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RESUMO

TELES, Kaian Amorim. Mapeando a superficie do nucleossomo com finalidade terapéutica.
Brasilia, 2016. Dissertacdo ( Mestrado eu Patologia Molecular) - Faculdade de Medicina,
Universidade de Brasilia, Brasilia, 2016

A cromatina ¢ uma estrutura fundamental para a fisiologia celular e pode ser regulada através
de uma variedade de pequenas moléculas e proteinas que, em sua maioria, atuam em nivel
nucleossomal. A competicdo entre diferentes Proteinas Ligantes de Nucleossomo (NBPs)
ajudam a definir o estado final da cromatina. Embora toda a superficie do nucleossomo seja
alvo de diferentes NBPs, uma regido conhecida como patch acidico ¢ o alvo preferéncial
dessas moléculas. A fim de compreender como o impacto que NBPs tem sob o nucleossomo o
ensaio de thermal shift foi feito para desvendar como diferentes NBPs afetam a estabilidade
desse complexo. Foram utilizadas peptideos baseados nas NBPs identificadas que se ligam
aos nucleossomos conhecidos como Nucleosome Biding Molecules (NBMs). Foi observado
que diferentes sitios de ligagdo que NBMs fazem com o patch acidico induzem diferentes
desfechos na desnaturagdo do nucleossomo. Assim, foi possivel criar um mapa das regides
vitais da superficie do nucleossomo responsavel pela estabilidade do complexo utilizando os
dados estruturais (PDB) do nucleossomo:NBPs, que futuramente pode sera utilizado para o
desenho racional de farmacos.

Palavras-Chave: Nucleossomo, Thermal shift, NBPs.



ABSTRACT

TELES, Kaian Amorim. Mapeando a superficie do nucleossomo com finalidade terapéutica.
Brasilia, 2016. Dissertacdo ( Mestrado eu Patologia Molecular) - Faculdade de Medicina,
Universidade de Brasilia, Brasilia, 2016

The chromatin is a fundamental structure for the cell physiology. It can be regulated trough a
variety of small molecules and proteins, most of which acting at a nucleosomal level. The
competition among Nucleosome Binding Proteins (NBPs) binding help to define the final
chromatin architecture. Although the entire nucleosome surface has been explored by several
NBPs, a region known as the acidic patch is at the preferable target. In order to understand
how the NBPs impact the nucleosome, thermal shift assay was conducted to understand how
different NBPs influence over the stability fo the complex. We used peptides based on the
structure of NBPs known as Nucleosome Biding Molecules (NBMs). We were able to
identify biding sites that NBMs interact with the acidic patch and induce several denaturation
outcomes of the nucleosome. Herein it was possible to create a map of the vital regions of the
surface of the nucleosome responsable for the stability of the complex, using structural data
(PDB) of the nucleosome:NBPs, that in the future can be used in rational drug design.

Keywords: Nucleosome, NBPs, Thermal shift.
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INTRODUCAO

O processo de regulacdo e manutencdo do gendma ¢ complexo e vai muito além
da sequéncia de nucleotideos que compoem o DNA. J4 sdo conhecidas diversas proteinas que
interagem com o DNA e causam alteracdes na expressdo génica da célula. Porém, torna-se
importante ressaltar que o material genético de células eucaridticas apresentam-se na forma de
cromatina. Esse complexo formado por DNA e proteinas tem o papel de empacotar todo o
material genético dentro do ntcleo, como também permitir ou bloquear o acesso da

maquinaria transcricional basal ao DNA.

1.1. O Nucleossomo

A cromatina ¢ formada por unidades repetitivas de nucleossomos, que por sua vez
sdo formadas por um octamero de proteinas altamente bésicas conhecidas como histonas.
Estas se arranjam na forma de um tetramero (H3/H4) de dois heterodimeros (H2A/H2B). Esse
complexo protéico em forma de disco se mantem unido quando 145-147 pares de base (pb)
DNA faz 1,7 voltas em sua circunferéncia, fazendo diversas interagdes com os residuos de
arginina e lisina presentes no dominio globular das histonas com o arcabougo de fostato do

DNA (Figura 1) (Luger et al., 1997).
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Figura 1. Estrutura cristalografica do nucleossomo com suas proteinas destacas. Adaptado de Speranzini et al.,
2016.

O nucleossomo ¢ considerado a primeira barreira transcricional, sendo um

elemento regulatorio da expressdo génica (Bintu et al., 2012). Tal caracteristica resulta da
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regido N-terminal das histonas, conhecidas como caudas e apresentam papel fundamental na
dindmica de toda cromatina (Horn e Peterson, 2002). Essa regido ¢ alvo de diversas
modificagdes pos-traducionais (PTM) que induzem diversos desfeixos na dindmica da
cromatina, sendo, a mais bem caracterizada, a acetilagdo da lisina 16 da histona H4.

Essa PTM ¢ feita pela enzima Histona Acetil Transferase (HAT), quando essa
reacdo ocorre a cromatina encontra-se descompactada, visto que o processo de compactacao
envolve a cauda da histona H4 fazer contato o nucleossomo adjacente. Quando a acetilagao
ocorre a neutralizagdo da carga positiva da lisina, enfrequecendo essa interagdo. Por outro
lado a enzima Histona Deacetilase (HDAC) realiza o processo inverso, promovendo a
compacta¢ao (Marmorstein € Roth, 2001). A dindmica que a cromatina apresenta tem efeitos
significativos na fisiologia da célula. Por esse motivo, ja foram exploradas diversas epi-drugs
(farmacos que atuam em nivel epigenético) para a regulacdo de variados distirbios, cancer,
até transtornos psiquiatricos (Monneret, 2007; Fuchikami et al., 2016).

Existem outras formas em que o nucleossomo pode regular a expressdo génica,
pois mesmo com a fibra na forma relaxada o nucleossomo ¢ uma barreira para a maquindria
transcricional basal. Sendo assim, torna-se necessdrio que ocorra uma regulacdo do
posicionamento de nucleossomos como visto na Figura 2. Essa a¢do ¢ mediada na maioria das
vezes por proteinas com caracteristicas 4cidas, conhecidas como chaperonas (Laskey et al.,

1978).
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Figura 2. As diversas formas de reposicionamento de histonas e nucleossomos ao longo do DNA.
Adaptado de Petty e Pillus, 2013

1.2 Compactagdo da cromatina

Em humanos a cromatina ¢ capaz de organizar mais de 6 bilhdes de pares de base
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dentro de nucleo das células dipldides (Annunziato, 2008), em virtude da existéncia de

diferentes niveis hierdquicos de compactacao (Figura 3).

Short region of
DNA double helix

*Beads on a string” 11 nm
form of chromatin

30-nm chromatin
fibre of packed
nucleosomes

Section of
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extended form

§% 300 nm
v

Condensed section
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Figura 3: Compactacdo da cromatina em eucariotos. Niveis sucessivos de compactagdo sdo mostrados, partindo
do DNA livre, passando pelas fibras de 10nm e 30 nm, até alcangar niveis maximos de compactagio,
representado pelo cromossomo. Retirado de Felsenfeld e Groudine, 2003.

Sua primeira forma de compactagdo ¢ conhecida como eucromatina, ou colar de
contas. A referida estrutura apresenta uma espessura de 10nm e ¢ considerada a forma
permissiva da cromatina, visto que existem regides com DNA livre. Devido a interagdes
internucleossomais, a cromatina pode se condensar mais, adotando a forma de
heterocromatina, que por sua vez ¢ conhecida como a forma silenciada da cromatina, pois
todo seu DNA se encontra condensado, cuja estrutura tem 30nm de espressura (Bassett et al.,
2009).

Assim, a cromatina pode ser considerada a primeira barreira transcricional a ser
superada pela maquindria transcricional da célula. A compreensdo profunda das formas pelas
quais a dinamica da cromatina ¢ afetada, apresenta-se fundamental para o conhecimento de
diversos processos da fisiologia celular. As formas conhecidas da regulagdo da cromatina sao

(Barbera et al., 2006; Makde et al., 2010; Armache et al., 2011):
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- A presenca de Mg®" e outros ions divalentes que induzem a neutralizagio de
cargas compactando a fibra.

- A linker histona (LH), uma histona ndo pertencente ao octameto que atua como
um grampo na cromatina.

- A cauda da histona H4.

- NBPs (Nucleossome Biding Proteins), proteinas que se ligam a cromatina

induzindo desfechos especificos.

1.3. O Patch acidico

O Patch acidico ¢ uma pequena regido na superficie do nucleossomo, composta
somente por 8 aminoacidos com caracteristicas acidas, localizada entre as histonas H2A e
H2B, formando um sulco com aproximadamente 368 angstrons de area, capaz de acomodar
diferentes motivos protéicos (Figura 4) (Kalashnikova et al, 2013). Essa regido tem o
importante papel de mediar o contato internucleossomal pois ¢ no patch acidico que a cauda

ndo acetilada da histona H4 faz contato com o nucleossomo adjacente (Luger et al., 1997).

Acidic patch

Eletrostatic potencial

Figura 4. Potencial eletrostatico da superficie do nucleossomo. Em azul potencial positivo e em vermelho
potencial negativo, circulado em preto duas regides negativas da superficie nucleossomal, o patch acidico e small
negative zone. Adaptado de Silva., et al 2015.

Foram identificadas proteinas com atividade modeladora de nucloessomo e,
interessantemente, quase todas interagem com o patch acidico. Tais proteinas conhecidas

como NBPs (Nucleossome Biding Proteins) induzem diferentes desfexos na arquitetura da
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cromatina (Silva et al., 2015). Cabe ressaltar que o reconhecimento molecular dessa NBPs
com o patch acidico apresenta uma "ancoragem" de argininas, visto que todas as estrutura

cristalograficas disponiveis até hoje demonstraram esse fonomeno (Mcginty et al., 2014).

1.4. NBPs
At¢é o momento, foram identificadas por cristalografia, criomicroscopia,
simulagdo computacional ou RMN 11 estruturas de NBPs interagindo com nucleossomo. A

Figura 5 traz as interagdes de algumas dessas proteinas com o patch acidico:

Figura 5. Superficie do nuleossomo em interagdo com diversas NBPs, todas proteinas fazem interagdes com o
patch acidico. Adaptado de Cabral et al., 2016

A primeira NBP identificada foi o Lana ou Latency-Associated Nuclear Antigen
presente no Sarcoma de Kapossi Associado ao Herpes Virus (KSHV). Essa NBP ¢ uma
proteina com 1162 aminoacidos e contém trés dominios, uma por¢do C-terminal, que interage

com outras proteinas, um dominio central e a por¢do N-terminal que aprensenta um sinal de
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localizagdo nuclear (NLS) (Piolot et al., 2001). Demonstrou-se que a por¢do N-terminal
interage com o patch acidico, sendo que essa regido, composta por 23 aminoacidos foi co-
cristalizada com o patch acidico em uma resolucdo de 2,9 A (Barbera et al., 2006).

Em 2007 Carrie e colaboradores identificaram que a interleucina 33 (IL-33) se
ligava a cromatina, porém somente um ano depois e utilizando técnicas de modelagem
molecular foi possivel identificar que a IL-33 tem um modo de ligacdo semelhante ao do Lana
(Roussel et al., 2008).

A primeira proteina intacta identificada a fazer interacdo com o nucleossomo foi o
Regulator of Chromosome Condensation 1 (RCCI1), essa proteina estd envolvida nos
processos mitose e transporte de macromoléculas. Sua estrutura tercidria consiste de um
dominio B-porpeller composto por sete folhas beta e uma por¢ao N-terminal (Renault ef al.,
1998). Diferentemente dos peptideos anteriores que interagem exclusivamente com o patch
acidico, essa proteina tem dois sitios de ligacdo, um que interage com o DNA nucleossomal e
outro no patch acidico (Makde et al., 2010).

Outra NBP identificada pertence a familia de proteinas Sir (Silent Information
Regulator), mais expecificamente o Sir 3, porém de forma incompleta, somente o dominio
BAH (Bromo-Associated Homology) foi co-cristalizado com o nucleossomo. Essa NBP faz
diversas interagdes, ndo somente no patch acidico (Armache et al., 2011).

O complexo SAGA (Spt-Ada-Gcen5S acetyltransferase) ¢ o maior complexo de
acetil transferase identificado até hoje, cujo papel estd na ativagdo de genes envolvidos no
estresse em fungos (Koutelou et al., 2010). Tal complexo forma-se por 19 subunidades, sendo
que a DUB (responsavel por realizar a deubquitinacdo da histona H2B) foi co-cristalizada
com o nucleossomo (Henry et al., 2003; Morgan et al., 2016).

As proteinas HMGN (High Mobility Group Nucleosome Biding Proteins) tem a
capacidade de deslocar a histona H1 da cromatina, induzindo um estado relaxado da fibra e
aumetando a atividade transcricional. Identificou-se uma sequéncia de peptideos da proteina
HMGN2, que interage com o DNA nucleossomal, a regido globular das histonas, o patch
acidico e a regido da dyad do nucleossomo (Kato et al., 2011). Constatou-se que um peptideo
dessa proteina tem capacidade de induzir apoptose de diferentes células tumorais e regular
positivamente a expressdo de genes antioncogénicos, porém seu mecanismo de agdo ainda
requer elucidag¢do (Hu et al., 2014; Su et al., 2014).

Em regides centroméricas dos cromossomos existem histonas variantes, como a

CENP-A (Centromere Protein A), que ocupa a posi¢do da histona H3. Foi com um
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nucleossomo ndo candnico que um peptideo da proteina CENP-C (Centromere Protein C) foi
co-cristalizado com o nucleossomo e tornou-se possivel visualizar as interagdes desse
peptideo com a CENP-A e com o patch acidico (Kato ef al., 2013).

O Polycomb Repressive Complex 1 (PRC1) ¢ um complexo de trés proteinas que
fazem interagdes com diversas regides no nucleossomo, porém o patch acidico aparenta ser
fundamental para a manuntencao dessas interagdes (Mcginty et al., 2014).

Recentemente, uma proteina do citomegalovirus humano, IE1 (Imediaty Early 1)
foi co-cristalizada com o nucleossomo. Essa proteina interage com a cromatina condensada
durante a mitose bloqueando outras interagdes internucleossomais e dificultando a
condensagdo (Fang et al., 2016).

Diferentemente de todas outras NBPs identificadas anteriormente, foi observado
por criomicroscopia que o remodelador de cromatina o Snf2 (switch/sucrose non-fermentable)
ndo se liga ao nucleossomo na regido do patch acidico. Esse NBP faz diversas interagdes com
a histona H4 e DNA nucleossomal (Liu et al., 2017).

Uma outra proteina viral foi identificada fazendo interagdes com o nucleossomo.
A proteina GAG do prototype foamy virus (PFV) se liga ao patch acidico de maneira
semelhante ao Lana (Lesbats et al., 2017).

1.5 Nucleossomo como alvo terapéutico

Dentre as formas conhecidas de regulagdo da arquitetura da cromatina, trés tém o
nucleossomo como componente chave nesse processo, sendo que dois desses (cauda da H4 e
NBPs) apresentam o patch acidico como um dos fatores fundamentais na regulacdo. Assim
sendo, em 2015 o professor Guilherme Santos propds tratar a superficie do nucleossomo
como um novo alvo terapéutico, dado seu papel central na regulcdo génica (Silva et al.,
2015).

Em 2013, foi proposto um modelo no qual diferentes moléculas ligantes de
nucleossomo e a cauda da histona H4 podem modular a estrutura da cromatina. No referido
modelo, a auséncia de NBPs promove a compacta¢do da cromatina, visto que a cauda da
histona H4 pode interagir no nucleossomo adjacente. Caso o patch acidico se encontre livre
da cauda da histona H4, a conformagdo induzida ¢ de relaxamento da fibra, ja que a grande
concentragdo de cargas nessa regido induz a repulsio entre os nucleossomos. Nesse modelo o

estado da cromatina depende da concentraciao de diferentes NBPs para induzir uma mudanga



18

conformacional na estrutura da cromatina (Kalashnikova et al., 2013).

Com base no modelo acima apresentado pelo grupo do professor Guilherme
Santos (Silva et al., 2015), o nucleossomo possui uma dindmica de equilibrio semelhante a de
uma droga/receptor classica (Figura 6), sendo o patch acidico o principal sitio de ligacao de
eNBMs (exogenous Nucleosome Biding Molecules). Tais moléculas e suas interagdes
poderiam induzir quatro desfechos especificos:

- Condensacao classica: a cromatina apresentaria a condensagao referente quando
a cauda da histona H4 interage com o patch acidico do nucleossomo vizinho.

- Condensagdo especifica: a cromatina estaria em sua forma condensada, porém
diferente de quando ela se condensa devido a interagdo da cauda da histona H4.

- Relaxamento classico: a cromatina estaria em sua forma relaxada, semelhante
quando ocorre a acetilagdo da lisina 16 da cauda de histona H4 (H4K16ac) .

- Relaxamento especifico: a cromatina se apresentaria na sua forma

descondensada, porém com arquiteura diferente da H4K16ac.

N+P
basal state 1

Figura 6. O nucleossomo e NBM lana e sua cinética de equilibrio. Em verde a histona H3, azul H4, amarelo

H2A, bege H2B, cinza o DNA e em vermelho o patch acidico. Retirado de Silva., ef al. 2015

Na tentativa de identificar um composto capaz de deslocar o NBP Lana do patch
acidico e desse modo inibir a agdo de laténcia do KSVH, um grupo da Universidade Harvard
construiu uma grande biblioteca de 350.000 pequenas moléculas. Entretanto, nenhuma desta
moléculas foi capaz de deslocar o Lana. Conforme citado na conclusdo dos autores, acredita-
se que moléculas mais complexas, como peptideos, seriam necessarias para promover este
deslocamento (Beauchemin et al., 2014).

Para a utilizagao de peptideos como drogas, pensando ainda em uma molécula que
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tenha acesso ao nucleo celular, faz-se necessario enfretar alguns desafios, como por exemplo
a penetragdo celular e degradagdo protéica. Ja € conhecida uma classe de pequenos (méximo
30 aa) peptideos com cargas positivas, Cell penetrating peptides (CPP), que possuem as
caracteristicas de alta penetrabilidade celular (Bechara e Sagan, 2013). Tais peptideos
apresentam a capacidade de cruzar membranas celulares, possibilitando alcancar o nucleo
celular e apresentam toxicidade baixa, alta seletividade e eficicia (Fosgerau e Hoffmann,
2015).

Os peptideos NBMs (Nucleosome Biding Molecules) apresentam cargas positivas que
interagem com o patch acidico, e seus tamanhos ndo ultrapassam 30 aminoédcidos. Estas
caracteristicas coincidem com os CPPs, sugerindo assim que os NBMs também poderiam
entrar diretamente na célula, sem exigir carreadores especificos

Em resumo, os peptideos NBMs aparentam ser a melhor opcdo para ligantes da

superficie do nucleossomo como estrategia terapéutica.

1.6 Finalidade terpéutica

A compreensdo de como um receptor farmacologico se comporta em presenga de um
ligante ¢ de grande importancia para definir seu mecanismo de agdo além de explicar outros
parametros farmacologicos, assim a pratica de diversos estudos estruturais desses receptores
sdo conduzidos frequentemente (Sridharan et al., 2014).

O nucleossomo foi proposto como um novo alvo farmacologico (Silva et al., 2015), e
como ele se comporta na presenca de diferentes ligantes ainda ¢ desconhecido, além disso nao
se sabe quais os efeito que diferentes ligantes podem causar no organismo. Portanto
identificar sitios criticos para a estabilidade do nucleossomo e quais regides desse complexo
sdo mais afetadas por diferentes ligantes ¢ de grande importancia para compreender os
desfeixos clinicos que serdo observados no futuro quando diferentes NBMs serdo testadas in

Vivo.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos Gerais
O objetivo principal do trabalho ¢ entender como diferentes NBMs afetam a estrutura
de nucleossomo. Baseado nas estruturas dos NBMs e suas formas de interagdo com o

nucleossomos, objetivou-se criar um mapa de sensibilidade da superficie do nucleossomo.

2.2. Objetivos Especificos
* Obter sequéncias de DNA widom 601 com 167pb;
* Reconstituir mononucleossomo in vitro;
* Verificar a ligag@o de diversos NBMs com o nucleossomo in vitro;
* Analisar a estabilidade térmica do Nucleossomo em presenca de diferentes peptideos

NBMs.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Arranjo de DNA

Com o proposito de realizar ensaios bioquimicos e estruturais foi necessario a
reconstituicdo do mononucleossomo, sendo indispensavel a obte¢gdo de DNA para reconstituir
o complexo. Utilizou-se a sequéncia Widom601, DNA que contém alta afinidade para a
formag¢do do nucleossomo (Lowary e Widom, 1998), cuja sequéncia permite obter uma
correta estequiometria de HOs ligadas ao DNA. Assim sendo, o plasmideo pUC18 contendo a
sequéncia 167.80, ou seja, 147pb + 20pb de linker DNA, repetido 80 vezes, foi digerido
usando a enzima de restricio AVA I (New England Biolabs), assim por plasmideo (Figura 7)

digerido, obeteve-se 80 fragmentos de DNA de interesse (Routh ef al., 2008).

o N
5

167bpx 80

SeudA _, SawAl ,
P & \\.
SaudAl gaudAl // \\/ /
),

Figura 7. Esquema do plasmideo pUC18 para obtengdo do DNA widom 601. Retirado de Routh ef al., 2009

3.1.1 Transformacao bacteriana

O plasmideo utlizado foi cedido pela pesquisadora Dra. Daniela Rhodes, do
Laboratério de Biologia Molecular em Cambrige, Inglaterra. Para a transformagdo, foram
utilizadas cepas DH5a e a metodologia de choque térmico para inser¢do do plasmideio na
bactéria (Protocolo de Técnicas de Biologia Molecular do Laboratorio de Farmacologia

Molecular). Apos esse procedimento, realizou-se a adicdo de uma coldnia transformada em



22

100puL de meio de cultura LB (Luria-Bertani) e incubagdo a 37°C por 30 minutos, sob
agitacdo constante, para replicacdo das bactérias. A selecdo das bactérias transformadas
(contém o gene de resisténcia a ampicilina) foi feita através do plaqueamento de 50pL do tubo
da solucdo anterior em placa contendo meio LB. sélido com 0,1mg/mL de ampicilina por 12
horas a 37°C.

Uma colonia resistente a ampicilina foi coletada e inoculada em SmL de meio de
cultura LB contendo 60mg/mL de ampicilina (incubado a 37° sob agitacdo constante) por oito
horas. Em seguida, o conteudo foi transferido para um erlenmeyer contendo 2L de meio LB
com ampicilina (mesma concentragio usada anteriormente) e incubou-se novamente a 37° sob

agitacdo constante, por 12 horas.

3.1.2. Extracdo plasmideal

As bactérias foram palletadas por centrifuga¢do e realizado o protocolo de max
preparacdo plasmideal do Labortorio de Farmacologia Molecular. Em sintese, o protoclo
consiste em:

1. Palletar as bactéria que foram obtidas na etapa anterior (3.1.1.);

2. Retirar sobrenadante e adicionar tampao osmotico (50mM glucose, 25mM tris-HCl

pH 8.0, 10mM EDTA pH 8.0) e resuspender o pellet e adicionar lisozina;

3. Adicionar tampao de lise (0,2M NaOH e SDS 1%), homogenizar e incubar;

4. Adicionar tampdo de neutralizacdo (5M de acetato de potéssio e acido acético glacial
11,5%) homogenizar;
Centrifugar e filtrar sobrenadante em gaze e adicionar isopropanol;
Centrifugar e descartar o sobrenadante e ressuspender o pellet em de dgua destilada;

Adicionar acetato de amonio SM e homogenizar;

el

Centrifugar e transfirir o sobrenadante para outro tubo, adicionar de etanol absoluto

gelado incubar a temperatura ambiente;

9. Centrifugar e descartar o sobrenadante e resuspender o pellet em 4 4gua destilada e
adiconar e adicionar RNAse e incbar a 37°C por uma hora;

10. Adicionar PEG 30% + 1,5M de NaCl e incubar overnight na geladeira;

11. Centrifugar e ressupender o pellet em 400ul de d4gua miliQ;

12. Adicionar 1 volume de fenol pH 8.0 e agitar;

13. Centrifugar e retirar a primeira fase, adicionar meio volume de fenol e meio volume

de cloroformio.
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14. Agitar, centrifugar e retirar a primeira fase;

15. Adicionar um volume de cloroférmio e 4lcool isoamilico 24:1, agitar e centrifugar e
retirar a primeira fase;

16. Adicionar 1/10 do volume de acetato de s6dio pH 5.2 e um volume de isopropanols
absoluto gelado e incubar a -20°C;

17. Centrifugar e lavar o pellet com etanol absoluto gelado;

18. Ressuspender o pellet em dgua MiliQ e quantificar por espectrofotometria.

3.1.3 Digestao plasmideal

A fim de obter a digestdo do plasmideo, foi utilizada a enzima de restricio AVA 1
(New England Biolabs). O construto do plasmideo apresenta sitios de restricdo a cada 167pb
para essa enzima (na regido de inserto do DNA widom601). Antes de realizar a digestao, foi
necessario quantificar o plasmideo extraido utilizando o equipamento nanovue (GE
Healthcare Life Sciences). Em seguida, a quantia de 2g de plasmideo foi utilizado para a
digestdo e 0,7 unidades de enzima para cada ug de DNA foram incubadas a 37°C overnight
nas condic¢des descritas pelo fabricante. Foi feito um gel de agarose 1% a fim de assegurar se

a digestdo ocorreu corretamente.

3.1.4 Purificagcdo de DNA de interesse

Apoés a digestdo obteve-se dois fragmentos de DNA, o esqueleto do plasmideo
com aproximadamente 2000pb e o DNA de interesse com 167pb, assim fez-se necessario a
remocdo de esqueleto plasmideal. Utilizou-se a técnica de precipitagdo com PEG 6000
(Polietilenglicol 6000) que facilita a preciptagdo de longos fragmentos de DNA (esqueleto)
enquanto fragmentos menores continuam em solugdo. A solu¢cdo de DNA digerida teve sua
concentragdo ajustada para 100ng/mL, pois foi constatado que solucdes diluidas de DNA
facilitam preciptagao do esqueleto do plasmideo por PEG. Desse modo, uma solucdo de PEG
6000 e NaCl 2,5M foi adicionada a solu¢do de DNA (4,5% de PEG) e incubada por 10
minutos a 4°C e, em seguida, foi centrifugada por 10 minutos a 4°C a 12,000 RPM. O
sobrenadante foi separado com o uso de uma micropipeta e o pellet ressuspendido em agua
destilada. Um gel de agarose 1% foi corrido para averiguar se a purificagdo ocorreu. Caso

ainda possuisse DNA do esqueleto do plasmideo, 0,5% de PEG seria adicionado e o processo
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repetido, até que o sobrenadante ndo apressentasse mais tragos do esqueleto.

Ap0s a averiguacao de que o DNA estava sem mais contaminantes, realizou-se o

protocolo de purificagdo de fenol/cloroférimo do Laboratorio de Farmacologia Molecular, o

DNA foi ressuspendido em 4gua Mili-Q e teve sua concentragcdo determinada pelo nanovue,

sendo, em seguida, ajustada sua concentragdo para lug/uL.

3.2 Histonas

As histonas utilizadas em todos os ensaios bioquimicos foram obtidas pelo

professor Guilherme Santos no Laboratdrio de Biologia Molecular do MRC (Medical Resarch

Council). As histonas foram purificadas de eritrocitos de galinhas, o protocolo seguido foi

descrito por (Routh et al., 2008). Em resumo o protocolo consistiu em:

1.
2.
3.

Lavagem e separagdo de eritrocitos de galinha por centrifugacao;

Lise dos eritrécitos com tampao de lise para a separacao dos nucleos intactos;

Lise do nucleo e digestdo com MNase (Micrococal Nuclease) para formagao de longos
fragmentos de cromatina;

Purificacdo dos fragmentos de cromatina em coluna de Sepharose 4B-Cl;

Os fragmentos de cromatina foram concentrados e ressuspendidos em tampao 3M de
NaCl. Assim o DNA dissocia do HO, porém as histonas ndo se dissociam entre sim,
mantendo o HO intacto,

Purificagdo com coluna de hidroxiapatita, removendo o DNA;

Purificagdo com coluna Superdex 200 para remocao de histonas livres;

Armazenamento do HO em glicerol 50% (agente crioprotetor) a -20°C

Apesar das histonas terem sido extraidas em 2011, sua integridade ndo foi

alterada, como visto na Figura 8.

» H3
P
M 1 » H2A
a—— > H4

Figura 8. Gel de poliacrilamida 15% corado com cromassie blue para a confirmagdo da integridade das histonas

utilizadas nos ensaios bioquimicos.
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3.3. Reconstituigdo do mononucleossomo

Para reconstituicdo in vitro do mononucleossomo, foi utilizado o protocolo
(Huynh et al., 2005). Primeiramente, em tubos de centrifuga siliconizados de 1,5mL ¢
adicionado lug de DNA widom 601 a lug/uL com 167pb, em seguida quantidades variantes
de um tampao de reacdo (Tabela 1) contendo 2M NaCl, 10mM Tris-HCI pH7.4 el,5mM
EDTA. Em seguida o HO ¢ adicionado em quantidades crescentes, a fim de determinar a
quantidade 6tima de HO para a reconstituicdo. Caso seja utilizado pouco HO, sera formado
pouco nucleossomo, deixando DNA livre em solug@o e caso muito HO seja utilizado, ocorrera

a complexacdo com o nucleossomo formando um precipitado.

Tabela 1. Exemplo de titulagdo de HO retirado de Silva, 2013

Amostra Concentragio 3 4 5 6 7 3
(ng/pL)

DNA 167 1 1 1 1 1 1 1 1 1

HO 1-5 0 2 4 6 8 10 12 14 yuL

Tampao de reacdo - 79 77 75 73 71 69 67 65

Com essa titulagdo ¢ possivel determinar a quantidade ideal de HO para obter a
maior quantidade de nucleossomo possivel, com um minimo de DNA livre sem que ocorra a
formacao de preciptado. Em seguida, os tubos foram centrifugados utilizando uma centrifuga
de bancada, Minispin. Posteriormente, o conteudo dos tubos foram transferidos para tubos de
vidro siliconizados e sua extremidade coberta com uma membrana de didlise com o cutoff de
peso molecular (MWCO) de 3-7 kDa (Snake Skin Pleated Dialysis Tubing — Thermo
Sientific) e centrifugados novamente para fazer com que a solug@o entrasse em contato com a
membrana de didlise. Em seguida, foram transferidos para um saco de didlise feito da mesma
membrana com 30mL da solugao tampao ja descrita. O saco de didlise foi transferido para um
becker de 4L contendo 10mM TrisA-HCl pH 7.4 e ImM EDTA, e deixados sob agitagdo

lenta a 4°C para que a didlise ocorresse (Figura 9).
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Figura 9. Esquema de reconstitui¢do do mononucleossomo por dialise lenta de sal. Adaptado de Silva, 2013

As duas barreiras da didlise e a agitacdo moderada sdo essenciais para que ocorra
uma dialise lenta, o que promove a ligacdo do octdmero de histonas, de forma organizada e
preferencial aos sitios com forte posicionamento de nucleossomos do DNA 601. Apos a total
dialise, o sistema encontra-se em equilibrio, com todos os ambientes com a mesma
concentragdo de sal (aproximadamente 15mM de NaCl) (Figura 10). Cada tubo de didlise

fornecia 80uL. de mononucleossomos na concentracao de 0,4uM.
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Figura 10. O processo da dialise lenta e reconstitui¢gdo do monucleossomo in vitro. Adaptado de Silva,
2013

Para verificar se a reconstituicdo ocorreu corretamente, foi feito um gel de
acrilamida 6% nao denaturante com 10% do volume de cada amostra e corrido em TBE 1X,
(Tris, acido boérico e EDTA) corado com brometo de etideo e visualizado no

fotodocumentador Amersham 600 Imager no modo transiluminagdo UV.
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3.4. Peptideos

Para os ensaios envolvendo NBMs, as sequéncias de aminoacidos co-
critristalizada com o nucleossomo foram encomendadas das empresas PepMics e Fastbio
LTDA, essas sequéncias de aminodcidos estdo descritas na Tabela 2. Foram encomendados
também peptideos com marcacdo na regido N-terminal do fluor6foro TAMRA (ex/em
546/579). Todos os peptideos foram diluidos em dgua Mili-Q com sua concentragdo ajustada
para SmM. Aliquotas na concentra¢do de 2,6mM foram feitas e estocadas a 4°C. O estoque a

5SmM foi estocado a -20°C.

Tabela 2. Lista de peptideos utilizados com suas caracteristicas basicas.

Tana Lana Ha tail Ha tail GMIP GMIPT GMIP 1A GMIP 1B HAMGN 2 HGMN 2
Nome Fluorescente Fluorescente Fluorescente Fluorescente
Tamanho 2.2kDa 2.6kDa 2.2kDa 2.6kDa 2.2kDa 2.6kDa 0.700kDa 1.3kDa 2.7kDa 3.1kDa
Sequénci MAPPGMRLRSGR S:L":zéy\:fg:; RGKGGKGLGKGG g’fmii.fﬁff LSERSISGEGRRAA (TAMRAILSERSIS o seRsisgeGar EQRRSARLSAKP g:@::gi‘;g&g:
equencia STGAPLTRGS AKRHRKVLR AKARTI  GEGRRAAAKARTII APPKPEPKPKK

TRGS VIR PKPKK
Empresa PepMics PepMics  FASTBIOLTDA  FASTBIOLTDA  PePMics PePMics PePMics PePMics  FASTBIOLTDA  FASTBIO LTDA
Pon
onto 1248 12.48 123 12.32 1154 1154 1061 10.22 1112 1112

isoelétrico

3.5. Dicroismo circular

A determinacdo da estrutura secundaria das NBMs foram feitas no equipamento
Jasco J-815 cd spectophotometer utilizando cubeta de quartzo, 150ulL das amostras de
peptideos nas concentragdes de 100uM ou 200uM em 5SmM de tris pH 7,4 a 25°C. O
software Spectra manger foi programado para realizar trés varreduras dos comprimentos de
onda 260nm até 190nm e realizar a média das medi¢des. A linha de base foi subtraida e a
plataforma online CAPITO (http://capito.nmr.leibniz-fli.de/) foi utilizada para analisar os

espectros obtidos .

3.6. Ensaio de Ligagao

A fim de verificar a capacidade de ligagdo dos peptideos NBM ao nucleossomo,
foram utilizados NBMs com um fluoroforo (TAMRA), que apresenta um comprimento de
onda (577nm). Utilizou-se o equipamento Amersham Imager 600. O ensaio foi feito da

seguinte maneira;
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1. 14uL de mononucleossomo incubado por 2 horas com 1uL. do NBM na concentracao
final de 10 ou 1puM;

2. 5uL de tampao de corrida (20% glicerol, 20mM Tris-HCI1 pH 7.4, ImM EDTA, 0.1%
bromophenol blue) adicionados a solucao de nucleossomo/NBM;

3. Gel de poliacrilamida ndo denaturante 6% ¢ corrido em tampao TBE 1x por 50
minutos;

4. Visualizado no fotodocumentador Amersham Imager 600 RBG no modo
transiluminacdo com o laser verde selecionado;

5. O gel ¢ corado com brometo de etideo e revelado no foto documentador Amersham
Imager no modo transiluminagdo UV;

6. As duas imagens sdo sobrepostas para verificar a colocaliza¢do das bandas.

3.7. Thermal shift

Para essa andlise, utilizou-se a metodologia desenvolvida por (Taguchi et al.,
2014). Resumidamente, foi utilizado MicroAmp® Fast Reaction Tubes da Applied
Biosystems, onde 14,5ul. de mononucleossomo foi incubado por 30 minutos com 1,5ul do
NBM em diversas concentragdes de interesse por 30 minutos, em seguida, 2ul. de DTT
(Ditiotreitol) (Sigma Aldrich) na concentracdo final de 1mM e 2ul. de sonda Sypro Orange
(ThermoFisher Scientific) na concentracdo final de 5X ¢ adicionado e levados até o
equipamento StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Uma rampa de
temperatura ¢ feita, como visto na Figura 11. A raw data obtida ¢ normalizada utilizando o
software GraphPad Prism 6 e feita a primeira derivada das curvas de desnaturacdo para

determina¢do do Tm. Todas as andlises foram repetidas no minimo duas vezes em duplicata.

Figura 11. Rampa de desnaturacgdo térmica feita para analise de termo estabilidade do mononucleossomo/NBM
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Obtengdo do arranjo de DNA Widom 601

O plasmideo foi transformado, extraido, purificado e digerido com sucesso

(Figura 12).

A

Figura 12. Plasmideo pUC 18 com 3 isoformas destintas, visualizado em gel de agarose 1% e corado com
brometo de etideo

A seguir foi feita a purificacio com PEG 6000 para isolar o esqueleto do
plasmideo do DNA de interesse, esse processo foi repetido até que fosse possivel visualizar

somente uma banda no gel de agarose 0,7% (Figura 13).

Esqueleto ——>

DNA Widom 604> < DNA puro

Figura 13. Purificacdo do DNA de interesse em gel de agarose 0,7% corado com brometo de etideo.
4.2 Reconstituicao do mononucleossomo

Para obtencdo de mononuclossomos, foi utilizado o DNA 601 (descrito acima) e
HO de eritrdcitos de galinha. Para tanto, o DNA foi incubado com concentragdes crescentes
de HO. Na Figura 14 ¢ possivel observar que a banda de DNA livre diminui & medida que a
quantidade de HO aumenta, bem como a formagdo do mononucleossomo. Assim, foi

determinada a quantiadade ideal de HO que deveria ser utilizada durante uma reconstitui¢ao.
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Figura 14. Reconstituigdo do mononucleossomo, visualizado em gel de acrilamida 6%, corado com brometo de
etideo

J4

A reconstituicdo do mononucleossomo ¢ um processo extremamente sensivel,
pequenas variagdes na técnica e materiais utilizados podem causar a ma formacdo do
complexo (Figura 15). Durante a reconstitui¢do ¢ importante ter controle exato das
concentragdes e pH das solugdes utilizadas. Assim como, ¢ crucial a utilizagdo de materiais

siliconizados, a fim de evitar a perda de HO durante o processo.

<— Precipitado

Aglomerado de
nucleossomos

—— Mononucleossomo

S AE
R 5 ~<— DNAlivre

s l‘f lox

Figura 15. Reconstituigdo do mononucleossomo com excesso de HO, ¢ possivel ver a formagdo de precipitados
que ndo conseguiram entrar no gel, bem como uma banda extra que acredita-se ser devido a um aglomerado de
nucleossomos
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4.3. Peptideos

Os peptideos utilizados foram baseados nas sequéncias de aminoacidos de
diferentes NBPs das regides que fazem contato com o nucleossomo. O peptideo GMIP1 foi
desenhado in silico pelo grupo do professor Guilherme Santos utlizando o software KVfinder
baseando-se na estrutura do ligante de nucleossomo RCC1 (Oliveira et al., 2014). Esse NBM
tem dois sitios de ligacdo com o nucleossomo, um na regido do patch acidico, outro faz
contato com o DNA nucleossomal. No caso do GMIP1, as duas regides que fazem contato
com o nucleossomo foram unidas por uma ponte de trés alaninas.

Todos os peptideos utilizados foram analisados em gel de SDS para verificar se
haviam contaminantes ou protedlise. Como ¢ possivel ver na Figura 16, os peptideos nao
apresentam sinais de contaminagdo ou proteolise. Sendo assim, foi possivel seguir para os
ensaios bioquimicos. A variagdo de intensidade ¢ devido ao fato de que o corante utilizado
para visualizagdo dos peptideos (Coomassie blue) interage com aminoacidos que contém
anéis aromaticos (De St. Groth ef al., 1963), o Lana apresenta poucos aminodcidos desse

tipo.

Figura 16. Gel de poliacrilamida 14% corado com coomassie blue. 1: lana, 2: lana flourescente, 3: GMIP1, 4:
GMIP1 flourescente, 5: HMGN2, 6:HMGN?2 flourescente, 7: cauda da histona H4, 8: cauda da histna H4
flourescente.

4.4, Dicroismo Circular

Utilizando feixes de luz polarizados no sentido hordrio e anti-horario ¢ possivel
identificar e quantificar moléculas opticamente ativas como proteinas. A partir dos espectros
obtidos com a técnica de dicroismo circular, ¢ possivel estimar estruturas secundérias de

proteinas e peptideos, pois cada uma dessas estruturas apresenta um padrdo de obsorcdo
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destinto na regido do ultravioleta (UV).
Analisando as bandas dicroicas obtidas na analise de dicroismo circular ¢ temos
picos negativos na regido de 200nm e nas regides entre 215 e 230nm, tais bandas dicroicas

sdo caracteristicas de estruturas random coil (Martin e Bayley, 2002)(Figura 17).
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Figura 17. Dicroismo circular das NBMs avaliadas em tris SmM pH 7,4. A maioria das estruturas se encontram
em random coil, ¢ em menor quantidade B-sheet.

Além disso, ¢ possivel perceber que as estruturas secundarias, se mantém em

random coil, mesmo em uma solucdo nao tamponada, como a 4gua (Figura 18).
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Figura 18. Dicroismo circular das NBMs avaliadas em tris SmM pH 7,4 e Agua. A maioria das estruturas se
encontra em random coil.

A presenc¢a de random coil nas NBMs ¢ relevante para a ligacdo no nucleossomo,
visto que todas as interagdes de moléculas com o patch acidico identificadas até hoje sdo na
forma de random coil (Cabral ef al., 2016). Entretanto, existe um lado negativo, uma vez que

peptideos sem estruturas secunddrias definidas estdo mais propensos a degradacdo protéica
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(Creighton, 1993).

4.5. Ligagcdo das NBMs com o nucleossomo

A confirmacdo de que as NBMs estavam de fato se ligando ao nucleossomo in
vitro € essencial para o procedimento do trabalho. Foram testadas todas as NBMs marcadas
com fluorescéncia, nesse sentido, o objetivo do presente ensaio € observar a colocalizacio das
bandas no gel de acrilamida revelados de duas formas diferentes (Figura 19). Primeiramente,
¢ observada a fluorescéncia referente ao nucleossomo, em seguida sdo observados os
peptideos a per se. Sendo assim, foi possivel observar que um dos NBMs propostos para ser
analisado, o GMIP1, ndo se ligou com o mononucleossomo no ensaio realizado, indo contra
resultados anteriores do grupo que havia confiramdo a ligagdo do GMIP1 com o
nucleossomo, porém seus efeitos na regulacdo génica ja foram comprovados por RT-PCR
(Silva, 2016).
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Figura 19. Ensaio de ligagdo do mononucleossomo com diferentes NBMs, gel a) revelado com brometo de
etideo, possibilitando visualizar o nucleossomo, gel b) revelado com laser verde, possibilitando visualizar o
peptideo. GMIP1: filas 1,9 ¢ 2, 10; Lana 3, 11 e 4, 12; H4 5, 13 ¢ 6, 14, HMGN2 7, 15 e 8, 16 nas concentragdes
1 e 10uM respectivamente.

E possivel perceber, ainda, que a ligagio da H4 em altas concentragdes (10puM)
causa o desmantelamento do complexo. Também nota-se que o Lana apresenta uma banda
(flourescéncia TAMRA) mais fraca que a dos outros NBMs analisados. Este resultado sugere
que o Lana apresenta uma menor afinidade pelo nucleossomo. Dado que ¢ reforcado pelas

analises de thermal shift apresentadas a seguir.

4.6. Thermal shift

A caracterizacdo bioquimica e biofisica da relagdo proteina/proteina,

proteina/farmaco ou proteina/acido nucléico tem papel chave em estudos de biologia
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estrutural (Groftehauge er al, 2015). Existem diversas técnicas disponiveis para tais
caracterizagdes, como Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), espectometria de massas,
thermal shift e outros (Hofstadler e Sannes-Lowery, 2006; Sillerud e Larson, 2012). Com
exe¢do do thermal shift, as outras técnicas mencionadas sdo extremamente laboriosas e caras,
e ndo permitem realizar andlises em grande escala.

A fim de entender os efeitos dos NBMs sob a estrutura do mononucleossomo, o
ensaio de thermal shift foi realizado. Essa analise ja ¢ amplamente utilizada para
determinagdo de tampodes ideias para proteinas, investigacdo de condi¢des para cristalografia,
otimizacdo de condi¢des para purificacdo e andlise de diferentes ligantes para proteinas
(Matulis et al., 2005; Mezzasalma et al., 2007; Groftehauge et al., 2015).

Em 1991, essa técnica foi desenvolvida por Semisotnov e colaboradores e foi feita
utilizando a sonda 8-anilinonafitaleno-1-4cido (1,8-ANS). Em seguida, o método foi
otimizado, possibilitando realizar andlises em grande escala, modificando a sonda para a
SYPRO Orange, que tem seu espectro de excitagdo/emissdo dentro da faixa de quase todos
equipamentos de qPCR, tornando essa técnica mais acessivel, j& que um equipamento de
qPCR ¢ ubiquo em quase todos laboratorios de biologia molecular atuais (Pantoliano et al.,
2001).

Nessa andlise, um composto com baixa flourescéncia (Sypro-Orange) em um
ambiente polar, porém com alta flourescéncia em ambiente apolar, ¢ adicionado a uma
solugdo com a proteina de interesse (Pantoliano et al., 2001), em nosso trabalho o
nucleossomo. A flourescéncia ¢ monitorada enquanto a solugdo ¢ submetida a uma rampa de
aquecimento. Quando as proteinas iniciam o processo de desnaturacdo, sitios hidorofobicos
sdo expostos, possibilitando que esse composto interaja e emita flourescéncia. Desta forma, ¢
possivel determinar a que temperatura a proteina desnaturou, determinando assim a
temperatura de melting (Tm). A Tm ¢ calculada a partir da primeira derivada da curva de
flourescéncia, determinando o ponto de inflex¢do da curva o que indica quando 50% das
proteinas foram desnaturadas (Wetmur, 1991; Groftehauge et al., 2015).

O perfil de desnaturacdo térmica do mononucleossomo foi determinado por
Tagushi e colaboradores em 2014. Foi observado que a desnaturagdo do nucleossomo ocorre
em duas etapas: primeiramente ocorre a eviccdo dos dimeros das histonas H2A/H2B,
formando um tetrassomo, em seguida ¢ possivel observar um segundo pico referente a
desnaturacdo completa do complexo com a evic¢do do tetrameto de H3/H4, como vistos na

Figura 20.
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Figura 20. Ensaio de thermal shift do nucleossomo, o primeiro pico de flourescéncia referente a evicgdo dos
dimeros por volta de 73°C, o segundo pico de flourescéncia referente a evicgdo dos tetrdmeros por volta de 83°C.
Adaptado de Taguchi et al., 2014.

Nesse ensaio foram testados os NBMs: Lana, cauda da histona H4, HMGN?2,
GMIP1, GMIP1A e GMIP1B todos sem marcagdo flourescente. Embora com o GMIP1 nao
foi possivel verificar sua ligagdo com o mononucleossomo no ensaio de ligagdo, sua andlise
foi feita para reforcar a teoria de que essa NBM ndo estava se ligando ao nucleossomo, pois a
marcagdo flourescente TAMRA poderia estar interferindo na ligagdo do GMIPI com o
nucleossomo. Diferentes concentracdes dessas NBMs foram testadas para verificar se
obtinhamos uma curva dose resposta da alteracdo da estabilidade do mononucleossomo.
Inicialmente todos os compostos foram testados nas concentragdes de 5, 50, 100 e 200uM,
porém a cauda da histona H4 apresentou uma capacidade de desestabiliza¢do do nucleossomo
muito grande, assim sendo, cencentragdes nano molares foram feitas somente para esse
composto. Foi verificado, ainda, que a formagdo do pico por volta de 70°C ¢é relacionado a
desnaturacdao de algum dos complexos de histonas e ndo do nucleossomo (Figura 21), visto
que ¢ possivel a formac¢do dos dimeros e tetrametos em concentracdes de sal bem inforiores as
necessarias para a formac¢do do octdmero (Eickbush e Moudrianakis, 1978). Além disso,
Tagushi e colaboradores demonstraram que as histonas livres ndo emitem picos de

flourescéncia nesta analise.
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Figura 21. Ensaio de thermal shift de uma solug¢do de HO dialisada, com a concentragdo final de sal de 15mM de
NaCl, tris 10mM pH 7,4 ¢ EDTA 1,5mM. Dois picos disintos sdo observados, provavelmente referentes a
desnaturac@o dos complexos de dimeros e terameros de histonas.

4.6.1 GMIP1

O ensaio de thermal shift ¢ baseado na teoria de que um ligante pode alterar as
estabilidade térmica de uma proteina (Krishna et al., 2013). Baseada nessa teoria, a referida
técnica ja foi utilizada diversas vezes para screening de ligantes de proteinas (Pantoliano et
al., 2001; Lo et al., 2004; Krishna et al., 2013). Foram analisados o GMIP1 e as porg¢des
separadas do GMIP1, a regido do GMIP1 que foi desenhada para fazer contato com o DNA
nucleossomal, foi intitulada de GMIP1A e a por¢do que foi desenhada para interagir com o
patch acidico de GMIP1B. A Figura 22 demonstra que ndo ocorreu alteragdo na termo
estabilidade do nucleossomo nas concentragdes testadas, corraborando com o resultado

anterior do ensaio de ligagdo.
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Figura 22. Ensaio de thermal shift a) GMIP1, b)GMIP1A, ¢)GMIP1B. Em todas as concentragdes testadas ndo
ocorreu alteragdo na Tm, sugerindo a ndo ligagdo dos peptideos no nucleossomo.

4.6.2. Lana

Esse NBM que se liga ao nucleossomo formando uma estrutura de hairpin
apresentou uma curva dose resposta, alterando a estabilidade térmica do nucleossomo, ao
contrario do GMIP1. Em baixas concentracdes (5uM), o NBM ndo apresentou efeito sob a
estabilidade térmica do nucleossomo, porém com 50uM ocorreu um deslocamento a esquerda
no grafico do segundo pico. Esse efeito ¢ interessante, visto que o sitio de ligacdo do Lana ¢
na regido do patch acidico, que fica localizado entre as histonas H2A e H2B. O segundo pico
do thermal shift do nucleossomo ¢ referente a eviccdo do tetraimero de H3/H4, portanto a
ligacdo no patch acidico tem efeitos sob a estabilidade do complexo por inteiro, ndo ficando
restrito somente as proteinas que a NBM interage. O Lana na concentra¢do de 100uM afeta a
estrutura toda do complexo, causando a desnaturacdo em uma etapa e em temperaturas mais
baixas. Assim ¢ possivel perceber que dependendo da concentracdo a estabilidade dos
dimeros de H2A/H2B também ¢ afetada. Na concentragdo maxima utlizada de 200uM o lana
destruiu o nucleossomo, sendo possivel visualizar somente um pico a 70°C que acredita-se ser

dos dimeros H2A/H2B, como visto na Figura 23.
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Figura 23. Ensaio de thermal shift com o Lana em diferentes concentragdes. E possivel observar uma curva dose
resposta dessa NBM com o nucleossomo.

4.6.3. Cauda da histona H4

A cauda da histonas H4 desmonstrou uma capacidade de desestabilizacdo do
nucleossomo muito maior que qualquer outra NBM testada. Para conseguir observar o efeito
do shift na estabilidade do nucleossomo, grandezas na ordem de nano molar foram testadas
(Figura 24). Foi possivel observar que o nucleossomo incubado com 200nM do peptideo
emite somente um pico de desnaturacdo em 80°C, indicando que esta induzindo a estabilidade
dos dimeros de H2A/H2B e desestabilizando os tetrameros, visto que as Tms desses
complexos sdo 77°C e 85°C respectivamente. E interessante notar que com com 5pM o
nucleossomo tem seu pico em 70°C, o que caracteriza que o complexo ja esta desfeito. Assim
¢ possivel inferir que a cauda da histona H4 e o peptideo Lana apresentam efeitos

semelhantes sob o tetrdmero porém uma ag¢do antagdnica nos dimeros.
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Figura 24. Ensaio de thermal shift com a cauda da histoma H4 em diferentes concentragdes.

Para confirmar que o pico a 70°C ndo ¢ referente ao nucleossomo, foi feito um
ensaio de estabilidade a temperatura ambiente (Figura 25) e foi demonstrado que pequenas
variagdes na concentracdo da cauda da histona H4 induzem um shift para cima da banda do
nucleossomo e, consequentemente, sua destruicdo, corroborando com os dados de que o pico

a 70°C ndo ¢ mais pertencente ao nucleossomo.

Figura 25: Ensaio de estabilidade do mononculeossomo com a cauda da histona H4. Pequenas variagdes na
concentragdo da cauda da histona H4 causa um um shift na banda do nucleossomo, indicando que o complexo
estd se aglomerando.
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4.6.4. HMGN2

A acdo do HMGN?2 sobre o nucleossomo, diferentemente das outras NBMs
avaliadas, afetou de forma simultanea a estabilidade térmica do complexo por inteiro, pois
diferentemente do Lana, em que baixas concentra¢des induziu um shift para esquerda somente
do segundo pico. O HMGN2 em baixas concentrag¢des induziu um shift para esquerda dos
dois picos de desnaturacdo do nucleossomo (Figura 26). Ao aumentar a concentragdo ocorre a
formagao de um pico por volta de 67°C, porém, diferentemente do que ocorria com outros
NBMs, ainda existe um pico variando entre 80/81°C, indicando que o complexo ndo desfeito
em uma Unica etapa e sugerindo que o tetrdmero teve sua estabilidade pouco afetada pelo
NBM. E provével que o pico em 67°C ¢ referente a desnaturacdo dos dimeros de H2A/H2B
que foram deslocados pela NBM, uma vez que o tetramero se localiza no centro no
nucleossomo, e sua evicgdo ndo ¢ possivel sem antes o deslocamento dos dimeros de
H2A/H2B (Hamiche e Richard-Foy, 1998). Além disso, ndo foi possivel observar uma
concentragdo que 0 HMGN2 desfez o nucleossomo por completo, como ¢ observado no caso

do Lana e cauda da histona H4
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Figura 26: Ensaio de estabilidade do mononculeossomo com HMGN2. A formagéo de picos em 67°C sugere a
evicgdo precoce dos dimeros de H2A/H2B e a desestabilizagdo do tetramero.
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4.7. Mapa de sensibilidade

Utilizando os dados obtidos com o thermal shift do efeito das NBMs sob a

estrutura do nucleossomo, foi feita uma classificagdo de como o nucleossomo ¢ afetado pela

NBM (Tabela 3).

Tabela 3: Resumo da capacidade de desestabilizagdo das NBMs avaliadas. Sua capacidade de destabilizagao foi
descriminada entre os complexos que formam o nucleossomo. *: tem efeito primeiramente no pico de H3/H4;
&: efeito inicial ndo determinado; $: tem efeito em ambos os picos, porém fracamente no segundo. O X em preto
indica efeito de desestabilizagdo, em vermelho indica estabilizagdo

NBM Efeito sob o H2A/H2B H3/H4
nucleossomo

Lana* Forte
Intermediario X
Fraco X

H4* Forte X
Intermediario
Fraco X

HMGN2® Forte X
Intermediario
Fraco X A

Tabela 4 traz as interagdes que os NBMs fazem com as histonas H2A e H2B,
facilitando o compreendimento de como as NBMs interagem com o nucleossomo

Tabela 4: NBMs testadas e suas interagdes com o nucleossomo. Aminoacidos estdo respresentados na sua
abreviagdo por letra e os pertencentes ao patch acidico em negrito.

NBPs Cauda da
LANA Ha HMGN2
Aminodcidos
H2A
Y50 M6, L8
V54 M6, L8
E56 R9 R19,R23
Y57 Ms, L8 4
E61 ’s ‘6 R23, 524,
R26
£64 K16, R17,
$10 s R23, 524
D90 R9 K16 R26 |
E91 R22, R26
£92 R9 K16 R26 |
H2B
Qa4 513, G15
V45 R12
E102 K16
H106 R7
E110 R7 K20, R23
K113 G5
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A fim de se obter um compreendimento a nivel nucleossomal das regides que os
NBMs interagem na superficie do nucleossomo, o software pymol foi utilizado para visualizar
o nucleossomo e destacar as regides em que os NBMs interagem (Figura 27). Assim torna-se
possivel perceber como NBMs com diferentes efeitos sob a estabilidade térmica do
nucleossomo tem sitios de ligagcdes destintos. Além disso, pode-se observar que a regdo da

ligagdo do Lana e do HMGN2 sdo bem destintas.

@ Lana + cauda da histona H4
Lana + Cauda da histona H4 + HMGN2

- .
N\ ¢ Patch acidico

Figura 27: Mapa de interagdo das NBMs avaliadas com a superfice do nucleossomo (PDB 1KX5). Em preto o
DNA nucleossomal, histonas em cinza, patch acidico destacado em linhas pretas, em vermelho as regides de
contato exclusivos da cauda da histona H4, em azul Lana e verde HGMN2. Cores secundarias sdo referente a

pontos de contato em que as NBMs se sobrepoem. Roxo, pontos de interagdo que a cauda da histona H4 ¢ Lana
tem em comum ¢ amarelo todas NBMs avliadas.

Correlacionando os dados das tabelas 3 e 4 ¢ possivel identificar os aminoacidos
do patch acidico que podem estar induzindo os efeitos de desestabilizagdo do nucleossomo
observados no patch acidico. O NBM HMGN?2 ndo interage com o patch acidico da histona

H2B além de ser o tinico NBM analisado a interagir com o residuo E91 da histona H2A. Isso
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sugere que a interagdo exclusiva com os residuos do patch acidico da histona H2A e com o
residuo E91 sdo os responsaveis por induzir o perfil de desnaturacdo observado no thermal
shift com esse NBM, deslocando o primeiro e segundo pico para esquerda.

A eviccdo dos dimeros de H2A/H2B sdo fudamentais para diversos processos
fiosilogicos, como na leitura do DNA pela RNA polimerase II (Kulaeva ef al., 2010). O efeito
que O HMGN?2 teve sob os dimeros sugerem atividade semelhante a realizada pela RNA
polimerase II, removendo os dimeros e mantendo os tetrimeros. E possivel que essa enzima
induza a remocao dessas histonas de forma semelhante.

A cauda da histona H4 interage exclusivamente com o patch acidico e somente
ndo interage com o E91 do patch acidico. Sua afinidade superior aos outros NBMs avaliados
pode-se dar pelo fato de fazer diversas pontes salinas, de hidrogénio e ligacdo de Vander-
Waals, o grande nimero de interagdes afeta a entropia do sistema o que ajuda e definir a
afinidade do ligante pelo receptor (Klebe e Bohm, 1997). Nao foi obtido nenhum dado de
thermal shift com concentragcdes em que ndo era possivel detectar o shift nos picos, portanto
ndo foi definido como a cauda da histona H4 afeta o nucleossomo inicialmente. Porém foi
observado que a cauda da histona H4, diferentemente de todos outros NBMs analisados,
induziu um efeito de estabiliza¢do dos dimeros. Foi observado que a tnica diferenga de modo
de interacdo da cauda da histona H4 e do Lana no patch acidico ¢ a interagdo com o E102 da
histona H2B, sugerindo que esse residuo ¢ responsavel pelo efeito de estabilizagdo dos
dimeros. O efeito da cauda da histona H4 sob o tetramero aparentou ser semelhante ao do
Lana, assim ndo foi possivel isolar com precisdo quais residuos podem induzir o efeito
observado nos tetrameros.

Para confirmar que os aminoacidos identificados sdo responsaveis pelo efeito
visualizado no thermal shift seria necessario realizar screening de mutagdes por alanina,

porém por motivos técnicos esse ensaio ndo foi possivel ser realizado.
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5. CONCLUSOES

Neste trabalho, objetivamos obter um mapa de sensibilidade da superficie do
nucleossomo, desafiado com diferentes peptideos NBMs descritos na literatura € um novo
peptideo desenhado in silico.

Observamos que o GMIP1, novo peptideo, ndo apresentou ligagdo com o
nucleossomo nas condigdes testadas. Além disso, GMIP1 nao teve efeito sob a estabilidade do
nucleossomo. Estes resultados sugerem que maiores concentracdes de GMIP1 sobre o
nucleossomo deverdo ser analisadas. Entretanto, ja foi descrito que este peptideo possui efeito
sobre a expressdo de TNF-a em diferentes linhagens celulares (Silva, 2016). Demonstramos
que os outros peptideos testados aqui se ligam ao nucleossomo.

Utilizando a técnica de thermal shift foi possivel identificar sitios criticos para a
estabilidade do nucleossomo. Foi identificado que a interagdo dos peptideos somente com os
residuos do patch acidico da H2A, possui pouco efeito sob o tetramero, como observado com
o HMGN?2. Todavia, os outros peptideos NBMs avaliados interagem com a histona H2B e
apresentam fortes efeitos sob o tetramero H3/H4. Além disso, residuo E102 da histona H2B
aparenta ter um efeito estabilizador nos dimeros.

Pelo thermal shift, demonstramos a existéncia de estruturas distintas do
nucleossomo em presenga dos diferentes peptideos, ocasionadas pela saida de dimeros de
H2A/H2B e/ou tetrameros de H3/H4.

Em sintese, os dados obtidos reforcam que o patch acidico ¢ vital para a
estabilidade do complexo e qualquer perturbacdo dos aminoacidos que compdem esta regiao

pode ter um efeito impactante sobre o nucleossomo, ulteriormente sobre a cromatina.
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