proteins were purified directly from H. volcanii cells and their structural
properties were evaluated through dynamic light scattering, circular dichroism
and fluorescence spectroscopy. Transmission electron microscopy was used for
analyses of the protein’s self-assembly properties as well as H. volcanii cell
envelope preparations. Lipid monolayers using DPPE, DPPC and DPhPE were
produced through Langmuir-Blodgett. The protein’s secondary structure is
affected by pH values in the medium, with higher beta sheet detection in more
alkaline values. This factor also affects the protein’s tertiary structure, with
higher tryptophan exposure to the environment in higher pH. Dynamic light
scattering essays revealed oligomer formation in all pH values evaluated,
indicating that the protein’s self-assembly process occurs in these conditions.
However, micrograph images showed that these oligomers do not resemble the
lattice found on the H. volcanii cell surface, and correct lattice formation was
only achieved in higher salt concentrations. The concentrations of sodium,
magnesium and calcium ions in the environment affect the protein’s secondary
and tertiary structures, which influences the protein’s functional properties. On
the Langmuir-Blodgett essays, an increase of surface pressure was detected on
all lipid monolayers tested, indicating a potential use of the H. volcanii S-layer
proteins in artificial lipid platform production. It was also possible to isolate the
protein’s encoding gene and heterologous protein expression was successful in

E. coli cells.
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1. Introducéo

1.1 O Dominio Archaea
Até a década de 70, os sistemas de classificacdo dos seres vivos,

baseados essencialmente em caracteres morfoldégicos, mostravam-se bastante
adequados para organismos macroscopicos (Whittaker, 1969). No entanto, o
mesmo nao podia ser dito em relagdo aos microrganismos, de maneira que até
a segunda metade do século XX, o estudo das suas relacdes filogenéticas era
considerado impossivel (Schleifer, 2009). Em 1965 foi postulado que o genoma
de um organismo poderia ser considerado o principal registro de sua histéria
evolutiva (Zuckerkandl e Pauling, 1965). Tal postulado foi de grande
importancia para a microbiologia, uma vez que microrganismos poderiam ser
identificados e classificados a partir de marcadores filogenéticos moleculares e
a comparacdo desses marcadores em diferentes organismos levaria a um
maior entendimento das suas relacdes filogenéticas (Schleifer, 2009). Nesse
contexto, rRNAs sdo de especial importancia para estudos dessa natureza,
umas vez que genes de rRNA 16S ou 18S sdo encontrados em todas as
formas celulares, possuindo homologia funcional e evolutiva (Fox et al., 1977,

Olsen et al., 1986).

Assim, a partir dos resultados obtidos nas analises comparativas de
sequéncias de rRNA 16S de bactérias ja bastante conhecidas com aquelas de
um grupo de bactérias ainda pouco caracterizado, as até entdo denominadas
bactérias metanogénicas, Woese e Fox propuseram, em 1977, que o0S
procariotos fossem divididos em dois reinos. Nesta divisdo, o reino Eubacteria
seria composto pelas bactérias ja bem conhecidas, enquanto o reino

Archaebacteria seria composto pelas bactérias metanogénicas. Essa
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denominacéo foi adotada pelo fato dos organismos metanogénicos serem
considerados, a época, organismos ancestrais de bactérias. No entanto,
estudos posteriores revelaram que as chamadas archaeobactérias
apresentavam caracteristicas bastante distintas daquelas encontradas tanto em

bactérias e quanto em eucariotos.

Bacteria Archaea Eucarya

| Euryarchaeota

1€ 13
1

|
i
Crenarchaeota: 1
8 10

9 19

7

I
¥
l}
1
U

Figura 1. Arvore filogenética universal, na qual é possivel observar o
posicionamento filogenético dos trés dominios da vida. Bacteria: 1-
Thermotogales, 2- Flavobactérias e organismos relacionados, 3-
Cianobactérias, 4- Bactérias purpuras, 5- Bactérias Gram-positivas, 6-
Bactérias verdes e ndo sulfurosas; Archaea: Filo Crenarchaeota: 7-
Pyrodictium, 8- Thermoproteus, Filo Euryarchaeota: 9- Thermococcales, 10-
Methanococcales, 11- Methanobacteriales, 12- Methanomicrobiales, 13-
Halofilos; Eucarya: 14- Animais, 15- Ciliados, 16- Plantas verdes, 17- Fungos,
18- Flagelados, 19- Microsporideos (Woese et al., 1990).

Por essa razdo, Woese e colaboradores propuseram, em 1990, que 0s
seres vivos fossem divididos em trés dominios da vida: Bacteria, Archaea e
Eukarya (Figura 1) (Woese et al., 1990). O nome archaeobacteria foi
abandonado, sendo substituido pelo termo Archaea. Essa mudanca ocorreu
devido a andlises comparativas de rRNAs 16S e 18S que revelaram que o
dominio Archaea nao consistia em um grupo ancestral de bactérias, uma vez

que, apesar de procaribticos, exibiam estreita relagdo com organismos do
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dominio Eukarya. O dominio Archaea se assemelha ao dominio Eukarya no
que diz respeito aos genes informacionais, associados a replicacao, transcricdo
e traducdo. No entanto, 0s genes operacionais, envolvidos em vias
metabdlicas, sdo mais similares ao dominio Bacteria (Rivera et al., 1998). Além
dessas e outras caracteristicas comuns com 0s outros dois dominios, o

dominio Archaea também apresenta caracteristicas Unicas.

Quando o dominio Archaea foi proposto em 1990, os organismos
analisados até aquele momento ja eram agrupados em dois filos distintos:
Euryarchaeota e Crenarchaeota. No entanto, com o avanco das técnicas de
sequenciamento e a aplicacdo de diferentes métodos de biologia molecular
independentes de cultivo, uma série de novos filos foram propostos nos ultimos
anos: Korarchaeota, Nanoarchaeota, Thaumarchaeota, Aigarchaeota,
Geoarchaeota, Parvarchaeota, Aenigmarchaeota, Diapherotrites,
Nanohaloarchaeota, Bathyarchaeota, @Woesearchaeota, Pacearchaeota,
Lokiarchaeota,, Thorarchaeota e Verstraetearchaeota (Barns et al., 1996;
Huber et al., 2002; Brochier-Armanet et al., 2008; Nunoura et al., 2011; Kozubal
et al., 2013; Rinke et al., 2013; Meng et al., 2014; Castelle et al., 2015; Spang
et al., 2015; Seitz et al., 2016; Vanwonterghem et al., 2016). Apesar disso, até
0 momento apenas cinco filos sdo formalmente aceitos de acordo com o List of
Bacterial Names with Standing in Nomenclature (Euzéby, 1997; Parte, 2013):
Euryarchaeota, Crenarchaeota, Korarchaeota, Nanoarchaeota e
Thaumarchaeota. Dessa maneira, a filogenia de Archaea esta constantemente
sendo discutida, com novas arvores filogenéticas tendo sido geradas para
afiliar esses novos grupos e esclarecer as relagbes evolutivas desses

organismos, como ilustrado na Figura 2 (Adam et al., 2017).
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Figura 2. Arvore filogenética atualizada de Archaea baseada em 41 genes
marcadores. Os grupos indicados em cinza nao possuem representantes
cultivados. C= Classe; P= Filo; SC= Super Classe; SP= Super Filo (Adam et al.,

2017).
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Os critérios utilizados para o reconhecimento formal de taxons segundo
o List of Bacterial Names with Standing in Nomenclature séo: citacdes no
Approved Lists of Bacterial Names; publicagcbes nos periodicos International
Journal of Systematic Bacteriology (IJSB) e International Journal of Systematic
and Evolutionary Microbiology (IJSEM); publicacbes em listas de validacéo.
Assim, apesar de existirem cinco filos de Archaea formalmente reconhecidos e
muitos outros propostos, serd dada atencdo especial ao filo Euryarchaeota
devido ao fato de o organismo modelo para a realizacdo deste trabalho ser um

haléfilo moderado pertencente a esse grupo.

E interessante apontar que os organismos ha muitos anos classificados
como pertencentes ao filo Euryarchaeota se mantiveram nesse filo, mesmo
apos a descricao de inUmeros novos isolados e/ou genomas, enquanto Varios
organismos inicialmente classificados como do filo Crenarchaeota passaram a

ser classificados em outros filos a partir de estudos mais recentes.

O filo Euryarchaeota é composto por organismos com fisiologias
bastante distintas, em contraste com o filo Crenarchaeota, composto na maior
parte por organismos hipertermaofilos. Entre os grupos pertencentes a esse filo,
podemos citar organismos metanogénicos, haldfilos, redutores de sulfato,
hipertermofilos. Os metanogénicos sdo anaerdbicos estritos e seu metabolismo
€ unico, utilizando o carbono como aceptor final de elétrons. Durante o
processo de obtencéo de energia, estes organismos liberam metano como um

dos seus produtos (Thauer, 1998).

Archaeas halofilas habitam ambientes hipersalinos (DasSarma e

DasSarma, 2012) como lagoas de sal, o Mar Morto, salmouras naturais e
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salternas marinhas (San-Lotter e Fendrihan, 2015). Alguns desses
microrganismos exibem crescimento 6timo em concentracdes de sal proximas
ao ponto de saturacgdo e, assim, varias adaptacdes sdo necessérias para a sua
sobrevivéncia. De maneira geral, haloarchaeas apresentam uma concentracéo
intracelular alta de ions de potéssio para que ocorra o equilibrio osmético com
a alta concentracao de ions de sédio no ambiente (Ginzburg et al., 1970; Oren,
1999). Além disso, as proteinas desses organismos sdo comumente ricas em
residuos de aminoacidos expostos negativamente carregados (Ng et al., 2000;
Kennedy et al.,, 2001; Baliga et al., 2004), de maneira a favorecer sua

solubilidade em condi¢bes de alta salinidade (Mevarech et al., 2000).

Devido a facilidade de manipulagdo em condi¢cdes laboratoriais
(Litchfield, 2011), haloarchaeas s&o frequentemente utilizadas como
organismos modelo para Archaea. Essa facilidade se da pelo fato de nédo ser
necessario o cultivo em altas temperaturas ou condicdes de anaerobiose. Além
disso, as altas concentracdes de sal utilizadas na confeccdo dos meios de
cultura para esses organismos restringem bastante a possibilidade de

contaminagao.

O organismo Haloferax volcanii, em particular, € bastante utilizado como
modelo de estudo para o entendimento dos diferentes processos biologicos
desse dominio da vida (Allers e Ngo, 2003; Hartman et al., 2010). Essa
haloarchaea foi inicialmente isolada de sedimentos do Mar Morto
(Mullakhanbhai e Larsen, 1975) e seu crescimento O6timo ocorre em
concentracdes de NaCl entre 1,7 a 2,5 M, 45 °C e pH levemente &cido (Garrity
et al., 2001). As células de H. volcanii ttm de 1 a 3 um de diametro, podendo

se apresentar sob a forma de discos curvos (Garrity et al., 2001) (Figura 3).
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Como muitas archaeas, a parede celular de H. volcanii € composta por uma
camada de superficie proteica altamente ordenada (camada S) ancorada

diretamente a superficie celular (Albers e Meyer, 2011).

T X11,000  1um

Figura 3. Microscopia eletronica de varredura evidenciando a morfologia
celular da archaea Haloferax volcanii (Garrity et al., 2001).

1.2. O envelope celular de Archaea

Os lipideos encontrados nas membranas de Archaea sdo bastante
diferentes dos encontrados nas membranas bacterianas e eucariéticas. Em
eucariotos e bactérias, os acidos graxos sao ligados a uma molécula de
glicerol-3-fosfato por uma ligacdo do tipo éster. Em archaeas, ndo existem
cadeias de acidos graxos, mas sim cadeias laterais de hidrocarbonetos que se
ligam a uma molécula de glicerol-1-fosfato por uma ligacdo do tipo éter (Kates
et al.,, 1993). Outra caracteristica particular de Archaea é a presenca de
membranas estruturadas como monocamadas lipidicas, especialmente em
membros  hiperterméfilos. Quando as membranas ocorrem  como

monocamadas, sua fluidez é modulada por meio da ciclizacdo de determinados

18



componentes da cadeia lateral de hidrocarbonetos (DeRosa et al.,, 1991). A
parede celular em Archaea difere da de Bacteria por ndo apresentar
peptideoglicano e, em seu lugar, uma série de diferentes componentes foram

descritos (Figura 4).
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Figura 4. Composicao da parede celular de representantes de alguns filos de
Archaea (Albers e Meyer, 2011).

A pseudomureina € um polimero similar ao peptideoglicano, que
apresenta uma espessura média de 15 a 20 nm (Kandler e Koenig, 1993). Esse
componente de parede ocorre apenas em alguns grupos de Archaea,
especialmente em organismos metanogénicos. Dentre as diferencas dessa
estrutura e o peptideoglicano de bactérias, podemos citar a ocorréncia de acido
N-acetiltalosaminurdnico ao invés de acido N-acetilmuramico. Além disso, a
ligagdo entre o acido N-acetiltalosaminuronico e a N-acetilglucosamina é do

tipo B1—3, enquanto que no peptideoglicano a ligacdo entre o acido N-
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acetilmuramico e a N-acetilglucosamina € do tipo B1—4. Na pseudomureina,
ndo ocorrem aminoacidos na conformagcdo D nas ligagbes cruzadas.
Alternativamente, a parte peptidica da molécula € composta normalmente por
trés aminoéacidos na conformacgdo L (Acido glutamico, alanina e lisina). E
interessante notar que apesar da similaridade com o peptideoglicano, néo foi
encontrada homologia entre as proteinas envolvidas na sintese da
pseudomureina e as proteinas envolvidas na sintese do peptidoglicano,
sugerindo que as duas vias evoluiram separadamente (Konig et al., 1994;

Scheffers e Pinho, 2005; Claus e Koenig, 2010).

A metanocondroitina € um polimero de parede celular produzido por
agregados celulares de algumas espécies do género Methanosarcina (Kreisl e
Kandler, 1986). Essa estrutura consiste em um polimero fibrilar, composto por
repeticbes de duas moléculas de N-acetilgalactosaminas e uma molécula de
acido glucurdnico. E similar & condroitina produzida por vertebrados como
componente de matriz do tecido conjuntivo (Kjellen e Lindahl, 1991). No
entanto, a metanocondroitina difere da condroitina devido a proporcdo de

moléculas de N-acetilgalactosaminas para moléculas de acido glucurénico e

por ndo ser um composto sulfatado.

Apesar da variedade de componentes de parede celular descritos em
Archaea, é interessante notar que uma camada proteica paracristalina de
superficie denominada camada S (do inglés S-layer), esta presente no

envelope celular de um expressivo niamero de organismos desse dominio

(Figura 4) (Albers e Meyer, 2011).
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1.3. CamadaS

A camada S pode ser encontrada tanto em archaeas quanto em
bactérias e é geralmente composta por uma Unica espécie de proteina ou
glicoproteina com massa molecular de 40 a 200 kDa, frequentemente
associada & membrana citoplasmatica (Sara e Sleytr, 1996). E importante
apontar que existem casos em que a camada S é composta por duas espécies

de proteina distintas (Albers e Meyer, 2011).

Uma caracteristica interessante das proteinas de camada S consiste em
sua capacidade de se agrupar em arranjos cristalinos simétricos
bidimensionais. Tendo em vista que esse componente de parede celular é
encontrado em muitos organismos procarigticos, proteinas de camada S
consistem em um dos biopolimeros mais abundantes da biomassa terrestre,
sendo produzidas em quantidades elevadas na célula (Pum et al., 2013).
Apesar de inicialmente a funcdo da camada S néo ter sido entendida, hoje se
sabe que ela desempenha papéis de protecado celular, reconhecimento de

superficie, manutencéo de forma celular, entre outros (Sleytr et al., 2014).

Dependendo do organismo, uma unidade morfolégica da camada S
consiste de uma (pl), duas (p2), trés (p3), quatro (p4) ou seis (p6) copias
idénticas de uma determinada proteina ou glicoproteina (Figura 5). O espaco
entre as proteinas que formam a camada S varia de 2,5 a 35 nm (Sleytr et al.,
2007). Como camadas S sdo arranjos monomoleculares de subunidades
idénticas, os poros formados apresentam tamanhos e morfologias idénticos

(Sara e Sleytr, 2000).
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Oblique Square Hexagonal

Figura 5. Tipos de simetria observados nos arranjos cristalinos de camadas S.
(Rodrigues-Oliveira et al., 2017).

Métodos de microscopia eletrénica sédo bastante utilizados para o estudo
e deteccdo de camada S, possibilitando estimar detalhes do arranjo cristalino e
tamanho dos poros (Figura 6) (Beveridge e Graham, 1991). Os poros chegam a
compor 70% da area ocupada pela camada S, de maneira que a face externa é
comumente mais hidrofilica e a face interna mais hidrofobica (Sleytr et.al,
1996). A maioria das proteinas que compbe as diferentes camadas S
apresenta ponto isoelétrico levemente acido (pl 3-5), com cerca de 50-60%
residuos de aminoacidos hidrofébicos e poucos residuos sulfurados (Sara e
Sleytr, 2000). Muitas proteinas que compdem a camada S sdo N- ou O-
glicosiladas, geralmente em residuos de Asp e Ser ou Thr (Messner e Sleytr,
1992; Jarrell et al., 2014). Além disso, outros estudos indicam que em alguns

organismos ha regides da proteina que ndo sdo essenciais a formacao do
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arranjo cristalino, sendo este mantido mesmo quando ha dele¢cdo de

determinados trechos do gene que a codifica (Pum et al., 2013).

Figura 6. Microscopia eletronica de transmisséo evidenciando a camada S com
simetria hexagonal da archaea Methanocorpusculum sinense (Pum et al.,
2013).

A camada S encontra-se ancorada a superficie do microrganismo, de
maneira que as unidades sdo separadas na presenca de detergentes ou
agentes capazes de romper liga¢cdes de hidrogénio (Debabov, 2004). Mesmo
guando separadas, unidades isoladas da camada S possuem a capacidade de
recristalizacdo em arranjos regulares quando o agente utilizado na separacao é
removido (Beveridge, 1994). A propriedade de auto-organizacdo dessas
proteinas, originando estruturas cristalinas homogéneas, confere enorme
potencial nanotecnolégico as camadas S (Debabov, 2004; Sleytr et al., 2007;

llk et al., 2011, Pum et al., 2013).
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1.4. Camada S em Archaea

As camadas S de organismos pertencentes aos filos Euryarchaeota e
Crenarchaeota sdo as melhores descritas até hoje. Como a maioria dos
representantes cultivados em Archaea pertence a esses filos, tal fator contribui
para descricdes morfolégicas mais detalhadas de seu envelope celular.
Existem estudos que detectaram e descreveram a camada S de archaeas
metanogénicas e haldfilas antes mesmo da proposta da classificacdo dos seres
vivos em trés dominios da vida (Steensland e Larsen, 1969; Mullakhanbhai e

Larsen, 1975; Baumeister et al.,1982; Nul3er e Konig, 1987).
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Figura 7. Distribuicdo das diferentes simetrias de camada S nos filos de
Archaea em uma arvore filogenética construida a partir de genes que codificam

o rRNA 16S. A bacteria Bacillus sphaericus foi utilizada como grupo externo
(Rodrigues-Oliveira et al., 2017).
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Ao se comparar a camada S das espécies de archaeas descritas até o
momento, é possivel observar uma predominancia da simetria hexagonal em
nameros absolutos (Figura 7) (Rodrigues-Oliveira et al., 2017). No entanto, ao
se observar a distribuicdo dos tipos de simetria de camada S nos diferentes
filos, é evidente que a simetria hexagonal é quase completamente dominante
em Euryarchaeota, principalmente em organismos haléfilos e metanogénicos.
Embora tal simetria seja também detectada em membros de Crenarchaeota,
outras simetrias sao também comuns, havendo uma correlacéo entre o tipo de
simetria de camada S e as principais ordens desse filo. Como a descricao do
envelope celular de representantes dos demais filos de Archaea € ainda
bastante limitada, torna-se dificil tracar um padrao global para este dominio da

vida.

Como mencionado anteriormente, existem casos em que a camada S é
composta por duas proteinas distintas. Em Archaea, todas as descrigbes de
camadas S compostas por duas proteinas foram feitas na ordem Sulfolobales
do filo Crenarchaeota. A camada S de Sulfolobus acidocaldarius foi bastante
estudada ao longo do tempo e € composta por duas proteinas altamente
glicosiladas: SlaA e SlaB (Grogan, 1989; Grogan, 1996; Veith et al., 2009).
Essas proteinas estdo associadas de maneira ndo covalente e desempenham
papeis estruturais distintos, de maneira que as glicoproteinas SlaA formam a
camada externa altamente organizada e as proteinas SlaB ancoram a camada
S a membrana plasmatica. Analises moleculares demonstraram gque 0s genes
slaA e slaB estdo adjacentes no cromossomo e sao transcritos como operons
bicistrbnicos, uma caracteristica conservada na ordem Sulfolobales (Veith et

al., 2009).
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A glicosilacdo da proteina SlaA de S. acidocaldarius foi investigada e
esta apresenta 31 sitios preditos de N-glicosilacdo (Peyfoon et al., 2010; Meyer
e Albers, 2013). No entanto, um ter¢o desses sitios esta concentrado na regido
proxima ao C-terminal da proteina, levando a uma notéria densidade de
glicosilacdo nessa regido. Essa propriedade foi observada na sequéncia de
aminoacidos dessa proteina em todos os membros da ordem Sulfolobales, de
maneira que foi proposto que essa alta densidade de glicosilacdo possa ser

uma adaptacao a ambientes termoacidofilos (Meyer e Albers, 2013).

A camada S de S. acidocaldarius desempenha um papel na ancoragem
do flagelo (Banerjee et al., 2015). A proteina flagelar FlaF se liga a camada S e
essa interacdo ocorre no espaco pseudoperiplasmatico, sendo essa proteina
responsavel pelo ancoramento do flagelo a superficie celular. Curiosamente,
esse estudo revelou uma similaridade estrutural entre FlaF e a proteina de

camada S da bactéria Geobacillus setearothermophilus.

Staphylothermus marinus, pertencente a ordem Desulfurococcales do
filo Crenarchaeota, teve seu envoltorio celular descrito em detalhes. Esse
organismo fermentador de peptideos € hipertermdfilo e sua camada S
apresenta uma simetria do tipo p4, com um grau de ordenacdo menor que o
normalmente observado em outros organismos (Peters et al., 1995). Diversos
estudos (Peters et al., 1995; Peters et al., 1996; Mayr et al., 1996; Stetefeld et
al., 2000) desempenharam um papel fundamental na determinagcédo estrutural
da unidade morfolégica da camada S de S. marinus. Essa unidade morfolégica,
chamada de tetrabrachion, consiste em uma haste de 70 nm de comprimento,
composta por quatro glicoproteinas idénticas que terminam em quatro “bragos”

gue se caracterizam por possuirem alta densidade de estruturas secundarias
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em folhas B (Figura 8a). Esses “bragcos” tém 24 nm de comprimento e s&o
responsaveis pela conectividade entre as unidades morfologicas da camada S
desse organismo (Figura 8b) (Peters et al., 1995). Uma propriedade particular
da camada S de S. marinus consiste na presenca de duas proteinas globulares
com atividade proteolitica ligadas a haste do tetrabrachion, localizadas a 32 nm
da regido onde os “bragos” comegam (Peters et al., 1995). Esse é o Unico caso
em Archaea de um componente de camada S com atividade enziméatica. Tal
propriedade também esta presente nas camadas S das bactérias Clostridium
difficile (Calabi et al., 2001), Bacillus anthracis (Ahn et al., 2006) e Lactobacillus

acidophilus (Prado-Acosta et al., 2008).
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Figura 8. Componentes estruturais do tetrabrachion de Staphylothermus
marinus (A) e ilustragdo esquematica da interacdo entre as unidades
morfologicas na superficie celular (B) (Rodrigues-Oliveira et al., 2017).
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Essa protease, denominada STABLE, é bastante resistente ao calor e
agentes desnaturantes, especialmente quando associada ao tetrabrachion
(Mayr et al., 1996), apresentando alto espectro de afinidade em relacdo aos
substratos. Por clivar peptideos em regifes que sucedem residuos de Glu, foi
proposto que essa enzima poderia desempenhar um papel de quebra do
tetrabrachion durante o processo de sintese da camada S e divisdo celular,
devido & presenca de um sitio de clivagem entre o residuo Glu700 e Glu701
das proteinas que formam essa estrutura (Peters et al., 1996). Também foi
sugerido que STABLE poderia desempenhar um papel de degradacdo de
proteinas no ambiente, favorecendo o metabolismo de fermentacdo de

peptideos de S. marinus (Fiala et al., 1986; Peters et al., 1996).

Como mencionado anteriormente, as camadas S de organismos
pertencentes ao filo Euryarchaeota também foram alvo de diversos estudos,
principalmente se tratando de organismos metanogénicos e haldfilos. Alguns
estudos compararam a camada S de archaeas metanogénicas mesodfilas com
aquela de termdfilas. As proteinas de camada S de Methanococcus vannielli,
Methanococcus thermolithotrophicus e Methanocaldococcus jannaschii
apresentam composicdo de aminoacidos comparavel (NufRer e Konig, 1987;
Akca et al., 2002), apesar desses organismos terem temperaturas 6timas de
crescimento distintas (37, 65 e 85 °C, respectivamente). Diversos sitios de N-
glicosilacdo foram detectados ao se analisar a sequéncia de aminoacidos
desses organismos (Akca et al.,, 2002). Por muito tempo a funcdo da
glicosilacdo em proteinas de camada S de metanogénicos ndo era entendida.
No entanto, recentemente foi detectada uma maior densidade de glicosilacdo

nessas proteinas de archaeas metanogénicas hipertermdfilas, sugerindo um

28



papel na sobrevivéncia desses organismos em altas temperaturas (Wildgruber
et al., 1982; Zabel et al., 1984; Meyer e Albers, 2013; Jarrell et al., 2014). E
interessante notar que apesar de apresentar similaridades as proteinas de
camada S de outros organismos metanogénicos, a proteina de camada S de
M. jannaschii, um organismo hipertermdfilo, possui um discreto aumento em
sua hidrofobicidade, o que talvez contribua com a estabilidade do arranjo

cristalino em temperaturas altas (Jaenicke et al., 1985).

Quanto a estrutura secundaria de proteinas de camada S de
metanogénicos, uma maior quantidade de folhas-beta foi observada em
Methanothermus fervidus e Methanothermus sociabilis (Brockl et al., 1991),
guando comparados a organismos mesofilos (Baumeister et al., 1982; Bingle et
al., 1985; Engelhardt et al., 1986). Como essas estruturas proporcionam
interacdes inter- e intramoleculares (Jaenicke, 1987), um estudo de Brockl et al.
(1991) sugeriu que essa maior quantidade de folhas-beta poderia ter um papel

na formacgé&o do arranjo cristalino da camada S em ambientes termofilos.

O envelope celular do organismo mesofilo Methanosarcina acetivorans
despertou o interesse da comunidade cientifica desde a sua descricdo. Quando
em ambientes de 4gua doce, agregados de quatro células sdo formados, sendo
cada célula envolta por uma camada de metanocondroitina e uma camada S.
No entanto, quando em ambientes marinhos, as células sdo encontradas
isoladas e seu envelope é composto apenas por uma camada S (Sowers et al.,
1984; Sowers et al., 1993; Kreisl e Kandler, 1986; Baumeister e Lembcke,
1992). Em M. acetivorans e Methanosarcina mazei, dois dominios de funcéo
desconhecida DUF1608 duplicados foram detectados nas suas proteinas de

camada S (Francoleon et al., 2009).
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Apesar de apresentarem propriedades Unicas e de alto interesse
biotecnolégico, sdo ainda escassos 0os modelos estruturais de proteinas de
camada S. No que se refere ao dominio Archaea, o Unico estudo feito até o
momento utilizou a proteina de M. acetivorans como modelo, resultando na
determinacdo da estrutura do dominio DUF1608 (Arbing et al., 2012). A
proteina de camada S de M. acetivorans é composta por um peptideo sinal,
dois dominios DUF1608 duplicados e um dominio de ancoragem a membrana.
A partir da determinacdo da estrutura do DUF1608, foi possivel produzir um
modelo funcional em que a formag&o do arranjo cristalino hexagonal pode ser
observada. Além disso, os resultados obtidos nesse estudo indicam que a
camada S de M. acetivorans é negativamente carregada e atua como uma
barreira de tamanho e carga natural para a célula, restringindo o acesso
molecular ao espaco periplasmatico. E interessante apontar que foi detectada
uma homologia estrutural entre 0 dominio DUF1608 dessa proteina de camada

S e proteinas de envelope viral.

Com a excecao de espécies do género Halococcus e algumas linhagens
de Haloquadratum walsbyi, a maioria das haloarchaeas apresentam apenas
camada S como componente de parede celular. Quando comparadas as
proteinas de camada S de organismos metanogénicos, as proteinas de
haloarchaeas mostram-se mais homogéneas. Assim, é possivel observar maior
similaridade quanto as sequéncias de DNA e aminoacidos, além de maior
comparabilidade do perfil de hidrofobicidade dessas proteinas. A proteina de
camada S melhor estudada em archaeas haldfilas é aquela de Haloferax

volcanii, principalmente em relacdo as modificagbes pds-traducionais.
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1.5. A proteina de camada S de Haloferax volcanii

A proteina de camada S de H. volcanii apresenta diversas similaridades
com a de outros organismos haldfilos, como o haldfilo extremo Halobacterium
salinarum (Trachtenberg et al., 2000), apesar de haver menor similaridade de
sequéncia na regido N-terminal dessas duas proteinas, sendo possivel haver
diferencas estruturais mais significativas. Ao se analisar a estrutura primaria da
proteina € possivel observar a presenca de um peptideo sinal de 34
aminoacidos, assim como um dominio de ancoragem a membrana préximo a
porcdo C-terminal. Esse dominio é precedido por clusters de residuos de Thr
que sofrem O-glicosilacdo. Os clusters de Thr parecem desempenhar papel

como elementos espacadores entre 0 dominio de ancoragem a membrana e

regides mais distantes da proteina (Sumper et al., 1990).

Reconstrucdes tridimensionais do envelope celular de H. volcanii (Kessel
et al., 1988) mostraram que a camada S esta disposta em complexos de 12,5
nm de altura, sendo compostos por um dominio em forma de domo de 4.5 nm,
seguido de um elemento espacador O-glicosilado de 6,0 nm e um dominio
globular pequeno de 2,0 nm, situado na face externa da membrana plasmatica
(Figura 9). Tendo em vista que a camada S € o0 Unico componente de envelope
celular de H. volcanii, esse modelo sugere que esta atua como uma barreira
molecular para a célula. Um estudo utilizando preparacdes de envelopes
celulares de H. volcanii demonstrou que a estabilidade estrutural da camada S
€ dependente da concentracdo de NaCl e cations divalentes (Cohen et al.,
1991), uma propriedade previamente observada em H. salinarum (Brown,

1964; Stoeckenius e Rowen, 1967; Steensland e Larsen, 1969).
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Figura 9. Estrutura em forma de domo da camada S de Haloferax volcanii
disposta sobre a superficie celular (Rodrigues-Oliveira et al., 2017).

Como mencionado anteriormente, a proteina de camada S de H. volcanii
tem sido amplamente utilizada como modelo para estudos que abordam
modificacdes pods-traducionais em Archaea, sendo o0 processo de N-
glicosilacdo da proteina bastante detalhado. Um pentassacarideo composto por
uma molécula de hexose, um metil éster de 4cido hexurdnico, duas moléculas
de &cido hexurbnico e uma manose € ligado a determinados residuos de Asn
(Asn-13 e Asn-83) (Abu-Qarn et al., 2007; Guan et al., 2010; Magidovich et al.,
2010). As proteinas envolvidas no processo glicosilagdo foram identificadas
(Agld, AgIG, Agll e AgIE) e adicionam os quatro primeiros sacarideos a um
carreador de dolicol fosfato (Guan et al., 2010) enquanto a proteina AgID liga a
manose final a um carreador de dolicol fosfato distinto (Abu-Qarn et al., 2008;
Yurist-Doutsch et al., 2008; Kaminski et al., 2010). AgIB transfere os primeiros
quatro sacarideos para a proteina de camada S (Abu-Qarn et al., 2007). A
manose final é transferida do outro carreador de dolicol fosfato para a proteina,
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sendo esse processo dependente de AgIR e AgIS. AgIR inverte o carreador de
dolicol fosfato ligado & manose e AgIS transfere a manose para a proteina
(Figura 10) (Guan et al., 2010; Calo et al., 2011; Cohen-Rosenzweig et al.,
2012; Kaminski et al., 2012; Jarrell et al., 2014). E interessante ressaltar que a
concentracdo salina no meio afeta o processo de N-glicosilacdo da proteina,
havendo relatos na literatura de modificacdes desse processo no que diz
respeito aos sitios de glicosilacdo e sacarideos utilizados em resposta a

variacOes de salinidade (Abu-Qarn et al., 2007; Guan et al., 2012).
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Figura 10. Esquema da via de N-glicosilagdo da proteina de camada S de
Haloferax volcanii (Rodrigues-Oliveira et al., 2017).

O processo de N-glicosilagdo do residuo Asn-498 € um processo
distinto, que depende de concentracdes salinas mais baixas e envolve um
tetrassacarideo (Kaminski et al., 2013). Além disso, células de H. volcanii
apresentaram crescimento limitado em altas concentra¢cdes salinas quando
houve delecdo de genes envolvidos na via de N-glicosilacdo da proteina de
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camada S (Abu-Qarn et al., 2007). Isso indica que esse processo desempenha
um papel importante na manutencdo de um envelope celular estavel em

ambientes de alta salinidade.

Outras formas de modificagbes pds-traducionais foram descritas para a
proteina de camada S de H. volcanii. A proteina passa por um processo de
maturagcdo que ocorre apds sua translocagdo através da membrana plasméatica
e esse passo é dependente de ions de magnésio (Eichler, 2001). Durante esse
processo, compostos lipidicos se ligam a por¢cdo C-terminal da proteina, um
processo mediado por &cido mevalénico (Konrad e Eichler, 2002). Essas
modificacbes geram duas populacbes de proteinas de camada S em H.
volcanii: uma ancorada a membrana por intermédio de um dominio
transmembranico localizado na por¢cao C-terminal da proteina e outra que sofre
modificagdes lipidicas e estd associada & membrana de maneira dependente
de cations divalentes (Sumper et al, 1990; Kandiba et al., 2013).
Recentemente, foi demonstrado que nessa segunda populacdo a regido C-
terminal da proteina é removida por uma archaeosortase (ArtA) e essa enzima
age em um motivo de prolina-glicina-fenilalanina conservado (PGF), sendo as
modificacdes lipidicas dependentes da acdo de ArtA (Abdul-Halim et al., 2015).
Esses estudos contribuem para um melhor entendimento dos processos de

modificacdes pds-traducionais de proteinas de camada S de Archaea.
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1.6. Aplicacdes biotecnoldgicas de proteinas de camada S

Devido a propriedade intrinseca de auto-arranjo das proteinas S, estas
possuem grande potencial de utilizagcdo em processos biotecnolégicos. Até o
momento, a grande maioria dos trabalhos que descrevem o potencial
biotecnolégico de proteinas de camada S foi realizada com proteinas de origem
bacteriana, embora proteinas de Archaea venham recebendo maior atencao

recentemente.

Uma interessante aplicacdo biotecnologica de proteinas de camadas S
consiste na construcdo de membranas de ultrafiltracdo. Membranas de
ultrafiltracdo baseadas em camadas S apresentam vantagens sobre outras
membranas, devido a uniformidade dos poros quanto a forma e tamanho
(Debabov, 2004). Ja existem membranas de ultrafiltracdo construidas a partir
de proteinas de camada S de Bacillus stearothermophilus e outras espécies do
género Bacillus (Sara e Sleytr, 1987), cujos poros variam de 2 a 8 nm de

diametro (Sleytr e Sara, 1987).

Tendo em vista a capacidade de arranjo cristalino de proteinas de
camada S, haptenos ligados quimicamente a essas proteinas podem configurar
vacinas com novas propriedades. De fato, existem estudos mostrando uma boa
eficiéncia de carreamento de haptenos de baixa massa molecular, quando
ligados a proteinas de camada S (Malcolm et al., 1993). Em vacinas
antitumorais, foi observado que haptenos como oligossacarideos de mucina e
antigenos T e Ley, associados a tumores epiteliais, ndo induziam uma resposta
imune adequada quando injetados sozinhos. No entanto, quando ligados

guimicamente a camada S de Bacillus alevi, Bacillus stearothermophilus e
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Clostridium thermohygrosulfuricum foi possivel observar uma ativacdo de

macréfagos e linfocitos T contra células tumorais (Sleytr et al., 1991).
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Figura 11. Diferentes estratégias para a obtencao de proteinas de camada S
fusionadas a proteinas de interesse e suas possiveis aplicacdes em
nanobiotecnologia. (llk et al., 2011).

Abordagens genéticas expandem o potencial biotecnoldgico de
proteinas de camada S, pois permitem a modificacdo das propriedades naturais
dessas proteinas. No entanto, para que tais aplicacdes biotecnolédgicas tornem-
se viaveis, as proteinas de camada S devem ser capazes de manter sua
capacidade de auto-arranjo apés a insercdo ou fusdo com proteinas ou
dominios exdgenos. Até 0 momento, as estratégias para a producdo de
proteinas de camada S geneticamente modificadas envolvem sua clonagem,
expressdo heteréloga e purificacdo em células hospedeiras, comumente

Escherichia coli (Ilk et al., 2011) (Figura 11). Estudos recentes descrevem a
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obtencdo de fusdes génicas onde foram produzidas proteinas de camada S
hibridas a serem utilizadas em processos de sensoriamento e diagndstico
(Figura 12) (Egelseer et al., 2010), producédo de vacinas conjugadas (Bohle et

al., 2004) e construcao de biomarcadores fluorescentes (Kainz et al., 2010).
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Figura 12. Esquema representando a obtencdo de proteinas de camada S
hibridas, fusionadas a produtos de interesse, para a deteccdo de moléculas
alvo. (Sleytr et al., 2007).

1.7. Uso de proteinas de camada S para estabilizacdo de membranas
lipidicas

A importancia de membranas celulares nos sistemas biol6gicos motivou
a criacdo modelos que possibilitem o estudo e caracterizacdo dessas
estruturas. Camadas lipidicas imobilizadas em suportes sélidos representam
uma das classes mais promissoras de modelos para membranas, de maneira a
possibilitar a sua caracterizacdo por diversas técnicas sensiveis a superficies
(Jackman et al., 2012; Schuster e Sleytr, 2014). Como a fixacdo de membranas

lipidicas em superficies solidas tende a diminuir sua fluidez, uma camada
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polimérica pode ser adicionada entre a membrana e o suporte sélido, a fim de
otimizar tal sistema (Schindler, 1989; Sackmann, 1996). Como previamente
mencionado, as subunidades da camada S tem a tendéncia de cristalizacao,
inclusive quando associadas a bicamadas lipidicas, o que confere maior
estabilidade a essas estruturas, sem perdas significativas de suas propriedades
(Pum et al., 1993). Dessa maneira, foi possivel observar na literatura estudos
em que proteinas de camada S de bactérias foram reconstruidas em
bicamadas lipidicas (Schuster et al.,, 1998), monocamadas fosfolipidicas
(Wetzer et al., 1998) e lipossomas (Kupcu et al., 1995). Os resultados revelam
que o uso de proteinas de camada S como suporte para membranas lipidicas
possibilita a mimetizacdo de propriedades fundamentais de membranas
celulares, incluindo fluidez, propriedades eletroquimicas, incorporacdo de
proteinas integrais de membrana, além de aumentar a longevidade do sistema
(Schuster e Sleytr, 2014). Esses modelos de membranas consistem
normalmente em uma monocamada lipidica do tipo tetraéter ou uma bicamada
fosfolipidica artificial que substituem a membrana citoplasmatica, onde
proteinas de camada S isoladas sdo organizadas em arranjos
monomoleculares ao longo da superficie lipidica (De Rosa, 1996; Nicolini,

1996; Gliozzi et al., 2002; Schuster e Sleytr, 2014).

Proteinas integrais de membrana representam uma classe de proteinas
importantes para o funcionamento celular. Além disso, sé@o proteinas de grande
interesse na industria farmacéutica, tendo em vista que aproximadamente 60%
dos 430 alvos de farmacos conhecidos séo proteinas desta classe (Bleicher et
al., 2003; Ellis e Smith, 2004). No entanto, devido as dificuldades técnicas

envolvidas no estudo dessas proteinas, membranas biomiméticas apoiadas em
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proteinas de camada S consistem em modelos promissores por permitirem a
reconstituicdo de proteinas de membrana nesses sistemas (Demarche et al.,
2011; Tiefenauer et al., 2012; Shen et al., 2013), como pode-se observar no

esquema ilustrado na Figura 13.
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Figura 13. llustracdo de uma bicamada lipidica apoiada em proteinas de
camada S, sobre um suporte soélido, em que foi possivel observar a
incorporacdo da proteina gramicidina na bicamada lipidica (Damiati et al.,
2015).

Lipossomas sdo sistemas esféricos, compostos por uma bicamada
fosfolipidica e um cerne aquoso (Bangham et al.,, 1965). Tais sistemas
apresentam interesse médico devido ao fato de poderem ser usados como
nano carreadores de farmacos para o tratamento de diferentes doencas
(Andresen et al., 2005; Vyas et al.,, 2006). No entanto, essas estruturas
apresentam baixa estabilidade e foi possivel verificar-se que a presenca de
uma camada S aderida ao sistema estabilizou lipossomas em situacdes de
estresse mecanico e térmico (Schuster e Sleytr, 2014). Dessa maneira, a
aplicabilidade desses sistemas € de grande interesse, pois apesar de sua
importancia médica, lipossomas normalmente sofrem estresse durante o seu

transporte pelo sistema vascular (Mader et al., 1999).
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E interessante notar que a presenca da camada S como (nico
componente do envelope celular € comum em archaeas (Alber e Meyer, 2011),
de maneira que o desenvolvimento de modelos de membrana a partir do uso
de proteinas de camada S sobre um suporte solido constitui uma estratégia
biomimética baseada na estrutura do envelope celular desses organismos
(Schuster e Sleytr, 2009; Schuster e Sleytr, 2014; Damiati et al., 2015). Apesar
disso, até o momento todas as construgcbes de modelos de plataformas
lipidicas utilizando este principio foram feitas utilizando-se proteinas de camada

S de bactérias (Schuster e Sleytr, 2009).

1.8. Estudos aplicados utilizando proteinas de camada S de Archaea

Existem poucos estudos que descrevem aplicacbes de camada S de
organismos do dominio Archaea. O estudo de maior visibilidade foi realizado
com Sulfolobus acidocaldarius (Selenska-Pobell et al., 2011). Nesse estudo,
utilizaram a camada S desse organismo como modelo para a construcdo de
nanoparticulas de ouro (Au). As propriedades dessas nanoparticulas
apresentaram diferencas significativas em relacdo as produzidas utilizando a
camada S de bactérias como molde. Foi possivel observar um tamanho menor
dessas nanoparticulas (2,5 nm) em comparacdo ao normalmente encontrado
em nanoparticulas obtidas a partir de camada S de bactérias (4 nm). Além
disso, as nanoparticulas obtidas a partir de camada S dessa archaea
apresentaram um forte carater paramagnético. Assim, pode-se prever um
grande potencial de aplicabilidade dessas proteinas, tendo em vista a
importancia de nanoparticulas magnéticas no campo da biotecnologia

(Pankhurst et al., 2003; Ito et al., 2005).

40



Como previamente mencionado, a maioria das archaeas caracterizadas
até 0 momento apresenta camada S como parte integrante de seu envelope
celular, sendo frequentemente o Unico componente de parede celular em
algumas espécies (Albers e Meyer, 2011). O fato de muitas archaeas
apresentarem apenas a camada S em sua superficie celular confere alto
potencial biotecnolégico a essas proteinas devido ao fato destas se
encontrarem naturalmente ligadas a uma membrana lipidica. Assim, pode-se
especular uma maior facilidade na construcdo de envelopes celulares
miméticos, geracdo de plataformas lipidicas estaveis para reconstituicdo de
proteinas de interesse, estabilizacdo de lipossomas e construcdo de
membranas de sensoriamento diagndstico a partir da utilizacdo destas

proteinas de Archaea (Damiati et al., 2015).

1.9. Justificativa

Como a literatura cientifica é escassa em relacdo aos estudos
estruturais de proteinas de camada S de Archaea e tendo em vista a facilidade
de cultivo da archaea halofila Haloferax volcanii, tal espécie foi escolhida como
modelo de estudo nesse trabalho. Além disso, sua proteina de camada S
encontra-se bastante caracterizada quanto a sua organizagdo na superficie
celular e as modificagcbes poés traducionais sofridas. Por outro lado, ndo existem
estudos caracterizando a sua estrutura secundaria e terciaria. Assim, 0
presente estudo teve como objetivo principal a caracterizacdo estrutural de
proteinas de camada S da archaea Haloferax volcanii, seu potencial uso na
construcdo de envelopes celulares biomiméticos, bem como a obtencdo de
fusdes génicas produzidas a partir do gene da proteina S de H. volcanii ligado

a genes de interesse.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Caracterizacado estrutural de proteinas de camada S de Haloferax
volcanii e sua utilizagdo na construcdo de envelopes celulares

biomiméticos.

2.2. Objetivos especificos

Isolamento e purificacdo de proteinas de camada S diretamente a partir
de culturas de H. volcanii.

Obtencéo e caracterizacdo do gene codificador da proteina de camada
S de H. volcanii por meio de ReacglOes de Polimerizacdo em Cadeia
(PCR).

Isolamento e purificacdo de proteinas de camada S obtidas por
expressao heterdloga em células de E. coli.

Caracterizacdo das estruturas secundaria e terciaria das proteinas de
camada S obtidas.

Caracterizacdo do processo de auto-arranjo das proteinas obtidas, sob

diferentes condic¢@es fisico-quimicas.

Construcdo de sistemas de membranas lipidicas estabilizados por

proteinas de camada S de H. volcanii.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Cultivo e manutencéo das células de Haloferax volcanii
Células liofilizadas da linhagem DS2 de H. volcanii foram gentilmente

cedidas pelo banco de culturas da Fundagédo Oswaldo Cruz (Fiocruz) para a
realizacdo desse trabalho. O cultivo foi feito em meio Halobacterium (ATCC
974, Tabela 1) liquido e as culturas foram mantidas por 48 horas a 37°C. Estas
foram, em seguida, mantidas a temperatura ambiente, conforme descrito por

Dyall-Smith et al., 2008, sendo repicadas mensalmente.

Tabela 1. Componentes do meio de cultura Halobacterium (ATCC 974)

NacCl 12,50 g

MgCl,*6H,0 5,009

K,SO4 0,50 g

CaCly*6H.,0 0,02 g

Triptona 0,509

Extrato de Levedura 0,50¢g
H,O gsp 100,00 mL

Ajustar pH para 6,8 e esterilizar em autoclave.

3.2. Extracao de DNA total de Haloferax volcanii
O DNA foi extraido por lise osmatica. Células de H. volcanii necessitam

de altas concentracdes de sal para o crescimento, de maneira que a adicao de
agua destilada causa a sua lise. Assim, 1 mL da cultura foi centrifugado por 1
minuto a 12000 x g, 4 °C. Em seguida, o sedimento de células foi ressuspenso
em 400 pL de agua destilada e as células foram mantidas a 68°C por 10

minutos, para inativar as nucleases.
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3.3. Ensaios de PCR para amplificacdo do gene da proteina de camada S
de Haloferax volcanii

Baseado no genome completo de H. volcanii (nUmero de acesso:
CP001956.1), foram desenhados iniciadores (HvoSLFor 5— ATG ACA AAG
CTC AAA GAT CAA ACG CG -3’; HvoSLRev 5-TTA GTT CTC GCG GCG
GAG TG -3’) visando a amplificagcdo do gene completo da proteina de camada
S desse organismo por PCR. ApGs ensaios prévios empregando-se um com
gradiente de temperatura e testes com diferentes concentracées de DNA, os
ensaios de PCR foram realizados de acordo com as seguintes condigdes: 1x
de tampéao de reacao (Invitrogen), 2.0 mM de MgCl, 0.5 pM de cada iniciador,
200 uM de dNTPs, 400 ng/mL de BSA (Soroalbumina bovina) e 1.5 U de Taq
DNA Polimerase (Invitrogen) em sistemas de 50 pL e 20 ng de DNA total. As
condicdes de ciclagem consistiram em uma desnaturacgéo inicial a 94°C por 2
minutos, seguida de 30 ciclos onde houve: desnaturacéo a 94°C por 1 minuto,
anelamento dos iniciadores a 57°C por 1 minuto, extensdo a 72°C por 2

minutos. Em seguida foi eita a extenséo final a 72°C por 5 minutos.

3.4. Purificacdo dos amplicons obtidos e clonagem no vetor pGEM T
easy®

Os fragmentos de 2484 pb amplificados nos ensaios de PCR foram
purificados utilizando-se o kit QIAquick® Gel Extraction Kit (Qiagen), conforme
as instrucdes do fabricante. Apés a purificacdo, os fragmentos foram ligados ao
vetor pGEMT-Easy® (Promega), novamente conforme as instru¢cdes do
fabricante. O sistema de ligacéo foi mantido por 1 hora a temperatura ambiente

e em seguida armazenado a 10°C por uma noite.
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3.5. Preparo de células competentes de Escherichia coli DH5a e
transformacédo por choque térmico

Foi feito um pré-inéculo de E. coli DH5a em 5 mL de meio LB (triptona
1%, extrato de levedura 0,5%, NaCl 1%) e incubado a 37 °C por uma noite. Um
volume de 300 pL desta cultura foi transferido para um frasco Erlenmeyer
contendo 30 mL de meio LB, sendo entdo incubado a 37 °C sob agitacao (220
rpm) até atingir a densidade 6ptica (ODggo) de 0,2 a 0,3. Em seguida, a cultura
foi centrifugada a 1250 g, por 10 minutos, a 4 °C. O sobrenadante foi
descartado e o sedimento de células ressuspenso em 15 mL de cloreto de
calcio (CaCl,) 100 mM gelado. As células ressuspensas foram incubadas em
gelo por 20 a 30 minutos e entdo centrifugadas a 310 g, por 10 minutos, a 4°C.
O sedimento de células foi ressuspenso em 1 mL de CaCl, 100 mM gelado e
incubadas em gelo por um periodo minimo de 1 hora. Aliquotas de 100 pL
dessas células foram misturadas a volumes de 5 a 10 pyL dos sistemas de
ligacdo e incubadas em gelo por 30 minutos. ApoOs este periodo, procedeu-se
ao choque térmico, por meio de incubacao dos sistemas de transformacdo em
banho a 37 °C por 5 minutos. Ao final desse tempo, foi adicionado 1 mL de
meio LB a cada sistema, sendo estes incubados a 37 °C por 1 hora. Assim
como na transformacao por eletroporacéao, aliquotas de 25 a 200 uL do sistema
de transformacgdo foram inoculadas em placas contendo meio LB agar (1,5%)
suplementado com IPTG (0,5 mM), Xgal (0,00625%) e ampicilina (150 ug/mL).
A semeadura foi feita por espalhamento, utilizando-se pérolas de vidro estéreis,

sendo as placas incubadas em uma estufa a 37 °C por 16 a 24 horas.
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3.6. Selecao de clones recombinantes e estocagem

Os clones recombinantes foram selecionados com palitos estéreis e
incubados a 37 °C por uma noite em 5 mL de meio LB contendo 150 pg/mL de
ampicilina. Apés a incubacao, aliquotas das culturas foram estocadas a -20°C

em frascos contendo glicerol 35%.

3.7. Extragc&o de DNA plasmidial

Aliquotas dos clones recombinantes foram inoculados em 5 mL de meio
LB com ampicilina (150 ug/ml) e incubados a 37°C por uma noite. A cultura foi
entdo transferida para um tubo tipo eppendorf e centrifugada a 3500 g por 5
minutos, a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e 0 mesmo procedimento foi
repetido por duas vezes, no intuito de se obter um sedimento com maior
quantidade de células. O sedimento de células foi entdo ressuspenso em 100
ML de solucédo | (50 mM de glicose, 25 mM de tampéo Tris-HCI, pH 8,0 e 10
mM de EDTA) e mantido a temperatura ambiente por 5 minutos. Em seguida,
foram adicionados 200 uL de solugéo Il (0,2 M de NaOH, 1% SDS), preparada
na hora do uso. Apés a homogeneizacdo suave, o sistema foi incubado em
gelo por 5 minutos. Ao fim desse tempo, foram adicionados 150 uL da solugéo
lll (acetato de potassio 3 M, acido acético glacial 2 M, pH 4,8). Novamente foi
feita a homogeneizacdo suave das solucbes e incubacdo em gelo por 5
minutos. Em seguida, os tubos foram centrifugados a 12000 g por 5 minutos, a
4°C. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo tipo eppendorf, quando
foram adicionados 6 pL de RNAse A (20 mg/mL), sendo os tubos incubados a
37°C por 1 a 2 horas. Apos esse tempo, foi adicionado 1 volume (400 pL) de

clorofane (25 fenol:24 cloroférmio:1 &lcool iso-amilico) e os tubos centrifugados
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a 7000 g por 3 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi transferido para um novo
tubo, onde ocorreu adicao de 2,5 a 3 volumes de etanol 100% gelado. Os tubos
foram mantidos por uma noite a -20°C. Em seguida, estes foram centrifugados
a 12000 g por 5 minutos a 4°C, o etanol 100% descartado, adicionando-se
entdo 300 yL de etanol 70% gelado. Os tubos foram centrifugados novamente
sob as mesmas condigbes e o etanol 70% foi descartado. Os tubos foram
entdo invertidos e mantidos a temperatura ambiente para secar. O DNA
sedimentado foi ressuspenso em 50 pL de H20 milli-Q e armazenado em um
freezer a -20°C. A qualidade e concentracdo dos DNAs plasmidiais foram

analisadas por meio de eletroforese em gel de agarose.

3.8. Sequenciamento de DNA
O sequenciamento dos fragmentos amplificados presentes nos
plasmideos recombinantes foi feito pelo método de Sanger utilizando-se os

servicos da empresa Macrogen Inc. (Coreia do Sul).

3.9. Andlise de sequéncias

A gqualidade das sequéncias de DNA obtidas foi verificada por meio do
algoritmo PHRED (Ewing 1998), sendo selecionadas sequéncias com valor de
PHRED acima de 31 em 400 nucleotideos. As sequéncias que apresentaram
qualidade satisfatoria foram entdo submetidas a analises comparativas com o
banco de dados nao redundante National Center for Biotechnology Information

(NCBI), utilizando-se a ferramenta Blast (Altschul et al., 1990). O programa

BioEdit (http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html) foi utilizado para gerar
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graficos de perfil de hidrofobicidade de Kyte e Doolittle a partir da sequéncia

predita de amino&cidos da proteina, além da sua massa molecular estimada.

3.10. Digestdo, ligacdao dos fragmentos ao vetor de expressao e
transformacéao

Apos a confirmacgéo da identidade dos fragmentos amplificados como o
gene completo codificador da proteina de camada S de H. volcanii, os
plasmideos recombinantes (pGEMT-Easy) foram digeridos com a enzima de
restricdo Notl a fim de liberar um fragmento de DNA contendo o gene completo,
visando sua ligacdo no vetor de expressao pET28a, também digerido com a
mesma endonuclease. A enzima T4 DNA ligase foi utilizada para ligar o gene
da proteina de camada S ao vetor de expressao, o qual foi entdo transformado
em células de E. coli, linhagem BL 21 (DE3) pLysS, de acordo com o protocolo
descrito anteriormente, com as seguintes modificacfes: ndo houve a adi¢do de
X-gal e IPTG ao meio de cultura e canamicina (50 pug/ml) foi adicionada de

maneira a substituir a ampicilina.

3.11. Triagem dos clones recombinantes para inducdo da expressao

Apos a selecdo de clones recombinantes contendo o vetor de
expressdo, o DNA plasmidial foi extraido conforme descrito anteriormente, e
utilizado como molde para novos ensaios de PCR utilizando-se iniciadores
especificos para o gene da proteina de camada S. O DNA plasmidial dos
clones que apresentaram amplificacdo nesses ensaios de PCR foi entdo
digerido com a enzima de restricdo Sacl para verificar se o gene de interesse

havia sido clonado na orientacdo correta para sua traducao.

48



3.12. Inducéo da expressédo do gene codificador da proteina de camada S
de H. volcanii em células de E. coli

Apbs a selecdo de clones contendo o vetor de expressdo com 0 gene
que codifica a proteina de camada S na orientacdo certa, foi feita entdo a
indug&o sua expresséao, como descrito a seguir. Uma coldnia foi inoculada em
um frasco contendo 50 mL de meio LB suplementado com canamicina (50
pug/ml). Em seguida, a cultura foi incubada a 37 °C sob agitacao de 200 rpm até
que uma densidade 6ptica (ODeggo) de 0,6 foi atingida. Uma aliquota de 1 mL de
cultura foi separada e, em seguida, foi adicionado ao frasco 0,25 mM de IPTG
para a inducdo da expressao do gene. As células foram incubadas por mais 3
horas, com a coleta de aliquotas em intervalos regulares. As aliquotas foram
centrifugadas a 12000 g por 5 minutos e as células foram entdo ressuspensas
em 100 pL de tampéao de amostra (1 x) para SDS-PAGE [Tris-HCI 125 mmol/L,
pH 6,8; SDS 2,0% (v/v); azul de bromofenol 0,05% (m/v); glicerol 20% (v/v) e B-

mercaptoetanol 5,0% (v/V)].

3.13. Extracdo das proteinas de camada S a partir da cultura de H. volcanii
As proteinas de camada S de H. volcanii foram extraidas diretamente

das células em cultura a partir da adaptacéo do protocolo descrito por Sumper
et al., 1990. Frascos contendo 400 mL de cultura foram centrifugados por 30
minutos a 7000 x g, 4°C. As células foram entdo resuspendidas em 50 mL de
uma solugéo contendo as mesmas concentracées molares dos sais presentes
no meio de cultura (150 mM Mg?*). EDTA 0,5 M pH 6,8 foi entéo adicionado, de

forma a atingir uma concentracdo molar final igual a de ions Mg?* presentes na
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solucédo de sais. Os frascos foram ent&o incubados por 30 minutos a 37°C sob
agitacdo (120 rpm). Os esferoplastos foram entdo removidos por trés
centrifugacfes consecutivas a 4°C: 3000 x g por 15 minutos, 7000 x g por 5
minutos e 13000 x g por 10 minutos. O sobrenadante contendo as proteinas de
camada S foi entédo coletado, filtrado e concentrado em membranas de 50 kDa
(Amicon®), por meio de centrifugacdes a 5700 x g, 20 °C, até que o volume

final do sobrenadante coletado fosse 1,5 mL.

3.14. Quantificacao de proteinas
A quantificacdo das amostras de proteinas foi feita por ensaios de

Bradford (Bradford, 1976) por meio do kit Quick Start™ Bradford Protein Assay
(Bio-Rad), além de mensuragBes de absorbancia a 280 nm, em

espectrofotdmetro.

3.15. Eletroforese em gel de poliacrilamida sob condi¢cdes desnaturantes
(SDS-PAGE)

Suspensfes da extracdo de proteinas de camada S de H. volcanii foram
previamente precipitadas com &cido tricloroacético (TCA) 10% (v/v), sendo
incubadas a 4°C por 30 minutos. Em seguida foram centrifugadas por 15
minutos a 12000 x g, 4°C. Foram feitas entdo duas lavagem do sedimento com
acetona 100% refrigerada, sendo os sistemas centrifugados sob as mesmas
condicbes, e os tubos foram invertidos a temperatura ambiente até secarem.
As amostras foram entdo ressuspensas em 20 uL de tampao de amostra para
SDS-PAGE. A celetroforese foi realizada em gel de poliacrilamida 12%,

conforme descrito por Sambrook e Russell, 2006.
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3.16. Preparo de células-fantasma de H. volcanii
Culturas de H. volcanii foram crescidas até o fim da fase exponencial do

crescimento (ODeggo= 0,5) e entdo sua parede celular foi isolada conforme o
protocolo de preparo de células-fantasma (do inglés “ghost-cells”) descrito por
Kessel et al., 1988. Depois de centrifugadas e o sobrenadante contendo o meio
de cultura descartado, as células foram ressupensas no mesmo volume da
cultura inicial em uma solucéo de sais com as seguintes concentracdes: 2,14 M
NaCl e 250 mM MgCl,. A suspensao foi congelada em nitrogénio liquido e
deixada descongelar a temperatura ambiente. Em seguida, foi feito o
tratamento com DNase (10 pg/mL) por uma hora a 37°C. A suspenséao foi
entdo centrifugada por 30 segundos a 14.000 x g, o sobrenadante coletado e
submetido a uma nova centrifugacéo por 7 minutos, sob as mesmas condic¢des.
O sedimento de células-fantasma resultante foi ressuspenso no mesmo volume
em diferentes solu¢des de sais, contendo os ions CaCl, (1 e 10 mM), MgCl;

(250 mM) e NaCl (2,14 M), pH 6,8.

3.17. Microscopia Eletronica de Transmisséo
As amostras foram depositadas em grids de cobre cobertas por

pioloformo por 1 minuto. Para a sua analise por contrastacdo negativa, foi feita
a sua fixacdo utilizando-se glutaraldeido 2,5% por 5 minutos e as amostras
foram coradas com acetato de uranila por 45 segundos. A andlise foi feita em

um microscoépio eletrénico de transmisséo operando a 160 kV.

3.18. Ultracentrifugacao Analitica
As proteinas obtidas (Azg= 0,250) foram submetidas a procedimentos

de Ultracentrifugacdo Analitica, uma metodologia em que ha um
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espectrofotdbmetro acoplado a ultracentrifuga. As amostras foram centrifugadas
em cubetas de quartzo a 42000 rpm (rotor An-60 Ti Beckman Coulter®) a
20°C. Durante o processo de centrifugacdo foram realizadas 200 mensuragdes
de absorbancia a 280 nm em intervalos regulares de 5 minutos ao longo do
comprimento da cubeta. Os dados gerados foram analisados utilizando-se os

programas SEDFIT e SEDPHAT.

3.19. Andlise da estrutura secundaria por dicroismo circular
A estrutura secundéaria da proteina de camada S de H. volcanii foi

analisada por meio de Dicroismo Circular (CD) em um espectropolarimetro
Jasco J-815 (Jasco Corporation, Tokyo, Japan), equipado com um sistema de
controle de temperatura Peltier (Analytical Instruments, Japan). Os espectros
foram obtidos em cubeta de 0,1 cm a 25°C. Os ensaios de analise da estrutura
em diferentes valores de pH foram realizados empregando-se a proteina
purificada na concentragcédo de 0,32 mg/mL. Os tampdes utilizados nos ensaios
foram acetato de sodio (2 mM) pH 4,0; Tris-HCI (2 mM) pH 7,0 e 8,5. Nos
ensaios de interacdo com ions e sais, a proteina (0,13 mg/mL) foi incubada na
presenca de CaCl, (1 e 10 mM), MgCl, (250 mM) e NaCl (2,14 M), pH 6,8. Os
espectros obtidos na regido distante do UV foram corrigidos pela subtracdo da
contribuicdo dos tampdes. As elipticidades obtidas foram convertidas em
elipticidade molar ([6]) (grau.cm?.dmol™) com base na massa calculada por
residuo de 115 Da. A interferéncia do pH, ions e da temperatura na estrutura
secundaria foi estimada a partir dos espectros ajustados utilizando o programa

CD Spectra Deconvolution Vs 2.1 CDNN.
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As curvas de termoestabilidade foram obtidas em 218 nm para os pHs
4,0 e 7,0 com variagcdo de temperatura de 25 a 95°C a cada 0,2°C/min.
Concomitantemente, espectros na regido distante do ultravioleta (190-260 nm),
com intervalos de 10°C, foram registrados. As curvas de desnaturacao térmica
foram obtidas considerando os valores de elipticidade molar ([6]) versus

temperatura (Pace et al., 1989).

3.20. Andlise da estrutura terciaria por espectroscopia de fluorescéncia
As medidas de fluorescéncia foram realizadas em um

Espectrofluorimetro Jasco FP-650 (Jasco Corporation, Tokyo, Japan) acoplado
a um controlador de temperatura do tipo Peltier (Jasco Analytical Instruments,
Japan). Modificagcbes conformacionais da proteina (0,032 mg/mL) foram
analisadas em diferentes pHSs, utilizando-se os tampdes acetato de sodio 10
mM com pH variando de 3,5 a 5,5 e Tris-HCl com pH de 6,0 a 9,0 com intervalo
de 0,5. Para os ensaios de interagcdo com ions, a proteina (0,043 mg/mL)
ressuspensa em agua foi incubada na presenca de CacCl, (1 e 10 mM), MgCl,
(250 mM) e NaCl (2,14 M), pH 6,8. Os espectros foram obtidos na faixa de 300-
400 nm, ap0s a excitacdo em 295 nm a 25°C, mantendo os slits de excitacdo e

emissao em 5 nm.

3.21. Andlise da tendéncia a oligomerizagcdo por espalhamento de luz
dinamico (ELD)

A proteina purificada (0,320 mg/mL) foi analisada em valores de pH
entre 5,0 e 9,0 por ELD, 25°C. Para essa andlise, foram utilizados os tampdes

acetato de sédio 10 mM (pH 5,0) e Tris HCI 10 mM (pH 6,0-9,0). As medidas
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foram realizadas no ZetaSizer Nano (Malvern Instruments Limited,
Worcestershire, United Kingdom), nas temperaturas de 20-45°C, com intervalos
de 5°C. Nos ensaios onde houve variacdo da temperatura, o tampao utilizado
foi TrisHCI 10 mM pH 7,0. A influéncia do pH e da temperatura na estrutura da
proteina em solucéo foi avaliada a partir dos parametros obtidos, como massa
molecular, diametro hidrodinamico (Dh) e polidispersividade (Pd). As formas

oligoméricas foram definidas a partir dos valores da Pd e Dh.

3.22. Langmuir-Blodgett

Monocamadas fosfolipidicas foram produzidas utilizando-se os seguintes
lipideos: 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (DPPE), 1,2-dipalmitoil-
sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC) e 2,3-di-O-fitil-sn-glicero-fosfoetanolamina
(DphPE). O DPPE é um lipideo comumente encontrado em membranas
celulares de diversos mamiferos (Myller et al., 2010), enquanto o DPPC é muito
utilizado em estudos de membranas celulares, podendo ser encontrado entre
os surfactantes pulmonares (Albon, 1978). J& o DphPE é um fosfolipideo
comumente encontrado na membrana plasmatica de Archaea (Nishimura et al.,
2006). As monocamadas foram produzidas ao se espalhar os lipideos
(solubilizados em cloroféormio) na superficie de uma solucdo aquosa (TrisHCI
500 uM pH 7,0 + CaCl, 10 mM), havendo compressdo (10 cm?/min) por uma
barreira de teflon até se obter uma pressédo de superficie inicial de em torno de
15 mN/m. O equipamento Langmuir utilizado (611, NIMA, Coventry, Inglaterra)
€ equipado com um medidor de pressédo de superficie. A solugdo de proteinas

de camada S de H. volcanii (1 mL a A25,=0,145, solubilizada em agua Milli-Q)
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foi adicionada a fase aquosa e o aumento na pressdo de superficie foi

registrado por 2 horas a intervalos de 30 minutos.
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4. Resultados e Discussao

4.1. Isolamento do gene que codifica a proteina de camada S de Haloferax

volcanii e sua expressdo em Escherichia coli
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4.1.1. Extracdo de DNA total de H. volcanii
A extracao de DNA total realizada a partir da lise osmatica de células de

Haloferax volcanii resultou em uma preparacao de DNA de alta qualidade, com
discreto grau de degradacdo (Figura 14). Além disso, foi possivel obter
quantidade suficiente de DNA para a realizacdo dos ensaios de PCR

subsequentes.

10 kb (200 ng)

Figura 14. Perfil eletroforético em gel de agarose 1% da amostra de DNA total
extraido a partir da cultura de células de Haloferax volcanii por lise osmética,
conforme descrito por Dyall-Smith et al., 2008. Marcador de massa molecular
High DNA Mass Ladder (Invitrogen).

4.1.2. Ensaios de PCR para amplificacdo do gene da proteina de camada S
de Haloferax volcanii

Os ensaios de PCR utilizando os iniciadores HvoSLFor e HvoSLRev,
especificos para o gene codificador da proteina de camada S de H. volcanii
completo resultaram na amplificagdo de fragmentos do tamanho esperado
(2484 pb) em diferentes temperaturas de pareamento dos iniciadores, como
ilustrado na Figura 15. No entanto é possivel observar a presenca de um

segundo produto de amplificagdo, de tamanho menor (aproximadamente 700
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pb), indicando a ocorréncia de amplificagédo inespecifica de segmentos de DNA

a partir do DNA total de H. volcanii.

Devido a amplificacdo de um produto inespecifico, o fragmento de DNA
de interesse foi purificado a partir de sua excisdo do gel com o kit QIAquick®
Gel Extraction Kit (Qiagen). Em seguida os fragmentos amplificados foram

ligados ao vetor de clonagem pGEM T Easy® (Promega).

2000 pb

Figura 15. Gel de agarose 1% corado com brometo de etidio contendo
produtos de PCR amplificados com os iniciadores HvoSLFor e HvoSLRev
utilizando-se o DNA de Haloferax volcanii como molde. MM: marcador de
massa molecular 1 kb plus ladder (Invitrogen); (-): controle negativo: sistema de
PCR onde foi adicionada 4gua em substituicdo ao DNA; 48°C-58°C: diferentes
temperaturas de pareamento dos iniciadores testadas para a otimiza¢do do
ensaio de PCR.

4.1.3. Transformacgao de células de Escherichia coli DH5a

Apos a ligacdo dos fragmentos de DNA obtidos nos ensaios de PCR ao
vetor pPGEM T easy® (Promega), células de E. coli DH5a foram transformadas
por meio de choque térmico. ApOs o sistema de transformacéo ser semeado
em placas contendo LB agar suplementado com Xgal, IPTG e ampicilina,
seguido de incubacdo por uma noite a 37°C, foi possivel observar o
crescimento de vinte e quatro colbénias transformantes. Os clones

recombinantes foram selecionados, estocados e tiveram seu DNA plasmidial

58



extraido, o qual foi entdo submetido a sequenciamento automatico por método

de Sanger.

4.1.4. Sequenciamento e andlise da qualidade das sequéncias de DNA

O DNA plasmidial dos 24 clones recombinantes foi submetido ao
sequenciamento automatico, empregando-se o iniciador universal T7. Das 24
sequéncias obtidas, 13 apresentaram valores de Phred (Ewing et al., 1998)
superiores a 31 em mais de 400 nucleotideos, sendo que as 11 restantes foram
descartadas. Apds andlises comparativas com o banco de dados nao
redundante do National Center for Biotechnology Information (NCBI), seis
sequéncias apresentaram identidade de 100% com o gene que codifica a
proteina de camada S de Haloferax volcanii. Vale ainda mencionar que como
os iniciadores utilizados no ensaio de PCR foram desenhados de modo a
conter as sequéncias relativas aos codons de iniciacdo e terminacdo da
traducdo da proteina de camada S de H. volcanii, estas foram detectadas nas
extremidades das seis sequéncias que exibiram 100% de identidade com o
gene alvo, de maneira que a partir do sequenciamento com o iniciador
universal T7 trés sequéncias apresentaram o cédon ATG na sua extremidade

5 e trés o codon TAA.

Curiosamente, as outras sete sequéncias obtidas apresentaram
identidade com um trecho do plasmideo pHV4 de H. volcanii, indicando que os
iniciadores propiciaram a amplificacdo de sequéncias de DNA distintas daquela

desejada. Assim, embora os iniciadores tenham permitido a amplificacdo do
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gene de interesse, estes deverdo ser otimizados, a fim de minimizar a

possibilidade de amplificacfes inespecificas em experimentos futuros.

Como as sequéncias amplificadas foram ligadas ao vetor pGEMT-Easy,
utilizado apenas para a clonagem, um dos clones recombinantes contendo a
sequéncia relativa ao gene da proteina de camada S e cuja sequéncia possuia
na extremidade 5’ o codon de iniciacdo da tradugcdo — ATG - foi selecionado
para ser submetido a digestdo com endonucleases de restricdo, a fim de liberar

0 inserto para sua posterior clonagem no vetor de expressao pET 28a(+).

4.1.5. Transformacéo de células de E. coli BL 21 (DE3) pLysS com o
vetor de expressdo pET 28a(+) e selecdo de clones para expressao
heter6loga

Apbs a clonagem do fragmento de interesse ao vetor de expressao pET
28a(+), a construcao foi transformada em células de E. coli BL 21 (DE3) pLysS.
Foram obtidos 134 clones recombinantes, os quais foram submetidos a ensaios
de PCR utilizando-se iniciadores para o gene da proteina de camada S de H.
volcanii. Os clones que apresentaram amplificacdo com estes iniciadores
tiveram entdo o seu DNA plasmidial extraido e digerido com a enzima Sacl, de
maneira a se verificar a orientacdo do inserto. Dessa maneira, o clone S60 foi
selecionado para experimentos de inducéo da expressao génica por apresentar

o fragmento de interesse na orientagao correta.
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4.1.6. Inducdo da expressdo do gene que codifica a proteina de
camada S de Haloferax volcanii em células de E. coli BL 21 (DE3) pLysS

O DNA plasmidial do clone S60 foi extraido e utilizado em uma nova
transformacao, onde as células foram semeadas em placas de Petri com meio
LB contendo canamicina (50 pg/mL). No entanto, uma aliquota das células foi
semeada em meios contendo 0,5 mM de IPTG (Figura 16a), o qual foi utilizado

como indutor da expresséo, e outraem placas sem IPTG (Figura 16b).

Figura 16. Cultivo de células do clone S60 em agar LB contendo canamicina
(50 pg/mL) com a presenca de IPTG (a) ou sem o0 mesmo (b).

Na figura 16, é possivel observar que houve uma notével diferenca no
crescimento dos clones em ambas as condi¢cdes. Quando as células foram
inoculadas em meio contendo o indutor de expressao (IPTG) desde o0 momento
inicial, o0 nimero de colbnias observado foi significativamente inferior aquele
observado no meio sem o indutor. Esses resultados sugerem que a proteina
provavelmente estava sendo expressa, mas exibindo algum efeito téxico a
célula bacteriana. Essa toxicidade poderia ser devido a quantidade de
proteinas expressas pelas células ou devido a natureza fisico-quimica da
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proteina. Em geral, as condi¢des ibnicas intracelulares de organismos halofilos
sao bastante distintas daquelas de outros organismos, apresentando uma alta
concentracdo citoplasmatica de ions de potassio (Ginzburg et al., 1970; Oren,
1999). Nessas condi¢cbes, as proteinas desses organismos comumente
apresentam ponto isoelétrico acido e sao ricas em aminoacidos negativamente
carregados expostos (Ng et al., 2000; Kennedy et al., 2001; Baliga et al., 2004),
0 que impede a sua precipitacdo no ambiente intracelular (Mevarech et al.,
2000). Assim, tendo em vista que a proteina de camada S de H. volcanii
apresenta algumas dessas caracteristicas (Sumper et al., 1990), sua expressao
em um organismo com condi¢des intracelulares distintas poderia ter sido

prejudicial ao seu funcionamento celular, causando sua morte.

As células provenientes da semeadura em placas sem IPTG foram
inoculadas em meio LB liquido contendo canamicina (50 ug/mL) a 37°C até a
cultura atingir o fim da fase exponencial de crescimento (ODgpp=0,6-0,8). Neste
momento foi adicionado IPTG na concentragdo de 250 yM, sendo as células
incubadas por mais 3 horas. Aliquotas foram recolhidas antes da adicdo de
IPTG e em intervalos de 30 minutos, 1 hora, e 3 horas de crescimento. As
células dessas aliquotas foram entdo resuspendidas em tampdo de amostra

para SDS-PAGE e submetidas a eletroforese, sendo o perfil das proteinas

obtidas ilustrado na Figura 17.
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Figura 17. Gel de poliacrilamida corado com Coomassie Blue revelando o perfil
proteico de células lisadas do clone S60 antes da adicdo de IPTG e em
diferentes intervalos apés a sua adicao.

Foi possivel observar o surgimento de uma banda de alta massa
molecular, compativel com aquela observada em preparos de SDS-PAGE de
proteinas extraidas a partir da cultura de H. volcanii (Sumper et al., 1990), nos
tempos de 30 minutos, 1 hora e 3 horas apds a adicdo de ITPG. A massa
prevista dessa proteina é de 85,18 kDa. No entanto, existem relatos na
literatura indicando que essa proteina apresenta padrdo migratorio distinto
daquele de peptideos presentes na maioria dos marcadores de massa
molecular, resultando em uma superestimacdo de sua massa (Lechner e

Sumper, 1987; Sumper et al., 1990).

Tal resultado indica que a constru¢do genética foi bem sucedida, uma
vez que as células de E. coli estavam expressando uma proteina cuja massa

molecular estava de acordo com o esperado. Vale ressaltar que néo existem
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estudos visando a aplicacdo biotecnologica de fusdes génicas utilizando-se
proteinas de camada S de archaeas (Schuster e Sleytr, 2009), de maneira que

este resultado apresenta um interessante potencial nessa area de pesquisa.

Por outro lado, ndo foi possivel, até o presente momento, purificar a
proteina de camada S de H. volcanii produzida por expressao heteréloga, uma
vez que os clones recombinantes deixavam de expressa-la ap6s os primeiros
repiques destes em meios artificiais. Tal resultado est4 de acordo com outros
relatos da literatura, onde a dificuldade de se obter proteinas de camada S de
Archaea por expressdo heterbloga é reconhecida (Schuster e Sleytr, 2009;
Schuster e Sleytr, 2014), ndo havendo até o momento qualquer relato bem
sucedido utilizando essa abordagem. Novas construcdes serdo feitas de
maneira a aperfeicoar a expressao heterdloga dessas proteinas utilizando-se

diferentes estratégias e outros organismos modelo.
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4.2. Caracterizacdo estrutural de proteinas de camada S nativas de

Haloferax volcanii
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4.2.1. Analise da sequéncia de aminoacidos

A proteina de camada S de Haloferax volcanii possui 827 aminoacidos e
massa molecular predita de 85,18 kDa. E uma proteina composta por muitos
residuos hidrofilicos e ndo apresenta residuos de cisteina (Figura 18). Pouco
se sabe sobre os aspectos estruturais dessa proteina, principalmente no que
diz respeito as suas estruturas secundaria e terciaria, ndo havendo modelos
estruturais de proteinas de camada S de archaeas, excetuando-se aquelas do
género Methanosarcina (Arbing et al., 2012). A maioria dos estudos que utiliza
tal proteina como modelo aborda aspectos associados as modificacbes péds
traducionais, com especial atencéo no processo de N-glicosilacdo (Abu-Qarn et
al., 2007; Abu-Qarn et al., 2008; Yurist-Doutsch et al., 2008; Guan et al., 2010;

Magidovich et al., 2010; Kaminski et al., 2010).

Kyte & Doolittle Scale Mean Hydrophobicity Profile
Scan-window size = 13

Hidrofobicidade Média

0 15 30 45 60 75 90 105120 135 150 165 180 195 210 225 240 255 270 285 300 315 330 345 360 375 390 405 420 435 450 465 480 495 510 525 540 555 570 585 600 615 630 645 660 675 690 705 720 735 750 765 780 795 810 825

Posigido
Figura 18. Perfil de hidrofobicidade dos residuos de aminoacidos da proteina

de camada S de Haloferax volcanii, segundo o modelo de Kyte e Doolittle (Kyte
e Doolittle, 1982).

O perfil de hidrofobicidade obtido (Figura 18) indica que a proteina

apresenta pequenos trechos compostos por aminoacidos hidrofébicos em suas
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extremidades, enquanto a porcdo central da sequéncia é predominantemente
hidrofilica. O segmento hidrofébico situado na por¢do N terminal consiste no
peptideo sinal, o qual € composto por 34 aminoacidos (Sumper et al., 1990).
Conforme mencionado anteriormente, estudos sugeriram um papel de
ancoragem a membrana citoplasmatica, mediado pela porcdo hidrofobica
proxima a extremidade C-terminal da proteina (Sumper et al., 1990). Além
disso, os conjuntos de residuos de treonina adjacentes a esse possivel dominio
de ancoragem a membrana sofrem O-glicosilacdo e parecem atuar como
elementos espagadores entre o dominio de ancoragem a membrana plasmatica
e porcBes mais distantes da proteina. Além disso, a proteina de camada S de
H. volcanii possui um grande numero de residuos de aminodacidos acidos, 0s

quais a conferem um pl de 3,44.

4.2.2. Extracao de proteinas de camada S a partir da cultura de H. volcanii

A extracdo das proteinas de camada S a partir da cultura de H. volcanii,
a partir de um protocolo simples de obtencdo de esferoplastos, mostrou-se
bastante adequado, resultando na obtencdo de proteinas que, quando
analisadas por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida, sob condi¢bes
desnaturantes, revelaram apenas uma banda de alta massa molecular (Figura
19), compativel ao resultado obtido no estudo que propds tal protocolo de

extracdo de proteinas (Sumper et al., 1990).
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Figura 19. Gel de poliacrilamida evidenciando a banda obtida a partir da
extracdo de proteinas de camada S de H. volcanii realizada no presente
estudo.

No entanto, a massa molecular observada no gel de poliacrilamida
mostrava-se bastante superior a massa molecular prevista de 85,18 kDa.
Resultados similares foram obtidos com proteinas de camada S de
Halobacterium salinarum, outra archaea haldfila (Lechner e Sumper, 1987). E
possivel que os carboidratos adicionados a proteina na etapa de glicosilacdo
promovam diferencas em sua massa molecular, quando comparada a massa
molecular predita com base nos residuos de aminoacidos. No entanto, foi
especulado (Lechner e Sumper, 1987; Sumper et al., 1990) que os
polipeptideos que compde a camada S de H. volcanii e H. salinarium tenham
um padréo de interacdo diferente com o SDS devido a alta quantidade de

residuos hidrofilicos, o que diminuiria a mobilidade eletroforética, resultando em

uma superestimacao da massa molecular.
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4.2.3. Influencia da temperatura na estrutura da proteina de camada
S de H. volcanii

A estabilidade da proteina de camada S de H. volcanii foi avaliada por
dicroismo circular em temperaturas variando entre 25 °C e 95 °C. Os ensaios
de desnaturacdo térmica foram acompanhados na regido distante do
ultravioleta (260-190 nm) nos pHs 4,0 e 7,0 (Figuras 20-22). Os espectros
dicroicos obtidos em pH acido apresentaram diferenca quando comparados
aos obtidos em pH neutro (Figura 21-22). Em pH 4,0, a proteina manteve
perfil dicréico semelhante em temperaturas de 25°C a 95°C, com pequena
alteracdo do sinal na faixa de 218 nm, indicando que a proteina ndo desnaturou
em funcdo do aumento da temperatura, apresentando apenas pequenas
mudancgas conformacionais (Figura 21). Em conformidade com os espectros
dicroicos, a curva de desnaturacdo térmica apresentou valores de teta molar
semelhantes, variando entre -4.500 para -4.000 degree.cm?®.dmol™” e voltagem
constante, sugerindo que a proteina de camada S é termoestavel em pH 4,0
(Figura 20). A curva de desnaturagéo obtida em pH 7,0 se manteve constante
até 40 °C, de maneira que apOs tal temperatura houve aumento do sinal
dicroico e variacdo da voltagem, sugerindo a ocorréncia de processo de
agregacdo proteica (Figura 20 e 22). Este resultado sugere que parte das
moléculas em solu¢cdo mudou sua conformacao formando agregados mediante
0 aumento da temperatura, enquanto outra parte permaneceu soluvel,
conforme observado nos espectros dicroicos. Tal resultado esta de acordo com
0s obtidos nos ensaios de espalhamento de luz dindmico (ELD), realizados

neste mesmo pH (Tabela 2).
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Figura 20. Curvas de desnaturacao obtidas por dicroismo circular para a
proteina de camada S de Haloferax volcanii nos pHs 4,0 e 7,0.
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Figura 21. Espectros obtidos por dicroismo circular (Far-UV) para a proteina de
camada S de Haloferax volcanii em pH 4,0, com variagdo de temperatura entre
25°Ce 95 °C.
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Figura 22. Espectros obtidos por dicroismo circular (Far-UV) para a proteina de

camada S de Haloferax volcanii em pH 7,0, com variacdo de temperatura entre
25°C e 95 °C.

Os resultados de termoestabilidade dessa proteina possivelmente estao
correlacionados a sua sequéncia primaria. Esta consiste em uma proteina
composta por 178 aminoéacidos carregados em pH neutro (21,5%), o que
favorece o processo de agregacao proteica nessa faixa, mediante aumento da
temperatura. Em pH neutro, residuos de aminoacidos carregados, como acido
aspartico, 4cido glutdmico e histidina, se encontram ionizados, favorecendo a
solubilidade da proteina por meio de interagcdo com a agua por meio de
ligagbes de hidrogénio. Além disso, a solubilidade é favorecida pela presenca
de cadeias laterais de aminoacidos ionizados. No entanto, com 0 aumento da
temperatura, essa capacidade de ligacdo tende a diminuir, 0 que favorece a

ruptura das ligacbes de hidrogénio, levando a desnaturacdo e/ou agregacéo

proteica. Em contrapartida, este resultado n&o foi observado em pH acido, o
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que reforca o argumento de que a presencga desses aminoacidos carregados

induziria o processo de agregacdo em valores de pH neutro.

Tabela 2. Anélise da tendéncia a oligomerizacdo por espalhamento de luz
dindmico (ELD) em pH 7,0, mediante variagao de temperatura (20 °C — 45°C)

Temperatura (°C) N° de picos Massa (%) polidispersividade (%) diametro hidrodindmico (nm)

20 ) 1- 59,0 1- 11,3 (M) 1-155+1,7
2-41,0 2- 28,5 (P) 2-56,5+ 16,8
o5 ) 1- 54,6 1- 14,9 (M) 1-18,6 + 2,8
2- 45,4 2- 29,2 (P) 2-59,2+17,7
20 ) 1- 54,2 1- 14,5 (M) 1-19,5 £ 2,9
2- 45,8 2-31,3 (P) 2-59,2+19/4
a5 ) 1- 50,9 1- 11,2 (M) 1-18,6 + 2,1
2-49,1 2- 25,1 (P) 2-56,5 + 14,6
40 1 100,0 32,5 (P) 62,0 + 18,8
45 1 100,0 26,0 (P) 62,0 + 16,3

*M: monodisperso; P: polidisperso

As dimens0fes da proteina de camada S de H. volcanii nativa em solucéo
em pH 7,0 (Tris-HCI 10 mM) foram avaliadas por espalhamento de luz dinamico
(EDL). Para a realizacdo dos ensaios, o0 médulo size foi utilizado por permitir a
mensuracdo do estado oligomérico de amostras em solugdo. Foi possivel
observar variagbes nos valores obtidos para os diferentes parametros
mensurados com o0 aumento da temperatura (Tabela 2). Em valores de
temperatura entre 20 e 35 °C foram detectadas duas formas oligoméricas
distintas, uma monodispersa e outra polidispersa. Em todos os casos, a forma
monodispersa representou uma porcentagem maior da massa detectada. No
entanto, a proporcdo entre as duas formas oligoméricas se tornou mais
proxima com o aumento da temperatura, de forma que a 35 °C ambas
representaram  porcentagens quase  equivalentes. Em  amostras
monodispersas, todas as particulas apresentam a mesma forma e tamanho,
com uma maior probabilidade de haver cristalizacdo (Lorber et al., 2012).

Assim, tendo em vista a maior propor¢do da forma monodispersa em
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temperaturas mais baixas, € possivel que tal condigdo contribua para formas
oligoméricas mais estaveis da proteina de camada S de H. volcanii em
suspensao.

A partir de 40 °C foi possivel observar apenas uma forma oligomeérica
polidispersa, onde foi detectado um aumento no valor de diametro
hidrodindmico da amostra, sugerindo a formacdo de agregados maiores e com
menor tendéncia a cristalizacdo com o aumento da temperatura. Como
mencionado anteriormente, esse resultado esta4 de acordo com aqueles obtidos
por dicroismo circular (Figura 20 e 22), onde houve um aumento de sinal em

temperaturas superiores a 40 °C, indicando maior tendéncia de formacgéo de

agregados proteicos.

4.2.4. Influencia do pH na estrutura da proteina de camada S de H.
volcanii

As estruturas secundarias da proteina de camada S foram analisadas na
regido distante do ultravioleta (190-260 nm) nos pHs 4,0; 7,0 e 8,5, a partir de
espetros obtidos a 25°C. Os espectros ajustados indicam que o pH provoca
mudancas nas estruturas secundarias da proteina (Figura 23). Em pH 4,0 a
proteina apresentou maior porcentagem de estruturas em a-hélice (57,6%),
seguida por folhas beta (19,3%). No entanto, em pH 7,0 os valores calculados
foram semelhantes tanto para a-hélices (34,4%) quanto para folhas beta
(34,8%). Em pH 8,5 os valores calculados mostraram que a estrutura da
proteina & predominantemente formada por folhas beta (54,2%), seguida por a-

hélices (21,4%).
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Figura 23. Espectros obtidos por dicroismo circular para a proteina de camada
S de Haloferax volcanii a 25 °C, em pH 4,0, 7,0 e 8,5.

Existem poucos estudos que analisam a estrutura secundaria de
proteinas de camada S em Archaea. Tendo em vista a baixa similaridade entre
as sequéncias de aminoacidos dessas proteinas nos diferentes grupos e o
pequeno numero de modelos estruturais disponiveis na literatura, é dificil
afirmar se ha uma comparabilidade direta entre as propriedades estruturais
dessas proteinas nos diferentes organismos (Rodrigues-Oliveira et al., 2017).
Nas archaeas metanogénicas Methanothermus fervidus, M. sociabilis e
Methanosarcina acetivorans uma grande quantidade de folhas beta foi
detectada em suas proteinas de camada S (Brockl et al., 1991; Arbing et al.,
2012). Como tais estruturas podem interagir em niveis inter- e intramoleculares
(Jaenicke, 1987), foi sugerido que as folhas-beta das proteinas de camada S

desses organismos desempenham importante papel na interacdo entre as
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unidades proteicas do arranjo cristalino (Brockl et al., 1991). Tal argumento &
reforcado ao se analisar a unidade morfolégica do envelope celular de
Staphylothermus marinus, o tetrabrachion, onde a regido de interacdo entre as
unidades proteicas também apresenta uma alta quantidade de folhas-beta
(Peters et al., 1995). Se a formacédo do arranjo cristalino da camada S de H.
volcanii também for dependente dessas estruturas, seria plausivel concluir que
as folhas-beta estariam concentradas nos pontos de interacdo entre as
unidades proteicas. Assim, como os resultados de dicroismo circular indicaram
que o pH promoveu mudancgas nas estruturas secundarias dessa proteina, é
possivel que tal fator influencie a formacéo e disposicdo do arranjo cristalino da
camada S desse organismo.

A influéncia do pH na estrutura terciaria da proteina de camada S de H.
volcanii foi analisada por espectroscopia de fluorescéncia (Figura 24). Os
espectros de fluorescéncia em valores de pH entre 3,5 e 9,0 apresentaram um
deslocamento na banda de emissédo do triptofano de 325 nm para 332 nm.
Esse aumento no valor do comprimento de onda ocorre quando residuos de
triptofano s@o expostos a agua (Lakowicz, 2006). Estes resultados indicam que
a proteina sofreu modificacbes conformacionais em funcdo do pH, o que é
caracteristico de ionizacdo das cadeias laterais dos residuos de aminoacidos
presentes em sua estrutura. Como mencionado anteriormente, a proteina de
camada S de H. volcanii é composta em 21,5% por residuos de aminoacidos
carregados. Em pHs neutros e basicos, residuos de aminoacidos como acido
glutdmico, acido aspartico, arginina, lisina e histidina tendem a ionizar-se,
ocasionando um rearranjo molecular nas cadeias de grupos laterais, que

resultam em modificagdes estruturais na proteina.
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Figura 24. Emissdes por espectroscopia de fluorescéncia da proteina de
camada S de H. volcanii em valores de pH variando de 3,5-9,0.

Além disso, a intensidade da emissdo de fluorescéncia dos residuos de
triptofano diminuiu com a alcalinizagdo do meio. Diversos fatores podem
influenciar a intensidade da emissdo de residuos de triptofano em
espectroscopia de fluorescéncia. Dentre estes, podemos citar a reducdo da
emissao por transferéncia de prétons de residuos préximos carregados,
reducdo da emissdo por aceptores de elétrons como grupos carboxil
protonados, transferéncia de elétrons causada por ligacdes peptidicas no cerne
da proteina e transferéncia de energia de ressonancia entre os residuos de
triptofano (Callis e Vivian, 2003; Callis e Liu, 2004; Lakowicz, 2006).

A reducédo da emissao pode também ocorrer por contato molecular direto
entre uma molécula e o triptofano. Assim, se o residuo de triptofano estiver

enterrado na estrutura da proteina, ndo € esperada uma reducdo da emissao
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por haver uma menor acessibilidade do residuo a formas moleculares externas.
Por outro lado, a reducdo da emissdo € esperada quando o residuo de
triptofano encontra-se exposto ao meio (Lakowicz, 2006). Assim, tanto a
reducdo da intensidade de emissado, quanto o aumento do seu comprimento de
onda indicam uma maior exposi¢cado dos residuos de triptofano a 4gua com o
aumento do valor de pH, de maneira que este fator afeta a estrutura terciaria da
proteina de camada S de H. volcanii.

Na regido de comprimento de onda de 346 nm é observado um ponto
isosbéstico, que corresponde ao mesmo valor de emisséo de fluorescéncia do
triptofano nos diferentes pHs. Este ponto indica que diferentes conformacdes
da proteina ocorrem em funcéo do pH.

A proteina foi analisada quanto a tendéncia de formar estruturas
oligoméricas por espalhamento de luz dindmico em diferentes pHs. Os ensaios
foram conduzidos em valores de pH de 5,0 a 9,0, a 25°C (Tabela 3). As
populacdes proteicas observadas em solugdo foram caracterizadas como
monodispersas e polidispersas com base nos valores do indice de
polidispersividade e do diametro hidrodindmico. Os resultados obtidos
mostraram que a proteina de camada S em pH acido € monodispersa,
enquanto em pH neutro e basico, tende a formar agregados. O indice de

polidispersividade calculado variou entre 10% e 40%.
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Tabela 3. Andlise da tendéncia a oligomerizacdo por espalhamento de luz
dindmico (ELD) a 25°C, mediante variacdo do pH (5.0 — 9.0)

pH N° de picos Massa (%) polidispersividade (%) diametro hidrodindmico (nm)
50 5 1- 63,2 1- 10,2 (M) 1-37,3+£3,9

' 2- 36,8 2-11,4 (M) 2-124,1+ 14,0
6.0 2 1-71,1 1- 32,4 (P) 1- 54,0+ 20,3

’ 2- 28,9 2- 27,7 (P) 2-156,3+47,1
70 5 1-71,1 1- 16,8 (M) 1-32,5+5,8

' 2- 28,9 2- 20,8 (P) 2-85,7+17,3
8.0 2 1-72,8 1- 15,6 (M) 1-29,6 + 4,6

’ 2- 27,2 2- 40,0 (P) 2- 108,0 + 40,8
90 5 1-71,8 1- 34,9 (P) 1- 54,0+ 22,7

’ 2- 28,2 2- 27,7 (P) 2- 188,0 + 55,0

*M: monodisperso; P: polidisperso

Os ensaios em pH 5,0 resultaram no valor de polidispersividade de 10%,
com perfil monodisperso, contendo duas populacdes de proteinas distintas com
diametro hidrodindmico de 37 nm e 124 nm, respectivamente, assumindo duas
conformacdes oligoméricas. Para valores de pH entre 6,0 e 9,0, os indices de
polidispersividade variaram entre 10 e 40%, também caracterizando diferentes
populacbes da proteina na mesma solucdo. Estas populacdes foram
classificadas em monodispersas e polidispersas, cujos diametros
hidrodindmicos mostraram-se mais altos, variando entre 32 e 188 nm. A
formacdo de oligdbmeros com maior diametro hidrodinamico nesses valores de
pH pode estar associada ao pl tedrico da proteina, estimado em 3,44. Como a
proteina apresenta 21,5% de residuos de aminoacidos com tendéncia a
ionizacdo em pHs acima de 6,0 quando expostos ao solvente tal processo

poderia favorecer a sua oligomerizagao.
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4.2.5. Influencia da salinidade na estrutura da proteina de camada S

de H. volcanii
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Figura 25. Espectros obtidos por dicroismo circular para a proteina de camada
S de Haloferax volcanii a 25 °C, pH 6,8, em: 1 mM CaCl,; b: 10 mM CacCly; c:
2,14 M NaCl e 10 mM CacCly; d: 250 mM MgCly; e: 2,14 M NaCl e 250 mM
MgCl.

A estrutura secundéaria da proteina de camada S de H. volcanii foi
determinada por dicroismo circular na regido distante do ultravioleta (200-
260nm), a partir de espetros obtidos a 25°C, nas seguintes condicfes de
salinidade: 1 mM CaCl,; 10 mM CaCly; 2,14 M NaCl e 10 mM CaCly; 250 mM
MgCl,; 2,14 M NaCl e 250 mM MgCl,. Todas as solugdes tiveram seu pH
ajustado para 6,8. Essas concentracdes de sais foram utilizadas em outros
estudos descritos na literatura, onde foi avaliado o efeito da salinidade no
envelope celular de H. volcanii (Cohen et al., 1991) e foram escolhidas para o

presente estudo para fins de comparabilidade de dados. Além disso, esses

parametros estdo de acordo com as concentracdes de sal presentes na maioria
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dos meios de cultura utilizados no cultivo desse organismo (Dyall-Smith et al.,
2008). Os espectros ajustados indicam que a proteina apresentou mudancas
em sua estrutura secundaria de acordo com a valéncia e concentracdo dos
ions (Figura 25).

Na presencga de CaCl, a 1 mM, o conteudo de a-hélices estimado para a
proteina foi de 46,3% e de 13,3% para folhas beta. No entanto, em 10 mM de
CaCl, a proteina apresentou maior quantidade de estruturas secundarias, com
aumento de a-hélices (57,5%) e folhas beta (21,6%).Quando incubada com
NaCl 2,14 M e CaCl, 10 mM, observou-se uma diminuicdo no conteudo de a-
hélices (32,7%) e aumento de folhas beta (33,9%). Os resultados observados
com MgCl, 250 mM foram semelhantes, tanto na auséncia, como na presenca
de NaCl 2,14 M, sendo observado um discreto aumento na quantidade de
folhas beta quando na presenca de NacCl.

A influencia desses sais na estrutura terciaria dessa proteina foi avaliada
por espectroscopia de fluorescéncia, a partir de espectros obtidos a 25°C
(Figura 26). Os espectros de fluorescéncia na presenca de CaCl, (1 e 10 mM)
apresentaram reducdo no comprimento de onda de emisséo do triptofano, de
327 nm para 325 nm, além de reducdo na intensidade de emissdo com o
aumento da concentracdo desse sal. Tal resultado indica que os ions formados
em meio aquoso, a partir de CaCl,, interagem com as cadeias laterais proximas
aos residuos de triptofano da proteina, de maneira que o aumento de sua
concentragdo ocasiona alteragcdes na emissao de fluorescéncia. Na presenca
de NaCl 2,14 M e CaCl, 10 mM, houve uma reducdo mais evidente do
comprimento de onda de emissdo para 322 nm e um aumento na intensidade

de emissdo. E interessante apontar que na presenca de NaCl 2,14 M e MgCl,
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250 mM, houve redugéo de emisséo e um aumento no comprimento de onda,
guando comparado com o resultado obtido em NaCl 2,14 M e CaCl, 10 mM.
Assim, mantendo-se a concentracdo de NaCl constante, a substituicdo de
CaCl, 10 mM por MgCl, 250 mM aparentemente promoveu uma maior
exposi¢cdo dos residuos de triptofano ao meio. No entanto, os espectros obtidos
com a proteina incubada com MgCl, 250 mM, na presenca e auséncia de NaCl
2,14 M, revelaram que a presenca de NaCl ocasionou uma reducdo da
intensidade e comprimento de onda da emissao de fluorescéncia, resultado
similar aquele observado com CaCl, 10 mM. Este resultado indica que o
ambiente préximo aos residuos de triptofano mudou inicialmente de semi-
enterrado, presente em ambiente mais hidrofilico, deslocando-se para
ambiente mais hidrofébico em funcdo da interacdo com os ions liberados pelos
sais em meio aquoso.
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Figura 26. Emissbes por espectroscopia de fluorescéncia da proteina de
camada S de H. volcanii em pH 6,8, 25 °C em: 1 mM CaCly; b: 10 mM CacCly; c:
2,14 M NaCl e 10 mM CacCly; d: 250 mM MgCly; e: 2,14 M NaCl e 250 mM
MgCl>.
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Figura 27. Envelopes celulares de H. volcanii observados por microscopia
eletrébnica de transmissdo em diferentes condigbes de salinidade. A) 1 mM
CaCly; B) 10 mM CacCly; C) 2,14 M NaCl e 10 mM CaCly; D) 2,14 M NaCl e 10
mM CacCl,; E) 250 mM MgCl,; F) 2,14 M NaCl e 250 mM MgCl;,
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Para confirmar os resultados obtidos a partir dos ensaios de dicroismo
circular e espectroscopia de fluorescéncia, foram feitos procedimentos onde o
envoltorio celular de H. volcanii foi isolado e incubado nas mesmas condi¢des
de salinidade. Tal procedimento foi feito utilizando-se uma adaptacdo do
protocolo de preparo de células-fantasma descrito por Kessel et al., 1988, a
partir do qual a disposicdo das proteinas de camada S permaneceu, a
principio, inalterada, similar a encontrada na superficie celular. As imagens dos
envoltorios celulares de H. volcanii incubados em diferentes condicbes foram
obtidas a partir de preparos por contrastacdo negativa para microscopia
eletronica de transmissao (Figura 27).

Essas micrografias mostram que as condigbes de salinidade do meio
provocam alteragBes morfolégicas na camada S deste organismo, conforme ja
descrito na literatura (Cohen et al., 1991). Na presenca de apenas cations
divalentes em baixas concentracdes, a microscopia eletrbnica de preparacdes
contendo células integras revelam que estas sofrem lise osmotica, restando
somente dejetos celulares e vesiculas (Cohen et al., 1991).

No entanto, nas preparacfes das suspensdes contendo os envoltorios
celulares isolados verificou-se uma melhor manutengéo da morfologia original,
quando comparadas as células inteiras incubadas na presenca de cétions
divalentes (Figura 27A, B, E) (Cohen et al.,, 1991). Em CaCl, 1 mM (Figura
27A), a morfologia do envelope celular apresentou aspecto menos arredondado
comparado aos preparos em CaCl, 10 mM (Figura 27B). Nesse caso, foi
possivel observar uma morfologia mais proxima aquela da célula integra.
Quando incubado na presenca de NaCl 2,14 M e CaCl, 10 mM (Figura 27C e

D), o envelope celular mostrou-se levemente intumescido (Figura 27C),
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aspecto ja descrito na literatura (Cohen et al., 1991). Imagens obtidas em maior
aumento (Figura 27D), revelaram a disposicdo da camada S de maneira
semelhante a descrita para essa espécie (Kessel et al., 1988; Cohen et al.,
1991). Na presenca de MgCl, 250 mM (Figura 27E), o envoltério celular de H.
volcanii apresentou aspecto similar a um tecido rompido. No entanto, na
presenca de NaCl 2,14 M e MgCl, 250 mM (Figura 27F), foi observada uma
morfologia arredondada expressivamente distinta daquela observada na
presenca de apenas MgCls.

Em conjunto, esses resultados indicam que as condi¢des de salinidade
no ambiente influenciam diferentes aspectos da camada S de H. volcanii. Os
resultados de dicroismo circular e espectroscopia de fluorescéncia detectaram
mudancas nas estruturas secundaria e terciaria da proteina. Além disso, ao se
analisar as imagens dos envelopes celulares isolados nas mesmas condigdes,
diferencas significativas puderam ser apontadas. Assim, € provavel que tais
diferengas estejam diretamente relacionadas as mudangas estruturais
observadas na proteina, em funcdo das condi¢cdes de salinidade. A influéncia
da salinidade no processo de N-glicosilagdo da proteina de camada S de H.
volcanii foi anteriormente relatada. Neste sentido, foram ja descritas alteracfes
nos sitios de glicosilacdo, assim como dos carboidratos utilizados neste
processo, em resposta a alteragdes nas condi¢des de salinidade no meio (Abu-
Qarn et al.,, 2007; Guan et al., 2012). Além disso, uma das funcbes da N-
glicosilagdo dessa proteina estd relacionada a sobrevivéncia celular em
ambientes hipersalinos (Abu-Qarn et al.,, 2007). Dessa maneira, é possivel
concluir que as concentracdes de sais no ambiente afetam a proteina de

camada S de H. volcanii tanto em relacdo a aspectos estruturais, como a
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modificagbes pos-traducionais. Em termos evolutivos, talvez essa
susceptibilidade a salinidade esteja relacionada ao fato desta proteina estar em
constante contato com o meio e, por desempenhar papéis de protecéo celular,
sofra alteracdes visando favorecer ou garantir a sobrevivéncia deste
organismo.

A proteina de camada S de Halobacterium salinarum, uma haloarchaea
extrema, apresenta similaridades com a proteina de camada S de H. volcanii
(Trachtenberg et al.,, 2000). Para este organismo, a formacdo do arranjo
cristalino foi observada apenas em preparos de envelopes celulares incubados
em concentracdes salinas semelhantes aquelas encontradas em seu habitat
(NaCl 5 M), porém ndo em concentracdes inferiores (Brown, 1964; Stoeckenius
e Rowen, 1967; Steensland e Larsen, 1969). A estabilidade estrutural da
camada S de Haloarcula japonica, outra haloarchaea, também apresenta
dependéncia das condi¢cGes de salinidade do ambiente (Horikoshi et al., 1993).
Assim, o papel da salinidade na estrutura e interacdo entre as unidades
proteicas da camada S de haloarchaeas foi verificado em varios representantes
desse grupo de organismos. No entanto, ainda nao existem estudos
investigando as estruturas secundaria e terciaria das proteinas de camada S
dessas haloarchaeas.

No presente estudo, solucdes de proteina de camada S de H. volcanii
mantidas em tampao fosfato-salina (pH 7,2) foram submetidas a procedimentos
de Ultracentrifugacdo Analitica. Como mencionado anteriormente, essa
metodologia registra os picos de absorbéancia a 280 nm ao longo de uma
cubeta de quartzo, enquanto a amostra é submetida a centrifugacdo a 42000

rpm a 20°C. Foram realizadas 200 mensuragdes em intervalos de 5 minutos.
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Essa metodologia pode ser utilizada para observacdo da presenca de formas
oligoméricas em uma determinada amostra. Como o ensaio foi feito utilizando-
se uma solucdo de proteinas com baixas concentracdes de sal, os resultados
obtidos indicam um papel da salinidade na formacao de oligdbmeros para essa

amostra (Figura 28).
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Figura 28. Experimento de Ultracentrifugacdo Analitica. (a) absorbancia de
cada uma das 200 mensuragbes realizadas, a 280 nm; (b) teste de
confiabilidade dos resultados obtidos, onde mensuracbes decorrentes de
residuos devem estar entre -0,01 e 0,01; (c) padréo de migracdo das proteinas
obtidas ao longo do processo de centrifugacao.

Os dados obtidos revelaram confiabilidade estatistica, pois como
ilustrado na Figura 28b, as mensuracdes residuais permaneceram limitadas ao

intervalo de -0,01 e 0,01. Foi verificada a formacao de diferentes picos ao longo

do processo de migracdo (Figura 28c), indicando a presenca de diferentes
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formas oligoméricas na amostra. Formas oligoméricas compostas por nimeros
de subunidades diferentes migraram ao longo da cubeta em tempos diferentes,
levando a formacao de mais de um pico. No entanto, os picos observados nao
se encontravam definidos, havendo certo grau de sobreposi¢cdo entre estes,
sugerindo eventos de constante associacdo e dissociacdo entre diferentes
formas oligoméricas da proteina.

Cohen e colaboradores (1991) avaliaram a influéncia de sais e ions na
estabilizacdo do envelope celular de H. volcanii e verificaram que as proteinas
de camada S dessa archaea séo liberadas do envelope celular quando a
concentragdo de cétions bivalentes é reduzida, na presenca de NaCl (Sumper
et al., 1990; Cohen et al.,, 1991). Dessa maneira, foi observado que a
estabilidade do envelope celular de H. volcanii era dependente de cations
divalentes, na concentracdo minima de 10 mM de CacCl;, na solucéo (Kessel et
al., 1988; Cohen et al. 1991). Assim, possivelmente a deteccédo de eventos de
constante associacao e dissociacdo entre formas oligoméricas seja decorrente
da concentracédo ibnica do tampao utilizado nessas analises. O tampéao salina
fosfato utilizado ndo € composto por sais que liberam, em meio aquoso, céations
divalentes e tampouco apresenta concentracdes elevadas de NaCl, de modo
que a estabilidade dos oligbmeros formados pode ter sido reduzida por esse
motivo.

E importante ressaltar que existem poucos estudos investigando
aspectos estruturais de proteinas camada S de archaeas, especialmente
membros halofilos. Assim, os resultados obtidos no presente trabalho

apresentam carater inédito e pioneiro nessa area de estudo.
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4.3. Construcdo de envelopes celulares biomiméticos utilizando a

proteina de camada S de H. volcanii
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Camadas lipidicas imobilizadas em suportes soélidos consistem em
modelos promissores para o estudo de membranas biologicas (Jackman et al.,
2012; Schuster e Sleytr, 2014). Nesses modelos, a utilizagdo de proteinas de
camada S, inseridas entre a membrana e o suporte sélido, se mostrou uma
interessante e adequada estratégia para minimizar possiveis alteracfes das
propriedades da camada lipidica em condi¢cBes artificiais (Schuster e Sleytr,
2014). Nessa abordagem, as proteinas de camada S se arranjam diretamente
em contato com a superficie lipidica, resultando em uma disposi¢éo similar ao
envelope celular de vérias archaeas (Schuster e Sleytr, 2009; Albers e Meyer,
2011; Schuster e Sleytr, 2014; Damiati et al., 2015). No entanto, todos os
modelos biomiméticos de membranas celulares construidos a partir desse
principio utilizaram proteinas de camada S de isoladas de bactérias.

No presente estudo, proteinas de camada S da archaea H. volcanii
foram utilizadas para a construcéo de envelopes celulares biomiméticos. Pela
técnica Langmuir-Blodgett, monocamadas fosfolipidicas foram produzidas a
partir de 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (DPPE), 1,2-dipalmitoil-
sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC) e 2,3-di-O-fitil-sn-glicero-fosfoetanolamina
(DphPE). O DPPE é um lipideo comum em membranas celulares de mamiferos
(Myller et al.,, 2010), enquanto o DPPC pode ser encontrado entre 0s
surfactantes pulmonares, sendo bastante utilizado em estudos de membranas
celulares (Albon, 1978). O DphPE é um fosfolipideo comumente encontrado na
membrana plasmatica de membros do dominio Archaea (Nishimura et al.,
2006). No sistema Langmuir-Blodgett, a monocamada é formada na superficie
de uma solucdo aquosa (TrisHCI 500 uM pH 7,0 + CaCl, 10 mM). Neste caso,

o tampéao foi suplementado com CaCl, 10 mM uma vez que, de acordo com a
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literatura, esse sal favorece a formacgéo do arranjo cristalino de outras proteinas
de camada S (Liu et al., 2016). As proteinas de camada S solubilizadas em
agua Milli-Q foram adicionadas a fase aquosa do sistema (1 mL, Ag=0,145) e
0 aumento na pressao de superficie foi registrado por 2 horas, em intervalos de
30 minutos (Figura 29). Caso a proteina de camada S estivesse se
recristalizando sobre as monocamadas fosfolipidicas produzidas, seria

esperado um aumento no registro da pressao de superficie.
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Figura 29. Mudancas na pressdo de superficie em funcdo do tempo apds a
adicdo da solucao de proteinas de camada S de H. volcanii a fase aquosa do
sistema Langmuir-Blodgett (TrisHCI 500 uM pH 7,0 + CaCl, 10 mM).

Foi verificado o aumento da pressdao de superficie das trés
monocamadas lipidicas ap6s a adicdo das proteinas de camada S de H.
volcanii ao sistema. Além disso, houve aumento também mesmo na auséncia
dos lipideos, indicando que a proteina de camada S de H. volcanii possui

afinidade por superficies de maneira geral. Tal resultado € interessante uma

vez que a proteina S, na natureza, é encontrada na superficie de células e
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pode estabelecer contato com inimeros substratos. Foi observado um aumento
discretamente maior na pressdo de superficie quando o lipideo DphPE foi
utilizado. Considerando-se que dentre os lipideos testados, este apresenta
maior similaridade com lipideos normalmente encontrados na membrana
plasmatica de Archaea, é possivel que haja maior afinidade entre as proteinas
de camada S de H. volcanii e esta monocamada lipidica. Esses resultados
preliminares indicam que a proteina de camada S de H. volcanii poderia ser
uma boa candidata para a producdo de envelopes celulares biomiméticos
utilizando-se proteinas de camada S de Archaea.

Para verificar a disposicdo das proteinas de camada S sobre as
monocamadas produzidas, foram coletadas amostras da superficie do sistema
Langmuir-Blodgett para analises por microscopia eletrdnica de transmisséo.
Essas amostras foram analisadas por contrastacdo negativa, de maneira que

as proteinas de camada S ficaram expostas para andlise (Figura 30).

Figura 30. Recristalizacdo da proteina de camada S de H. volcanii por
Langmuir-Blodgett (TrisHCI 500 uM pH 7,0 + CaCl, 10 mM) em diferentes
superficies: A) DPPE; B) DPPC; C) DPhPE; D) Sem lipideo.
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A Figura 30 revela que as proteinas de camada S se apresentaram em
uma disposic¢ao similar nas diferentes superficies. No entanto, essa disposicdo
mostrou-se bastante distinta daquela esperada (Kessel et al., 1988; Cohen et
al., 1991), uma vez que as proteinas formaram agregados tridimensionais sem
um padrdo de organizagdo visivel, com a presenca de estruturas de aspecto
tubular. No entanto, vale ressaltar que os envelopes celulares de H. volcanii
preservaram a morfologia celular original quando as amostras foram incubadas
na presenca de apenas CaCl, 10 mM (Figura 27B). E importante apontar que
esta mesma concentracdo de sal foi adicionada ao tampé&o utilizado para a
recristalizacdo das proteinas de camada S de H. volcanii sobre as diferentes
superficies. Assim, esse resultado sugere que as condicbes para a
manutencao da forma dos envelopes celulares isolados a partir da cultura de
células séo distintas daquelas indicadas para a recristalizacao das proteinas de
camada S desse organismo.

Novos ensaios de Langmuir-Blodgett foram entdo realizados, com a
producdo de novas monocamadas lipidicas a partir do lipideo DPhPE (Figura
31), empregando-se como solugéao de sais a mistura de NaCl 2,14 M + CacCl;

10 mM, pH 6,8.
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Figura 31. Mudancas na pressado de superficie em funcdo do tempo apds a
adicdo da solucao de proteinas de camada S de H. volcanii a fase aquosa do
sistema Langmuir-Blodgett (NaCl 2,14 M + CaCl, 10 mM, pH 6,8).

Mesmo apos a mudanca da solucdo utilizada para estes ensaios, foi
possivel observar um aumento na pressdo de superficie apos a adicdo de
proteinas de camada S ao sistema. Novamente, tal aumento ocorreu tanto na
presenca da monocamada lipidica produzida a partir de DPhPE, quanto na
auséncia do lipideo. Assim, esses resultados indicam que a proteina de
camada S de H. volcanii manteve a sua afinidade por superficies também
nessa condicdo de salinidade.

Como feito anteriormente no experimento de analise da organizacéo das
proteinas de camada S sobre estas superficies, amostras da superficie do
sistema foram coletadas e submetidas a microscopia eletrbnica de
transmissao. Novamente, a coleta foi realizada de modo a expor as proteinas

de camada S (Figura 32B).
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Figura 32. Recristalizacdo da proteina de camada S de H. volcanii por
Langmuir-Blodgett em DPhPE, utilizando diferentes solucdes: A) Tris-HCI 500
UM, pH 7,0 + CaCl, 10 mM; B) NaCl 2,14 M + CaCl, 10 mM, pH 6,8; C)
envoltério celular isolado de H. volcanii em NaCl 2,14 M + CaCl, 10 mM, pH
6,8.

Foram observadas diferencas significativas no padréo de recristalizacéo
das proteinas de camada S de H. volcanii quando a solucdo utilizada no
sistema Langmuir-Blodgett foi substituida (Figura 32A e B). Na presenca de
NaCl 2,14 M + CaCl, 10 mM, a disposi¢cado das proteinas se assemelhava ao
esperado (Kessel et al., 1988), em contraste a recristalizacdo na presenca de
Tris-HCI 500 puM, pH 7,0 + CaCl, 10 mM. Além disso, essa disposicdo mostrou-
se bastante similar ao observado nos envoltérios celulares de H. volcanii
isolados a partir da cultura de células nessas mesmas condi¢des (Figura 32C).
Assim, estes resultados indicam que a salinidade afeta o processo de
recristalizacdo dessas proteinas de camada S, sendo sua montagem de
maneira similar a disposi¢do normalmente encontrada na superficie celular de
H. volcanii dependente desse fator. Tendo em vista que foram observadas
alteragbes nas estruturas secundaria e terciaria dessa proteina em fungéo da

salinidade do meio (Figuras 25 e 26), pode-se especular que tais alteraces
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influenciem a interacdo entre as unidades proteicas na formagéo do arranjo
cristalino da camada S desse organismo.

Assim, a condicdo ideal para a cristalizagdo dessas proteinas em
diferentes superficies foi aperfeicoada. A partir desses resultados, é possivel
concluir que as proteinas de camada S de H. volcanii podem ser consideradas
potenciais candidatas a producdo de envelopes celulares biomiméticos em
condicdes de altas concentracbes de sais, podendo ser Uteis na criacdo de
modelos de camadas lipidicas para o estudo de membranas celulares de
haloarchaeas. Mais estudos sdo necessarios para investigar a natureza da
interacdo entre essas proteinas e os lipideos utilizados, bem como confirmar a

sua viabilidade nesta area de pesquisa aplicada.
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5. Considerac0es finais

Apesar dos numerosos estudos investigando modificacdes poés-
traducionais da proteina de camada S de H. volcanii, existem poucos relatos
caracterizando aspectos estruturais dessa proteina. Assim, esse trabalho
apresenta a primeira descricdo de suas estruturas secundaria e terciaria, além
de discutir a influéncia da temperatura, pH e salinidade sobre a proteina. Este
trabalho € também inovador por ser pioneiro na investigacdo de aspectos
funcionais dessas proteinas, tais como as condicdes ideais para sua
recristalizacdo. No entanto, outras analises sdo necessérias para um melhor
entendimento das propriedades da proteina de camada S de H. volcanii e o
desenvolvimento de modelos estruturais certamente  contribuiriam
sobremaneira no esclarecimento de determinadas propriedades funcionais das

proteinas de camada S.

Em relacdo ao potencial biotecnoldgico de proteinas de camada S de
Archaea, os estudos séo ainda escassos. Nesse sentido, no presente trabalho
0 gene codificar desta de H. volcanii foi isolado para eventuais construcdes
génicas de interesse. Os ensaios de PCR utilizando iniciadores dirigidos ao
gene completo foram bem sucedidos e resultados preliminares revelaram a
expressdo heterdloga desse gene por células de E. coli. No entanto, a
purificacdo da proteina recombinante ndo foi possivel até o momento,
provavelmente devido as caracteristicas intrinsecas da mesma, conforme
verificado nos estudos que avaliaram o papel da salinidade, pH e temperatura
sobre a proteina de camada S purificada a partir de células de H. volcanii. Tal
problema foi também relatado por outros autores, sendo necessarias novas

abordagens tais como a realizacdo de experimentos de recombinagdo génica
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empregando H. volcanii como célula hospedeira, a fim de se obter a expresséo
desse gene com finalidades biotecnologicas. Neste caso, construcdes
contendo o gene da proteina de camada S fusionado a produtos de interesse
poderdo ser inseridos em células de H. volcanii, a fim de facilitar a obtencao

das proteinas recombinantes de interesse.

Finalmente, as proteinas de camada S de H. volcanii foram utilizadas
para a construcdo de plataformas lipidicas biomiméticas. Os resultados
indicaram um potencial do uso dessas proteinas nessa area de pesquisa
devido a sua aparente afinidade por superficies. No entanto, para a formacéao
correta do arranjo cristalino, sdo necessarias condigcbes especificas de
salinidade. Assim, para confirmar a viabilidade do uso dessas proteinas para
esse fim, sdo necessarias novas caracterizacbes dos sistemas utilizados. E
importante ressaltar que essa foi a primeira tentativa do uso de proteinas de
camada S de H. volcanii para finalidades aplicadas. Nesse sentido, tendo em
vista 0 amplo espectro de aplicacdes biotecnoldgicas possiveis para proteinas
de camada S, seria interessante a avaliacdo de sua viabilidade em diferentes
campos de pesquisa, como producdo de nanoparticulas metalicas, kits de

diagndstico, membranas de ultrafiltracdo, vacinas conjugadas, entre outros.
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6. Conclusodes

Foi possivel isolar o gene codificador da proteina de camada S de H.
volcanii por ensaios de PCR.

A expresséo da proteina de camada S de H. volcanii em E. coli foi bem
sucedida. No entanto, sua purificagdo ndo foi possivel, provavelmente
devido a toxicidade da proteina a célula bacteriana hospedeira.

A proteina foi purificada com sucesso a partir da cultura de células de H.
volcanii.

Em pH 4.0, a proteina se apresentou estruturalmente estavel com a
variacdo da temperatura. No entanto, em pH 7.0 o perfil dicroico
permaneceu constante até 40°C, de maneira que acima dessa
temperatura houve processo de agregacéo proteica. E possivel que tal
processo esteja relacionado a presenca de residuos de aminoacidos
carregados nesta faixa de pH.

O pH influencia a estrutura secundaria da proteina, de maneira que em
valores de pH mais altos houve um aumento na quantidade de folhas-
beta. Esse mesmo fator causa alteracbes na estrutura terciaria da
proteina, onde o aumento do valor de pH provoca uma maior exposicao
dos residuos de triptofano ao meio.

As condicdes de salinidade afetam as estruturas secundaria e terciaria
da proteina e, nessas mesmas condi¢des, diferencas significativas
podem ser observadas no envoltério celular de H. volcanii. Além disso, a
concentracdo de sais no meio afeta o processo de recristalizacdo das

unidades proteicas da camada S desse organismo.
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Resultados preliminares indicam que a proteina de camada S de H.
volcanii €, possivelmente, uma boa candidata para a constru¢do de
plataformas lipidicas biomiméticas. No entanto, condicbes especificas

para sua cristalizacdo nessas superficies sdo necessarias.

99



7. Perspectivas futuras

¢ Realizacdo de ensaios de PCR com iniciadores que amplifiquem o gene
da proteina de camada S sem as porcdes hidrofobicas, de maneira a
facilitar a sua purificacéo a partir de clones recombinantes de E. coli.

e Caracterizacao da proteina produzida por expressao heteréloga a partir
de versdes editadas do gene que a codifica.

e Uso de células de H. volcanii como hospedeiras para expressao
heterdloga de proteinas de camada S fusionadas com fragmentos de
interesse.

e Outras metodologias poderiam elucidar aspectos estruturais dessa
proteina como, por exemplo, difracdo de raios-X. Além disso, 0
desenvolvimento de modelos estruturais por bioinformatica levaria a uma
compreensao mais completa desses aspectos.

e A caracterizacdo das plataformas lipidicas biomiméticas geradas
utilizando-se a proteina de camada S de H. volcanii poderia confirmar a
sua viabilidade nessa area de pesquisa. Andlise desses sistemas por
equipamentos como microbalanca de cristal quartzo com monitoragéo
de dissipacao forneceriam informacdes essenciais sobre a natureza da
interacdo entre as proteinas de camada S e as camadas lipidicas
produzidas.

e Avaliagéo da aplicabilidade de proteinas de camada S de H. volcanii em

outros campos de pesquisa aplicada.
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