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RESUMO

MORAIS, S.T.B. Septinas de Ciona intestinalis: estudos voltados a formacdo de
heterocomplexos. 2019. 107 p. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Instituto de Fisica de S&o
Carlos, Universidade de Sao Paulo, S&o Carlos, 2019.

Septinas sdo proteinas que ligam GTP e interagem entre si formando heterocomplexos, 0s
quais se organizam em filamentos e estruturas de maior nivel de organizacdo. Em humanos
sdo encontrados 13 genes que codificam septinas, as quais se dividem em 4 grupos com base
na similaridade de sua organizacdo estrutural. Andlises filogenéticas identificaram quatro
septinas ortdlogas no deuterostdmio Ciona intestinalis, as quais apresentam, cada uma,
identidade com um dos quatro grupos de septinas de mamiferos. Tais proteinas foram
nomeadas CISEPT2, CiSEPT6, CiSEPT7 e CiSEPT9 devido a identidade com as septinas
humanas. Sabe-se que septinas de diferentes grupos interagem entre si formando
heterocomplexos e, assim, a possibilidade de formar um oligdmero Gnico em C. intestinalis
permite um modelo mais simples para o estudo da organizacdo dos filamentos. Analises de
bioinforméatica identificaram nessas proteinas motivos estruturais tipicos de septinas,
incluindo residuos conservados para a ligacdo e hidrolise do GTP. As proteinas foram
produzidas de forma heter6loga e a capacidade hidrolitica tanto de CiSEPT2 como de
CiSEPT7 foiram confirmadas diretamente. Em contrapartida, CiSEPT6 ndo apresentou
atividade catalitica. Um sistema de coexpressao foi construido no qual as quatro septinas de
C. intestinalis foram co-expressas e co-purificadas em diferentes arranjos, resultando na
formacdo de heterocomplexos parciais além daquele contendo as quatro subunidades. A
avaliacdo do estado oligomérico dos heterocomplexos parciais mostrou que estes
correspondem majoritariamente a tetrameros e hexameros quando formados, respectivamente,
por duas ou trés subunidades. Estes oligdmeros foram analisados por microscopia eletrdnica
de transmissdo (MET) em que se observou que os mesmos se dispdem na forma de um
bastdo. Ensaios ainda mostraram que a polimerizacdo desses oligbmeros é dependente de
CiSEPT2 sugerindo que esta subunidade esteja possivelmente posicionada na extremidade do
heterocomplexo. Adicionalmente, ensaios de polimerizacdo realizados com o complexo
CiSEPT2/6/7/9 revelaram que este € capaz de interagir com filamentos adjacentes,
possivelmente via coiled-coil, formando estruturas de mais alta ordem, similar aos ja
observados em S. cerevisiae. Finalmente, experimentos utilizando termoforese em
microescala (MST) mostraram uma maior afinidade de interagdo entre as subunidades quando
oligdbmeros estdo envolvidos, indicando gque estes podem atuar como fator de nucleacao para a
formagdo dos heterocomplexos. Esse trabalho apresenta os primeiros estudos de
caracterizacdo das septinas de C. intestinalis mostrando a formacdo do heterocomplexo e
representa um modelo simplificado e vidvel para estudos estruturais relativos a formacéo de
filamentos de septinas. Assim, através de uma abordagem comparativa com complexos
oriundos de outros organismos, este novo complexo podera contribuir para a compreensao do
mecanismo de montagem e controle da polimerizacdo de septinas.

Palavras-chave: Septinas. Filamentos. Heterocomplexos. Ciona intestinalis.






ABSTRACT

MORAIS, S.T.B. Ciona intestinalis septins: heterocomplex assembly studies. 2019. 107 p.
Tese (Doutorado em Ciéncias) — Instituto de Fisica de Sdo Carlos, Universidade de Sdo Paulo,
Séo Carlos, 2019.

Septins are GTP-binding proteins that interact with each other forming heterocomplexes,
filaments and higher order structures. The human genome encodes 13 septins, which are
divided into 4 subgroups based on sequence similarity. Phylogenetic analysis demonstrated
that only a single representative of each of these subgroups is present in the non-vertebrate
chordate Ciona intestinalis. These proteins are named CiSEPT2, CiSEPT6, CiSEPT7 and
CiSEPT9 due to their great similarity with human septins. Once septins from different
subgroups are able to interact among themselves to form hetero-oligomeric complex, C.
intestinalis representatives can be used as a simpler model for studies of septin complex
assembly. Bioinformatics analysis identified typical structural motifs of septins in these
proteins, including conserved residues for binding and hydrolysis of GTP. These septins were
expressed and characterized biophysically and biochemically revealing that CiISEPT2 and
CIiSEPT7 are capable of hydrolyzing GTP. In contrast, CISEPT6 showed no catalytic activity.
A coexpression system were designed in which the four septins of C. intestinalis were co-
expressed and co-purified in different arrangements, resulting the formation of partial
heterocomplexes in addition to that containing the four subunits. The oligomeric state of the
partial heterocomplexes were confirmed corresponding to tetramer and hexamers when
formed, respectively, by two or three subunits. Transmission electron microscopy analysis
revealed that these oligomers assemblies are rod-like structures. The polymerization of these
oligomers is dependent on CISEPT2 suggesting that this subunit occupies possibly the
terminal positions of the heterocomplex. Additionally, polymerization assays performed with
the CiSEPT2/6/7/9 complex revealed that it is capable of interacting with adjacent filaments,
possibly via coiled-coil, forming higher order structures similar to those already reported in S.
cerevisiae. Finally, the interaction strenght among C. intestinalis septins were determined
using microscale thermoforesis (MST), revealing a higher binding affinity when titration
involves small oligomers instead of monomers, indicating that these may act as a nucleating
factor for heterocomplex assembly. This work constitutes the first characterization of C.
intestinalis septins presenting the heterocomplex assembly and represents a simplified and
potential model for structural studies regarding the filaments assembly of septins. Thus,
comparative studies involving complexes from other organisms may contribute to the
understanding of the assembly mechanism and polymerization control of septins.

Keywords: Septins. Filaments. Heterocomplexes. Ciona intestinalis.
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1 INTRODUCAO

1.1 Septinas

A descoberta das septinas se deu em 1971 por Hartwell, num estudo que visava
identificar genes relacionados a divisdo celular em linhagens da levedura Saccharomyces
cerevisiae.! Esse estudo levou & identificacdo de quatro mutantes que apresentavam
deficiéncia na conclusdo do ciclo celular. Esses mutantes, mesmo tendo finalizado a
separacdo dos nucleos, ndo eram capazes de concluir a citocinese, levando ao fenotipo letal de
formacdo de células multinucleadas (Figura 1A).* Hartwell observou que tais mutagdes
encontravam-se nos genes que codificavam as proteinas Cdc3, Cdc10, Cdcll e Cdc12, sendo
estas, responsaveis pela formacédo de estruturas filamentosas presentes no septo que separa a
célula-mée da célula-filha. Por terem sido localizadas no septo de divisdo, anos mais tarde tais

proteinas passaram a ser denominadas septinas. *

Posteriormente, as estruturas formadas por essas proteinas foram identificadas por
microscopia eletrénica como sendo estruturas filamentosas altamente ordenadas na forma de
um anel de 10 nm de didmetro, intimamente associado a membrana plasmatica e circundando
o septo de divisdo da célula (Figura 1B).> Mais tarde, os produtos desses genes foram
identificados por microscopia de imunofluorescéncia na estrutura filamentosa formada no
septo entre as células mée e filha, confirmando assim a participagdo de tais proteinas na

formacéo do septo (Figura 1C). °*°

A ‘ C

Figura 1 - Septinas durante o processo de divisdo celular em Saccharomyces cerevisiae. A) Formacdo de
células multinucleadas. B) Micrografia de uma célula em brotamento destacando-se os filamentos
de septinas circundando o septo. C) Localiza¢do das septinas durante a citocinese, identificada por
microscopia de fluorescéncia.

Fonte: a) HARTWELL"; b) BYERS®; ¢) GLADFELTER et al.”
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1.2 Septinas — funcdes celulares

Estudos funcionais tem mostrado que a atuacdo das septinas ndo esta restrita a
citocinese, indicando que essas proteinas participam de diversos processos celulares
importantes, tais como ciliogénese e neurogénese (Figura 2)."™* Em células que néo sofrem
processo de divisdo celular, como neurdnios e espermatozdides, as septinas podem atuar
como uma base para o recrutamento de outras proteinas ou ainda, formando barreiras de
difusdo que compartimentam proteinas de membrana em dominios celulares especificos.™>?!
Estudos também relacionaram as septinas a outras fungdes celulares durante a infeccéo

bacteriana e na imunidade inata.??

G) F)

Figura 2 - Atuacdo de septinas em células de mamiferos. A) polarizacdo em células epiteliais; B) formacdo do
sulco de clivagem em células animais e levedura; C) barreira de difusdo em cilios; D) imobilizagdo
de bactéria em células infectadas; E) crescimento de hifas em fungos filamentosos; F) barreira de
difusdo no anulus de espermatozoides em mamiferos; G) mediagdo de exocitose durante sinapse
neuronal e crescimento dos dendritos; H) migracdo celular e. 1) rigidez celular. Em vermelho estéo
destacadas as estruturas formadas por septinas.

Fonte: AKHMETOVAZ

A associagdo de septinas com proteinas do citoesqueleto e com membranas, alem de

sua capacidade de formar filamentos, levou a sua identificagdo como o ‘quarto componente

do citoesqueleto’. 2
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Além de seu papel fisioldgico, estudos indicam que alteragdes no nivel de expressdo
de septinas estdo relacionados com diversos tipos de cancer e outras desordens como a
infertilidade masculina.?*?> Além disso, por terem sido encontradas em agregados proteicos
caracteristicos presentes em cerebros de paciente acometidos com as doencas de Alzheimer e

Parkinson, as septinas também s&o associadas as doencas degenerativas.”

1.3 Distribuicao filogenética das Septinas

Até recentemente, acreditava-se que 0s genes que codificam septinas estivessem
restritos a leveduras e animais.”’ Porém, a medida que sdo disponibilizados dados de
sequenciamento de novos genomas, tem sido possivel identificar a presenca de sequéncias
homélogas em diversos eucariotos, como outros fungos, nemétodos, moscas e mamiferos.”®3*
Em 2007, um estudo utilizando a sequéncia de nucleotideos da proteina Cdc3 de S. cerevisiae
na busca por sequéncias homologas nos bancos de dados disponiveis, revelou a presenca de
septinas também em algas verdes, alga marrom e protozoérios ciliados.** Também no
mesmo ano, andlises filogenéticas realizadas por Cao e colaboradores levaram a identificacéo
de septinas ortélogas nos genomas do equinodermo Strongylocentrotus purpuratus e do
urocordado Ciona intestinalis.** Sucessivas analises filogenéticas tem sido realizadas por
grupos independentes ampliando a presenca dessa classe de proteinas a diversos outros
organismos eucariotos. No entanto, até o momento ndo foi reportada a presenca de genes

codificando septinas em nenhum representante do reino Plantae.?” %

O numero de genes codificando septinas é bastante variavel entre 0s organismos,
sendo apenas 1 em Chlamydomonas reinhardtii e 13 em humanos (Tabela 1).>"* Em
humanos, o nimero de produtos génicos € ainda maior devido a expressdo de isoformas
resultantes de splicing alternativo e modificagfes pos traducionais que estdo relacionadas com
expressdo tecido-especifica.®*’ Embora a funcdo das diferentes isoformas ainda ndo seja
conhecida,*® sugere-se que nem todas desempenhem a mesma funcdo contribuindo para a

complexidade funcional dessas proteinas.



24

Tabela 1 - Variacdo do nimero de septinas em organismos modelo.

Organismo Numero de septinas Nome
13 SEPTL; SEPT2; SEPTS;
Homo sapiens SEPT4; SEPT5; SEPTG;
SEPT7; SEPT8; SEPTY;
SEPT10; SEPT11; SEPT12 e
SEPT14
Eremothecium gossypii 7 Hypl; Hyp2; Hyp3; Hyp4,
Hyp5; Hyp6 e Hyp7
Candida albicans 7 Cdc3, Cdc10; Cdcl1; Cdcl12;
Sep7, Spr3 e Spr28
Schizosaccharomyces pombe 7 Spnl; Spn2; Spn3; Spn4; Spnb;
Spn6 e Spn7
Saccharomyces cerevisiae 7 Cdc3, Cdc10; Cdcl1; Cdcl2;
Shsl, Spr3 e Spr28
Neurospora crassa 6 Hypl; Hyp2; Hyp3; Hyp4,
Hyp5 e Hyp6
Aspergillus nidulans 5 ASPA; ASPB; ASPC; ASPD e
ASPE
Schistosoma mansoni 4 SMSEPT5; SmSEPT10;
SmSEPT7.1 e SMSEPT7.1
Ciona intestinalis 4
Xenopus leavis 2 Hypl e SEPT2
Caenorhabditis elegans 2 UNC-51 e UNC-59
Chlamydomonas reinhardtii 1 SEP1 (ou CrSEPT)

Fonte: Adaptada de WEIRICH™; ZERAIK®; CAO*:; PINTO>

A recente descoberta de septinas em organismos fotossintetizantes mudou o que se
pensava sobre a origem e evolucdo dessas proteinas. Embora ausente em plantas, a
identificacdo de tais proteinas em grupos evolutivamente distintos sugere a existéncia de um
ancestral comum para septinas que possivelmente ocupava um nivel basal no processo
evolutivo dos eucariotos. A partir deste ancestral, ao longo da evolucdo, alguns grupos

perderam os genes de septinas, como no caso das plantas, outros mantiveram apenas um gene,
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como é o caso da alga C. reinhardtii, enquanto outras linhagens os proliferaram, como
ocorreu, por exemplo, nos humanos.”” * O aumento no nimero de genes para septinas em

humanos é atribuido, por alguns autores, pela duplicacdo de genes pré-existentes.**

Uma questdo envolvendo septinas, e em aberto ainda, esta relacionada a funcdo da
septina ancestral e quais seriam as razdes da perda desse gene em algumas linhagens

eucarioticas, enquanto em outras linhagens o gene foi mantido e amplificado.

1.4 Dominios Estruturais

Tipicamente, as septinas apresentam trés dominios estruturais (Figura 3), sendo eles:
um N-terminal varidvel, que pode incluir uma regido polibasica; um dominio central
GTPasico responsavel pela ligagdo e, em muitos casos, pela hidrdlise do nucleotideo de
guanina; e ainda, uma regido C-terminal que pode incluir sequéncias caracteristicas do tipo

coiled-coil, as quais estdo relacionadas com interacdes entre septinas ou outras proteinas.

Por apresentarem dominio conservado de ligacdo ao nucletideo guanina, as septinas
estdo classificadas na familia das P-loop GTPases.” No entanto, por ndo apresentarem 0s
motivos G2 e G5, as septinas estdo mais relacionadas ao grupo das Ras GTPases do que de

outros membros dessa superclasse.

regiao
polibasica dominio GTPase C-terminal
l A A
I L1 1
[r—
Gl1 G3 G4 Coiled-coil

' I

N- inal
termina SUE

Figura 3 - Estrutura priméria de septinas. Em evidéncia estdo as por¢des N- e C-terminais flanqueando o
dominio GTPasico. Além disso estdo ilustradas as posigdes da regido polibasica no dominio N-
terminal bem como o motivo que contém o elementos Gnico de septinas (SUE).

Fonte: Adaptada de NEUBAUER®

Por ser bastante varidvel, o dominio N-terminal ndo apresenta similaridade entre as

septinas, exceto pela regido polibasica (hélice a0), que esta na interface entre os dominios N e
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G. Apesar de ndo ser conservada, essa por¢do rica em residuos basicos, apresenta um residuo
basico (H, K ou R) nas posicdes 1, 2, 5 e 6 de 60-78% de 162 septinas analisadas.”’ Dados na
literatura apontam que essa regido desempenha um papel regulatério por meio da interacéo

com fosfolipideos da membrana plasmética.>>>" Ja

foi observado que septinas de diferentes
organismos sdo capazes de interagir com fosfolipideos, sendo que esta interacdo ocorre
preferencialmente com fosfolipideos de carga negativa.'**®**° Qutros trabalhos evidenciaram
ainda a capacidade dessas proteinas induzirem a tubulacdo em vesiculas unilamelares
gigantes, sendo este um indicio de que essas proteinas podem levar a mudancas na

membrana.>®

O dominio de ligacdo ao nucleotideo guanina, caracterizado por ligar e hidrolisar
moléculas de GTP € a regido mais conservada entre as septinas, apresentando no minimo 75%
de similaridade entre septinas de organismos da mesma espécie. 3 3* %! Nesse dominio, o
motivo P-loop, caracterizado pelo consenso G1 (GxxGxGKST),* forma um loop flexivel que
interage com o grupo fosfato do nucleotideo.®> O motivo G3, caracterizado pelo consenso
DxxG, é precedido por uma sequéncia de aminoécidos hidrofébicos e se liga ao fon Mg?*
interagindo com os fosfatos-p e -y do GTP. O motivo G4, caracterizado pelo consenso xKxD
completamente conservado em septinas, corresponde a sequéncia AKAD e determina a
especificidade & ligacdo do GTP.?" %1% Precedendo o dominio C-terminal existe uma regi&o
que engloba 53 aminoacidos altamente conservados entre as septinas, denominada Septin
Unique Element (SUE).®® Além de distinguir as septinas de outras GTPases, estudos sugerem
que o SUE contribua para a estabilizacdo das interfaces entre as subunidades para a formacéo

de filamentos.>® %

O dominio C-terminal das septinas apresenta comumente sequéncias preditas como
sendo capazes de formar estruturas do tipo coiled-coil.®® Essa regido pode estar relacionada
com a estabilizacdo em interacdes entre septinas, de septinas com outras proteinas e, além

disso, pode estar envolvida no controle da montagem dos filamentos.>* &4 ¢

Considerando as similaridades de seus dominios estruturais, as septinas de mamiferos
foram classificadas em 4 grupos, os quais podem ser observados na Figura 4.*® 6% Qg
grupos Il e IV sdo caracterizados por apresentarem uma sequéncia longa no C-terminal
predita como coiled-coil. O grupo Ill, por sua vez, é caracterizado por um C-terminal
contendo uma sequéncia curta coiled-coil e, por fim, as septinas classificadas no grupo I ndo

apresentam sequéncia que corresponde a esse tipo de estrutura. Ainda, enquanto a maioria das
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septinas séo cataliticamente ativas, os representantes do grupo Il sdo incapazes de hidrolizar o
GTP 22,47

SEFT3
Grupo | SEPTY

SEPTI2

SEPT
SEITH
Grupo I1 SEFT10
SEFTI

SEIFI14

sEFTI

sEPFI2

Grupo 111
SEPT4

SEPTA

| ||||l||\‘|

SEPTT

Figura 4 - Classificacdo das septinas de mamiferos em grupos considerando seus dominios estruturais.

Fonte: Adaptada de NEUBAUER>

1.5 Formacao de complexos

As septinas sdo proteinas capazes de interagirem entre si formando hetero-oligbmeros
apolares que se organizam na forma de um bastdo, os quais séo capazes de polimerizar
formando filamentos. Até o momento ndo ha consenso que elas possam atuar como uma
unidade independente e, talvez por isso, muitas septinas quando expressas individualmente
s30 pouco sollveis tendendo a agregacdo.®® *"° Em leveduras, mutagdes que impedem a
formacédo de filamentos de septinas sdo letais, indicando que complexos e filamentos parecem
ser a forma funcional das septinas.”* De todo modo, uma caracteristica comum a todos
complexos de septinas descritos até 0 momento é o arranjo linear dos monémeros, de modo a
formar polimeros ndo polares, diferentes daqueles formados por actina e microtabulos cujas
extremidades sdo quimicamente distintas.?* >*

Complexos hetero-oligoméricos foram isolados em leveduras, moscas, camundongos
e humanos, tendo sido obtidos também in vitro. Estruturas homo-oligoméricas também foram

observadas, no entanto, sua funcéo ainda nio esta bem estabelecida.” *> 3% 27
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Como dito anteriormente, diferentes organismos expressam um nimero diferente de
septinas e, por consequéncia disso, observa-se a producdo de heterocomplexos de diferentes
tamanhos e composi¢des. Em Candida albicans e S. cerevisiae, por exemplo, foram isolados
heterocomplexos octaméricos.’* Em S. cerevisiae, o complexo hetero-oligomérico é formado
pelas quatro septinas tidas como essenciais para a viabilidade celular (Cdcl11, Cdcl12, Cdc3 e
Cdc10). Esse complexo foi analisado por microscopia eletronica, revelando que se tratava de
um octamero contendo duas cépias de cada septina na seguinte conformacéo: Cdc11-Cdcl2-
Cdc3-Cdc10-Cdc10-Cdc3-Cdcl12-Cdcll (Figura 5). O mesmo heterocomplexo foi obtido in

vitro com a estequiometria de 2:2:2:2.”77

Cdoid
Cdic12

Cdea
Cdiz10
i g [

Ce3
Coc 2
Caoii

A B C

Figura 5 - Microscopia eletronica de transmissdo de septinas de levedura. A) Complexo octamérico em forma
de bastdo em alta concentracdo de sal. B) Classes representativas do complexo utilizando MBP e
GFP para a localizacdo da septina Cdc3 e Cdc10 respectivamente. C) Representacdo do complexo
octamérico com a posi¢do de cada uma das quatro septinas envolvidas, que em levedura sdo
chamadas de Cdc3, Cdc10, Cdcl1l e Cdcl2.

Fonte: Adaptada de BERTIN®®; FRAZIER™

Ja em D. melanogaster, estudos bioquimicos indicaram a formacdo de um complexo
hexamérico formado por trés das cinco septinas expressas por esse organismo sendo
denominadas Pnut, Sepl e Sep2, na proporcdo de 2:2:2.”® Composicéo similar foi observada
em Schistosoma mansoni, em que o complexo recombinante formado pelas septinas SmSept5,
SmSEPT10 e SMSEPT7.2 foi identificado por espectroscopia de massas.*® Ja em C. Elegans,
que apresenta apenas duas septinas, foi observada a formacéo de heterotetrameros dispostos
da seguinte forma: UNC-59/UNC-61/UNC61/UNC-59 (Figura 6).%
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UNC-50
UNC-61
UNC-61
UNC-58

A B C

Figura 6 - Imagens de microscopia eletronica de transmissdo do complexo UNC59/UNC61 de septinas de
C.elegans. A) Unidades do complexo tetramérico UNC-59/UNC61. B) Classes representativas do
complexo tetramérico em forma de bastdo em alta concentragdo de sal e localizagdo da septina UNC-
61 fusionada a GFP. C) Representacdo do complexo tetramérico com a posicdo das septinas
envolvidas.

Fonte: JOHN®

A Unica estrutura tridimensional de um complexo de septinas disponivel no PDB
(Protein data bank) é composta pelas septinas humanas SEPT2/6/7.”° Nessa estrutura,
embora com resolucdo de 4 A, dentro da célula unitaria foi possivel distinguir a presenca de
um trimero contendo uma cépia de cada septina. A estrutura foi capaz de revelar ainda a
formacéo de um filamento formado por subunidades hexaméricas apolares apresentando duas

copias de cada septinas, arranjadas simetricamente.

Os pontos de interacdo entre as septinas para a formacao do heterocomplexo também
puderam ser observados de modo que SEPT2 forma um homodimero pela interface NC (que
envolve regides N e C-terminais do dominio G) deixando livre a interface G (que envolve a
regido de ligacdo do nucleotideo) para interagir com a SEPT6. Esta, por sua vez, esta ligada a
SEPTY pela interface NC.” Mesmo estando presentes nas construcdes, os dominios N- e C-
terminais ndo apresentaram densidade eletronica na estrutura e assim, na Figura 7, o C-
terminal de cada septina esta representado apenas por setas, as quais projetam-se

ortogonalmente ao eixo do hexamero indicando a orientacdo desses dominios.

Baseando-se em dados complementares envolvendo microscopia eletrénica de
transmisséo, os autores deste trabalho propuseram a posi¢do das subunidades de modo que

estas se dispdem como mostra a Figura 7.
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Figura 7 - Estrutura tridimensional do heterocomplexo SEPT2/6/7. As proteinas e a natureza dos nucleotideos
estdo mostradas. A suposta orientacdo dos C-terminais estdo representadas pelas setas. As letras G e
NC identificam as interfaces de interacéo.

Fonte: SIRAJUDDIN™

No entanto, dados obtidos por microscopia eletrénica e estudos bioquimicos em
trabalhos recentes refutam a posicdo das subunidades dentro desse oligdmero.®” 8 Estes
trabalhos apontam que SEPT2, na verdade, ocupa as posi¢cGes terminais enquanto SEPT7
forma homodimeros no core do complexo hexamérico. Assim, a posi¢do das subunidades
dentro do hex&mero estaria invertida em relacdo & estrutura reportada inicialmente por

Sirajjudin e colaboradores, sendo a interface NC a responsével pela polimerizacéo.

Uma fragdo deste mesmo complexo foi obtida por imunoprecipitacdo utilizando
células Hela, porém apresentou-se na forma de um octamero, contendo a SEPT9.22% por
meio de estudos bioquimicos e de mutagénese em octameros isolados de células de mamifero
contendo SEPT9, um trabalho recente de Soroor e colaboradores apontou que este octamero é
formado apresentando duas copias de SEPT9 formando homodimeros no centro deste
oligdmero.®* A possibilidade de um octamero incluindo SEPT9 foi validada pela técnica de
duplo hibrido em levedura, em que SEPT7, usada como isca, apresentou preferéncia de mais

de 70% pela septina 9.2

Com base nesse complexo e na divisdo das septinas nos quatro grupos ja citados,
Kinoshita propds que cada septina particular pode ser substituida por outra do mesmo grupo e
ainda formar um heterocomplexo viavel.®* No entanto, essa hipétese ndo é totalmente
estabelecida uma vez que a expressdo dessas proteinas nos diferentes tecidos € menor do que
0 numero de combinacdes tedricas possiveis. Além disso, ha relatos de arranjos ndo canénicos

na literatura.?® ¥ % E sabido também que as septinas podem associar-se de forma nio
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especifica, ou seja, compreendendo intera¢cdes ndo nativas (promiscuas), as quais ocorrem na
auséncia do parceiro fisiolgico.®®

Ainda hoje, pouco se sabe como essas proteinas se comportam e interagem entre si
para a montagem do heterocomplexo in vivo. Assim, toda a gama de complexos possiveis,
como septinas de diferentes grupos podem substituir umas as outras durante a montagem e
ainda, como se da a contribuicdo especifica das isoformas produzidas por splicing alternativo

devem ser investigados.

1.6 O papel da ligacéo e hidroélise do GTP

Em geral, septinas de diferentes organismos sdo capazes de ligar e ainda, embora a
uma taxa bastante lenta, hidrolisar o GTP.# No entanto, algumas septinas sdo cataliticamente
inativas devido a auséncia de um residuo de treonina no switch I. Tal residuo esta diretamente
envolvido na coordenagdo do ion de magnésio, o qual desempenha um papel crucial na
hidrélise.” A importancia deste residuo de treonina na catélise foi inicialmente estabelecida
por estudos biogquimicos, tendo sido destacada pela estrutura da septina cataliticamente inativa
de S.mansoni, SMSEPT10 ligada ao GTP, em que pOde-se observar mais detalhadamente o
papel desse residuo na estabilizagdo do fon magnésio.®” ¥ Nessa estrutura, o switch |
permanece desordenado e, a auséncia do residuo de treonina resulta em uma coordenacéao

diferente do Mg**, impedindo a hidrélise (Figura 8).

Glu
(Switch 1)

Asp
(Switch 1)

Figura 8 - Comparacéo dos aminoéacidos envolvidos na coordenacdo do ion magnésio com base na estrutura
cristalogréfica de SmMSEPT10 e SEPT2. A) SEPT2. B) SmSEPT10. Em verde esta representado o ion
magnésio; bolas em vermelho representam as moléculas de agua.

Fonte: VALADARES*
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Anterior a esses dados estruturais, um trabalho apontou a partir de estudos
bioquimicos e alinhamento de sequéncias de septinas de diferentes organismos, que essa
treonina, Thr-78, esta ausente em septinas membros do grupo Il (Figura 9). A partir de ent&o,
baseando-se nessas observacOes, para septinas que ainda ndo foram caracterizadas, a presenca
ou auséncia de um residuo de treonina correspondente no switch | passou a ser um indicativo

da capacidade de hidrélise do nucleotideo.
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Figura 9 - Alinhamento das sequéncias de septinas de varios organismos. Indicada pela seta vermelha est4 a
treonina (T78), conservada na regido do switch | (Swl) e ausente no grupo Il. Elementos de estrutura
secundaria e motivos caracteristicos das septinas estdo mostrados esquematicamente no topo, em
cinza.

Fonte: Adaptada de SIRAJUDDIN®

A auséncia da atividade catalitica em algumas septinas sugere que a hidrélise ndo é
essencial para a fungdo dessas proteinas. Ainda, o fato dos dominios G das subunidades que
compBem os complexos humano e de levedura estarem associados com nucleotideos, GDP ou
GTP,” ¥ sugere que os nucleotideos em seus diferentes estados s&o requeridos para a
formacdo e manutengdo da estabilidade das interfaces que compem os heterocomplexos e

por consequéncia, dos filamentos.*

Sabe-se que a ligacdo e hidrolise do GTP ocorre na interface G, no entanto mudancas
conformacionais na interface NC sdo observadas dependendo da natureza do nucleotideo
ligado. Isto sugere que deve haver um mecanismo de comunicacdo entre as interfaces ao
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longo do filamento de forma que a troca de GTP por GDP, ocasionada pela hidroélise, seja
transmitida de um lado do mondmero para o outro.*” Um possivel mecanismo, envolvendo o
deslizamento de uma fita P, ja foi descrito em S. mansoni.®® Neste evento, a ligacdo ao GTP
leva a um impedimento estérico que culmina com o deslizamento desse componente estrutural
levando a exposicdo da regido polibasica, a qual estd relacionada com interagdo com 0s
fosfolipideos de membrana. No heterofilamento de septinas humanas, a estrutura de SEPT6 é
a Unica ligada a GTP e ndo a GDP e, apesar da baixa resolugdo, a posigdo das fitas B foi

interpretada da mesma forma que o observado para SMSEPT10.”

Embora ainda ndo totalmente esclarecido, estudos envolvendo septinas de levedura e
humanos indicam a importancia da ligacdo e hidrolise do GTP para a formacdo do
filamento.?>%% Assim é possivel que a hidrélise esteja relacionada tanto com o controle da
montagem e desmontagem do filamento, quanto com a interagcdo desses filamentos com a

membrana.

A dependéncia do nucleotideo para a dimerizacdo via interacdo pela interface G
também tem sido investigada. Foi observado que quando tratados com a enzima fosfatase
alcalina, os dimeros SEPT6/2 que interagem via G dissociam-se.®® Com base nos dados
estruturais do complexo SEPT2/6/7, sabe-se que o dimero SEPT2/6 interage via interface G,
compondo uma interface mista, ou seja, apresentando GTP e GDP complexados.” Em
levedura, as septinas Cdc3 e Cdcl10 também interagem via interface G mista, uma vez que
Cdc3 também é cataliticamente inativa. Estudos bioquimicos envolvendo mutacfes pontuais
em Cdc3 mostraram que os contatos induzidos pelo GTP nessa interface sdo essenciais para a

estabilidade dessa interag&o levando a formacéo de um nicleo rigido e estavel.®?

Assim, pode-
se dizer que a incapacidade de hidrolisar o nucleotideo deve exercer um papel regulatério.
Uma vez que esse nucleotideo fica retido na interface G, autores sugerem que é possivel que

ele desempenhe algum papel na selecéo de parceiros de interacéo.*’

Embora muito tenha sido discutido sobre o papel da ligacédo e hidrélise do nucleotideo,
a falta de dados estruturais em alta resolucdo das interfaces de interacdo, principalmente as

heterotipicas, ainda é um gargalo no completo entendimento dessa questao.



34

1.7 Polimerizagéo dos complexos — Formacéao de filamentos

Uma das caracteristicas de septinas que estd intimamente relacionada a sua funcéo
citoesquelética é a habilidade de interagirem entre si como hetero-oligbmeros para a formacao
de filamentos e estruturas mais complexas.

Os filamentos séo formados pela unido longitudinal de cada heterocomplexo por meio
da polimerizacdo. Adicionalmente, a partir da interacdo lateral dos oligbmeros por meio dos
coiled-coils também podem ser formados feixes, os quais podem se agrupar levando a

formacao de estruturas de mais alta ordem como anéis e redes (Figura 10).10- 367293

redes anéis filamentos

Figura 10 - Representacdo das diferentes formas de polimerizacdo dos oligdmeros de septinas em estruturas de
mais alta ordem. As diferentes cores representam subunidades dos quatro grupos de septinas
envolvidos.

Fonte: FUNG*

Pouco se sabe a respeito da formacéo exata das interfaces para a montagem correta de
filamentos. Apesar disso, estudos de caracterizacdo biofisica do coiled-coil de septinas
humanas, sugerem que essa regido pode ser responsavel por reconhecer e selecionar o
parceiro correto, levando & montagem ordenada do filamento.?® %

O processo de polimerizacdo para a formacgdo de filamentos tem sido monitorado
atraves de microscopia eletrénica de transmissdo pela técnica de contrastacdo negativa
(negative stain). O que tem sido observado € que a concentracdo de sal influencia na
polimerizacdo dos oligdbmeros de modo que a polimerizagdo é favorecida conforme vai sendo
diminuida a forca iénica do meio.>® ¢4 727> 88

As figuras abaixo apresentam o processo de polimerizacdo in vitro, evidenciando a
formacdo de filamentos e estruturas com alto grau de organizacdo de complexos oriundos de

diferentes espécies (Figuras 11-13).
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Imagens de microscopia eletrdnica de transmissdo do complexo de S. mansoni, SmMSEPT5/10/7
durante processo de dialise. A) apds 1 minuto de dialise; B) ap6s 20 minutos e; C) apds 3 horas.
Em A e B, barra corresponde a 100 nm e; em C, barra corresponde a 200 nm.

Figura 11 -

Fonte: ZERAIK®®

Figura 12 - Imagens de microscopia eletrdnica de transmissdo do complexo de S. cerevisiae, CDC3/10/11/12,
durante processo de didlise. A) Complexo em alta concentragdo de sal evidenciando forma de
bastonete dos oligdmeros; B) Formagdo de filamentos sob baixa concentragdo de sal apds dialise.

A barra corresponde a 100 nm.
Fonte: FRAZIER"™

Figura 13 - Imagens de microscopia eletronica de transmissdo do complexo de septinas humanas SEPT2/6/7
durante processo de didlise. A) Complexo em alta concentracdo de sal evidenciando forma de
bastonete antes da formacdo de filamentos; B) Formacdo de feixes e filamentos em baixa

concentracdo de sal apos dialise; C) Formacéo de anéis.

Fonte: KINOSHITA"% SIRAJUDDIN™
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Contrastando com os complexos formados por mais de uma septina, estudos apontam
evidéncias para a formacdo de homofilamentos (Figura 14). O primeiro registro foi descrito
em um trabalho em que in vitro, na presenca de GTP, se observou a polimerizacao de Sept2
recombinante de Xenopus laevis.*® Ja para SEPT2 humana foram observados homofilamentos
in vitro tanto na presenca de GTP quanto de GDP.?” Homofilamentos caracterizados como
amildides foram observados in vitro tanto para SEPT2 quanto para SEPT4 de humanos.”” *
Segundo os autores, tais formacdes podem estar relacionadas com um processo patolégico

possivelmente associado a doencas degenerativas como Alzheimer e Parkinson.

Por fim, o mais recente registro de formacdo de homofilamentos por septinas foi
publicado em 2017, mostrando que a Unica septina de C. reinhardtii, CrSEPT, foi capaz de
polimerizar-se na presenca de GTP. Interessantemente, observou-se que essa polimerizagéo
ndo requer os dominios N- e C-terminais, uma vez que os filamentos foram observados com a

construcdo que possui apenas o dominio G.*°

A B C D

Figura 14 - Formacdo de homofilamentos de septinas. A) Homofilamentos formados por Sept2 de Xenopus.
Barra de escala representa 100 nm. B) homofilamentos formados por SEPT2 humana. Barra de
escala = 100 nm. C) homofilamentos formados por SEPT4 humana. Barra de escala = 1000 nm. D)
Homofilamentos formados por CrSEPT de C. reinhardtii. Barra de escala = 200 nm.

Fonte: MENDOZA®%; HUANG®"; GARCIA™ : PINTO®

Enquanto os heterofilamentos s&o associados a varias fungbes, para 0s
homofilamentos ainda néo esta claro se essas estruturas sdo fisiologicas ou patoldgicas, nem
mesmo se este € um fendmeno geral ou quais septinas sdo capazes de formar tais estruturas e

COmMo sua organizacao e regulada.
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1.8 As septinas de Ciona intestinalis

Ciona intestinalis, conhecido popularmente como ascidia (Figura 15A), é um
representante deuterostdmio urocordado marinho. Este invertebrado urocordado tem sido
muito utilizado como organismo modelo em estudos evolutivos justamente por estar

classificado num grupo basal dentro dos Cordados (Figura 15B).%**

artrépodes

nematodos

anelideos

$6]1ligE03101g

Ancestral com moluscos
simetria bilateral
equinodermos

——— hemicordados
urocordados

_E cefalocordados Cordados
vertebrados

B

IR GETs|

Figura 15 - Arvore filogenética dos animais com simetria bilateral: A) C. intestinalis quando adulto
evidenciando seus dois sifdes (oral e atrial); como sdo animais sésseis filtradores, o fluxo de agua
estd indicado pelas setas azuis; C. intestinalis é hermafrodita e o oviduto e ducto espermético
estdo indicados. B) C. intestinalis € membro do clado urocordado, o ramo mais primitivo dos
Cordados.

Fonte: Adaptada de DEHAL'™

Em 2007, andlises filogenéticas usando sequéncias de septinas pertencentes a
diferentes metazoarios incluindo representantes de protostdmios (C. elegans, D.
melanogaster) e deuterostdmios (Strongylocentrotus purpuratus, C. intestinalis e Homo
sapiens) demonstraram que estes organismos possuem ortologos de septinas.** Em C.
intestinalis, foram identificados quatro genes codificando septinas ortdlogas que,
considerando a classificacdo das septinas humanas, apresentam cada uma, identidade com um
dos quatro grupos.**A identificacdo de apenas um representante de cada grupo de septinas
nesse organismo sugere que tais grupos tenham emergido antes da separagdo entre

vertebrados.** 102

Para as septinas humanas sabe-se que, em termos funcionais, estdo relacionadas com
diversas funcOes e que, para desempenha-las, organizam-se em filamentos por meio da

polimerizacdo, como ja descrito anteriormente. Esses heterofilamentos sdo montados,
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preferencialmente, a partir de septinas de grupos diferentes, sequindo determinada ordem."
Devido a importancia dessas proteinas em processos celulares, diversos estudos tem sido
realizados para compreender desde o papel do GTP e sua hidrélise na montagem do filamento
bem como a realizacdo de estudos estruturais tanto das septinas individuais, quanto do
complexo formado pelas septinas SEPT2/6/7 afim de entender a relagdo de sua
estrutura/funcéo.®> ' 87 %0 %103 Ng entanto, a multiplicagdo de genes para septinas em
mamiferos levou a um aumento no numero de processos celulares que envolvem a
participacdo dessas proteinas e, a0 mesmo tempo aumentaram a possibilidade de substituicao
entre diferentes septinas para o desempenho de fungdes celulares, o que torna o estudo
funcional de septinas bastante desafiador. Assim, uma vez que C. intestinalis apresenta
somente uma septina representante de cada grupo, é possivel gue tais proteinas possam se
organizar de forma similar a observada em humanos e outros vertebrados, mas num dnico
heterofilamento possivel, compreendendo assim um modelo menos complexo para o estudo

desses oligdmeros, 349 60 64. 7577, 79
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2 OBJETIVOS

A producdo heterologa e os estudos estruturais das septinas de Ciona intestinalis
consistiram os objetivos gerais deste trabalho. O fato de C. intestinalis ser um grupo basal
dentro dos Cordados e apresentar somente uma septina de cada grupo estimularam tais
estudos, particularmente com relacdo ao possivel heterocomplexo. Nesse contexto, 0s

seguintes objetivos especificos foram tragados:

- Desenho e sintese das sequéncias de DNA codificantes (CDS) das quatro septinas de C.
intestinalis, visando a expressdo individual e a co-expressdo dessas proteinas, bem como de

construcdes truncadas representando seus dominios;

- Avaliacdo do estado oligomerico das septinas individuais de C. intestinalis e dos

complexos;

- Estudos bioquimicos das proteinas e complexos, visando a avaliacdo da atividade

GTPasica e teor de nucleotideo das proteinas recombinantes;

- Avaliacdo da capacidade de formacéo de filamentos pelo heterocomplexo in vitro através

de microscopia eletrénica de transmissdo;

- Avaliacdo das interacdes entre as septinas utilizando termoforese em micro escala (MST).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Obtencédo das sequéncias codificantes (CDS) das septinas de C. intestinalis

As CDSs das septinas de C. intestinalis foram obtidas como genes sintéticos junto a
empresa GenScript USA Inc., tendo como base as sequéncias depositadas no GenBank sob os
ndmeros de acesso XM_002125416.2, XM_002123318.1, XM_002131313.2 e
XM _002129160.2 que correspondem respectivamente as proteinas inteiras CISEPT2,
CIiSEPT6, CiSEPT7 e CIiSEPT9. Aos genes sintéticos foram adicionados sitios de restricao
especificos para possibilitar a clonagem em vetores de expressdo apropriados. As CDSs foram
obtidas liofilizadas, sendo fornecidas ja inseridas no plasmideo de propagacdo pBSK.

3.2 Subclonagem nos vetores de expressdo bacteriano

Os vetores liofilizados contendo as CDSs foram solubilizados em agua estéril e entéo
uma aliquota foi usada para transformar células quimiocompetentes da linhagem DHS5a de
Escherichia coli para propagacdo. Em seguida, segundo as técnicas padrdo de clonagem
molecular,™® os plasmideos ja propagados foram extraidos e as CDSs correspondentes as
septinas inteiras de C. intestinalis foram isoladas por meio de endonucleases especificas e
inseridas nos vetores de expressao apropriados. Visando verificar a fidelidade das sequéncias,
os clones positivos foram submetidos ao sequenciamento automéatico do DNA no
equipamento ABI 3130xI (Applied Biosystems). Finalmente, uma vez subclonadas em vetores
de expressdo, tais construcdes foram utilizadas para transformar células de expressdo da
linhagem Rosetta (DE3) de E. coli.

3.2.1 Descricdo das construcdes e estratégias de co-purificacdo

Como dito anteriormente, os cDNAs codificando as proteinas inteiras CiSEPT2,
CISEPT®6, CISEPT7 e CiSEPT9 foram obtidos comercialmente e subclonados em vetores de

expressao. Porém, visando aumentar as chances de se obter um produto final 0 mais estavel e
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soluvel possivel, fez-se necessario ainda a amplificacdo de regiGes correspondentes a

dominios especificos e combinagdes dos mesmos. Para tanto, foram desenhados um par de

primers especificos para cada sequéncia a ser amplificada, utilizando como molde um

plasmideo contendo o DNA obtido comercialmente.

Uma vez que neste trabalho foram utilizadas diferentes construcdes e diferentes

estratégias para a co-expressao e co-purificacdo das proteinas, as se¢des abaixo detalham cada

construgdo e cada estratégia afim de facilitar a compreenséo. Detalhes dos sitios de restrigéo,

dominios compreendidos e coordenadas de todas as construcdes estdo mostrados na Tabela 2

a sequir.

Tabela 2 - Detalhamento de todas as construcdes utilizadas nesse trabalho.

Plasmideo Massa
Construgéo de . . Molecular
namero/descricao expressao S't'ojc’ Cj'e Coordenadas predita
restricao (KDa)
1 CiSEPT2-MBP pMBPtDuet = BamHI/Notl 1-413 92,3
2 CiSEPT2- pETSUMO  BamHI/Notl 1-413 59,1
SUMO-His
3 CiSEPT2-His pET28a BamHI/Notl 1-413 47,1
4  CiSEPT2G- pETSUMO  BamHI/Xhol 82 — 356 51,5
SUMO-His
5 CiSEPT6- pETSUMO  BamHI/Xhol 1-431 61,6
SUMO-His
6 CIiSEPT6 PETDuet BamHI/Xhol 1-431 49,6
7  CiSEPT6G- pETSUMO  BamHI/Xhol 47 - 314 50,8
SUMO-His
8 CIiSEPT7-His pETDuet  BamHI/HindlIlI 1-423 48,9

(Continua)



(Continuagao)

9 CIiSEPT7- pETSUMO  BamHI/HindllI 1-423 60,9
SUMO-His

11  CiSEPT9-His pET28a(+) Ndel/Xhol 1-358 40,4

CiSEPT7-His BamHI/HindlI1l 1-423 48,9
13 + pPETDuet
CiSEPT9 Ndel/Xhol 1-358 40,4

15 CiSEPT2.2-His Ndel/Xhol 68 — 356 33,1
+ pRSFDuet
CiSEPT9.2 Ncol/Notl 1-308 35,4

17 CiSEPT7.2-His BamHI/Hindlll 22 — 307 32,8
+ pETDuet
CiSEPT6.2 BamHI/Xhol 24 — 327 33,6

Fonte: Elaborada pela autora.
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*QObs: as coordenadas referrem-se aos aminoacidos iniciais e finais da construcdo, baseando-se na posi¢do

ocupada na sequéncia primaria completa de cada septina.
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3.2.1.1 CiSEPT2, CiSEPT®6, CiSEPT7 e CiSEPT9

Essas construgcdes correspondem as proteinas inteiras, ou seja, apresentando os trés

dominios estruturais, NGC, as quais foram utilizadas nas analises estruturais e bioquimicas.

As CDSs de CiSEPT6 e CiSEPT7 foram inseridas no vetor de expressdo pETSUMO
(pET28a modificado), no qual a proteina é expressa fusionada com a proteina modificada
6xHis-SUMO (Small Ubiquitin Modifier) na sua por¢do N-terminal. A CDS de CiSEPT2 foi
inserida no vetor pETSUMO, no vetor pET28a(+) (Novagen) e no vetor pMBPtDuet (Tabela
2). Neste ultimo, o produto proteico expresso € obtido fusionado a proteina ligante de maltose
(MBP). Ja a sequéncia codificante de CiSEPT9 foi inserida no vetor de expressdo pET28a

apenas.

3.2.1.2 Construgdes visando cristalizagio do heterocomplexo

A cristalizacdo do heterocomplexo humano SEPT2/6/7 foi obtida a partir das proteinas
inteiras. No entanto, somente o dominio G e por¢cdes dos dominios N e C terminais
apresentaram densidade eletronica. A auséncia de densidade eletrénica nos dominios N e C é
um indicativo de que tais dominios apresentam-se flexiveis, podendo assim contribuir para a

instabilidade estrutural.

Assim, com base na estrutura cristalografica do complexo das septinas humanas
SEPT2/6/7 depositada no PDB (Protein Data Bank) sob o cddigo 2QAG, foram realizadas
analises in silico afim de se obter versfes mais estaveis e consequentemente mais favoraveis a
cristalizagéo. Esse trabalho foi feito em colaboragdo com o prof. Marcos V. A. S. Navarro, do
IFSC. Nessas versdes, 0s residuos correspondentes as regides flexiveis e/ou desordenadas
(que ndo apresentaram densidade eletrdnica na estrutura tridimensional humana) foram
extraidos. Assim, para cada septina de C. intetinalis foram desenhadas duas construcGes
truncadas, as quais foram nomeadas “.1” ¢ “.2”. Em todas elas, as regides com predi¢édo de

estrutura secundaria foram preservadas de cortes internos.
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Estas construgdes foram idealizadas visando a co-expressédo em vetores bicistronicos
de modo a produzir o heterocomplexo formado pelas 4 septinas de C. intestinalis, como

mostra a Tabela 2 (construcdes 14 a 17).

3.2.1.3 Construcdes contendo apenas o dominio G

A dificuldade em trabalhar com construgdes inteiras, ou seja, com o0s trés dominios, ja
foi reportada.?? ® %2 Das dez estruturas depositadas no PDB, 9 foram obtidas a partir de
construcdes contendo apenas o dominio G. Visando estudos bioquimicos comparativos com
resultados de septinas humanas de outros organismos e ainda, buscando produtos mais
estaveis e sollveis, foram desenhadas versdes truncadas compreendendo apenas o dominio G.
Para isso, as CDSs dessas construces foram individualmente subclonados no vetor de
expressdo pETSUMO e entdo utilizados para transformar células de expressao da linhagem E.
coli Rosetta (DE3). Nessas construcbes a determinacdo das regifes correspondentes ao
dominio G foram resultado de analises in silico tendo como base as sequéncias
correspondentes de septinas humanas. Em todas as construgfes foram conservadas regides

com predicdo de estruturas secundarias (construcdes 4, 7, 10 e 12 da Tabela 2).

3.2.1.4 Construces visando co-expressao e/ou co-purificacdo para obtencdo dos
complexos

Com o intuito de verificar a formacao de heterocomplexos por meio da interacdo entre
as septinas de C. intestinalis foram utilizadas diferentes construcfes. A incompatibilidade de
sitios de restricdo comprometeu o desenho de construgdes para co-expressdo e por conta disso
foi necessario e possivel, em alguns casos, mesclar co-expressdo e co-purificacdo para a
obtengdo desses heterocomplexos. Por co-expressdo entende-se que houve a expressao de
pelo menos duas CDSs, utilizando um mesmo vetor (bicistrénico) ou vetores independentes
transformados na mesma célula de expressdo. Por outro lado, a co-purificacdo se refere tanto
a purificacdo de produtos co-expressos, quanto daqueles produtos provenientes de expressoes

realizadas em células separadas. Nesse Ultimo caso de co-purificagdo, as células contendo as
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proteinas expressas de forma independente foram misturadas e entdo, seguiram-se 0S

protocolos de lise e purificacdo predeterminados.

3.2.1.5 Co-expressao de CiISEPT2/6

Para essa construcdo, a CDS de CIiSEPT6 foi subclonada no sitio multiplo de
clonagem 2 (MSC2) do vetor bicistronico pETDuet (Novagen) sem adicdo de nenhum tag
(construgdo 6, Tabela 2). Em seguida, os clones positivos foram utilizados para co-
transformar células de E. coli Rosetta (DE3) juntamente com plasmideo pET28-CiSEPT2-His
(construcdo 3, Tabela 2). Nessa construcdo, apenas CiSEPT2 se encontra fusionada a cauda
de histidina e, desse modo, a recuperacdo das duas proteinas ao final da cromatografia de

afinidade é indicativo de interacdo entre as mesmas.

3.2.1.6 Co-expresséo de CiISEPT7/9

As CDSs correspondentes as septinas CiSEPT7 e CiSEPT9 foram inseridas no vetor
de expressdo bicistrénico pETDuet (Novagen) de modo que apenas a CiSEPT7 estivesse

fusionada ao His-tag (construcdo 13, Tabela 2).

3.2.1.7 Producéo do complexo CiSEPT2/6/7

As construcdes CiISEPT2/6 (descrita no item 3.2.1.5) e pETSUMO-CISEPT7 ( descrita
no item 3.2.1.1) foram utilizadas independentemente para transformar células de E. coli. Ao
final dos protocolos de expressao, as células foram coletadas e misturadas na proporcéo 1:1

para a co-purificacao.
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3.2.1.8 Producéo do complexo CiSEPT6/7/9

As proteinas CiSEPT6, 7 e 9 foram co-purificadas a partir da expressdo das
construcdes pETDuet-CiSEPT6 (descrita no item 3.2.1.5) e pETDuet-CiSEPT7-His/9
(descrita no item 3.2.1.6). Nessa estratégia, cada construcdo foi utilizada para transformar
células de expressdo independentes. A partir destas transformacdes foram feitas culturas de
cada transformante e a expressdo foi induzida. Ao final da expressdo, as células foram
coletadas por centrifugacdo e misturadas na proporcdo 1:1, seguindo o protocolo de

purificacdo padrdo, que sera descrito no item 3.3.

3.2.1.9 Producéo do CiSEPT2/6/7/9

Para este complexo, as construcdes pET28-CiSEPT2 juntamente com pETDuet-
CIiSEPT6 e pETDuet-CiSEPT7-His/9 foram utilizadas para transformar células de expressao
em eventos independentes. Uma vez produzidas as proteinas, as células foram coletadas por
centrifugacdo e misturadas na proporgdo 1:1, seguindo o protocolo de purificacdo padréo
(item 3.3).

A seguir, a Tabela 3 apresenta todos os detalhes das estratégias de co-expressao e co-

purificacdo para a obtencéo dos heterocomplexos.

Tabela 3 - Estratégia para producéo dos complexos.

Heterocomplexo Construcodes Co- Co-
expressao purificacéo
CiSEPT2-His (3)* v v
CIiSEPT2/6 +
CISEPTG (8)* v v
CiSEPT7/9 CiSEPT7-His/9 (21)* v v

(Continua)
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(Continuacéo)

CiSEPT2-His (3)* v vz
+
CiSEPT2/6/7 CiSEPT6 (8)* v v
+ X /
CiSEPT7-SUMO-His (13)*
CiSEPT6 (8)* X v
CiSEPT6/7/9 + v v
CiSEPT7-His/9 (21)*
CiSEPT2-His (3)* v v
+
. CiSEPT6 (8)* v
CiSEPT2/6/7/9
+
v

CiSEPT7-His/9 (21)*

Fonte: Elaborada pela autora.
*Obs: Os nimeros entre parénteses correspondem a identificagdo das construcdes descritas na Tabela 2.

3.3 Expressdo e purificacdo das proteinas recombinantes

Para a expressdo e purificacdo das proteinas recombinantes seguiu-se um mesmo
protocolo. Desse modo, as células de expressao foram induzidas com 0,4mM de IPTG e, ap0s
18hs de incubacéo a 18°C, as culturas foram centrifugadas por 40 minutos a 11000 x g, a 4°C.
Em seguida, o sobrenadante foi descartado e ao precipitado de células (pellet) foram
adicionados 20 mL do tampédo A: 25 mM HEPES contendo 500 mM de NaCl (pH 8 para
CiSEPT2, CiSEPT6 e CiSEPT7 e pH 8,2 para CiSEPT9), 5 mM de MgCl,, 5 mM de B-
mercaptoetanol e 10% de glicerol. A lise celular foi realizada por sonicagdo por 4 pulsos de
30 segundos com intervalos de 30 segundos. Em seguida, o produto da sonicacdo foi

centrifugado a 11000 x g por 60 minutos, a 4°C, a fim de separar a fragdo soltvel (extrato
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bruto, contendo as proteinas sollveis) da fragdo insollvel (composta por restos celulares e

proteinas insoluveis).

O extrato bruto foi aplicado numa coluna de afinidade (HisTrap HP de 5 mL, GE
Healthcare Life Sciences), previamente equilibrada com 5 volumes do tampédo A. O fluxo
utilizado na cromatografia foi de 5mL/min, monitorado pela absorbancia em 280nm. A
lavagem foi realizada utilizando 5 volumes do mesmo tampéo contendo 35 mM de imidazol.
A eluicdo das proteinas que se ligaram a coluna foi feita utilizando um gradiente de
concentragéo crescente com o tampéo A contendo 500 mM de imidazol.

As proteinas expressas fusionadas a proteina SUMO, apds serem eluidas, foram
incubadas com a enzima sumo protease (0,2 mg de protease para 10 mg de proteina de fusdo)

e incubadas por 2 horas a 4 °C.

Seguindo a purificacdo, amostras das proteinas recém eluidas da afinidade foram
submetidas a cromatografia de exclusdo molecular na coluna Superdex 200 10/300 GL (GE
Healthcare Life Sciences), previamente equilibrada com tampdo 25 mM HEPES pH 8,
contendo 300 mM de NaCl, 5 mM de MgCl,, 5% de glicerol. O fluxo utilizado na
cromatografia foi de 0,5mL/min., monitorado pela absorbancia em 280nm. Fracdes de 1 mL
foram coletadas e as aliquotas analisadas em SDS-PAGE 12%. As amostras contendo a

proteina purificada foram aliquotadas e armazenadas a -80°C até sua utilizac&o.

3.4 Estimativa da massa molecular das septinas de Ciona intestinalis (SEC-
MALYS)

Amostras das subunidades isoladas CiSEPT2, CiSEPT6 e CIiSEPT7 e dos
heterocomplexos CiSEPT2/6, CIiSEPT7/9, CiSEPT2/6/7, CiSEPT6/7/9 e CiSEPT2/6/7/9,
obtidas apds a cromatografia de exclusdo molecular, foram submetidas a analise de estimativa
de massa molecular. O estado oligomérico pode ser estimado por meio da técnica de
cromatografia de exclusdo molecular acoplada ao espalhamento de luz a multiplos angulos
(SEC-MALS). Uma vez que a proteina CiSEPT9 se mostrou bastante instavel quando isolada,

ou seja, sem o seu parceiro de interacdo, ndo foi submetida a este tipo de andlise.

No experimento, aliquotas de 20uL de cada amostra recém-eluida da Superdex 200

10/300 foram utilizadas. Essas aliquotas foram submetidas a um novo passo de cromatografia
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de excluséo molecular, dessa vez utilizando a coluna, Superdex 200 5/150, e analisadas no
cromatdgrafo Waters 600 Controler. A cromatografia foi realizada sob fluxo constante de
0,3mL/min em tampéo padréo contendo 50mM HEPES, pH 8 e 300mM NaCl. Acoplado ao
cromatografo, o sistema mini DAWN TREOS (Wyatt Technology) realizou a leitura do
espalhamento de luz a trés angulos diferentes, determinando a distribuicdo de massa sem a
necessidade de calibracdo da coluna por padrbes referenciais. A saida desse equipamento é
conectada ao sistema OptiLab T-rEX (Wyatt Technology), que determina o indice de refracédo
diferencial (dRI). Desse modo, a partir do processamento dos dados utilizando o software
ASTRA7 (Wyatt Technology) que, realiza a leitura de todos os detectores e obtém a
determinacdo direta da massa das amostras analisadas, foi possivel determinar o estado

oligomérico das proteinas em questéo.

3.5 Analise da estrutura secundaria por Dicroismo Circular

No intuito de investigar a estrutura secundaria tanto das proteinas individualmente
como destas com seus parceiros de interacdo, analises de CD convencional foram realizadas
em um espectropolarimetro Jasco modelo J — 815 CD Spectrometer (Toquio, Japdo)
conectado a um sistema de controle de temperatura (Peltier), em uma cubeta de quartzo
retangular de 0,1 cm de caminho 6ptico. Para as medidas foram utilizadas aliquotas de 200 pL
contendo 3uM de cada construgdo em tampao 20mM de fosfato de sédio pH 8, contendo
300mM de NaCl, 5mM de MgCl, e 5% de glicerol.

Os espectros foram coletados na faixa de 190 a 260nm, em intervalos de 1 nm, num
total de 6 acumulagdes. Espectros de CD do tampdo foram subtraidos dos espectros originais
das proteinas. A média das acumulagdes, subtracdo da linha de base e alisamento com o filtro

de Savitzky-Golay foram realizados com o sofwtare CDTool.'*®

3.6 Analise do conteudo de nucleotideo e atividade GTPasica

Para verificar a presenca e a natureza de nucleotideos ligados ao dominio GTPasico

seguiu-se método descrito por Seckler.'®

Para tanto, uma aliquota de 500 pL contendo 10 uM
de proteina recém eluida da coluna de afinidade foi incubada com 250uL de HCIO4 1,5M
gelado por 10 minutos no gelo para desnaturacdo da proteina e consequente liberacdo de

nucleotideos. Passado o tempo de incubacdo, a amostra foi centrifugada a 13000 x g por 10
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minutos a 4°C, para separar as proteinas desnaturadas da fracao soltvel contendo os possiveis
nucleotideos. Em seguida foram coletados 600 uL da fracdo soltvel e transferidos para outro
microtubo onde foram adicionados 100 pL de K;HPO,4 1M, 100 pL de KOH 3M e 80 uL de
acido acético 5M para precipitacdo do sal KCIO, e neutraliza¢do do pH. Uma vez tamponada,
a amostra foi mantida a -20°C por 1 hora e entdo descongelada e centrifugada por 10 minutos
a velocidade de 13000 x g a 4°C. De cada amostra, uma aliquota de 200uL foi retirada e
aplicada a coluna de troca i6nica Protein Pack DEAE-5PW, 7,5 x 7,5mm (Waters) acoplada a
um cromatdgrafo Alliance 2695, sob o monitoramento do comprimento de onda de 253 nm.
Foram utilizados como padrdo 10 uM de GTP e GDP diluidos no mesmo tampao da proteina
e submetidos ao mesmo tratamento de desnaturacdo com acido perclorico. Os tampdes
utilizados na cromatografia foram tampédo A (Tris-HCI 25mM, pH 8) e tampéo B (Tris-HCI
25mM, pH 8, acrescido de 1M de NaCl).

Para o teste de atividade GTPésica, uma amostra de proteina foi incubada, a 20 °C,
com GTP em excesso seguindo a razao molar de 3:1 (GTP : proteina). Aliquotas de 500uL
foram retiradas nos tempos 0, 40, 80, 120 minutos apds o inicio da incubacdo e congeladas
imediatamente em nitrogénio liquido para parar a possivel reacdo de hidrélise do GTP. De
cada amostra, uma aliquota de 100puL foi retirada e aplicada a coluna de troca i6nica Protein
Pack DEAE-5PW, 7,5 x 7,5mm (Waters) acoplada a um cromatégrafo Alliance 2695, sob o
monitoramento do comprimento de onda de 253nm. Foram utilizados como padrdo 20uM de
GTP e GDP diluidos no mesmo tampéo da proteina e submetidos ao mesmo tratamento de
desnaturacdo com acido percloérico. Os tampdes utilizados na cromatografia foram tampédo A
(Tris-HCI 25mM, pH 8) e tampdo B (Tris-HCI 25mM, pH 8, acrescido de 1M de NaCl). As
condigdes do gradiente de NaCl estdo descritas na Tabela 4.
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Tabela 4 - Gradiente de NaCl utilizado na cromatografia de troca iénica

Tempo (minutos) % Tampao A %Tampao B
0 90 10
1 90 10
10 55 45
11 0 100
14 0 100
15 90 10
17 90 10

Fonte: Elaborada pela autora.

3.7 Microscopia Eletronica de Transmissao

A dificuldade na cristalizacdo de heterocomplexos de septinas, evidenciado pelo fato
de existir apenas um complexo com resolugdo a 4 A relatado na literatura até o momento,
torna o uso de microscopia eletrbnica uma abordagem importante para os estudos estruturais.
Assim, juntamente com o uso de espalhamento estatico de luz a multiplos angulos, a
microscopia foi usada neste trabalhno como um método para avaliacdo dos heterocomplexos
para verificar o tamanho, forma e homogeneidade das particulas.

Assim, foram realizados ensaios tanto para analisar o estado oligomérico dos complexos
CiSEPT2/6, CiSEPT7/9, CiSEPT6/7/9, CiSEPT2/6/7 e CiSEPT2/6/7/9, quanto para analisar
a polimerizacdo dos complexos CiSEPT2/6/7, CiSEPT6/7/9 e CiSEPT2/6/7/9 frente a
diminuicédo de contetdo de sal no tampao.

O preparo das amostras para a analise do estado oligomérico se deu incubando 3pL de
cada amostra a uma concentracdo de 40pg/mL durante 1 minuto em grades recobertas por
filme de carbono. Em seguida, as grades passaram por trés etapas de lavagem com agua e
duas etapas de incubacdo com 3pL de uma solugdo de acetato de uranila a 2% durante 30
segundos.

Para os ensaios de polimerizacdo realizados com CiSEPT2/6/7/9, uma aliquota foi
submetida a dialise contra tampdo HEPES 50mM pH 8, contendo 40 mM NaCl e 5 mM
MgCl,. Aliquotas foram retiradas para analise em intervalos até 3 horas de dialise. O preparo

da grade foi realizado como descrito no paragrafo anterior e analisadas por contrastacdo



53

negativa nos microscopios FEI-Talos F200C TEM operado a 200kV e JEOL-1400 Plus
Tungsten operado a 120 kV. As imagens foram recuperadas com 5um de foco e 40000 a
60000x de magnificacao.

Os experimentos foram realizados no LNNano — CNPEM em Campinas em

colaboragéo da Ms. Deborah C. Mendonca e do Dr. Rodrigo Villares Portugal.

3.8 Avaliagdo das interacOes entre as septinas de C. intestinalis utilizando
termoforese em micro escala (MST)

Termoforese, também conhecida por efeito Soret ou termodifusdo, € o fenémeno fisico
em que se induz a migracio de moléculas por meio de um gradiente de temperatura.’®” Além
da rapidez na coleta de dados, aproximadamente 15 minutos, outra grande vantagem dessa
técnica frente as técnicas convencionais, tais como ressonancia plasménica de superficie
(SPR) e calorimetria de titulacdo isotérmica (ITC) €, a possibilidade de emprego de amostras
em solucdo, ndo sendo necessario imobiliza-la e ainda, o emprego de volumes na ordem de
microlitros.® No equipamento utilizado para a realizacdo do experimento de MST, o
gradiente é induzido pela incidéncia de um laser infravermelho levando a variacdo de 1 a 5
°C, permitindo o estudo de interacbes moleculares em solucdo pelo monitoramento do

movimento de moléculas marcadas com sonda fluorescente.’ %

Neste trabalho, medidas de termoforese foram realizadas para avaliar a forca de
interacdo em duas interfaces do complexo, sendo uma G e outra NC. A avaliacdo da interface
G se deu por meio da analise da interacdo entre CiSEPT2 e CiSEPT6, variando a presenca de
nucleotideos e ainda, frente a adi¢cdo de um ou mais parceiros de interacdo. Do mesmo modo,

a avaliacdo da interface NC foi realizada analisando a interagdo entre CiSEPT7 e CiSEPT®6.

Para 0 experimento, seguindo as instrugdes do fabricante, a marcacdo das moléculas
desejadas foi realizada utilizando o fluor6foro NT-647-His (NanoTemper). Este fluoréforo
liga-se ao His-tag e apresenta comprimentos de onda de excitacdo e emissdo em 650nm e
670nm, respectivamente. Para a realizacdo do experimento, seguiu-se uma dilui¢do seriada da
molécula parceira, ndo marcada e, s6 entdo, a adi¢do da proteina previamente acoplada a
sonda fluorescente. As amostras foram inseridas em capilar padrdo, usando-se 40% de

poténcia do LED e 40% do MST Power. O tampdo utilizado em todo o processo foi 50mM
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HEPES pH 8, acrescido de 300mM de NaCl e 5mM de MgCl,. Os experimentos foram
realizados a 24 °C, em triplicata experimental, no equipamento NanoTemper Monolith

NT.115 Blue/Red excitation (NanoTemper Technologies).

Para a marcacdo com o fluordforo, era necessario que a construcédo estivesse fusionada
ao tag de histidinas. Assim, as construcdes utilizadas para marcacdo foram: CiSEPT7-His-
pETDuet, CiSEPT7-His/9-pETDuet, CiSEPT2-His-pET28a(+) e o produto da co-expressao
das construgdes CiISEPT2-His-pET28a(+) e CiISEPT6-pETDuet.

As construgdes utilizadas para as proteinas ligantes foram: CiSEPT6-SUMO-His-
pETSUMO, CiSEPT7-SUMO-His-pETSUMO, CiSEPT7-His/9-pETDuet, o0 produto da co-
expressao das constru¢bes CiISEPT2-SUMO-His-pETSUMO e CiSEPT6-pETDuet e, por fim,
0 produto da co-purificacdo das construcdes CiSEPT7-His/9-pETDuet e CiISEPT6-pETDuet.

Nos experimentos de andlise da forca de interacdo na presenca de nucleotideo, o
mesmo foi adicionado apos a titulagdo da proteina ndo marcada seguindo a propor¢éo de 1:10
(proteina : nucleotideo), de modo a garantir a saturacdo dos sitios de ligacdo. Apos a adicao
dos nucleotideos, as rea¢es foram incubadas a 24°C por 15 minutos para que entrassem em

equilibrio, para s6 entdo comecar a realizar as medidas de afinidade.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Septinas de Ciona intestinalis — analises de bioinformatica

Primeiramente, como as CDSs eram provenientes de experimentos in silico (deducao
genbmica), fez-se necessaria uma analise de eventuais discrepancias entre as proteinas
preditas e os dados disponiveis dos transcritos de C. intestinalis. Para isso, as sequéncias das
septinas de C. intestinalis preditas foram utilizadas para interrogar o banco de dados
Expressed Sequence Tags (EST) deste organismo.

Uma vez que as sequéncias preditas concordaram com os dados dos transcritos, foi
realizado o alinhamento usando as septinas humanas, afim de buscar o representante com
maior hit para cada uma. Assim, as quatro septinas de C. intestinalis foram nomeadas
CISEPT2, CiSEPT6, CiSEPT7 e CiSEPTY, de acordo com as similaridades observadas nas
sequéncias de aminoacidos com as septinas humanas SEPT2, SEPT6, SEPT7 e SEPTY,
respectivamente. Utilizando o programa ClustalOmega, pdde-se observar que CiSEPT2
apresenta 73% de identidade com SEPT2 humana, CiSEPT6 apresenta 71% de identidade
com SEPT6 humana e, CIiSEPT7 e CiSEPT9 mostraram respectivamente 71% e 48% de
identidade com SEPT7 e SEPT9 humanas.

Utilizando o mesmo programa, foi realizado um alinhamento multiplo das sequéncias
de septinas de C. intestinalis com as sequéncias das septinas humanas homdlogas. Este
alinhamento evidenciou a presenca e conservacdo dos motivos G1, G3 e G4 preditos para
septinas, além da sequéncia correspondente ao elemento Unico de septinas (SUE, na sigla em
inglés) (Figura 16).

Os dados estruturais de SEPT2 (PDB ID: 3FTQ) permitiram observar com detalhes
como se ddo as interacfes em torno do nucleotideo guanina evidenciando a participacdo de
residuos conservados presentes nos dominios G1, G3 e G4, em importantes funcdes para a
hidrélise e reconhecimento do nucleotideo.®® Tais aminoacidos conservados também foram

identificados nas quatro septinas de C. intestinalis (Figura 16).
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Figura 16 - Alinhamento mdltiplo das sequéncias das septinas de C. intestinalis e as homdlogas correspondentes
humanas. Em vermelho, aminoacidos correspondentes ao dominio N-terminal; em preto,
aminodcidos correspondentes ao dominio G; em azul, aminoécidos referentes ao dominio C-
terminal. Os motivos correspondentes a regido polibasica, switch I, G1, G3, G4 e SUE estdo
evidenciados por caixas sombreadas, enquanto os residuos conservados relacionados a ligagéo e
hidrélise do nucleotideo estdo identificados em negrito.

Fonte: Elaborada pela autora.

Dentro do motivo G1, o mais conservado no dominio G, foi observada a presenca de 3
residuos conservados, sendo eles, lisina, serina e treonina (correspondentes aos K-50, S-51 e
T-52 de SEPT2). J& foi descrito que este motivo forma um loop flexivel de modo que: o
residuo de lisina interage com os fosfatos B € y do nucleotideo; a serina interage com o ion
Mg®* e; o residuo invariante de treonina forma ponte de hidrogénio com o fosfato-a
promovendo assim, a estabilizac&o desse nucleotideo.®

No motivo G3, que interage com o fosfato-y do GTP, é caracterizado pelo consenso
(DxxG). Nas septinas de C. intestinalis, notou-se a presenca do residuo conservado de glicina
(G-104). Além disso, no switch I, foi identificado outro residuo conservado, uma treonina (T-
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78), 0 qual participa coordenando o ion magnésio formando assim a principal ligagdo de
hidrogénio com o fosfato-y. Essa treonina, juntamente com a glicina invariante, medeia o
mecanismo de switch universal, de modo que a cadeia principal da amida de cada um desses
aminoéacidos forma ligacdes de hidrogénio com o fosfato-y, o qual ¢ liberado apos a hidrolise
do GTP.%

Nas septinas classificadas no grupo Il, como é o caso da septina 6, tanto de humanos
quanto de C. intestinalis, este residuo de treonina nao esta presente sendo substituido por uma
glicina (Figura 16). Sirajuddin et al sugerem que a auséncia desse residuo esteja associada a
incapacidade de hidrolisar o GTP.% Esse residuo também esté ausente em outras septinas que
de igual modo foram relatadas como incapazes de hidrolisar o nucleotideo GTP, tanto em
humanos (SEPT6, SEPT8 e SEPT11), como em leveduras (Cdc10 e Cdcll) e também em
Schistosoma mansoni (SmSEPT10).% %

Ja no motivo G4, foi identificada a presenca do residuo conservado de &cido aspartico
(D-185). Este residuo forma ligagcbes de hidrogénio com a base guanina conferindo
especificidade a ligacdo do GTP.>%

A presenca desses residuos envolvidos com a ligacao e hidrolise do nucleotideo tem
sido consistentemente observada desde S. cerevisiae até humanos, indicando que essas
interacOes sdo cruciais, desempenhando papéis importantes para a funcdo das septinas.

A partir do alinhamento e identificacdo dos dominios e motivos estruturais das septinas
de C. intestinalis, foi possivel construir uma representacdo da estrutura primaria dessas

proteinas (Figura 17).
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Figura 17 - Representacdo dos motivos e dominios presentes nas septinas de C. intestinalis. Dominio N-
terminal a extrema esquerda; regido polibasica em preto; dominio G apresentando os motivos G1,
G3 e G5 em, laranja, ciano e rosa, respetivamente; elemento Unico de septinas em cinza; coiled-
coil representado pelos retdngulos preenchidos na dominio C terminal.

G3
suE

Fonte: Elaborada pela autora.

O esquema acima evidencia que os dominios N- e C-terminais sdo 0s mais variaveis
tanto em tamanho quanto em motivos estruturais. Comparativamente, as diferencas mais
expressivas foram observadas em CiSEPT2 e 9, sendo esta Ultima a septina que apresenta a
maior divergéncia em relacdo a sua ortdloga em humanos. CiSEPT9 apresenta a regido N-
terminal mais curta, compreendendo 106 residuos a menos e a por¢do C-terminal maior, com
40 residuos a mais. Adicionalmente, como predito para septinas classificadas no grupo I,
segundo analise realizada com o programa Coils2, apenas CiSEPT9, assim como SEPT9, ndo
apresenta predicdo para estruturas do tipo coiled-coil no seu dominio C-terminal.*® 5% ¢7-68

O alinhamento da sequéncia de aminoécidos do dominio G revelou ainda que
CiISEPT9 é a que mais diverge de sua representante em humanos apresentando
aproximadamente 60% de identidade, enquanto as outras septinas de C. intestinalis
apresentaram 80% de identidade nesse dominio com suas respectivas ortélogas.

Com os dados de predicao de estruturas secundarias, obtidos pelo programa Psipred,
foi possivel planejar as demais versdes das proteinas para expressdo heterologa. Assim,
utilizando as CDSs sintéticas como molde, foi possivel amplificar as as regifes de interesse
para as versdes truncadas de cada septina de C. intestinalis.

Para facilitar a compreensdo, os dominios e regibes compreendidos em cada

construcao estdo ilustrados a seguir (Figura 18).
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Figura 18 - Representacdo das construcGes idealizadas para expressdo das septinas de C. intestinalis. O
esquema em destaque acima corresponde a estrutura primaria genérica de uma septina contendo
todos os dominios estruturais e, as setas horizontais coloridas indicam os limites das construgdes,
bem como os dominios compreendidos em relagdo a estrutura genérica.

Fonte: Elaborada pela autora.

Os limites das construcdes foram determinados em regiGes sem predicdo de estrutura
secundaria, pois truncar um elemento estrutural poderia levar a instabilidade/insolubilidade do

produto final. Mais detalhes de cada uma das construcGes se encontram na se¢éo 3.2.1.

4.2 Producdo heterdloga das proteinas de C. intestinalis

Uma vez clonadas nos vetores de expressao apropriados, a sintese das proteinas foi
realizada em células de E. coli Rosetta (DE3) durante 18 horas de inducdo a 18°C sob
agitacdo constante. Em seguida, foram realizados testes de solubilidade, os quais consistiram
em: coletar as células ap6s a expressdo por centrifugacao, ressuspendé-las em tampdo, lisa-
las, separar o extrato soltvel do precipitado por centrifugacdo e, por fim, analisar o contetdo
desses extratos por SDS-PAGE.

Como mostrado na Figura 19, com excecdo de CIiSEPT6G, as outras construgdes
compreendendo apenas o dominio G foram expressas majoritariamente na fragdo insoltvel,
inviabilizando seu emprego nos estudos estruturais. Como essas construcdes foram expressas
fusionadas a proteina SUMO, CiSEPT6G, ainda que tenha sido obtida solGvel, precisaria de

um passo de clivagem para a retirada da SUMO e este ndo foi eficiente. 1sso porque apés a
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clivagem, essas duas proteinas apresentam massa molecular muito préximas, impedindo

separa-las por cromatografia de exclusdo molecular.

P S P S P S P S
51'Sl(ll 50'i“(ll SlKI SLSK[EI

CiSEPT2G CiSEPT6G CiSEPT7G CiSEPT9G

Figura 19 - Teste de solubilidade das constru¢des contendo apenas o dominio G analisado por SDS-PAGE 12%:
Na figura, P significa precipitado total apds lise e centrifugacdo, fragdo que corresponde as
proteinas insollveis e; S corresponde a fracdo das proteinas sollveis, também apds lise e
centrifugacdo. A banda de expressdo esta indicada pela barra lateral, que traz também sua massa.

Fonte: Elaborada pela autora.

Embora para septinas de outros organismos as versdes truncadas compreendendo
apenas o dominio de ligagcdo ao nucleotideo (dominio G) tenham se mostrado mais estaveis,
para as septinas de C. intestinalis isso ndo foi observado. As identidades entre as septinas de
C. intestinalis e seus pares ortdlogos sdo altas, sendo maior entre os dominios G (60-80%).
Porém as diferencas ainda acarretaram mudancas no comportamento, em termos de
solubilidade dos dominios isolados. Uma vez que a intengdo era realizar estudos envolvendo
complexos, ndo faria sentido seguir as analises com apenas uma das proteinas truncadas.
Assim, os estudos utilizando as construcdes contendo apenas o dominio G ndo foram

continuados.

O mesmo teste de solubilidade foi realizado com as construgdes idealizadas para 0s
ensaios cristalograficos. Do mesmo modo, embora algumas construgdes tenham sido obtidas
na fracdo soluvel, a maior parte das proteinas de interesse foi obtida na fracdo insolivel
(Figura 20). Além disso, as construcdes obtidas de forma sollvel ndo apresentaram expressao
notavel e, uma vez que os ensaios de cristalizacdo demandam uma grande quantidade de

proteina, tais constru¢des se mostraram inviaveis para esse proposito.



61

47KDa

-
&
Y
-
ieEs

39,1KDa. ~ 33,1KD.
’ . —
l | -t
ol | y
GiSEPT2.1 CiSEPT2.2 CiSEPT6.1 CiSEPT6.2
PSs PS

-
46,5KDa R 10,4KDa
| 28 32,8KDa o |

.
E
e

CiSEPT7.1 CiSEPT7.2 CiSEPTS.1 CiSEPTS.2

Figura 20 - Teste de solubilidade das construgdes truncadas para ensaios de cristalizacdo. SDS-PAGE 12%
mostrando: (P) fracdo precipitada apds lise e centrifugacéo, correspondente as proteinas insolGveis
e; (S) corresponde a fragdo das proteinas sollveis ap6s lise e centrifugacdo. A massa molecular
esperada para a proteina recombinante estd destacada pela barra ao lado de cada gel, mostrada em
kDa.

Fonte: Elaborada pela autora.

Vale ressaltar que para todas essas construcfes, buscando melhorar a solubilidade,
foram realizados testes com tampdes contendo maior concentracdo de NaCl, maior
porcentagem de glicerol e ainda, outros aditivos como L-arginina e acido glutdmico que sao
aminoécidos carregados empregados por impedir agregacdo nio especifica.’®® Infelizmente,
estes esforcos ndo se mostraram eficazes, ndo revertendo a condicdo de

insolubilidade/instabilidade dessas proteinas.

Por outro lado, surpreendentemente, quando analisadas as construcdes
correspondentes as proteinas completas, estas, com exce¢do da CiSEPT9, apresentaram um
comportamento sollivel e bastante estavel. Assim, devido ao bom progresso com as
construcdes para expressdo das proteinas integrais, estas foram empregadas nos experimentos
seguintes. Assim, ap6s a cromatografia de afinidade, as proteinas CiSEPT2, CiSEPT6 e
CISEPT?7 foram submetidas a cromatografia de exclusdo molecular tanto para obtengcdo de um
produto final mais puro, quanto para analise de sua homogeneidade conformacional (Figura
21).



62

A) 104 — CISEPT2 B) 1,04 — CISEPT6

0.8

0.6

normalizada

0.4

Abs,, normalizada
o
280nm

Abs.

024

0,04

Velume de eluigdo (mL) Volume de eluigdo (mL)
C) 104 CISEPT7 D)
0,8
o
b=
N
= 0,6+
E 47,1KDa 49,6 KDa 48,9 KDa
g — - -
£ 044
&
2 |
<
0,2 1
CISEPT2 CiSEPT6 CiSEPT7
0,0
T T T T

10 12 14 16 18 20

Volume de eluigdo (mL}

Figura 21 - Perfil cromatografico das proteinas recombinantes na coluna Superdex 200. A), B) e C)
correspondem ao cromatograma de CiSEPT2, 6 e 7, respectivamente e; D) Analise das fracdes
correspondentes ao pico da eluigdo em SDS-PAGE 12%.

Fonte: Elaborada pela autora.

Durante os experimentos de expressdo em sistema heterdlogo, CiSEPT9 sozinha
apresentou-se pouco soluvel e bastante instavel, precipitando mesmo quando mantida em
condicdes de alta concentracdo de sal e na presenca dos aditivos L-arginina e acido glutamico.
Esse comportamento pode dever-se ao fato de estas proteinas tenderem a formar hetero-
oligdmeros e precisarem de seus parceiros para se estabilizarem.”® % ¢ CiSEPT9 exibe um
C-terminal longo (59 residuos), em relacdo a ortdloga humana, e que contém
majoritariamente estrutura ndo regular predita (~56% randon coil), de modo que esse dominio
pode contribuir para 0 comportamento observado pela CiSEPT9 na auséncia de outras
septinas.

Além das proteinas isoladas, adicionalmente, foram avaliados diferentes arranjos para
a formacdo de complexos com as septinas de C. intestinalis. Assim, as constru¢fes co-
expressas e/ou co-purificadas contendo CiSEPT2/6, CiSEPT7/9, CiSEPT2/6/7, CiSEPT6/7/9
e CiSEPT2/6/7/9 também foram analisadas.
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Ap0s a cromatografia de afinidade, em que se observou a co-purificacdo das proteinas
evidenciando a interagdo entre elas, os produtos foram submetidos a cromatografia de
exclusdo molecular para que fosse possivel avaliar a homogeneidade da amostra. No caso dos
heterocomplexos, esse segundo passo cromatografico foi importante também para separar
possiveis excessos das subunidades fusionadas ao His-tag e agregados.

Os perfis cromatogréficos dos complexos, em geral, apresentaram mais de um pico de
eluicdo, indicando haver mais de um estado oligomérico nas amostras (Figura 22). Perfis com
as mesmas caracteristicas ja foram observados em outros complexos tanto de septinas
humanas, como SEPT5/6/7 e SEPT2/6/7/9a0 (dados ndo publicados), como em complexos de
septinas de outros organismos, como Sm5/10/7.2 de S. mansoni.?® Em todos os casos,
observou-se a predominancia de um estado oligomérico o que pode sugerir a existéncia de

uma organizacdo preferencial ou mais estavel para a montagem do complexo.

A andlise em SDS-PAGE de uma fracdo do eluato obtido pds-cromatografia de
exclusdo molecular revelou a obtencdo de um produto composto por uma mistura equimolar

das septinas de C. intestinalis em cada um dos complexos (Figura 22F).
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Fonte: Elaborada pela autora.
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4.3 Dicroismo Circular (CD)

De forma a avaliar se as proteinas recombinantes se encontravam enoveladas, a técnica
de dicroismo circular foi empregada. Os espectros de CD das proteinas isoladas, bem como
dos complexos, exibiram um perfil tipico de proteina contendo estrutura regular (Figura 23),
apresentando minimos negativos em 208nm e 222nm, tipicos de elementos de estrutura
secundaria do tipo a-hélice.™™* Além disso, os espectros obtidos experimentalmente para as
septinas de C. intestinalis estdo de acordo com resultados ja relatados para outras septinas, 0s

quais apontam perfil de estrutura secundaria com predominéncia de estruturas do tipo o-
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Figura 23 - Espectros de CD das construcdes de septinas de C. intestinalis. Os espectros foram obtidos a 10°C,
com amostras contendo 3uM das diferentes proteinas em tampdo 20mM de fosfato de sédio pH 8,
contendo 300mM de NaCl, 5 mM de MgCl, e 5% de glicerol.

Fonte: Elaborada pela autora.
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4.4 Determinacdo da massa molecular e oligomerizacdo das proteinas de C.
intestinalis

Partindo da analise dos perfis de eluicdo das proteinas isoladas, CISEPT2, CiSEPT6 e
CiSEPT7, nota-se que conforme sdo adicionadas subunidades as construcdes, o perfil de
eluicdo muda deslocando-se para a esquerda, indicando que o produto obtido apresenta um
estado oligomérico maior. No entanto, embora seja notavel esse incremento na massa por
meio da interacdo de uma nova subunidade, ndo é possivel determinar o estado oligomérico
desses heterocomplexos.

Nesse sentido, inicialmente buscou-se estimar a massa molecular, tanto dos
heterocomplexos quanto das proteinas individuais, a partir da calibragdo da coluna Superdex
200 com proteinas padrdo, disponibilizadas no Gel Filtration Calibration Kit, produzido por
GE Healthcare Life Sciences. No entanto, para todas as amostras analisadas a massa aparente
calculada foi superestimada frente a massa teorica predita a partir da sequéncia (dados néo
mostrados). Esse resultado ja era esperado uma vez que as septinas, mesmo quando n&do
complexadas, apresentam dominios ndo globulares (N e C-terminais). Tal fato somado a
outras limitagdes como alta concentracdo de sal e a o0 erro intrinseco da técnica, levam a uma
estimativa com baixa acurécia, o que pode ter resultado nos valores de massa superestimados.

Desta forma, empregou-se a técnica de cromatografia de exclusdo molecular acoplada
a espalhamento de mdltiplos angulos (SEC-MALS). Nessa técnica, a massa é aferida sem a
necessidade de uma curva de calibracédo e, além disso, independe do formato da molécula em
solucdo e/ou do seu tempo de eluicdo. Assim, a partir dos dados computados, foi possivel
aferir as massas das diferentes constru¢cbes. Um resumo dos espectros obtidos esta
apresentado nos graficos a seguir (Figura 24).
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Figura 24 - Determinacdo da massa molecular por SEC-MALS para as septinas de C. intestinalis. Nos graficos,
a curva em preto corresponde ao indice de refracdo diferencial e ilustra a concentracéo de cada pico
observado. A linha em vermelho corresponde a massa molecular calculada.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Os resultados referentes a massa de cada amostra estdo sumarizados na tabela a seguir

(Tabela 4).

Tabela 4 — Dados obtidos para as andlises por SEC-MALS das diferentes construcdes analisadas
individualmente.

Massa molecular  Fracéo Estado Estado Massa
Construcéao calculada de massa oligomérico  oligomérico molecular
(kDa) (%) calculado teorico tedrica (kDa)
CiSEPT 2 52,4 (+/-0,7%) 100 mondmero mondmero 47,1
CiSEPT6 55,6 (+/-0,5%) 100 mondmero mondmero 49,6
CiSEPT 7 44,1 (+/-51%) 255 mondmero mondmero 48,9
115 (+/-0,9%) 74,5 dimero dimero 97,8
CiSEPT  220(+/- 10,3%) 100 tetramero tetramero 193,4
2/6
CiSEPT  202,1(+/-2,0%) 100 tetramero tetramero 178,6
719
CiSEPT  259,2(+/-0,3%) 100 hexamero hexamero 277,8
6/7/9
CiSEPT 325 (+/-1,4%) 85,9 hexamero hexamero 291,2
2/6/7 316,6(+/-6,3%) 14,1
CiSEPT 485,55 (+/0,4%) 13,1 decamero (?) octamero 372
2/6/7/9 264,7 (+/0,2%) 86,9 hexamero

Fonte: Elaborada pela autora.

As amostras analisadas apresentam a linha correspondente a massa molecular linear

(linha vermelha), indicando uma amostra homogénea, ou seja com predominancia de uma

populacdo em termos de oligbmeros.

A discussdo desses resultados sera feita em conjunto com os dados de analise do teor

de nucleotideos, apresentados a seguir.
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4.5 Analise do conteddo de nucleotideo e da atividade GTPasica

Para verificar a presenca e a natureza de nucleotideos ligados ao dominio G, seguiu-se
0 método de desnaturacdo quimica das proteinas por éacido perclérico para liberagdo do
nucleotideo, como descrito em meétodos.

Como se pode observar, as proteinas recombinantes CiSEPT2 e CiSEPT6, quando
isoladas, foram obtidas na forma apo (Figura 25B), o que concorda com o fato dessas
proteinas terem sido produzidas na forma monomérica. A interface esperada para a
homodimerizacdo seria a interface G, cuja interacdo é sabida ser dependente da presenca do
nucleotideo ligado a ambas subunidades envolvidas.”

A auséncia de nucleotideo ligado em CiSEPT6 concorda com o observado para SEPT6
humana quando expressa em E. coli. Ja foi relatado para septinas humanas pertencentes do
grupo Il (grupo da SEPT6) que, na auséncia de seu parceiro fisioldgico, cuja interacdo se da
via interface G, estas ndo sdo capazes de ligar o nucleotideo, indicando que além de néo
apresentarem a habilidade de hidrélise também perderam a capacidade de manté-lo ligado.®"
90

Com relagdo a CISEPT2 apresentar-se como monomero, este foi um fato ndo
esperado, ja que SEPT2 humana foi purificada sempre como um homodimero quando
expressa em E. coli, sendo formado via interface G e ligado ao GDP.” ® Entretanto, o estado
monomérico observado no SEC-MALS para CiSEPT2 é condizente com seu estado na forma

apo.
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Figura 25 - Avaliagdo do contelido de nucleotideo por cromatografia de troca i6nica. Em A, perfil de separagdo
dos nucleotideos GDP e GTP, utilizados como padrdo, com seus respectivos picos de eluicao
destacados junto ao eixo da abcissa. Em B, perfil de eluicdo das proteinas apo, ou seja, sem
nucleotideo ligado. Em C, perfil de eluicdo das proteinas ou complexos ligados aoc GDP somente.
Em D, perfil de eluicdo das proteinas ou complexos que se apresentaram ligados a ambos
nucleotideos.

Fonte: Elaborada pela autora.

Na Figura 25C, o cromatograma mostra que CiSEPT7 e CiSEPT7/9, apresentam-se
ligadas ao nucleotideo GDP. Embora ndo esteja ainda muito bem esclarecido, a ligacdo e a
hidrolise desse nucleotideo estdo relacionadas com a interacdo entre as diferentes septinas e
consequente formacéo de filamentos.*® % Assim, uma vez que CiSEPT7 e CiSEPT7/9 s&o
obtidas respectivamente nas formas dimérica e tetramérica, era esperado que essas
construcdes apresentassem nucleotideos ligados, mais especificamente GDP, em virtude da

capacidade catalitica esperada para septinas desses grupos.
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O heterocomplexo CiSEPT2/6 apresentou liberagdo de GTP e GDP na proporcao de
1:1. Tendo em vista que as septinas de C. intestinalis sdo ortélogas as de humanos, esperava-
se um comportamento semelhante entre elas. Dito isso, esse resultado concorda com dados da
literatura, que mostram que as septinas humanas SEPT2 e SEPT6, quando no heterocomplexo
SEPT2/6/7, se apresentam ligadas a GDP e GTP, respectivamente.” Além disso, um estudo
mostrou que o complexo dimeérico formado pelos dominios G dessas proteinas (SEPT2G/6G)
também apresenta GTP e GDP ligados.®® Assim, pode-se afirmar que CiSEPT2 quando
complexada com sua parceira se apresenta ligada a GDP e, da mesma forma, CiSEPT6 ao
GTP. O fato de CiSEPT6, quando no complexo com CiSEPT2, estar ligada a GTP é
sustentado pela sua incapacidade de hidrolisar o nucleotideo GTP, caracteristica comum as
septinas de seu grupo.”

Para o heterocomplexo CiSEPT6/7/9 foi observada a liberacdo apenas de GDP,
indicando que, nesse arranjo, CiISEPT6 encontra-se provavelmente na forma apo pelo motivos
citados acima, ou seja, pela falta da septina parceira de interacdo pela interface G (CiSEPT2,
no caso).

Finalmente, como ja era previsto tendo como base resultados ja publicados para outras
septinas, CISEPT2/6/7 e CiSEPT2/6/7/9 também apresentaram a liberacdo tanto de GTP
quanto de GDP.” Esses resultados em conjunto demonstram que os complexos estdo se
formando de maneira similar ao complexo 2-6-7-9 humano com relagédo as interfaces G.
Porém, o fato de observarmos tetrdmeros na coexpressao dos complexos CiSEPT2/6 ou
CIiSEPT7/9 é curioso e mostra um arranjo diferente daquele observado para o0s respectivos
complexos de septinas homologas humanas, os quais se comportam como dimeros em ambos
0s casos (dados de nosso grupo ainda ndo publicados).

Os resultados de teor de nucleotideo revelaram indiretamente a natureza catalitica das
septinas em estudo. Experimentos visando avaliar diretamente a capacidade hidrolitica das
septinas de C. intestinalis sobre o GTP foram também realizados e 0s resultados sao
mostrados na Figura 26.

Ap0s as proteinas terem sido incubadas com excesso de GTP (proporcdo de 1:3),
seguiu-se 0 mesmo protocolo de desnaturacdo proteica usado para avaliar o teor de
nucleotideos. Assim, a atividade catalitica p6de ser avaliada por cromatografia de troca
ibnica, monitorando os nucleotideos liberados apds a desnaturacao proteica (Figura 26). N&o
foi possivel realizar esse experimento com CIiSEPT9 isolada, devido ao baixo rendimento e

sua alta instabilidade.



72

0.7
=—1t=0min

A) ClSEPT2 ‘ :::g ?ti?as o8] B) CISEPT6 e =1t =2horas

0.6+

=)

Abs (253nm)
Abs (253nm)

Volume de eluigdo (mL) Volume de eluigdo (mL)

0,18

C) CiSEPT7 ey t=Omin

0,14 =1t =2 horas

0,12
0,10

0,08

Abs (253nm)

0,06 -

0,00 T T T
4 5 A 7 8

Volume de eluigdo (mL)

Figura 26 - Auvaliacdo da atividade hidrolitica de CiSEPT2, CiSEPT6 e CiSEPT7 sobre o GTP ao longo do
tempo. Os graficos mostram os perfis de eluicdo dos nucleotideos liberados para cada uma das
proteinas apds incubacdo de 2 horas a 20°C com excesso de GTP, precipitacdo das proteinas e
separacdo dos nucleotideos por cromatografia de troca anidnica.

Fonte: Elaborada pela autora.

Como pode-se observar na Figura 26, tanto CiSEPT2 quanto CiSEPT7, embora em
taxas diferentes, foram capazes de hidrolisar o GTP gerando como produto o GDP. Em
contrapartida, como esperado, ndo foi observada atividade GTPasica para CiSEPT6. Nesse
experimento, observou-se que em duas horas, CiISEPT2 hidrolisou 10% de GTP, enquanto
CIiSEPT7 foi capaz de converter ~15% desse nucleotideo em GDP. Embora o experimento
tenha um carater mais qualitativo, o fato de CiSEPT7 ter os sitios majoritariamente ocupados
com GDP (fato verificado no experimento de teor de nucleotideo), associado a uma taxa de
conversao de GTP-GDP relativamente maior que CiSEPT2 (que é apo), sugerem que a taxa
de hidrdlise por CiSEPT7 seja, de fato, mais elevada. Isto, porém, precisa ser confirmado com
dados experimentais adicionais.

Com relacdo a CiSEPT6 ndo apresentar atividade hidrolitica, isso esta relacionado ao

fato desta proteina, ort6loga a septina humana 6, ndo apresentar a treonina (correspondente a
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Thr78, tendo como base a sequéncia de SEPT2), responsavel pela coordenagdo do fosfato y

para a hidrolise, como j4 discutido anteriormente.*®:

4.6 Analise da morfologia dos oligdbmeros por microscopia eletrénica de
transmissao

Tendo observado a co-purificacdo das septinas de C. intestinalis indicando a interagédo
para formacéo de heterocomplexos, era importante verificar se 0s mesmos se organizavam em
estruturas oligoméricas como as ja reportadas para septinas de outros organismos. Para isso,
complexos recombinantes de septinas de C. intestinalis, purificados, inicialmente em tampé&o
contendo 300 mM de sal, foram analisados por microscopia eletronica de transmisséo (MET).

Quando analisados por MET, os complexos CiSEPT2/6 e CiSEPT7/9 apresentaram-se
como oligdbmeros de aproximadamente 20 nm de comprimento (Figura 27). Este comprimento
é compativel com o tamanho observado para o complexo tetramérico de C. elegans e, assim,

concorda com os resultados obtidos por SEC-MALS.*

Figura 27 - Imagens de microscopia eletrdnica de transmissdo das septinas de C. instestinalis a 300mM de
NaCl. Subunidades tetraméricas dos complexos CiSEPT2/6 (A) e CIiSEPT7/9 (B), ambos na
forma de bastéo.

Fonte: Elaborada pela autora.

As subunidades formadas por CiSEPT2/6 e CiISEPT7/9 exibiram massas aproximadas

de 200 kDa, compreendendo tetrameros em forma de bastdo. Resultados de nosso grupo
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(ainda n&o publicados), mostram que a co-expressdo das septinas humanas SEPT2 e SEPT6
sempre apresenta dimeros em solugdo, formados via interface G, mas nunca tetrameros.
Quando as estruturas primarias de septinas ortélogas humanas sdo comparadas com as de C.
intestinalis, as regides N e C-terminais sdo as mais distintas entre elas (Figuras 16 e 17).
Assim, essas diferengas poderiam contribuir para o comportamento observado em termos de
oligomerizacdo, ou seja, em C. intestinalis os dominios N e C-terminais de alguma forma
permitiriam a unido estavel entre duas subunidades dos complexos CiSEPT2-CiSEPTS6, e
também de CiSEPT9-CiSEPT7, formando o tetrameros.

Para o complexo formado pelas quatro septinas, CiSEPT2/6/7/9, a andlise por SEC-
MALS mostrou uma amostra heterogénea, sendo que os resultados de MET confirmaram este
fato, mostrando oligbmeros de tamanhos diversos e incluindo longos filamentos (Figura 28).
Oligbmeros com comprimento entre 30 e 35 nm observados corresponderiam a octameros,

com base em dados reportados para complexos de septinas de levedura e humanos. ™
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Figura 28 - Micrografia do complexo CiSEPT2/6/7/9 a 300mM de NaCl. Nas imagens, as setas pretas apontam
octdmeros com aproximadamente 30-35 nm de comprimento. Em C e D, imagens dos filamentos
evidenciando seus comprimentos.

Fonte: Elaborada pela autora.

Uma caracteristica das septinas é a polimerizacéo sob baixas concentracGes de sal, isto
é menor do que 40mM de NaCl*® °% ™ porém, foi observado para o complexo
CiSEPT2/6/7/9 que mesmo estando numa condigdo de tampéo contendo 300 mM de NaCl, a
polimerizacdo ndo foi completamente impedida. Na figura 28 observa-se que os oligbmeros
foram capazes de interagir longitudinalmente formando filamentos os quais, por sua vez,
foram ainda capazes de interagdes laterais, formando feixes. Com esse resultado inesperado
algumas questdes surgiram, como a possibilidade desses filamentos corresponderem a
“contaminagdo” de uma fracdo da amostra ndo incluida na cromatografia de exclusdo
molecular, uma vez que a elui¢do do heterocomplexo CiSEPT2/6/7/9 se deu muito proxima
ao volume morto (void) da coluna (Figura 22E).
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Por isso, afim de separar ainda mais a eluicdo do complexo do void, a coluna Superdex
200 HiLoad foi utilizada (Figura 29A). Adicionalmente, na tentativa de inibir a polimerizagéo
e assim, ser possivel observar a unidade basica para polimerizacdo, 0 mesmo heterocomplexo
foi submetido a uma nova purificacdo, dessa vez, aumentando a concentracdo de NaCl para
800 mM no tampdo. Uma fragdo do eluato foi submetida a analise por SEC-MALS indicando
que o produto final tratava-se predominantemente de tetrdmeros (Figura 29C), porém, a linha
vermelha que representa a homogeneidade da amostra ndo esta linear, indicando ainda uma

amostra heterogénea.

A)

Blue Dextran (void) B)

e CISEPT 2679 (800 mM NaCl)

CiSEPT6
CiSEPT7
CiSEPT2

CiSEPTS
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Figura 29 - Purificacdo e estimativa de massa do heterocomplexo CiSEPT2/6/7/9 a 800mM de NaCl. A) Perfil
cromatografico do heterocomplexo CiSEPT2/6/7/9 em tampdo contendo 800mM de NaCl e
determinagdo de seu estado oligomérico por SEC-MALS. B) Analise do eluato em SDS-PAGE
evidenciando a obtengdo de um produto equimolar. C) Determinacdo da massa molecular por
SEC-MALS.

Fonte: Elaborada pela autora.
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De fato, essa mesma amostra quando analisada por MET, mostrou-se composta por
tetrdmeros e octdmeros (oligbmeros de 20 nm e 30-35 nm, respectivamente), além de ainda
apresentar longos filamentos. No entanto, como pode ser observado na Figura 30, esses
filamentos apresentam uma aparéncia diferente daqueles observados em 300 mM de NaCl
(Figura 28). Enquanto no primeiro caso os filamentos se mostram muito bem formados, no
segundo, a 800mM de NaCl, os filamentos apresentam um carater descontinuo, mostrando
“falhas” longitudinais. Esse carater pode ser resultado da acdo da alta forca i6nica que
interfere nas interacdes estabilizadas por pontes salinas. Ainda assim, a formacdo de
estruturas mais ordenadas sob essas condi¢cdes € um comportamento bastante incomum para

septinas.

Figura 30 - Micrografia do complexo CiSEPT2/6/7/9 a 800 mM de NaCl. A) As setas vermelhas indicam as
subunidades tetraméricas com comprimento em torno de 20 nm e, as setas amarelas indicam as
subunidades octaméricas com comprimentos de 30-35 nm; B-D) Imagens dos filamentos
evidenciando o comprimento.

Fonte: Elaborada pela autora.

Os heterocomplexos parciais, CISEPT6/7/9 e CiSEPT2/6/7, também foram avaliados
em termos de oligomerizacdo por meio da microscopia. Nessa analise, apesar do resultado de
SEC-MALS para ambas construcGes indicar uma amostra homogénea hexamérica, o que se
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observou por MET foram oligbmeros de tamanhos variados, apresentando comprimentos
correspondentes a tetrdmeros e hexameros para CiSEPT6/7/9 e hexadmeros e oligbmeros
maiores com mais de 50 nm para CiSEPT2/6/7 (Figura 31).

A)

¥ oy

Figura 31 - Micrografias dos complexos CiSEPT6/7/9 (A) e CiSEPT2/6/7 (B) a 300 mM de NaCl. Nas figuras,
as setas vermelhas indicam as subunidades tetraméricas com comprimento em torno de 20 nm, as
setas amarelas indicam as subunidades hexaméricas com comprimento em torno de 25 nm e, as
setas pretas indicam oligdmeros com comprimentos > 50 nm.

Fonte: Elaborada pela autora.

Importante salientar que, enquanto para o complexo CiSEPT6/7/9 foram observados
apenas oligbmeros, para CiSEPT2/6/7, além dos oligbmeros, foram observados também
longos filamentos (Figura 32).

Figura 32 - Micrografia do heterocomplexo CiSEPT2/6/7 em tampéo contendo 300Mm de NaCl. Imagens
apresentando feixes lineares.

Fonte: Elaborada pela autora.
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O complexo CiSEPT2/6/7 quando analisado em relagdo a presenca de nucleotideos se
mostrou ligado tanto a GDP quanto GTP. Desse modo, com base em estudos estruturais,
assume-se que todas as subunidades de septinas desse heterocomplexo estejam ligadas a
nucleotideos, sendo as septinas 2 e 7 ligadas a GDP e a septina 6 ao GTP, conforme ja
discutido anteriormente (secdo 4.4, Figura 25D).” % Com isso, tem-se que as interfaces que
promovem interagdes via G se encontram favoraveis a polimerizacao, o que explica o fato de
terem sido observados, aléem de oligbmeros, a formacao de filamentos. Este resultado isolado
porém, ndo subsidia qualquer afirmacdo sobre qual € a interface responsavel pelo
alongamento do filamento, de modo que, a polimerizacdo poderia ser o resultado de
interagOes longitudinais via interface G entre duas subunidades de CiSEPT7 ou ainda, por
meio de interacdes via NC entre duas subunidades de CiSEPT2 (Figura 33).

Glesiied o eslped o kdl -

polimerizagaovia polimerizagaovia
interface G interface NC

Figura 33 - Representacdo do filamento formado pelo heterocomplexo CiSEPT2/6/7. As duas interfaces de
polimerizagdo possiveis estdo evidenciadas pelas caixas pretas.

Fonte: Elaborada pela autora.

Estudos in vivo em S. cerevisiae reportaram que o heterocomplexo obtido na auséncia
da Cdcl10, equivalente a CiSEPT9, corresponde a um hexamero com a septina correspondente
a CISEPT2 na extremidade e, a septina Cdc3 (equivalente a CiSEPT7), formando
homodimeros via interface G no centro do oligdmero (Figura 34A).” Assim, é possivel que
de forma similar, o heterocomplexo formado por CiSEPT2/6/7 apresente em sua extremidade
a interface NC de CiSEPT2 exposta, sendo esta a subunidade responsével pela polimerizacao
(Figura 34).
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Figura 34 - Representacéo do hexdmero CiSEPT2/6/7 apresentando CiSEPT2 nas extremidades em comparacéo
com leveduras. A) Complexo octamérico de S. cerevisiae. B) Complexo hexamérico de S. cerevisiae
na auséncia de Cdc10. C) Complexo hexamérico das septinas CiISEPT2/6/7 de C. intestinalis

Fonte: Elaborada pela autora.

Ainda, estudos envolvendo microscopia eletronica de transmissdo apontaram que 0
heterocomplexo hexamérico formado pelas septinas humanas SEPT2/6/7, as quais s&o
ortologas as septinas de C. intetinalis, se dispem dentro do oligbmero da mesma forma como
foi observado em S. cerevisiae, ou seja, com a interface NC de SEPT2 exposta, sendo esta a

responsavel pela polimerizacéo.” %

O fato de CiSEPT6/7/9 ndo ser capaz de formar filamentos nas mesmas condi¢des em
que CiSEPT2/6/7, reforca a hipétese de CiSEPT2 na extremidade. Isso porque na auséncia de
CiSEPT2, sabe-se que CIiSEPT6 ndo possui GTP ligado, como visto na se¢do 4.4 (Figura
25B). Desse modo, é possivel que o arranjo desse heterocomplexo se dé de forma que a
CiSEPT6 esteja alocada nas extremidades do oligbmero e, por estar na forma apo, néo é capaz
de interagir via interface G com outra septina, o que levaria a polimerizacdo e consequente
formacéo de filamentos (Figura 35). Reforcando esses dados, tem-se bem estabelecido que a

auséncia de nucleotideo tem impacto na estabilidade das interacdes via interface G.%% %102
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Figura 35 - Representacdo do heterocomplexo CiSEPT6/7/9, identificando as provaveis posicfes das septinas e
respectivos nucleotideos ligados..

Fonte: Elaborada pela autora.

Quando analisados em conjunto, esses resultados permitem uma discussdo da relacao
entre a auséncia de CiSEPT2 na construcdo CiSEPT6/7/9 e a auséncia de filamentos. A
observacdo de existir apenas hexameros e tetrameros quando a septina 2 ndo estd presente
sugere mais uma vez que esta ocupe a posicdo terminal do oligdmero. Assim, as interacdes
CIiSEPT2-CISEPT2 através de interacdes longitudinais com outro oligbmero, via interface
NC, seriam responsaveis pela formacéo de filamentos, como os observados em CiSEPT2/6/7
e CISEPT2/6/7/9. Além disso, como ja discutido, o complexo octamérico relatado em
leveduras apresenta em sua extremidade uma interface de ligagdo NC para o alongamento do
filamento. Ainda em leveduras, a septina localizada no centro do complexo, Cdcl0, esta
classificada no mesmo grupo que CiSEPT9, compartilhando a caracteristica de ndo possuir

coiled-coil 2" %

Resumindo, com base nesses resultados e nos dados disponiveis na literatura, assim

como foi descrito recentemente para septinas humanas SEPT2/6/7,% &

é possivel que o
arranjo das subunidades no heterocomplexo em C. intestinalis se dé de forma que CiSEPT2 se
posicione nas extremidades, enquanto CIiSEPT9 ocupe o centro do oligbmero, como

representado na Figura 36 a seguir:

mterface NC

interface NC
exposta

interface NC

exposta @ o

< cor

mterface G

Figura 36 - Representacdo do heterocomplexo CiSEPT2/6/7/9 com CiSEPT2 nas extremidades e CiSEPT9 no
centro do oligdbmero.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Obviamente, para comprovar de forma definitiva as posi¢des das septinas e a interface
de polimerizacdo, experimentos adicionais utilizando MET dever&o ser realizados, por meio
do emprego de anticorpos e/ou ainda utilizando proteinas de fusdo, como proteina ligante de
maltose (MBP), ligada a porcdo N-terminal de CiSEPT2. Essa construgdo, em particular, ja
esta disponivel para os ensaios, tendo sido descrita no item 3.2.1.1. Para esse ensaio €
necessario a obtencdo de uma amostra composta por oligdbmeros, o0s quais deverdo
corresponder majoritariamente a hexameros para CISEPT2/6/7 e octameros para
CiSEPT2/6/7/9. Porem, ja foi observado que mesmo quando sob altas concentracdes de sal
ambas construcbes sdo capazes de polimerizar e, assim, uma possibilidade para a
determinacdo da posi¢do das subunidades podera ser aumentar ainda mais a concentracdo de

sal visando a inibir a polimerizacao.

4.7 Ensaios de polimerizacdo dos complexos CIiSEPTG6/7/9, CiSEPT2/6/7 e
CISEPT2/6/7/9 in vitro

Sabe-se que as septinas tendem a se polimerizar formando filamentos e estruturas de
mais alta ordem sob baixas concentraces de sal.*® " ™3 No entanto, como descrito no item
4.6, observou-se que os complexos CiSEPT2/6/7/9 e CIiSEPT2/6/7 de septinas de C.
intestinalis sdo capazes, pelo menos em parte, de formar filamentos em 300mM de NaCl. Em
virtude desse comportamento e buscando determinar as condi¢bes limite de sal para
polimerizagdo, amostras dos complexos CiSEPT6/7/9, CiSEPT2/6/7 e CiSEPT2/6/7/9 foram
preparadas em tampdo com 800mM de NaCl e submetidas a dialise contra um tampéo
contendo 40 mM de NaCl.

Analisando inicialmente CiISEPT6/7/9, observou-se que ao final da dialise, ao invés de
filamentos, houve apenas a formacdo de agregados amorfos, os quais foram observados ap6s
10 minutos do inicio da didlise (dados ndo mostrados). Esse resultado reforca a hipdtese ja
discutida de que CiSEPT6 apo é impedida de associar-se com outro oligbmero via interface
G, néo permitindo que o complexo CiSEPT6/7/9 se polimerize em filamentos.

O mesmo experimento foi realizado com CiSEPT2/6/7, no qual se observou a
formacdo de longos feixes de filamentos apds 10 minutos de diélise. Esses se mantiveram
estaveis, apresentando mesma morfologia e dimensdes ao final de 30 minutos de dialise
(Figura 37).



83

A)

B)

Figura 37 - Imagens das micrografias de CiSEPT2/6/7 a 800mM de NaCl. As imagens em A) e B)
correspondem a micrografias da amostra ap6s 10 e 30 minutos apo6s a dialise, respectivamente.

Fonte: Elaborada pela autora.

Os filamentos formados por CiSEPT2/6/7 interagem entre si de modo a formar uma
rede entrelagada com didmetro medio de 50 nm (Figura 37). Adicionalmente, observou-se a
presenca de inimeros complexos correspondentes a hexameros e oligbmeros maiores
distribuidos pela grade.

Contrastando com essas estruturas, o complexo CiSEPT2/6/7/9 apds os primeiros 10
minutos de dialise mostrou a formacéo de oligdbmeros de comprimentos variados, filamentos

lineares e feixes muito organizados (Figura 38).
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Figura 38 - Imagens das micrografias de CiSEPT2/6/7/9 a 800mM de NaCl apds 10 minutos de dialise.
Fonte: Elaborada pela autora.

Apos 30 minutos de didlise, foram ainda observados filamentos longos, porém estes
apresentavam-se pareados lateralmente unidos por pontes perpendiculares, a intervalos

regulares de aproximadamente 20-25nm (Figura 39).
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Figura 39 - Imagens das micrografias de CiSEPT2/6/7/9 ap6s 30 minutos de didlise.
Fonte: Elaborada pela autora.

Uma organizacdo similar foi relatada para os filamentos formados pelos complexos
octamericos de S. cerevisiae, os quais foram nomeados “railroad tracks” ou, “trilhos de
trem”.*® Nestes, segundo os autores, a associacdo lateral dos filamentos parece ser mediada
pela interacdo entre os coiled-coils de Cdc3 e Cdc12 de cada filamento, os quais se projetam
ortogonalmente de modo a interagir com o0s coiled-coils das mesmas subunidades do
filamento adjacente (Figura 40A).

Tracando um paralelo ao que ja foi descrito para o heterofilamentos de levedura, é
possivel que, de igual modo, em C. intestinalis a interacdo entre os coiled-coils de CiISEPT6 e
7, intra e entre filamentos, seja responsavel por mediar a formacdo dessa estrutura em forma
de trilho de trem. Assim como foi observado para os filamentos de S. cerevisiae, em C.
intestinalis os intervalos entre cada ponte apresentaram distancias de aproximadamente 25nm,
0 que corresponderia ao comprimento de seis subunidades de septinas lado a lado.

A sequir, a Figura 40B ilustra um modelo de como se daria o arranjo do tipo trilho de

trem nos filamentos proposto para as septinas de C. intestinalis.
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Figura 40 - Representacdo da estrutura do tipo trilho de trem. A) Estrutura proposta para o complexo de septinas
de S. cerevisiae destacando a participagdo dos coiled-coils. B) Estrutura proposta para o complexo
de septinas de C. intestinalis.

Fonte: a) Adaptada de BERTIN.* ; b) Elaborada pela autora.

Outro modelo possivel para o arranjo das subunidades do heterocomplexo na
formacdo de estruturas do tipo trilho de trem seria a partir da interag&o entre os coiled-coils de
CiSEPT2 de filamentos adjacentes. No modelo proposto por Bertin e colaboradores,
apresentado na Figura 40A, os coiled-coils de Cdc3 e Cdcl12 formariam tetrameros, mas em
suas correspondentes em humanos, SEPT6 e SEPT7, resultados de ultracentrifugacéo
analitica e cross-linking dos coiled-coils mostraram que esses dominios formam apenas
dimeros.™* Além disso, 0 mesmo trabalho obteve dados estruturais que mostram que 0s
coiled-coils de SEPT4, representante humano membro do grupo |1l e ortélogo a CiSEPT2,
forma dimeros antiparalelos. Dessa forma, a associacdo lateral entre filamentos adjacentes se
daria de tal modo que em ambos a regido polibasica, responsavel pela interacdo com
membrana, estaria orientada no mesmo plano, possibilitando a interacdo direta com 0s

fosfolipideos (Figura 41).
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.

Figura 41 - Proposta para a estrutura formada pela interacdo dos coiled-coils das septinas do grupo Ill (em
vermelho). Septinas 6 e 7 representadas em roxo e amarelo, respectivamente. No esquema, a
regido polibasica esta representada pelo sinal +.

Fonte: Adaptada de MARQUES™

Novamente, experimentos para a determinacdo da posicdo dessas proteinas dentro do
oligdbmero tal como descrito do item 4.6, bem como o0 emprego de versdes truncadas para a
avaliagdo da formagcé&o de filamentos, deverdo auxiliar a desvendar quais subunidades e quais
os dominios estdo envolvidos na formacio dessas “pontes” observadas. E importante pontuar
que a formacdo de estruturas do tipo trilho de trem sé foi observada para as septinas de C.
intestinalis quando a CiSEPT9 estava presente. No entanto, como se da e qual a participacéao
dessa subunidade na estabilizacdo/formacdo dessas interacGes sdo questdes que permanecem
desconhecidas.

Ja foi descrito que septinas interagem com lipideos negativamente carregados,
especialmente fosfoinositdis, através da regido polibéasica.>® Além disso, essas proteinas s&o
encontradas normalmente em regides em que as membranas sao altamente curvadas, como no
septo no brotamento de leveduras e na base de dendritos e cilios, 0 que sugere que essas

proteinas reconhecam ou influenciem mudancas na forma das membranas.*® 51/

Assim, tendo obtido uma amostra estavel do heterocomplexo formado pelas 4 septinas
de C. intestinalis, foram realizadas analises envolvendo sistemas biomiméticos de membrana
na intencdo de avaliar a especificidade de interacdo desses complexos com fosfolipideos. Esse
estudo, realizado em colaboragcdo com a mestranda Marina G. Fontes, evidenciou a interacdo
preferencial com os fosfolipideos negativamente carregados fosfatidilserina (PS) e fosfatidil
inositol 4,5 bifosfato (PIP2) apresentando maior afinidade por membranas com diametro
médio de 1um (dados ndo mostrados), assim como ja reportado para complexos de septinas

de humanos e fungos.*’
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Trabalhos empregando vesiculas gigantes unilamelares mostraram que complexos de
septinas, tanto de humanos quanto de levedura, induziram a formacéo de tubulos, sendo esse
um indicio da habilidade dessas proteinas levarem a mudancas na curvatura na membrana.>®
118 Assim, experimentos complementares usando sistemas biomiméticos poderdo auxiliar na
elucidacdo da participacdo de septinas no remodelamento da membrana plasmatica
fornecendo informaces adicionais da funcdo dessas proteinas.

4.8 Avaliacado da afinidade entre as subunidades (MST)

Tendo observado por MET que essas proteinas interagem entre si na forma de um
heterocomplexo octamérico, idealizou-se este ensaio visando analisar a forca da interacéo
entre septinas por duas interfaces diferentes, sendo uma mediada pela interacdo via interface
G e outra via interface NC. Todas as analises foram realizadas considerando que o arranjo das
septinas de C. intestinalis se daria igual ao observado para suas correspondentes ortélogas em
humanos no complexo SEPT2/6/7/9 (Figura 42).*

Nesse estudo foram analisadas a interface G, formada pela interacéo entre CiSEPT2 e
CiSEPT6 e a interface NC formada pelas septinas CiSEPT6 e CIiSEPT7. Detalhes das
amostras utilizadas, como presenca de nucleotideo enddgeno, posicdo proposta dentro do
heterocomplexo e qual a subunidade foi marcada com o fluoréforo, estdo ilustrados na Figura
42,
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Figura 42 - Construgdes utilizadas na avaliacdo das interacdes entre as subunidades de septinas. A estrela indica
quais sdo as septinas marcadas com o fluoréforo em cada experimento, enquanto as elipses
vermelhas e amarelas indicam a presenca de GTP e GDP, respectivamente.

Fonte: Elaborada pela autora.

Experimentos controles na presenca de nucleotideos foram realizados para certificacdo
de que as constantes de dissociacdo observadas traduziam a interacdo entre as subunidades e
ndo a dimerizacdo da proteina marcada em funcéo da adi¢éo do nucleotideo. Nestes controles,
a proteina marcada foi adicionada a diferentes concentracdes dos nucleotideos GTP e GDP,
separadamente, incubadas por 15 minutos a 23 °C e entdo submetidas a analise de MST nas
mesmas condi¢Ges descritas no item 3.8.

Com excecdo de CISEPT7, que apresentou Kp na ordem de mM com GDP, todas as
amostras analisadas ndo apresentaram alteracdo detectavel pela adicdo do nucleotideo. Assim,
esses ensaios controle confirmam que as constantes de dissociacdo obtidas nas andlises
anteriores sdo decorrentes da interacao entre as subunidades de septinas. Os resultados obtidos

dessas analises estdo apresentados na Tabela 5.
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Tabela5 - Dados sumarizados dos experimentos que compreendem o controle negativo de dimerizagdo. Na
figura os tracejado em vermelho indicam a auséncia de mudanca na fluorescéncia.

Construcoes Kp (mM)

2* + GDP —
2* + GTP -
6* + GDP =
6*+GTP -
7* + GDP 2,05 (+/-0,56)
7* + GTP -

Fonte: Elaborada pela autora.

4.8.1 Avaliacdo das interacdes via interface G formada entre CiSEPT2 e CISEPT6

CIiSEPT2 e CiSEPT6 quando coexpressas mostraram interagir entre si e estar ligadas
aos nucleotideos, diferentemente de quando produzidas isoladamente, sendo um forte
indicativo que a interface de interagdo envolvida é de fato a interface G, como ocorre com
SEPT2 e SEPT6 humanas. Assim, sabendo que CiSEPT2 e CiISEPT6 sdo obtidas na forma
apo e, ainda, que o estado do nucleotideo tem consequéncias nas interacdes mediadas pela
interface G, foram realizados experimentos de termoforese em microescala (MST)
comparativos, sendo eles: na auséncia de nucleotideo, adicionando apenas GTP ou GDP.

A andlise dos resultados mostrou que, a afinidade entre essas duas septinas é
aumentada na presenca de ambos nucleotideos, principalmente de GDP (Figura 43, Tabela 6),
concordando com o envolvimento da interface G na interacdo. Além disso, a baixa afinidade
observada na auséncia de nucleotideos, Kp da ordem de 2uM, deve-se provavelmente ao fato
ja discutido relacionado a dependéncia do ligante para a ado¢do de uma conformacéo que
favoreca a dimerizagdo. Corroborando esses dados, um estudo da analise da formagéo de
heterodimeros ja havia mostrado que apenas a ligacdo ao GDP era suficiente para estabilizar a
interacdo entre SEPT2 e SEPT®6, as correspondentes ortdlogas em humanos.**

As septinas do grupo Il sdo obtidas na forma apo, e ja foi relatado que estas so séo
capazes de ligar o nucleotideo na presenca de seu parceiro fisiolégico.*®® Adicionalmente,

tendo visto que apenas a adi¢do de GDP j& se mostra suficiente para estabilizar a interacdo
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entre CISEPT6 e CiSEPT2, sugere-se que a mudanca conformacional ocasionada pela ligacdo
ao nucleotideo pela CiSEPT2 seja o gatilho para a interacdo entre essas duas septinas.'*® %

Ainda focando a interface G, analisou-se a interacdo de CiSEPT2 e CiSEPT6, quando
esta Ultima ja se encontrava complexada a outros parceiros de interacdo, no caso, no
heterocomplexo CiSEPT6/7/9.

Como visto, este heterocomplexo estd arranjado predominantemente como um
hexamero, de modo que CIiSEPT6 se apresenta na forma apo. Tendo visto que a interacdo
entre CiSEPT2 e CiSEPT6 é potencializada quando na presenca de nucleotideos, 0s ensaios
para analise dessa interagdo foram realizados nessa condi¢do, na proporcdo de 10:1
(nucleotideo : proteina ndo marcada). Assim, observou-se um aumento significativo na forca
de interacdo entre CiISEPT2 e CiSEPT®6, a qual apresentou uma constante de dissociacdo na
ordem de 30nM nesse caso. Esse resultado, aponta que, quando complexada a outras
subunidades, CISEPT6 mostra-se mais afim de interagir com CiSEPT2.

Além dos gréficos contendo as curvas de interacdo, os graficos da termoforese estéo
apresentados também na Figura 43. Nestes, a fluorescéncia de cada capilar € medida em
tempo real permitindo o monitoramento da fluorescéncia relativa de modo que, quando ha
interacdo observa-se mudanga na termoforese, evidenciada pelo retardo no decaimento dos

valores de fluorescéncia relativa em fungdo do aumento da concentragdo do ligante.
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Figura 43 - Curvas de interagdo envolvendo a interface G mediada por CiSEPT2 e CiSEPT6. A) Sobreposicao
das curvas da fragdo ligada por concentragdo do ligante. Cada ponto da curva representa os dados
sobrepostos das medidas de um capilar analisado. B) Sobreposi¢édo das curvas de termoforese por
tempo indicando variagdo da fluorescéncia relativa na formagdo do complexo. Nas legendas de
cada gréfico, o asterisco indica a amostra acoplada & sonda fluorescente.

Fonte: Elaborada pela autora.

Tabela 6 - Dados sumarizados dos experimentos de interagdo envolvendo a interface G entre CiSEPT2 e

CiSEPTS.
Construcdes Ko (UM) Amplitude
CiSEPT2* + 6 1,741+0,251 36,5
CiSEPT2* + 6 + GDP 0,149 £0,071 19,5
CiSEPT2* + 6 + GTP 1,279 +0,213 23,5

CiISEPT2* +6/7/9 + GDP + GTP 0,027 +0,008 22,8

Fonte: Elaborada pela autora.
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4.8.2 Avaliagdo das interacdes via interface NC formada por CiSEPT6 e CiSEPT7

Novamente, a técnica de termoforese em microescala foi utilizada, desta vez no estudo
da interface NC. Uma vez que CIiSEPT7 ja se apresentava ligada ao GDP e CiSEPT6 se
encontra na forma apo, foram realizados ensaios em apenas duas condi¢fes: sem adicdo de
nucleotideo e adicionando GTP somente, ja que CiISEPT6 ndo é cataliticamente ativa.

A analise da interacdo entre CISEPT6 e CIiSEPT7 via interface NC, na auséncia de
GTP, apresentou um valor de Kp da ordem de 300nM, indicando alta afinidade. Resultados
semelhantes foram reportados para suas correspondentes em humanos, as quais apresentaram
constantes de dissociacdo também na ordem de nanomolar.”

Observou-se que na presenca de GTP os valores observados para a constante de
dissociacdo foram ainda menores, indicando que embora esteja oposta a NC, a ligacdo de
nucleotideos na interface G de alguma forma influencia na estabilizacdo dos heteroligdbmeros,
ainda que n&o participe diretamente da interagdo (Figura 44, Tabela 7).6% % Além disso, o fato
de se obter uma constante de dissociacdo que indica interagdo mais forte na presenca de GTP
pode ser resultado das subunidades de CiSEPT7ndo estarem saturadas antes da adicdo do

nucleotideo, o que de fato foi observado nos experimentos de teor de nucleotideo.
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Figura 44 - Curvas de interagdo envolvendo a interface NC mediada por CiSEPT6 e CiSEPT7. A) Sobreposicao
das curvas da fragdo ligada por concentracdo do ligante.Cada ponto da curva representa os dados
sobrepostos das medidas de um capilar analisado. B) Sobreposic¢do das curvas de termoforese por
tempo indicando variagdo da fluorescéncia relativa na formacdo do complexo. Nas legendas de
cada gréfico, o asterisco indica a amostra na qual foi acoplada a sonda fluorescente.

Fonte: Elaborada pela autora.

Tabela 7 - Dados sumarizados dos experimentos de interagdo envolvendo a interface NC entre CiSEPT6 e

CiSEPT7.
Construgdes Kp (nM) Amplitude
CiSEPT7* + 6 314,0£0,9 30,7
CiSEPT7*+6 + GTP 115,0+0,5 20,4
CiSEPT2/6* +7 477,0 £0,8 17,7
CiSEPT2/6* + 7+ GTP 60,7 £2,6 7,3

Fonte: Elaborada pela autora.
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Quando a interface NC de interacdo entre CIiSEPT6 e CIiSEPT7 foi analisada
utilizando os dois complexos tetraméricos (CiSEPT2/6 e CiSEPT7/9), independente da
subunidade marcada, as constantes de dissociacao obtidas sdo baixas, na ordem de dezenas de
nM. Uma vez que a sonda interage por interacdes fracas ao His-tag, na Tabela 8, no caso do
primeiro experimento, cuja marcacdo foi feita no complexo CIiSEPT2/6 e titulado o
CISEPT7/9, o valor de Kp obtido pode ter sido influenciado pela presenca de His-tag em
ambos complexos, justificando as diferencas observadas entre os dois resultados mostrados na
tabela. De qualquer forma, os dados confirmam que quando ja complexada com um parceiro
de interacdo (no caso, CIiSEPT2 complexada via interface G com CiSEPT6 e, CiSEPT7
complexada via interface G com CISEPT9), esses complexos apresentam maior afinidade

entre si para interagirem via interface NC.

Deve-se notar que em todas a situagdes analisadas de adicdo de um mondmero a um
oligdbmero, a forca de interacdo obtida foi mais alta (menores Kps), na ordem de nM. Assim,
esses resultados sugerem que os oligbmeros possam atuar como fatores de nucleacdo para a
montagem do heterocomplexo. Além disso, € certo que os nucleotideos tenham um papel
fundamental e direto na formacéo da interface G, mas sua atuacdo exata na montagem dos

filamentos ainda carece de experimentos adicionais para que seja totalmente esclarecida.

A)
@ CiSEPT26%+79

Lo ® CiSEPT79*+26 [ #__
- I’ .

fracaoligada

|

T L ) e e e BRAREL Ty Ty Ty T Ty
1.0E-10 1.0E-09 1.0E-08 1.0E-07 1.0E-06 1.0E-05 1.0E-04 1.0€-0:

concentragao do ligante

(Continua)



96

(Continuaco)

B)

1,00}

g
8

CiSEPT 26*+7 CiSEPT 79*+26

o

i

8
1

Fluorescéncia Relativa

Fluorescéncia Relativa

o
2

0 5 10 15 20

10
Tempo (s) Tempo (s)

Figura 45 - Curvas de interacdo envolvendo a interface NC mediada pelos heterotetrdmeros formados por
CiSEPT2/6 e CiSEPT7/9. A) Sobreposicdo das curvas da fracdo ligada por concentragdo do
ligante.Cada ponto da curva representa os dados sobrepostos das medidas de um capilar analisado.
. B) Sobreposicdo das curvas de termoforese por tempo indicando variacdo da fluorescéncia
relativa na formacdo do complexo. Nas legendas de cada gréfico, o asterisco indica a amostra na
qual foi acoplada a sonda fluorescente.

Fonte: Elaborada pela autora.

Tabela 8 - Dados sumarizados dos experimentos de interagdo envolvendo a interface NC entre complexos
tetraméricos.

Construcdes Kp (nM) Amplitude
CiSEPT2/6* + 7/9 15,0 £1,0 28,5
CiSEPT7/9* +2/6 55,0 £0,3 17,88

Fonte: Elaborada pela autora.

Dito isso, é possivel que exista uma ordem sequencial de interacdo na montagem do
heterocomplexo de forma que as interagfes via dominio G se dariam primeiro, levando a
formacdo dos pares. Esses, por sua vez, desencadeados por alteragdes conformacionais nas
interfaces G e NC, promoveriam a interacdo desses pares, resultando assim na formagao do

heterocomplexo octamérico. No entanto essa hipotese precisa ser melhor avaliada.
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5 CONCLUSOES

Andlises de bioinformética da estrutura priméaria das septinas de C. intestinalis
levaram a identificacdo dos elementos tipicos de uma septina, incluindo residuos conservados
importantes para ligacdo e hidrélise do nucleotideo. Ainda, mostraram que a maior

conservacao em relacdo as proteinas ortélogas estd no dominio G.

As CDSs foram expressas de forma heter6loga e purificadas, permitindo que fossem
empregadas em anéalises bioquimicas e biofisicas. Tais analises revelaram que tanto CiSEPT2
quanto CiSEPT7 apresentavam atividade catalitica, enquanto CiSEPT6, como ja era esperado,
mostrou-se incapaz de hidrolisar GTP. CiISEPT9 que apresentou-se pouco soluvel e bastante
instdvel quando expressa isoladamente, foi obtida na forma sollivel apenas quando co-
expressa e co-purificada com sua parceira de interacdo, CiSEPT7. Essa mudanca no
comportamento de CiSEPT9 corrobora a ideia de septinas ganharem estabilidade na presenca

de seus parceiros.

Em concordéancia com os dados obtidos em relacdo a presenca de nucleotideo, a
avaliacdo do estado oligomérico dos heterocomplexos parciais demonstrou que estes
correspondem majoritariamente a tetrdmeros e hexameros quando formados por duas ou trés
subunidades, respectivamente. Esses oligbmeros mostraram-se dispostos na forma de um
bastdo quando analisados por microscopia eletrdnica de transmissdo. No caso do
heterocomplexo incluindo as quatro septinas, oligdbmeros de varios tamanhos foram
observados e mesmo sob altas concentracdes de sal esse complexo foi capaz de polimerizar-

se, levando a formacéo de filamentos e feixes.

Ensaios de polimerizagdo dos complexos, realizados a partir de dialise e analisados
por microscopia eletrdnica de transmissdo, apontaram que a polimerizacdo é dependente da
presenca de CiSEPT2. Este fato sugere que possivelmente CiSEPT2 esteja posicionada na
extremidade do oligbmero, de acordo com o complexo mostrado em leveduras. Ainda, foi
observado que o complexo CiSEPT2/6/7/9, forma filamentos de mais alta ordem de
organizacdo, 0s quais sdo capazes de interagir lateralmente, provavelmente via coiled-coil,
entre filamentos adjacentes, formando estruturas do tipo trilhos de trem similares as ja

observadas em S. cerevisiae.
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Novas analises de MET do heterocomplexo com as quatro septinas deverdo ser
realizadas, dessa vez empregando uma construgdo de CISEPT2 fusionada a MBP que
funcionard como tag para determinacdo da posicdo dessa proteina dentro do oligbmero.
Ainda, analises envolvendo o emprego das subunidades truncadas na regido do C-terminal
deverdo auxiliar no esclarecimento de como se ddo as interacdes laterais entre filamentos
adjacentes que levam a formagéo de estruturas do tipo trilho de trem como as observadas

nesse trabalho.

Por fim, as analises de MST revelaram maior afinidade de interacdo entre subunidades
e oligdbmeros pré-formados, sugerindo que as subunidades quando ja complexadas, possam
atuar como fator de nucleacdo para a montagem do heterocomplexo. Esse resultado aponta
para a potencial existéncia de uma ordem para a formacdo do heterocomplexo, de forma que
as interacBes via NC sé seriam formadas apds a estabilizacdo da interface G. Experimentos
adicionais deverdo ser realizados para examinar a atuacdo dos nucleotideos na formacdo da

interface G e consequente influéncia na montagem dos oligdmeros.

Em sintese, esse trabalho apresenta os primeiros estudos de caracterizacdo das septinas
de C. intestinalis mostrando a formacdo do heterocomplexo e sua relagdo com a presenca de
nucleotideos, representando um modelo simplificado e viavel para estudos estruturais
relativos aos filamentos de septinas. Assim, através de uma abordagem comparativa com
complexos oriundos de outros organismos, este modelo podera contribuir para a compreensdo

do mecanismo de montagem e controle da polimerizagdo de septinas.
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