Universidade de Sdo Paulo

Instituto de Fisica de Sdo Carlos (IFSC)

Departamento de Fisica e Informatica ( FFI)

Estudos Estruturais e Bioquimicos das Septinas Humanas

Bradeiona o e f

Wanius José Garcia da Silva

Tese apresentada ao Instituto de

USP/IFSC/SBI Fisica de Sao Carlos, da Universidade de

|mmmm"mlmmmmmw Sio Paulo, para a obtencéo do titulo de

8-2-001685 Doutor em Ciéncias: Fisica Aplicada —
Biomolecular.

Orientador: Prof. Dr. Richard Charles Garratt
Co-orientadora: Prof. Dra. Ana Paula Ulian de Aradjo

Sdo Carlos — 2005

| SERVICO DE BIBLIOTECA
FSC-UsP INFOKMACAO



FSC - SB!

CLASST‘Q’ \635

S & 92
CUTTER. aemereerrinssasesee

TOMBOIQ)g‘:j

Silva, Wanius José Garcia
Estudos Estruturats e Bioquimicos das Septinas Humanas Bradeiona a e 3/
Wanius José Garcia da Silva — S3o Carlos, 2005.

Tese (doutorado) — Instituto de Fisica de Sdo Carlos (FSC), Universidade de S3o
Paulo (USP), 2005.

Orientador; Prof. Dr. Richard Charles Garratt

1. Septinas Bradeiona a e B (SEPT4). 2. Expressdo, purifica¢do e caracterizag¢do de
proteinas.

I. Titulo




- Caixa Postal 369
DE SAO PAULO 13560-970 Stio Carlos, SP
- ek = Av. Trabalhador Sao-carlense, 400,
Instituto de Fisica fie Séo Carlos 13560970 Sao Carlos, SP

‘llll= |||, &P UNIVERSIDADE

Fone/Fax 16 3373 9777

www.if.sc.usp.br
wladerez@ifsc.usp.br

MEMBROS DA COMISSAO JULGADORA DA TESE DE DOUTORADO DE WANIUS JOSE
GARCIA DA SILVA APRESENTADA AOQ INSTITUTO DE FISICA DE SAO CARLOS,
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO, EM 08/06/2005.

COMISSAO JULGADORA:
7@;‘{*{“"%{ - '/\wm—f/ "f’y’\\‘w» s v*'*“"”?\',;ff}‘?
i #

Prof. Dr. Richard Charles Garratt (Orientador e Presidente) - IFSC/USP

ALOTC. Una Peun e

Profa. Dra. Gléria Regina Franco - UFMG

lersmeel 00

Profa. Dra. Heloisa Sobreiro Selistre de Aratjo — UFSCar

g - 3
MM‘A/ {/ 4‘”‘ . "}ﬁ? 2

Prof. Dr. Emanuel Carrilho - IQSC/USP

‘ = Ao 1] ' 3 e
f "'l\ (é({/,/ﬂ

~ | 7
Prof. Dr. Antoni(\)\.lgse' da Cogt\éi{:ilho - IFSCIUSP



Agradecimentos

Agradecimentos

Ao Prof Dr. Richard Charles Garratt pela competéncia que muito contribuiram
para a realizagio deste trabalho.

A Prof Dra. Ana Paula Ulian de Araijo pelos ensinamentos na area de biologia
molecular durante o decorrer do trabalho.

Ao aluno de doutoramento Sandro Hillebrand pela rica colaboragdo e discussoes
relevantes sobre o trabalho realizado.

Aos professores Castellano e Otavio.

Aos amigos da Fisica, em particular Marcos (Marc#o), Frederico (Latino), André
(Cabega), Lucas (Sujeito), Petrus, Neuza, Melissa, Cristina Nordi, Isabel, Andressa,
Priscila, Suzana, Ney, Mario Sanches, André Ambroésio, Jodo (Daileon), Claudia Munti,
Alexandre (bunda), José Ricardo.

Aos técnicos do grupo, Bel, Andressa, Beto, Suzana e Beth.

Aos meus pais € minha irma pelo carinho durante to do doutorado.

A Fabiola Maffei Souto pelo amor, carinho, paciéncia e alegrias.

A FAPESP, CNPq e CAPES pelo apoio financeiro.

55; - SERVICO DE BIBLIOTECA
SC USP INFORMACAO



Indice

/1, INtroducAos SEPUIIMAS. ..........oo ot 01
1.1 Septinas €m IeVEAUIA. ...t 01

1.2 Atual nomenclatura padrio para septinas de mamifero................. 02

1.3 Dominios estruturais de SEPHINAS. ..........cooviiiiiiiiii 03

1.4 Complexidade das septinas de mamiferos...............c 06

1.5 Diversidade e redundancia das septinas de mamiferos.................co 09

1.6 Polimerizagio de filamentos de SEPHINAS. ... 09

1.7 Atividade GTPase €m SEPLINAS. ... ...coocooiiiiiiieii i 11

1.8 Chaves moleculares: pequenas GTPases................n 11

1.9 Outras proteinas GTPaSe. ... 15

1.10 Gene SEPT4 (Bradeiona o0 € B)......c.coooiiiiiiiiiiiii 15

2 OBJEEIVOS ... oot 21
2.1 Objetivos especificos deste trabalho. ... 21

3 IMEEOAONOZIA. | ... oo 23
3.1 SUBCIOMAZEII ... oot 23

3.1.1 Amplificagio e subclonagem do cDNA da Bradeiona ... 23

3.1.2 Amplificagio e subclonagem do cDNA do Fragmento conservado (FC)......27

3.1.3 Amplificagio e subclonagem do cDNA do Dominio GTPase (DGTPase).....32

3.1.4 Amplificagio e subclonagem do cDNA da Bradeiona o..........ccooceeiiceinn 34

3.2 Expressio € purificagfio. ... 37

3.2.1 Expressdo e purificagdo da proteina recombinante Bradeiona f..................... 37

3.2.2 Expressio e purificagdo do Fragmento conservado (FC) recombinante......... 40

3.2.3 Expressio e purificagdo do Dominio GTPase recombinante.......................... 42

3.2.4 Expressio da proteina recombinante Bradeiona o...........oooviiiins 45

3.3 Calculo da concentra¢io protéica....................... 45

3.4 Espectroscopia de dicroismo circular (CD).oiii 46

3.5 Espectroscopia de fluorescencia.. ... 47

3.6 Espalhamento dindmico de luz (DLS)..............e 48

QP SERVICO DE BIELIOTELA
IFSC-USP INFORMACAO



3.7 Métodos de bioinformaAtICA. ...t 48

/3.8 Estudos enzimaticos através de eletroforese capilar (CE)........................ 49
3.8.1 Dependéncia de um cofator para hidrolise do GTP (ATP)..................... 52
3.8.1.1 Influéncia do Mg”" na atividade da Bradeiona ..o 52
3.8.1.2 Influéncia do Mg " na atividade do dominio GTPase......................coocooe, 53
3.8.1.3 Influéncia do Mn*" na atividade do dominio GTPase.............c...cccocooennn 54
3.8.2 Determinagio da constante de Michaelis-Menten................... 54

3 8.2.1 Determinacdo da constante de Michaelis-Menten: Bradeiona § — GTP....... 56

3.8.2.2 Determinacio da constante de Michaelis-Menten: DGTPase - GTP........... 57
3.8.2.3 Determinacio da constante de Michaelis-Menten: DGTPase — ATP........... 57
3.9 Determinacio do conteido de nucleotideo unido............................. S7

- 3.10 Ensaios de cristalizacfio. ... 58
3.11 Espectroscopia de ressonincia magnética nuclear (NMR)............... 59
/3.12 Espectroscopia de ressonincia paramagnética eletronica (EPR)........... 60
4. Resultados @ dISCUSSOCS. ... 61
B Bradeiona P 61
3.1.1 Subclonagem, expressdo e purificagdo da Bradeiona ... 62
3.1.2 Analises estruturais da Bradeiona ... 71
3.1.3 Atividade GTPase da Bradeiona ... 75
3.1.4 Cristalizagdo da Bradeiona P................ 83
3.2 Fragmento conservado (FC)..................... 87
3.2.1 Subclonagem, expressdo e purificagdo do FC........... 87
3.2.2 Analises estruturais do FC............... 93
3.2.3 Ensaios de cristalizacdo do FC..............o 99
4.3 Dominio GTPase (DGTPase)..............i 99
431 Primeira defini¢do dos limites do DGTPase (DGTPasel).......................... 100

(FSC-USP SERVICO DE RiELIOTECA
INFORmACAO



4.3.1.1 Subclonagem e expressdo do DGTPasel. ... 103
4.3.2 Segunda defini¢ao dos limites do DGTPase (DGTPase2)........ccccccoeeenn. 105
4.3.2.1 Subclonagem, expressdo e purificagdo do DGTPase2...............oooe. 107
4 3.2.2 Analises estruturais do 6xHistDGTPase2................cooii 111
4.3.2.3 Atividade GTPase da proteina de fusdo GST+DGTPase2.................. 114
4.3.2.4 Estudo da especificidade da proteina de fusio GST+DGTPase.............. 120
B4 Brad@IOMA G ...t 123
4.4.1 Subclonagem e expressao Bradeiona oo 125
Referéncias bibliograficas...................... 130

Apéndice A

Apéndice B



Lista de figuras I

Lista de Figuras

Figura 1.1: Processo de brotamento em levedura auxiliado por filamentos de

SEPHIIIAS. ... ..ot 01
Figura 1.2: Arvore filogenética das septinas de humanos..............oooonr. 02
Figura 1.3: Esbogo ilustrativo dos dominios de uma SEPHNA. ..o 04

Figura 1.4: Alinhamento multiplo das seqiiéncias primarias de septinas de
EAINTECTOS. oo ettt 06

Figura 1.5: Filamentos formados pelas septinas de mamiferos SEPT2, SEPT6 e
SEPT7. (A) Filamentos na forma de espirais. (B) e (C) Filamentos na forma de

CEECULOS oo e 10
Figura 1.6: Ciclo em pequenas GTPases...............ooiiiie 12
Figura 1.7: Reagdo de catalise do GTP pela GTPase Rab5. . 13
Figura 1.8: Estrutura tridimensional da proteina RhoA humana..............ccoooonen. 14

Figura 1.9: Proteinas Bradeiona a e P. (A) Segiiéncias de aminoacidos das
proteinas Bradeiona a e B. (B) Construgao gendmica das proteinas Bradeiona a e
B oo 17

Figura 1.10: (A) Estacionamento na fase G2 do ciclo celular em células de
carcinoma colorectal, transfectadas com ribozimas e maxizimas especificas para Bradeiona
o e B, observada através de citometria de fluxo. (B) Analise por RT-PCR do RNA
MeNSAEIro da BraGIONA. .........coooivviiiriit i 19

Figura 1.11: Supressdo do crescimento de células de carcinoma colorectal em
CAMUNAONGOS. ... oo oeeeteeeeeseeee s e 20

Figura 3.1: Oligonucleotideos utilizados na amplificagio do cDNA da Bradeiona 3
e subseqiiente subclonagem no vetor pGEX-5X-1...o 24

Figura 3.2: Reagdo de amplificagdo do cDNA da Bradeiona B..........ccococeiinin 25
Figura 3.3: Reacdes de digestdo do produto de PCR e do vetor pGEX-5X-1........ 25
Figura 3.3: Mistura de ligagdo do cDNA da Bradeiona B e o vetor pGEX-5X-1...26

Figura 3.5: Seqiiéncia de aminoacidos na regifio de interface entre a proteina GST
© 8 BrAad@IONa P ..o oot ee e 27

Figura 3.6: Oligonucleotideos utilizados na amplificagdo do ¢cDNA do FC e
posterior subclonagem no vetor de expressao bacteriano pGEX-5X-1......... 28

?FSC‘USP SERVICO DE BIBLIOTECA
INFORMACAOQ



Lista de figuras
Figura 3.7: Oligonucleotideos utilizados na amplificagdo do cDNA do FC e

posterior subclonagem no vetor de expressdo bacteriano pET28a(+)............coccccoiin, 28
Figura 3.8: Reagdes de amplificaggo e ciclo de PCR da regido que codifica o FC
(para subclonagem nos vetores pGEX-5X-1 e pET28a).............cccocoiiiiiiin 29

Figura 3.9: Reagdes de digestdo dos produtos de PCR (regido que codifica o FC) e
vetores de eXpressao DACLEIIANOS. ............ouiiuiiiiiiiiiiii et 29.

Figura 3.10: Reagéo de ligagio da regido que codifica o FC nos vetores pGEX-5X-
L@ PET28A(H) .o 30

Figura 3.11: Seqiiéncia de aminoacidos na regido de interface entre a cauda com
histidinas (6xHis) € 0 FC............cooiii i 31

Figura 3.12: Oligonucleotideos utilizados na amplifica¢io de dois possiveis limites
do ¢cDNA do DGTPase (aminoacidos 124-408 e 144-416, respectivamente) e posterior

subclonagem nos vetores de expressdo pGEX-5X-1 e pET28a(+)...............cooooi 32
Figura 3.13: reagdo e ciclo de amplificagio da regido codificante do dominio
G PaSE. ... 33
Figura 3.14: Seqiiéncia de aminoacidos na regido de interface em cada construgdo
elaborada (DGTPASE)..........cooo oo 34
Figura 3.15: Oligonucleotideos utilizados na amplificagdo do cDNA da Bradeiona
a e subseqiiente subclonagem no vetor pGEX-5X-1..........n 35
Figura 3.16: Reagdo e ciclo de amplificagio do cDNA da Bradeiona a................. 35
Figura 3.17: Diagrama ilustrativo de um experimento de CE....................... 50

Figura 4.1: Amplificagio do fragmento do gene da Bradeiona B e confirmagéo dos
clones positivos por analise de reStriGhO...............coooiiiiiiiii 63

Figura 4.2: Expressdo da proteina de fusdo (Bradeiona § +GST)....................... 64

Figura 4.3: Eluigdo da proteina de fusdo com 10 mM de glutationa reduzida
(G S oo 65

Figura 4.4: Eletroforese (SDS-PAGE 15%) ilustrando a cinética de clivagem da
proteina de fusdo utilizando a protease Fator Xa.............ooo 66

Figura 4.5: Eletroforese (SDS-PAGE 15%) mostrando a lavagem da resina apos a
clivagem na mesma com a protease Fator Xa................ 67

Figura 4.6: Cromatografia de exclusdo molecular da proteina Bradeiona 8 na resina
SUPETAEX 200 .. ..ottt 68

Figura 4.7: Cromatografia de troca idnica da Bradeiona B em resina Mono

O oo 69

'FSC'USP SERVICO DE BiBLIOTECa
INFORMACAO



Lista de figuras
Figura 4.8: Eletroforese (SDS-PAGE 15%) mostrando a proteina Bradeiona  ap0s

MUAAnGa de PHL ... 70
Figura 4.9: Analise da proteina Bradeiona B através de DLS........................ 72
Figura 4.10: Espectro de dicroismo circular da proteina Bradeiona ... 73

Figura 4.11: Separagio de GTP e GDP por eletroforese capilar, apos hidrélise
EIIZIIMIALICA. ..o et e 76

Figura 4.12: (A) Determinagdo da velocidade inicial através do ajuste dos pontos
inicias da curva de hidrolise de GTP no decorrer do tempo. (B) Grafico de Michaelis-
Menten (Bradeiona B — GTP)........ooiioii 79

) Figura 4.13: Reagdio de hidrolise de GTP em fungdo da concentragdo de ions
1 TSSOSO OO OO OO OSSOSO OSSO IORRPRTPIES 31

Figura 4.14: (A) e (B) Cristais de Bradeiona B, na forma de placas, obtidos a 4°C
pelo método de difusdo de vapor. (C) Imagem ampliada de dois cristais de Bradeiona .
(D) Cristais de Bradeiona B na forma de agulhas (4°C). (E) Microcristais de Bradeiona
(B0 e 84

Figura 4.15: (A) Padrio de difragdo de um cristal de Bradeiona 8. O cristal difratou
a uma maxima resolucio de 6,0 A em uma fonte de raios X com anodo rotatorio. (B)
Cristais de Bradeiona B analisados por eletroforese desnaturante e posteriormente corado
COTI PIALA. ...ttt ettt ee e h b 86

Figura 4.16. Amplificacgdo do cDNA do Fragmento conservado (PCR) e
confirmacdo dos clones positivos através de PCR de colonia............ccooon 88

Figura 4.17: Expressio da proteina de fusdo (Fragmento conservado fusionado a
GST). Eletroforese (SDS-PAGE 15%) ilustrando extratos totais de . coli AD202, durante

10 horas de indug@o com IPTG @ 20%C........oooiii 89
Figura 4.18: Perfil da cromatografia de excluséo molecular (Superdex-75) do

Fragmento CONSEIVAAO. ........coouiuiiiiiiiit ittt 90
Figura 4.19: Purificagido do FC em coluna de Ni-NTA ... 91
Figura 4.20: Purificagio do FC recombinante. ..., 92
Figura 4.21: Analise do Fragmento conservado através de DLS.................... 94
Figura 4.22: Espectro de dicroismo circular do Fragmento conservado................. 94

Figura 4.23: Espectro de emissdo de fluorescéncia do Fragmento conservado......95

Figura 4.24: Espectro H-1D do FC a 25°C em pH 6,3. Espectrometro Varian Inova,
operando a 14,1 T (600 MHZ)...............oooiiiiii 98

Figura 4.25: Alinhamento das seqiiéncias das septinas de mamiferos................ 102

'FSC_USP SERVICO DE BIBLIOTEC A

INFORMACAO



Lista de figuras

Figura 4.26: Limites escolhidos para o DGTPase da proteina Bradeiona
B 103

Figura 4.27: Expressio do DGTPase na linhagem bacteriana AD494(DE3).
Eletroforese desnaturante (SDS-PAGE 15%)........ccccooiiiiiiiiii 103

Figura 4.28: Eletroforese desnaturante (SDS-PAGE 15%) dos testes de expressdo
dos limites escolhidos para o dominio GTPase....................c 104

Figura 4.29: Alinhamento do N-terminal e C-terminal de pequenas GTPases.....106

Figura 4.30: (A) Estrutura tridimensional da pequena GTPase RhoA. (B) Os dois

limites definidos para o dominio GTPase da proteina Bradeiona .............................. 107
Figura 4.31: Amplificacdo da regido que codifica o DGTPase2........................... 108
Figura 4.32: Purifica¢do da proteina de fusdo GST+DGTPase2.......................... 109
Figura 3.33: Testes de expressdo da proteina de fusdo 6xHistDGTPase............. 109

Figura 4.34: Expressdo e purificacdo da proteina de fusdo 6xHis*tDGTPase....... 110
Figura 4.35: Analise o DGTPase através de DLS.............................. 112
Figura 4.36: Espectro de CD do 6xHistDGTPase. ..., 113
Figura 4.37: Espectros de CD da proteina Bradeiona 8, FC e 6xHistDGTPase..114

Figura 4.37: Grafico de Michaelis-Menten: velocidade inicial da reagdo em funcéo
da concentragdo de SUDSITALO.............oiiiiiiii it 115

Figura 4.38: Comportamento da atividade GTPase em fungdo da concentracdo de
TONS IVIEZ e 116

Figura 4.39: Porcentagem de GTP convertido pela fusio GST+DGTPase durante
diferentes tempos de incubagdo com 0,5 mM de MgCl, ou MnCl, em comparagdo com o
controle (aUSENCia de 10MS). ... ..ot 117

Figura 4.40: Analise através de EPR. (A) Azul Mn?" livre em solugfo. Preto
solugdo equimolar de Mn*" e GTP. (B) Vermelho: Mn " livre em solugdo. Azul: Mn*" na
presenca de GTP na propor¢do 1:4. Perto: Mn*" n presenga de GST+DGTPase na

PrOPOTGAD 1i4. oo 119
Figura 4.41: Graficos de Michaelis-Menten. (A) GST+DGTPase/GTP. (B)
GSTHDGTPaSe/ AT P . 121
Figura 4.42: Estrutura do sitio de ligagdo a GTP da pequena GTPase Ras.......... 122

- , SERVICO DE BIBLICI
\FSC-USP INFORMACAOQ



Lista de tabelas I

Lista de Tabelas

Tabela 1.1: Nomenclatura padrdo para septinas de mamiferos (camundongo e
humano). Tabela extraida da referéncia [5], ndo incluindo as septinas SEPT11 e SEPT12
que foram caracterizadas POStETIOTMENTE. ... 03

Tabela 3.1: Plasmideos e linhagens bacterianas utilizadas. A terceira coluna indica
o primeiro e Ultimo aminoacido da proteina de interesse considerando-se a seqiiéncia
primaria completa da Bradeiona B (ndo se considera a seqiiéncia primaria da proteina
carreadora GST). (1) e (2) indicam dois limites diferentes escolhidos para o dominio
GTPase. Os dois primeiros plamideos da tabela (cedidos pela Dr. M. Tanaka) foram
utilizados de moldes iniciais na elaboragdo dos outros sistemas de expressio citados.......36

Tabela 3.2: Pardmetros pertinentes de cada proteina recombinante analisada: massa

molecular (M.M.), coeficiente de extingdo teodrico (€), ponto isoelétrico (pl) e residuos
fluorescentes (R).........ooooiiiii e 46

Tabela 3.3: Analise da influéncia de jons Mg®" na atividade GTPase da proteina
Bradeiona B. Experimentos 1-4: reagdes com distintas concentracdes de co-fator.
Experimentos 5 e 6: controles na auséncia de proteina e de fons Mg®".................... 53

Tabela 3.4: Analise da influéncia de ions Mg?', na atividade GTPase do dominio
GTPase. Experimentos 1-7: reagdes com distintas concentragdes de co-fator. Experimentos
de 8-12: controles na presenca de fons Mg?" e auséncia de proteina. Experimento 13
controle na presenga de proteina e auséncia de ions M e 53

Tabela 3.5: Analise da influéncia de ions Mn*", na atividade GTPase do DGTPase.
Experimento 1: reagdo na presenga de ions Mn*". Experimento 2: reagdo na presenga de
ions Mg”>". Experimento 3: controle na presenca de proteina e auséncia de ions Mn** e
VB e e 54

Tabela 3.6: Determinagdo da constante de Michaelis-Menten. Experimentos 1-7:
reagdes com distintas concentragdes de GTP. Experimentos 3-5: triplicata de uma mesma
reagdo, com concentra¢do de 3 mM de GTP. Experimentos de 8-12: controles na presenga
de fons Mg®" e auséncia de proteina. Experimento 13: controle na presenga de proteina e
AUSENCIA A€ 10NS ME™ ... oo 55

Tabela 3.7: Determinagdo da constante de Michaelis-Menten. Experimentos 1-9:
reagbes com distintas concentragdes de GTP. Experimentos 5-7: triplicata da mesma
reagdo, com concentragdo de 3 mM de GTP. Experimentos de 10-16: controles na presenga
de ions Mg®" e auséncia de proteina. Experimento 17: controle na presenga de proteina e
auSENCia e 10MS ME7 ..o 56

Tabela 4.1: Predicdo de estrutura secundaria da proteina Bradeiona f e de seus
dominios estruturais através do programa PSIPRED............................. 74



Lista de abreviaturas e siglas

Lista de abreviaturas e siglas

ATP — adenosina 5’-trifosfato

ADP — adenosina 5’-difosfato

AD202 — linhagem bacteriana para expressao
CaCl, — cloreto de calcio

CD - dicroismo circular

CE - eletroforese capilar

DH50, — linhagem bacteriana para propagagéo plasmideal
DLS — espalhamento dindmico de luz
DGTPase — dominio GTPase

DO — densidade optica

EDTA - acido etilenodiaminotetracético
EF-Tu — fator de elongagio

EPR - ressonéncia paramagnética nuclear
ER2566 — linhagem bacteriana para expressao
FC — Fragmento conservado

GAP - proteina de ativagdo

GDP - guanosina 5’-difosfato

GTP — guanosina 5’-trifosfato

GTPyS — analogo ndo hidrolisavel do GTP
GSH - glutationa reduzida

GST — glutationa S-transferase

6xHis-tag — cauda com histidinas

IPTG - isopropil-1-B-tiogalactopiranosideo
KClI — cloreto de potassio

keat — constante de catalise

K., — constante de Michaelis-Menten

LB - meio de cultura

MgSO4 — sulfato de magnésio

Mg®" - ion magnésio

Mn*" - ion manganés

Ni-NTA - resina de afinidade de niquel

PCR - reacdo de polimerizagdo em cadeia
pET28a(+) — vetor de expressao bacteriano (fusdo com His-tag)
pGEX-5X-1 — vetor de expressao bacteriano (fusdo com GST)
pl — ponto isoelétrico

P-loop — loop de interagdo com fosfato

PMSF — phenylmethylsufonyl fluoride
PtdIns(4,5)P2 — fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato
PVA — poly(viny! alcohol)

RMN - ressonancia magnética nuclear
SDS-PAGE - gel de poliacrilamida desnaturante
SEC — cromatografia de exclusdo molecular
SELCON - Self-consistent method

SW480 — linhagem celular

A - comprimento de onda

[8] — elipticidade molar

¢ — coeficiente de extingdo molar

I



Resumo v

Resumo

Septinas constituem uma familia de proteinas de ligagdo a GTP que foram
inicialmente identificadas em levedura Saccharomyces cerevisiae, mas também estdo
presentes em outros eucariotos com excegdo de plantas. Septinas sdo purificadas de
leveduras, Drosophila e cérebros de mamiferos na forma de filamentos, porém o
mecanismo através do qual acorre & formagdo destes filamentos ainda néo ¢ muito bem
compreendido. Septinas sdo constituidas de trés regides principais: um N-terminal variavel,
um dominio central GTPase altamente conservado e um dominio coiled-coil C-terminal. O
gene SEPT4 foi identificado por M. Tanaka e colaboradores a partir do cDNA de cérebro
humano e apresentou duas distintas transcrigdes: Bradeiona a e B. Interessantemente, além
de cérebro e coracdo, as proteinas Bradeiona a e p sdo detectadas somente em cancer do
célon, reto, prostata e melanoma maligno. Neste trabatho, o gene da proteina Bradeiona B
foi subclonado em um vetor de expressdo bacteriano, produzido em E. coli e purificado
com sucesso. O espectro de dicroismo circular (CD) mostrou o perfil caracteristico de
proteinas com hélices a na estrutura secundaria. Resultados de cromatografia de exclusio
molecular (SEC) e espalhamento dindmico de luz (DLS) indicam que a septina Bradeina f
foi produzida na forma de um estavel oligomero com caracteristicas monodispersivas, que
foi subsequentemente cristalizado em PEG6000. A atividade GTPase da Bradeiona B foi
comprovada através da técnica de eletroforese capilar (CE), mostrando-se absolutamente
dependente de ions Mg Inibigdo da atividade GTPase foi verificada em altas
concentragdes de Mg?*" (maiores que 5 mM). Com a finalidade de caracterizar os dominios
preditos da Bradeiona p (Fragmento Conservado e dominio GTPase), essas regides foram
previamente definidas, expressas em E. coli e purificadas com sucesso. Resultados de CD,
SEC, espectroscopia de fluorescéncia e NMR-600MHz indicam que o FC foi produzido na
forma de um estavel mondmero com pouca estrutura secundaria regular. Resultados de
DLS e CD indicam que a fusio 6xHis-DGTPase foi produzida na forma de um oligdmero
com a presenca de hélices o na estrutura secundaria. A fusdo 6xHis-DGTPase mostrou-se
instavel a altas concentragdes na auséncia de imidazol. A atividade GTPase da fusdo
GST+DGTPase foi comprovada, similarmente a Bradeiona B, através da técnica de CE.
Novamente, verificou-se dependéncia de ions Mg®" (para a atividade catalitica) e inibigao
em altas concentragdes de Mg®". A fusdo GST+DGTPase também foi capaz de hidrolisar
ATP. Espera-se que as informagdes relatadas neste estudo proporcionem um alicerce para
estudos estruturais/funcionais futuros das proteinas Bradeiona o e B € outras septinas.
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Abstract

Septins form a class of eukaryoyic guanine nucleotide-binding proteins that were
first identified in budding yeast. Septins purified from yeast, Drosophila and mammalian
brain form filaments, however the mechanism by which the filaments assemble is unclear.
Septins have a highly conserved structure, which includes a central GTP-binding domain, a
variable N-terminal region, and most septins also contain a coiled coil domain at the C-
terminus. Bradeion B is one of the splice variants of the human septin gene, SEPT4,
recently isolated by expression screening of an adult human brain ¢cDNA library. The
Bradeion gene resides at 17q23, and has been shown to present specific expression in both
human colorectal cancer, urologic cancers and malignant melanoma. In order to
characterize the GTPase activity of Bradeion B, the protein was successfully expressed in
E. coli and purified. The recombinant protein was characterized by circular dichroism
(CD), dynamic light scattering (DLS) and a novel non-radioactive enzyme assay, which
utilizes capillary electrophoresis (EC) to monitor GTP hydrolysis. The CD spectrum
exhibited the typical shape characteristic of the presence of helical elements of secondary
structure and the DLS pattern was indicative of a monodisperse solution, which was
readily crystallized in the presence of PEG6000. GTP hydrolysis was shown to be Mg**-
dependent within the low millimolar range but at 5 mM was inhibitory. In order to
characterize the predicted domains of Bradeion B, these defined regions were successfully
expressed in E. coli and purified. The CD spectrum of CF exhibited the shape typically
found for non-regular structure. The results of fluorescence spectroscopy, gel filtration
(SEC) and NMR-600MHz also corroborate with the CD results indicating an irregular
structure. The fusion protein 6xHis-DGTPase exhibited a CD spectrum with the typical
shape characteristic of the presence of helical elements but was show to be instable at high
concentrations in the absence of imidazole. To characterize the GTPase activity of the
fusion protein GST+DGTPase, the CE technique was used to monitor GTP hydrolysis.
Analysis by CE showed that GST+DGTPase was functional, since both GTP and ATP
hydrolysis was observed in a Mg®" dependent manner. This work provides novel
approaches, which should aid in the future study of the structure and function of Bradeion

a and B, others septins and related GTPases.
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Capitulo 1 — Introdugdo: Septinas 1

Introducio

1.1 Septinas em levedura

Septinas constituem uma familia de proteinas de ligagio a GTP inicialmente
identificadas em levedura Saccharomyces cerevisiae, entretanto, também estdo presentes
em outros eucariotos com excegiio de plantas [1-3]. O primeiro grupo de genes de septinas
identificados em levedura, CDC3, CDC10, CDC11 e CDC12 revelou-se importante para o
processo normal de brotamento. Septinas purificadas de leveduras reinem-se em
filamentos de comprimento varidvel e didmetro de 7-9 nm, e auxiliam na separagdo dos
componentes das membranas das células mde e filha [1]. Filamentos de septinas,

auxiliando no processo de brotamento em leveduras estéo ilustrados na figura 1.1 [4].

Figura 1.1: Foto obtida por microscopia eletronica de transmissdo [4]. Processo de
brotamento em levedura auxiliado por filamentos de septinas (veja setas). A barra branca
(escala) na parte inferior da figura designa 0,1 pm.
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Filamentos similares também foram observados em Drosophila ¢ cérebro de

mamiferos, porém o mecanismo através do qual ocorre a formagio destes filamentos, até

entdo, ndo é muito bem compreendido [2,3].

1.2 Atual nomenclatura padrdo para septinas de mamiferos

Os membros da familia de septinas de mamiferos (humanos € camundongos)

podem ser classificados em quatro grupos, considerando as seqii€ncias de aminoacidos [5].

A arvore filogenética de septinas de mamiferos esta esquematizada na figura 1.2.

o5 ~ HyHepin
100 [:_ PAseptt 1
— f GRUPO II
wol | HESepte
L HgSepli0
w HsSept? | GRUPO IV
1 C e R
i’ e Pt
] Y GRUPO III
100 3 'wl_ ks Septd
C HsSerts
‘ - HsSept3
e O psGepts | GRUPO 1
L HsSept12

Figura 1.2: Arvore filogenética das septinas de mamiferos. Septinas com pontos
isoelétricos (pl) 4cidos, neutros e basicos sdo respectivamente indicadas pelas cores
marrom, preto e azul. Figura extraida da referéncia [5].

Recentemente, Ian Macara e colaboradores propuseram uma nomenclatura padréo
para as septinas de mamiferos porque os diferentes nomes empregados na literatura
cientifica podiam causar confusfio [6]. Assim, optou-se pela nomenclatura padrio em
acordo com a Human Genome Organization (HUGO) e Mouse Genomic Nomenclature
(MGN). Para septinas de humano, aprovou-se a nomenclatura SEPTI-SEPTI12 para os

genes ¢ SEPTI1-SEPTI12 para os correspondentes produtos génicos. Para septinas de

camundongo, adotou-se a nomenclatura Sept/-Sept12 para os genes € SEPT1-SEPT12 para
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os correspondentes produtos génicos. Splicing variantes passaram a ser designados por um

trago baixo, seguido da letra v e um nimero (veja tabela 1.1).

Approved mouse  Approved human C-erminal
septin septin Mouse, rat N-terminal sequence Human
nomenclature nomencdlature Mouse, GenBank sequence (human, GenBank Human
(Locus/ (Locus/ rat septin accession nos.  Human septin  (human, longest longest splice  acvession nes chromosome
protein) protein) aliases® {selected) aliases splice variant) variant) (selected) locus
Seprd /SEPT1 SEPT1/SEPT1 Dif6, Septinl ~ M3A0, SEPT1 MDKEYVGF  QGEQSDAL. NM (52838  1éplll
NM_017461
Sepr2/SEPT2 SEPT2/SEPT2 Nedd5, Septin? NM_010891, NeddS, Prutl3, MSKQQPTQ  GGALGHHV. NM_004404, 2q37.3
D40382 Diff6, ATO38404
KIAADI58
Sepr3/ SEPT3/ Gseptinler,By), AF111178%a), Sep3* MSELVPEP EESHDSNP. NM_ 019106  22q132
SEPT3 v1-3* SEPT3 vi-2*  Septin3A-C)  AFI111808)
AF1118Ky),
NM_011889,
NM_019375
Septd/ SEPTY/ HE, Sepd NM 011120 H5, MDRSLGWQ QKQMKENY. NM_004R74, 17923
SEPT4 v1-6 SEPT4 v1-6 Bradeion(a.B). NM_B0415-7,
Pruti2(variants AF176379,
-4, ABODSTS3,
hCDCrel-2(a— AB02110
b), ARTS?
MARTY
Sepe>/SEPTS SEPT5/SEPTS Cdcrel-1 NM_052931  Pnutl, hKCDCrel- MSTGLRYK  MKQOMQDQY11503, 2qn2
Prutlls 1A,B NM_(02688
Seprd/SEPT6 SEPT6/SEPTH_v1-6 Septind NM_019942  SEPT2, MAATDIAR  KRDKFKKN. AF403058-62, Xq24
Septine(I-VI), ABO23622,
KIAADT28
Sept? /SEPT7 SEPT7/SEPT7 Septin7, Cde10 NM_022616  hCdcl0 MVAQQKNLE NKKKGKIF.  AF142750, 7q3.1
NM_01788
Sept8/SEPTS SEPT8/SEP'T8 AA636820 KIAAQ202 MAATDLERFS! RKDKDKKN. D86957, 5g31
(partial) BAAI31931
Sept3/ SEPTY/ Sintl, Sep?, E-  NM_017380, AFI17q25 gene, MKKSYSGGTR EKEPEAPEM. NM_006640, 173253
SEPTO_vi-5 SEPTO_v1-5 septin, SLP-a AJ250723 MSF(a—d), ABO23208,
SEPTY, Sepi, AF180712,
Ov /Br septin, AF123052
Prutd,
KIAADX]
Sept10/SEPTIO  SEPTI0/SEPTI0 AV254986 SEPTI10, Sepl-  MASSEVARHL QGQYISQSE  AF146760 &g11.23
(partial) like

Tabela 1.1: Nomenclatura padrio para septinas de mamiferos (camundongo e
humano). Tabela extraida da referéncia [6], nfio incluindo as septinas SEPT11 e SEPT12
que foram caracterizadas posteriormente.

1.3 Dominios estruturais de septinas

Septinas apresentam, em geral, uma estrutura composta de trés dominios [7]. Um
desenho esquematico dos dominios e motivos principais de septinas est4 ilustrado na figura
1.3(A). O dominio central GTPase ¢é altamente conservado entre septinas da mesma
espécie (com uma minima similaridade seqiiencial de 70% [8]), caracterizando-se pela
presenca do motivo Walker A box ou P-loop (G1, GXXXXGKTIS ou T]) [9] e outros
motivos conservados de interacio com GTP: os motivos G3 (DXXG) e G4 (XKXD).

Porém, em alguns splicing variantes um ou mais motivos de interagdo com GTP podem
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estar ausentes, como € caso das septinas SEPT4(ARTS) (auséncia do motivo G4) e
SEPT4(Bradeiona ) (auséncia de todos os motivos de interagdo com GTP) [10,11]. Em
pequenas GTPases, como Ras, o motivo G1 possui a finalidade de posicionar a molécula
de GTP dentro do sitio ativo da proteina (coordenando os trés fosfatos da molécula) [9]. O
motivo G4 possui a finalidade de reconhecer o anel de guanina do GTP, ou seja, de
proporcionar especificidade por nucleotideo. Outras duas regides menos conservadas, G2 ¢

G5, estdo presentes em pequenas GTPases e ausentes em septinas [9].

ido
polsica (A)
I 1 G3 ¢« N
N-terminal Dominio GTPase Dominio
varidvel coiled-cotl
N-terminal Central Core Domain Cerminal
Growp |
SEPTY — IR
SEPTY -
Growp 1
SEPTE ——— S SO 5/ 2 £ 7T
SEPTE T
SEPT10 T e
Grosp M
SEPT1 ~ NN
SEPT2 ——— Y
BEPT4 e
SEPTS — SRR
Growp vV
SEPT7

(B)

Figura 1.3: (A) Diagrama esquematico dos dominios de uma septina. Em azul
escuro, dominio N-terminal varidvel. Em azul claro, dominio central GTPase. Os trés
motivos de interagdo com nucleotideo estdio representados por G1 (Walker A box), G3 e
G4. Em marrom, dominio coiled-coil evidenciado por isoleucinas/leucinas a cada sete
residuos. Em preto, regido polibasica. (B) Classificagdo das septinas considerando seus
dominios estruturais. O dominio GTPase central ¢ altamente conservado apresentado uma
similaridade seqtiencial minima de 70%. O dominio C-terminal apresenta uma similaridade
seqiiencial entre 50-60%. Regides ndo similares so indicadas no diagrama por linhas.
Figura extraida da referéncia [8].
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O dominio N-terminal ¢ variavel em septinas, como ilustrado na figura 1.3(B).
Contudo, muitas septinas possuem um C-terminal predito como um dominio coiled-coil
apresentando uma similaridade seqiiencial de 50-60% entre as septinas de mamiferos [8].
Um dominio coiled-coil ¢ caracterizando pela presen¢a de leucinas a cada sete residuos, o
qual pode ser responsavel pela interagdo entre proteinas (dimerizagdo ou trimerizagdo) [7].
As septinas SEPT3, SEPT9 e SEPTI2 ndo apresentam o dominio coiled-coil,
diferentemente das outras septinas (veja figura 1.3(B)).

O alinhamento das seqiiéncias primarias das septinas de mamiferos (veja figura 1.4
[12]) revela uma regido polibasica altamente conservada, proxima ao motivo P-loop
((B/N)(B/N)BNN(B/N)(B/N), onde B sdo aminoacidos basicos e N neutros). Esta regido na
proteina SEPT4/HS liga-se ao fosfolipidio fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PtdIns(4,5)P,) e
também pode conferir associagdo a membrana [13]. Contudo, a fungdo e o papel
fisiologico desta regido polibasica em in vivo sdo desconhecidos [8]. Regido similar de
interagdo com PtdIns(4,5)P; também esta presente na proteina Gelsolina (KSGLKYKK,

aminoacidos 135-142) [13].
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Figura 1.4: Alinhamento multiplo das seqii€ncias primarias de septinas de
mamiferos. Os aminoacidos idénticos sio mostrados com fundo preto. Alinhamento

extraido da referéncia [12]. As proteinas s3o identificadas na figura através de seus antigos
nomes (veja tabela 1.1).

1.4 Complexidade das septinas de mamiferos

Como mencionado na se¢do 1.1, filamentos de septinas foram observados em
leveduras, Drosophila e mamiferos. O protétipo do complexo de septinas foi isolado de
embrides de Drosophila por cromatografia de imuno-afinidade através de uma de suas
subunidades, Pnut [2]. Estes complexos filamentosos sdo compostos de trés polipeptideos:
as septinas Septl, Sept2 e Pnut, na proporgdo estequiométrica de aproximadamente 1:1:1.
Complexos de septinas de mamiferos purificados de tecidos e células sdo estruturalmente

muito similares a complexos de septinas de insetos [3,14]. Contudo, estes complexos
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encerram mais do que trés proteinas com uma estequiometria incerta, sugestionando
complexos de distintas composigdes. Esta caracteristica é devido a alta complexidade e
redundincia das septinas de mamiferos (sdo relatados cinco genes de septinas em
Drosophila contra doze genes em humanos e camundongos).

Um simples complexo de septinas de mamiferos, com uma estequiometria de 1:1:1
foi isolado de células NIH3T3 através de cromatografia de afinidade utilizando a proteina
carreadora GST em fusio com Borg3 [15]. As trés septinas, SEPT2, SEPT6 e SEPT7 sio
ortologas das septinas de Drosophila Septl, Sept2 e Pnut, respectivamente. Portanto, o
simples complexo de septinas de mamiferos pode ser considerado como um analogo do
complexo de septinas de insetos. O complexo formado pelas proteinas SEPT2/6/7 pode ser
utilizado como um modelo para anélises bioquimicas e estruturais dos complexos de
septinas de mamiferos. Ndo obstante, tentativas descritas na literatura em reconstituir o
complexo in vitro através de polipeptideos recombinantes ndo tiveram éxito. Uma das
causas atribuidas ¢ a insolubilidade da proteina SEPT7 quando expressa individualmente
em bactéria [16] ou em células de eucariotos [14].

Em contraste, a expressio das proteinas SEPT6 e SEPT7 utilizando um vetor
bicistronico produziu o complexo heterodimérico na forma soluvel, estavel e com uma
estequiometria de aproximadamente 1:1 [14,16]. Desse modo, especula-se que a formagao
do heterodimero, o qual requer interagio entre os dominios coiled-coil C-terminal [7,14]
das proteinas SEPT6 e SEPT7, talvez exer¢a um papel critico para o correto enovelamento
e/ou para impedir a agregagdo da proteina SEPT7. Embora complexos de septinas
incompletos e polipeptideos de septinas livres possam ser degradados em células de inseto
e camundongos [14,17], complexos parciais de septinas (na auséncia de uma subunidade)
sio estaveis em leveduras [18]. Em conjunto, as informagdes descritas indicam que o0s

complexos de septinas podem ndo somente consistirem de complexos candnicos
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(complexo com trés mondmeros distintos), mas potencialmente conter tragos parciais de
hetero-oligdmeros, homo-oligdmeros e polipeptideos livres.

Através da co-expressio da septina SEPT2 com o complexo parcial SEPT6/7,
estaveis complexos SEPT2/6/7 com um estequiometria de aproximadamente 1:1:1 foram
obtidos [16]. Os complexos SEPT2/6/7 expressos em bactéria sio em sua maior parte
particulas com massa de aproximadamente 256 kDa, a massa molecular de um hexamero
na estequiometria de 2:2:2 [16]. Em oposi¢éo, quando os polipeptideos SEPT2/6/7 sdo co-
expressos em células de inseto, complexos filamentosos com maior tamanho molecular sdo
predominantes [14]. Portanto, o ambiente bacteriano pode ndo ser favoravel para formagao
ou manutengio dos filamentos de septinas. E bem conhecido que a geracgdo funcional de
mondmeros de actinas e heterodimeros de tubulinas dependem de um sistema especifico de
chaperonas. Talvez, o enovelamento de polipeptideos de septinas e a formagdo de
oligdbmeros funcionais possam requerer, da mesma forma, algum mecanismo ativo auxiliar.

Diferentemente dos filamentos de septinas de insetos e leveduras, a periodicidade
estrutural dos filamentos nativos de septinas de mamiferos nio foi consistentemente
demonstrada por microscopia eletronica [3,14]. Tal irregularidade pode ser atribuida, ao
menos em parte, as complexas misturas de varias composi¢des. Os filamentos
recombinantes formados pelas septinas SEPT2/6/7 expressos em qualquer eucarioto ou
sistema bacteriano também apresentaram falta de periodicidade estrutural [14,16].
Filamentos de septinas de inseto ou levedura, os quais s0 compostos em sua maior parte
de complexos candnicos, possuem filamentos com comprimentos irregulares [1,2].
Portanto, alguma irregularidade pode ser inerente a arquitetura de filamentos de septinas.

Cuidadosos estudos adicionais sdo necessarios para elucidar a estrutura destes filamentos.
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1.5 Diversidade e redunddncia das septinas de mamiferos

A classificacio baseada em homologia, descrita na segéo 1.2, esta de acordo com a
compatibilidade na formagdo do complexo recombinante analisado em células de inseto
[5,19]. SEPT1, SEPT2, SEPT4 e SEPTS5 podem formar separadamente um complexo
equimolar com o complexo parcial SEPT6/7, resultando no complexo SEPTX/6/7 com
estequiometria de aproximadamente 1:1:1 (onde, X = 1,2,4, ou 5). SEPT6 no complexo
SEPT2/6/7 pode ser substituida por SEPT11, e provavelmente por SEPT8 ou SEPT10.
SEPT7 ¢é tnica e pode ndo ser substituivel. Em outras palavras, o complexo parcial
SEPT6/7 (grupos 2 e 4) interage apenas com uma septina do grupo 3. A SEPT6 (grupo 2)
s6 pode ser substituida no complexo SEPT2/6/7 por uma septina do proprio grupo.

Investigagdes para compreender as regras que ditam os constituintes dos complexos
de septinas ainda sdo necessarias. A redundéncia e a permutagio entre subunidades de
septinas, podem contribuir para o repertorio de diversidade dos complexos em uma forma
combinatorial. No entanto, ainda € incerto se os complexos com diferentes composigdes
possuem distintas propriedades funcionais e bioquimicas, necessitando de mais estudos

para elucidar a questao.

1.6 Polimerizagdio de filamentos de septinas

O complexo recombinante SEPT2/6/7 produzido em células de inseto € purificado
na forma de filamentos em tampdo de moderada para alta forca idnica, 0,1 — 0,5 M KCI
acrescido de 0,1 M de imidazol, a uma concentragdo de aproximadamente 0,1 mg/mL
(~0,35 pM) [5,14]. Reduzindo-se a forga idnica abaixo de 0,15 M de KCI através de
dialise, os filamentos de septinas tornam-se mais longos [14] como ocorre com OS

complexos nativos de septinas purificados de leveduras e insetos [2,18]. Apos longo tempo
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de incubagfo, anéis e espirais de 0,6 + 0,1 pm em didmetro sfio predominantes (veja figura
1.5). A partir de que estas estruturas sio estaveis apos diluigdo ou sobre alta forga idnica, a
polimerizacio dos filamentos parece ser um processo irreversivel in vifro. A polimerizagéo
ocorre na presenga ou auséncia de nucleotideos e a razdo ligada GDP:GTP permanece
invariavel durante todo o processo [14]. Portanto, a polimerizagdo dos filamentos de
septinas em espirais ¢ anéis € indiferente da complexagfio com nucleotideos ou a hidrolise

dos mesmos.

Figura 1.5: Foto obtida por microscopia de transmissdo. Filamentos formados pelas
septinas de mamiferos SEPT2, SEPT6 e SEPT7. (A) Filamentos na forma de espirais. (B) €
(C) Filamentos na forma de circulos. A barra fina (escala) indica 100 nm e as barras
grossas 500 nm. Figura extraida da referéncia [14].
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1.7 Atividade GTPase em Septinas

Septinas pertencem & superfamilia das GTPases por possuirem motivos GTPases
conservados (Walker A box, G3 e G4) e atividade catalitica associada ao dominio central.
Além deste fato, as estruturas primarias de septinas sdo similares as estruturas das
pequenas GTPases (Ras, RhoA, etc.), Tubulina e FtsZ. Qutra caracteristica importante € o
fato dos complexos de Drosophila Sept1/Sept2/Pnut e de mamifero SEPT2/SEPT6/SEPT7
(nativos ou produzidos através de expressdo heterologa) serem purificados unidos a
nucleotideos de guanina [2,14]. A estequiometria é de um nucleotideo para cada
polipeptidio, com uma razio GDP:GTP de 2:1-3:1. No caso dos filamentos de SEPT2/6/7,
a razio GDP:GTP aparentemente ndo muda apés incubagio a 37°C por periodos superiores
a 2 h, indicando que o GTP existente ndo € hidrolisado [19]. Em oposi¢éio, GTP radiativo
unido aos complexos Septl/Sept2/Pnut e SEPT2/6/7 foi hidrolisado em condig¢des
similares [2,16]. Contudo, a hidrélise ndo é rapida em nenhum dos casos, provavelmente
limitada pela lenta reagdo de troca. N&o ha evidéncias que a ordem da polimeriza¢do dos
filamentos de SEPT2/6/7 depende da troca e/ou hidrolise de nucleotideos de guanina [19].
Portanto, a unio e/ou hidrélise do GTP podem estar relacionadas com a despolimerizagio
da estrutura dos filamentos, ou no processo prévio de formacgdo dos complexos

filamentosos.

1.8 Chaves moleculares: pequenas GTPases

A chave molecular GTPase é um versatil dispositivo utilizado universalmente para
regular caminhos bioquimicos. Estudos com a proteina EF-Tu (fator de elongagio) em
Escherichia coli e proteinas G em células de mamiferos tentam estabelecer com maior

precisdio as caracteristicas desta chave biologica, ou seja, a habilidade de sofrer mudanga
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conformacional dependente de nucleotideo de guanina. Em outras palavras, a fungio das
GTPases ¢ regulada pela conversdo entre as formas unidas com GTP e GDP, atuando como
uma chave molecular que regula caminhos de sinalizagdio celular [9]. De fato, todas as
GTPases sdo inativas quando unidas a GDP porém, adotam uma conformagéo ativa quando
este ¢ substituido por GTP. A proteina ativada ¢ capaz de reconhecer uma molécula alvo
para produzir um efeito caracteristico, enquanto, a atividade de catalise GTPase assegura
que a chave permanega ativa somente por um determinado intervalo de tempo [9]. A figura

1.6 ilustra o ciclo do GTP/GDP em pequenas GTPases.

Sinal

Crescimento celular, diferenciaciio

Figura 1.6: Ciclo em pequenas GTPases. A proteina unida com GTP (verde) esta na
forma ativa e unida com GDP (vermetho) na forma inativa. A proteina de ativagdo GTPase
(GAP) e o fator de troca de nucleotideo (GEF) estdo ilustradas em cinza. O fosfato (Pi)
liberado ap6s hidrélise do GTP esta ilustrado em amarelo.

Células de eucarioto, provavelmente, utilizam centenas de GTPases para controlar
processos biologicos desde a sintese protéica para o crescimento celular, divisdio celular e
transporte de proteinas marcadas. Para muitas GTPases a taxa de conversdo entre as formas
unidas com GTP (ativa) e GDP (inativa) é modulada por fatores externos, como fatores de

troca de nucleotideo de guanina, inibidores de dissociagdo de nucleotideo de guanina ¢

proteinas de ativagio GTPase. Muitas GTPases sdo dependentes de cofator (Mg para
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coordenar e hidrolisar a molécula de GTP [20,21]. No caso da proteina Rab5 e outras
pequenas GTPases (Ras-like), verifica-se que a dissociagdo do GDP € reduzida ou mesmo
inibida para certos valores fisiologicos de ions Mg*" (> 1,5 mM) [21]. Na figura 1.7 esta

ilustra a reagdo catalisada pela proteina Rab5.

GTP

NI

Rabs <= Rab5-GTP

ks "/(
GDP P,

Rab5 - GDP

Figura 1.7: Reagdo de catalise do GTP pela GTPase Rab5. As constantes de
dissociagio microscopicas sdo representadas por ki, k.p, kz e ka.

A pesquisa na area de pequenas GTPases destaca-se como um fundamental ponto
para compreender muitos fendmenos biologicos correntemente sobre investigagdo. Com
base na estrutura e critérios funcionais, as pequenas GTPases podem ser divididas em seis
principais subfamilias: Ras, Rho, Rab, Arf, Sar e Ran [9]. A estrutura tridimensional da
proteina RhoA humana unida com GTPyS (um analogo ndo hidrolisavel do GTP) e

detalhes do sitio de liga¢do estdo ilustrados na figura 1.8 [22].
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A)

)

[

Figura 1.8: Proteina RhoA humana. (A) Estrutura tridimensional da proteina RhoA
humana. O motivo P-loop esta destacado em cor azul escuro. A molécula de GTPyS (um
analogo do GTP ndo hidrolisavel) coordenada pelo jon Mg®* (cinza) também pode ser
visualizada. (B) Interagdes entre os residuos dos motivos GTPases da proteina RhoA, o ion
Mg?* e a molécula GTPyS. Figura extraida do artigo [22].
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1.9 Qutras proteinas G1Pase

Como discutido na se¢do 1.8, pequenas GTPases sdo proteinas que exercem a
fungdo de chaves moleculares reguladas pela uniio com GTP (ativa) e GDP (inativa). A
hidrdlise e dissociagdo do GTP somente ocorrem na presenga de proteinas ativadoras e
fatores de troca de nucleotideos. Porém, existem proteinas GTPases que nio possuem
fungdo de sinalizagdio e sim fungdo estrutural. A proteina FtsZ, por exemplo, ¢ uma
proteina essencial no maquinario de divisdo celular de procariotos [23]. FtsZ ¢ uma
homologa da proteina de eucariotos Tubulina, que pertence a uma distinta familia de
proteinas GTPases que formam filamentos modulados por GTP [24].

Similarmente a Tubulina, a atividade GTPase da proteina FtsZ ¢ induzida pelos
contatos do mondmero no proprio polimero (filamento protéico). Deste modo, a propria
FtsZ realiza o papel de sua proteina ativadora e de seu fator de troca de nucleotideo.
Diferentemente de septinas, a proteina FtsZ forma apenas filamentos constituido de
mondmeros idénticos. Portanto, septinas sdo um novo grupo de GTPases que sdo distintas
de pequenas GTPases e outras proteinas GTPases bem estudadas, ou seja, de fungdo e

papel fisiologico bem determinado.

1.10 Gene SEPT4 (Bradeiona a. e f).

O gene SEPT4, localizado na posi¢do cromossomica 17q23, foi identificado por
Manami Tanaka e colaboradores a partir do cDNA de cérebro humano adulto, através de
um screening com o anticorpo monoclonal CES [11]. Northern blot e analises de
hibridiza¢do em sifu mostraram que o gene SEPT4 possui duas distintas transcri¢des (veja

figura 1.9), com aproximadamente 2,2 kb e 1,7 kb em comprimento (Bradeiona o. e B,
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respectivamente), expressos principalmente em cérebro e levemente em coragéo, porém
ausentes em orgdos fetais [11].

Similarmente a outras septinas de mamiferos (veja se¢do 1.3), a proteina Bradeiona
B possui os motivos conservados de interagio com GTP: os motivos P-loop (GESGLGKS,
residuos nameros 151-158), G3 (DESG, residuos 239-242) e G4 (AKAD, residuos 289-
292) [11]. A regido C-terminal da Bradeiona P contém seqiiéncias de aminoacidos
interrompidas por isoleucinas/leucinas a cada sete residuos, a qual pode formar uma
estrutura coiled-coil como sugestionado para outras septinas [7,11]. A identidade
seqiiencial da Bradeiona B com outras septinas humanas sdo as seguintes: 59% com a
SEPT5 (CDCrel-1) [28], 44% com a SEPT2 (Nedd5) [29], 41% com a SEPT1(Diff6) [30] e
37% com a SEPT7 (CDC10) [31]. Porém, a similaridade sequencial do dominio GTPase
da Bradeiona B com os dominios GTPases das outras septinas de mamiferos € superior a
70%. A regido polibasica (proxima ao motivo P-/oop) também esta presente na seqiiéncia
primaria da Bradeiona § (HRKSVKK, aminoécidos 135-141).

Os 119 aminoacidos iniciais nas proteinas Bradeiona a e B séo idénticos, indicando
que esta regido pode ser um dominio em comum entre as duas proteinas. Trés aspectos sdo
bastante intrigantes na regido N-terminal (comum entre as proteinas Bradeiona a e B): 1) a
alta porcentagem de residuos de prolina (14,3%) na sequéncia primaria [11], ii) o fato de
essa regido ser uma das mais longas entre todas as septinas de mamiferos e iii) o
desconhecimento da fungdo e papel biologico. Apos a regido idéntica entre as duas
proteinas, Bradeiona o possui uma seqiiéncia repetida altamente hidrofobica: (CV)s + CL
+ (CV), (ver figura 1.9). A fung¢do bioldgica da septina Bradeiona a ainda € desconhecida e

adicionais estudos sdo necessarios.



Capitulo 1 — Introdugdo: Septinas 17
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BTHYENYRAOCIQSMTRLVVKERNRNKLTRESGTDF PIPAVPPGTDPETEXLIREKDEELARMOENLHK TOROMKENY 478
* * *
1 kb
B Exon 1 2 3 4 5678 9 10
nu:'ll.:lgu 156 759 87 124 13511810297 418 229
5 n#m: 2136 % 433 493 2376 1138919483 267
CE5B3 H
Bradeion a. 120 21-308; i
Exon 1 2 b 3 4 567 89a 9b 10
nu&boﬂdn’xm 1 w7 w8 14 13511810207163 300 230
SUTR mglm 2136 058 428 493 2976 113 09194 93 155257 »,3'UTR
CE5BS-GT8E

. 21-119 151-180 222.266 340-372 460-478
Bradeion i 1-20 120-150 181-221 267-305 373-426
306-339 427-459

Figura 1.9: Proteinas Bradeiona a e . (A) Seqiiéncias de aminoacidos das proteinas
Bradeiona a e B. Dentro das caixas regides conservadas entre as duas proteinas (Fragmento
conservado). Sublinhado em vermelho regidio hidrofébica da Bradeiona a. Em amarelo
motivos conservados de ligagio a GTP. Os asteriscos indicam seqiiéncias interrompidas
por leucinas/isoleucinas (coiled-coil). (B) Construgdo gendmica das proteinas Bradeiona a

e A

e B. Em vermelho exons (seqiiéncias traduzidas). Figura extraida da referéncia [11].

Septinas, em muitos casos, s3o associadas na literatura cientifica com estados
patolégicos (doengas). As proteinas SEPT1, SEPT2 e SEPT4(HS), por exemplo, estdo
relacionadas com patologias neurodegenerativas, como mal de Parkinson e doenga de
Alzheimer [25]. Interessantemente, em condi¢des de patologia, a proteina SEPT4
(Bradeiona o, e B) é detectada somente em cancer do colon, reto, prostata e melanoma
maligno e ndio observada em outros tipos de cincer como estdmago e pulmédo [26,27]. Este
comportamento nunca foi observado entre outros genes da familia septina em mamiferos.
Recentemente, M. Tanaka e colaboradores mostraram que a proteina Bradeiona B exerce
um essencial papel na proliferagdo e crescimento de células de cancer colorectal [26,27]. O

uso de tratamento do tipo senso-reverso (antisense) empregando ribozimas e maxizimas,
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demonstrou que as proteinas Bradeiona a e B desempenham papéis criticos em promover a
transi¢do da fase G2 para a fase M do ciclo celular [26].

A figura 1.10(A) mostra uma analise por citometria de fluxo para linhagens
celulares de carcinoma colorectal (SW480). As células SW480 WT (wild-type, linha 1) e
as células transfectadas com ribozimas inativas (linha 2) apresentaram o fenétipo da
populagio de células WT em cada fase (GO/G1, S e G2/M), com 70% da populac@o celular
na fase GO/G1 (2n) e 15% na fase G2/M (4n) [26]. Células transfectadas com maxizimas
inativas apresentaram fendtipo similar, ou seja, com uma populagio de células normais
[26]. Em contraste, células transfectadas com ribozimas especificas para Bradeiona o
apresentaram irrelevante atraso na fase S do ciclo celular (fig. 1.10(A), linha 3). O mesmo
atraso na fase S foi observado em células transfectadas com ribozimas especificas para a
Bradeiona B (fig. 1.10(A), linha 4).

No caso das linhagens celulares transfectadas com ribozimas especificas para
Bradeiona o e P, a citometria de fluxo mostrou um pico 8n (8-12% da populagdo celular)
com aumento na populagdo celular na fase G2/M (fig. 1.10(A), linhas 5-9, maximo de 68%

na linha 9).
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Figura 1.10: (A) Estacionamento na fase G2 do ciclo celular em células de
carcinoma colorectal (SW480), transfectadas com ribozimas ¢ maxizimas especificas para
Bradeiona a e B, observada através de citometria de fluxo. As células foram coradas com
propidium iodide para mostrar a distribuicdo do DNA durante o ciclo celular. Dez mil
células foram utilizadas na analise. As fases G0O/G1, S ¢ G2/M do ciclo celular sdo
indicados por 2n e 4n. 1. Controle (células SW480). 2. Células SW480 transfectadas com
ribozimas inativas. 3. Células SW480 transfectadas somente com ribozimas especificas
para Bradeiona a. 4. Células SW480 transfectadas somente com ribozimas especificas para
Bradeiona B. 5-9. Células SW480 transfectadas com ribozimas especificas para Bradeiona
a e B. (B) Analise por RT-PCR do RNA mensageiro da Bradeiona (a ¢ ) de cada linhagem
celular descrita acima. Figura extraida da referéncia [26].

Para averiguar o nivel de RNA mensageiro das Bradeionas a e P foi realizada uma
andlise através de RT-PCR (veja figura 1.10(B)) [26]. O nivel de Bradeiona nas células
SW480 transfectadas com ribozimas foi drasticamente menor quando comparada com o
controle (células SW480 normais, linha 1) e/ou células SW480 transfectadas com
ribozimas inativas (linha 2). O nivel de RNA mensageiro da Bradeiona f diminui
drasticamente apés transfecgdio com maxizimas (linha 4), contudo nenhuma alteragéo foi
observada em células transfectadas com ribozimas especificas para a Bradeiona a (linha 3).

Estes resultados indicam que as ribozimas sdo altamente especificas para a Bradeiona a.
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As outras linhagens celulares transfectadas com maxizimas ndo demonstraram expressio
significativa da Bradeiona B por RT-PCR (linhas 5-9).

Ribozimas especificas para Bradeiona (o e ) suprimem significativamente o
crescimento de tumores em células de camundongos (células de carcinoma colorectal,
SW480). Apos 60 dias da transfecg@o com ribozimas especificas para Bradeiona a. ou B os
tumores diminuiram para 32,4% e 25,9% do volume inicial, respectivamente (em
comparagdo com tumores controle). Transfecdo com ambas as ribozimas (o e PB)
diminuiram o volume do tumor para 4,3% do volume inicial quando comparado com o

controle (veja figura 1.11).
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Figura 1.11: Supressdo do crescimento de células de carcinoma colorectal (SW480)
em camundongos. Ribozimas especificas para Bradeiona (o e P) significativamente
suprimem o crescimento de tumores de células SW480. Apos 60 dias a transfecgio,
tumores com ribozimas especificas diminuiram seus volumes (mm?®) para 4,3% do volume
inicial quando comparados com controles. O volume do tumor foi determinado com a

seguinte relagdo: (1/2)x(comprimento)x(largura)’. (A) Controle. (®) e (J) Tumores

transfectados com ribozimas especificas para Bradeiona o e B, respectivamente. (O) e (0)
Tumores transfectados com ambas as ribozimas especificas (Bradeiona o e B). Figura

extraida da referéncia [26].

Considerando o exposto neste capitulo, septinas sdo um grupo importante de
proteinas envolvidas em varios processos biologicos essenciais. As relagdes de septinas
com varios processos patologicos tornam essas moléculas biologicas alvos de grande
interesse para estudos cientificos. Neste contexto, no presente trabalho, nos propomos a

realizar um estudo estrutural/bioquimico day Fnapjimparks BYa@élons d'¢P. ' EC-
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Objetivos

A proposta deste trabalho de doutorado € iniciar a caracterizagdo da septina humana
SEPT4 (Bradeiona a e §). Até o dado momento, existem escassas informagdes reportadas
na literatura cientifica sobre septinas de mamiferos. Esforgos estdo sendo feitos para tentar
elucidar a relagdo entre a atividade GTPase (unido e hidrolise do substrato), associagdo
com a membrana, formacio de filamentos, redundancia dos complexos e o envolvimento
de septinas em diversos processos celulares. Espera-se que as informagdes relatadas neste

estudo auxiliem na elucidag¢io dos pontos citados acima.

2.1 Objetivos especificos deste trabalho

O intuito deste projeto € obter o0 maximo de informagéo sobre as septinas Bradeiona
a e B. Para tanto, os seguintes objetivos especificos foram delineados:

e Subclonar e expressar o cDNA que codifica a septina Bradeiona B, produzindo a
proteina recombinante pura e biologicamente ativa,

e Analisar estruturalmente a septina humana Bradeiona f através de técnicas
espectroscopicas e espalhamento dindmico de luz;

e Confirmar e caracterizar a atividade GTPase da septina Bradeiona f através da
técnica de eletroforese capilar;

e Obter cristais da septina humana Bradeiona P através da técnica de difusdo de

vapor para subseqiiente determinago de sua estrutura tridimensional;
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e Analisar a estrutura primaria da septina Bradeiona B e de outras GTPases por
meio de métodos de bioinformatica para definir seus dominios estruturais (dominio N-
terminal, GTPase e C-terminal);

e Subclonar e expressar os fragmentos de DNA, previamente definidos, que
codificam os dominios da septina Bradeiona B (N-terminal ¢ GTPase). Purificar os
dominios recombinantes;

¢ Analisar estruturalmente os dominios da septina Bradeiona f através de técnicas
espectroscopicas e espalhamento dindmico de luz;

e Confirmar e caracterizar a atividade GTPase da fusdio GST-Dominio GTPase

através da técnica de eletroforese capilar.

No capitulo 3, realizaremos uma abordagem sobre a metodologia utilizada na
execugdo deste trabalho. Descri¢des sucintas a respeito das técnicas utilizadas de biologia
molecular e espectroscopia serdo apresentadas. No Capitulo 4, apresentaremos os
resultados experimentais obtidos no estudo das septinas Bradeiona o e . Discussdes
referentes a septina Bradeiona e seus dominios isolados serdo apresentadas em distintas
se¢des. Finalizando, apresentaremos nossas conclusdes a respeito dos resultados
experimentais num contexto mais geral. Sugestdes de novos caminhos a serem seguidos no

estudo de septinas também serdo abordadas.
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Metodologia

Neste capitulo abordaremos as principais técnicas utilizadas no estudo das septinas
Bradeiona a e B. Inicialmente, descreveremos detalhadamente a metodologia empregada
para a obtengdo dos clones utilizados neste trabalho. Em seguida, trataremos da expressio
e purificagio de cada um dos produtos recombinantes obtidos. As técnicas
espectroscopicas empregadas serfo discutidas sucintamente no decorrer do capitulo.
Abordaremos também as técnicas de espalhamento dindmico de luz e eletroforese capilar.
Finalmente, descrevermos a técnica de cristaliza¢do (pelo método de difusdo de vapor)

empregada nas tentativas de cristaliza¢do dos produtos recombinantes.

3.1 Subclonagem

3.1.1 Amplificagdo e subclonagem do cDNA da Bradeiona 8

Oligonucleotideos foram sintetizados para realizar a amplificagdo do cDNA da
Bradeiona B e posteriormente, a subclonagem em um vetor de expressdo bacteriano
previamente escolhido. O oligonucleotideo forward, Bradp/BamHI, foi desenhado com
base na extremidade respectiva ao N-terminal5’ traduzida do cDNA da Bradeiona f3 [11],
acrescido de um sitio de restri¢do para a endonuclease BamHI. O oligonucleotideo reverse,
BradP/Xhol, foi desenhado com base na extremidade C-terminal3’, acrescido de um sitio
de restricio para a endonuclease Xhol. Os oligonucleotideos foram sintetizados pela

empresa Gibco-BRL e estdo ilustrados na figura 3.1.
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Bradp/BamHI: 5" CAf:t: 4 1< { TAATGGACCGTTCACTGGGATG

Bradp/Xhol.: 3’ CCGi ¢t st | STTTCCTCTGAGTCTCTGG

AR

Figura 3.1: Oligonucleotideos utilizados na amplificagdo do cDNA da Bradeiona
para subseqiiente subclonagem no vetor pGEX-5X-1.

O c¢DNA da proteina Bradeiona B foi amplificado utilizando-se uma reagdo de
polimerizagdo em cadeia (PCR — Polymerase Chain Reaction) em um termociclador PTC-
100 (MJ Research Inc.). Utilizou-se como molde inicial o plasmideo, gentilmente cedido
pela Dra. Manami Tanaka', contendo o cDNA da Bradeiona B. A reagdo de amplificagdo
foi otimizada com relagio a concentragdo de sulfato de magnésio (MgSOy), a temperatura
de anelamento e a enzima de polimerizagdo utilizada. A concentragdo de MgSOs e a
temperatura de anelamento foram variadas com a finalidade de se obter o amplificado mais
especifico possivel. Utilizou-se para a polimerizagio a enzima Deep Vent polimerase que
possui atividade corretiva dos nucleotideos que incorpora (atividade exonucleasica 3°—5’
proofreading), reduzindo o risco de mutagdes. A reagdo e ciclo de amplificacdo do cDNA
da Bradeiona B estdo descritos na Figura 3.2.

Apds a amplificagdo, o produto de PCR foi submetido & filtragdo para troca de
tampio em uma microcoluna descartavel Sephacryl-5200 (Amersham-Pharmacia).
Aproximadamente 3 pg do produto de PCR foram utilizados na digestdo com as
endonucleases BamHI e Xhol, a 37°C, durante aproximadamente 12 h. Apés a digestdo foi
necessaria uma purificagio em gel de agarose 0,8% (corado com brometo de etideo)
utilizando-se o kit Geneclean (BioRad), para eliminagdo dos fragmentos gerados na
clivagem das extremidades pelas enzimas de restrigdo. O DNA digerido e purificado fo1

entdo quantificado em gel de agarose 0,8% para proceder a ligagéo.

! National Institute of Advanced Industrial Science and Technology, Tsukuba, Japan.

'FSG_USP SERVICOPE F"i"\‘J’lL .

Ieg e O ey s s



Capitulo 3 - Metodologia 25

1,0 uL  oligonucleotideo Bradp/BamHI (100 pmol/pL)
1,0 uL  oligonucleotideo Bradp/XholI (100 pmol/pL)
2,5 ul. MgSO4 (50mM - Invitrogen)
1,0 u.  dNTP’s (10mM - Promega)
5,0 uL tampdo da Deep Vent (10X - NEB)
1,0 uL. Deep Vent (5 unidades/uL) - NEB
38,0 uL  H,O estéril
0,5 uL.  molde (vetor com o cDNA da Bradeiona § ~ 5ng)

50,0 uL  (volume final)

94°C %’
94°C T’
55°C T’ 5 vezes (ciclos)

94°C 1’
60°C 1’ } 20vezes (ciclos)

72°C 10°
04°C

Figura 3.2: Reagdo e ciclo de amplificagdo (PCR) do cDNA da Bradeiona . Em
azul, etapa de polimerizago (extensdo) do ciclo de PCR.

Aproximadamente 2 pg do vetor bacteriano pGEX-5X-1 foram linearizados atraves
de uma dupla restrigdo com as enzimas BamHI e Xhol. O vetor também foi purificado e
quantificado em gel de agarose 0,8%. As reagdes de digestio do cDNA da Bradeiona f ¢

do vetor pGEX-5X-1 est@o descritas na figura 3.3.

69,0 u. cDNA da Bradeiona § (amplificado por PCR, ~ 3,0 ug)
8,0 uL tampio REact 2 (10X)
1,0 uL  BamHI (10 unidades/pL) — Gibco-BRL
1,0 u. Xhol (10 unidades/pL) — Gibco-BRL
1,0 pL.  H2O estéril

80,0 L (volume final)

10,0 uL  vetor pGEX-5X-1 (~ 2ug)
1,5ul tampdo REact 2 (10x)
1,0 uL  BamHI (10 unidades/uL.)
1,0 uL  Xhol (10 unidades/ul)
1,5 uL  HzO estéril

15,0y (volume final)

Figura 3.3: Reagdes de digestdo do produto de PCR ¢ do vetor pGE-5X-1.
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Apos amplificagio e purificagio, realizamos uma mistura de ligagdo contendo o
cDNA amplificado e o vetor pGEX-5X-1 linearizado. A mistura foi realizada na razao
molar aproximada de 4:1 (cDNA:vetor bacteriano) na presenca da enzima T4 DNA ligase
e incubada durante 2 h a 16°C e 12 h a 8°C (veja figura 3.4). Todo o volume da mistura de
ligagio foi utilizado na transformagdo de células de E. coli DHS50 (Invitrogen),
competentes por tratamento com cloreto de calcio (CaClp) [32]. Os transformantes foram

selecionados em meio LB contendo 100 pug/mL de ampicilina.

10,0 uL  vetor pGEX-5X-1, ~ 100 ng (digerido em Xhol e BamHI)
50uL cDNA da Bradeiona B, ~ 100 ng (digerido em Xhol e BamHI)
4,0 uL  tampdo da T4 DNA ligase (5X) - Promega
1,0 uL. T4 DNA ligase (3,0 unidades/pL) - Promega
20,0 uL  (volume final)

Figura 3.4: Mistura de ligagdo do cDNA da Bradeiona B e o vetor pGEX-5X-1.

As colénias resistentes foram crescidas em 5 mL de meio de cultura LB (Luria-
Bertani) contendo 100 pg/mL de ampicilina para a extra¢do do DNA plasmidial por lise
alcalina [32]. As coldnias recombinantes foram confirmadas por analise de restrigdo do
DNA plasmidial com as enzimas BamHI e Xhol, observada em eletroforese em gel de
agarose (0,8% TAE) corado com brometo de etideo. Os clones obtidos foram seqiienciados
em um seqiienciador automatico da Perkin Elmer (AB1-Prism-377) pelo método do
didesoxinucleotideo marcado [33], utilizando-se de oligonucleotideos sintetizados
especialmente para anelar no vetor pGEX-5X-1. Em virtude do cDNA da Bradeiona B ser
relativamente extenso, ~1.500 pares de bases (pb), foi necessario desenhar dois novos
oligonucleotideos que hibridizariam em regides internas do fragmento com a finalidade de
sequenciar a totalidade do cDNA. O sequenciamento confirmou a subclonagem do cDNA,
dentro do correto quadro de leitura do vetor € um dos clones positivos foi selecionado para
testes de expressio. O vetor de expressdo resultante desta construgdo foi denominado

pGEX-Bradf. O vetor de expressdo bacteriano escolhido, permite a expressao da proteina
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de interesse fusionada a proteina carreadora GST (Glutationa S-Transferase, ~27 kDa),
além de um sitio de reconhecimento para a protease Fator Xa.

A regido de interface entre a proteina Bradeiona B ¢ a GST esta ilustrada na figura
3.5, onde podemos verificar que apos a clivagem da proteina de fusdo restardo ainda trés
aminoacidos adicionais (em verde) na Bradeiona . O mapa do plasmideo pGEX-5X-1 e

detalhes da regidio de subclonagem podem ser observados no apéndice A.

TFGGGDHPPKSDLIEGRGILMDRSLGWOQGNSVP
GST Fator Xa Bradeiona

Figura 3.5: Sequiéncia de aminoacidos na regido de interface entre a proteina GST e -
a Bradeiona B. Em preto: seqiiéncia de aminoacidos da regido C-terminal da GST. Em
marrom: sitio de clivagem da protease Fator Xa. Em azul: seqiiéncia de aminoacidos da

regido N-terminal da Bradeiona B. Em verde: aminoacidos adicionais restantes apos
clivagem.

3.1.2 Amplificaggo e subclonagem da regido que codifica o Fragmento Conservado

F¥C)

O Fragmento Conservado (FC) representa os 119 aminoé4cidos inicias idénticos
entre as proteinas Bradeiona o e B (ver figura 1.10). Desse modo, acreditamos que esta
regido pode ser um dominio em comum entre as proteinas Bradeiona o e B [11]
Oligonucleotideos iniciadores (primers) foram desenhados para realizar a amplificacéio da
regido que codifica o FC. Posteriormente, esse fragmento foi subclonado nos vetores de
expressdo bacterianos pGEX-5X-1 e pET28a(+). Para subclonagem no vetor pGEX-5X-1,
o oligonucleotideo sense (BradB/BamHI) foi o mesmo utilizado na amplificagio do cDNA
da Bradeiona B. O oligonucleotideo reverse, BradFC/Xhol, foi desenhado com base no
término da regifio idéntica entre as proteinas Bradeiona o e B, acrescido de um sitio de
restricio para a endonuclease Xhol. Os oligonucleotideos, sintetizados pela Gibco-BRL,

estdo ilustrados na figura 3.6.
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ATC { TAATGGACCGTTCACTGGGATG

BradFC/Xhol : 3’ CCGU T 1. ai:T T ACTCAGAGGAATCATAGGG

Yhol  stop
Figura 3.6: Oligonucleotideos utilizados na amplificagdo da regido que codifica o
FC para posterior subclonagem no vetor de expressio bacteriano pGEX-5X-1.
Os oligonucleotideos desenhados para realizar a amplificagdo da regido que
codifica o FC e posteriormente, a subclonagem no vetor de expressdo pET28a(+) estéo

ilustrados na figura 3.7.

FC-SENSE/Ndel - GGAATTC{ ATATGGACCGTTCACTGGGATG

Nedel

FC-REVER/Xhol - CCGCTCGAGTTAAAAAAGCAGTGCCAG

Xtol o stop

Figura 3.7: Oligonucleotideos utilizados na amplificagdo da regido que codifica o
FC para posterior subclonagem no vetor de expressdo bacteriano pET28a(+).

Em ambos os casos, as amplificagdes foram realizadas utilizando-se uma reagdo de
polimerizagio em cadeia em um termociclador PTC-100, tendo como molde inicial o
plasmideo cbntendo o cDNA da Bradeiona B. Nas reagdes de PCR, optou-se pela utilizagdo
da enzima Pfx DNA polimerse, uma enzima que possui a capacidade de corregdo dos
nucleotideos que incorpora. As reagdes de amplificago e ciclo de PCR estdo descritos na
figura 3.8. Apés a amplificagdio, os produtos de PCR foram submetidos a filtrag8o para
troca de tampdo em microcolunas descartaveis Sephacryl-S200. Aproximadamente 2 pg do
produto amplificado para subclonagem no vetor pGEX-5X-1 foram utilizados na digestdo
com as endonucleases BamHI e Xhol, a 37°C, durante aproximadamente 12 h. Para
subclonagem no vetor pET28a(+), aproximadamente 4 pug do amplificado foram utilizados

na digestdio com as endonucleases Ndel e Xhol, a 37°C, durante aproximadamente 12 h.
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1.o0ulL
1.0 ul
2.5 ul.
1,0 ubl
5.0ul
1,0 ul
38,0 ul
0,5 ub

50,0 uL

oligonucleotideo Bradf/BamH1 ou FC-SENSE/Ndel (100 pmol/ul)
oligonucleotideo BradFC/Xhol ou FC-REVER/Xhol (100 pmol/ul.)
MgSO4 (50mM - Invitrogen)

dNTP’s (10mM - Promega)

tampao da Pfx polimerase (10X) - Invitrogen

Pfx DNA polimerase (5 unidades/ul) - Invitrogen

H,O estéril

molde (vetor com ¢cDNA da Bradeiona B ~ 5ng)

{volume final)
94°C -
94°C 307 |
62°C 307 ™ 25 vezes (ciclos)
72°C 30" |
72°C 10
04°C

v

Figura 3.8: Reag¢Oes de amplificagdo e ciclo de PCR da regido que codifica o FC
(para subclonagem nos vetores pGEX-5X-1 e pET28a). O ciclo de PCR foi o mesmo nos
dois casos. Em azul, etapa de extensdo no ciclo de PCR.

Apés a digestdo, realizamos uma purificagdo em gel de agarose 0,8% utilizando o

kit Geneclean. Os produtos amplificados, digeridos e purificados foram entdo quantificados

em gel de agarose 0,8% para proceder a ligagdo. Os vetores bacterianos pGEX-3X-1 ¢

pET28a(+) foram linearizados através de uma dupla restrigdo com as respectivas enzimas

empregadas acima. Todas as reagdes de digestdo estdio descritas na figura 3.9,

69,0 ul.  produto de PCR (~ 2,0 ug ou ~ 4.0 ug)
8.0 ul. tampdo REact 2 (10x)
1,0 ul  BamHl ou Ndel (10 unidades/ul.)
1,0 ul  Xhol (10 unidades/ul)
1,0 uL HyO estéril

R0,0 uL  (volume final)

10,0 ul.  vetor pGEX-5X-1 ou pTE28a(+) (~ Zug)
1,5 ul  tampdo REact 2 (10x)

1.0 ul.  BamHI ou Ndel (10 unidades/ul.)

1.0 ull  Xhol (10 unidades/ul)

1.5ul H,O estéril

15,0 uL  (volume final)

Figura 3.9: Reagdes de digestao dos produtos de PCR (regido que codifica o FC) e
vetores de expressdo bacterianos.
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Realizamos, em ambos os casos, uma mistura de ligagdo contendo o fragmento que
codifica o FC e o vetor bacteriano linearizado na razio molar aproximada de 8:1
(inserto:vetor) na presenca da enzima T4 DNA ligase, incubando a reag¢do durante 2 h a
16°C e 12 h a 8°C (veja figura 3.10). Todo o volume das misturas de ligagdo foram
utilizados em transformagdes de células de F. coli DH50, competentes por tratamento com
CaCl, [32]. Os transformantes foram selecionados em meio LB contendo 100 pug/mL de
ampicilina ou 50 pg/mL de canamicina, dependendo do vetor de expressio utilizado.
10,0 uL.  vetor pGEX-5X-1 ou pET28a(+) (~ 100 ng/uL)
5,0 uL produto de PCR, ~ 100 ng/uL. (BamHl/Xhol ou Ndel/Xhol)
4,0 uL. tampéo da T4 DNA ligase (5X)
1,0 uL T4 DNA ligase (3,0 unidades/pL)
m (volume final)

Figura 3.10: Reagdo de ligagdo da regido que codifica o FC nos vetores pGEX-5X-
1 e pET28a(+).

Os clones positivos foram confirmados através da técnica de PCR de colonia. Um
total de 16 coldnias isoladas dos transformantes foram puncionadas e tiveram suas células
assepticamente ressuspensas em 50 ulL de agua MilliQ estéril. Estas suspensdes
bacterianas foram entdo aquecidas a 100°C por 5 mim e centrifugadas durante 5 min a
13.000xg. Aliquotas de 5 pl foram individualmente retiradas do sobrenadante e
submetidas a PCR sob o mesmo ciclo utilizado para amplificar a regido codificante do FC,
sendo posteriormente analisadas em eletroforese em gel de agarose (0,8% TAE).

Os clones verificados positivos pela técnica de PCR de col6nia foram crescidos em
5 mL de LB contendo 100 pug/mL de ampicilina ou 50 pg/mL de canamicina, para a
extragdo do DNA plasmidial por lise alcalina [32]. Apos a extragdo, cada clone foi
seqiienciado em um seqiienciador automatico da Perkin Elmer [33]. No caso do vetor
pET28a(+), utilizaram-se os oligonucleotideos T7 promoter ¢ T7 terminator. Estes

oligonucleotideos comerciais hibridizam em regides do promotor e terminador de
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transcricio da RNA polimerase do bacteriofago T7, presentes no vetor de expressdo
pET28a(+).

O sequenciamento confirmou a subclonagem dos insertos dentro do correto quadro
de leitura dos vetores. Os vetores de expressdo resultantes destas construgdes foram
denominados pGEX-BradFC e pET28-FC. O vetor de expressao bacteriano pET28a(+)
permite a expressdo da proteina de interesse com uma cauda N-terminal, contendo seis
histidinas (6xHis), e um sitio de reconhecimento para a protease Trombina. A presenga
desta cauda confere a proteina de fusdo alta afinidade para interagdo em resinas
cromatograficas contendo ions metalicos. A regido de interface entre o FC e a GST
(pGEX-BradFC) ¢ idéntica a ilustrada na figura 3.5 A regifio de interface na construgdo
utilizando o vetor bacteriano pET28a(+) esta ilustrada na figura 3.11. O mapa do
plasmideo pET28a(+) e detalhes da regidio de subclonagem podem ser observados no
apéndice A

ﬁHHKﬁHSSGL‘VPRGSHMDRSi@W@GNSVP
6xHis Trombina Fragaevro conserJago

Figura 3.11: Sequéncia de aminoacidos na regido de interface entre a cauda com
histidinas (6xHis) e o FC. Em preto: seis histidinas (6xHis). Em marrom: sitio de clivagem
para a protease Trombina. Em azul: sequéncia de aminoacidos N-terminal do Fragmento
conservado. Sublinhados, aminoacidos restantes apos clivagem.

3.1.3 Amplificacio e subclonagem da regido que codifica 0 Dominio GTPase

(DGTPase)

Estruturas tridimensionais de septinas s3o ausentes na literatura cientifica. Desse
modo. niio sabiamos precisamente onde iniciava e terminava cada dominio estrutural da
septina Bradeiona B. Com o intuito de definir estes limites, realizamos um estudo das
estruturas primarias das septinas de humanos conhecidas e de pequenas GTPases. Os
critério utilizados na definigio do dominio GTPase serao discutidos em seus pormenores

no capitulo 4. Assim, oligonucleotideos foram desenhados para amplificar dois diferentes
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possiveis limites da regiio que codifica o dominio GTPase (DGTPase) e posteriormente,
suas subclonagens nos vetores de expressdo bacteriano pGEX-5X-1 e pET28a(+). Os

oligonucleotideos sintetizados pela Gibco-BRL estdo ilustrados na figura 3.12.

pET-Ndel/DOM1sense: GGAATTCCATATGTATGTGGGCTTTGCAACCCTC (A1)
Ndel

pET-BamHI/DOMI1r: CGGGATCCTCACCGGTAGTTCTCATAATGTGTCTCCC (A2)
BamH/{ stop

pGEX- BamHI /DOMlsense: CGGGATCCTGTATGTGGGCTTTGCAACC (B1)
BamH]
pGEX- Xhol/DOMIrev: CCGCTCGAGTTAGCGGTAGTTCTCATAATG (B2)

Xhol  stop

pET-Ndel/DOM2sense: GGAATTCCATATGGACTTTACCCTCATGGTGGCA  (C1)

Ndel

pET-BamHI/DOM2rev: CGGGATCCTC AGGTCATGCTCTGGATGCACTGT (C2)
BamH!l  stop

pGEX- BamHI /DOM2sense: CGGGATCCTGGACTTTACCCTCATGGTGGCA (D1)
' BamH!

pGEX- Xhol/DOM2rev: CCGCTCGAGTTAGTCATGCTCTGGATGCACTGT (D2)
Xhol  stop

Figura 3.12: Oligonucleotideos iniciadores utilizados na amplificagdo de dois
possiveis limites do DGTPase para posterior subclonagem nos vetores de expressdo
pGEX-5X-1 e pET28a(+). Al e A2. Oligonucleotideos para subclonagem da primeira
defini¢io do DGTPase (124-408) no vetor pET28a. B1 e B2. Oligonucleotideos para
subclonagem da primeira definigio do DGTPase (124-408) no vetor pGEX-5X-1. C1 e C2.
Oligonucleotideos para subclonagem da segunda definigdo do DGTPase (144-416) no
vetor pET28a(+). D1 e D2. Oligonucleotideos para subclonagem da segunda defini¢do do
DGTPase (144-416) no vetor pGEX-5X-1.

Utilizando os oligonucleotideos descritos acima, dois diferentes supostos limites da
regido codificante do DGTPase (aminoacidos 124-408 e 144-416, respectivamente) foram
amplificados utilizando-se uma reagdo de polimerizagio em cadeia, tendo como molde
inicial o plasmideo contendo o cDNA da Bradeiona B. Em todos os casos a metodologia
empregada foi 2 mesma. Nas reagdes de PCR, utilizou-se para a polimeriza¢do a enzima

SERVICO DE RIGLIOTEL
'FSC'USP ‘(;\”xcgh;; ~EO ’

5O
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empregada foi 2 mesma. Nas reagdes de PCR, utilizou-se para a polimerizagdo a enzima
. Taq Platinum. As reagdes de amplificagdo e ciclo de PCR estio descritos na figura 3.13.
1,0 uL oligonucleotideo sense (A1, B1, C1 ou D1, 100 pmol/uL)
1,0 uL  oligonucleotideo reverse (A2, B2, C2 ou D2, 100 pmol/uL)
2,5 uL. MgSO4 (50mM - Invitrogen)
1,0 u. dNTP’s (10mM - Promega)
5,0 uL tampdo da Taq Platinum (10X)
1,0 uL Tagq Platinum (5 unidades/pL)
38,0 uL H,O estéril
0,5 uL molde (vetor com cDNA da Bradeiona B ~ 5ng)
50,0 uL  (volume final)
94°C §°
94°C 30
62°C 1’ 25 vezes (ciclos)
72°C 1°30”
7200 10
04°C

Figura 3.13: Reagdo e ciclo de amplificagdo (PCR) da regido codificante do
dominio GTPase. Dois distintos limites do dominio GTPase (aminoécidos 124-408 ¢ 144-
416) para subclonagem nos vetores pGEX-5X-1 e pET28a(+).

Aproximadamente 2 pg de cada produto amplificado foram utilizados na digestdo
com as endonucleases apropriadas (veja figura 3.12) a 37°C, durante 12 h para
subclonagem nos vetores pGEX-5X-1 e pET28a(+). As reagGes de digestdo sdo similares a
reagdes descritas na figura 3.9. Apos as digestdes, foram realizadas purificagdes em gel de
agarose 0,8% utilizando-se o kif Geneclean. Em todos os casos, realizamos uma mistura de
ligagdo contendo o inserto do DGTPase e os vetores pGEX-5X-1 e pET28a(+) linearizados
(similar a figura 3.9) na razdo molar aproximada de 5:1 (inserto:vetor bacteriano) na
presenga da enzima T4 DNA ligase e incubadas durante 2 h a 16°C e 12 h a 4°C (similar a
figura 3.10). Todo o volume das misturas de ligagdo, em cada caso, foram utilizados em
transformagdes de células de E. coli DH5a, competentes por tratamento com CaCl; [32].

Os transformantes foram selecionados em meio LB, contendo 100 pg/mL de ampicilina ou

50 pg/mL de canamicina dependendo do vetor utilizado. Os clones obtidos de cada
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constru¢io foram confirmados através da técnica de PCR de colonia, como descrito na
subsegdo 3.1.2. Os clones verificados positivos foram crescidos em 5 mL de meio LB
contendo 100 pg/mL de ampicilina ou 50 pug/mL de canamicina, dependendo do vetor
utilizado, para a extracio do DNA plasmidial por lise alcalina [32]. Apos a extragdo, cada
clone foi seqiienciado em um seqiienciador automéitico [33]. Em todos os casos,
confirmou-se a subclonagem dos insertos dentro do correto quadro de leitura dos vetores.
Os vetores de expressio resultantes destas construgdes foram denominados pGEX-DOM1,
pET28-DOM1, pGEX-DOM2 e pET28-DOM2.

As regides de interface nas quatro construgdes elaboradas estdo ilustradas na figura

3.14.

HHHHHHSSGLVPRGSHMYVGFATL )
TFGGGDHPPKSDLIEGRGILY VGEAT 2)
HHHHHHSSGLYVPRGSHMDETLMVA 3)
TFGGGDHPPKSDLIEGRGILDFTLMVA 4)

Figura 3.14: Seqiiéncia de aminoacidos na regido de interface em cada construgo
elaborada. (1) Interface entre a cauda com histidinas e a primeira defini¢do do DGTPase
(124-408). (2) Interface entre a GST e a primeira definigio do DGTPase. (3) Interface
entre a cauda com histidinas e a segunda defini¢do do DGTPase (144-416). (4) Interface
entre a GST e a segunda definigio do DGTPase. Em verde, seis histidinas (6xHis). Em
azul, sequéncia do produto de interesse. Em laranja, regio de reconhecimento da protease
Trombina. Em marrom, regifio de reconhecimento da protease Fator Xa. Os aminoacidos
restantes apos clivagem, em cada construgéo, estdo sublinhados.

3.1.4 Amplificagdo e subclonagem do cDNA da Bradeiona o.

Oligonucleotideos foram desenhados para realizar a amplificagdo do ¢cDNA da
Bradeiona o e posteriormente, a subclonagem no vetor de expressdo bacteriano pGEX-5X-
1. Os oligonucleotideos, sintetizados pela empresa Gibco-BRL, estdo ilustrados na figura

3.15. O ¢DNA da Bradeiona o foi amplificado utilizando-se uma reagio de polimeriza¢go
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em cadeia (PCR). Utilizou-se como molde inicial o plasmideo, cedido pela Dra. M.
Tanaka, contendo o cDNA da Bradeiona a [11].

Brada/BamHI : 5 CAGGATCCTAATGGACCGTTCACTGGGATG 3’

Ferbl

Brada /Xhol : 5 CCGCTCGAGTT AAAAAAGCAGTGCCAG 3’

Xhol stop

Figura 3.15: Oligonucleotideos utilizados na amplificagio do cDNA da Bradeiona
a e subseqiiente subclonagem no vetor pGEX-5X-1.

Na reagdo de PCR, utilizou-se para a polimerizago a enzima Pfx DNA polimerase.
O ciclo de amplificagio utilizando esta descrito na figura 3.16.

1,0 uL.  oligonucleotideo BradB/BamHI (100 pmol/uL)

Lo uL  oligonucleotideo Brada/XAolI (100 pmol/uL)

2,5puL MgSO4 (50mM - Invitrogen)

1,0 uL  dNTP’s (10mM - Promega)

5,0 uL. tamp@o da Pfx DNA polimerase (10X)

1,0 uL  Pfx DNA polimerase (5 unidades/uL) - NEB
38,0 uL H,O estéril

0,5 puL  molde (vetor com cDNA da Bradeiona o ~ 5ng)

50,0 uL  (volume final)

94°C %

94°C 1’

50°C 1’ } 5 vezes (ciclos)
72°C U

94°C 1’

55°C T } 20vezes (ciclos)
72°C T

72°C 107

04°C

Figura 3.16: Reagéo e ciclo de amplificagio (PCR) do cDNA da Bradeiona o. Em
azul, etapa de extensdo no ciclo de PCR.

Aproximadamente 4 pg do produto de PCR foram utilizados na digestdo com as
endonucleases BamHI e Xhol, a 37°C, durante aproximadamente 12 h (similarmente a
figura 3.9). Apds a amplificagio e a purificagdo, realizamos uma mistura de ligagdo

contendo o gene da Bradeiona a e o vetor pGEX-5X-1 linearizado. A mistura foi realizada
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na razdo molar aproximada de 6:1 na presenca da enzima T4 DNA ligase e incubada
durante 2 h a 16°C e 16 h a 4°C (similarmente a figura 3.10). Todo o volume da mistura de
ligacdo foi utilizado na transformacéo de células de E.coli DH5-0 [32]. Os transformantes
foram selecionados em meio LB contendo 100 ug/mL de ampicilina.

Um total de 9 transformantes foram crescidos em 5 mL de meio LB contendo 100
pg/mL de ampicilina para extragio do DNA plasmidial, utilizando o kit Miniprep
(Qiagem). Apés a extragdo, cada clone foi submetido a uma analise de restricio com as
endonucleases BamHI e Xhol e analisada em gel de agarose (0,8% TAE). Os clones
verificados positivos na analise de restrigdo foram seqiienciados [33], confirmando-se a
subclonagem do gene da Bradeiona a dentro do correto quadro de leitura do vetor. O vetor
de expressdo resultante desta construgdo foi denominado pGEX-Brada. Como os 119
aminoacidos inicias das septinas Bradeiona o e B sdo idénticos, a interface entre a proteina
carreadora GST e a Bradeiona a ¢ idéntica a interface ilustra na figura 3.5.

Na tabela 3.1, estdo listados todos os plasmideos e linhagens bacterianas utilizadas

neste trabalho.

Plasmideos Produto expresso Aminoacidos Linhagens
pProEx-Bradf 6xHis+Bradeiona f3 1-478 BL21(DE3), AD4%4
pProEx-Brada 6xHis+Bradeiona o 1-208 BL21(DE3), AD494

pGEX-Bradp GST+Bradeiona § 1-478 AD202
pGEX-BradFC GST+FC 1-119 AD202

pET28-FC 6xHis+FC 1-119 BL21(DE3)

pGEX-DOM1 GST+DGTPase (1) 124 - 408 AD202
pET28-DOM1 6xHis+DGTPase (1) 124 - 408 ADA49%4, ORIGAMI
pGEX-DOM2 GST+DGTPase (2) 144 - 416 AD202, ORIGAMI
pET28-DOM2 6xHis+DGTPase (2) 144 - 416 ER2566
pGEX-Brada GST+Bradeiona o 1-208 AD202

Tabela 3.1: Plasmideos e linhagens bacterianas utilizadas para expressdo
heterologa. A linhagem DHS5a foi utilizada sempre quando necessaria uma propagagdo
plasmideal. A terceira coluna indica o primeiro e Gltimo aminoacido do produto de
interesse considerando-se a seqii€ncia primaria completa da Bradeiona § (ndo se considera
a sequéncia primaria da proteina carreadora GST ou da cauda com histidinas). (1) e (2)
indicam dois limites diferentes escolhidos para o dominio GTPase. Os dois primeiros
plamideos da tabela (cedidos pela Dr. M. Tanaka) foram utilizados de moldes iniciais na
elaboragdo dos outros sistemas de expressao citados.
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3.2 Expressio e purificacdo

3.2.1 Expressdo e purificagdo da proteina recombinante Bradeiona f3

Células de E. coli AD202 (Novagen) competentes por tratamento com CaCl, foram
transformadas com DNA plasmidial purificado dos clones positivos obtidos (pGEX-
Bradp). A linhagem bacteriana AD202 possui resisténcia ao antibidtico canamicina, ou
seja, ¢ necessario utilizar um vetor de expressdo que confira resisténcia a outro antibiotico.
Uma coldnia isolada da placa dos transformantes foi individualmente inoculada em 10 mL
de meio LB acrescido de ampicilina (100 pg/mL) e canamicina (50 pg/mL) e incubada sob
agita¢do (250 rpm) a 37°C durante 12 h. A seguir, inoculou-se 5 mL da cultura anterior em
um frasco com 500 mL de meio LB, acrescido de ampicilina (100 pg/mL) e canamicina
(50 pug/mL), que foi incubado sob agitag@o a 37°C até atingir densidade optica de D.O.6000m
~ 0,8. Apos a proliferagio celular foi retirada uma aliquota de 200 uL, representado a
cultura antes da inducio.

A cultura foi entdo induzida com 0,2 mM de IPTG (em concentragdo final) e
novamente incubada a 20°C sob agitagdo. Amostras de 200 pl foram retiradas
transcorridos os tempos de indugfio de 2h (t1), 4h (t2), 6h (t3), 8h (ts) e 10h (t5). Todas as
amostras foram centrifugadas por 1 min, sob velocidade maxima em microcentrifuga
(Eppendorf 5415D), tiveram seus sobrenadantes descartados e os precipitados foram
ressuspensos em 40 pL de agua MilliQ. Adicionou-se 20 pl. de tamp3o da amostra
contendo B-mercaptoetanol, fervendo 5 min em seguida. Um total de 10 L. de cada uma
das amostras foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante (SDS-

PAGE 15%) segundo o método de Laemmli [34]. Os marcadores de massa molecular
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utilizados foram: Albumina sérica bovina (66 kDa), Ovalbumina (45 kDa), Anidrase
Carbdnica (30 kDa), inibidor de tripsina de soja (20 kDa) e Citocromo c (12,4 kDa).

Apds a indugdo a 20°C, as células referentes a 500 mL de cultura foram
centrifugadas a 6.000xg (4°C) e o precipitado ressuspenso em 20 mL de tampdo contendo
100 mM de NaCl, 50 mM de Tris-HCI, 1 mM de PMSF (Phenylmethylsufonyl Fluoride), 1
uM Leupeptina, 10 uM Pepstatina A, 10 mM EDTA (acido etilenodiaminotetracético), pH
8,0. Em seguida, acrescentou-se Lisozima (0,5 mg/mL) deixando a mistura em gelo
durante aproximadamente 30 mim. A Lisozima age sob a parede celular da bactéria
desestruturando a mesma. Em seguida, utilizou-se ultra-som (sonicagdo) para romper
definitivamente as células. Sonicou-se a mistura 8 vezes durante 15 s cada (média
poténcia), com intervalo de 30 s (em gelo). Apos a lise, a mistura foi submetida a uma
nova centrifugacdo a 30.000xg (4°C) e o precipitado foi separado do sobrenadante. O
sobrenadante foi entdo filtrado e aplicado em uma coluna com 2 mL da resina Glutathione
Sepharose 4B (Amersham Pharmacia), previamente equilibrada no tampdo A (50 mM Tris-
HCIl, 100 mM NaCl, pH 8,0). Apos a passagem do sobrenadante, lavou-se a resina com 20
mL do tamp&o A (10 volumes).

Em seguida, foi realizado uma elui¢do da proteina de fusdio com um tamp@o
contendo 100 mM NaCl, 50 mM Tris-HC], 1mM CaCl,, pH 8,0 ¢ 10 mM de Glutationa
reduzida (GSH). O cloreto de calcio foi adicionado a solugdo tamp@do para aumentar a
eficiéncia da protease Fator Xa que sera utilizada na clivagem da proteina de fusdo. A GSH
possui alta afinidade pela proteina GST, o que provoca o desligamento da proteina de
fusdo da matriz. As eluigdes foram coletada em fragdes de 1 mL e submetidas a
eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE 15%).

Ap0s a eluicdo da proteina de fusdo, realizou-se testes de clivagem com a protease
Fator Xa para verificar a eficiéncia da separacdo da Bradeiona § da GST. A concentragio

da proteina de fusdo foi estimada utilizando-se absorbancia no comprimento de onda A =
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280 nm e o coeficiente de extingdo molar € calculado teoricamente [35]. Acrescentou-se 2
unidades de Fator Xa (cada unidade cliva aproximadamente 100 pg de proteina de fusdo

segundo o manual do fabricante) a uma amostra contendo aproximadamente 500 pg de
proteina de fus@o [36]. A amostra foi mantida a temperatura estavel de 12°C e retiraram-se
aliquotas em intervalos de tempos bem determinados. Determinou-se que 1 unidade da
protease Fator Xa clivava 250 pg de proteina de fusdo (em solu¢do) em aproximadamente
4 h a temperatura estavel de 12°C.

Porém, para facilitar a purificag@o realizamos a clivagem da proteina de fusdo ainda
ligada a resina de afinidade, sob agitagdo suave, e nas mesmas condi¢des otimizadas
anteriormente para a proteina de fusdo em solugdo. Desse modo, ndo tivemos que passar
pela etapa de purificagdo da GST, pois a mesma ficou integralmente ligada a resina de
afinidade apos a clivagem. Depois da clivagem na resina durante aproximadamente 4 h, a
matriz foi lavada com 8 mL de solu¢do tampdo, 100 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl, 1mM
PMSF, pH 8,0, e a eluigéo coletada em fragdes de 1 mL. O inibidor de serina protease
PMSF foi adicionado para inibir a atividade da protease Fator Xa apos lavagem.

Uma aliquota da lavagem da resina apos clivagem foi retirada e submetida a analise
por eletroforese (SDS-PAGE 15%). Em seguida, as lavagens foram reunidas, concentradas
e aplicadas na coluna de cromatografia de exclusdo molecular Superdex-200 (Amersham-
Pharmacia) utilizando o sistema Akta Explorer-10 (Amersham-Pharmacia). O fluxo
utilizado foi de 0,5 mL/mim, monitorado pela absorbincia em A = 280 nm e o eluido
coletado em fragdes de 0,5 mL. As fra¢des eluidas da Superdex-200, contendo proteina,
foram preparadas e submetidas a analise através de eletroforese desnaturante (SDS-PAGE
15%). As fragdes com proteina Bradeiona f, verificadas através de gel desnaturante, foram
reunidas e dialisadas (membrana com corte de 12-14 kDa) contra o tamp3o composto de 50
mM MES, 100 mM NaCl, pH 6,5 para precipitagdo de subprodutos da Bradeiona B. Apds

precipitagdo e retirada dos subprodutos por centrifugagdo (12.000xg durante 15 min, 4°C),
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a proteina Bradeiona B foi novamente dialisada contra o tampdo A para futura

caracterizagio.

3.2.2 Expressdo e purificagdo do Fragmento Conservado (FC) recombinante

Para expressdo e purificagdo do Fragmento Conservado (FC) utilizando o vetor
bacteriano pGEX-5X-1, optamos em utilizar aproximadamente as mesmas condigdes
experimentais definidas para a proteina Bradeiona . Assim, células de E. coli AD202
competentes foram transformadas por choque térmico com DNA plasmidial purificado do
clone positivo selecionado (pGEX-BradFC). Uma col6nia isolada foi individualmente
inoculada em 10 mL de meio LB acrescido de ampicilina (100 pg/mL) e canamicina (50
ug/mL), e incubada sob agitagdo (250 rpm) a 37°C durante 12 h. A seguir, inoculou-se 5
mL da cultura anterior em um frasco com 500 mL de meio LB que foi incubado sob
agitagdo a 37°C até atingir D.O.¢0onm =~ 0,7. Uma aliquota de 200 pL foi retirada nesta
etapa, representando a cultura antes da indug@o.

Em seguida, a cultura foi induzida com 0,4 mM de IPTG (em concentragdo final) e
o frasco incubado novamente a 20°C sob agitacdo. Amostras de 200 pL foram retiradas
transcorridos os tempos de indugio de 2h (t;), 4h (t2), 6h (t3) e 8h (t4). Todas as amostras
foram preparadas como descrito anteriormente e submetidas a analise por eletroforese
desnaturante (SDS-PAGE 15%). Apos a indugdo, as células referentes a 500 mL de cultura
foram centrifugadas a 6.000xg (4°C) e o precipitado ressuspenso em 20 mL de tampédo A.
Em seguida, acrescentou-se Lisozima (0,5 mg/mL) e incubou-se a mistura em gelo durante
30 min. A mistura foi sonicada 8 vezes durante 30 s cada, com intervalo de 30 s (em gelo).
Apos a lise, a mistura foi submetida a uma nova centrifugagdo a 30.000xg (Sorvall, 4°C) e
o precipitado foi separado do sobrenadante. O sobrenadante foi entdo filtrado e aplicado

em uma coluna com 2 mL da resina Glutathione Sepharose 4B pré-equilibrada com o
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tampdo A. Apos a passagem do sobrenadante, lavou-se a resina com 20 mL do tampdo A
(10 volumes). Novamente, optou-se pela clivagem da proteina de fusdo ainda ligada a
resina, nas mesmas condi¢des utilizadas para a Bradeiona B. A interface entre a proteina
carreadora (GST) e as proteinas de interesse sio idénticas nas duas construgdes, resultando
que o FC também possuira trés aminoacidos adicionais em seu N-terminal apos clivagem.

Apos clivagem na resina, a mesma foi empacotada e lavada com 8 mL de solugdo
tampédo (4 volumes) contendo 100 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI, 1mM PMSF, pH 80 e
coletada em fragdes de 1 mL. Uma aliquota da lavagem da resina apos clivagem foi
retirada e preparada para analise por eletroforese desnaturante (SDS-PAGE 15%). Em
seguida, as lavagens foram reunidas, concentradas e aplicadas na coluna de exclusio
molecular Superdex-75 preparativa (Amersham-Pharmacia), usando o sistema Akta
Explorer-10. O fluxo utilizado na gel filtragio foi de 0,5 mL/mim, monitorado pela
absorbancia em A = 280 nm e o eluido coletado em fra¢des de 0,5 mL. As fragdes eluidas
em tampdo A da Superdex-75, contendo FC recombinante, foram preparadas para analise
por eletroforese desnaturante (SDS-PAGE 15%).

Para expressdo e purificagdo do FC utilizando o vetor pET28a(+), células de E. coli
BL21(DE3) competentes por tratamento com CaCl,, foram transformadas por choque
térmico com DNA plasmidial purificado do clone positivo selecionado (pET28-FC). Foi
utilizado 5 mL de uma cultura overnight para inocular 500 mL de meio LB acrescido de
canamicina (50 pg/mL) e incubado sob agitagdo a 37°C até atingir D.O.goonm = 0.5. Ap0s a
proliferagio celular foi retirada uma aliquota de 200 pL representado a cultura antes da
incubada durante 4 h, a 37°C para a expressdo do FC recombinante. Amostras de 200 ul
foram retiradas transcorridos os tempos de indugdo de 1h (t1), 2h (), 3h (t3) € 4h (t4). Apos
a indugdo, as células referentes a 500 mL de cultura foram centrifugadas a 6.000xg (4°C) e

o precipitado ressuspenso em 20 mL de tampdo A. Apés 30 min de incubagio em gelo com
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Lisozima (0,5 mg/mL), sonicou-se a mistura 8 vezes durante 15 s cada, com intervalos de
30 s (em gelo). ApOs a lise, a mistura foi submetida a uma nova centrifugagdo a 30.000xg
(4°C) e o precipitado foi separado do sobrenadante.

O sobrenadante foi entfo filtrado e aplicado em uma coluna com 2 mL de resina de
niquel Ni-NTA (Qiagen) previamente equilibrada com tampao A. Apos a passagem do
sobrenadante lavou-se a resina com 20 mL do tamp3o A acrescida de 10 mM de imidazol
(10 rvolumes), para a retirada de contaminantes com baixa afinidade. Posteriormente, para a
eluigio da proteina de interesse, utilizou-se a solugdo tampao A acrescida de 100 mM de
imidazol e fragdes de 1 mL foram coletadas. Aliquotas destas fragdes foram reservadas e
preparadas para analise por eletroforese desnaturante (SDS-PAGE 15%). Foram realizados
testes de clivagem com a protease Trombina e verificou-se que 2,5 unidades clivavam
aproximadamente 1 mg da proteina de fusdo em 5h. Assim, utilizou-se 40 pL (40
unidades) de Trombina para clivar aproximadamente 15 mg de proteina de fusdo ligada a
resina (6 h de clivagem, a 12°C e agitagio suave de 70 rpm).

Uma aliquota apos clivagem foi reservada para andlise através de eletroforese
(SDS-PAGE 15%). Apos a clivagem, a solugéo foi concentrada e submetida a uma
cromatografia de exclusdo molecular na coluna Superdex-75 para separar 0 FC da cauda
com histidinas (6xHis) e de contaminantes de alta massa molecular. O fluxo utilizado na
cromatografia foi de 0,5 mL/min, monitorado pela absorbancia em A = 280 nm e o eluido
coletado em fragdes de 0,5 mL. Aliquotas das fragdes coletadas, contendo proteina, foram
convenientemente preparadas para analise por eletroforese desnaturante (SDS-PAGE

15%).
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3.2.3 Expressio e purificagdo do Dominio GTPase recombinante

Ensaios de expressdo do dominio GTPase (DGTPase) utilizando os clones pGEX-
DOMI1 e pET28-DOM]1 (aminoacidos 124-408) foram realizados. Tentativas de expressdo
na linhagem bacteriana BL21(DE3) variando-se a concentragdo de indutor (IPTG) e a
temperatura de incubagio ndo produziram resultados satisfatorios. A proteina produzida,
em ambas as constru¢des, ficou na fragdo insolivel (corpos de inclusio). Tentativas de
expressdo nas linhagens bacterianas AD494 ¢ ORIGAMI, como a utilizag@o de detergente
(Tween) ndo foram suficientes para causar a solubilizagdo do produto expressso. No
capitulo 4, retornaremos a discutir as provaveis causas da insolubilidade do DGTPase
(124-408) descrita nesta secéo.

Contudo, testes de expressio utilizando os clones pGEX-DOM2 e pET28-DOM2
(aminoacidos 144-416) levaram o produto expresso para a fragéo ‘solﬁvel_ No caso da
primeira constru¢io, utilizamos aproximadamente as mesmas condi¢des estabelecidas para
a expressdo e purificagdo da Bradeiona B e do FC. Células de E. coli AD202 contendo
DNA plasmidial purificado (pGEX-DOM?2) foram inoculadas em um frasco de 500 mL,
que foi incubado sob agita¢do a 37°C até atingir D.O.600nm = 0,7. Em seguida, adicionou-se
IPTG (0,5 mM) e a cultura foi incubada a 20°C durante 10 h. Aliquotas de cada etapa
foram retiradas, para analise através de eletroforese desnaturante (SDS-PAGE 15%).

Apo6s a indugdo a 20°C as células referentes a 500 mL de cultura foram
centrifugadas a 6.000xg (4°C) e o precipitado ressuspenso em 20 mL de tampdo A. Em
seguida acrescentou-se Lisozima (0,5 mg/mL) deixando a mistura em gelo durante 30
mim. Subsequentemente, sonicou-se a mistura 8 vezes durante 30 s cada, com intervalo de
30 s (em gelo). Apos a lise, a mistura foi submetida a uma nova centrifugacdo a 30.000xg

(4°C) e o precipitado foi separado do sobrenadante.
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O sobrenadante foi entdo filtrado e aplicado em uma coluna com 2 mL da resina
Glutathione Sepharose 4B (previamente equilibrada no tampdo A). Apoés a passagem do
sobrenadante, lavou-se a resina com 20 mL do tampdo A (10 volumes). Em seguida, foi
realizado uma eluicsio da proteina de fusio com um tamp&o contendo 50 mM Tris-HC],
100 mM NaCl, pH 8,0, 1mM CaCl,, 10 mM de GSH. A eluigéo foi coletada e uma aliquota
prepara para anlise através de eletroforese (SDS-PAGE 15%). Em seguida, o volume
total da eluigdo foi concentrado até ~3 mL em um centripep-30 e dialisado em tampdo A
(membrana com corte de 12-14 kDa) para retirada da GSH e contaminantes de baixa massa
molecular (< 12 kDa).

Com o clone pET28-DOM2 realizamos varios testes de expressdo. Para avaliar a
solubilidade do produto expresso, variamos a concentragio de indutor (IPTG) e a
temperatura de incubagdio. Células de E. coli ER2566 foram transformadas por choque
térmico com DNA plasmidial purificado do clone positivo. Foi utilizado 1 mL de uma
cultura overnight para inocular 100 mL de meio LB acrescido de canamicina (50 ug/mL) e
incubado sob agita¢do a 37°C até atingir D.O.¢00nm ~ 0,5.

A cultura foi entio induzida com 0,5 mM de IPTG em concentragdo final e
incubada durante 10 h, a 20°C para a expressdo do DGTPase recombinante. Apos a
indugdo, as células referentes a 100 mL de cultura foram centrifugadas a 6.000xg 4°C)eo
precipitado ressuspenso em 20 mL de tampdo A. Acrescentou-se lisozima (0,5 mg/mL) e
incubou-se a solugio durante 30 min em gelo e posteriormente, sonicou-se a mistura 8
vezes durante 15 s cada, com intervalos de 30 s (em gelo). Apos a lise, a mistura foi
submetida a uma nova centrifugacio a 30.000xg (4°C), o precipitado foi separado do
sobrenadante.

O sobrenadante foi filtrado e aplicado em uma coluna com 2 mL de resina de
niquel Ni-NTA. Apds a passagem do sobrenadante, lavou-se a resina com 20 mL do

tampdo A acrescido de 10 mM de imidazol (10 volumes), para a retirada dos
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contaminantes com baixa afinidade. Para a elui¢do da proteina de interesse, utilizou-se a
solu¢do tampdo A acrescida de 100 mM de imidazol e fra¢des de 1,5 mL foram coletadas.
Aliquotas destas fragdes foram prepararas para analise por eletroforese (SDS-PAGE 15%).
Em seguida, as aliquotas contendo 6xHistDGTPase recombinante foram reunidas e
dialisadas (membrana com corte de 12-14 kDa) em tampdo A para retirada do imidazol e

contaminantes de baixa massa molecular (< 12 kDa).

3.2.4 Expressdo da proteina recombinante Bradeiona o

Testes de expressdo da septina Bradeiona a utilizando o clone pGEX-Brada foram
realizados. Tentativas de expressdo na linhagem bacteriana AD202 variando-se a
concentragio de indutor (IPTG) e a temperatura de incubagdo nao produziram resultados
satisfatorios. Nenhuma proteina recombinante foi detectada em todas as condigBes
analisadas. No capitulo 4, voltaremos a discutir os provaveis motivos da auséncia de

expressdo da septina Bradeiona o em E. coli.

3.3 Calculo da concentracio protéica

Em todos os casos, a concentragdo da proteina recombinante foi determinada
através de absorgio no comprimento de onda de A = 280 nm, em um espectrofotdmetro
Hitachi U-2001, utilizando o coeficiente de extingdo tedrico (g) calculado através da
analise da composi¢io dos aminoacidos da estrutura primaria [35]. Os valores dos
coeficientes de extingdo tedricos obtidos para cada proteina recombinante analisada e

outros parimetros pertinentes, estdo exibidos na tabela 3.2.
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/ M.M. (Da) & (M lem™) pl R
Bradeionap |/ 55.098,1 45.570 5,77 SW, 21F,13Y
DGTPase / 31.587,9 21.980 5,77 2W | 13F, 8Y
FC /133515 21.030 4,67 3W, 5F, 3Y
GST+DGTPase 58.122,8 62.900 5,83 6W, 22F,22Y
GST+Brad p 81.633.0 86.490 5.81 OW, 30F, 27Y
GST 28.027,4 40.920 6,01 4W,10F, 14Y

Tabela 3.2: Pardmetros pertinentes de cada proteina recombinante analisada: massa

molecular (M.M.), coeficiente de extingdo tedrico (g), ponto isoelétrico (pl) e residuos
fluorescentes (R).

3.4 Espectroscopia de dicroismo circular (CD)

O conhecimento da estrutura tridimensional nativa de uma proteina é fundamental
no entendimento de suas fungdes biologicas. Porém, é grande a dificuldade envolvida na
determinagdo dessas estruturas comegando, por exemplo, com a obtengdo de cristais de
proteinas. Assim, s3o necessarias metodologias alternativas que fornecam informagdes
diretas sobre a estrutura secundaria de qualquer proteina. A espectroscopia de dicroismo
circular (CD) aparece como uma ferramenta sensivel, para estimar a porcentagem das
componentes presentes na estrutura secundaria de proteinas em solugéo [37].

As analises de CD foram realizadas em um espectropolarimetro J-715 (Jasco Inc.,
Japdo), utilizando-se uma cubeta cilindrica de quartzo com 1 mm de caminho optico. Um
total de 16 varreduras, no intervalo de comprimento de onda de 250 nm a 190 nm, foram
efetuadas para determinagio de uma média. A temperatura de cada anélise foi mantida
estavel em 18°C. Em todas os casos, a proteina recombinante analisada estava em solugdo
tampio 25 mM Tris-HCI, 25 mM NaCl, pH 8,0 e densidade 6ptica em A = 280 nm de 0,2.
Os espectros foram transformados em elipticidade molar [0] e a concentragdo protéica

determinada através da analise da seqiiéncia primaria (veja se¢do 3.3). Para estimar o
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conteudo de estrutura secundaria da Bradeiona B, o espectro obtido foi desconvoluido

utilizando-se o programa SELCON 3 [38].

3.5 Espectroscopia de fluorescéncia

A espectroscopia de fluorescéncia € muito utilizada no estudo de proteinas devido,
principalmente, a presenga de trés fluordforos naturais: a tirosina, o triptofano e a
fenilalanina [39]. Os espectros de emissdo dos residuos de triptofano, por exemplo, podem
refletir a polaridade do solvente que os envolve, e os espectros das proteinas em muitos
casos sdo sensiveis as ligagdes de substratos, reacdes de associagdo e desnaturagdes. Os
experimentos com proteinas sdo realizados com comprimentos de onda de excitagdo no
maximo da absor¢do de 250 nm ou em comprimentos de onda maiores. A fenilalanina tem
seu maximo de absor¢io em aproximadamente 260 nm. Na regido de comprimento de onda
de 280 nm a fluorescéncia é devida a tirosina e ao triptofano. Seus maximos de emissdo em
agua sio 303 nm e 348 nm, respectivamente [39]. Estes maximos s@o altamente sensiveis a
polaridade do solvente. Desta forma o maximo de emissio de fluorescéncia das proteinas é
dependente dos fatores que afetam a exposigdo dos fluoréforos ao solvente, levando entdo
a dependéncia da estrutura tridimensional da proteina.

As analises fluorimétricas foram realizadas em um fluorimetro K2 ISS equipado
com um sistema de controle de temperatura, utilizando cubetas de 1 cm de caminho 6ptico.
Em todas as analises do Fragmento conservado, as amostras foram excitadas em A = 295
nm e 0s espectros de emissio de fluorescéncia monitorados no intervalo de comprimento
de onde de A =310 nm a A = 450 nm. A proteina analisada estava em solu¢do tampdo 25
mM Tris-HCI, 50 mM NaCl, pH 8,0, densidade optica em A = 280 nm de 0,15 (7 uM) e

temperatura controlada de 18°C.
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3.6 Espalhamento dindmico de luz (DLS)

A cristalizagdo de macromoléculas biologicas representa um dos passos limitantes
no estudo da estrutura tridimensional, através da técnica de difracdo de raios X
Observagdes empiricas sugerem que macromoléculas que sdo monodispersas e
homogéneas em solugdo (isto €, que possuem apenas moléculas do mesmo tamanho)
cristalizam com maior facilidade, enquanto agregados aleatorios ou sistemas polidispersos
dificilmente cristalizam. Portanto, espalhamento dindmico de luz (DLS) apresenta-se como
uma técnica simples e rapida para explorar condigdes em que a proteina em solugdo seja
monodispersa [40].

As analises de DLS foram realizadas em um equipamento DynaPro Molecular
Sizing instrument (DYNAMICS versdo 5, Proteins Solutions, Inc.). Em todos os casos,
foram realizadas 60 aquisi¢des com intervalos de 2 s. As proteinas recombinantes estavam
em 50 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, pH 8,0 e foram centrifugadas a 16.000xg antes de
cada analise, durante 15 min (4°C) e subsequentemente introduzidas em uma cubeta de
quartzo com volume de analise de 12 pl.. Em todas as analises a concentracdo protéica

utilizada fo1 de aproximadamente 1,0 mg/mL.

3.7 Métodos de bioinformatica

A bioinfomatica é uma area da ciéncia que utiliza a tecnologia da computagdo para
organizar, analisar e distribuir informag¢des biolégicas com a finalidade de responder
perguntas mais complexas neste campo da ciéncia. Técnicas de bioinformatica foram

utilizadas, neste trabalho, com o objetivo de se estudar as caracteristicas da estrutura



Capitulo 3 - Metodologia 49
secundaria das proteinas Bradeiona o e B. O alinhamento multiplo de nove seqiiéncias
primarias de septinas humanas foram realizadas com a utilizagdo do programa CLUSTAL-

X [41]. Para predigio de estrutura secundaria empregamos o programa PSIPRED [42].

3.8 Estudos enzimaticos através de eletroforese capilar (CE)

Ensaios de atividade GTPase comumente encontrados na literatura cientifica,
envolvem a deteccdo do fosfato marcado (radioativo, 32p), liberado apés a hidrolise do 5’-
trifosfato de guanosina radiativo (GTP) [43]. Porém, essa técnica implica em todas as
conhecidas desvantagens de se trabalhar com material radioativo, além de ndo apresentar
boa precisio. Métodos de analise livre de radioisétopos foram desenvolvidos usando
técnicas cromatograficas (HPLC) [44] e, mais recentemente, Kawata e colaboradores [45]
relataram um método de analise por eletroforese capilar na qual quantificavam GTP e GDP
produzidos ap6s hidrolise enzimatica.

Na eletroforese capilar (CE), o processo acontece em capilares com diametro
interno de 25 a 75 um que sdo usualmente preenchidos apenas com um tampao. A alta
resisténcia elétrica do capilar possibilita a aplicagdo de campos elétricos elevados (100 a
500 V/cm), com geragdo minima de calor, o que resulta em separagdes rapidas, alta
eficiéncia e boa resolugio. Em raziio dos varios mecanismos de separa¢ao que possibilitam
a analise simultinea de todos os solutos, independentemente da carga, da necessidade de
volumes minimos de amostras (5 a 50 nL), do uso minimo de reagentes, da possibilidade
de detecgdo no proprio capilar e do potencial para analise quantitativa, a CE passou a ser
uma técnica de crescimento rapido nos ultimos anos e bastante atrativa sob o ponto de vista
analitico. Um diagrama ilustrativo de um experimento utilizando eletroforese capilar ¢

exibido na figura 3.17.
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Figura 3.17: Diagrama ilustrativo de um experimento de CE.

Com base no método proposto na referéncia [45], adequamos o procedimento
descrito e aplicamos a técnica para investigar a possivel atividade GTPase da proteina
Bradeiona B e de seu dominio GTPase. Os experimentos de CE foram realizados em
colaboragdo com o Prof. Dr. Emanuel Carrilho e o aluno de doutoramento Sandro
Hillebrand, ambos do Instituto de Quimica de Sdo Carlos (IQSC-USP). Vérios testes foram
realizados para tentar definir uma condigdo 6tima de separagdo ¢ quantificagdo das
espécies (GTP e GDP). Na tentativa de encontrar esta condigéo otima, diferentes tampdes
foram empregados, ja que o pH e os componentes dos tampdes de corrida possuem efeito
significante no tempo de migragdo e¢ na separagdo das espécies analisadas. Otimas
separagdes, entre GTP e GDP, foram obtidas utilizando o tampdo de corrida composto por
10 mM MES, pH 6,5.

Foram utilizados dois métodos diferentes para a separagdo das espécies: i) um
empregando capilar sem recobrimento interno, com aplicagéo de potencial positivo na
extremidade de introdugdio-de amostra, € outro ii) empregando capilares com recobrimento

interno de PVA e aplicagia de potencial negativo. Os dois métodos utilizados
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apresentaram boa separagdo das espécies, porém as analises em capilar recoberto foram
mais reprodutiveis e rapidas. Assim, este ultimo método foi utilizado quando um grande
numero de amostras precisava ser analisada.

Todas as analises através de CE foram realizadas, seguindo basicamente as etapas
descritas abaixo:

1) as reagdes enzimaticas foram iniciadas pela adicdo de GTP e incubagdo a
temperatura controlada de 28°C (em tampéo A);

2) aliquotas de 30 pL foram retiradas em tempos bem determinados,
subsequentemente congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas no freezer -80°C;

3) antes de cada anélise por CE, cada aliquota foi descongelada e centrifugada a
13.000xg durante 5 min (centrifuga Eppendorf);

4) as analises por CE foram realizadas em um equipamento HP 3DCE (Agilent
Technologies, Waldbronn, Germany), monitoradas no comprimento de onda A = 254 nm
(maximo de absor¢do dos nucleotideos GTP ¢ GDP),

5) a eletroforese foi realizada, utilizando-se capilares de 50 cm de comprimento e
didmetro interno de ID = 50 uM. Uma diferenca de potencial de 28 kV foi aplicada e as
amostras foram hidrodinamicamente introduzidas, usando uma presséo de 50 mbar durante
um intervalo de tempo de 5 s (volume de aproximadamente 9 nL);

6) antes de cada injegdo, o capilar sem recobrimento interno foi lavado com 0,1 M
de NaOH durante 30 s, H;O durante 1 min e tamp3o de corrida durante 1,5 min. O capilar
com recobrimento interno de PVA, foi somente lavado com H,O durante 1 min e tamp&o
de corrida durante 2 min;

7) as concentragdes de GTP e GDP foram determinas através das areas relativas dos
picos resolvidos no eletroferograma, considerando que a soma das mesmas era sempre

igual a 100% dos nucleotideos inicias.

IFSC-UYSP SERVICO DE ©
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3.8.1 Dependéncia de um cofator para hidrolise do GTP (ATP)

A atividade de muitas enzimas depende de sua propria estrutura como proteina e,
assim, da particular conformag&o que cada uma assume. Entretanto, ha enzimas que, além
disso, necessitam de substancias adicionais, os cofatores. Algumas pequenas GTPases,
mostram-se totalmente dependentes de ions Mg?" para coordenar ¢ hidrolisar GTP [20,21].
Com o conhecimento prévio desta informagio, resolvemos estudar a influéncia de ions

inorganicos (Mg”" e Mn’") na atividade GTPase da septina Bradeiona P e da fusdo

GST+DGTPase.

3.8.1.1 Influéncia do Mg?" na atividade da Bradeiona B

Os experimentos utilizados para averiguar a influéncia do cofator (Mg”") na
atividade GTPase da proteina Bradeiona B, estio organizados na tabela 3.3. Foram
realizados ensaios na auséncia e com quatro concentragdes distintas de ions Mg”>". A
concentragdo de GTP foi mantida constante (5 mM) em todas as condi¢des.

A concentragdo de proteina utilizada foi de 2,5 uM. Controles na auséncia de
proteina e fons Mg’" foram realizados, para constatarmos que ndo estava ocorrendo
hidrolise espontinea do substrato nas condi¢Ges utilizadas. Cada reagdo possuia volume
final de 200 puL, em tampdo contendo 25 mM Tris-HCl, 50 mM NaCl, pH 8,0. Aliquotas

foram retiradas nos tempos t; = 10, 30, 60 € 120 mim, comi=1a4.
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Experimento [GTP] (mM)

01
02
03
04
05
06

5

W L W

[Mg*] (mM)

0,25
1
2,5

5
1
0

53
[Bradeiona ] (uM)
2
2
2
2
0
2

Tabela 3.3: Analise da influéncia de fons Mg®" na atividade GTPase da proteina
Bradeiona . Experimentos 1-4: reagdes com distintas concentragdes de co-fator.

Experimentos 5 e 6: controles na auséncia de proteina e de ions Mg”™.

3.8.1.2 Influéncia do Mg”" na atividade do dominio GTPase

Similarmente a Bradeiona B, realizamos experimentos para averiguar a influéncia

do cofator (Mg*") na atividade do dominio GTPase. Todas as reagdes estdo organizadas na

tabela 3.4. Cada reagdo possuia volume final de 250 pL, em tampéo contendo 25 mM Tris-

HCI, 50 mM NaCl, pH 8,0. Aliquotas foram retiradas nos tempos t; = 5, 10, 15, 20, 30, 60,

120 e 300 mim, com i = 1 a 7. Controles na auséncia de proteina e ions Mg*" foram

realizados.

Experimento [GTP] (mM)

01
02
03
04
05
06
07
08
09
10
11
12
13

3

W W W W W W W W W W W W

[Mg**] (mM)

0,5
1
2,5
2,5
2,5
8,5
10
0,5
1
2,5
8.5
10
0

[DGTPase] (uM)
3,1
3,1
3.1
3,1
3.1
3.1
3,1

o O o o O

3,1

Tabela 3.4: Anélise da influéncia de ions Mg®", na atividade GTPase do dominio
GTPase. Experimentos 1-7: reagdes com distintas concentragdes de co-fator. Experimentos
de 8-12: controles na presenga de ions Mg®" e auséncia de proteina. Experimentos 3-5:
triplicatas da reagdo com 2,5 mM de Mg®". Experimento 13: controle na presenga de

r A M r 2
proteina e auséncia de ions Mg”".
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3.8.1.3 Influéncia do Mn?" na atividade do dominio GTPase

Experimentos foram realizados com a finalidade de averiguar a influéncia do ion
Mn?" na atividade do dominio GTPase. Todas as reagdes realizadas estdo organizadas na
tabela 3.5. Cada reagdo possuia volume final de 250 pL, em tampao contendo 25 mM Tris-
HCI, 50 mM NaCl, pH 8,0. Aliquotas foram retiradas nos tempos t; = 30, 120, 180 ¢ 720

mim, com i = 1 a 4. Controles na auséncia de proteina, ions Mn?" e ions Mg®" foram

realizados.
Experimento GTP (mM) [Mn?*} [Mg*] [DGTPase] (uM)
01 0,5 0,5 0 3,1
02 0,5 0 0,5 3.1
03 0,5 0 0 3,1

Tabela 3.5: Analise da influéncia de ions Mn?", na atividade GTPase do DGTPase.
Experimento 1: rea¢do na presenga de ions Mn?'. Experimento 2: rea¢do na presen¢a de

jons Mg®". Experimento 3: controle na presenca de proteina e auséncia de ions Mn®" e
2+
Mg™ .

3.8.2 Determinagio da constante de Michaelis-Menten

O simples mecanismo enzimatico de Michaelis-Menten ¢ ilustrado pela reagédo
abaixo [46]:

kA K,

E+S [ES] E+P (D)

S kg Sk,

onde E representa a enzima, S o substrato, [ES] o complexo enzima-substrato, P o produto
e k; sdo os valores das constantes de reagéo. Neste estudo, assumiremos a aproximagéo de
estado estacionario, ou seja, a concentragdo do substrato ¢ muito maior do que a
concentragdo da enzima ([E] << [S]), implicando que a formagio do complexo [ES] ndo

altera a concentragdo do substrato. Somente um Unico substrato e um Unico complexo
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enzima-substrato estario envolvidos, e o complexo enzima-substrato ¢ quebrado
diretamente na forma de enzima livre e produto (k, << ky).

A constante de Michaelis-Menten (Kin,) pode ser obtida através do ajuste da
equagdo (2) abaixo nos pontos experimentais obtidos. Vmay € a velocidade maxima e [S] é a

concentragdo de substrato.

! K (2)
I+
[S]

3.8.2.1 Determinagdo da constante de Michaelis-Menten: Bradeiona p — GTP

Os experimentos utilizados na determinagio da constante de Michaelis-Menten,

estdo esquematizados na Tabela 3.6.

Experimento [GTP] (mM) [Mg?'] (mM) [Bradeiona B] (uLM)
01 1 2
02
03
04
05
06
07
08
09
10
11
12
13

W W B L R = B W) W W N e
O e e e e el e e el e e
N OO O OO NN NP

Tabela 3.6: Determinagdo da constante de Michaelis-Menten. Experimentos 1-7:
reagOes com distintas concentragdes de GTP. Experimentos 3-5: triplicata da reagdo com
concentragio de 3 mM de GTP. Experimentos de 8-12: controles na presenca de ions Mg?"
e ausén(;ia de proteina. Experimento 13: controle na presenga de proteina e auséncia de
ions Mg*".
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Foram utilizadas cinco distintas concentra¢des de GTP. A concentracdo de ions
Mg” (1 mM) e proteina (2 uM) foram mantidas constantes em todas as reagdes
enzimaticas. Controles na auséncia de proteina e ions Mg®" foram realizados. Cada reagio
possuia volume final de 250 pL, em tamp&o contendo 25 mM Tris-HCI, 50 mM NaCl, pH

8,0. Aliquotas foram retiradas nos tempos t; = 5, 10, 15, 20, 30, 60, 120 e 300 mim, com i

=laT7.

3.8.2.2 Determinagio da constante de Michaelis-Menten: DGTPase - GTP

Similarmente a Bradeiona B, realizamos experimentos para determinar a constante

de Michaelis-Menten para o dominio GTPase. Todas as reagdes estdo esquematizadas na

tabela 3.7.
Experimento [GTP] (mM) [Mg?*] (mM) [DGTPase] (UM)
01 0,5 ] 3.1
02 1 1 3,1
03 1,5 1 3,1
04 2 1 3,1
05 3 1 3,1
06 3 1 3.1
07 3 1 3,1
08 4 1 3.1
09 5 1 3,1
10 0,5 1 0
11 1 1 0
12 1,5 1 0
13 2 1 0
14 3 1 0
15 4 1 0
16 5 1 0
17 3 0 3.1

Tabela 3.7: Determinacdo da constante de Michaelis-Menten. Experimentos 1-9:
reagdes com distintas concentragdes de GTP. Experimentos 5-7: triplicata da rea¢do com
concentragio de 3 mM de GTP. Experimentos de 10-16: controles na presenca de ions

Mg*" e auséncia de proteina. Experimento 17: controle na presenca de proteina e auséncia
de ions Mg*".
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Cada reagdo possuia volume final de 250 pL, em tampéo contendo 25 mM Tris-
HCI, 50 mM NaCl, pH 8,0. A concentragdo de ions Mg (1 mM) e proteina (3,1 uM)

foram, mantidas constantes em todas as rea¢Oes enzimaticas. Aliquotas foram retiradas

nos tempos t; = 5, 10, 15, 20, 30, 60, 120 ¢ 300 mim, comi=1a7.

3.8.2.3 Determinag@o da constante de Michaelis-Menten: DGTPase — ATP

Os experimentos desta se¢do foram realizados de forma idéntica aos experimentos
da sec@io 3.8.2.2. Nosso objetivo com esta analise € estudar a especificidade do dominio
GTPase da Bradeiona B por dois diferentes nucleotideos (GTP e ATP). As reagdes sao as
mesmas indicadas na tabela 3.7 com a excegdo que substituimos o substrato GTP por ATP

(nas mesmas concentragdes estipuladas anteriormente).

3.9 Determinacio do conteiudo de nucleotideo unido

A quantidade de nucleotideo unida na proteina Bradeiona B, apos purificacdo, foi
determinada através do método descrito por Seckler [47]. Acido perclérico (HCIO4) foi
adicionado a uma solugdo de proteina Bradeiona B (concentragio conhecida) em uma
concentragio final de 0,5 M e incubada em gelo durante aproximadamente 15 min. Em
seguida, a solugio foi centrifugada a 16.000xg durante 15 min (4°C) para a retirada da
fragdo precipitada. O sobrenadante foi entdo medido espectrofotometricamente (A =254
nm) e a concentragdo de nucleotideo (GDP/GTP) determinada assumindo um coeficiente

de extingdo molar de €254nm = 12.400 M .ecm™ (para meio acido).
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3.10 Ensaios de cristalizacio

Para a analise estrutural de proteinas através da difracdo de raios X deve-se
necessariamente obter monocristais que apresentem um padrdo de difragdo adequado [48].
Na cristalizagdo, deve-se primeiramente alcangar o ponto de supersaturagdo, onde os
cristais sdo formados, e em seguida crescé-los a tamanhos suficientes para o experimento
de difracdo [49]. Como sdo varios os fatores que interferem na solubilidade da proteina,
sua cristaliza¢do torna-se um processo multiparamétrico. Dentre as variaveis, pode-se citar:
temperatura, pH, pressdo, agentes precipitantes e solventes organicos [50]. A pureza
quimica e a homogeneidade estrutural sdo requerimentos indispensaveis, além do que a
energia associada ao arranjo cristalino deve ser menor do que aquela associada ao estado
amorfo.

A cristalizagdio de proteinas envolve as trés classicas etapas: nucleagéo,
crescimento e cessagdo de crescimento [50]. Dentre os métodos mais utilizados e viaveis
pode-se citar a difusdo de vapor pela gota suspensa, onde, a medida que o volume da gota
diminui, aumenta-se a concentragio da proteina e do agente precipitante. O estado
cristalino ¢é obtido quando a concentrag@o da proteina em solugio € maior do que seu limite
de solubilidade (condigio termodinamicamente instavel), ou seja, a proteina se encontra no
estado de supersaturacio.

Os cristais de macromoléculas s3o mantidos por ligagdes de hidrogénio, pontes
salinas, interagdes de van der Waals e interagdes entre dipolos nas regides de contato, uma
vez que proteinas interagem através de uma pequena regido [51]. A maior parte da
superficie dessas moléculas, grandes e geralmente globulares, interage com o solvente
[52], que preenche o volume cristalino néo ocupado por elas. Dessa forma verificam-se
duas fases distintas na constitui¢do do cristal de proteinas (so6lida e liquida), que os tornam

frageis a0 manuseio e sensiveis ao solvente.
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Os experimentos de cristalizagdo constituiram em avaliar o comportamento da
proteina Bradeiona B € do FC em solug@o ante as condigdes propostas nos fatoriais da
Hampton Research Corp. [53], pelo método de difusdo de vapor com gota suspensa. Foram
testados os seguintes fatoriais: Crystal Screen (fatorial I), Crystal Screen 2 (fatorial II),
Grid Screen (NH4);SO; e Screen PEG6000. Na montagem desses experimentos de
cristalizagdo, por difusdio de vapor através da gota suspensa, colocou-se no pogo 500 uL de
uma das solugdes dos fatoriais. Da solugio do pogo, foram retirados 2,5 pL e misturados
com outros 2,5 pL da solugdio da Bradeiona B ou FC a 10 mg/mL (25 mM Tris-HC, 25
mM NaCl, pH 8,0). Com a nova solugdo obtida, foi montada a gota suspensa em uma
lamina na parte superior do pogo (vedada com graxa de vacuo). Os experimentos de
cristalizagdio foram realizados em caixas de cristalizagdo contendo, cada uma, 24 camaras
de troca de vapor. Os experimentos foram montados em ambientes isolados com
temperaturas constantes de 4°C e 18°C. Depois de montadas as camaras de vapor foram
deixadas em estrito repouso. A analise visual dessas gotas eram realizadas sempre apos

transcorridos quinze dias.

3.11 Espectroscopia de ressonincia magnética nuclear (NMR)

Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (NMR) foi aplicada com a
finalidade de analisar a estrutura tridimensional do Fragmento conservado (FC). Medidas
preliminares unidimensional de NMR foram realizadas no Laboratorio Nacional de Luz
Sincroton (LNLS), utilizando um espectrometro Varian Inova, operando a 14,1 T
(correspondente a freqiiéncia de 600 MHz). Foram realizados experimentos H-1D a 20°C

em pH 7,0 e a 25°C em pH 6,3. A amostra estava em solugéo tampao fosfato de potassio
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(KH2(PO4); + KoH(PO4)3) 100 mM, pH 7,0 em uma concentracdo de aproximadamente 4

mM e foi acrescida de H,O, DSS (0,01M), EDTA (0,1M) e NaN; (0,5M).

3.12 Espectroscopia de ressonincia paramagnética eletronica (EPR)

Espectroscopia de ressondncia paramagnética eletronica (EPR) foi utilizada com o
objetivo de estudar a afinidade de ions Mn’" por GTP e pela proteina de fusdo
GST+DGTPase. As medidas de EPR-CW foram realizadas em um espectrometro Bruker-
ELEXSYS E580, que opera tanto em modo de onda continua (CW) quanto pulsado e esta
equipado com ponte de microondas em banda X (9,5 GHz). Para as medidas em questdo
utilizamos, ainda, cavidade retangular e campo de modulagio de 100 kHz. A amplitude de
modulagio do campo bem como a poténcia de microondas foram ajustadas para maximizar
a relagdo sinal-ruido para cada valor de concentragio de Mn*". Os estoques de GTP, MnCl,
e da proteina de fusdio GST+DGTPase (144-416) estavam em tampio composto de 50 mM
Tris-HCI, 100 mM NaCl, pH 8,0. Inicialmente, foram realizadas medidas do sinal do Mn?"
livre (400 pM) em solug@o e na presenga de quantidade equimolar de GTP. Em seguida,
medimos o sinal do Mn®" na presenga de GTP na proporgdo 4:1 (320uM Mn?": 80uM
GTP). Finalmente, medimos o sinal do Mn*" na presenga de GST+DGTPase (144-416) na

proporgio 4:1 (320uM Mn*": 80uM proteina de fusio).
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Resultados e discussoes

Inimeros fatores limitam o progresso no caminho da compreensdo da bioquimica de
septinas. Entre estes, inclui-se a necessidade de 6timos sistemas de expressdo, os quais
permitam a produgdo de quantidades suficientes de material homogéneo e biologicamente
ativo para subseqiiente caracterizagdo, incluindo cristalizagdo. A dificuldade na expresséo e
purificacio de uma septina humana recombinante deve-se provavelmente a baixa estabilidade
do produto, com tendéncia a agregar e precipitar. Porém, um elegante e bem sucedido sistema
multiplo de expressdo para septinas de mamiferos foi descrito para as proteinas SEPT2,
SEPT6 e SEPT7 utilizando um vetor bicistronico [16]. No entanto, as proteinas expressas
individualmente, com His-fag, foram apenas produzidas em pequenas quantidades, instaveis e
com tendéncia a precipitarem em solugdo. A septina SEPT7, por exemplo, € descrita na
literatura cientifica como insoliivel quando expressa individualmente em bactéria [15,16] ou
células de eucariotos [14]. Este comportamento néo ¢ o verificado em nosso protocolo de
expressio e purificagio da septina humana Bradeiona B, o qual resultou em um produto
estavel em quantidades suficientes para subseqiente caracterizagdo, incluindo analises
espectroscopicas, estudos de atividade catalitica e ensaios de cristalizagio. Embora a proteina
néo apresente mais atividade apos transcorrido certo tempo (~ 36 h), a mesma nfo precipitava

rapidamente na auséncia da proteina de fusdo.
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4.1 Bradeiona p

4.1.1 Subclonagem, expressio e purificagio

A primeira construgdo com o ¢cDNA da proteina Bradeiona B foi elaborada no
laboratério da Dra. M. Tanaka” e o clone correspondente, gentilmente cedido para nosso grupo
de pesquisa. O ¢cDNA da Bradeiona B estava inserido no vetor de expressdo bacteriano
pProEX HTb nos sitios Smal e Xhol. A construgdo final tinha, além do cDNA da Bradeiona B,
uma cauda com histidinas (6xHis) no N-terminal e um sitio de clivagem para a protease ITEV.
Todos os testes de expressdo do cDNA da proteina Bradeiona B realizados com este vetor no
produziram resultados satisfatorios. A proteina foi expressa na fragdo insoluvel (corpos de
inclusfo) sendo necessario uma purificagdo desnaturante, o que nos levou a utilizar um novo
sistema de expressio.

Desse modo, 0 cDNA da Bradeiona B foi amplificado através da técnica de PCR,
utilizando como molde inicial o cDNA clonado no vetor pProEX HTb, e subclonado no vetor
de expressdo bacteriano pGEX-5X-1. A concentragdo de MgSO, e a temperatura de
anelamento foram variadas em fungéio de se obter o amplificado mais especifico possivel.
Utilizou-se para a polimerizagdo a enzima Deep Vent DNA que possui atividade corretiva dos
nucleotideos que incorpora, reduzindo o risco de mutagdes, ou seja, aumentando assim a
confiabilidade do produto obtido.

A figura 4.1(A) mostra o resultado do produto de PCR com uma banda de

aproximadamente 1.500 pb referente ao cDNA da Bradeiona f.

2 National Institute of Advanced Industrial Science and Technology, T'sukuba, Japan.
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Figura 4.1: Amplificagdo do cDNA da Bradeiona B e confirmagéo dos clones positivos
por analise de restrigo. A) Gel de agarose (0,8 % TAE) do produto de PCR. 1. Padréo de
massa molecular (1 kb Plus/Promega). 2. Vetor de expressio pGEX-5X-1 linearizado. 3 e 4.
Produto de PCR mostrado uma banda de aproximadamente 1.500 pb referente a0 cDNA da
Bradeiona B. B) 1. Padrio de massa molecular, 2 a 6. Vetor bacteriano pGEX-5X-1 e cDNA
da Bradeiona B apos digestdo (sitios de BamH]1 e Xhol).

Os recombinantes foram confirmados por analise de restrigdo do DNA plasmidial com
as enzimas BamHI e Xhol, observada em eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com
brometo de etideo, como pode ser observado na figura 4.1(B). O sequenciamento confirmou a
subclonagem do ¢cDNA, dentro do correto quadro de leitura do vetor e um dos clones positivos
(pGEX-Bradp) foi selecionado para testes de expresséo.

Apds a transformagio de células de E. coli AD202 competentes por CaCly, com o
clone pGEX-Bradp, realizamos ensaios de expressdo da proteina recombinante. Testes inicias
de expressdo a 37°C utilizando varias concentracdes de IPTG, levaram a totalidade da proteina
produzida para a fragdo insolavel. Testou-se também expressio a 37°C nas linhagens
bacterianas BL21(DE3), ER2566(DE3) e ORIGAMI, porém os resultados ndo diferiram dos

obtidos anteriormente. Contudo, testes de expressio da proteina recombinante a 20°C levaram

parte da proteina produzida para a fragdo soltvel.
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Na figura 4.2 observamos bandas adicionais de expressdo com intensidades crescentes
com o decorrer do tempo, referentes & proteina de fusdo com massa molecular de

aproximadamente 82 kDa (GST+Bradeiona B).
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Figura 4.2: Expressdo da proteina de fusfo (Bradeiona B +GST). Eletroforese (SDS-
PAGE 15%) ilustrando extratos totais de E. coli AD202 (pGEX-Bradf) durante 10 h de
induc@io com IPTG a 20°C. 1. Padrio de massa molecular (em kDa). 2. Cultura néo induzida
(to). 3 a 7. Cultura induzida a 20°C durante 2h (t1), 4h (tz), 6h (t3), 8h (ts) e 10h (ts)
respectivamente. A seta indica a proteina de fusdo GST+Bradeiona 8 (~82 kDa).

A proteina de fusdo que permaneceu na fragdo soluvel, apos os passos de expressdo e
lise bacteriana, foi isolada por cromatografia de afinidade utilizando a resina Glutathione
Sepharose 4B e posteriormente eluida com tampdo A acrescido de 10 mM de GSH. As fragGes
eluidas foram analisadas por eletroforese desnaturante (SDS-PAGE 15%) como podemos
verificar na figura 4.3. Analisando o resultado da eletroforese, observamos que além da
proteina de fusio (~82 kDa) apareciam inimeras bandas adicionais, as quais acreditdvamos
inicialmente que poderiam ser decorrentes de uma atividade proteolitica de enzimas da

linhagem bacteriana escolhida para expressiio. Assim, optamos pela utilizagdo na solugdo

tampdo de inibidores das quatro principais classes de proteases (veja segdo 3.2.1).
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Figura 4.3: Elui¢io da proteina de fuséo GST+Bradeiona B. 1. Padrdo de massa
molecular (em kDa). 2 a 8. Fragdes eluidas da resina Glutathione Sepharose 4B com tampio A
acrescido de glutationa reduzida (10 mM). A seta indica a proteina de fusfio com massa de
aproximadamente 82 kDa (GST + Bradeiona B).

Porém, o padrio de degradagdo citado inicialmente (veja figura 4.3) continuou
inalterado, sugerindo que a presenga de bandas adicionais (com massa molecular inferior a
massa da proteina de fusdo) poderia ser proveniente de outro fenémeno, como por exemplo, a
dificuldade da bactéria em reconhecer o gene subclonado. A existéncia de codons raros para E.
coli na seqiéncia da Bradeiona P, pode levar a terminacdo precoce da traducio [54]. Apos a
elui¢io da proteina de fusdo, realizamos testes de clivagem com a protease Fator Xa para

separar a proteina GST da Bradeiona B. A cinética de clivagem da proteina de fusdo foi

realizada a temperatura de 12°C e os resultados finais podem ser observados na Figura 4.4.
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Figura 4.4: Eletroforese (SDS-PAGE 15%) ilustrando a cinética de clivagem da
proteina de fusdo GST+Bradeiona f utilizando a protease Fator Xa. 1. Padrio de massa
molecular (em kDa). 2. Amostra antes da adi¢do da protease Fator Xa. 3 a 8. Aliquotas
retiradas durante a clivagem nos tempos de 1h (t), 2h (t2), 3h (tz), 5h (ts), 7h (ts) e Sh (t). A
GST esta indicada pela seta marrom (~27 kDa). A seta azul (~82 kDa) e preta (~55 kDa)
indicam as proteinas de fusdo e Bradeiona B, respectivamente.

Observando a Figura 4.4, verificamos que a clivagem ocorreu com grande eficiéncia,
sendo total com aproximadamente 5 h de incubagdio. Uma vez definida as condigdes de
clivagem em solugdo, optamos em realizar a clivagem da proteina de fuséo ainda ligada a
resina de afinidade para facilitar a purificagdo. Foram utilizadas as mesmas condig3es preé-
estabelecidas em soluco para a clivagem na resina. Na figura 4.5 (coluna 2), podemos

observar a proteina obtida ap0s a clivagem na resina e lavagem com tampao contendo 50 mM

Tris-HCI, pH 8.0, 100 mM NacCl, 2 mM CaCl,, 1 mM PMSF.
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Figura 4.5: Clivagem e purificagdo da proteina de fusio GST+Bradeiona 3 imobilizada
na resina. Eletroforese (SDS-PAGE 15%) mostrando a lavagem da resina apos a clivagem
com a protease Fator Xa. 1. Padrio de massa molecular (em kDa). 2. Amostra da lavagem da
resina apos clivagem. 3 a 7. Aliquotas das fragbes eluidas apds passagem pela coluna de
exclusdo molecular Superdex-200. A seta marrom indica um contaminante de massa
molecular superior a 66 kDa e a seta negra indica a Bradeiona p (~55 kDa) ja livre da GST.

Com a clivagem na resina toda a GST ficou ligada a mesma, restando o problema de
como eliminar as bandas adicionais (com massa molecular inferior a 55 kDa) e um
contaminante de massa molecular superior a 66 kDa (veja figura 4.5, coluna 2). Através de
uma cromatografia de exclusio molecular na coluna Superdex-200 foi possivel eliminar o
contaminante, que eluiu em uma fragdo apos a proteina B-Galactosidase usada como padrio
(que possui massa molecular de 116 kDa). A proteina Bradeiona B eluiu em uma fragdo
anterior a proteina B-Galactosidase, sugerindo que a mesma pode estar oligomerizando. Na
Figura 4.6, mostramos o perfil da cromatografia de exclusdo molecular na Superdex-200 e na

figura 4.5 (colunas de 3 a 7) a analise por eletroforese (SDS-PAGE 15%) das aliquotas eluidas

desta cromatografia.
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Figura 4.6: Perfil da cromatografia de exclusdo molecular da proteina Bradeiona § na
resina Superdex 200. Em azul: absorbancia a 280 nm em fungfo das fra¢Ses coletadas (mL).
Em pontilhado, padrio de massa molecular: 1. B-Galactosidade (116 kDa). 2. Soroalbumina
bovina (66 kDa). 3. Anidrase carbonica (30 kDa). 4. Citocromo C (12,4 kDa), S. Riboflavina
(0,4 kDa). O pico 6 é referente ao contaminante (> 66 kDa).

Porém, ainda faltava eliminar os contaminantes adicionais com massa molecular
inferior a 55 kDa (oriundos da terminagio precoce da tradugfio ou instabilidade da proteina).
Para isso, optou-se inicialmente por uma cromatografia de troca iénica na coluna Mono-Q.
Contudo, o resultado foi insatisfatorio, pois a proteina interagiu com a coluna muito
intensamente, sendo necessano levar o gradiente de NaCl a aproximadamente 0,8 M para que

a mesma se desliga, como pode ser observado pela figura 4.7. Porém, nesta concentragéo de

NaCl a proteina precipitava irreversivelmente.
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Figura 4.7: Perfil da cromatografia de troca idnica da Bradeiona § em resina Mono Q.
Em azul: absorbancia a 280 nm em fun¢do das fragdes coletadas (mL). Em pontilhado:
gradiente de NaCl (0-1M). Fluxo de 1,0 mL/mim. Inje¢dio: 1 mL de amostra. Tampéo de
elui¢do composto por 50 mM Tris-HCI, pH8,0, sob um gradiente de 0 a 1 M NaClL

Com o conhecimento do resultado anterior, resolveu-se utilizar novamente uma
cromatografia de troca idnica, porém desta vez modificando o pH da solugio tampdo de 8,0
para 6,5 com o intuito de diminuir a interagdo da proteina com a matriz. Assim, todas as
fragdes eluidas da Superdex-200, correspondentes ao pico da Bradeiona B, foram reunidas em
um unico recipiente e submetidas a uma dialise para mudanca de pH. A amostra inicial estava
em tampdo 50 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, pH 8,0. A proteina foi dialisada contra o tamp&o
constituido de 100 mM NaCl, 50 mM MES, pH 6,5. Com a variagdo de pH de 8,0 para 6,5
verificou-se que quase a totalidade dos subprodutos da Bradeiona B (bandas adicionais)
precipitavam, restando apenas a proteina de interesse (55 kDa) e baixos niveis de

contaminantes entre 30-45 kDa. Assim, nfo foi necessaria uma nova cromatografia e o

resultado obtido apés a dialise pode ser observado na figura 4.8.
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Figura 4.8: Bradeiona B apos mudanga de pH. Eletroforese (SDS-PAGE 15%)
mostrando a proteina Bradeiona p apos mudanga de pH. 1. Padrdo de massa molecular (kDa).
2 a 4. Bradeiona B soluvel em concentragdes crescentes (~1,0 mg/mL, ~3,0 mg/mL e ~5,0
mg/mL, respectivamente). 5. Subprodutos precipitados apo6s dialise e centrifugagdo. A seta
indica a proteina Bradeiona B (~55 kDa).

O sequenciamento do N-terminal (realizado no Centro de Quimica de proteinas —
FMRP-USP) confirmou os cinco primeiros amino4cidos esperados para a seqiiéncia primaria
da Bradeiona B recombinante (GILMD). O sequenciamento das bandas adicionais (veja figura
4.8, entre 30-45 kDa) mostrou 0 mesmo resultado obtido para a Bradeiona f. Assim, as razdes
para acreditarmos que a bandas adicionais (contaminantes) sio oriundas do N-terminal da
proteina Bradeiona B, e ndo contaminantes da linhagem bacteriana escolhida para expressdo
heterologa, sdo: i) o fato que todos os subprodutos possuem massa molecular inferior a massa
da proteina de fus#o, ii) a instabilidade associada a septinas [5] e 1ii) a seqiiéncia da regido N-
terminal dos contaminantes majoritirios exibirem a mesma seqiiéncia da Bradeiona B. A
proteina Bradeiona B foi purificada contendo 0,25 + 0,08 de nucleotideo (1 GDP ou GTP para
cada 4 moléculas de proteina) unido nas condi¢des descritas (veja seg¢do 3.9). O rendimento da

purificagiio foi de aproximadamente 0,5 mg de proteina soluvel por litro de cultura. Este valor

foi estimado, utilizando-se o coeficiente de extingdo molar tedrico e absor¢do em A = 280 nm
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(veja segdo 3.3). Apos a purificagio, a Bradeiona P estava em um teor de pureza suficiente
para utilizacio em analises com técnicas espectroscopicas, ensaios enzimaticos € testes de

cristalizagio.

4.1.2 Analises estruturais

Dois distintos métodos foram utilizados para determinar a massa molecular do produto
soluvel purificado apos a retirada da GST da proteina de fusdo. Analisados em conjunto,
resultados de espalhamento dindmico de luz e cromatografia de exclusdo molecular indicam
que a proteina Bradeiona foi expressa como um oligdbmero estavel, formado de no minimo
de dois mondmeros. Na cromatografia de excluséo molecular (veja figura 4.6), a proteina eluiu
como um Unico pico de massa molecular significativamente maior do que 116 kDa, a maior
massa molecular usada como padréo. O monomero da proteina Bradeiona possui uma massa
molecular predita de aproximadamente 55 kDa, indicando que o oligbmero & provavelmente
maior que um dimero. Porém, oligomerizagdo & esperada através do dominio coiled-coil C-
terminal, resultando em uma molécula alongada que migra anomalamente na cromatografia de
exclusio molecular. Portanto, ¢ dificil obter uma conclusdo definitiva apenas da cromatografia
de exclusdo molecular, exceto o fato esperado que a Bradeiona P nio seja monomerica em
solugdo. Este método aplicado ndo é o ideal para caracterizar a massa molecular da Bradeiona
B, uma vez que a proteina é eluida no volume de exclusio da coluna.

O resultado obtido na analise da Bradeiona f com espalhamento dindmico de luz esta
ilustrado na figura 4.9. O maior pico observado no resultado de DLS é centrado em um raio
hidrodindmico de 7 nm. Assumindo uma particula esférica, este valor corresponde a massa

molecular de 320 kDa (aproximadamente um hexdmero). Todavia, como existe pouca
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informagdo disponivel até o presente momento com respeito & forma molecular de oligdmeros
de septinas, esta estimativa apresentada deve ser tratada com algum cuidado. Contudo, €
interessante notar que resultados similares descrevendo um hexdmero foram recentemente
publicados por Sheffield e colaboradores para o hetero-oligobmero formado pelas septinas
SEPT2/6/7 [16]. O menor pico, também observado nos resultados de DLS, corresponde a
aproximadamente 10% da massa total e estd centrado em um raio hidrodindmico de
aproximadamente 35 nm. Isto provavelmente ¢ um indicativo de formago de filamentos ou
agregados, como também descritos para outras septinas [1,2,14,16]. O resultado de DLS
também mostrou que nas condi¢des analisadas a solug8o protéica apresentava-se praticamente

monodispersiva (constituida de moléculas de mesmo tamanho).
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Figura 4.9: Anélise da proteina Bradeiona B através de DLS. A proteina estava em uma
concentragdo de aproximadamente 1,0 mg/mL (50 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, pH 8.0).
Muitos indicios indicam que o produto final, Bradeiona P, estd corretamente
enovelado. Estes incluem espectroscopia de dicroismo circular, atividade catalitica,
monosdispersividade e formag#o de cristais. O espectro de CD, ilustrado na figura 4.10, indica

a presencga de um alto contetido de hélices a na estrutura secundaria, como evidenciado pela

forte elipticidade negativa ao redor de 208 nm e 220 nm. Utilizando o programa de
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desconvolugio SELCON-3 [38] obtemos 39 + 6% de hélice a, 25 + 5% de folhas B e 36 + 4%
de estruturas irregulares. Ndo ha relatos de analises de septinas através de espectroscopia de
CD na literatura cientifica. Este fato pode ser decorrente da dificuldade de se obter septinas

puras e estaveis em solugdo.

200004

150004 Bradeiona 8

10000 =
5000 -

4

[8] (deg.cm’/decimol)

-5000 -

-10000

T 77T T 1 T
195 200 205 210 215 220 225 230 235 240 245 250
Comprimento de onda (nm)

Figura 4.10: Espectro de dicroismo circular da proteina Bradeiona B. A proteina (~4
uM) estava em tampdo 25 mM Tris-HCI, 25 mM NaCl, pH 8,0.

Septinas sdo relatadas na literatura como constituidas de um N-terminal vanavel,
seguido por um dominio de ligagio a GTP e finalizando em um dominio coiled-coil [7]. No
caso da Bradeiona B, o dominio N-terminal ¢ maior do que em muitas outras septinas (veja
figura 1.3) e interessantemente possui uma alta percentagem de residuos de prolina (14,3%).
Na tabela 4.1, apresentamos os resultados de predigiio de estrutura secundaria, utilizando o

programa PSIPRED, obtidos na analise da seqiiéncia de aminoacidos da Bradeiona B.
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Hélice a (%) Folhas § (%) Coil (%)
Bradeiona 3 36,4 10,7 52,9
FC 18,4 0 814
DGTPase 403 18,7 41
Coiled-coil 46,8 0 53,2

Tabela 4.1: Predigio de estrutura secundaria da proteina Bradeiona P e de seus
dominios estruturais através do programa PSIPRED [42]. Em azul, destaque para a alta
porcentagem de estruturas nio regulares no dominio N-terminal (FC).

O programa de predi¢io de estrutura secundaria PSIPRED [42] prediz que o FC possui
aproximadamente 82% de estruturas ndo regulares. Com base na comparagéo com a estrutura
de outras GTPases, o dominio GTPase da Bradeiona B é esperado conter uma mistura de
estruturas o/B. Tais dominios, em pequenas GTPases por exemplo, tipicamente possuem
aproximadamente 40% de hélices o e 30% de folhas B [9]. Em certa concordancia, a predigéo
de estrutura secundaria resultou 40% de hélices a, 19% de folhas B e 41% de estruturas nio
regulares para o dominio GTPase da Bradeiona . A regifo C-terminal (416-478) inclui uma
curta regifio interrompida por repetidos residuos de leucina/isoleucina a cada sete residuos de
aminoacidos [7,11], a qual é esperada formar uma estrutura coiled-coil, como sugerido para
outras septinas. Dominios coiled-coil, geralmente, sdo formados por duas longas hélices a cuja
dimerizagdo ¢ medida, em parte, através dos residuos de leucinas. A predigdo de estrutura
secundaria prediz 47% de hélices a na regiio C-terminal da Bradeiona P (veja tabela 4.1).

A estrutura secundaria da proteina Bradeiona B é, portanto, segundo os resultados de
predigio composta por aproximadamente 36% de hélices a, 11% de folhas B e 53% de
estruturas ndo ordenadas. O resultado de desconvolugdo apresenta uma boa concordéancia com
respeito ao conteudo de hélices o (39 * 6 %), porém mostra uma diferenga nas quantidades de

folhas B e estruturas néio regulares. No entanto, os resultados obtidos com os dois métodos séo
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consistentes com o fato do espectro de CD observado experimentalmente ser dominado por

hélices a.

4.1.3 Atividade GTPase

Uma das razdes para o lento progresso no estudo de septinas ¢ a falta de um técnica
robusta, rapida e simples para a medida da atividade GTPase. A maioria das analises
comumente sio acometidas de uma série de dificuldades praticas, devido a necessidade de
utilizagdo de nucleotideos radioativos. O método alternativo descrito aqui é baseado no uso de
eletroforese capilar para separar e quantificar o substrato e o produto da hidrolise resultante de
uma reagdo enzimatica, ap6s a mesma ter sido interrompida pelo congelamento em nitrogénio
liquido. Esta técnica requer pequenas quantidades de amostra e produz minimos residuos de
produto final. Otimas separagdes foram obtidas utilizando o tamp&o de corrida composto de 10
mM MES, pH 6,5. GTP e GDP foram identificados através dos tempos de migragdo, em
comparagdo com padrdes previamente definidos e pelos espectros de absorgio.

Tipicos eletroferogramas mostrando a separagio de GTP e GDP estdo ilustrados na
figura 4.11. A figura 4.11(A) foi obtida utilizando capilar sem recobrimento intemo €
aplicagdo de potencial positivo na extremidade de introdug¢&o da amostra. A figura 4.11 (B) fo1
obtida utilizando capilar com recobrimento interno de PVA e aplicago de potencial negativo.
Ambos os métodos apresentaram boa separagdo das espécies analisadas. Porém, o método com
capilar recoberto foi mais reprodutivel e rapido. Com a utilizagéo de capilares recobertos de
PVA, os picos correspondentes a0 GTP ¢ GDP foram resolvidos em aproximadamente 2
minutos, com um tempo total de analise menor do que 10 min (incluindo o pré-

condicionamento do capilar, injegdo da amostra e a separagdo eletroforética).
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Figura 4.11: Separagio de GTP e GDP por eletroforese capilar, apos hidrolise
enzimatica. (A) Método de analise em capilar sem recobrimento interno (capilar com 50 cm de
comprimento e 50 um de didmetro interno; V = +28 kV;). GTP (5mM) foi incubado com
Bradeiona B (2 uM) na auséncia de Mg®" (negro), durante 2 h na presenga de 1 mM de Mg*
(vermelho) e durante 9 h na presenga de 1 mM de Mg”" (azul). (B) Método de analise em
capilar com recobrimento interno de PVA (capilar com 50 cm de comprimento e 50 um de
didmetro intemo; V = -28 kV). GTP (4 mM) foi incubado com Bradeiona B (2 pM) durante 10
min (negro) e 5 h (vermelho) na presenga de 1 mM de Mg**. O tampéo de corrida utilizado foi
MES 25 mM, pH 6,5 em ambos os casos. A temperatura de incubagio das reagdes foi de 28°C.
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O papel da atividade GTPase na fungéo bioldgica de septinas apresenta-se como um
dos mais desafiantes problemas na bioquimica de septinas e somente um limitado niimero de
estudos foram realizados para tentar elucidar o papel da ligagdo e hidrolise de nucleotideo in
vivo. Além disso, constantes cinéticas para hidrolise de GTP por septinas sdo efetivamente
ausentes na literatura cientifica. Contudo, esfor¢os estio sendo realizados para reproduzir in
vivo condigdes para tentar entender a relagdo entre atividade GTPase, associagdo com a
membrana, formagdo de filamentos e ultimamente o envolvimento de septinas em diversos
processos celulares como exocitose e citocinese [5,26,27]. Com respeito ao problema da
associagdo para formagdo de filamentos, h4 um pequeno consenso com respeito ao papel da
ligagdo do GTP e/ou hidrélise para inimeros membros da familia de septinas [5,16]. Por outro
lado, é verificado que a ligagdo e hidrolise de GTP reduz significativamente a afinidade da
proteina SEPT4/HS5 [13] por fosfolipidios de membrana (PtdIns(4,5)P5).

Similarmente a outras septinas, a proteina Bradeiona f apresenta em sua seqiiéncia
primaria o motivo P-loop ou Walker A Box, referente aos residuos 151-158 (GESGLGKS),
também conhecido como motivo G1. Outros dois motivos caracteristicos de proteinas de
ligagdo a GTP estio presentes: o motivo G3 e 0 motivo G4 referentes aos residuos 239-242
(DESG) e 289-292 (AKAD) [11], respectivamente. A presenca de motivos como estes, em
geral, apresentam-se como uma impressdo digital indicando a possivel atividade biologica da
proteina, porém requer validagdo. Assim, eletroforese capilar foi entdo utilizada com a
finalidade de comprovar a atividade GTPase da proteina Bradeiona B. Exemplos de graficos
ilustrando a produgio de GDP em fungdo do tempo e o ajuste dos pontos Iniciais para
determinagdo da velocidade inicial (vy) da reagdo estdo mostrados na figura 4.12(A). O grafico
de Michaelis-Menten obtido para a Bradeiona B, na presenca de 1 mM de Mg”", é apresentado

na figura 4.12(B).
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GDP fo1 evidentemente produzido como resultado da hidrolise do GTP pela proteina
(veja figura 4.12), demonstrando pela primeira vez que a septina humana Bradeiona  possui
atividade catalitica. Além disso, o resultado obtido sugere que a catalise e liberagdo do produto
(dissociagdo do GDP) ocorrem na auséncia de adicionais proteinas auxiliares in vitro (com
uma taxa mensuravel em uma escala de tempo da ordem de minutos/horas). Isto € consistente
com o fato que fatores de troca de nucleotideo de guanina nunca foram descritos na literatura
cientifica no caso de septinas [55]. Na auséncia de Bradeiona B, a taxa de hidrolise espontanea
do GTP mostrou-se ser efetivamente desprezivel, com um nivel constante de GDP observado
devido a contaminagio presente no GTP comercial utilizado. Controles realizados em todos os
casos analisados, comprovam que a proteina apds ser congelada em nitrogénio liquido e
descongelada, ndo apresentava mais atividade GTPase.

As constantes cinéticas determinadas nesta seg¢do somente serdio validas se a proteina
Bradeiona B possuir um comportamento que possa ser modelado pela cinética de Michaelis-
Menten. Por analogia com outras GTPases, existe uma grande possibilidade que o GDP
resultante da hidrolise do GTP, permanega um periodo relativamente longo dentro do sitio
ativo da proteina, em outras palavras, que a taxa de dissocia¢do seja lenta. Esta suposi¢do
acarreta que a constante de reacdo k., ndo € mais desprezivel, impossibilitando a utilizagdo da
cinética de Michaelis-Menten. Estudos adicionais para determinagdo da taxa de dissociagdo do
GDP (no caso da Bradeiona P) seriam necessarios para elucidar estd questdio. Assim, nas

analises futuras consideraremos que o constante k., & desprezivel (k. << k»).
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Figura 4.12: (A) Determinagfo da velocidade inicial através do ajuste dos pontos
inicias da curva de hidrélise de GTP no decorrer do tempo. Em vermelho: reagéo formada de 1
mM de GTP, 1 mM de MgCl, e 1 pM de Bradeiona B. Em preto: reagio formada de 4 mM de
GTP, 1 mM de MgCl; e 1 pM de Bradeiona . (B) Grafico de Michaelis-Menten (Bradeiona 8
— GTP). O ajuste foi realizado utilizando o programa Origin 7.0. As barras de erros foram
obtidas através da regressio linear realizada nos pontos inicias de cada curva (Origin 7.0).

O ajuste da hipérbole retangular realizado nos pontos experimentais (figura 4.12)
forneceu os seguintes pardmetros cinéticos: Km = (2,0£0,4) mM e ko = (0,25£0,02) s'. O
Gltimo valor foi determinado através do quociente da velocidade maxima (Vmax) pela

concentracio enzimatica do nimero de sitios ativos, ou seja, a concentragdo monomeérica. O

valor de ke determinado para a Bradeiona p mostra que a enzima apresenta uma rapida taxa
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intrinseca de hidrélise de GTP quando comparada com pequenas GTPases como Ras e Rab5,
as quais dependem de proteinas de ativagdo (GAPs) para a hidrolise. Resultados na literatura
mostram que a proteina de fusdo GST-SEPT2 de camundongo, também hidrolisa e troca GTP
rapidamente [29]. Em comparagfo, os valores das constantes de taxas intrinsecas (kca) das
proteinas Ras e Rab$5 sdo 4,7 x 10 e 33 x 107 s respectivamente [56,57], porém estes
valores podem aumentar cinco ordens de grandeza na presenca das respectivas GAPs [58]. A
taxa intrinseca de hidrélise de GTP pela Bradeiona B é portanto, um valor intermediario entre
a constante de taxa ativada (na presenga de fatores auxiliares) e a constante de taxa intrinseca,
apresentada por pequenas GTPases. Outras GTPases como FtsZ e Tubulina [24,59] por
exemplo, as quais similarmente as septinas formam filamentos, hidrolisam o GTP e dissociam
o GDP no contato dos monémeros no proprio filamento na auséncia de fatores auxiliares.
Contudo, a possivel existéncia de fatores de troca e/ou proteinas de ativagdo podem afetar
significativamente a cinética de hidrélise de GTP pela Bradeiona B e outras septinas in vivo.
Um fator que afeta a hidrolise de GTP pela Bradeiona B ¢ a concentragdo de ions Mg*t
e esta caracteristica ¢ verificada para a atividade GTPase de todas as septinas que foram
experimentalmente analisadas. Embora muitas pequenas GTPases, como a proteina Ras, sejam
dependentes de Mg”" para ligagio ao GTP, esta condi¢o nfo é necessaria para as proteinas
Rho ou Cdc42 [20,60]. A figura 4.13 mostra que a presenga de Mg”" foi essencial para a
hidrolise de GTP pela Bradeiona B. Porém, com uma concentragio de 5 mM de Mg*
verificamos uma queda acentuada na hidrélise de GTP, indicando que a enzima foi inibida a
esta concentragdo. Para as concentragdes de fons Mg2+ de 0,25 mM, 1 mM, 2,5 mMe 5 mM as
velocidade inicias das reagdes (vo) foram 3.0 pM/min, 7.6 uM/min, 12.8 pM/min e 5.9

pM/min, respectivamente (veja figura 4.13(B)).
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Figura 4.13: Reago de hidrolise de GTP em fung#o da concentragdo de ions Mg®. Em
preto: auséncia de ions Mg**. Em azul: 1 mM de ions Mg**. Em verde: 2,5 mM de ions Mg*.
Em azul: 5 mM de ions Mg®". Em todos os casos a concentragao de GTP utilizada foi de 5
mM e a concentragio de Bradeiona P foi de 2 pM.
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A dissociagdo do GDP § inibida por Mg®" em muitas proteinas da subfamilia de
pequenas GTPases Ras (Ras-like) [21]. O mesmo fendmeno é observado para a pequena
GTPase Rab5 [21]. A adigdo de 5 mM de Mg”" bloqueia completamente a dissociagdo do
GDP, enquanto para a concentragio de 0,5 mM o efeito é muito pequeno [21]. O efeito de
inibigdo comega a ser consideravel em concentragdes de ions Mg”" superiores a 1,5 mM. O
residuo Ser34 da proteina Rab5 € responsavel por coordenar o ion Mg”" no sitio de ligago do
nucleotideo de guanina. A mutante RabS34N apresentou uma taxa de dissociagdo muito maior
que a taxa de dissociagdo do Rab nativa (0,245 contra 0,006 min™) [21]. Porém, o fato mais
importante ¢ que a taxa de dissociagdio de GDP apresentada pela mutante RabS34N nfo é mais
afetada pela concentragio de ions Mg®" [21]. Comportamento similar é apresentado pela
mutante RasS17A, que mostrou uma taxa de dissociagio de GDP acelerada e insensivel a
concentragio de Mg®". Uma provavel explicag@o para o observado é que a coordenagio do
Mg* pela Ser34 participe em um impedimento quimico que impega a dissociagdo do
nucleotideo. Contudo, é também possivel que 0 Mg®” promova um rearranjo estrutural na
proteina Rab5 através de interagdes com a Ser34 que seja desfavoravel para a dissociagio do
GDP [21].

Estimativas da concentragdio intracelular de Mg*" mostram uma significante varnagio
de tecido para tecido, com valores tipicos no intervalo de 0,2-1,5 mM [61], sugestionando que
a concentragio de Mg”" utilizada em nossos experimentos é provavelmente fisiologicamente
relevante. Considerando que a concentragio de Mg™ utilizada ligue-se ao GTP, a inibigio
observada a altas concentragdes pode ser devida provavelmente a dois fendmenos: i) a
afinidade intrinseca da enzima pelo metal, ocasionando um impedimento estérico ou repulso

eletrostatica do substrato ou altemativamente ii) devido & baixa dissociagio do GDP [21].
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Estudos mais detalhados do comportamento da atividade GTPase em fungdo da concentragdo

de ions Mg”" para a fusdo GST+DGTPase (144-416) serdo descritos na segio 4.3.

3.1.4 Cristalizagao

Cristais de Bradeiona B na forma de placas com dimensGes de aproximadamente 0,3
mm foram obtidos, a 4°C, através da técnica de difusdo de vapor (hanging drop) em
aproximadamente dois meses. Cada gota era composta de uma razdo de 1:1 de solugdo estoque
de proteina (10 mg/mL) e solugdo do reservatorio. Os cristais na forma de placas foram
obtidos nas condi¢des compostas de 0,1 M Tris-HCI, pH 8.0, 10% PEG6000 e 0,1 M Bicina,
pH 9,0, 10% w/v PG6000 (solugio do pogo). Também houve a formaglo de cristais de
Bradeiona B na forma de agulhas na condi¢do composta de 0,1 M Acido citrico, pH 5,0, 10%
w/v PG6000, 4°C. Microcristais foram obtidos na condi¢do 0,1 M MES, pH 6,0, 5% w/v
PG6000, 4°C. Os cristais de Bradeiona P obtidos estdo ilustrados na figura 4.14. Os cristais
maiores (na forma de placas) foram subsequentemente congelados em nitrogénio liquido, na
presenca de 20% de glicerol (crio - protetor). Os melhores cristais difrataram a uma maxima
resolugiio de 6,0 A em uma fonte de raios X com anodo rotatorio. O padriio de difragéo

(caracteristico de proteinas) de um dos cristais testados esta ilustrado na figura 4.15(A).
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Figura 4.14: Cristalizagio da septina Bradeiona B. (A) Cristais de Bradeiona B, na
forma de placas, obtidos a 4°C pelo método de difusdo de vapor (0,1 M Tris, pH 8,0, 10% w/v
PG6000). (B) Cristais de Bradeiona B, na forma de placas, obtidos a 4°C (0,1 M Bicina, pH
9,0, 10% w/v PG6000). (C) Imagem ampliada de dois cristais de Bradeiona B. O cristal maior
foi preparado convenientemente e analisado por eletroforese desnaturante (SDS-PAGE 15%).
(D) Cristais de Bradeiona B na forma de agulhas, 4°C (0,1 M Acido citrico, pH 5,0, 10% w/v
PG6000). (E) Microcristais de Bradeiona B, 4°C (0,1 M MES, pH 6,0, 5% w/v PG6000).

Para verificar a homogeneidade do material cristalizado, com o conhecimento prévio

da presenga de baixos niveis de contaminantes no material inicial (veja figura 4.8, banda com
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massa molecular entre 38-42 kDa aproximadamente), dois cristais foram previamente lavados
com um tampdo contendo crio — protetor (20% glicerol) e submetidos a analise por
eletroforese desnaturante (SDS-PAGE 15%) e subsequentemente corados com prata. Uma
unica banda foi observada com aproximadamente 55 kDa, correspondente a massa molecular
da proteina Bradeiona B intacta, indicando que o processo de cristalizagdo efetivamente
representou o passo final na purificagdo. O resultado da eletroforese esta ilustrado na figura
4.15(B).

Estudos recentes destacam que uma das chaves para compreender a bioquimica de
septinas € a obtengdo de informagdes moleculares detalhadas em nivel estrutural [5,16]. Ha
uma total auséncia de estruturas tridimensionais completas de septinas ou de seus dominios na
literatura cientifica. Portanto, n3o existem informagdes a respeito de como a ligacio e
hidrélise do GTP podem afetar as estruturas tridimensionais de septinas. Por outro lado, esta
sensivel regulagdo é conhecida por ser critica para a compreensio do funcionamento de outras
GTPases. Os cristais de Bradeiona P obtidos, por enquanto, ndo possibilitaram a obtengdo de
resultados estruturais. Porém, estes cristais inéditos abrem perspectivas para uma futura
determinagfo da estrutura tridimensional da proteina Bradeiona B, ou seja, a estrutura da

primeira proteina da familia septina.



Resultados e discussoes 86

(A)

Bradeiona B

(B)

Figura 4.15: Anélise dos cristais de Bradeiona B obtidos. (A) Padrio de difragdo de um
cristal de Bradeiona . O cristal difratou a uma maxima resolugfio de 6,0 A em uma fonte de
raios X com anodo rotatério. (B) Cristais de Bradeiona $ analisados por eletroforese

desnaturante (SDS-PAGE 15%) e posteriormente corado com prata. A seta indica a Bradeiona
B (~55 kDa).
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4.2 Fragmento Conservado (FC)

A estrutura composta de trés dominios atribuidos a septinas foi amplamente discutida
em se¢des anteriores. Dois desses dominios, FC e DGTPase, foram delimitados e produzidos
heterologamente em E. coli para subseqiiente caracterizagdo. O Fragmento Conservado (N-
terminal) representa os 119 aminoacidos inicias idénticos entre as proteinas Bradeiona a. € B,
indicando que esta regido pode ser um dominio comum entre as duas proteinas. Os resultados
experimentais de caracterizagdo do FC serdo apresentados nesta seg@o. Resultados de

caracterizagio do dominio GTPase serdo apresentados na se¢do 4.3.

42.1 Subclonagem, expresséo e purificagéo

A regifio codificante do Fragmento Conservado (FC) foi amplificada através da técnica
de PCR utilizando como molde inicial o plasmideo cedido pela Dra. Tanaka, e subclonado em
dois distintos vetores de expressdo bacteriano: pGEX-5X-1 e pET28a(+). Utilizou-se para a
polimerizagdo, em ambos 0s €asos, a enzima Pfx DNA polimerse que possul atividade
corretiva dos nucleotideos que incorpora. Os transformantes positivos, em ambos 0s €asos,
foram confirmados através da técnica de PCR de colonia (veja subsegdo 4.1.2). A figura
4.16(A) e (B) mostra os resultados dos produtos de PCR com bandas de aproximadamente 360
pb referentes a regido que codifica o FC. O resultado do PCR de coldnia para o sistema
pGEX-5X-1, pode ser visualizado na figura 4.16(C). Resultados similares de analise por PCR

de coldnia foram obtidos para o sistema pET28a(+).
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Os sequenciamentos confirmaram as subclonagens das regides codificantes do FC
dentro do correto quadro de leitura dos vetores, em ambos 0s casos, € um dos clones positivos
para cada construgdo foi selecionado para testes de expressdo (pGEX-BradFC e pET-CF).
Apos a transformagdo de células de E. coli AD202 competentes com o clone positivo pGEX-
BradFC, foram realizados ensaios de expressdo e purificagdo nas mesmas condi¢des pré-
estabelecidas para a proteina recombinante Bradeiona B. Na figura 4.17(A) observamos
bandas adicionais de expressio com intensidades crescentes com o decorrer do tempo,

referentes a proteina de fusdo com massa molecular de aproximadamente 40 kDa (GST + FC).

Figura 4.16: Amplificagdo da regido codificante do FC e confirmagdo dos clones
positivos através de PCR de colonia. A) Gel de agarose (0,8 % TAE) do produto de PCR para
subclonagem no vetor pGEX-5X-1. 1. Padrdo de massa molecular (1 kb Plus/Promega). 2.
Produto de PCR mostrado uma banda de aproximadamente 360 pb referente ao gene do FC.
B) Gel de agarose (0,8 % TAE) do produto de PCR para subclonagem no vetor pET28a. 1.
Padrdo de massa molecular. 2. Produto de PCR com uma banda de aproximadamente 360 pb
referente a regifo codificante do FC. 3. Vetor de expressdo bacteriano pET28a linearizado. C)
Gel de agarose (0,8 % TAE) do produto de PCR de colonia (sistema pGEX-5X-1). 1. Padréo
de massa molecular. 2 a 9. Produto de PCR de colonia dos transformantes.
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Empregamos novamente a opgio de clivar a proteina de fuso ainda ligada a resina. Na
figura 4.17(B) podemos visualizar o FC recombinante apos clivagem na resina e verificar a
presen¢a de um contaminante de massa molecular superior a 66 kDa (colunas 4 e 3),
similarmente ao que ocorria na purificagdo da Bradeiona B. Porém, neste caso, ndo tinhamos o
padrio de inimeras bandas que ocorriam no caso anterior. Como os métodos de expressdo e
purificagio utilizados foram os mesmos, este fato reforga a nossa hipotese de degradagdo e/ou

terminagdo precoce da transcrigdo, discutido anteriormente (se¢io 4.1).
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Figura 4.17: Expressdo e purificagdo do FC. (A) Expressao da proteina de fusdo
(GST+FC). SDS-PAGE 15% ilustrando extratos totais de E. coli AD202 durante 10 h de
indugdo com IPTG a 20°C. 1. Padrdo de massa molecular. 2. Cultura néo induzida (to). 3 a 6.
Cultura induzida a 20°C durante 2h (t;), 4h (t2), 6h (t;) e 8h (ts), respectivamente. (B) SDS-
PAGE 15% mostrando a lavagem da resina ap6s a clivagem com a enzima Fator Xa. 1. Padréo
de massa molecular. 4 e 5. Amostra da lavagem da resina ap6s clivagem. 2 a 3. Aliquotas das
fragdes eluidas apés cromatografia de exclusdo molecular (Superdex-75). 6. Proteina GST que
ficou ligada a resina ap6s clivagem e subsequentemente eluida com GSH (seta azul, ~27 kDa).
A seta vermelha indica o contaminante (acima de 66 kDa). A seta preta indica o FC.
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Na coluna 6 da figura 4.17(B) podemos visualizar a proteina GST que ficou ligada a
resina apos clivagem e foi posteriormente eluida com tamp&o A acrescido de GSH (10 mM).
Para separar o FC do contaminante, optamos em utilizar uma cromatografia de exclusio
molecular na coluna Superdex-75. A figura 4.17 (colunas 2 e 3) mostra o FC isolado do
contaminante apos a etapa de exclusdo molecular. O perfil da cromatografia de excluséo
molecular realizada esta exibido na figura 4.18. O FC eluiu aproximadamente na mesma

fragdio de eluigdo da proteina Citocromo ¢ que possui massa molecular de 12,4 kDa.
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Figura 4.18: Perfil da cromatografia de exclusdo molecular (Superdex-75 preparativa)
do Fragmento Conservado. Em vermelho: absorbancia a 280 nm em fung¢do das fragbes
coletadas (mL). Em pontilhado: padrdo de massa molecular analisados sob as mesmas que O
FC. 1. Citocromo ¢ (12,4 kDa). 2. Anidrase carbdnica (30 kDa). 3. Soroalbumina bovina (66
kDa).

O rendimento da purificagio foi de aproximadamente 3 mg de proteina soluvel (sem
GST) por litro de cultura. Este valor foi estimado, utilizando-se o coeficiente de extin¢do

molar teérico e absor¢do optica em A = 280 nm (veja segio 3.3). O sistema pGEX-5X-1

permitiu a obtengio do FC solivel porém, o rendimento do processo era baixo considerando a
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quantidade de material biologico necessario para testes de cristalizagdo, possiveis estudos da
estrutura por ressonancia magnética nuclear (RMN) e analises espectroscopicas. Assim,
resolvemos utilizar um outro sistema de expressdo (pET28a) que permitisse um maior
rendimento.

A expressdo do FC com o plasmideo pET28-FC foi realizada a 37°C durante 4h. Apos
os passos de expressdo e lise bacteriana, a proteina de fusdo (6xHis+FC) foi isolada através de
cromatografia de afinidade empregando uma resina de niquel (Ni-NTA). As fragdes eluidas
foram analisadas por eletroforese (SDS-PAGE 15%) como podemos verificar na figura 4.19.
As frag3es eluidas (figura 4.19, colunas de 6-10) foram concentradas em centriprep de3 kDae
tiveram o tampdo trocado para tampdo PBS pH 7,4, porque este confere melhor ambiente para
atividade da protease Trombina que sera utilizada posteriormente para separar a cauda com
histidinas do FC. Subsequentemente a etapa de dialise (em membrana com corte de 3kDa), a

clivagem da cauda de histidinas foi realizada como descrito na subsegdo 3.3.3.

1 P 3 4 5 & 7 3 9 10

i

Figura 4.19: Purificagdio do FC em coluna Ni-NTA. Eletroforese (SDS-PAGE 15%). 1.
Padrio de massa molecular. 2. Fragdo insolivel. 3. Fragdo solivel (entrada da resina de
niquel). 4. Saida da resina de niquel (Ni-NTA). 5§ 2 9. Eluigdes da proteina de fusdio 6xHis+FC
com 100 mM de imidazol (ver seta).
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Ap6s as etapas de cromatografia de afinidade e clivagem da cauda com histidinas,
realizamos um passo final de purificagdio através de uma cromatografia de exclusdo molecular
na coluna Superdex-75. O resultado da cromatografia de exclusdo molecular esta ilustrado na

figura 4.20(A).
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Figura 4.20: Purificagdo do FC recombinante. (A) Cromatografia de exclusdo
molecular na coluna Superdex-75. 1. Contaminante. 2. Fragmento conservado. 3. Cauda com
histidinas (6xHis). (B) Eletroforese desnaturante (SDS-PAGE 15%). Fragmento conservado
ap6s as etapas de purificagdo. 1. Padrfo de massa molecular (kDa). 2. Fragmento conservado
(~13,6 kDa) apos clivagem com Trombina e gel filtragdo para retirada da cauda com
histidinas.
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Finalmente, uma aliquota da fragdo de eluicio do FC na Superdex-75 foi
convenientemente preparada e submetida a uma analise em eletroforese desnaturante (SDS-
PAGE 15%). O resultado da analise pode ser visualizado na figura 4.20(B). O rendimento da
purificagdo foi de aproximadamente 10 mg de proteina soluvel por litro de cultura, mais de
trés vezes superior ao rendimento obtido com a construciio no vetor pGEX-5X-1. Apés a
purificagdio, em ambos os casos, 0 FC estava em um teor de pureza suficiente para analises
futuras.

4.2.2 Anélises estruturais

Os resultados de cromatografia de excluso molecular e DLS sugestionam que o FC foi
produzido como um monomero estavel. Na cromatografia de exclusio molecular (veja figura
4.18), o FC que possuil massa de 13,6 kDa eluiu como um {nico pico de massa molecular
proxima a 12,4 kDa (massa do Citocromo ¢ utilizado como padrdo). O resultado obtido na
analise do FC através de DLS esta ilustrado na figura 4.21. O unico pico (indicando uma
solugdo monodispersa) observado estd centrado em um raio hidrodindmico de 2,3 nm.
Assumindo uma particula esférica, este valor corresponde a massa molecular de 23 kDa. Este
valor esta acima do valor predito para um mondmero de FC (13,6 kDa), indicando a presenca
de um dimero ou uma particula ndo esférica. Uma particula alongada resultaria em um maior
raio hidrodindmico, consequentemente em uma super-estimagdo de sua massa. A predigédo de
estrutura secundaria (veja tabela 4.1) prediz que o FC possui uma estrutura néo regular,

indicando uma molécula alongada sem estrutura compacta (ndo esférica).
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Figura 4.21: Anélise do Fragmento Conservado atraves de DLS. FC (~1,0 mg/mL) em
tampdo 50 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, pH 8.0.

O espectro de CD obtido para o FC est4 ilustrado na figura 4.22. Analisando o espectro
verificamos a existéncia de um Gnico minimo proximo a A = 201 nm, caracteristico de

proteinas que apresentam basicamente estruturas irregulares.
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Figura 4.22: Espectro de dicroismo circular do FC. FC (7 uM) em tamp@o 25 mM Tris-
HCI, 25 mM NaCl, pH 8,0.
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Analisando o espectro de emissdo de fluorescéncia do FC ilustrado na figura 3.23,
verificamos um maximo de emissdo em A = 356 nm, tipico de residuos de triptofanos
altamente expostos ao solvente. Este resultado indica que os trés triptofanos da seqiéncia de
aminoécidos do FC (veja tabela 3.1) estdo possivelmente expostos ao solvente, refor¢ando a
hipotese de que o FC possui uma estrutura secundaria irregular.

Para averiguar a estrutura secundaria do FC, utilizamos espectroscopia de Ressonéncia
Magnética Nuclear (RMN). Medidas RMN (unidimensional) foram realizadas no Laboratorio
Nacional de Luz Sincroton (LNLS), utilizando um espectrdmetro Varian Inova, operando a

14,1 T (600 MHz). Foram realizados experimentos H-1D a 20°C em pH 7.0.
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Comprimento de onda (nm)
Figura 4.23: Espectro de emiss3o de fluorescéncia do FC. FC (7 uM) em tampéo
contendo 25 mM Tris-HCI, 25 mM NaCl, pH 8,0.
A figura 424 mostra o espectro H-1D do FC a 20°C em pH 7,0, onde em
aproximadamente 10,2 ppm aparecem os picos Hyas dos trés residuos de triptofano. Entre 7.8
e 8,6 ppm encontram-se as ressonéncias relativas a protons Hy de cadeia principal e entre 6,8 ¢

7,7 ppm podem ser vistas as ressonéncias de protons Hy de cadeias laterais. O sinal da agua,
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pré-saturado, aparece em 4,8 ppm, seguido dos prétons H, entre 4,6 e 4,0 ppm. Desta forma a
baixa dispersdo dos picos na regidio Hy da cadeia principal, assim como dos protons H,
indicam proteinas em random-coil (com pouco contetido de estrutura secundaria regular). A
baixa dispersdo de picos resulta em grande sobreposi¢io espectral, tomando praticamente
impossivel o assinalamento de picos em possiveis experimentos multidimensionais. Aliado a
este fato, existe uma grande quantidade de prolinas (17 — 14,3%) que, por niio possuirem o
proton Hy na cadeia principal, dificultam o assinalamento seqiiencial em experimentos
convencionais de tripla ressonéncia.

Em 3,8 ppm sdio vistos multipletos fortes, provenientes do glicerol utilizado para
conservagido das membranas de centricons utilizados na concentragio da amostra. Apesar de
quatro pré-lavagens com H,O Milli-Q de 20 minutos sob centrifugacdo a 5000xg, os picos
referente ao glicerol residual sdo bastante intensos. As ressonancias dos protons restantes de
cadeias laterais se situam entre 3,4 ppm e 0,7 ppm. Abaixo de 0,7 ppm ndo sdo encontrados
picos para proteina, outro indicio da falta de elementos estruturados. O tripleto fraco a 0,6 ppm
se refere a0 DSS, com pico principal em 0 ppm. Assim sendo, a possibilidade de uma
determinag8o estrutural do FC por NMR pode ser descartada. Os experimentos realizados, no
entanto, serviram para confirmar a condi¢fo nio estruturada do FC.

Todos os resultados discutidos anteriormente, sugestionam que o Fragmento
Conservado ¢ um mondémero com estrutura secundaria nio regular. Este fato pode ser
decorrente da alta porcentagem de prolinas (17 Pro — 14,3%) na estrutura primaria, que
impede a formagdo de estruturas secundarias regulares, onde esse aminoicido em questdio
possui uma freqiiéncia muito pobre. A fungfio biologica do FC ainda é desconhecida, porém
muitas regides (curtas) ricas em aminoacidos de prolinas estdo envolvidas na interagdio entre

proteinas [62]. Portanto, é possivel que o dominio FC tenha algum papel de sinalizagfo celular



Resultados e discussées 97

ou de integragio da septina Bradeiona § em complexos maiores. Mais estudos sdo necessarios
para elucidar a fungfio e o papel biolégico desta regido da Bradeiona B, considerando que a
regifio N-terminal das septinas é extremamente variavel e, portanto, possua um papel na
especificidade de cada septina. A Bradeiona B é particularmente intrigante neste sentido, uma

vez que sua regifio N-terminal (FC) é uma das mais longas entre as septinas de mamiferos

(veja figura 1.3).
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Figura 4.24: Espectro de NMR(H-1D) do FC a 20° C em pH 7,0. Espectrometro Varian Inova, operando a 14,1 T (600 MHz).
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3.2.3 Ensaios de cristalizagdo do FC

Testes de cristalizagdo com FC foram realizados apos as etapas de purnficagdo. O FC
foi concentrado em um centricon-3, até atingir uma concentra¢io de aproximadamente 15
mg/mL (25 mM Tris-HCl, 25 mM NaCl, pHS8,0). Os testes foram realizados através da técnica
de difusgio de vapor (hanging drop), utilizando os fatoriais da Hampton Research (veja se¢@o
3.9). Testaram-se condig¢des com diferentes concentragdes de FC (15 mg/mL, 10 mg/mL e 8
mg/mL) e temperatura de 18°C e 4°C. Porém, em nenhuma das situagdes experimentas
obtivemos cristais de FC. A dificuldade na obtengdo de cristais de FC pode estar associada a
estrutura secundaria niio regular apresentada por esse suposto dominio. A grande mobilidade
apresentada pela molécula pode dificultar a formagdo de estruturas ordenadas e

consequentemente a obtengdo cristais.

4.3 Dominio GTPase (DGTPase)

Septinas sdo comumente descritas na literatura cientifica como compostas de trés
dominios principais [7]. Porém, os limites exatos destes dominios nunca foram estabelecidos.
Na sec¢éo 4.2, discutimos a definigio dos limites do dominio N-terminal (FC) da septina
Bradeiona B. Nesta seg8o, discutiremos 0s procedimentos adotados na defini¢dio dos limites do
DGTPase da Bradeiona B. Concomitantemente, discutiremos os resultados experimentais

obtidos na expressio, purificagdo e analise biofisica e bioquimica do DGTPase.
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4 3.1 Primeira defini¢o dos limites do DGTPase (DGTPasel)

Com o intuito de definir os limites do DGTPase da Bradeiona P, realizamos um
alinhamento multiplo das seqiiéncias primarias de nove septinas de humanos utilizando o
programa CLUSTAL-X [41]. Observando o alinhamento ilustrado na figura 4.25, verificamos
que todas as sequéncias passam a ter uma alta identidade seqiiencial a partir de uma
determinada regido que definimos como inicio do DGTPasel (N-terminal, Tyr124 em azul na
seqiiéncia da SEPT4, fig 4.25). O término do dominio (C-terminal, Argd08 em azul na
seqiiéncia da SEPT4) foi definido na regifio onde as seqiéncias primarias passaram a assumir
uma baixa identidade. Assim, os limites do DGTPasel (Tyr124-Arg408) foram definidos

como ilustrado na figura 4.26, totalizando 285 aminoacidos (32.983,6 Da).
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124

ing

+GFDFTLMVA “ESGL

408
TLVN. . . RTHMQDLKDVTRETHYENYR

Figura 4.26: Limites escolhidos para o DGTPasel (Tyr124-Arg408) da proteina
Bradeiona B. Em azul: regidio polibasica (RPB) altamente conservada em septinas. Em
verde: aminoacidos conservados no motivo P-loop.

43.1.1 Subclonagem e expressio do DGTPasel (Tyr124-Arg408)

As reagdes de amplificagio do inserto do DGTPasel, previamente definido, foram
realizadas com sucesso nas condicBes apresentadas (veja subse¢do 3.1.3). A eletroforese
em gel de agarose 0,8% confirmou dois produtos de PCR com aproximadamente 850 pb,
como podemos averiguar na figura 4.27. Estes foram subclonados nos vetores de expressao
bacteriano pGEX-5X-1 e pET28a(+). Os vetores linearizados também podem ser
observados na figura 4.27. Os vetores de expressdo foram replicados em E. coli DH5o, € as
confirmagdes das subclonagens foram realizadas por PCR de colonia (veja subsegdo 3.1.3).
Cada clone foi seqiienciado e confirmou-se a subclonagem dos insertos dentro do correto

quadro de leitura dos vetores.

(B)

Figura 4.27: Amplificagdo do gene referente a0 DGTPasel. Gel de agarose (0,8 %
TAE) do produto de PCR: 1. Padrdio de massa molecular (1 kb Plus/Promega). 2. Vetor de
expressio pET28a(+) linearizado. 3. Produto de PCR mostrando uma banda de
aproximadamente 850 pb referente ao gene do DGTPase (Ndel e BamH]). 4. Vetor pGEX-
5X-1 linearizado. 5. Produto de PCR mostrado uma banda de aproximadamente 850 pb
referente ao gene do DGTPase (BamH1 e Xhol).
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Células de E. coli AD494(DE3), competentes por tratamento com CaCl,, foram
transformadas com DNA plasmidial purificado dos clones positivos de ambas as
construgdes: pET28-DOM1 ¢ pGEX-DOMI. Testes de expressdo, com o plasmideo
pET28-DOM1, a 20°C utilizando diferentes concentragdes de IPTG produziram toda a
proteina recombinante na fragdo insoluvel (corpos de inclusdo). Na figura 4 28(A), pode-se
verificar o resultado de expressio da fusdo 6xHistDGTPasel em uma das condi¢Oes
experimentadas (20°C e 0,2 mM de IPTG em concentragdo final). A proteina recombinante
foi totalmente expressa na fragdo insoluvel (ver coluna 2).

Com o resultado insatisfatério obtido, resolvemos fazer testes de expressdo na
linhagem bacteriana ORIGAMI utilizando o plasmideo pGEX-DOM1, e também fazer
uso de detergente para tentar solubilizar a proteina de fusdo. A figura 4.28(B) mostra os
resultados de testes de expressio nas linhagens AD494(DE3) e ORIGAMI, utilizando o
plasmideo pGEX-DOMI, na auséncia e presenca de 1% de tween. As condigdes de
expressdo foram as mesmas usadas anteriormente para o plasmideo pGEX-DOMI1. Em

todos os casos experimentados, a proteina de fusdo foi expressa na forma insoluvel.
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(B)

Figura 4.28: Eletroforese (SDS-PAGE 15%) ilustrando a expressdo do DGTPasel
em E. coli. (A) Expressio da fusio 6xHistDGTPasel em AD494(DE3) (~35 kDa). 1.
Padrio de massa molecular. 2. Fracdo insolivel. 3. Fragdo solivel. (B) Expressdo da fusdo
GST+DGTPasel em AD494(DE3) e ORIGAMI (~60 kDa). 1. Padrao de massa molecular.
2. e 3. Fragdo insoluvel e solivel na auséncia de Tween (ORIGAMI). 4 e 5. Fragdo
insolvel e soluvel na auséncia de Tween (AD494); 6 e 7. Fragdo insoluvel e soliivel na

presenga de Tween (ORIGAMI). 8 e 9. Fragdo insoluvel e soluvel na presenca de Tween
(AD494),
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Uma provavel explicagdo para a insolubilidade das proteinas de fusdo
(6xHistDGTPasel e GST+DGTPasel) ¢é a presenca da regido polibasica no inicio da
defini¢do escolhida para o DGTPasel. Como discutido anteriormente, septinas possuem
este motivo polibasica (localizado antes do motivo P-loop) altamente conservada na
seqiiéncia primaria. Como sugerido para a SEPT4(H5) [13], esta regidio polibasica liga-se a
fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PtdIns(4,5)P;) e tambeém pode conferir associagdo a
membrana. A ligagio e hidrolise do GTP reduz significativamente a afinidade da proteina
SEPT4(H5) por (PtdIns(4,5)P2) [13]. Este fato sugestiona que a regido polibasica pode
estar internalizada na estrutura da proteina, sendo exposta somente na presenga do
substrato (GTP). Porém, em nossa construgao a regido polibasica possivelmente esta
exposta ao solvente devido a auséncia da regiio N-terminal (FC). Mesmo na auséncia de
nucleotideos a regido polibasica estaria exposta, diferentemente da proteina integra, o que
pode acarretar em interagdo com a membrana e consequentemente insolubilidade do

produto expresso.

4.3.2 Segunda defini¢o dos limites do DGTPase (DGTPase2)

Na segunda tentativa de definir os limites do DGTPase da proteina Bradeiona f,
decidimos retirar a regiio polibasica comum a todas as septinas de humanos. Outra
providéncia foi analisar com maiores detalhes a estrutura de pequenas GTPases como as
proteinas RhoA e H-Ras [9,22]. O alinhamento do N-terminal (préximo do motivo P-loop)
e C-terminal de algumas pequenas GTPases humanas esta ilustrado na figura 4.29.
Observando os alinhamentos € a estrutura tridimensional da proteina RhoA ilustrada na
figura 4.30(A), verificamos que pequenas GTPases iniciam seu N-terminal em uma fita B
hidrofobica (FBH, internalizada na estrutura) seguida pelo motivo P-loop (veja em azul na

figura 4.30).
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N-terminal: B doos

DGAC: . TCLLIVFSKDQ
‘DGAC:HTCLLIVFESKDE
; TCLLIVFEFSKDQ
‘DGAV ' TCLLISYTTNA
; TCLLISYTTNA

RhoA: MAAIRKK'.
RhoB: MAATRKK!
RhoC: MAATIRKK'.
Racl: MQAIK
Rac2: MQAIK:
KRas: MTEYK:. ; CH SALTIQLIQNH
NRas: MTEYK: AGGV SALTIQLIQONH
HRas: MTEYK: AGGV:HSALTIQLIQNH

GFDFT: 1 ESGL G ES8TLVNSLFLTD

C-terminal: RhoA: RAAILQARRGKKKSG-—-—-—-———-————- LVL
RhoB: RAALQKRYGSONGCINC-——————-—-—

RhoC: RAGLQVRKNKRRRG-——————=—————

Racl: RAVLCPPPVKKRKRK-—-—-—-—-——————

Rac2: RAVLCPQPTRQQKRA-———————=——-—

KRas: -REIRQYRLKKISKEEKTPGCVKIKK IIM

NRas: -REIRQYRMKKLNSSDDGTQGCMGLP

HRas: -REIRQHKLRKLNPPDESGPGCMSCK
-——-RTHMQDLKDVTRETHYENYRAQ IQSMT

Figura 4.29: Alinhamento do N-terminal e C-terminal de pequenas GTPases
humanas. A Gltima seqiiéncia ¢ referente a proteina SEPT4 (Bradeiona ). Em verde fita B
hidrofébica internalizada em pequenas GTPases (FBH). Em azul, residuos conservados no
loop de ligagio a fosfato (P-loop). Em laranja, cisteina conservada no motivo CAAX de
pequenas GTPases (C é uma cisteina, A um alifatico ¢ X pode ser uma metionina, uma
serina ou uma leucina).

Desse modo, definimos o inicio do DGTPase2 como sendo os aminoacidos
hidrofébicos que antecedem o motivo P-loop. O término do dominio foi definido em
funcdo da existéncia de um motivo conservado no C-terminal de pequenas GTPases, o
motivo CAAX, possivelmente presente na seqiiéncia primaria da Bradeiona B (CIQS,
aminoacidos 411-414). Neste motivo, C é uma cisteina altamente conservada, A um
alifatico e X poder ser uma metionina, serina ou leucina. Assim, o DGTPase2 iniciou no
aminoacido Aspl44 e finalizou no aminoacido Thr416, excluindo assim a regido
polibasica. O DGTPase2 (Asp144- Thr416, em verde na figura 4.25) definido contém 273

aminoacidos e massa molecular de 31.587,9 Da. A comparagio entre os dois limites

definidos para o DGTPase da Bradeiona B estdo ilustrados na figura 4.30(B).
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(A)
124 RPB RH P-loop 408
YVGFATLPNQW{RKSVKKGFDFTI.MVAGESGLGKSTLVN e RTHMQDLKDVTRETHYENYR
DFTLMVAGESGLGKSTLVN. . . RTHMQDLKDVTRETHYENYRAQCIQSMT
144 416
(B)

Figura 4.30: (A) Estrutura tridimensional da pequena GTPase RhoA unida com
GTPyS (um analogo ndo hidrolisavel do GTP). Em azul a fita f§ hidrofébica internalizada
seguida pelo motivo P-loop. O GTPyS unido também pode ser observado. (B) Dois limites
definidos para o DGTPase da proteina Bradeiona B: em marrom a regidio polibasica, em
verde a provavel fita hidrofobica e em azul o motivo P-loop. A primeira ¢ a segunda
seqiiéncia sfio referentes ao DGTPasel (Tyr124-Argd08) e ao DGTPase2 (Aspl44-
Thr416), respectivamente.

4.3.2.1 Subclonagem, expressdo e purificagdo do DGTPase2

Novamente, a regido referente a nova defini¢iio do dominio GTPase (DGTPase2,
Aspl44- Thr416) foi amplificada e subclonada nos vetores de expressdo bacteriano pGEX-
5X-1 e pET28a(+). A figura 4.31 mostra 0s resultados dos produtos de PCR com bandas de

aproximadamente 850 pb referentes ao gene do DGTPase2. Os transformantes
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selecionados, de cada construgdo, foram confirmados através da técnica de PCR de colonia
(veja subsecdio 3.1.3). Cada clone foi seqienciado e confirmou-se a subclonagem dos

insertos dentro do correto quadro de leitura dos vetores.

Dominio GTPase

Figura 4.31: Amplifica¢io da regido que codifica 0 DGTPase2 . 1. Padrdo de massa
molecular. 2. Regido que codifica 0 DGTPase2 para subclonagem no vetor pGEX-5X-1. 3.
Regido que codifica 0 DGTPase2 para subclonagem no vetor pET28a(+).

Células de E. coli, competentes por tratamento com CaClz, foram transformadas
com DNA plasmidial purificado dos clones positivos de cada construgao: pGEX-DOM2 e
pET28-DOM2. Testes de expressdo na linhagem AD202, utilizando o plasmideo pGEX-
DOM2, a 20°C produziram proteina de fusio soluvél e estavel. Na figura 4.32, pode-se
observar as etapas da purificago da proteina de fusdo. A proteina de fusdo apos eluigdo da
matriz de afinidade, com tampdo A acrescido de 10 mM de GSH, e dialise (em membrana
com corte de 12-14 kDa, veja subsegdo 3.2.3) para retirada da GSH e contaminantes de
baixa massa molecular, estd exibida na coluna 6. O rendimento da purificagdo foi de
aproximadamente 7 mg de proteina de fusdo soluvel (GST+DGTPase2) por litro de

cultura. Este valor foi estimado segundo descrito na subse¢io 3.3.



Resultados e discussoes 109

dp—
GST+DGTPase2
~ 60 kDa

Figura 4.32: Purificagdo da proteina de fusdo GST+DGTPase2. Eletroforese
desnaturante (SDS-PAGE 15%). 1. Padrfio de massa molecular (kDa). 2. Frago insolavel
apos lise bacteriana. 3. Fragdio solivel apos lise bacteriana (entrada da resina de afinidade).
4. Saida da resina de afinidade. 5. Lavagem da resina de afinidade com tampdo A. 6 — 8.
Proteina de fusdo (GST+DGTPase2) apés eluigdo da matriz com tampdo A acrescido de
GSH (10 mM). 9. Proteina de fusio ap6s dialise (em tampdo A) para retirada da GSH ¢
contaminantes de baixo peso molecular.

Realizamos também testes de expressdo utilizando o plasmideo pET-DOM2 na
linhagem bacteriana ER2566. Para avaliar a solubilidade do produto expresso, variamos a

concentragdo de indutor (IPTG) e a temperatura de incubacdo da cultura. Os resultados

finais dos ensaios de expressdo estdo resumidos na figura 4.33.

66
45

30

260

Figura 4.33: Testes de expressdo da proteina de fusdo 6xHis+DGTPase2 na
linhagem ER2566. 1. Marcador de massa molecular. 2. Fragio soltivel com 10 uM IPTG e
incubagdo por 4 h a 37°C. 3. Fragéo insolivel com 10 uM IPTG e incubagdo por 4 h a
37°C. 4. Fragdo solivel com 0,1 mM IPTG e incubagdo por 4 ha37°C. 5. Fragdo insoluvel
com 0,1 mM IPTG e incubagdo por 4 h a 37°C. 6. Fracdo soluvel com 0,3 mM IPTG e
incubagéo por 4 h a 30°C. 7. Frag@o insolavel com 0,3 mM IPTG e incubagfo por 4 h a
30°C. 8. Fracdo solivel com 0,5 mM IPTG e incubagdio por 10 h a 20°C. 9. Fragéo
insolavel com 0,5 mM IPTG e incubag@o por 10 h a 20°C.
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A expressdo a temperatura de 37°C, com 10 uM ou 0,1 mM de IPTG ¢ incubag@o
por 4 h levou o produto para a fragdo insolavel (veja fig. 4.33, linhas 3 e 5). A expressdo a
temperatura de 30°C, com 0,3 mM de IPTG e incubagdo por 4 h levou parte da proteina a
fracdo soluvel e parte a insolGvel (veja fig. 4.33, linhas 6 e 7). A expressdo a temperatura
de 20°C, com 0,5 mM de IPTG e incubagdo por 16 h levou a maior parte da proteina a
fracdo soluvel (veja fig. 4.33, linhas 8 e 9). Assim, verificamos que a ultima condigdo
analisada apresentou os melhores resultados de expressdo soluvel do produto heterélogo
6xHis+*DGTPase2. Em seguida, realizamos uma expressio em maior escala para
subseqiiente purificagado.

Todas as etapas da purificagdo da proteina de fusdo 6xHis+DGTPase2, utilizando
cromatografia de afinidade (Ni-NTA), estdo exibidas na figura 4.34. A proteina de fusdo
eluida com tampdo A acrescido de imidazol (100 mM) esta exibida nas colunas 5-6. Na

coluna 8, pode-se visualizar a proteina de fusdo pura, ap6s as etapas de purificagdo.

1 2 3 4 5 6 7 8
i h
30 6xHis+DGTPase

Figura 4.34: Expressio e purificagdo da proteina de fusdo 6xHis+DGTPase2. 1. ¢ 7.
Padriio de massa molecular. 2. Fragio insoluvel. 3. Fragdo soluvel. 4. Lavagem da resina
de afinidade com tampdo A acrescido de 10 mM de imidazol. 5-6. Elui¢des da proteina de
fusio com tampdo A acrescido de imidazol (100 mM). 8. Proteina de fusdo apos dialise
para retirada do imidazol e contaminantes de baixa massa molecular.

Neste caso, o rendimento da purificagio foi de aproximadamente 8 mg de proteina
de fusdo (6xHis+DGPTase2) soliivel por litro de cultura. Praticamente o dobro do

rendimento obtido com a primeira construgdo, considerando-se a presenca da GST
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(~27Kda) na proteina de fusio GST+DGTPase2. Contudo, a proteina de fusdo
GST+DGTPase mostrou-se bastante estavel ao contrario da 6xHis+GTPase que precipitou
em concentra¢des maiores que 1 mg/mL na auséncia de imidazol. A baixas concentragoes
(< 1 mg/mL) a fusdo 6xHistDGTPase mostrou-se estavel na auséncia de imidazol (apos
dialise). Este comportamento de instabilidade da fusdo 6xHis+tDGTPase2 a altas
concentragdes pode ser decorrente da presenga da cauda com histidinas, que causa a

agregaciio e posterior precipitagdo do produto heterologo.

43.2.2 Analises estruturais da proteina de fusdo 6xHis+DGTPase2

A vantagem da expressdo fusionada a um peptideo (cauda com histidinas, por
exemplo) € a possibilidade da analise estrutural do produto heterologo, o que ndo pode ser
realizado na expressdo fusionada com proteinas carreadoras (GST, por exemplo). O
resultado obtido na analise da proteina de fusdo 6xHis+DGTPase2 através de DLS esta
ilustrado na figura 4.35. A proteina de fusdo (~0,5 mg/mL) estava em tampdo 50 mM Tris-
HCl, 100 mM NaCl, pH 8,0. O maior pico observado estd centrado em um raio
hidrodindmico de 5,9 nm. Assumindo uma particula esférica, este valor corresponde a
massa molecular de 214 kDa que € consistente com a massa de um hexamero.
Interessantemente, resultados de DLS também indicam que a septina Bradeiona B €
produzida em E. coli na forma de um hexamero (subsegio 4.1.2). O resultado de DLS
também mostrou que nas condi¢Bes analisadas a solugdo protéica apresentava-se
monodispersiva.

Estes resultados sdo indicios que a oligomerizagio pode ocorrer também através do
dominio central GTPase e nio somente através do dominio C-terminal (coiled-coil). No
caso da septina Cdcll (presente em leveduras) foi verificado que o dominio GTPase €

importante na associagio da Cdcll com ela mesmo, indicando que este dominio pode
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mediar esta interacio [63]. Este fato é consistente com os resultados apresentados aqui. O
menor pico observado, similarmente a anéalise da Bradeiona B, corresponde a
aproximadamente 10% da massa total e esta centrado em um raio hidrodindmico de
aproximadamente 35 nm. Isto provavelmente é um indicativo de formagdo de filamentos
ou agregados, similar ao observado com a Bradeiona P inteira e outras septinas [5,16].
Contudo, como j4 discutido na introdugdo desta tese, o ambiente bacteriano pode néo ser

favoravel para formag3o ou manutengéo dos filamentos de septinas.

%o Massa

B

Raio hidrodindmico (nm)

Figura 4.35: Analise da proteina de fusdo 6xHis+DGTPase2 através de DLS. A
proteina de fusio (~0,5 mg/mL) estava em 50 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, pH 8,0.

A figura 436 exibe o espectro de CD obtido para a proteina de fusdo
6xHis+DGTPase?2, caracterizado por minimos proximos a 220 nm e 209 nm e um maximo
proximo a A = 197 nm. O programa de predigdo de estrutura secundaria PSIPRED [42]
prediz que o dominio GTPase possui 40% de hélices a, 19% de folhas B e 41% de

estruturas irregulares (veja tabela 4.1).
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Figura 4.36: Espectro de CD da proteina de fusdo 6xHis+DGTPase2. A proteina de
fusdo estava em 25 mM Tris-HCI, 25 mM NaCl, pHS.0.

Os resultados obtidos da desconvolugio do espectro de CD e através de predigdo de
estrutura secundaria estdo de acordos. A fusdo 6xHis+DGTPase2 ¢ formada por uma
mistura de estruturas o/B, similar ao observado em muitas pequenas GTPases. Os espectros
de CD da Bradeiona B, FC e 6xHis+DGTPase estdo exibidos conjuntamente na figura 4.37.

O espectro da Bradeiona B possui um perfil parecido com o espectro da proteina de
fusio 6xHis+DGTPase2 indicando, em ambos os casos, a presenca de elementos na forma
de hélices a na estrutura secundaria. Porém, a intensidade do espectro de CD da Bradeiona
B ¢ maior provavelmente devido a presenca do dominio coiled-coil C-terminal. Em
contraste, o espectro do FC apresentou um perfil totalmente diferente dos espectros
anteriores, coma uma intensidade muito baixa devido a auséncia de estruturas secundarias
regulares (hélices e folhas P). Através destes resultados concluimos que a septina
Bradeiona B ¢ composta por trés distintas regides: i) o Fragmento Conservado (N-terminal)
com estrutura secundaria irregular; ii) o dominio central GTPase com uma mistura de

estruturas o/B (similar a estrutura de pequenas GTPases) e iii) o dominio coiled-coil (C-
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terminal) com predomindncia de estrutura o. Esta conclusdo ndo é completamente
inesperada dado as informagdes conhecidas sobre pequenas GTPases. Porém, ndo é uma
informagdo trivial devido a baixa identidade seqiiencial dos dominios GTPases de septinas
com pequenas GTPases e a completa auséncia de estruturas tridimensionais de septinas (e

seus dominios isolados) na literatura cientifica.
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Figura 4.37: Espectros de CD da proteina Bradeiona (4 uM), FC (10 uM) ¢
6xHis+DGTPase (9 uM) . Em todos os casos a proteina analisada estava em 25 mM Tris-
HCI, 25 mM NaCl, pH 8,0.

4.3.2.3 Atividade GTPase da proteina de fusdo GST+DGTPase2

A atividade da proteina de fusdo GST+DGTPase2, similarmente a proteina
Bradeiona f, foi verificada por eletroforese capilar. A proteina de fusdo GST+DGTPase2
foi escolhida para os ensaios enzimaticos devido a sua Otima estabilidade e o bom

rendimento em sua purificagdo. O grafico de Michaelis-Menten obtido para a proteina de
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fusdo GST+DGTPase2 pode ser visualizado na figura 4.37. Similarmente ao caso da
Bradeiona P, o valor de K., apresentado nesta se¢do somente sera valido se a proteina de
fusdo GST+DGTPase2 possuir um comportamento que possa ser modelado pela cinética
de Michaelis-Menten, em outras palavras, que a constante k., seja desprezivel. Contudo,
estudos adicionais sio necessarios para a determinagio da constante k, para a proteina

Bradeiona f3 e a fusdo GST+DGTPase2.
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Figura 4.37: Grafico de Michaelis-Menten para a proteina de fusdo
GST+DGTPase2. Velocidade inicial da reagdo em fungdo da concentragdo de substrato. Os
pardmetros Ky, e ke foram obtidos pelo ajuste de uma hipérbole retangular nos dados
experimentais (programa Origin 7.0). Os dois experimentos foram realizados em dias
diferentes utilizando proteinas purificadas em periodos distintos. As reagdes foram
realizadas em tampdo 25 mM Tris-HCl, 50 mM NaCl, pH 8,0, acrescido de 1 mM MgCl,.

Os pardmetros cinéticos obtidos no ajuste dos pontos experimentais, utilizando a
relagio 2 (veja subsegdo 3.8.2), foram: Vi, = 1,7 £ 0,1 uyMmin™, K =1,0 £ 03 mM e

=9 x 107 s, Em principio, esperavamos que estes pardmetros fossem compativeis
com os valores obtidos para a proteina Bradeiona B: Kn = 2,0 mM e kcat = 0,25 s,

contudo significantes diferencas foram observadas. Um dos principias motivos desta

discrepancia observada é a possibilidade da GST presente na proteina de fusdo afetar a
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atividade GTPase. Adicionais estudos estruturais e bioquimicos sio necessarios para
elucidar estas observagdes.

Similarmente a Bradeiona B, a atividade da proteina de fusio GST+DGTPase2
mostrou-se dependente da presenca de ions divalentes (Mg*). O comportamento da
atividade GTPase da fusio GST+DGTPase2 em fungio da concentragdo de ions Mg®" ¢
mostrado na figura 4.38. O papel do ion Mg®" na reagdo pode ndo somente se limitar a
ativagdo, mas também ter uma fungdo regulatéria. Na presenca de uma quantidade
excessiva de ions, a enzima diminui acentuadamente sua atividade. A figura 4.38 mostra vo
diminuindo a partir de concentragdes maiores que 2,5 mM (a reagao contém 3 mM de
GTP). As velocidades das reagdes na presenga de 1 mM e 10 mM de Mg™ sio 1,4
pM.min” e 0,4 uM.min'l, respectivamente. O efeito de inibigdo verificado pode ser
atribuido, similarmente a Bradeiona B, a dois fendmenos: 1) a afinidade de fons Mg®" pelo

sitio ativo da molécula ou ii) a baixa dissociag@o do GDP.
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Figura 4.38: Comportamento da atividade GTPase da proteina de fusdo
GST+DGTPase2 em fungio da concentragdo de ions Mg®". Velocidade inicial (vo) da
reacdo em fungio da concentragdo de ions Mg2+. A reagio contém 3 mM GTP e 3,1 uM de
proteina de fusdo. O eixo x esta em escala logaritmica.
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A grande maioria das enzimas, cuja atividade catalitica depende de ion inorganico,
requer a presenga de cations (Mg®', Mn®", Ni*", Fe*"), havendo poucos casos em que
anions sdo cofatores. No caso de pequenas GTPases o ion Mg®" ¢ o principal cofator mas,
em varios situacdes podendo ser substituido por ions equivalentes como o Mn*" [65].
Resultados comparativos da influéncia de Mg” e Mn®" (concentragdes iguais) na catalise
de GTP pela fusio GST+DGTPase2 podem ser observados na figura 4.39. A fusio
GST+DGTPase2 hidrolisou GTP na presenga de ions Mn2". Porém, a eficiéncia catalitica
na presenca do ion Mg®" foi maior do que na presenga de Mn?* (nas mesmas condi¢des de
reagdo enzimatica). Apos incubagdo overnigth a porcentagem de GDP formado na
presenca de ions Mg® e Mn*? foram de 47% e 25%, respectivamente. Apesar da menor
eficiéncia, verificamos que a o ion Mn”" pode substituir o ion Mg®" na reagio de catélise

do GTP pela septina Bradeiona f.

[ Img” m
I Mn”
40 auséncia de ion

GTP convertido (%)

Tempo de incubagdo

overnight

Figura 4.39: Porcentagem de GTP convertido pela fusdo GST+DGTPase2 durante
diferentes tempos de incubagdo com 0,5 mM de MgCl, ou MnCl, em comparagdo com 0

controle (auséncia de ions). Cada reagdo era composta de 3 mM GTP e 3,1 uM de proteina
de fusdo.

A observagio que ions Mn*" pode também ativar a enzima abriu a possibilidade do

uso de ressonincia paramagnética eletronica (EPR) para monitorar a ligacdo deste ion no
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substrato e na proteina [65]. Mn?"* ¢ frequentemente empregado nos estudos de EPR como
modelo para outros fons divalentes. O espectro de EPR do Mn" livre, exibido na figura
4.40(A), é caracterizando por seis linhas bem definidas devido ao seu spin nuclear I = 5/2
(2I+1). A adigdo de uma concentragao equimolar de GTP extinguiu completamente o sinal
observado do Mn*" livre em solugio (veja figura 4.40(A)), indicando que a maioria dos
ions estdo ligados ao GTP. A adigdo na proporgéo 4:1 (320uM Mn*":80uM GTP) diminui
sensivelmente o sinal do Mn?" livre, indicando que parte dos ions estdo ligados ao GTP.
Por outro lado, a adicdio na proporgio 4:1 (320uM Mn?":80pM proteina de fusdo
GST+DGTPase2) diminui o sinal do Mn?" livre, porém com uma magnitude menor (veja
figura 4.40(B)). Estes experimentos indicam qualitativamente que o ion Mn?" liga-se
preferencialmente ao GTP em comparagdo com a proteina.

Os resultados obtidos corroboram com um simples modelo que pode explicar o
papel do Mg®" na ativagdo/inibigdo da atividade GTPase, supondo um comportamento do
Mn?" similar a0 Mg?". A atividade otima ¢ esperada ser observada quando toda molécula
de GTP esta ligada a um Mg’ (ou Mn?"). Para valores altos de [GTPY[Mg™], a
concentragdo de Mg2+ é baixa em relagio ao GTP e uma diminui¢io na atividade €
observada. Por outro lado em condigdes de excesso de ions, 0 Mg”" livre pode ligar-se ao
sitio ativo da enzima impedindo a entrada do complexo GTP+Mg®" devido a efeitos
estereoquimicos ou eletrostaticos. Se a afinidade do Mg®" por GTP ¢ significativamente
maior que a afinidade pela proteina, podemos supor que o ion liga-se a proteina somente
quando todo o GTP esta ligado. Todavia, a inibigdo da taxa de dissociagdo do GDP em
altas concentragdes de ions Mg’" reportadas para outras pequenas GTPases (Ras-like,
Rab5) [21] também € um modelo aplicavel ao fendmeno de inibigdo observado nos estudos

da septina Bradeiona p e da proteina de fusdo GST+DGTPase.
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Figura 4.40: Analise da interagio do ifon Mn** com a proteina de fusdo
GST+DGTPase2 através de EPR. (A) Azul, Mn*™* livre em solugdo. Preto, solugfio
equimolar de Mn*" ¢ GTP (1:1). (B) Vermelho, Mn®" livre em solugdo. Azul, Mn** na
presenga de GTP na proporgio 4:1 (320 pM:80 pM). Preto, Mn*" na presenga de
GST+DGTPase2 na proporgéo 4:1 (320 uM:80 uM).
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4.3.2.4 Estudo da especificidade da proteina de fusdo GST+DGTPase2

Proteinas GTPases sdo geralmente caracterizadas por uma alta especificidade pelos
seus substratos (nucleotideos especificos) [64]. A magnitude da discriminag¢@o entre os
nucleotideos de guanina e outros nucleotideos, ¢ tipicamente de 10 a 10’ vezes mais
especifica para GTPases bem estudadas [64]. Assim, aplicamos eletroforese capilar para
estudar a especificidade da proteina de fusdo GST+DGTPase2 por dois distintos
nucleotideos: GTP e ATP (bases puricas). Realizamos os ensaios com as mesmas
concentra¢des de substratos (GTP ou ATP), ions Mg®" e GST+DGTPase2 (10 uM). Os
graficos de Michaelis-Menten obtidos para GTP e ATP, com a proteina de fusdo
GST+DGTPase2, estdo exibidos na figura 4.41.

A proteina de fusdo GST+DGTPase2 mostrou pequena discriminagdo entre dois
diferentes nucleotideos utilizados. A eficiéncia catalitica da GST+DGTPase por GTP
mostrou-se ser praticamente igual a eficiéncia por ATP. A especificidade de GTPases por
nucleotideos, tipicamente surge de um conjunto de interagdes com a base guanina, sendo a
ligacdo de hidrogénio entre o aminoacido Asp conservado (motivo G4, XKXD) e a amina
exociclica da guanina a interagdo mais preservada (veja figura 4.42). Em muitas GTPases,
a mutacdo do residuo Asp por Asn resulta em uma mudanga na preferéncia do nucleotideo
de GTP por XTP (Xanthosine 5’-triphosphate) em valores superiores a 10° vezes [64]. A
baixa diferencia¢do entre GTP ¢ ATP, no caso da proteina de fusdo GST+DGTPase2,

sugestiona um sitio aberto, ou seja, capaz de acomodar diferentes substratos (nucleotideos).
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Figura 4.41: Graficos de Michaelis-Menten obtidos para a proteina de fusdo
GST+DGTPase2 com dois distintos nucleotideos. (A) Grafico Michaelis-Menten obtido
utilizando-se GST+DGTPase2 ¢ GTP. (B) Grafico Michaelis-Menten obtido utilizando-se
GST+DGTPase2 ¢ ATP. Em ambos os casos a concentragdo de ions Mg”" foi de 1 mM.

A proteina GTPase FtsY [64], por exemplo, possui baixa especificidade por
nucleotideos, ndo discriminando fortemente mesmo entre nucleotideos contendo purinas €
pirimidinas. Porém, a estrutura cristalografica da proteina FtsY unida com GDP ou
GppNHp (analogo ndo hidrolisavel do GTP) revelou uma grande distancia na ligagdo entre

o residuo Aspd49 e o anel de guanina (D = 4,6 A e 3,4 A, respectivamente). Isto € o

indicativo da auséncia de uma forte ligag@o de hidrogénio entre o oxigénio carboxilico do
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residuo Asp449 € o nitrogénio da guanina [64]. Em contraste, a correspondente distancia €
de 2,9 A na estrutura da Ras (veja figura 4.42), 3,0 A na estrutura da EF-Tu e RhoA
[22,64]. Estas ultimas GTPases sio muito especificas para GTP, indicando que a
proximidade desta interagfio parece estar intimamente relacionada com a seletividade da
proteina.

A justa ligagio do anel de guanina em cldssicas GTPases (como RhoA e Ras)
também leva a baixa dissocia¢io do GDP, a qual torna-se um passo limitante nos ciclos
funcionais destas GTPases e portanto, necessitando de fatores de troca de nucleotideos
para converter das suas formas com GDP e GTP ligados. Assim, um possivel bolsdo
frouxo de ligagio a nucleotideo da Bradeiona P pode justificar a auséncia de

correspondentes fatores de troca de nucleotideos para septinas.

Figura 4.42: Estrutura do sitio de ligagio a GTP da pequena GTPase Ras. Em roxo,
GTP unido ao sitio ativo. Em laranja, o residuo Asp119 conservado em pequenas GTPases
e responsavel por reconhecer o anel de guanina.
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4.1 Bradeiona a

4.1.1 Subclonagem e expressdo da Bradeiona a

O cDNA da proteina Bradeiona o foi amplificado através da técnica de PCR e
subsequentemente, subclonado no vetor bacteriano pGEX-5X-1. Utilizamos como molde
inicial o plasmideo contendo o cDNA da Bradeiona a, cedido pela Dra. Tanaka. Um total
de nove transformantes positivos foram verificados através de analise de restrigdo (com as

endonucleases BamHI e Xhol, veja figura 4.43).

Figura 4.43: Analise de restrigdo dos transformantes. 1. Padriio de massa molecular,
2 a 10. Vetor bacteriano pGEX-5X-1 ¢ cDNA da Bradeiona a apos digestdo (sitios de
BamHI e Xhol). Os vetores indicados nas colunas 4-7 ndo mostraram a presenca do cDNA
da Bradeiona a.

O sequenciamento confirmou a subclonagem do ¢DNA, dentro do correto quadro
de leitura do vetor. Ensaios de expressio do cDNA da proteina Bradeiona a, na linhagem
bacteriana AD202, foram realizados empregando o plasmideo selecionado pGEX-Brada.
Testes variando-se a temperatura de incubagio da cultura (37°C e 20°C) e a concentra¢do
de IPTG (0,01 mM - 1,0 mM) néo propiciaram resultados satisfatorios. Em nenhuma das
situagdes experimentadas a proteina recombinante foi detectada (solivel ou insoluvel). A

existéncia de codéns raros para E. coli na seqiéncia da Bradeiona o pode impedir que a

linhagem bacteriana utilizada na expresséo reconheca o cDNA subclonado [54].
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Examinando a seqiiéncia primaria da proteina Bradeiona a [11], constatamos um
grande teor de aminoAcidos hidrofobicos proximos ao C-terminal da molécula. A
existéncia da seqiiéncia hidrofobica (CV)sCLCVCYV e a alta porcentagem de aminoacidos
de prolinas presentes na seqiiéncia de aminoacidos (27 prolinas - 13%) supostamente
conferem a essa molécula caracteristicas singulares. A fungdo biologica da proteina
Bradeiona o ainda é desconhecida, porém é conhecida sua importante relagéo com alguns

estados cancerosos [26,27].
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Conclusdes e perspectivas

Neste presente trabalho, procuramos realizar uma analise estrutural e bioquimica da
proteina Bradeiona f e de seus dominios. O estudo de septinas € relevante porque este
grupo de proteinas esta envolvido em varios processos bioldgicos essenciais, como
exocitose € citocinese. Este trabalho fornece informagdes relevantes que podem auxiliar no
estudo futuro dos mecanismos de acdo de septinas e na compreensdo do papel das
proteinas Bradeiona o e  na citocinese de células de cancer.

Os primeiros testes de expressdo do gene da proteina Bradeiona B foram realizados
utilizando-se o vetor cedido pela Dra. Tanaka, porém os resultados ndo foram satisfatorios.
A proteina foi expressa na forma insoluvel (corpos de inclusdo) em todas as condi¢Oes
analisadas. Com a inviabilidade de se utilizar o vetor cedido, optamos em utilizar um novo
sistema de expressio. A nova construgio possuia ligada a Bradeiona 8 uma proteina
carreadora (GST) que esperavamos aumentar a solubilidade da proteina de fusdo.
Utilizando a nova constru¢do obtivemos proteina soliivel, a qual foi purificada por
cromatografia de afinidade e exclusdo molecular. Resultados de DLS e cromatografia de
exclusio molecular sugestionam que a proteina Bradeiona  foi expressa como um estavel
oligdmero, formado de no minimo de dois mondmeros. A analise realizada através de
espectroscopia de CD indica a presenga de uma alta porcentagem de hélices a na estrutura
primaria, como evidenciado pela forte elipticidade ao redor de 208 nm e 220 nm.

Embora o produto expresso, Bradeiona B, fosse estavel e apresentasse estrutura
secundaria ordenada, tinhamos que verificar se a proteina estava biologicamente ativa.
Assim, a atividade GTPase da proteina Bradeiona f foi evidenciada atraves de um método

alternativo. Este método é baseado no uso de eletroforese capilar para separar e quantificar
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o substrato e o produto da hidrélise de uma reagdo enzimatica. Otimas separac¢des foram
obtidas utilizando o tampdo de corrida composto de 10 mM MES, pH 6,5. GTP ¢ GDP
foram identificados através dos tempos de migra¢des, em comparagdo com padrdes
previamente definidos e pelos espectros de absor¢do. GDP foi evidentemente produzido
como resultado da hidrolise do GTP pela proteina Bradeiona 3, sugestionando que a
catalise e liberag¢do do produto ocorrem na auséncia de adicionais proteinas auxiliares. Isto
é consistente com o fato que fatores de troca de nucleotideos de guanina nunca terem sido
descritos na literatura no caso de septinas. Na auséncia de Bradeiona P, a taxa de hidrolise
espontanea do GTP mostrou-se ser efetivamente desprezivel.

Um fator que afeta a hidrolise de GTP pela Bradeiona B € a concentragdo de fons
Mg’ e esta caracteristica ¢ verificada para a atividade GTPase de todas as septinas
analisadas. A presenga de Mg’ foi essencial para a hidrdlise de GTP, porém em
concentragdes altas de ions uma queda acentuada na hidrolise foi verificada, indicando que
a enzima foi inibida. A inibi¢do observada a altas concentragdes pode ser devida
provavelmente a dois fendmenos: i) a afinidade intrinseca da enzima pelo metal,
ocasionando um impedimento estérico ou repulsdo eletrostatica do substrato ou
alternativamente ii) devido a baixa dissociagdo do GDP [21] Cristais de Bradeiona  na
forma de placas foram obtidos, a 4°C, através da técnica de difusao de vapor. Os melhores
cristais difrataram a uma maxima resolucio de 6,0 A em uma fonte de raios X com anodo
rotatorio. Com esta resolugdo ndo foi possivel obter resultados estruturais relevantes da
proteina recombinante. Porém, estes cristais inéditos abrem perspectivas para uma futura
determinacgdo da estrutura tridimensional da proteina Bradeiona B, ou seja, a estrutura da
primeira proteina da

O Fragmento Conservado foi produzido (utilizando-se dois distintos vetores) e

subseqiientemente purificado através de cromatografia de afinidade e exclusdo molecular.
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como um estavel mondmero. Resultados de espectroscopia de CD, fluorescéncia e NMR
sugestionam que o FC possui uma estrutura secundaria irregular. Este fato pode ser
decorrente da alta porcentagem de prolinas (17 Pro — 14,3%) na estrutura primaria, que
dificulta a formacdo de estruturas secundaria regulares. A fungdo biologica do FC ainda €
desconhecida, porém muitas regides (curtas) ricas em aminoacidos de prolinas estdo
envolvidas na interagdo entre proteinas.

Duas distintas definicdes do dominio GTPase foram efetuadas. A defini¢do que
incluia na sequéncia primaria a regido polibasica foi expressa na forma insoluvel em todas
as condi¢des analisadas. Porém, a defini¢do que nfio compreendia estd regido foi expressa
solivel em dois distintos sistemas de expressdo bacterianos utilizados. A analise do
DGTPase através de DLS, forneceu um raio hidrodindmico compativel com a massa de um
hexamero. Este resultado sugestiona que a interagdo entre dois monémeros de Bradeiona f3
também devem ocorrer através do DGTPase. Similarmente a proteina Bradeiona B, o
espectro de CD da proteina de fusdo 6xHis*DGTPase2 sugestionou a presenga de hélices
na estrutura secundaria (porém em uma menor magnitude). Est4 reduc¢o na magnitude do
contetido de hélices o no espectro do 6xHis+DGTPase2, pode ser decorrente da auséncia
do suposto dominio coiled-coil C-terminal.

A atividade da proteina de fusio GST+DGTPase foi confirmada através da técnica
de CE. Novamente, a presenca de Mg’" foi essencial para a hidrolise de GTP.
Concentragdes altas de ions também provocaram uma queda acentuada na hidrolise do
substrato. Supondo que a concentragdo de Mg®" utilizada ligue-se ao GTP, a inibi¢do
observada a altas concentra¢des pode ser devida a afinidade intrinseca da enzima pelo
metal ou alternativamente devido a baixa dissociagdo do GDP.

Finalmente, ensaios de expressdo do gene da proteina Bradeiona a nio geraram
resultados satisfatorios. Em todas as situa¢des analisadas, ndo foi possivel detectar proteina

recombinante (soluvel ou insoluvel). Este resultado negativo pode ser decorrente da
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existéncia de codons raros para E. coli na seqiiéncia da Bradeiona a, impedindo que a
bactéria reconhega o cDNA subclonado. A estrutura primaria da Bradeiona o é constituida
por um grande nimero de aminoacidos hidrofobicos e uma grande quantidade de prolinas
(27 prolinas, 13%), que supostamente conferem a essa molécula caracteristicas singulares.
A fungio biologica da proteina Bradeiona a ainda é desconhecida, porém € conhecida sua
importante relagdo com alguns estados cancerosos [26,27].

Dados os resultados obtidos, as propostas de continuidade deste trabalho estdo
relacionadas abaixo:

1) é de grande importancia empregar esfor¢os no refinamento das condi¢des pré-
determinadas de cristalizagio da Bradeiona P, para obtengdo de cristais de melhor
qualidade. E importante ressaltar que estruturas tridimensionais de septinas e de seus
dominios isolados, sdo totalmente ausentes na literatura cientifica. Ensaios de cristalizagao
do dominio GTPase também devem ser realizados.

2) ampliar o estudo para outras septinas humanas e seus dominios isolados. A
construgio compreendendo o dominio GTPase e o dominio coiled-coil C-terminal também
dever ser considerada;

3) analises da estrutura da proteina Bradeiona {3 e de seus dominios isolados atraves
da técnica de SAXS (espalhamento a baixo angulo) para averiguar a forma e o estado de
oligomerizagdo sdo experiéncias plausiveis que merecem atengéo;

4) estudos da especificidade da proteina Bradeiona § (ou do dominio GTPase) por
nucleotideos podem ser realizados por eletroforese capilar. Com este propdsito, seria
necessario realizar a mutacio do aminoacido Asp292 — Asn no motivo conservado G4 da
Bradeiona . Pretendemos averiguar a importancia do residuo Asp292 no papel de
reconhecer o anel de guanina do GTP, desse modo, procurando compreender os motivos da

baixa especificidade por nucleotideo de purinas apresentada pela fusdo GST+DGTPase2;
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4) tentativas de expressdo do cDNA da proteina Bradeiona a em células de inseto
também podem ser realizadas. Em célula de eucarioto a possibilidade de reconhecimento
do cDNA e da producio da proteina heterologa na forma soluvel sdo maiores quando
comparadas com expressdo em células de procarioto (bactérias),

5) estudos de espectroscopia de fluorescéncia no dominio GTPase podem ser
realizados para averiguar mudangas conformacionais durante a ligagdo e hidrolise do GTP.
O dominio GTPase definido possui em sua estrutura primaria dois triptofanos (W) que
podem ser mutados para experimentos futuros;

6) estudos através de métodos radiativos ou utiliza¢do de nucleotideos fluorescentes
para determinagio da constante de dissocia¢do da proteina Bradeiona . Assim, pretende-

se descrever o mecanismo catalitico de septinas.
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Apéndice A

Vetores de expressdo bacterianos utilizados neste trabalho. Um esquema dos
vetores de expressdo bacterianos pGEX-5X-1e pET8a(+) estdo ilustrado nas figura A.1 e

A2. Detalhes da regido de subclonagem também podem ser observados.

| $27-4384-015

Figura A.1: Vetor de expressdo bacteriano pGEX-5X-1 (Amersham). Este vetor
permite a expressio da proteina de interesse fusionada a proteina carreadora GST.
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PET-28al+)

Figura A.2: Vetor de expressdo bacteriano pET-28(+) (NOVAGEN). Este vetor
permite a expressdo da proteina de interesse fusionada a um peptideo com seis histidinas

(6xHis fag).
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Trabalhos elaborados durante o periodo de doutoramento:

1) Characterization of the GTPase activity in the recombinant human septin SEPT4

(Bradeion B). Garcia, W., Arafjo, APU., Hillebrand, S., Carrilho, E., Tanaka, M., Tanaka,

T. and Garratt, R.C. Finalizado para submissao (2005).

2) In vitro monitoring of GTPase activity and enzyme Kinetics studies using

capillary electrophoresis. Hillebrand, S., Garcia, W., Aratijo, A P.U., Tanaka, M., Tanaka,

T., Garratt, R.C. and Carrilho, E. Analytical and Bioanalytical Chemistry (07/2005). In
press.
3) Dissection of a human septin: definition and characterization of distinct domains

within human SEPT4. Garcia, W., Aratjo, A.P.U., Tanaka, M., Tanaka, T. and Garratt,

R.C. A ser submetido (2005).



