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INTRODUCAO

O citocromoc € uma hemoproteina com massa molecular de aprdaimente 12 kDa,
tendo em meédia 103 residuos de aminoacidos, sendonteada associada a face
externa da membrana interna da mitocondria. Maagiids na sua sequéncia de
aminoacidos sao uteis para desvendar os mecanigelos quais esta proteina atua
como carreadora de elétrons na cadeia respiratdit@condrial, como se associa a
membrana mitocondrial e como acontece sg#Bgase e a consequente ativacado de
enzimas do tipo caspases que culmina na morteacglal apoptose.

Para estas manipulacbes na sequéncia de aminoaaidzam-se técnicas de
mutagénese sitio-dirigida por oligonucleotideos paemitem alterar nucleotideos no
gene responsavel pela expressao da proteina e sigsatituir aminoacidos especificos
no produto final e assim estudar o comportament@rdéeina frente a esta nova
condicao.

Em estudos com citocrommmodificado existe um plasmidio modelo desenhado po
Rumbleyet al. e Kellogg e Brendito PJRhrsN2 que contém genes para expressao de
citocromoc de coracdo de cavalo e também da heme-liase, nmmagessencial para o
acoplamento do grupo heme a cadeia proteica (RUMBIZB02; KELLOGG, 2002).
Este plasmidios contém originalmente mutacdo ne&lues de histidina 26 e 33
visando aumentar a produtividade durante sua edwe®m cepas bacterianas,
resultando em uma forma de citocromo ¢ denominaiduseilde-type (wt). Esta
substituicdo estd associada ao fato de que estighios sdo limitantes rfolding da
proteina durante sua biogénese em bactérias, dogue o rendimento da expressao
muito abaixo do desejado. Com sua substituicdo rpefduos de asparagina, 0S
trabalhos que empregaram este plasmidio demonsttara alta producao de proteina
nas bactérias por eles transformadas, de modo ajoeutse um bom sistema para
producao de citocromomodificado.

O que se percebeu, entretanto, é que a auséncieesidsios de histidina 26 e 33,
promove alteracOes estruturais que afetam o coarperito da proteina, por exemplo,
frente a sistemas-modelo de membrana, como miadasSDS. Na tentativa de
comprovar que micelas de SDS convertem a formaokspin do citocroma nativo a
uma forma menos rémbica, dita forma baixo spinradtevo (MUGNOL, 2008), por
substituicdo do sexto ligante do ferro heminicaalgsoteina, a metionina 80, por um
ligante de campo fraco, a lisina 79, trabalhosrants produziram forma mutante de
citocromo ¢ com substituicdo adicional neste residuo, prodieziuma forma



H26N/H33N/K79A. Esta, entretanto, ndo respondeucietivos propostos justamente
pelas alteragBes estruturais decorrentes da aas#aiistidinas 26 e 33. Portanto, fez-
se adequado propor a producdo de uma forma mathifice citocromac em que

somente a lisina 79 se encontrasse substituidze sajtornou o objetivo deste trabalho.

OBJETIVOS
Obtencao de forma mutante de citocromii79A a partir de processo de mutagénese
sitio-dirigida tendo como molde o plasmidio PJRI2$826N/H33N/K79A.

METODOLOGIA

Como controle e para analise comparativa, forahizestas expresséao e purificacdo das
formas H26N/H33N (pwt) e H26N/H33N/K79A. Para isie plasmidios respectivos
foram insertados por choque térmico em cepasEstherichia coli BL21 Star,
posteriormente cultivadas em LB Agar contendo aitipaccomo forma de selecéo de
colénias contendo o plasmidio de interesse, jaAoqmesmo contém gene que confere
resisténcia a este antibidtico para as bactérias quincorporaram. Colbnias
transformadas foram transferidas para meio LB Br@imbém com ampicilina,
submetidas a um pré-cultivo overnight e depoissteidas para meio Terrific com o
mesmo antibidtico como ambiente para expressaadécio deste evento foi feito por
adicao de IPTG e o cultivo mantido por 58 hora®9#C3e sob agitacdo a 220 rpm. O
produto da expressao foi purificado em uma seqaédei centrifugacoes, lise das
células em sonicador, precipitacdo de proteinasylfato de amdnio, ciclos de dialise
e por fim cromatografia de troca ibnica com retengé citocroma e posterior eluicdo
com gradiente de NaCl (RUMBLEY, 2002).

Para obtencédo da forma mutante K79A a partir denpidio H26N/H33N/K79A foram
desenhados oligonucleotideos que, durante reac®LC&e permitissem alteragbes na
sequéncia de nucleotideos na regido codificadagddtéidinas 26 e 33, visando assim
obter uma sequéncia adequada a expressao do mitbarocom histidinas nestas
posicdes em substituicdo as asparaginas preseatenolde. Para o processo de
mutagénese empregou-se o kit Quikchange Il Siteel#d Mutagenesis da Stratagene e
as orientacdes fornecidas pelo fabricante.

Apdbs o processo de mutagénese o DNA obtido fortiade emEscherichia coli BL21
Star por choque térmico, efetuado cultivo em LBragam ampicilina, sendo as
colénias selecionadas submetidas a pré-cultivo BnBiloth, também com ampicilina,
seguido de isolamento do DNA plasmidial pelo métdddise alcalina, eletroforese do
produto deste em gel de agarose e posteriormensecaenciamento pelo método de
Sanger para constatar se as substituicbes deseatasram de fato.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A expressao das formas pwt e H26N/H33N/K79A ocoaaontento, tendo-se obtido
um rendimento médio de 4 e 10 mg de proteina raspewente. Este produto final foi
submetido a analise espectroscopica no UV-vis oimgieou que as mutacdes de fato
nao promovem alteracdes significativas no que aoeceo grupo heme e suas
coordenacdes com a histidina 18 e a metionina 8 quanta e sexta posicoes
respectivamente. Ja o dicroismo circular no farsgdstra diminuicdo no contetudo de
alfa-hélice destes mutantes em comparacdo commaafoativa da proteina, enquanto
qgue por espectroscopia de fluorescéncia € possbtar afastamento do residuo de
tirosina do grupo heme dado que nos mutantes ekisdzcorre diminuicdo do efeito
supressor de fluorescéncia por este aminoacido.



O processo de mutagénese para obtencao da fornfan€g0ltou em um plasmidio que
quando insertado com sucesso em bactérias forrreestas resisténcia a ampicilina e
permitiu a expressao de citocrom@orém com um rendimento muito aquém daquele
percebido para as formas pwt e triplo mutante. fasteja era esperado justamente pelo
fato de que a devolucéo dos residuos de histidna 23 faria com que eles passassem
naturamente a agir como limitantes do enovelamprateico durante a producéo
vitro. Entretanto, face a este rendimento muito bai#o,g®e conseguiu obter uma forma
pura de citocrom@ em quantidade suficiente para todas as analigestegscopicas
desejadas visando sua caracterizacao e o estusEud®mportamento face as micelas
de SDS e outros ambientes que mimetizem a membraoeondrial interna.

CONCLUSOES

O desenvolvimento do projeto permitiu concluir gaepresenca dos residuos de
histidina 26 e 33 realmente atuam como limitantegxpressao da proteina em
laboratorio. Por outro lado, quando substituidosr psparagina aumentam

consideravelmente a expressao, porém resultam eeiqaes com alteragBes estruturais
que, dependendo do estudo em questéo, podem jgagjodi resultados ou mesmo levar
a interpretacfes errbneas de fendmenos biolégiswse deseja simular.
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