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Resumo

Septinas fazem parte de uma familia de proteinas de ligagdo ao nucleotideo guanina
que atuam no ciclo de divisao celular e também sao amplamente encontradas em doencas
neurodegenerativas tais como mal de Parkinson e Alzheimer e em alguns tipos de cancer
como leucemia, linfoma e tumores sélidos. Neste trabalho investigamos como a temperatura
e a concentracao impactam na agregacdo do dominio GTPase da septina 2 (SEPT2G),
podendo levar a formacao de fibras amilbides, por espalhamento de luz (DLS) e Raios-X a
baixos angulos (SAXS).

Resultados de DLS revelaram que a cinética de agregacao da proteina é da ordem de
segundos para temperaturas maiores que 25°C. Os dados de SAXS da proteina a 0,5 mg/ml
mostraram que a SETP2G é um dimero em solugao aquosa a 4°C e esta configuracao se
mantém estavel por cerca de 1 hora de observacao experimental. A 15° C, os resultados
de SAXS revelaram uma coexisténcia de trés populacoes em solucao compostas por 88%
de dimeros, 10% de agregados pequenos tipo-cilindros (protofibrilas), e 2% de agregados
grandes maiores que a resolucao da técnica. Apds cerca de 30 minutos existe um rearranjo
preferencial de dimeros em favor de agregados muito grandes cuja contribuicao a curva de
espalhamento torna-se 8%. A 25°C, a porcentagem de dimeros decresce para 70% com uma
contribuicao de cerca de 30% de agregados grandes ja no inicio das medidas experimentais.
Nas temperaturas de 37 °C e 45 °C, dimeros e agregados muito grandes coexistem em solugao
desde o inicio das medidas experimentais, cujo equilibrio se desloca rapidamente tal que
apo6s 20 minutos de observacao a solugao é composta majoritariamente por agregados muito
grandes, identificados como estruturas amildides pela técnica de fluorescéncia da tioflavina,
que se intercala em estruturas cross-£.

A 1 mg/mL e temperatura de 4°C, a proteina permaneceu estavel durante cerca de 1 hora
de observacao sendo que existe um equilibrio de dimeros (93%) com agregados alongados
(contendo cerca de 80 mondmeros) em solu¢do. Com o aumento da temperatura para 15°C,
a maioria da populacao ainda é dimérica. Ja a 25°C, a presenca de agregados muito grandes
¢ bem significativa (da ordem de 30% coexistindo com dimeros e oligomeros). A 37°C e 45°C
existe a formacao de grandes agregados similar ao observado para a SEPT2G a 0,5 mg/mL.

Em suma, os resultados de SAXS demonstraram que a SEPT2G tem uma cinética muito
rapida de agregacdo a temperatura fisiologica, acentuada com o aumento de concentragao
da proteina em solucao.

xiil






Abstract

Septins are proteins from the GTP-binding family and participate in cell division cycle
performing functions such as secretion and cytoskeletal division. They can also be found
in neurodegenerative conditions as Alzheimer’s and Parkinson’s diseases and some kinds of
cancer as leukemia, lymphoma and solid tumors. In this work, we investigated the influence
of temperature and concentration on the septin 2 GTPase domain (SEPT2G) aggregation
using dynamic light scattering (DLS) and small angle x-ray scattering (SAXS).

DLS results revealed the protein aggregation kinetic is around seconds for temperatures
above 25°C. SAXS data of the protein at 0.5 mg/mL showed that SEPT2G is a dimer in
aqueous solution at 4°C and this condition is kept stable for approximately one hour of expe-
rimental observation. At 15°C, SAXS results revealed the coexistence of three populations
in solution composed by 88% of dimers, 10% of cylinder-like smaller aggregates (protofi-
brils) and 2% of aggregates bigger than the technique detection. After 30 minutes there
is a preferential rearrangement of dimers into very large aggregates which contribution on
the scattering curve becomes 8%. At 25°C, the dimers percentage decreases to 70% with a
contribution of circa 30% of bigger aggregates, even at the beginning of data acquisition. At
temperatures of 37°C and 45°C, dimers and very large aggregates coexist in solution since
the beginning of data acquisition, which equilibrium quickly shifts in such a way that after
20 minutes of observation the solution is mostly composed by very large aggregates, inden-
tified as amyloid structures by the thioflavine fluorescence technique, which intercalates in
the cross-f structures.

At 1 mg/mL and 4°C, the protein was stable over 1 hour of observation where an equili-
brium of dimers (93%) and elongated structures (composed by approximately 80 monomers)
in solution takes place. Increasing the temperature to 15°C, most of the protein remains
dimeric. On the other hand, at 25°C the very large aggregates contribution is around 30%
coexisting with dimers and oligomers. At 37°C and 45°C there is the formation of large
aggregates, similar to what was observed at 0.5 mg/mL.

In conclusion, our SAXS results indicated that the aggregation process of SEPT2G in
solution may follow different pathways depending on concentration and temperature.

XV






Capitulo 1

Introducao

1.1 Proteinas Amil6ides

Proteinas e peptideos considerados amildides sao aqueles que, sob determinadas con-
digoes, apresentam uma estrutura fibrilar insolivel no meio biologico. Esta apresenta um
grande nimero de ligagdes "cross-5", ou seja, ligacoes onde as folhas-/3 sdo arranjadas per-
pendicularmente ao eixo das fibras (Figura 1, 2].

O estudo de problemas de enovelamento de proteinas que formam fibras amildides tem
recebido muita atencao uma vez que estas sao encontradas em mais de 40 doencas, particular-
mente em condi¢oes neurodegenerativas tais como Alzheimer e Parkinson [2]. A composigao
dos agregados encontrados nos pacientes que sofrem de qualquer doenca amildide tem em
sua maior parte uma porcao central formada pela proteina podendo também apresentar
alguns outros componentes tais como fons metalicos, glicosaminoglicanas e colageno |3, [].

Além disso, a fibrilacao de proteinas pode inibir sua atividade, como é o caso da insulina
[5, 6]. Sendo assim, é crucial entender-se melhor os mecanismos de agregagao, enovelamento
e estabilidade de proteinas, visando inibir ou mesmo reverter a formacao de fibras amiloides.

Apesar do processo de fibrilacao ter sido extensamente estudado, a maior parte dos
trabalhos tem como foco eventos de macro-escala, como mudancas no tempo de laténcia, taxa
de crescimento, forma e tamanho de fibras longas. Entretanto, foi sugerido recentemente
que os precursores oligoméricos das fibras amildides sao possivelmente os agentes tdxicos
responsaveis pelas doencas |7, [§].

O processo tipico de formagao de fibrilas é caracterizado por uma fase de laténcia na
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qual nenhum filamento é formado. E entdo seguida por uma fase de alongamento na qual
as fibras sao formadas em um periodo que é em geral mais curto que a fase de laténcia.
Eventualmente, o processo atinge o equilibrio quando a maior parte das proteinas soliiveis
sao convertidas em fibrilas [9]. Estudos in vitro mostraram que a duragao do periodo de
laténcia e a taxa de crescimento das fibrilas dependem de fatores como a concentragao inicial,
pH, forga ionica e a velocidade de agitacdo da amostra [10].

Esse fendémeno de agregacao agora é conhecido como sendo uma propriedade universal
das proteinas, contanto que existam condicoes apropriadas para que a proteina saia do
estado nativo. Entre elas estao: pH baixo, altas temperaturas, alta pressao, presenca de
co-solventes [I1]. Uma representacao esquematica de algumas das varias conformacoes que
podem ser adotadas pelas proteinas e como podem se converter em diferentes estruturas
pode ser vista na Figura Além dos agregados de proteinas formados a partir de estados
desenovelados ou "mal"enovelados, podemos notar que também é possivel a formacao de

fibras amiloides a partir da agregacao de proteinas no estado nativo.
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Figura 1.1: Representacao esquemaética de algumas de vias de formacao de fibras amiloides.
Figura extraida da referéncia [2].
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A maior parte dos métodos aplicados para caracterizacao biofisica e estrutural da forma-
¢ao dessas fibras amiloides e seus precursores oligoméricos é problematica porque as medidas
podem atrapalhar o equilibrio do processo de fibrilacao, uma vez que podem alterar ou in-
teragir com a amostra (como é o caso da cristalografia de raio-x e ressonancia magnética
nuclear) ou entdo a amostra pode sofrer efeitos mediados pela superficie (como na microsco-
pia de for¢a atomica, microscopia de corrente de tunelamento, e crio microscopia eletronica).
Por outro lado, a técnica de espalhamento de raio-x a baixos dngulos (SAXS), indicada para
o estudo em baixa resolucao de estruturas macromoleculares, permite examinar o processo
de fibrilagao, dependente da cinética de evolucao, diretamente em solucao, de maneira que
os componentes individuais presentes durante o equilibro envolvido podem ser estudados
[12].

Entretanto, os estudos na literatura sobre fibras amildides utilizando a técnica de SAXS
sao recentes, iniciando apenas em 1999 [13]. Entre as proteinas que formam agregados amiloi-
des que ja foram estudadas por SAXS estao: a insulina, que apresenta processo de fibrilacao
in vitro e in vivo no caso da infusdo subcutanea [12 [14]; a-sinucleina, relacionada a doenga
de Parkinson [15] [16]; proteina amiléide precursora (APP) |17, 18] e peptideos da proteina
[-amiloide [19], correlacionadas com a origem da doenga de Alzheimer; glucagon, hormonio
responsavel por manter o nivel de glicose no corpo humano [I8, 20]; gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH), uma enzima glicolitica tetramérica que pode formar filamentos na
presenga de heparina [21]; Ure2p, uma proteina dimérica envolvida na regulacao do meta-
bolismo de nitrogénio na levedura Saccharomyces cerevisiae [22]; septina 4 [23, 24] e uma
mutagao da apomioglobina [25].

E importante ressaltar que, no caso da maioria das proteinas citadas, a agregacao foi in-
duzida por algum fator externo. Algumas sofrem mutacdes, como é o caso da apomioglobina
[25] e ure2p [22], outras tinham em solugao a presenca de outros compostos, como no estudo
da a-sinucleina com dopamina [15], da septina 4 com uréia [24], glucagon com heparina [I§]
e GAPDH também na presenca de heparina [2I]. Temos ainda a agregacao induzida pelo
efeito de pH muito acido, como é o caso da insulina (pH igual 2) [12] ou ainda o estudo de
apenas um fragmento, como ¢ o caso proteina amiloide precursora (APP) [Ig], que ainda
assim utiliza a técnica de SAXS apenas para verificar a presenca de dimeros.

Mesmo quando a macromolécula encontrava-se em condicgoes fisioldgicas, como foi o caso
do estudo dos peptideos S-amiloide [19], foram necessarios periodos de incubagdo de mais

de 4 horas e ainda assim a maior estrutura medida atingia dimensées de apenas 500 A.
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Para o glucagon|20], ndo apenas foi necessario um periodo de incubacao de 12 horas, como
também concentragoes altas (5 e 10 mg/mL) para que fosse possivel comegar a verificar
a presenca de oligomeros de ate 400A de tamanho. No caso da GAPDH, a presenca de
heparina a T=37°C e pH fisiolégico, induz a formacio de agregados com 200A de dimensao
ap6s 2 minutos. Entretanto, apés 180 minutos de medida, a dimensao maxima obtida nao
ultrapassou 250A[21].

No caso da a-sinucleina [16], o fator utilizado para induzir a agregacao foi a temperatura,
e ainda assim, mesmo apds a amostra ter sido incubada a 50°C, até 18h de medida a
proteina permaneceu monomeérica. Estagios intermediarios de agregacao da proteina foram
observados apenas ap6s 120h de incubacao.

Esses dados sao muito interessantes para efeito de comparacao, uma vez que, conforme
veremos adiante, a proteina estudada neste trabalho (septina 2) necessita de menos de 5
minutos para apresentar agregados com dimensoes maiores que 1200A em solucao a pH
proximo ao fisiologico, concentragoes nao tao altas (0,5 mg/mL) e temperatura fisiologica

ou mais baixa que esta.
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1.2 Septinas

As septinas fazem parte de uma familia de proteinas de ligacdo ao nucleotideo guanina
que atuam no ciclo de divisao celular e também sao amplamente encontradas em doencas
neurodegenerativas tais como mal de Parkinson e Alzheimer e em alguns tipos de cancer
(assim como leucemia, linfoma e tumores solidos)|[26].

Em mamiferos, sao conhecidos 13 tipos de septinas que apresentam estrutura composta
por um dominio central GTPase, um dominio N-terminal e um C-terminal (Figura 127],
sendo os dois dltimos variaveis. A estrutura primaria dessas proteinas tem aproximadamente
de 40 a 60 kDa e é bem conservada entre diferentes espécies. Para o dominio GTPase central,
composto por trés motivos de interagdo com o nucleotideo guanina, G1, G3 e G4 [27], temos
cerca de 35% de identidade sequencial entre septinas homologas de levedura e mamiferos.
Além disso, no dominio GTPase é encontrada uma sequéncia denominada de "septin unique

element" (SUE) que é composta por 53 aminoacidos e caracteriza as proteinas da familia das
septinas (Figura [28, 29].

N-terminal regido SUE extensio
variavel polibasica ——— . C-terminal variavel

- dominio GTPase o — hélice | EuiIed—corl]

Figura 1.2: Esquema da estrutura das septinas. Figura adaptada da referéncia [27].

As septinas foram classificadas em quatro grupos de acordo com a similaridade de sequén-
cia na sua regido C-terminal [30]. Uma representagdo esquematica dessa classificacdo pode

ser vista na Figura|l.3
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M-terminal Central C-terminal
Grupo |
Grupo Il
SEPTE — Sy P P P FFFITTTS
SEPT10 —— S F ¥ P F T I I FF TR
Grupo Il
SEPT1 —— )
SEPT4 TITIT
Grupo IV
SEPT7 — e ——

Figura 1.3: Classificacao das septinas de mamiferos em grupos, considerando a homologia
de suas seqiiéncias primarias. Apesar de nao estar representada, a SEPT14 pertence ao
Grupo II. A SEPT13 é considerada um pseudogene, ou seja, a sequéncia tem homologia,
mas nao é funcional (comunicacao pessoal da Profa. Dra. Ana Paula Aratjo do IFSC-USP).
Figura adaptada da referéncia [30)].

As septinas formam filamentos que tém duas principais fungdes em células saudaveis [31]:
criar uma estrutura temporaria para interagoes entre outras proteinas e seus substratos
e compartimentar o citosol e o reticulo endoplasmaético, servindo de localizador espacial
para varias proteinas com funcoes fundamentais na polarizacao celular e na progressao do
ciclo celular. Podem atuar também na organizacdo de microtibulos, podendo afetar de
maneira critica a mobilidade celular [32] B3] . Entretanto, o mecanismo dessa interacao
ainda nao é bem compreendido. As septinas SEPT2, SEPT1 e SEPT4 foram encontradas
em emaranhados neurofibrilares em cérebro de pacientes com mal de Alzheimer. Em especial,
foi observada a associacdo da SEPT2 com tubulinas neuronais [34]. Na Figura|l.4|temos um
fluxograma da atuacao das septinas em casos de doencas e em funcoes celulares e moleculares

normais.
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Figura 1.4: Funcoes das septinas humanas em situacoes de funcionamento celular e mole-
Figura extraida da referéncia [35].
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Recentemente, Sirajuddin e colaboradores [26] publicaram a estrutura cristalografica da
SEPT2, de seu dominio GTPase (SEPT2G) e do complexo SEPT2-SEPT6-SEPT7. Na
Figura podemos ver as duas possiveis interfaces de formacao do dimero da SEPT2. O
primeiro tipo de interface ocorre ao longo do sitio de ligacao de nucleotideo e é chamado de

dimero-G, enquanto o chamado dimero-NC é mediado pelas a-hélices dos terminais N e C.

dimero-G c -

'y

_ ,.tt- ~

,: _.. (i I',. \"f.‘--,

El

Foa® Chd

dlmern-NC

Figura 1.5: Representacao de trés mondmeros da SEPT2, com as interfaces dimero-G
e dimero-NC indicadas. As linhas tracejadas representam regioes desordenadas. Figura
extraida da referéncia [26].

A estrutura encontrada para o complexo SEPT2-SEPT6-SEPT7 pode ser vista na Figura
e tem aproximadamente 5 nm de largura e 25 nm de comprimento (hexamero). As setas
na representacao do complexo indicam a orientacao dos C-terminais.

As regioes de interface sao as mesmas observadas para a SEPT2 no cristal. Resultados
de microscopia eletronica indicaram que o filamento no cristal apresenta a mesma estrutura
encontrada em solugdo com alta concentragao de sal (sendo descrita pelos autores como uma
solugdo de 20 mM HEPES pH 8.0, 800 mM NaCl, 5 mM MgCI2 10 mM ditiotreitol). No
caso de baixas concentracoes de sal, ha apenas a formacao de filamentos e anéis de varias

dimensoes, sem um padrao bem definido [26].
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I 25 nm |

Figura 1.6: Representacao de superficie do complexo SEPT2-SEPT6-SEPT7. Figura ex-
traida da referéncia [26].

Analises anteriores realizadas pelo grupo da Profa. Dra. Ana Paula Aradjo (IFSC-USP),
utilizando a técnica de espectroscopia de fluorescéncia extrinseca com um marcador conhe-
cido para fibras amiloides chamado Tioflavina-T (ThT), demonstraram que, a temperaturas
maiores que 25°C e concentragdo de cerca de 0,44 mg/mL, as estruturas formadas pela
SEPT?2 inteira e apenas seus dominios tratavam-se de fibras amiloides [36], 37|, sendo que a
SEPT?2 comeca a associar-se como oligbmeros a 4°C apds 48 horas de incubagao.

Além disso, o mesmo grupo realizou estudos para determinar o espalhamento de luz a
angulos fixos para a SEPT2G, SEPT2GC e SEPT2 (Figura [1.2]). Para a SEPT2G, a uma
concentragao de aproximadamente 0,34 mg/mL, os resultados indicaram um espalhamento
constante entre 15 e 30°C e um aumento da intensidade de espalhamento para temperaturas
até 60°C, ambos os casos considerando um intervalo de tempo de cerca de 5500s (90 minutos).
Para a SEPT2 e SEPT2GC, a uma concentracao de aproximadamente 0,44 mg/mL, foi
possivel observar um aumento da intensidade de fluorescéncia para temperaturas acima de
15°C, indicando, em todos os casos, um aumento de tamanho do agregado ao longo do tempo.
A proteina e seus dominios, com concentracoes da ordem de 0,2 mg/mL, foram analisadas
nas mesmas condicoes descritas anteriormente e, com isso, verificou-se que a concentragao
influencia no processo de agregacao. No caso da SEPT2G a uma concentracgao igual a 0,2
mg/mL s6 foi possivel observar agregados a partir de 30°C. Para a SEPT2 nessa mesma
concentragao, ainda é possivel observar agregados a 15°C, mas apenas apos cerca de 1500s
(60 minutos) de medida. Entretanto, com as técnicas utilizadas até entao nao foi possivel

determinar o tamanho dos agregados nos estagios iniciais.
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Com o intuito de explorarmos os estagios iniciais e a formacgao de oligomeros das septinas,
nosso grupo realizou estudos preliminares utilizando uma das linhas de SAXS do ESRF
(Grenoble, Franga) da SEPT2 a 1,5 mg/mL. Os resultados indicaram que, mesmo a 4°C,
a proteina se encontrava bastante agregada, evidenciando que a cinética de agregacao da
proteina é concentracao-dependente. Nossos estudos preliminares revelaram também uma
grande auto-associacao em funcao da temperatura, uma vez que a 38°C a proteina ja se

encontrava completamente agregada.

Em funcao destes resultados, decidimos explorar os possiveis estagios intermediarios de
agregacao por SAXS utilizando apenas o dominio GTPase, que apresenta uma evolucao
temporal um pouco mais lenta que a proteina inteira (comunicac¢ao pessoal da Profa. Dra.

Ana Paula Aratjo), e é objeto desta dissertagao.

1.3 Objetivos

Geral:

Investigar de maneira comparativa a evolugao temporal dos possiveis estagios de agre-
gacao da SEPT2G a concentragdo de 0,5 mg/mL e 1,0 mg/mL por SAXS em fungdo da

temperatura.

Especificos:

- Investigar por SAXS a evolucao temporal da SEPT2G com concentragao igual a 0,5
mg/mL a T = 4, 15, 25, 37 e 45°C;

- Investigar por SAXS a evolugao temporal da SEPT2G com concentragao igual a 1
mg/mL a T = 4, 15, 25, 37 e 45°C;

- Correlacionar os resultados com os processos de agregacao que levam a formagao de

fibras amiloéides.
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1.4 Estrutura da dissertacao

No Capitulo 1, apresentamos a definicao, assim como uma breve discussao da importancia
da investigacao de proteinas amildides. Destacamos, ainda, as proteinas amildides estudadas
por espalhamento de raios-x, principal técnica utilizada nesse trabalho. Em seguida, focamos
em um grupo especifico de proteinas, as septinas, uma vez que a SEPT2G sera o objeto de
estudo desta dissertacao. Encontram-se também nesse capitulo os objetivos e motivagoes do
trabalho.

No Capitulo 2, estao descritas as amostras e arranjos experimentais utilizados. Apresen-
tamos também a teoria de espalhamento de raio-x a baixos angulos (SAXS) e de luz (DLS),

conforme foram necessarias para o desenvolvimento da metodologia de anélise.

No Capitulo 3, serdo mostradas as curvas de SAXS e suas analises modelo-independentes
e os resultados de DLS. No que diz respeito as curvas de SAXS, apresentamos os resultados
da andlise da regiao de Guinier, onde obtivemos informacoes da massa molecular e raio de
giro. Além disso mostramos também a evoluc¢ao da fungao distribui¢do de distancias p(r)

com o tempo.

No Capitulo 4, fazemos uma andlise quantitativa das populagoes presentes em solugao.
Os modelos utilizados foram escolhidos com base nos resultados da analise modelo-inde-
pendente. Primeiramente mostramos um exemplo de como procedemos com essa anélise e
em seguida separamos as analises e discussoes em dois grupos, levando em consideracao a

concentragao das amostras.

Por fim, no Capitulo 5 resumimos as conclusoes do trabalho apresentado nessa disserta-

Gao.



Capitulo 2

Materiais e Métodos

2.1 Amostras de Septinas

Nesse trabalho investigamos o dominio GTPase da septina 2 (SEPT2G) em tampao Tris
25mM, Glicerol 10 % a pH 7,8. A expressao e a purificacdo da proteina foi feita pelo Dr.
Julio Cesar Pissuti Damalio sob orientagdo da Prof.* Ana Paula U. Araujo (IFSC-USP).
Para evitar efeitos de agregagdo, as amostras (0,5 e 1 mg/mL) foram preparadas na mesma
semana em que foram realizadas as aquisicoes de dados. Varias aliquotas acondicionadas

em tubos eppendorf foram mantidas congeladas em nitrogénio liquido em um "dewar".

2.2 Espalhamento de Raios-X a Baixos Angulos

2.2.1 SAXS no Laboratoério Nacional de Luz Sincroton (LNLS)

O conjunto de resultados apresentado foi obtido utilizando a linha de SAXS1 do La-
boratorio Nacional de Luz Sincroton (LNLS). As amostras eram compostas pelo dominio
GTPase da septina 2 (SEPT 2G), com concentragao de 0,5 e 1 mg/ml, a temperaturas de
4, 15, 25, 37 e 45 °C.

Para cada temperatura citada anteriormente, investigamos o comportamento da SEPT2G
em ambas concentracoes com o passar do tempo até t=2100s (35 minutos). Para tanto,
para cada concentragao e temperatura, um eppendorf era retirado do nitrogénio liquido e a

amostra era deixada descongelar lentamente em um banho de gelo (T' &~ 4°C'), antes de ser

13
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colocada no porta-amostra. A temperatura do porta-amostra foi controlada por um sistema
de aquecimento/resfriamento por banho térmico. Cada amostra era deixada a temperatura
desejada por cerca de cinco minutos antes do inicio da medida experimental.

Cada uma das curvas experimentais com concentracao igual a 0,5 mg/mL é o resultado
de uma tnica tomada de dados com tempo de aquisicao de 180 segundos. Para a medida
experimental seguinte na mesma temperatura e concentragao, houve uma espera de 120
segundos (2 minutos) para evitar efeitos da radiagdo na amostra. De maneira similar, para
as amostras com uma concentra¢ao de 1 mg/mL os tempos de medida e de espera foram
de 60 e 240 segundos, respectivamente. As curvas foram corrigidas pelo espalhamento do
tampao utilizado, levando-se em conta a absorcao da amostra e do tampao e o decréscimo
da intensidade do feixe de Raios-X ao longo da medida.

Na Figura [2.1, podemos observar um esquema da linha de SAXS, que é composta por
um monocromador do feixe de raios-X (A=1,55 A), um sistema de colimacao, porta amostra
acoplado a um banho térmico e um detector bidimensional Pilatus (marca Dectris).

Sendo 26 o angulo formado entre a amostra e o detector, como indicado na Figura [2.1}

o mddulo do vetor de espalhamento ¢ é dado por:

4
q= Tﬁsenﬁ (2.1)

A distancia entre a amostra e o detector neste arranjo foi de 160,7 cm, resultando em
um intervalo de 0,00519 < ¢ < 0, 2541 A
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Figura 2.1: Representacao esquemética da linha de SAXS do LNLS. Figura extraida da
referéncia [3§].

A dimensao méxima medida pela técnica ¢ entao dada por [39)]:
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2
D = — (2.2)
Qmin
Da mesma maneira, a dimensao minima ¢ dada por:
27
max

A partir das Eqgs. e 2.3 temos que as dimensoes observadas com este arranjo experi-
mental estdo no intervalo de 254 S Dinves S 1210A.

2.2.2 Teoria

Considerando um sistema de particulas nao interagentes, podemos escrever a intensidade
de espalhamento como sendo proporcional a forma da particula espalhadora P(q) tal que
|39, [40],

I(q) = Kn,P(q) (2.4)

onde K ¢ uma constante experimental relacionada ao arranjo experimental utilizado e n, é
a densidade numeérica das particulas. As curvas experimentais serao analisadas em escala
absoluta, tal que K = 1.

E bem conhecido que a funcio de forma P(q), e assim, I(q), para sistemas esfericamente

simétricos, pode ser aproximada por uma fun¢ao exponencial para ¢ — 0, tal que [41]:

2p2

9 g

(g — 0) = I(0)e~"

(2.5)

onde I(0) é a intensidade de espalhamento em ¢ = 0 e R, é o raio de giro da particula
espalhadora, conhecida como Lei de Guinier.
Fazendo um ajuste linear do grafico de in(I) x ¢* (grafico de Guinier [41]) podemos obter
1(0) e R, tal que:
1(0) = e? (2.6)

R,= V3B (2.7)

Lembrando que A e B sao os coeficientes do ajuste y = A — Bg?.
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A aproximacao de Guinier vale para a condigao que [42] 43]

qR, <1,3 (2.8)

onde ¢ é o tdltimo vetor de espalhamento utilizado no ajuste aos pontos experimentais.

2.2.2.1 Determinacao da massa molecular

Sabendo-se que a massa molecular, MM, pode ser definida a partir dos dados de espa-

Thamento por [44]:

[(O>abs NA
MM = 2.9
¢ AP, (29)

onde I(0)us € a intensidade em escala absoluta, ¢ a concentracdo da proteina, Ny o
numero de Avogadro, Ap o contraste de densidade eletronica entre a proteina e o solvente,
re = 0,28 x 107*?c¢m o raio do elétron e v, 0 volume especifico da proteina.

Portanto, percebemos diretamente da Eq. que a massa molecular é diretamente
proporcional ao valor de 7(0). Assim, podemos observar a formacdo de agregados proteicos
pelas variagoes no valor de 1(0) em diferentes condi¢oes experimentais.

Para o calculo da massa molecular utilizando a Eq. consideramos em primeira

aproximagao a septina como uma proteina globular densa. Assim sendo, o valor do volume

cm3
g

entre a proteina e a dgua é escrito como sendo Ap = pproteina — Po, Onde a densidade eletronica

especifico da proteina utilizado foi veg, = 0, 72 [44]. O contraste de densidade eletronica

da 4dgua é dada por py = 0, 334% [44] e a da proteina pproteina = 0, 4235% [45], utilizando

novamente a aproximacao de proteina globular.
Uma vez que as medidas experimentais nao foram feitas diretamente em escala absoluta,

usamos um padrao para efetuar a conversao. Assim sendo, para obter as intensidades em

escala absoluta consideramos:
1(q)u.a.

k

onde 1(q)y.q. ¢ a intensidade medida em unidades arbitrarias e k é o fator experimental

1(q)avs = (2.10)

dado por:

(2.11)
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onde 7(0)s ¢ um valor padrao tabelado para a agua [44] com I(0)y = 0,01632 em™" e
I(0) g0 € a intensidade medida experimentalmente da dgua avaliada em ¢ — 0, nas mesmas
condicoes que as amostras de septina.

No nosso caso, para obtermos I(0)g,0, foi feito um ajuste linear da intensidade ex-
perimental do espalhamento da 4gua normalizada pelo tempo de aquisi¢do (100s), como
mostrado na Figura [2.2

0.0004 . . . ;

= Jgua
ajuste linear

0.0003 4 s

Intensidade (u.a.)

0.0002 T T T T T

q(A-")
Figura 2.2: Curva de SAXS da agua.

Assim sendo, o valor da intensidade experimental da d4gua em ¢ — 0 obtido foi 1(0)y,0 =
3,298(4) x 10 *u.a.. Utilizando a Eq. temos:

u.a.

k= 0,02021(3) (2.12)

cm~1
Os valores em parénteses representam as incertezas associadas as medidas experimentais.

Tal notacao sera utilizada ao longo dessa dissertacao.
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2.2.3 Porod

No caso de particulas muito grandes, ou agregados muito grandes, cuja D,,s, ultrapasse
o limite de deteccao da técnica, podemos observar, as vezes, apenas um comportamento
do tipo I(q) o ¢~ na regido de ¢ analisada, indicando que a particula espalhadora tem
interfaces bem definidas em relagao ao solvente.

A intensidade espalhada esta diretamente correlacionada com o contraste de densidade
eletronica (Ap) e a razao entre a superficie (S) e o volume (V') da particula espalhadora.
Sendo assim, a fungao que descreve a intensidade na regiao de ¢ estudada é dada por [39):

_ 2n(Ap)? S

Tporod(q) = v (2.13)

2.2.4 Funcao distribuicao de distancias

A funcdo p(r) corresponde a distribuicdo de distancias entre elementos espalhadores den-
tro de uma particula. Essa funcao de distribuicao de distancias pode ser obtida calculando-se

a transformada inversa da intensidade de espalhamento dada por [39]

o0
p(r) = 2—;2 /0 I(q)qrsen(qr)dq (2.14)
A Figura [2.3|mostra padrées de espalhamento tipicos e fungoes distribuigao de distancias
correspondentes para corpos geométricos de mesma dimensao maxima. Particulas globulares
(curva vermelha), apresentam uma func¢do p(r) no formato de um sino com um méaximo de
frequéncias de distancias internas a particula em D,,;,/2. Particulas alongadas tem distri-
buigoes com maximo correspondente ao raio da seccao transversal (curva verde). Particulas
achatadas apresentam uma fun¢do p(r) com um maximo mais alargado (curva amarela),
também deslocada para distancias menores que D,,4,/2. Uma fungdo p(r) com maximo
deslocado para distancias maiores que D,,5,/2 é geralmente um indicativo de uma particula
oca (curva azul). Particulas que s@o compostas por unidades bem separadas apresentam
mais de um ponto de maximo na fun¢ado p(r), sendo o primeiro correspondente as distancias
entre elementos na mesma subunidade e o seguinte indica a separacao entre as subunidades
(curva rosa) [42].
As fungoes p(r) mostradas aqui foram obtidas utilizando o programa GNOM, desenvol-

vido por Svergun e colaboradores [46].
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—s— Esfera sdlida

Ig | (g). u.a. —»— Cilindro alongado
Disco achatado
0 ks —— Esfera oca
:'.__""--, . —— Alteres

Figura 2.3: Intensidades de espalhamento e fun¢oes distribuicao de distancias p(r) de
diferentes corpos geométricos. Figura extraida da referéncia [42].
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2.2.5 Modelos para analise das curvas de SAXS

As curvas experimentais foram ajustadas pelo programa GENFIT [47] utilizando-se a
combinacao linear de trés modelos: proteina dimérica, cilindro (representando os oligobmeros)
e Porod (representando os agregados com dimensao maior que o limite de deteccao da
técnica experimental). Vale a pena ressaltar que, consideramos inicialmente um modelo de

monomero, mas 0s ajustes as curvas experimentais nao foram satisfatorios.

Para o dimero temos que a intensidade é dada por:

Idl’mero(Q) = ndl’meropdimero(q) (215)

onde o fator de forma P(q) é calculado pelo programa a partir da estrutura cristalografica

da proteina (ver abaixo) e a densidade numérica de dimeros nggmero € escrita como:

C
—4
Ndimero = xdimero6, 022 x 10

(2.16)

Wiolec
onde Zgimero € a fracdo numérica de dimeros (parametro de ajuste), ¢ é a concentra¢io em
g/ L de proteina, w,oec = 34kDa a massa molecular do monémero da SEPT2G com a cauda
de histidina (ver abaixo) e 6,022 x 10~ ¢ o fator de conversao de mol/L para particulas/Ag.
Na Figura vemos a sequéncia primaria da SEPT2G de nossas amostras[37]. Os
primeiros 20 aminoicidos marcados em verde referem-se a cauda de histidina. Assim, a
SEPT2G somada a cauda de histidina é composta por 294 aminoacidos e tem massa mole-

cular igual a 34 kDa (valor fornecido pelo Dr. Julio C. P. Damalio)[37].
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MGSSHHHHHHSSGLVPRGSH-————————— GFEFTLMVVGESGLG
ESTLINSLELTDLYPERVIPGAAERKIERTVQIEASTVEIEERGVELELTV
VDTPGYGDAINCRDCFRTIISYIDEQFERYLHDESGLNEREHITDNEVHCC
FYFISPFGHGLEPLDVAFMEATHNRKVNIVEVIAKADTLTLEERERTLEKRT
LDEIEEHNIKIYHLPDAESDEDEDFKEQTRLLEASTPESVVGSNQLIEAK
GREVRGRLYPWGVVEVENPEHNDFLELRTMLITHMODLOEVTQDLHYENE
ESERLERGG

Figura 2.4: Sequéncia priméaria das amostras de SEPT2G utilizadas. Os 20 primeiros
aminoicidos marcados em verde representam a cauda de histidina ligada a cada monomero
da proteina (sequéncia fornecida pelo grupo da Profa. Ana Paula Aratjo).

FANLPNQVHRESVEKGFEFTLMVVGESGLG
KSTLINSLEFLTDLYPERVIPGAAEKTER————————————— VELELTV
"VDTPGYGDAINCRDCFRKTIISYIDEQFERYLHDESG-NERHIIDNRVHCC
FYFISPEFGHGLKPLDVAFME-THNKVNIVPVIAKADTLTLEERERLEERI
LDETEEHNTKIYHLPDAESDEDEDFREQTRLLEAST PESVVGSNQLIEAK
GREVEGELYPWGVVEVENPEHNDF LK LETML ITHMODLOEVTODLHYENE
RSERLK———

Figura 2.5: Sequéncia priméria referente ao arquivo pdb da SEPT2G (codigo 2QA5). A
sequéncia inicia-se deslocada para uma melhor comparagao com a sequéncia da Figura [2.4]
O simbolo - representa aminoacidos que estao faltando nesta sequéncia primaria.

Entretanto, a definicio do dominio GTPase utilizada pelo grupo da Prof. Ana Paula
Aratjo (Figura[2.4) ¢ diferente da definicao do Sirajuddin e colaboradores [26], responséveis
pelo arquivo depositado no Protein Data Bank (arquivo pdb) da SEPT2, codigo 2QA5
(Figura . Para que a sequéncia priméria da estrutura cristalografica utilizada nas si-
mulacoes fosse a mais proxima possivel da sequéncia priméaria das amostras utilizadas nesse
trabalho, selecionamos apenas a regiao do arquivo pdb que corresponde & sequéncia mostrada
na Figura Verificamos ainda que na estrutura pdb (Figura faltam os aminoacidos
de 59 a 73, 136, 151 e 287 a 289, além dos 20 aminoécidos correspondentes a cauda de
histidina ligada a cada monomero. Tendo em vista tais diferencas, para o céalculo do fator

de forma da proteina no programa GENFIT, utilizamos a sequéncia primaria da SEPT2G
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(2QA5) subtraindo-se os 15 primeiros aminoacidos (ressaltados em vermelho na Figura[2.5)),
resultando em um total de 254 aminodcidos. A correspondente estrutura cristalografica da

forma dimérica esta representada na Figura [2.6]

~92A

Figura 2.6: Estrutura cristalografica da SEPT2G adaptada do arquivo pdb 2QA5 (ver
Figura[2.5), sem os 15 primeiros aminodcidos.

Ao calcularmos o volume da SEPT2G medida experimentalmente a partir da soma dos
volumes individuais de cada aminoédcido da sua sequéncia primaria (Figura , conside-
rando também as caudas de histidina (total de 294 aminoécidos), temos um volume igual
a 40625A°. Enquanto isso, o volume calculado da mesma maneira para a estrutura adap-
tada do arquivo pdb 2QA5 (Figura é de 36824A3, ou seja, o volume calculado a partir
do arquivo pdb é 10% menor que o calculado a partir da sequéncia priméria da proteina
purificada, devido a falta de 40 aminoacidos. Para compensar tal diferenca no envelope da
proteina, utilizamos um parametro de ajuste v que aumenta o volume calculado da estru-
tura pdb por este fator v durante o procedimento do ajuste do modelo em relacao aos dados
experimentais pelo GENFIT. Como veremos a seguir, o melhor valor encontrado para esse
parametro foi v = 1,09, indicando um aumento de 9% no volume, resultado que se encontra
de acordo com as consideracoes feitas.

Outro parametro utilizado nos ajustes foi a densidade eletronica da camada de hidratacao
da proteina, cuja espessura foi fixada em 3A. Na realidade, o parametro de ajuste, denomi-
nado d.,., corresponde a uma porcentagem relativa de aumento de densidade eletronica da
camada de hidratacao em relacao & densidade eletronica do solvente.

Na Figura vemos a curva de SAXS simulada pelo GENFIT a partir do dimero da
SEPT2G (Figura , considerando as adaptagées descritas anteriormente (y = 1,09).
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Em detalhe temos a funcao p(r) calculada com o programa GNOM utilizando essa mesma

curva. O raio de giro de Guinier obtido a partir dessa curva de espalhamento, calculado
como descrito na Secgao , ¢ de Ry, = 28,6 A.

0.01 |
— 1
o
]
S 0.8
o ‘_.“
Q ©
© 3. 06
© o001 | —
2 =
w 0.4
(o=
@
'}
£ 0.2
0
0 20 40 60
0.0001 [ r(A)

qA™)

Figura 2.7: Curva de SAXS simulada a partir da estrutura cristalografica do dimero (Figura
2.6). Em detalhe, vemos a funcdo p(r) referente a essa curva simulada.
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A intensidade espalhada referente aos cilindros é descrita pela equagao abaixo [41 [48]:

qRV'1 — 2?)sen(qLz/2)
¢?RvV1 —x?Lx/2

Onde R é o raio do cilindro, L o comprimento e Apgindro 0 contraste de densidade

1 J 2
Icilindro(Q) = ncz'lindro(27TR2LApcilindro)2 / < 1( ) dw (217)
0

eletréonica entre o cilindro e o solvente e ngiindgro @ densidade numérica de cilindros. Para
vincular a porcentagem de proteina na forma de dimero, cilindro e Porod reescrevemos
Neilindro COMO!

C

Neilindro = Icilindro(l - xdimero)ﬁa 022 x 10_4 X 07 282 (218)

wmolecNagreg
onde Zeiindro(l — Tamero) € & fracdo numeérica de proteinas agregadas formando um en-
velope cilindrico e Nggreq representa o niimero de monomeros de proteina que compoem o

cilindro. Sendo o raio do elétron dado por r, = 0,28 x 10~*2em, o fator 0,28 encontrado
lﬂ_Alicm
unidade utilizada no c6digo do programa GENFIT, para a unidade de entrada de Ap em

na expressao é o valor de conversao da densidade eletronica proporcional a , que é a
i3 [25]. Uma vez que a densidade eletronica encontra-se elevada ao quadrado, o fator de

conversao também leva a mesma poténcia.

Para o modelo de Porod a funcao que descreve a intensidade de espalhamento é dada

por:

c

[porod = (1 - xcilindro)(l - xdl’mero)67 022 x 10_4 X 07 282

Vmon()mero(ApPorod)QO— (2 1 9)

Wmolec

onde (1 — Zeiindro) (1 — Taimero) € a fragdo numérica de proteinas no agregado tipo Porod,
Apporod € 0 contraste de densidade eletronica entre o agregado tipo Porod e o solvente e

o =5/V,sendo S a superficie e V' o volume do agregado tipo Porod.
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Na Tabela estao listados, separados pelo modelo, os parametros obtidos a partir do
ajuste experimental das curvas. As constantes inseridas no programa sao mostradas na
Tabela 2.2 e por fim a Tabela [2.3] mostra os parametros calculados a partir dos dois grupos

anteriores.

Tabela 2.1: Parametros calculados a partir dos ajustes das curvas de espalhamento.

dimero ‘ cilindro ‘ porod

Ldimeros dcor; Y ‘ Leilindros R; Pcilindros L ‘ Pporod; O

Tabela 2.2: Constantes inseridas no programa.
po = 0,334+ ‘ ¢=0.50uc=1mg/mL
Wmolec = 34kDa ‘ Vmonomero = 406251&3

Tabela 2.3: Parametros calculados a partir das constantes e dos parametros ajustados pelo
GENFIT.

dimero ‘ cilindro ‘ Porod

%dl’mero ‘ %cilindroa ¢; Nagreg; VHQO ‘ %porod

Um fator v > 1 indica que a proteina estudada por SAXS estd expandida com relacao
a estrutura cristalografica. Temos ainda que ¢ é a fracao volume de proteina dentro do
envelope cilindrico, Nggreq 0 nimero de monodmeros e Vo volume de agua nos cilindros.

Além disso, segue que:

%dimero = 100 x L dimero (220)
%cilz’ndv‘o = 100 x xcilindro(l - mdimero) (221)
%porod - 100 X (1 - xcilind'ro)(l - xdimero) (222)

Para calcular as variaveis ¢, Nygreq € Vi,0, partimos das Equagoes e

V= WRQL = Nagregvmon()mero + VHQO (223)
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P o pproteinaNagregvmonﬁmero + pOVHgO
cilindro —

Nagregvmon()mero + VH2O
Reordenando a Equagao [2.23}

7TR2L - VH20

Na r —
greg ‘ J
mondmero

e a Equacao [2.24}

pcilindroNagrengonf)mero + pcilindrongO - pproteinaNagrengonf)mero + ;OOVHQO

pproteinaNagregvmon()mero - pailindroNagrengonf)mero

‘/ HoO —=
2
F cilindro p 0

(pproteina - pcilindro)Nagregvmonémero

LH o —
2
Pecilindro — L0

Sendo pprotetna = 0, 4235% e po = 0,334-5, temos:

£
A

v, _ 07 4235 — pcilindroN v — aN
H>O — agreg Vmonomero — @ agregvmonémero
0,334
Pcilindro — Y,

com

o 0, 4235 — Pcilindro
- Pcilindro — 07 334

Substituindo a Eq. na Eq.

a

TR?L
Nagreg = Vo - aNaQ’"@g
mondmero
TR’L
Na re l1+a)= ———
g g( ) Vmon()mero
TR?L 1

Nagreg =

Vmonémero 1 +a

Substituindo a Eq. na Eq. para achar o volume de agua

(2.24)

(2.25)

(2.26)

(2.27)

(2.28)

(2.29)

(2.30)

(2.31)

(2.32)

(2.33)
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a
1+a

Vi,o = TR*L (2.34)

Considerando que o volume de uma molécula de dgua é dado por 304° [49], o ntimero

de moléculas de agua dentro do cilindro espalhador ¢ entao dado por:

Vi,0
N = 2 2.35

Sendo a fracao volume de proteina no cilindro dada por:

¢ _ Nagreg Vmonémero (2 ) 36)
Nagregvmon()mero + VHQO

Ao substituir as Eq. e na Eq. temos a porcentagem de proteina contida

no envelope cilindrico ajustado.
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2.3 Espalhamento de Luz Dinamico

2.3.1 DLS no Laboratoério de Cristalografia do Instituto de Fisica
da USP (LCr)

As medidas de espalhamento de luz dinamico (DLS) foram realizadas no Laboratério de
Cristalografia do Instituto de Fisica da USP (LCr). As amostras eram de SEPT2G com con-
centragao de 1 mg/mL e nas temperaturas de 15, 30 e 44°C. O processo de descongelamento
foi o mesmo descrito para as medidas de SAXS.

Assim como o espalhamento de raios-X a baixos angulos, a técnica de espalhamento de
luz dindmico mede a flutuacao da intensidade de luz espalhada por moléculas em solugao
para obtermos informacoes sobre as particulas espalhadoras. Entretanto, a resolucao da
técnica nos permite medir particulas de até poucos micrometros de comprimento. A partir de
medidas sucessivas de intensidade da luz espalhada, é possivel analisar a flutuacao decorrente
do espalhamento da luz, considerando uma aproximacao onde as particulas espalhadoras sao
consideradas esféricas e se movimentam devido ao movimento Browniano.

Utilizou-se o equipamento da Brookhaven Instruments e respectivo programa de aquisicao
e analise de dados de espalhamento de luz dinamico. As medidas experimentais foram
realizadas a 90°, com tempo de aquisicao de aproximadamente 50 segundos. Na Figura [2.8

podemos observar um esquema do equipamento de DLS.
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Ajuste por lentes

Gonidmetro

Fatomultiplicadora
of Bl
]
Laser Ajuste por espelhos

Porta Beam Stopper

Amostra

Figura 2.8: Representacao esquematica do equipamento de espalhamento de luz. No nosso
caso, o detector encontrava-se a 90° em relagdo ao feixe incidente. Figura extraida da
referéncia [50].
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2.3.2 Calculo do didAmetro hidrodindmico

Em experimentos de espalhamento de luz, o campo de luz incidente é suficientemente
fraco de modo que podemos considerar que o sistema responde linearmente a ele. O pro-
blema consiste em descrever a resposta de um sistema em equilibrio a esse campo, ou mais

precisamente, as mudangas do campo de luz devido a interagdes com o sistema [51].

Se duas propriedades dinamicas sao correlacionadas em um periodo, a funcao que des-
creve tal correlacao é chamada de funcao de correlacao. Por sua vez, a intensidade de

espalhamento pode ser escrita em termos de fungoes de correlagdo como sendo[52]:

I(w) = Ni h e WG L (7)][Gy(T))dT (2.37)

2 J_

onde N é o nimero de espalhadores no sistema, wy é a frequéncia natural do sistema, 7
¢ o tempo de relaxacao, G4(7) é a fungio de correlagio de orientagdo do sistema e Gy(7) é

a funcao de correlacao de posicao do sistema.

Tais funcoes sao dadas por:

Ga(r) = (A" (DAt — 7)) (2.38)

onde A é a amplitude da onda eletromagnética. Usando a aproximacao de que os espa-

lhadores sao esféricos, podemos simplificar a funcao para:

Galr) = |AP (2.39)

Temos ainda que:
Gy(r) = e P (2.40)

onde D é o coeficiente de difusdo.

Assim sendo, podemos escrever a intensidade de espalhamento como sendo:

[(w) = NJARZ [ citw—uopg=Dergy (2.41)
21 J_ o

Ou ainda:
Dq¢*/7

(w —wy)? + (Dg?)?

I(w) = N|AP? (2.42)
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Para obter o diametro hidrodinamico, utilizamos o coeficiente de difusao[52]:

p— Ml (2.43)
6mnE
Reordenando temos:
kT
= 2.44
3 6D (2.44)

onde ky = 1,38 x 1072 JK~! é a constante de Boltzmann, T é a temperatura absoluta,
1 é a viscosidade do solvente dada por 1,139 cP, 0,798 cP e 0,607 cP para 15, 30 e 44°C,

respectivamente e ¢ é o diametro hidrodinamico da particula.






Capitulo 3

Resultados e Analise

Modelo-Independente

3.1 Resultados: amostras a 0,5 mg/mL

As Figuras a mostram as curvas de SAXS em escala absoluta da SEPT2G a 0,5
mg/mL medidas no LNLS .

Podemos observar na Figura[3.1]que os dados de espalhamento nao apresentam alteragoes
até 3300s (55 minutos) para uma temperatura igual a 4°C. Portanto, para sua andlise sera
feita uma média de todos os dados para uma melhor estatistica dos dados. Como veremos
no proximo Capitulo, os dados de espalhamento serao bem representados pelo espalhamento

de dimeros em solucao.

33
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Figura 3.1:  Evolucao temporal das curvas de SAXS para a proteina SEPT2G a uma
concentragao de 0,5 mg/ml e T=4°C: t=0s corresponde a primeira medida experimental
com acimulo de intensidade de espalhamento durante 3 minutos; t=300s corresponde a
medida iniciada apds 5 minutos do inicio da aquisicao de dados, ou seja, apés uma espera de
2 minutos da medida iniciada com t=0s e assim sucessivamente para as medidas seguintes.

Ao aumentarmos a temperatura para 15°C (Figura , vemos uma mudanc¢a na incli-
nagao da curva de espalhamento para valores pequenos de ¢ (regido indicada pela seta no
grafico) a partir de 600s (10 minutos). Tal aumento de intensidade nesta regiao indica a
formacao de oligbmeros[53].

O aumento no tamanho das particulas espalhadoras se mostra ainda mais acentuado
conforme aumentamos a temperatura para T=25°C(Figura . Entretanto, percebemos
que o comportamento da curva a partir de aproximadamente ¢ > 0,03A é o mesmo para

todas as curvas a 4, 15 e 25°C, indicando que ainda temos a presenca da estrutura dimérica.
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Figura 3.2:  Evolucao temporal das curvas de SAXS para a proteina SEPT2G a uma
concentragao de 0,5 mg/mL e T= 15°C. Para a indicacao de tempo de medida, verificar
legenda da Figura|3.1
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Figura 3.3:  Evolucdo temporal das curvas de SAXS para a proteina SEPT2G a uma
concentragao de 0,5 mg/mL e T= 25°C. Para a indicacao de tempo de medida, verificar
legenda da Figura|3.1
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Diferentemente das temperaturas analisadas até entao, para 37°C (Figura , logo no
instante inicial de medida a inclinagao das curvas de SAXS para ¢ pequenos ji é acentuada,
denotando a presenca de grandes agregados de proteina. Ao mesmo tempo, ocorre alte-
racao da curva experimental em g > 0,0BA), provavelmente relacionado a diminuicao da

quantidade de dimeros da SEPT2G na solucao.
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Figura 3.4: Evolucao temporal das curvas de SAXS para a proteina SEPT2G a uma
concentragao de 0,5 mg/mL e T= 37°C. Para a indicacado de tempo de medida, verificar
legenda da Figura |3.1

Para as amostras a 45°C (Figura , observamos que a inclinagao do trecho para q <
0, 038" 6 aproximadamente de ¢~*, indicando a presenca de agregados muito grandes. O
fato da curva nao ser exatamente proporcional 4 ¢~ indica que ainda temos a contribuicgo de
particulas menores, apesar do espalhamento devido aos agregados ser predominante. Como
descrevemos na Segao [2.2.3] poderemos estudar esses agregados maiores a partir da Lei de

Porod (proximo capitulo).
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Figura 3.5: Evolucao temporal das curvas de SAXS para a proteina SEPT2G a uma
concentragao de 0,5 mg/mL e T= 45°C. A linha preta indicada pela flecha representa a
fungio I(q) oc ¢~*. Para a indicagdo de tempo de medida, verificar legenda da Figura .
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3.2 Resultados: Amostras a 1 mg/mL

Da mesma maneira que para a concentragao menor, a 1 mg/mL a proteina nao apresenta
mudancas na curva de espalhamento com o passar do tempo até 3300s a 4°C (Figura [3.6)).
Apesar da proteina se manter estavel com o passar do tempo, podemos observar que
diferente do que ocorre a 0,5 mg/mL, ja a 4°C a proteina apresenta uma estrutura maior,

evidenciada pela inclinacao da curva na regiao de g pequenos.

Intensidade (cm )

4 4 » b o

3300s

0.001
0.01 01

qA™)

Figura 3.6: Evolucao temporal das curvas de SAXS para a proteina SEPT2G a uma
concentragao de 1 mg/mL e T= 4°C: : t=0s corresponde a primeira medida experimental
com acimulo de intensidade de espalhamento durante 2 minutos; t=300s corresponde &
medida iniciada apds 5 minutos do inicio da aquisicao de dados, ou seja, apés uma espera de
3 minutos da medida iniciada com t=0s e assim sucessivamente para as medidas seguintes.

Nas amostras de SEPT2G a 0,5 mg/mL e 15°C, o inicio da curva de espalhamento
modificou-se significativamente com o passar do tempo, indicando um aumento no tamanho
dos agregados. Por sua vez, para 1 mg/mL podemos identificar que a proteina ji se encon-
tra mais agregada em relagdo a concentragdo menor (Figura [3.7)). Entretanto, a variacao

observada com o passar do tempo nao é tao acentuada quanto no caso anterior (Figura |3.2]).
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Figura 3.7:  Evolucdo temporal das curvas de SAXS para a proteina SEPT2G a uma
concentragdo de 1 mg/mL e T= 15°C. Para a indicacdo de tempo de medida, verificar
legenda da Figura |3.6

A Figura mostra a evolugao temporal das curvas de espalhamento para a amostra a
25°C. Podemos observar uma mudanca significativa na regiao de ¢ < 0, 021&71, indicando

um aumento de tamanho nas particulas espalhadoras.
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Figura 3.8: Evolucao temporal das curvas de SAXS para a proteina SEPT2G a uma
concentragdo de 1 mg/mlL e T= 25°C. Para a indicacdo de tempo de medida, verificar
legenda da Figura |3.6
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Ao aumentarmos a temperatura para 37°C, observamos na regiao de ¢ > 0, 02847 das
curvas de espalhamento, que durante todo o intervalo de medida ainda temos a presenca de
uma estrutura menor (Figura [3.9).

Da mesma maneira que para a proteina a 45°C e 0,5 mg/mL (Figura[3.5)), a inclinacéo da

L —1 . ,
regido de ¢ < 0,02A7 para a amostra a 37 e 45°C e 1 mg/mL (Figuras e ) também

¢ proporcional & ¢~*, podendo ser descrita por um agregado do tipo Porod.
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Figura 3.9: Evolucao temporal das curvas de SAXS para a proteina SEPT2G a uma
concentragao de 1 mg/mL e T= 37°C. A linha preta indicada pela flecha representa a fungao
I(q) o< ¢~*. Para a indicagao de tempo de medida, verificar legenda da Figura
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Figura 3.10:  Evolucao temporal das curvas de SAXS para a proteina SEPT2G a uma
concentragao de 1 mg/mL e T= 45°C. A linha preta indicada pela flecha representa a funcao
I(q) o< ¢~*. Para a indicagdo de tempo de medida, verificar legenda da Figura
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3.3 Raio de giro

O raio de giro foi calculado como descrito na Secao [2.2.20 Na Figura vemos como
exemplo o ajuste da regido de Guinier para a amostra a 15°C com 0,5 mg/mL de SEPT2G
para t=0, 300 e 600s.

T . T : T
15°C 0.5 mg/mL Os

15°C 0.5 mg/mL 300s
15°C 0.5 mg/mL 600s

< i
A ; I
§ 2 ¢ 4 &
R A
L -‘ I 54 : |
T |
T T T T :
0.00005 0.00010 0.00015

2

q

Figura 3.11: Alguns exemplos do ajuste linear da regidao de Guinier.

Na Figura podemos observar os casos onde a relacao (qRy < 1,3) foi satisfeita.
Podemos observar que nao houve alteragoes com o passar do tempo para as amostras a 4°C
em ambas concentracoes estudadas. Em especial, verificamos que o raio de giro da amostra
a 0,5 mg/mL é compativel com o valor do raio de giro do dimero calculado através da
curva de SAXS simulada, utilizando a metodologia descrita na Secgao m (Ry = 28, 6A,
indicado pela linha tracejada em vermelho na Figura . Além disso, o grafico indica
que a concentracao influencia no processo de agregacao, uma vez que o raio de giro para a
amostra a 1 mg/mL e 4°C se mostra aproximadamente 3 vezes maior que para a amostra a
0,5 mg/mL.

Para as amostras com mesma concentracio de 0,5 mg/mL e diferentes temperaturas, é
possivel determinar o raio de giro apenas no inicio da tomada de dados para 15 e 25°C até
aproximadamente 900s, respeitando a condicao que ¢R, < 1,3. Além disso, para tempe-

raturas maiores que 25°C, todos os resultados obtidos para o raio de giro nao satisfazem a

relagio
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Ao analisarmos as amostras de septina a 1 mg/mL, verificamos que os agregados ja sao
maiores que a 0,5 mg/mL mesmo na temperatura de 4°C. Para temperaturas maiores, ja

nao foi possivel obter valores de raio de giro pois a relacao g2, < 1,3 nao foi satisfeita.
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Figura 3.12: Gréfico do raio de giro em fungao do tempo para a SEPT2G.

3.4 Massa molecular

Muito embora a maioria de nossos dados indiquem a formacao de grandes agregados logo
no inicio das curvas de espalhamento, fizemos uma avaliacao, em primeira aproximacao, das
massas moleculares obtidos a partir dos valores de 1(0) avaliados através de uma extrapolagao
de um ajuste linear dos primeiros pontos da curva de espalhamento.

Na Figura |3.13| estao representados as evolucoes temporais dos valores da massa mole-
cular calculadas a partir da Eq. para a SEPT2G a 0,5 mg/mL. Para efeito de com-
paracao, a linha pontilhada em vermelho indica a massa molecular do dimero da SEPT2G
(M Myimerospprse = 68kDa) e a linha pontilhada em verde indica a massa molecular do
tetramero da SEPT2G (M Miepramerospprae = 136kDa) [Secao [2.2.2.1]. Assim como os re-

sultados de raio de giro, a massa molecular da SEPT2G a 4°C também é compativel com o
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valor para o dimero da proteina, o que confirma que nessas condigoes a proteina se encontra
na forma dimérica.

Para 15°C, mesmo no instante inicial, a amostra ji apresenta massa molecular maior
que para 4°C. Apesar do valor encontrado nessa condicao ser da ordem de grandeza de um
tetramero, nao podemos descartar a possibilidade de se tratar de uma média de populagoes
com massa molecular resultante similar a de um tetramero. Ao contrario do que foi observado
na temperatura inferior, temos um aumento nos valores obtidos com o passar do tempo. Essa
evolucao é ainda mais evidente para 25°C. No instante inicial a 25°C, a massa molecular é
compativel com a obtida para 15°C (aproximadamente 130 kDa), entretanto, em 1800s tal
valor atinge 1000 kDa. Para 15°C, nesse mesmo intervalo, a massa molecular obtida ¢ de
apenas 330 kDa.

Ao aumentarmos a temperatura para 37°C, a massa molecular no instante inicial é da
ordem de 5600 kDa, aumentando para cerca de 18000 kDa no intervalo de 2100s. Para 45°C,
verificamos que a amostra apresenta massa molecular constante por volta de 11000 kDa em
um intervalo de 1200s. Vale a pena lembrar, entretanto, que nestas condicoes, estamos
trabalhando no limite de deteccao da técnica. Portanto, tais valores devem ser bem maiores
que os calculados.

Na Figura [3.14] estao representados os valores da massa molecular em func¢ao do tempo
para a SEPT2G a 1mg/mL. Para 4°C, assim como visto na concentracao anterior, a massa
molecular manteve-se constante. Seu valor, entretanto, nao ¢ mais o correspondente ao
dimero de SEPT2G, mas tem ordem de grandeza de um tetramero (indicado pela linha
pontilhada em verde). Como discutido anteriormente, apesar do valor ser compativel com o
de um tetramero, nao podemos afirmar que a solugcao é composta unicamente por este tipo
de particula espalhadora. Este fato sera melhor avaliado no préximo Capitulo.

Para 15°C, observamos um aumento de cerca de 280 kDa para 542 kDa em um intervalo
de 2100s. A maior evolucao na massa molecular se da, entretanto, na temperatura de
25°C. Podemos observar que em 2100s o valor obtido passa de aproximadamente 450 kDa
para cerca de 7000 kDa. Se compararmos com a concentragao 0,5 mg/mL (Figura ,
a medida final na temperatura de 25°C é cerca de 5 vezes menor do que a 1 mg/mL. A
37°C a massa molecular passa de cerca de 5300 kDa para aproximadamente 8200 kDa ou
seja, o comportamento das amostras a 37°C se mostrou similar para as duas concentragoes
estudadas. Para 45°C verificamos que o valor permance por volta de 11000 kDa em todo
o intervalo de medida. E importante ressaltar que nessas condicoes estamos no limite de
detecgao da técnica de SAXS.
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Figura 3.13: Evolugdo temporal da massa molecular para a SEPT2G a 0,5 mg/mL.

e 4°C
T T T ™ 1500
» 25°C
= 4 37°C
100004 A& 4 i A 45°C
F ) 4 R A
w 4 ) > > > N
o I
S ] »
& >
=
3 >
s
o 1000 - .
v 4
g i s
- | |
= B ™ =] L .
L. # .
.
@ $ $ % % s 5 tetramero
100 - . - - r -
0 800 1600 2400
tempo (s)

Figura 3.14: Evolugao temporal da massa molecular para a SEPT2G a 1 mg/mL.
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3.5 Funcao distribuicao de distancias

3.5.1 Amostras a 0,5 mg/mL

As Figuras a mostram as fungoes p(r) das curvas de SAXS da SEPT2G a 0,5
mg/mL medidas no LNLS.

Como visto anteriormente, a SEPT2G a 0,5 mg/L e 4°C se mantém estével com o passar
do tempo. Assim sendo, na Figura temos uma meédia das curvas em todo o intervalo
de medida para uma melhor estatistica dos dados. Juntamente com a média dos dados
experimentais temos, como exemplo, a melhor curva ajustada correspondente a funcao p(r)
calculada pelo programa GNOM (a esquerda em detalhe nessa mesma figura).

A fungdo p(r) apresenta uma forma de sino, porém seu maximo esta deslocado para valo-
res menores que D,,s,/2, indicando uma estrutura alongada. Comparando a p(r) da média
das curvas experimentais com a simulada a partir do dimero da estrutura cristalografica da
proteina utilizando o programa GNOM, vemos que as duas sao compativeis. Assim sendo,
a fungdo p(r) refor¢a as anélises de Guinier e massa molecular revelando que a 4°C e 0,5

mg/mL de SEPT2G a proteina apresenta-se na forma dimérica em solugao aquosa.
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Figura 3.15: Meédia das curvas de SAXS para a proteina SEPT2G a uma concentracao de
0,5 mg/mL e T= 4°C (+) e o melhor ajuste aos dados experimentais obtido pelo programa
GNOM (linha continua em azul). No inserto temos a func¢ao p(r) correspondente & curva de
SAXS obtida pelo programa GNOM (em azul) e, para efeito de comparagao, a fun¢ao p(r)
calculada a partir da curva simulada obtida através da estrutura cristalografica do dimero,
como mostrado na Figura 2.6 (em verde).
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Por sua vez, a func¢ao distribuicdo de distancias da proteina a 15°C (Figura [3.16|) in-
dica a presenga de mais de uma populagdo. Ao compararmos as fung¢des p(r) das curvas
experimentais com a p(r) do dimero (linha continua em vermelho), vemos que o primeiro
pico representa o dimero na solucao, coexistindo com uma estrutura maior, indicado pelo
segundo maximo da fungdo. Com o passar do tempo, a contribuicdo da estrutura maior
aumenta (regido indicada pela seta vermelha), com consequente diminui¢do da populagao
de dimeros (indicada pela seta azul) evidenciando uma evolugao no processo de agregacao.

A funcao p(r) tem p(Dps.) = 0, entretanto, como analisaremos adiante, D,,s, deve

estar associado ao limite da técnica experimental e nao & dimensao maxima "verdadeira"do
agregado.
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Figura 3.16: Evolugdo da funcdo p(r) com o tempo para a proteina SEPT2G a uma concen-
tracao de 0,5 mg/mL e T= 15°C.
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A 25°C, podemos observar na Figura[3.17 que, a partir de 900s o méaximo correspondente
ao dimero comega a ser englobado pela parte referente a estruturas maiores (regiao indicada
pela seta vermelha) e em 1800s ja ndo é mais possivel distinguir o dimero (regiao indicada
pela seta azul) na funcao p(r). Um outro ponto a observar é que a caracteristica da funcao
p(r) para o segundo pico de frequéncia de distancias tem maximo em torno de 200A e
Dinae ~ 1200A. Ao mesmo tempo, o comportamento da fungao p(r) para r > 200A sugere

a presenca de particulas alongadas (tipo cilindro) em solugao.

0 200 400 600 800 1000 1200

r(A)

Figura 3.17:  Evolu¢ao da fungdo p(r) com o tempo para a proteina SEPT2G a uma
concentragao de 0,5 mg/mL e T= 25°C.

Diferentemente das temperaturas analisadas até entdo, para 37 e 45°C (Figuras e
, respectivamente, logo no instante inicial de medida ja nao é mais possivel observar a
estrutura dimérica na p(r), indicando que a amostra ja se encontra bastante agregada.

Temos agora um tnico pico, denotando um aumento na secgao transversal para ~ 350A.
Vale a pena ressaltar que, como vimos anteriormente com os resultados de massa molecular,
nao é possivel perceber diferenca entre as fungées p(r) em 37 e 45°C. Novamente, podemos
ter mistura de agregados proteicos de dimensoes diferentes em solugao, que serdo melhor

avaliadas no proximo Capitulo.
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Figura 3.18:  Evolugdo da funcdo p(r) com o tempo para a proteina SEPT2G a uma
concentragao de 0,5 mg/mL e T= 37°C.
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Figura 3.19: Evolugao da funcao p(r) com o tempo para a proteina SEPT2G a uma concen-
tragao de 0,5 mg/mL e T= 45°C.
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3.5.2 Amostras a 1 mg/mL

Como observado para a concentragao menor, a 1 mg/mL a proteina ndo apresenta mudan-
¢as na curva de espalhamento com o passar do tempo até 3300s a 4°C. A Figura [3.20 mostra
a média das curvas experimentais e em detalhe temos a respectiva func¢do p(r) comparada
a funcao p(r) do dimero da SEPT2G. Os resultados da fun¢ao p(r) indicam a contribuicao
do dimero coexistindo com uma particula espalhadora mais alongada tipo cilindro, cuja sec-
¢do transversal é da ordem da menor dimensao do dimero (em torno de 404, Figura e

dimensao méaxima D,,4, ~ 400A.
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Figura 3.20: Meédia das curvas de SAXS para a proteina SEPT2G a uma concentragao
de 1 mg/mL e T= 4°C. No inserto temos a fun¢do p(r) correspondente a curva de SAXS
obtida pelo programa GNOM (em vermelho) e, para efeito de comparacao, a funcao p(r)
calculada a partir da curva simulada obtida através da estrutura cristalografica do dimero,
como mostrado na Figura [2.6] (em azul).

Nas amostras de SEPT2G a 0,5 mg/mL e 15°C (Figura [3.16)), apesar da fungao p(r)
revelar a presenca de agregados maiores, a estrutura dimérica esta presente em todo o
intervalo de medida. No entanto, para 1 mg/mL (Figura [3.21)), verificamos que a partir de

1200s, ja nao vemos o pico inicial que representa essa estrutura menor.
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Figura 3.21: Evolucio temporal da funcdo p(r) para a proteina SEPT2G a uma concentra-
¢ao de 1 mg/mL e T= 15°C.

Assim como para 0,5 mg/mL (Figura [3.17), a fun¢do p(r) da amostra a 25°C (Figura
apresenta dois maximos: o primeiro indica a contribuicao do dimero e o segundo,
a presenca de um oligomero de secciio transversal de aproximadamente 200Aa 300A. Ao
contrario do caso a 25°C e 0,5 mg/mL onde essas duas contribui¢bes sao vistas ao longo
de todo o intervalo de medida, para 1 mg/mL verificamos que a partir de 300s a fungao
apresenta apenas a parte referente a agregados maiores. A p(r) na forma de sino foi vista
anteriormente para a amostra com uma concentracao de 0,5 mg/mL a 37 e 45°C. Isso indica,
como descrito anteriormente, que podemos ter a contribuicao de agregados alongados de

diversas dimensoes em solucao.
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Figura 3.22: Evolugao temporal da funcao p(r) para a proteina SEPT2G a uma concentragao
de 1 mg/mL e T= 25°C.



56 Resultados e Analise Modelo-Independente

Ao aumentarmos a temperatura para 37°C, o comportamento da fun¢ao p(r) é o mesmo
que o observado para 0,5 mg/mL, ou seja, desde o instante inicial ja4 ndo vemos a componente
do dimero (Figura [3.23). Podemos observar ainda um deslocamento no ponto maximo de
300 para 400A ao longo do intervalo de 1200s. O comportamento para 45°C (Figura é
similar ao que vemos a 37°C: a p(r) ja tem forma de sino logo no instante inicial e tem seu
méaximo deslocado para 400A, sem deixar evidente através da funcio a presenca do dimero.
Entretanto, nao podemos descartar a sua contribuicao sem a utilizacao de modelos para uma

analise mais quantitativa.

Nossos resultados da analise modelo-independente das curvas de SAXS indicam que as
curvas de espalhamento poderao ser ajustadas pela composicao de dimeros, uma estrutura
maior que representa um estagio intermediario de agregacao, o que associamos a um agregado

tipo-cilindro, e um agregado com dimensdes maiores que o limite da técnica de SAXS.
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Figura 3.23: Evolugao temporal da funcdo p(r) para a proteina SEPT2G a uma concentra-
¢ao de 1 mg/mL e T= 37°C.
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Figura 3.24: Evolugao temporal da funcao p(r) para a proteina SEPT2G a uma concentragao
de 1 mg/mL e T= 45°C.
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3.6 Resultados de DLS

Tendo em vista a grande variacao de tamanho nos agregados de septina em funcao
do tempo para uma temperatura fixa, foram realizadas medidas de espalhamento de luz
dindmico, uma vez que esta técnica nos permite observar dimensoes maiores que a técnica

de espalhamento de Raios-x.
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Figura 3.25: Evolugao temporal do diametro hidrodinamico obtido através de espalhamento
de luz dindmico para a SEPT2G a 1 mg/mL variando a temperatura entre 15, 30 e 44°C. A
linha vermelha indica a dimensao méxima que a técnica de SAXS nos permite observar.

Observando a Figura [3.25] é possivel perceber que para a SEPT2G, nas trés tempera-
turas estudadas o didmetro hidrodinamico aumenta com o passar do tempo. Entretanto, a
evolucao no tamanho dos agregados é mais acentuada conforme aumentamos a temperatura.
Para 15°C quase nao temos varia¢do ao longo de 1000s sendo que o valor obtido (20 nm) é
da mesma ordem de grandeza que o raio de giro obtido por SAXS em condic¢oes semelhantes.
Se considerarmos o mesmo intervalo para 30°C, o diametro hidrodinaAmico aumenta de cerca
de 30 nm para 60 nm. Para 44°C, a diferenca é ainda maior: o agregado que tinha 200 nm
no instante inicial tem um diametro de aproximadamente 1000 nm ap6s o mesmo intervalo
de medida. Visando uma comparacao da resolugao das duas técnicas, a linha vermelha nessa
mesma figura indica a dimensao maxima que a técnica de SAXS nos permite observar. Nao

foi possivel realizar medidas de espalhamento em temperaturas mais baixas que 15°C, devido
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ao sistema de resfriamento do equipamento. Apesar disso, estudos anteriores realizados por
Damalio e colaboradores [36], 37|, demonstraram que ndo é possivel verificar diferencas no
espalhamento de luz obtido para temperaturas menores que 15°C.

Ao compararmos os resultados de espalhamento de luz obtidos neste trabalho e os resul-
tados descritos pelo Dr. Julio Damalio [36] 37], podemos verificar que existe um efeito de
concentracao, além da temperatura e evolucao temporal. Resultados de Damalio e colabo-
radores, revelaram um espalhamento constante para a SEPT2G a 15°C nas concentracgoes
de aproximadamente 0,17 e 0,34 mg/mL mesmo apds 5500s de observagdo. Também foi
verificado pelo mesmo grupo que o aumento das dimensoes das particulas espalhadoras é
mais acentuado conforme a concentracao aumenta.

Utilizando a técnica de DLS, pudemos observar um aumento no diametro hidrodinamico
mesmo em intervalos de cerca de 1 minuto. Portanto, o tamanho do agregado se altera
com o tempo e, lembrando que as medidas de SAXS foram realizadas em um intervalo de
tempo minimo de 2 minutos, podemos afirmar que as dimensoées finais obtidas por SAXS

correspondem a uma média temporal principalmente para altas temperaturas.
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3.7 Conclusoes Parciais

A partir da analise do raio de giro verificamos que quando a uma concentracao de 0,5
mg/mL e temperatura igual a 4°C, a SEPT2G apresenta um valor compativel com o esperado
para a proteina na forma dimérica. Da mesma maneira, a analise de massa molecular e fun¢ao
p(r) apresentou resultados compativeis com os esperados para o dimero da SEPT2G.

Assim como para 0,5 mg/mL a proteina a 4°C e 1 mg/mL nao apresentou mudangas ao
longo de 3300s. Apesar disso, os resultados de raio de giro, massa molecular e fungao p(r)
indicam a presenca de uma estrutura alongada coexistindo com o dimero em solucgao.

Foi possivel verificar através das fungoes p(r), ndo apenas o efeito da concentragdo, mas
também que um aumento na temperatura induz as particulas espalhadoras a aumentarem
nao apenas sua dimensao maxima, mas também sua seccao transversal.

Ao investigarmos as amostras a 37 e 45°C nas duas concentragoes estudadas, nao foi
possivel perceber diferencas significativas tanto nos valores de massa molecular quanto nas
funcgoes p(r).

Os resultados de espalhamento de luz reforcam os resultados de SAXS, indicando no-
vamente um aumento nas dimensoes das particulas espalhadoras com o passar do tempo e
uma aceleragao nesse processo dependente da temperatura. Vemos ainda que os agregados a
temperaturas maiores que 30°C tém dimensoes maiores que o limite de resolucao da técnica
de SAXS permite distinguir.

Com base nas informacgoes obtidas até este ponto podemos afirmar que temos dimeros
de SEPT2G coexistindo com estruturas alongadas que nao se dissociam, apenas aumentam
seu tamanho com o passar do tempo. No capitulo seguinte poderemos quantificar cada uma

das populacoes na solucao através do uso de modelos.



Capitulo 4
Analise Modelo-Dependente e Discussao

Tendo em vista os resultados obtidos para a massa molecular, Raio de Giro e funcao
p(r) dos dados apresentados no Capitulo anterior e na busca de estagios intermediarios
de agregacao entre dimeros e fibras alongadas amilbides, propomos o ajuste das curvas
experimentais utilizando a composicao de trés modelos: uma estrutura basica dada pelo
dimero da proteina, um objeto cilindrico e agregados maiores cujas dimensoes ultrapassam
o limite da técnica experimental e o espalhamento observado no intervalo de ¢ estudado
segue a lei I(q) o< ¢~* (regiao de Porod). Além desses modelos, se fez necessario também a
inclusao de uma intensidade de fundo constante devido ao ruido eletronico do detector, tal

que:

I(Q) - Idl’mero(Q> + Iagregado do tipo cilindro(Q) + Iagregado do tipo Porod(Q) + fundo (41)

As contribuigoes dos diferentes modelos foram avaliadas através dos parametros indicados
na Secao|2.2.5] Na Tabelald.1|estao apresentados todos os parametros obtidos nos ajustes das
curvas experimentais das amostras com uma concentragao igual a 0,5 mg/mlL. De maneira
analoga, na Tabela temos os parametros de ajuste aos dados experimentais obtidos para
as amostras a 1 mg/mL.

Com base nos resultados dos ajustes das curvas de espalhamento mostrados na Tabela[4.1]
e Tabela[4.3] (para 0,5 mg/mL e 1 mg/mL, respectivamente) alguns outros parametros foram
calculados para uma melhor interpretacao do sistema. Sao eles: a porcentagem de proteina

na forma de dimero(%gimero), de agregados do tipo cilindro (Y%eitinaro) € agregados do tipo

61
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Porod (%porod), além da fragdo volume de proteina nos cilindros (¢) e quantos monomeros
essa fracdo representa (Nggreg), assim como o ntimero de moléculas de dgua por mondmero
(M) As equacoes e relacoes utilizadas para o calculo desses parametros estao descritas a
Secao e os valores obtidos podem ser apreciados nas Tabelas [4.2] ¢ [4.4] para 0,5 mg/mL

e 1 mg/mL, respectivamente.

Nagreg

4.1 Exemplo de ajuste teérico aos dados de SAXS utili-

zando modelos

Como exemplo de ajuste utilizando o programa GENFIT, a Figura mostra a curva
experimental para a SEPT2G a 1 mg/mL e 25°C. A linha continua em azul indica o ajuste
aos dados experimentais da curva utilizando a composicao dos trés modelos e o fundo.
Por sua vez, as linhas descontinuas indicam cada modelo isoladamente. Podemos perceber
que a contribuicao do dimero (curva tracejada em verde)se mostra dominante na regiao de
g > 0,035. A adigdo de um fundo (linha pontilhada em laranja) se mostra necessaria ao
observarmos que o comportamento da regiao ¢ > 0, 158" & dada basicamente pelo dimero,
a menos de uma pequena diferenca entre a curva experimental e a simulada do dimero.

Sabemos que a contribuigao de agregados grandes, ajustados pelo modelo de Porod (curva
tracejada e pontilhada em cinza), é observada na regido de valores pequenos de ¢, entretanto
a faixa de ¢ <0, 035A 7" nio é proporcional & ¢~*. Com isso, podemos ver que o modelo de
cilindro (curva tracejada e pontilhada em rosa) também tem uma grande contribuicao nessa

regiao de q.
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Figura 4.1: Exemplo de ajuste da curva de SAXS para a proteina SEPT2G a uma concen-
tracdo de 1 mg/mL e T= 25°C no instante t=0s utilizando os modelos de dimero (Figura
, agregado do tipo cilindro e do tipo Porod, com contribuigoes de 67%, 2,6% e 30,4%,
respectivamente (Tabela [4.4).
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4.2 Amostras a 0,5 mg/mL

Na Figura mostramos os dados de espalhamento referente & média dos dados obtidos
no intervalo de medida da SEPT2G a 0,5 mg/mL e 4°C e o ajuste utilizando o modelo
de dimero da estrutura cristalografica (Figura acrescido de 9% em seu volume. Con-
forme podemos perceber, o modelo do dimero da SEPT2G ajusta-se muito bem aos dados
experimentais a 4°C, em concordancia com a fungio p(r), valores de Raio de Giro e massa
molecular obtidos no Capitulo 3. O valor obtido para o parametro de ajuste de densidade
eletronica relativa da camada de hidratacao foi d.,. ~ 1,0, indicando um valor compativel
com a densidade eletronica do solvente.

Além disso, para o ajuste de todas as curvas de SAXS da SEPT2G a 0,5 mg/ml, foi

adicionado uma intensidade de fundo da ordem de 10~%*cm~—1.
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Figura 4.2: Melhor ajuste (linha continua) aos dados experimentais de SAXS da SEPT2G
a 0,5 mg/mL e T=4°C (+), utilizando o modelo do dimero da SEPT2G (Figura [2.6]).

A Figurafd.3|mostra curvas de SAXS a 15°C em trés instantes diferentes (0, 900 e 1800s) e
os melhores ajustes aos dados experimentais utilizando os trés modelos citados anteriormente
(Eq. . Nesta temperatura ja comecamos a perceber a presenca de outras populacoes
coexistindo com o dimero em solugao (Tabela . Logo no instante inicial a porcentagem

de dimeros é aproximadamente de 88%, sendo que 10,6% da proteina em solucao se agrega
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em um arranjo tipo cilindro. Ainda, coexistindo com os dimeros e estes agregados, temos
aproximadamente 2% de septinas compondo agregados do tipo Porod (Tabela [4.2). Nessa
temperatura e concentracao, o parametro d.,, novamente forneceu um valor que evidencia

uma densidade eletronica compativel com a do solvente(Tabela [4.1]).

01 F %

e
o
T

Intensidade (cm -")

0001 |
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Figura 4.3: Melhor ajuste (linhas continuas) SAXS da SEPT2G a 0,5 mg/mL e T=15°C
nos instantes t=0 (+), 900 (x) e 1800s (*) agregado do tipo cilindro e agregado do tipo
Porod.

Podemos observar que ao longo de 1800s de medida, a porcentagem de dimero diminui
cerca de 8% (Tabela , que passam a contribuir com o espalhamento de agregados do
tipo Porod. A contribuicao dos agregados do tipo cilindro mantém-se constante por volta
de 12%.

O agregado cilindrico encontrado em solucdo tem aproximadamente 27A e 306A de raio
e comprimento, respectivamente (Tabela . Observamos que nao houve alteracao desses

valores com o passar do tempo para tais condi¢oes de temperatura e concentracao. A

densidade eletronica correspondente foi de peiingro = 0,404%5, que é um valor menor do que

o valor esperado para uma proteina de p = 0,422—_3 [45]. Sendo assim, podemos estimar
uma quantidade de agua (solvente) preenchendo este envelope cilindrico, resultando numa
fracao de volume de proteina ¢ de 82% (Tabela contida nesse envelope. Além disso,

cada agregado cilindrico tem niimero de agregacao N = 14, com cerca de 320 moléculas de

adgua(Tabela [4.2)).
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Pensando em um modelo de agregacao para este envelope cilindrico e considerando as
dimensoes ja conhecidas de dados de cristalografia de raio-X na literatura para o arranjo
dimérico de septinas (Figuras[1.5|e e hexameérico (Figura[L.6)), observamos que a altura
do cilindro é compativel com a associacao linear de sete monémeros de SEPT2G, enquanto
a secao transversal pode conter duas fileiras de heptameros.

Com o intuito de verificarmos essa hipotese, simulamos a curva de espalhamento para
uma estrutura formada por 14 monomeros de SEPT2G, sendo estes dispostos em duas
colunas de sete monomeros com associa¢ao lateral (Figura [1.6]), compondo um agregado com
dimensoes compativeis com o cilindro obtido, conforme esquematizado na Figura Essa
curva de espalhamento bem como a curva tebrica para o envelope cilindrico sao mostrados
para efeito de comparagao na Figura 4.5, Podemos verificar assim que a curva obtida a
partir do arranjo de 14 monomeros esta de acordo com a do cilindro teédrico, reforcando a

hipdétese que os mondémeros se associam lado a lado para formar o agregado do tipo cilindro.
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Figura 4.4: Estrutura formada por 14 monomeros de SEPT2G juntamente com o envelope
cilindrico obtido através dos ajustes aos dados experimentais da SEPT2G a 15°C e 0,5
mg/mL.
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Figura 4.5: Curva de SAXS simulada a partir de um envelope cilindrico (linha tracejada
em verde) com dimensoes obtidas através dos ajustes aos dados experimentais da SEPT2G
a 15°C e 0,5 mg/mL (Tabela juntamente com a curva simulada a partir da estrutura
formada pela composi¢ao de 14 monoémeros (linha continua em azul).
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Para o agregado do tipo Porod ppyroq (Tabela indica novamente a presenca de agua
nos agregados e/ou estruturas irregulares. Como podemos observar na Tabela o valor
da densidade eletronica dos agregados do tipo Porod nao sofre alteracoes significativas para
todas as temperaturas e intervalos estudados para a SEPT2G a 0,5 mg/mL. O valor de o

(relagio entre a superficie e o volume do agregado) tem ordem de grandeza de 1073,

Na Figura[4.6] temos os dados experimentais de SAXS a 25°C em trés instantes diferentes

(0, 1200 e 2100s) e os melhores ajustes aos dados experimentais para essas curvas conforme

a Eq. A1)

001 F
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Figura 4.6: Melhor ajuste (linhas continuas) aos dados experimentais de SAXS da SEPT2G
a 0,5 mg/mL e T=25°C nos instantes t=0 (+), 1200 (x) e 2100s (x), utilizando os modelos
de dimero da SEPT2G (Figura , agregado do tipo cilindro e agregado do tipo Porod.

No instante inicial, a SEPT2G a 25°C apresenta aproximadamente 70% de dimeros,
enquanto que a 15°C, como vimos anteriormente, esse valor era de cerca de 90% (Tabela
. Além disso, o valor obtido para a densidade relativa da camada de hidratacao da
SEPT2G na forma dimérica, indica um aumento de 15% da densidade eletréonica com relagao
ao solvente (Tabela [4.1)).

Apesar das dimensoes dos agregados do tipo cilindro aumentarem com relagao a 15°C,

em termos do total das particulas espalhadoras, sua contribuicdo é de apenas 0,5%. Por sua
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vez, a porcentagem dos agregados do tipo Porod é de cerca de 30% ja no instante inicial, nao
apresentando alteracoes significativas ao longo do intervalo de tempo medido. A evolugao
temporal é vista nos modelos de dimero e agregados do tipo cilindro: a porcentagem de
dimeros apresenta um decréscimo de cerca de 70% para cerca de 60% ao longo de 2100s de
medida, ao passo que a contribuicao dos cilindros aumenta de 0,5 para aproximadamente
10% (Tabela [£.2) .

Ao comparamos os resultados obtidos a 15 e 25°C podemos observar nao apenas uma
diferenca na contribui¢ao na intensidade de espalhamento dependente dos agregados do tipo
cilindro , mas também uma mudanca no envelope cilindrico: para 15°C o agregado obtido
tinha a forma de um canudo, ou seja, sua altura era maior que seu diametro. Para 25°C, o
agregado do tipo cilindro toma a forma de um disco, com diametro maior que sua altura com
valores de 210A e 154A para raio e comprimento, respectivamente (Tabela. Além disso,
como consequéncia do aumento das dimensoes do agregado cilindrico, temos um aumento no
numero de agregacao para 432 mondémeros compondo o agregado, com cerca de 290 moléculas

de 4gua por monoémero, valor compativel com o encontrado na temperatura anterior (Tabela

13).

Na Figura observamos os dados experimentais de SAXS da SEPT2G a 0,5 mg/mL e
T=37°C nos instantes t=0, 1200 e 2100s. Nesta mesma Figura também temos os melhores
ajustes experimentais, que desta vez foi composto apenas pelo modelo de dimero e agregados
do tipo Porod (Zcitinaro = 0). A auséncia de cilindros pode ser indicio de uma aceleracao
no processo de agregacao, ou seja, pode ser que haja a formacao de cilindros, mas estes
passam a compor um agregado maior em um intervalo menor que 3 minutos, que é o tempo
de aquisicao de dados.

A densidade eletronica relativa da camada de hidratacao da proteina na forma dimérica
obtida para essa temperatura indica que temos um valor de densidade eletronica cerca de
10% maior que a do solvente (Tabela [4.1]).

Ao compararmos a quantidade de dimeros no instante inicial a 37°C com os resultados
a uma temperatura de 25°C, vemos um decréscimo de aproximadamente 70% para 65%
(Tabela . A grande diferenca entre as duas temperaturas mostra-se na evolucao do
agregado com o passar do tempo: ao passo que a 25°C a quantidade de agregados do tipo
Porod mantinha-se constante, para 37°C a porcentagem aumentou de cerca de 35% para

81% em 35 minutos.
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Figura 4.7: Melhor ajuste (linhas continuas) aos dados experimentais de SAXS da SEPT2G
a 0,5 mg/mL e T=37°C nos instantes t=0 (+), 1200 (x) e 2100s (x), utilizando os modelos
de dimero da SEPT2G (Figura e agregado do tipo Porod.

O comportamento da SEPT2G a 45°C, como podemos ver na Figura 4.8 é similar a
37°C, uma vez que novamente nao temos a presenca de agregados do tipo cilindro logo no
instante inicial. O processo de agregacao, no entanto, mostra-se ainda mais acentuado: ao
longo de 20 minutos a porcentagem de agregados grandes aumenta de 41 para 94%, ou seja,

praticamente toda a proteina em solucao encontra-se altamente agregada.
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Figura 4.8: Melhor ajuste (linhas continuas) aos dados experimentais de SAXS da SEPT2G
a 0,5 mg/mL e T=45°C nos instantes t=0 (+), 600 (x) e 1200s (*), utilizando os modelos
de dimero da SEPT2G (Figura e agregado do tipo Porod.
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Tabela 4.2: Parametros calculados a partir dos ajustes experimentais para 0,5 mg/mL (con-
forme descritos na Secao [2.2.5]).

DIMERO CILINDRO POROD
T t Nu,o ¢
(o C) (S) %dlmero %czlmdro Nagreg Nagreg (%> %porod
4 100 - -
0 | 87.8(2) | 10,6(2) 14(5) 312(90) 82(3) | 1,6(1)
300 | 87,8(2) | 10,6(2)  14(5) 312(90) 82(3) | 1,6(1)
5 600 | 85.0(1) | 11.8(2)  14(5)  312(90) 82(3) | 3.2(2)
900 | 82(1) | 12(1)  14(5) 312(90) 82(3)| 6(1)
1200 | 82(1) | 12(1)  14(5) 312(90) 82(3) | 6(1)
1800 | 80(1) | 12(1)  14(5) 312(90) 82(3)| 8(1)
0 | 63,8(3) | 0,5(1) 432(27) 291(18) 83(2) | 30,7(3)
300 | 68,8(3) | 0,5(1) 432(27) 291(18) 83(2) | 30,7(3)
600 | 66,9(1) | 1,7(7) 432(27) 291(18) 83(2) | 31,4(7)
25 900 | 65,5(1) | 2.4(3) 432(27) 291(18) 83(2) | 32,1(4)
1200 | 64,9(5) | 3,9(2) 432(27) 291(18) 83(2) | 31,2(5)
1800 | 60,0(1) | 8(2)  432(27) 291(18) 83(2) | 32(2)
2100 | 59(2) | 9(2)  432(27) 291(18) 83(2) | 32(3)
0 | 65(1) 35(1)
900 | 34(2) 66(2)
37 1200 | 29(1) - 71(1)
1800 | 22,1(5) 77,9(5)
2100 | 19,5(3) 80,5(3)
0 | 59(1) A1(1)
300 | 27(1) 73(1)
45 600 | 15(1) - 85(1)
900 | 10(1) 90(1)
1200 | 5,6(3) 94,4(3)
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A partir das porcentagens mostradas na Tabela [4.2] organizamos as informacoes em
graficos para uma melhor visualizagao da evolu¢ao do processo de agregacdo com o tempo
de aquisicao de dados para as diferentes temperaturas, como pode ser visto na Figura [4.9

Para a amostra a 0,5 mg/mL e 4°C como podemos observar na Figura A7 a proteina
em solucdo estava em sua totalidade na forma dimérica e essa condigdo se mostrou estavel
ao longo de meia hora (1800s). Dados de microscopia eletronica da SEPT2 a 4°C medidos
por Damalio e colaboradores [36], mostram que apenas apds 48h de incubagao é possivel
visualizar filamentos de aproximadamente 200A de diametro. Apoés 120 h de incubacio

verificaram-se agregados irregulares de dimensoes de aproximadamente de 300 nm.

Na Figura B podemos observar que a 15°C, ao se passarem 15 minutos (900s) de
medida, a porcentagem dos dimeros diminui para aproximadamente 80% e com isso temos
um aumento na quantidade de proteina na forma de agregados do tipo Porod. Nos 15 minutos
seguintes a configuracao das estruturas em solugao permanece estavel. Comparando com os
dados de dicroismo circular (CD) de Damalio e colaboradores [36], para SEPT2G também
a 15°C e a uma concentragao de 0,34 mg/mL, tém-se a presenca de 25% de a-hélice, 24%
de folhas-3 e 50% de estruturas irregulares, para tais condi¢oes nao podemos afirmar que
os agregados cilindricos medidos por SAXS formam arranjos tipo-amil6éides. Para efeito de
comparacao, temos que a sequéncia secundaria da SEPT2G apresenta 32% de a-hélice, 15%
de folhas-53 e 53% de estruturas irregulares [36].

Podemos comparar esses resultados com dados de fluorescéncia de Tioflavina T (ThT)
para a SEPT2G em mesma concentracao e temperaturas (dados fornecidos pelo Dr. Julio
Damalio, Figura . A ThT é um cromoforo que se intercala as estruturas do tipo
"cross- ", sendo conhecida por ser um marcador de agregados amilbides, uma vez que tais
estruturas sdo predominante nestes agregados[b4].

Podemos observar na Figura que a 15°C nao temos uma mudanca significativa na
intensidade de fluorescéncia. Isso é um indicativo que as estruturas cilindricas identificadas
por SAXS apresentam uma quantidade muito pequena de ligacoes "cross-3", abaixo do que

é possivel detectar com o fluorimetro.
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A 25°C (Figura [4.9/C) observamos que no instante inicial temos uma por¢ao infima
de agregados do tipo cilindro, entretanto, a porcentagem de agregados do tipo Porod no
instante inicial é de aproximadamente 30% e mantém-se constante por todo o intervalo de
medida. Ao longo de 35 minutos (2100s) observamos uma diminui¢ao de 10% nas estruturas
diméricas e mesmo aumento nos agregados do tipo cilindro.

Ao compararmos com os dados de ThT (Figura , podemos verificar que durante
o mesmo perfodo estudado por SAXS (2100s), ndo observamos alteracdo significativa na
intensidade de fluorescéncia. Para periodos maiores que 2500s, vemos um pequeno aumento

na intensidade, indicando um aumento de ligacoes "cross-3".

Ao aumentarmos a temperatura para 37°C, como podemos observar na Figura [.9|D,
a porcentagem inicial de dimeros é semelhante a 25°C, a grande diferenca se mostra na
auséncia de estruturas cilindricas e aumento de cerca de 30% de agregados do tipo Porod.
Rapidamente h& uma inversao nas proporcoes de dimeros e agregados: ja em 15 minutos
temos mais de 60% da proteina formando agregados do tipo Porod e essa porcentagem
aumenta ao longo de todo o intervalo de medida, chegando até 80% ao longo de 35 minutos.

Uma das vias de agregacao mostrada do esquema da Figura[I.1]é justamente a da proteina
na estrutura nativa passando diretamente a compor fibras. E importante ressaltar que
os agregados do tipo Porod representam objetos espalhadores com dimensoes maiores que
1200 A, entretanto ndo podemos afirmar se temos apenas fibras ou também a presenca de
agregados amorfos utilizando apenas a técnica de SAXS. Nao podemos, contudo, descartar
totalmente a possibilidade de termos estagios intermediarios de agregacao em intervalos
menores que o de aquisicdo de dados (que para esta concentracdo foi de 3 minutos), uma
vez que verificamos através da técnica de DLS que em periodos de 50s é possivel observar
alteracoes no diametro efetivo dos objetos espalhadores.

Além disso, a partir de 37°C observamos um aumento praticamente linear na intensidade
de fluorescéncia de ThT (Figura , indicando um aumento na quantidade de ligacoes
cross-. Ao compararmos com os dados de SAXS, verificamos que nessa temperatura nao
conseguimos mais distinguir os estagios intermediarios de agregacao, ou seja, ou agregados
do tipo cilindro, em solucao.

A 45°C, como pode ser visto na Figura [{.9|E o comportamento é semelhante & 37°C,
mas a cinética é ainda mais rapida: no instante inicial temos 60% de dimeros mas, em 300s,

cerca de 70% da proteina ja encontra-se compondo agregados do tipo Porod e em 1200s
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cerca de 95% ja esta muito ou totalmente agregada. Por sua vez, resultados de CD [36] da
SEPT2G a 0,34 mg/mL indicam um aumento para 35% nas estruturas folha-3, sendo um
indicativo que os agregados encontrados nessas condicoes podem estar em uma conformacao
amiloide. Os dados de fluorescéncia de ThT (Figura a 45°C mostram um aumento
mais acentuado na intensidade até aproximadamente 2100s. Apos esse periodo, podemos
perceber que a intensidade de emissao comeca a estabilizar.

Os resultados de SAXS mostraram a formagao de agregados cilindricos que evoluem para
agregados do tipo Porod com o passar do tempo. Ao compararmos com os dados de dicroismo
circular e fluorescéncia de ThT nas mesmas temperaturas e concentragoes proximas, foi
possivel identificar a presenca predominante de folhas-3, arranjadas de maneira a formar
ligacbes cross-f para as temperaturas de 37 e 45°C. Assim sendo, podemos inferir que a
SEPT2G em tais condicoes pode apresentar caracteristicas amildides. Estes estariam sendo
detectados como grandes agregados (tipo Porod) nos nossos dados.

Vale a pena ressaltar ainda que dados de microscopia do Dr. Julio Damalio [36] eviden-
ciaram a formacdo de fibras longas a uma concentragdo de 0,44 mg/mL e 4°C com secgao
transversal da ordem de 20 a 50 nm. Note que a seccao transversal dos cilindros encontrados
a uma temperatura de 25°C é da ordem de 40 nm (Figura . Talvez tais cilindros sejam
precursores de fibras alongadas que crescem axialmente, dando origem a fibras amildides a
temperaturas maiores (T=37 e 45°C). Dos dados de o (Tabelad.1]), da ordem de 1073, temos

S _ 2

que a relagdo o = § = & (cilindros longos), indicaria estruturas fibrilares com R ~ 200nm.
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Figura 4.9:
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Porcentagens da proteina na forma de dimero, agregados do tipo cilindro e

agregados do tipo Porod para 0,5 mg/mL em temperaturas de (A): 4°C; (B): 15°C; (C):
25°C; (D): 37°C e (E): 45°C. Os cilindros representados estdo em escala entre si, mas nao
com a representacao do dimero.
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Figura 4.10: Evolucao temporal da intensidade de fluorescéncia de Th'T em uma solucao de
SEPT2G a 0,5 mg/mL e diferentes temperaturas. Dados fornecidos pelo Dr. Julio Damalio
(IFSC-USP).
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4.3 Amostras a 1 mg/mL

Na Figura temos a média das curvas de espalhamento para a SEPT2G a 4°C e 1
mg/mL (uma vez que as curvas de espalhamento nao apresentaram mudangas significativas
ao longo de 3300s) e o ajuste feito utilizando os modelos de dimero e cilindro com 146A
e 61A de raio e comprimento, respectivamente, como podemos observar na Tabela .
Ao compararmos com a curva de menor concentracao e mesma temperatura, vemos que a
proteina ji se encontra mais agregada, uma vez que no caso anterior a curva foi bem ajustada
apenas com o modelo de dimero.

Podemos observar que o processo de agregacao ocorre de maneira diferente do que a 0,5
mg/mL, uma vez que a presenca de agregados do tipo cilindro s6 foi observada a 15°C e
ainda assim as dimensdes dos cilindros eram menores (Tabela[f.T)e Tabela[d.3). O parametro
Peitindro ~= 0, 4% indica a presenca de dgua em seu interior da mesma maneira que observado
anteriormente para 0,5 mg/mL. Em termos de porcentagem de SEPT2G dentro do envelope
cilindrico, essas dimensoes e densidade eletronica representam um agregado composto por
76% de proteina, onde temos 76 monoémeros de SEPT2G e 442 moléculas de dgua para cada
mondmero Tabela L4

Assim como para 0,5 mg/mL, a densidade eletronica relativa da camada de hidratagao
tem valor d.,. ~ 1 (Tabela , indicando que a densidade eletrénica é compativel com a
do solvente.

Esses resultados estao de acordo com a anélise modelo-independente realizada no Ca-
pitulo 3. Para valores de massa molecular e raio de giro, tinhamos um indicativo de que
os valores eram resultado da média de objetos maiores coexistindo com o dimero em so-
lugdo. Pela fungao p(r) verificamos que este objeto alongado tinha dimensao maxima de
aproximadamente 4004, compativel com a dimensio encontrada para o agregado do tipo

cilindro.
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Figura 4.11: Melhor ajuste (linha continua) aos dados experimentais de SAXS da SEPT2G
a1l mg/mL e T=4°C (+).

A Figuramostra as curvas de espalhamento e os respectivos ajustes para as amostras
a 1 mg/mL e 15°C nos instantes t=0, 1200 e 2100s. Podemos observar um aumento de cerca
de 5 para 12% nos agregados do tipo cilindro (Tabela . O comprimento do agregado
cilindrico nao sofre alteracoes significativas quando comparamos com a amostra a 4°C, mas
seu raio aumenta de 146 para 198A (Tabela . A densidade eletrénica do agregado do
tipo cilindro se mantém praticamente constante. Esses cilindros sdo compostos por 79%
de proteina e seu volume representa um agregado composto por 139 monoémeros, com 375
moléculas de dgua para cada mondmero (Tabela [4.4)).

Ao compararmos as amostras com mesma temperatura e concentracoes diferentes, verifi-
camos que a porcentagem de proteina na forma dimérica é similar para as duas concentragoes
em uma temperatura de 15°C (Tabelas e . Porém, para 1 mg/mL, ji temos uma
quantidade maior de agregados do tipo Porod logo no instante inicial.

Assim como visto para 0,5 mg/mL, para todas as temperaturas onde foi observada a
presenca do agregado do tipo Porod, a densidade eletrénica desse agregado apresenta um

valor aproximado de ppy.oq = 0,45, indicando novamente a presenca de 4gua e/ou agregados

e
A%
proteicos nao densos.
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Figura 4.12: Melhor ajuste (linhas continuas) aos dados experimentais de SAXS da SEPT2G
a 1 mg/mL e T=15°C nos instantes t=0 (+), 1200 (x) e 2100s (x), utilizando os modelos
de dimero da SEPT2G (Figura , agregado do tipo cilindro e agregado do tipo Porod.

Observando as curvas de espalhamento das amostras a 1 mg/mL e 25°C (Figura [4.13),
percebemos uma diferenca significativa entre elas com o passar do tempo na regiao de
q < 0, OSA_I, indicando um aumento na intensidade de espalhamento nessa regidao. Ao
ajustarmos as curvas, percebemos que esse aumento se da basicamente nas dimensoes e por-
centagens de agregados do tipo cilindro, uma vez que com o passar de 2100s nao observamos
alteracdo significativa na quantidade de agregados do tipo Porod (Tabela . Mais preci-
samente, ao longo do intervalo de medida verificamos que as dimensdes aumentam de 209 e
113A de raio e comprimento, respectivamente, para 255 e 2584 (Tabela D . Em termos
de quantidade dos agregados do tipo cilindro, a porcentagem aumentou de 2,5 para cerca de
15% no mesmo intervalo (Tabela [4.4)).
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Como podemos observar na Tabela[f.4] um agregado do tipo cilindro com essas dimensoes
e densidade eletronica tem em sua composicao 92% de proteina, valor pouco maior do que
obtido a 15°C. Nesta mesma Tabela vemos que o nimero de monoémeros contido nesse
volume ¢é de 353 com 113 moléculas de dgua para cada mondémero, sendo que o nimero de
agregacao aumenta até cerca de 1200 mondémeros, mas a quantidade de moléculas de agua
por mondomero mantém-se constante. Assim sendo, comecamos a observar uma diminui¢ao

na hidratacao do agregado do tipo cilindro dependente da temperatura.

1

01 F

Intensidade (cm -')

0.001 F

0.01 0.1
q(A-"

Figura 4.13: Melhor ajuste (linhas continuas) aos dados experimentais de SAXS da SEPT2G
a 1 mg/mL e T=25°C nos instantes t=0 (+), 1200 (x) e 2100s (x), utilizando os modelos
de dimero da SEPT2G (Figura , agregado do tipo cilindro e agregado do tipo Porod.

De maneira andloga ao que foi visto para a SEPT2G a 0,5 mg/mL e 37°, a 1 mg/mL
nessa mesma temperatura temos apenas dimeros e agregados do tipo Porod (Figura
sendo que a porcentagem inicial de dimeros é de 53% e decresce para cerca de 24% ao longo
de 1200s de medida (Tabela . Por sua vez, o parametro d.,, ~ 1, 1 indica uma densidade

eletronica de hidratacao 10% maior que a do solvente.
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E importante ressaltar que o tempo de aquisicao de dados para as amostras com con-
centragao igual a 1 mg/mL foi de 120s. Novamente, poderiamos ter estagios intermediarios
de agregacao como visto em temperaturas inferiores, porém em um intervalo menor que 2

minutos.

e
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Figura 4.14: Melhor ajuste (linhas continuas) aos dados experimentais de SAXS da SEPT2G
a 1 mg/mL e T=37°C nos instantes t=0 (+), 600 (x) e 1200s (x), utilizando os modelos de
dimero da SEPT2G (Figura e agregado do tipo Porod.

Para a SEPT2G a 45°C e 1 mg/mL ja temos apenas 32% de dimeros no instante inicial.
Em apenas 20 minutos essa porcentagem cai para apenas 5% (Tabela . Novamente,
temos d.,, = 1,13, que indica um aumento de cerca de 13% com relagao ao solvente (Tabela
13).

Se compararmos esses resultados com o que foi visto a 0,5 mg/mL (Tabela podemos
verificar que apesar de no instante inicial termos cerca de 60% de dimeros, a porcentagem
apos 1200s é compativel com a obtida para 1 mg/mL.

Além disso, nao apenas os resultados da andlise modelo-dependente, mas também as
fungdes p(r) (Capitulo 3), mostraram que SEPT2G a 37 e 45°C nas duas concentracoes

estudadas apresenta comportamento semelhante.
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Figura 4.15: Melhor ajuste (linhas continuas) aos dados experimentais de SAXS da SEPT2G
a 1 mg/mL e T=45°C nos instantes t=0 (+), 600 (x) e 1200s (x), utilizando os modelos de
dimero da SEPT2G (Figura e agregado do tipo Porod.
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Tabela 4.4: Parametros calculados a partir dos ajustes experimentais para 1 mg/mL (con-
forme descritos na Secao [2.2.5]).

DIMERO CILINDRO POROD
T t Nuyo0 ¢
(oc) (S) %dlmer‘o %czlzndro Nagreg Nagreg (%> %porod
1 03(1) | 7(1)  76(13) 442(75) 7T6(1)| -
0 | 90,3(1) | 5,0(1) 139(12) 375(32) 79(1) | 4,7(1)
300 | 87,9(2) | 6,4(2) 139(12) 375(32) 79(1) | 5,7(2)
600 | 85,6(6) | 8,8(4) 139(12) 375(32) 79(1) | 5,6(2)
15 900 | 843(1) | 97(1)  139(12) 375(32) T9(1) | 6.0(1)
1200 | 82,2(1) | 10,5(1) 139(12) 375(32) 79(1) | 7,3(1)
1500 | 81,0(1) | 11,3(1) 139(12) 375(32) 79(1) | 7,7(1)
1800 | 79(1) | 12(1)  139(12) 375(32) 79(1) | 9(1)
2100 | 79(1) | 12(1) 139(12) 375(32) 79(1) | 9(1)
0 | 67(1) | 2,6(3) 353(28) 113(8) 92(1) | 30,4(5)
300 | 59(1) | 7.4(4)  549(29)  113(8) 92(1) | 33,6(9)
600 | 57(1) | 10(1)  844(33) 113(8) 92(1) | 33(1)
o5 900 | 54(1) | 12(1)  980(40) 113(8) 92(1) | 34(2)
1200 | 49,0(5) | 13,3(5) 1071(31) 113(8) 92(1) | 37,7(6)
1500 | 49,0(5) | 13,3(5) 1071(31) 113(8) 92(1) | 37,7(6)
1800 | 48,2(2) | 13,5(5) 1108(49) 113(8) 92(1) | 38,3(5)
2100 | 47(1) | 15(2) 1198(47) 113(8) 92(1) | 38(2)
0 | 53(2) 47(2)
300 | 34(2) 66(1)
37 600 | 32,1(4) - 67,9(4)
900 | 25,7(1) 74,3(1)
1200 | 23,8(1) 76,2(1)
0 | 32(1) 68(1)
300 | 16,0(5) 84,0(5)
45 600 | 10,0(1) - 90,0(1)
900 | 8,0(3) 92,0(3)
1200 | 5,2(2) 94,8(2)
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Com base nos dados da Tabela[4.4] podemos observar a evolucao do processo de agregacao
para as amostras de SEPT2G a 1mg/mL e diferentes temperaturas na Figura m

Assim como para 0,5 mg/mL, observamos que a proteina a 1mg/ml permanece estavel
ao longo de 30 minutos (1800s) a 4°C (Figura [£.16|A). Entretanto, a concentra¢ao acelera o
processo de agregaciao, uma vez que nesse caso ja temos 7% em estruturas cilindricas.

Como vemos na Figura[4.16/B, ao aumentarmos a temperatura para 15°C, a quantidade
de dimeros é de cerca de 90%, assim como visto para 4°C. Entretanto, ja é possivel observar
5% de agregados do tipo Porod coexistindo com outros 5% de agregados do tipo cilindro em
solugdo. Em um intervalo de 1800s a porcentagem de dimeros decresce para cerca de 80%;
a porcentagem de agregados intermediarios do tipo cilindro chega aproximadamente 12% e

a de agregados do tipo Porod atinge cerca de 8%.

Ao observarmos os resultados referentes a 25°C (Figura [£.16]C), verificamos um com-
portamento um pouco diferente. A porcentagem de agregados do tipo Porod ji supera a
agregados do tipo cilindro logo no instante inicial, temos 30% para o agregado do tipo Porod
e uma quantidade irriséria de estruturas cilindricas. A porcentagem de agregados do tipo
cilindro aumenta para 10% ao longo de 2100s de medida e além disso também podemos
observar um aumento no volume dos cilindros.

Esse aumento no volume pode ser visto no grafico (curva rosa) da Figura , onde
vemos a evolucao temporal do volume de todos os agregados cilindricos. Podemos verificar
que o estagio intermediario de agregacao descrito pelas estruturas cilindricas ocorre para a
SEPT2G a 15 e 25°C para a concentragao de 0,5 mg/ml e a 4, 15 e 25°C para a concentra-
¢ao de 1 mg/mL. Podemos perceber um aumento no volume em fungao da concentragio e
temperatura, mas apenas a 25°C e 1 mg/mL este volume apresenta uma evolugao temporal.

Ainda levando em conta os resultados a 25°C (Figura[4.16]C), a porcentagem de agrega-
dos do tipo Porod chega a cerca de 40% ao longo dos 35 minutos de medida. E importante
ressaltar que esses agregados do tipo Porod representam um agregado composto por muito
mais que 1200 monoémeros, uma vez que essa ¢ a composicao do maior agregado do tipo
cilindro identificado nas amostras a 25°C e 1 mg/mL. Vale a pena refor¢ar que as dimen-
soes maximas desse agregado cilindrico é de aproximadamente metade da dimensao méaxima
observada pela técnica de SAXS (Tabela [4.3)).

Na Figura [4.16]D, é possivel visualizar a cinética a 37°C da amostra com concentracao
igual a 1 mg/mL e, como na concentragio inferior, ndo distinguimos mais as estruturas

cilindricas; a proteina em solucao se divide em porgoes quase iguais de dimeros e agregados
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do tipo Porod (55 e 45%, respectivamente). Em apenas 300s ja temos 60% da proteina
agregada. Se compararmos com os resultados a 0,5 mg/ml., era preciso 900s para atingir
a mesma porcentagem. Ao longo de apenas 20 minutos 75% da proteina ja compoe os
agregados do tipo Porod.

Para 45°C o comportamento da SEPT2G nas duas concentragoes é bastante parecido,
exceto que a 1 mg/mL (Figura[4.16|E) a proteina ja se encontra mais agregada: temos 70%
de agregados do tipo Porod a 1 mg/mL contra 60% a 0,5 mg/mL. Um dado interessante que
podemos notar é que o efeito da concentracao se mostra bastante influente no inicio do pro-
cesso de agregacao. Com o passar do tempo, para temperatura igual ou acima da fisioldgica,

a proporcao entre dimeros e agregados tende a ser a mesma para as duas concentragoes.



4.3. Amostras a 1 mg/mL
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Figura 4.16: Porcentagens de dimero, agregado do tipo cilindro e agregado do tipo Porod
para 1 mg/mL em temperaturas de (A): 4°C; (B): 15°C; (C): 25°C; (D): 37°C e (E): 45°C.
Os cilindros representados estao em escala entre si, mas nao com a representacao do dimero.
Em (C) temos a representacao de dois cilindros, indicando a evolugdo desta estrutura no

intervalo de medida.
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Capitulo 5
Conclusao

Este trabalho investigou o processo de agregacao do dominio G'TPase da septina 2

(SEPT2G) dependente da concentragio, temperatura e com o passar do tempo.

Através de resultados de Raio de Giro, massa molecular, p(r) e analise modelo-dependente
dos dados experimentais de espalhamento de raios-X a baixos angulos podemos concluir que a
0,5 mg/mL e 4°C a proteina encontra-se na forma dimérica. Com o aumento da temperatura
e concentracao, observamos a formagao de agregados em estruturas cilindricas que coexistem
com agregados maiores que o limite da técnica de espalhamento de raios-X, descritos como
agregado do tipo Porod. Com suporte de resultados de fluorescéncia de tioflavina, podemos
considerar que esses cilindros podem ser uma forma pré-fibrilar que ainda nao apresenta

uma quantidade significativa de folhas-5 num arranjo tipo amiloidal.

A partir de 37°C para as duas concentracoes estudadas, nao observamos mais a presenca
desses agregados cilindricos: uma parte da proteina em solu¢ao se encontra na forma dimérica
e a outra em agregados com dimensao maior que 120 nm. Ao compararmos os resultados de
SAXS com dados de dicrofsmo circular [36] e fluorescéncia de ThT (Figura [4.10]), podemos
verificar que nessas condi¢oes temos um aumento de folhas-3, arranjadas de maneira que

ocorre um aumento do sinal de fluorescéncia de ThT, indicativo de estruturas amiléides.

Para 37 e 45°C nas duas concentracoes estudadas, ji nao conseguimos perceber diferen-
cas significativas do processo de agregagio, tanto através da funcdo p(r), quanto na andlise
modelo-dependente. A tnica diferenca entre esses conjuntos de amostras é a evolucao tem-
poral do processo de agregacao, que se mostra mais acentuada conforme aumentamos a

temperatura e a concentragao.
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Podemos concluir entao que nossos resultados mostraram que o processo de agregacao
da SEPT2G depende nao apenas da temperatura e concentracao, mas também mostra um
aumento de estruturas grandes, que apresentaram caracteristicas amildides para 37 e 45°C,
em um intervalo de tempo de 20 minutos.

A cinética de agregacao é tal que foi possivel perceber pela técnica de SAXS a presenca
de agregados pré-fibrilares em equilibrio com dimeros e grandes agregados a temperaturas
de 15°C e 25°C durante o tempo de medida (da ordem de 30 minutos). Em nenhum caso
observamos a dissociagao de dimeros para posterior reassociacao.

Por outro lado, para temperaturas maiores que 37°C, ja nao foi observada a presenca
de estagios intermediarios de agregacao, mas apenas um equilibrio entre dimeros e grandes
agregados que se desloca rapidamente com o tempo.

Portanto, podemos concluir que existe uma temperatura entre 25°C e 37°C que acentua
o mecanismo de associacao da SEPT2G, provavelmente mediado por interagoes hidrofébicas,
levando a formagao de grandes agregados. No caso da proteina a 0,5 mg/mL concluimos
que a condi¢ao termodinamica do sistema é tal que favorece a formacao de estruturas tipo-

amildides.
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