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RESUMO 

 

 

Septinas são proteínas ligantes a GTP encontradas desde fungos até metazoários. A primeira 

função identificada para septinas foi o seu papel central na organização e dinâmica do septo 

de divisão de leveduras. Uma das características marcantes é que septinas se organizam em 

heterofilamentos de 7 a 9 nm de espessura que foram purificados de diversos organismos tais 

como Saccharomyces cerevisiae, Drosophila e cérebro de camundongos. Hoje se sabe que 

septinas não estão envolvidas apenas nos processos de divisão celular, mas em uma variedade 

de processos como tráfico de vesículas, exocitose, interação com proteínas do citoesqueleto e 

com a membrana plasmática, o que resulta em alterações da morfologia celular. Neste 

trabalho foram desenvolvidos estudos da septina 4 humana (SEPT4) nos quais foi realizado a 

expressão e purificação da SEPT4  pelo uso do sistema de expressão heteróloga em E. coli e 

em células de insetos (Sf-9) via baculovírus. A tentativa de expressão usando o vetor 

pETTEV em E.coli não obteve sucesso, pois a proteína não foi expressa na forma solúvel. A 

construção do baculovírus recombinante AcSept4 e expressão da SEPT4 nas células de 

insetos foi realizada com êxito, mas o processo de purificação não foi satisfatório. Com o 

intuito de obter informações sobre possíveis proteínas que interagem com a SEPT4 e 

conseqüentemente sobre as funções desempenhadas por ela na célula, a SEPT4 foi utilizada 

como isca para ensaios de interação proteína-proteína pela técnica de duplo híbrido. Para isso, 

o gene da SEPT4 foi clonado fusionado ao domínio de ligação ao DNA Lex-A. A realização 

do ensaio de duplo híbrido com a proteína completa não foi possível, pois a mesma provocou 

a auto ativação do sistema, por isso uma nova construção foi realizada com a região GTPase e 

C-terminal SEPT4GC (124-478) como isca. Dentre as interações identificadas, foram 

encontradas apenas septinas do grupo II (SEPT6, SEPT8, SEPT10 e SEPT11) e quatro novas 

interações, que ainda precisam ser confirmadas. Por outro lado, uma interação já descrita na 

literatura envolve a proteína α-sinucleína, que é uma proteína abundantemente expressa no 

cérebro e associada à doença de Parkinson. O foco do estudo dessa interação foi realizar 

ensaios com os diferentes domínios da SEPT4 para comprovar uma interação direta e com 

isso tentar mapear o sítio de interação com a α-sinucleína. Os resultados obtidos pela 

ressonância plasmônica de superfície (SPR) indicam que o domínio C-terminal participa da 

interação com baixa afinidade (KD=390 μM) e sugerem que o domínio GTPase também pode 



estar envolvido.  Já os dados obtidos com os experimentos de RMN e anisotropia de 

fluorescência mostram indícios que a interação é dependente da conformação da α-sinucleína 

por que a interação aconteceria com maior afinidade quando a α-sinucleína está na presença 

de SDS. 

Palavras chaves: Septina 4, α-sinucleína, expressão em células de inseto, duplo híbrido. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

 

Septins are a family of GTP binding proteins found in a great diversity of organisms. These 

proteins have been identified as having a central role in septum organization during yeast 

division. Septins are organized into heterofilaments which are 7 to 9 nm wide and these have 

been purified from yeast, Drosophila and mice brain. Septins are not only required for cell 

division, but seem to play a role also in vesicle trafficking and in the formation of diffusion 

barriers within cells, since they interact with cytoskeleton proteins and the plasma membrane 

causing changes in cell morphology. In the present work, the aim was investigate human 

Septin 4 (SEPT4), a septin highly expressed in the brain. One objective of this work was to 

find a suitable expression system and purification method for SEPT4. The protein was 

expressed in both E.coli and insect cells (Sf-9). Expression in E. coli with the vector pETTEV 

was unsuccessful because the protein was insoluble. Expression in insect cells using the 

recombinant baculovirus AcSept4, was obtained successfully, but the purification was 

difficult. Important information concerning SEPT4 function might be acquired, if interactions 

partners involved in cellular process were identified. With this goal in mind, a yeast two 

hybrid assays were performed. The sept4 gene was fused to the Lex-A DNA binding domain 

and used as bait in the yeast two hybrid essays. However, full length SEPT4 showed 

autonomous activation of reporter genes. A second construct was prepared including only 

GTPase domain and the carboxy terminus domain, (residues 124 to 478) and the screen of 

interactions were carried out only with SEPT4GC. All of the group II septins (SEPT6, 

SEPT8, SEPT10 and SEPT11) were identified together with four new interactions. The latter 

still need be confirmed. In addition, another interaction already described in the literature is 

between SEPT4 and α-synuclein, which is a protein highly expressed in brain and related to 

Parkinson’s disease. Different spectroscopic methods and SPR were used to identify which 

domain of SEPT4 interacts directly with α-synuclein and in which region. The surface 

plasmon resonance (SPR) results indicate that the carboxy terminus participates in the 

interaction with low affinity (KD = 390 μM) and suggests that the GTPase domain may also be 

involved. The results obtained by fluorescence anisotropy and NMR studies provide evidence 

that the interaction is dependent on the α-synuclein conformation, because the affinity of 

SEPT4 and α-synuclein seemed to be higher in the presence of SDS. 



Keywords: Septin 4, α-synuclein, insect cell expression system, yeast two hybrid,  
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1 Introdução 

 

1.1 Septinas 

 

A história das septinas começa a ser contada quando mutantes sensíveis à temperatura de 

Saccharomyces cervisiae, que apresentavam como fenótipo problemas no processo de divisão 

celular, foi identificado por Hartwell em 1971. Em tais mutantes, se verificava que as células 

filhas não se separavam das células mãe. Os estudos de microscopia eletrônica mostravam 

que a formação do septo que separa célula mãe e filha no brotamento em leveduras não mais 

ocorre do modo correto, desta forma as proteínas formadoras do septo de divisão receberam o 

nome de septinas. A alteração do fenótipo nessas leveduras estava envolvido com mutações 

nos genes CDC 3, CDC 10, CDC 11 ou CDC 12 que foram as primeiras septinas identificadas 

(HARTWELL, 1971). 

Septinas são uma família de proteínas que se ligam a nucleotídeos de guanina e 

possuem como característica marcante a capacidade de formar filamentos, os quais parecem 

se organizar em estruturas de maior ordem. Tais estruturas desempenham funções como no 

caso das septinas de levedura na formação de uma barreira que separa as proteínas de 

membrana da célula mãe e célula filha (Figura 1.1a), e também atuam como ancoradoras para 

proteínas envolvidas no reconhecimento do sítio de septação e no ciclo celular (BERTIN et 

al., 2008); (VERSELE; THORNER, 2005). 

Contudo as funções das septinas não se restringem apenas à divisão celular. Os 

filamentos de septinas estão envolvidos em diversas outras funções celulares, tais como, 

controle do ciclo celular, formação e localização do fuso mitótico, resposta a danos ao DNA e 

morfologia celular (BARRAL; KINOSHITA, 2008). Septinas também são altamente 

expressas em células com baixas taxas de divisão celular, em neurônios, por exemplo, elas 

estão envolvidas em exocitose e tráfico de vesículas. In vivo, sabemos que septinas interagem 

tanto com o citoesqueleto quanto com a membrana plasmática e essas interações nos indicam 

duas possíveis funções ainda não bem entendidas. Septinas funcionam como arcabouços que 

recrutam e ancoram proteínas ou estruturas celulares e barreiras que segregam diferentes 

regiões celulares (WEIRICH et al., 2008) e (KINOSHITA, 2003).  Estudos realizados com 

extrato cerebrais de porco mostraram que quando adicionados a lipossomos provocavam a 

formações de estruturas tubulares uniformes, subseqüentemente foi identificado que as 



22|                                                           I n t r o d u ç ã o  

 

septinas presentes no extrato eram responsáveis por esse fenótipo e que o complexo das 

septinas humanas 2-6-7 também causavam o mesmo fenótipo. Esses resultados mostraram 

que septinas podem alterar significativamente a morfologia celular (TANAKA-TAKIGUCHI 

et al., 2009). Trabalhos também mostraram que a septina 7 estava presente na base das 

espículas dendríticas e que sua super expressão provocava maiores ramificações da árvore 

dendrítica enquanto a diminuição causava uma redução no número de ramificações e os ramos 

ficavam mais curtos (Figura1.1b) (GLADFELTER; MONTAGNA, 2007). 

Hoje sabemos que septinas não estão presentes apenas em leveduras, mas encontram-

se amplamente distribuídas desde fungos até metazoários e parecem estar ausentes em plantas 

(GLADFELTER; MONTAGNA, 2007). Em humanos foram identificadas até o momento 14 

septinas parálogas, as quais podem ser divididas em quatro grupos considerando a identidade 

de suas seqüências de aminoácidos (figura 1.3)   

 

Figura 1.1.  Localização das septinas nas células. A - Localização das septinas em leveduras durante a citocinese 

observada por microscopia de fluorêscencia. B - Imunoflorecência da Sept7 em neurônios. Localização natural 

da Sept7 expressa em culturas de neurônios do hipocampo. (F-actin em verde e Sept7 em vermelho). As setas 

brancas mostram a Sept7 nas espículas dendríticas regiões ricas em actina. Figura adaptada das referências 

(GLADFELTER et al., 2001) ; (GLADFELTER; MONTAGNA, 2007) 
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À medida que as septinas de diversos organismos foram sendo descobertas, uma 

variedade de nomes foram empregados. Por isso, tentando evitar a confusão que existia na 

literatura uma nomeclatura padrão para septinas de mamíferos foi proposta por Macara e 

colaboradores (MACARA et al., 2002). Nela cada septina é identificada por um número e as 

isoformas de cada septina por um “v” seguido do número da isoforma. Por exemplo: 

SEPT3_v1 (Septina humama 3 isoforma 1) (tabela 1.1). 

 

 

1.2 Características estruturais de septinas 

 

 

Em suas características estruturais, septinas são uma família de proteínas ligantes a GTP, 

mais precisamente P-loop GTPases. Como uma representante da superfamília das GTPases as 

septinas possuem um domínio GTPase altamente conservado (figura 1.4), no qual encontra-se 

três motivos estruturais de ligação ao GTP, conhecidos como G1, G3 e G4. O motivo G1 

possui a seqüência conservada  GxxxxGK, o qual forma um loop que interage com  os grupos 

fosfato do nucleotídeo. O G3 forma-se por alguns resíduos hidrofóbicos seguidos pela 

sequência DxxG, o G4 é responsável pela especificidade de ligação ao GTP e constitui-se pela 

sequência NKxD (figura 1.2 e 1.4) (PAN et al., 2007)  

 

Figura 1.2. Domínios estruturais das septinas. Esquema que mostra a organização dos domínios estruturais de 

uma septina. Em verde, o domínio N-terminal que é bastante variável entre as septinas; em amarelo o domínio 

GTPase incluindo os três motivos G1, G3 e G4 e em vermelho o domínio C-terminal. Em preto está destacado a 

região polibásica, possível região de ligação a membrana plasmática. 

 Além do domínio GTPase, que alta identidade entre as septinas, dois outros domínios 

estão presentes e variam bastante em tamanho e sequência de aminoácidos. A região N-

terminal, anterior ao domínio GTPase, é bastante variável, podendo conter alguns poucos 

resíduos, como nos casos das septinas 1 e 7, até centenas de resíduos, como é o caso das 

septinas 4 e 9. Posterior ao GTPase está o domínio C-terminal. Na maioria das septinas, 

este domínio é predito como uma estrutura do tipo coiled coil (GARCIA et al., 2006), 

menos nos caso das septinas humanas SEPT3, SEPT9 e SEPT12 (figura1.2). 



24|                                                           I n t r o d u ç ã o  

 

 

Figura 1.3. Relações filogenéticas entre as septinas humanas. A partir da identidade entre as seqüências do 
domínio GTPase, elas foram classificadas em quatro grupos como mostrado acima. Figura modificada da 

referência (Hall et al., 2005) 

 

1.3 Complexos de septinas  

 

 

À medida que septinas foram sendo purificadas de fontes nativas tais como S. 

cerevisiae, Drosophila e humanos observou-se que eram sempre formadas por 

heterofilamentos. Por exemplo, o complexo de septinas isolado de embriões de Drosophila 

formava uma estrutura filamentosa de 8 nm de espessura e era composto de três septinas, 

Sep1, Sep2 e Pnut em uma razão molar 1:1:1 (KINOSHITA, 2003). Devido ao fato de 

humanos possuírem várias septinas, cartorze ao total, a compreensão das relações entre elas 

na formação de complexos é dificultada, ainda mais pelo fato que muitas septinas aparentam 

ser substituíveis por outras nos filamentos por elas formados.  

O primeiro complexo identificado pelas septinas humanas na razão molar de 1:1:1 foi 

isolado por uma cromatografia de afinidade que buscava proteínas que interagissem com a 

GST-Borg3 (JOBERTY et al., 2001). Borg-3 é um dos efetores da GTPase Cdc 42, a qual esta 



I n t r o d u ç ã o                                                           | 25 

 

envolvida na regulação da divisão celular, transporte de vesículas e reorganização do 

citoesqueleto. Após a identificação das bandas copurificadas com a Borg-3 descobriu-se que 

se tratava do complexo de septinas 2-6-7. Este complexo passou a ser o modelo para estudo 

da formação de filamentos em septinas e foram elas a primeiras estruturas cristalográficas 

publicadas da família das septinas; o complexo das septinas humanas 2-6-7 a 4 Å de resolução 

e o domínio GTPase da septina 2 a 3,4 Å de resolução (SIRAJUDDIN et al., 2007). 

O complexo 2-6-7 purificado por gel filtração mostrava uma massa molecular de 

aproximadamente 285 KDa, o que indicava a presença de um hexâmero na razão molar 2:2:2. 

Em relação ao conteúdo de nucleotídeos, se observou uma relação GDP:GTP de 2:1 o que 

pode ser confirmado na estrutura cristalográfica pois tanto a septina 2 e 7 possuem uma 

molécula de GDP ligada e somente a septina 6 permanece ligada a GTP (figura 1.5a). Na 

estrutura do complexo se pode observar diferentes interfaces de interação. A interação entre a 

SEPT2 e SEPT6 ocorre pela interface de ligação ao GTP (interface G), enquanto a interação 

entre a SEPT6 e SEPT7 ocorre por uma estável interação entre o N e o C-terminal (interface 

N/C) dos domínios GTPase de ambas as proteínas. A estrutura da SEPT2 sozinha mostra as 

mesmas duas interfaces formando o filamento da SEPT2 (figura 1.5b) (SIRAJUDDIN et al., 

2007).  A capacidade da SEPT2 em formar homofilamentos através da utilização destas duas 

interfaces indica que essas interações podem ser promiscuas e intercambiáveis entre septinas. 

Para detectar qual era a ordem de organização do hexâmero, medidas de microscopia 

eletrônica em alta concentração salina com a SEPT2 fusionada a MBP (maltose binding 

protein) foram feitas e revelaram que o dímero da SEPT2 estava no centro do hexâmero. A 

disposição do complexo seria 7-6-2-2-6-7, o que indica que os filamentos são apolares (figura 

1.5a). Essa organização coloca a SEPT7 nas pontas, expondo uma superfície que está 

disponível para a formação de uma interface do tipo G com outra SEPT7 na extremidade de 

outro hexâmero, assim iniciando a formação do filamento. Essa interface é mais suscetível a 

altas concentrações de sal limitando a polimerização nestas condições (SIRAJUDDIN et al., 

2007) ; (GLADFELTER; MONTAGNA, 2007).  

Os resultados obtidos até agora indicam que a dinâmica de formação dos filamentos e 

estruturas de maior ordem são essenciais para o funcionamento das septinas. Muitas 

possibilidades de complexos podem ser formadas, utilizando combinações alternativas de 

septinas. Segundo Kinoshita os complexos das septinas humanas, tendo como modelo o 

complexo 2-6-7, devem ser formados por septinas de diferentes grupos. A SEPT2 poderia ser 
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substituída pela SEPT1, SEPT4 e SEPT5, enquanto a SEPT6 seria substituída por suas 

parceiras de grupo; SEPT8, SEPT10 e SEPT11 (KINOSHITA, 2003). Ainda não é muito 

compreendido como o grupo da SEPT3/9 estaria presente na formação dos filamentos. No 

entanto, o complexo com as septinas 7-9-11 já foi isolado de fibroblastos de ratos (NAGATA 

et al., 2004) e o complexo 3-5-7 foi isolado de cérebro de ratos (LUKOYANOVA et al., 

2008). Isso mostra que a formação dos complexos de septinas possui grande diversidade que 

talvez esteja associada com distintas funções. 

 

1.4 Septina 4 

 

 

A Septina 4 (SEPT4), também conhecida como Peanut-like protein 2, Brain protein 

H5, Cell division control-related protein 2, hCDCREL-2, CE5B3 β, Cerebral protein 7 e 

Bradeiona β é um dos membros da família de septinas, incluída no grupo III. Ela tem sido 

relacionada a diversos processos celulares tais como divisão celular, transporte de vesículas, 

apoptose e supressão de tumores (HALL; RUSSELL, 2004); (TANAKA et al., 2001). No 

entanto, até hoje pouco é sabido sobre sua real função e como ela está envolvida com tais 

processos celulares. 

A SEPT4 é altamente expressa no sistema nervoso central (HALL et al., 2005) 

(figura1.6), sendo também detectada sua expressão no coração, fígado, células endoteliais e 

em menor escala em outros tecidos (ZIEGER et al., 2000). Um fato interessante é a relação de 

SEPT4 com alguns tumores. Trabalhos mostraram que há um aumento de expressão da 

SEPT4 em tumores coloretais, urológicos e melanoma maligno (TANAKA et al., 2001). 
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Figura 1.4.  Alinhamento múltiplo do domínio GTPase das septinas humanas. Figura extraída de (KINOSHITA, 2003). 

 



28|                                                           I n t r o d u ç ã o  

 

Tabela 1.1 - Nomenclatura estabelecida para as septinas de mamíferos, exemplificado em camundongo e 

humanos. Tabela extraída da referência de (Macara et al, 2002) 

 

O gene da septina 4 possui como endereço no cariótipo humano o cromossomo17q23.  

Como outras septinas, a septina 4 também apresenta diferentes isoformas geradas por splicing 

alternativo, muitas delas sendo mais expressas em alguns tecidos do que em outros (HALL; 

RUSSELL, 2004). Sua maior isoforma, a isoforma 1, codifica uma proteína de 478 

aminoácidos e peso molecular de 55kDa. A septina 4 possui um dos maiores N-terminais 

encontrados na família com 124 resíduos cuja seqüência não possui similaridade com outras 

septinas. Entre o N-terminal e o domínio GTPase encontra-se a região poli-básica, que é a 

suposta região de ancoragem na membrana plasmática. Esta região é composta por uma 

sequência rica em aminoácidos 
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Figura1.5.  A. Representação do hexâmero formado pelo heterofilamento das septinas humanas 2, 6 e 7. Aqui 
podemos observar as interfaces de cada interação e o seu conteúdo de nucleotídeos. As setas indicam predição de 

onde estariam os coiled coils do domínio C-terminal.  B. Estrutura do domínio GTPase da septina 2. Aqui 

também se pode observar as duas interfaces NC e G. Os pontilhados representam regiões desordenadas. (Figura 

extraída de (SIRAJUDDIN et al., 2007) 

 

básicos (RKSVKK), que segundo Zhang, corresponde a região de ligação a fosfolipídeos 

como fosfatidilinositol 3, 4, 5-trifosfato e fosfatidilinositol 4, 5-bifosfato (ZHANG et al., 

1999). No domínio C-terminal encontra-se uma sequência com um trecho rico em prolinas e 

em seguida uma região com a predição de formar um coiled-coil (figura 1.2). Foi com a 

isoforma 1 que os experimentos foram desenvolvidos neste trabalho.  

Uma das isoformas de septina 4 chamada ARTS (apoptosis-related protein in the TGF-

β signalling pathway) foi identificada por estar envolvida em uma das vias de ativação da 

morte celular programada por TGF-β (Fator de crescimento transformador beta).  ARTS é 

uma proteína que se localiza na mitocôndria sendo translocada para o núcleo no começo da 

B 

A 
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apoptose. Esta isoforma possui apenas 274 aminoácidos, possui uma deleção de 21 resíduos 

no N-terminal quando comparado a isoforma 1 e tem um C-terminal composto de 27 resíduos 

não encontrado em outras isoformas (LARISCH et al., 2000) e (GOTTFRIED et al., 2004). 

A diversidade no padrão de isoformas expressas em diferentes tipos celulares ressalta 

a possibilidade de diferentes e especializadas funções estarem sendo exercidas pela SEPT4. O 

envolvimento da SEPT4 em algumas patologias também já foi descrito na literatura. Por 

exemplo, Kinoshita em 1998 descreveu a presença e acumulo das septinas 1, 2 e 4 em 

neurofibrilas e fibrilas gliais da proteína tau presentes em pacientes acometidos pela doença 

de Alzheimer (KINOSHITA et al., 1998). Além disso, exames imunohistoquímicos de tecidos 

cerebrais de pacientes acometidos pela doença de Parkison e outras sinucleopatias mostraram 

a colocalização da SEPT4 em corpos de inclusão conhecidos como Lewy bodies (figura 1.7) 

(IHARA et al., 2003).  Tais resultados parecem indicar o envolvimento da SEPT4 com 

desordens neurodegenerativas. 

 

 

1.5 - Αlfa-sinucleína  

 

 

A α-sinucleína é uma proteína abundantemente encontrada no cérebro. Estima-se que 

1% de toda proteína citosólica solúvel no cérebro seja α-sinucleína (UVERSKY, 2007).  Ela é 

encontrada nos terminais nervosos próximos as vesículas sinápticas e está envolvida com a 

plasticidade das sinapses e liberação de neurotransmissores. No entanto, maiores detalhes 

sobre suas funções ainda não foram elucidados. A α-sinucleína é uma proteína pequena, 

composta de apenas 140 aminoácidos, em sua seqüência podemos observar sete cópias de 

uma repetição não usual de 11 resíduos incluindo um motivo hexamerico conservado 

(KTKEGV). O N-terminal forma α-hélices anfipáticas, parecidas com o domínio de ligação a 

lipídio das apoliproteínas e seria uma possível região de interação com lipídios de membrana 

(ULMER et al., 2005) ;(WOODS et al., 2007). Há também uma região central hidrofóbica 

entre os resíduos 61-95, e os últimos 30 aminoácidos formam uma região altamente 

carregada, rica em resíduos ácidos e prolinas (UVERSKY, 2007). 

Α α-sinucleína pode ser denominada uma proteína intrinsecamente desenovelada, que 

não possui nem estrutura secundária e nem terciária definidas. Contudo esse padrão muda 

quando ela se associa com membranas ou mesmo micelas, preferencialmente micelas 
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negativamente carregadas. Nessa situação os 100 primeiros aminoácidos se organizam em 

hélices anfipáticas que interagem com a membrana como mencionado acima e os últimos 40 

aminoácidos permanecem não estruturados (ULMER et al., 2005). Outra conformação 

adotada pela a α-sinucleína ocorre em seu estado agregado, no qual se observa a formação de 

fitas β amilóides, formas fibrilares que são encontradas, por exemplo, nos corpos de Lewy 

presente em cérebros de pacientes com Parkinson. 

O papel da α-sinucleína em doenças neurodegenerativas começou a ser estabelecido 

quando se descobriu que mutações no gene da α-sinucleína eram encontradas em casos 

familiares da doença de Parkison e que animais transgênicos expressando a α-sinucleína ou 

seus mutantes apresentavam fenótipos parecidos com os encontrados em pacientes afetados 

pela doença (IHARA et al., 2003). A α-sinucleína é também o maior componente fibrilar 

encontrado nos corpos de Lewy. Tais agregados fibrilares estão associados a doenças como 

Parkinson, Alzheimer, Sindrome de Down e Atrofia sistémica múltipla (WOODS et al., 2007) 

(UVERSKY, 2007) ;(SITZ et al., 2008). A presença das estruturas fibrilares da α-sinucleína é 

um dos atributos observados para confirmação do diagnostico da doença de Parkison 

(MORAN et al., 2007). 

A doença de Parkinson é a segunda doença neurodegenerativa mais comum afetando 

entre 1 a 2% da população acima de 65 anos (MORAN et al., 2007). A causa dessa doença 

ainda não é bem conhecida e possui muitas variações. Pode-se identificar uma forma familiar, 

a qual está associada a algumas mutações no gene da α-sinucleína e parkina, e a de casos 

esporádicos, que parecem envolver muitos fatores e geralmente se manifestam em pessoas 

com mais de 60 anos (STONE et al., 2009). A intensidade dos sintomas pode variar bastante 

nos casos esporádicos.  

Os sintomas decorrentes da doença de Parkinson devem-se a uma forte redução das 

funções da dopamina no striatum, que é um componente central dos gânglios da base e 

responsável pela iniciação e controle do movimento. Todo esse processo é iniciado por uma 

progressiva morte de neurônios localizados na substância negra, que são responsáveis pela 

produção de dopamina (SHEHADEH et al., 2009). 

A história da interação entre SEPT4 e α-sinucleína começa a ser contada quando a SEPT4 foi 

colocalizada com a α-sinucleína nos corpos de Lewy encontrados no cérebro de pacientes 

acometidos pela doença Parkinson (IHARA et al., 2003). Os dados apresentados na literatura 

mostram uma interação entre as duas proteínas. In vitro, quando ambas as proteínas são 
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coexpressas em cultura de células de neuroblastoma e fibroblasto de camundongo e realizado 

um experimento de imunoprecipitação, α-sinucleína e SEPT4 coprecipitam juntas. Além 

disso, este mesmo trabalho mostra que quando ambas são coexpressas em cultura de células, 

uma maior quantidade de α-sinucleína forma agregados insolúveis (IHARA et al., 2003), ou 

seja, este trabalho sugere que nessa situação não fisiológica a SEPT4 estaria potencializando a 

agregação da α-sinucleína. Contudo, dados mais recentes sugerem uma interação fisiológica 

entre as duas proteínas, uma vez que elas se colocalizam em ensaios de imunomarcação. 

Além disso, as duas são menos expressas no putamen de pacientes afetados pela doença de 

Parkinson. No mesmo trabalho, outros ensaios sugerem e que a SEPT4 protegeria a α-

sinucleína de uma fosforilação na Ser129. Essa fosforilação torna a α-sinucleína mais 

suscetível a oligomerização e, portanto a interação com a SEPT4 protegeria a α-sinucleína da 

oligomerização (IHARA et al., 2007). Em outro estudo realizado com uma corte de cérebros 

de pacientes afetados pela doença de Parkinson, foi detectada uma diminuição na expressão 

do mRNA tanto da SEPT4 como da α-sinucleína na região da substância negra e da amídala. 

Imunomarcações semiquantitativas realizadas na região da substância negra mostrou um 

aumento maior do que 10 vezes da SEPT4 e α-sinucleína quando comparado aos controles 

(SHEHADEH et al., 2009).  Tudo indica que na doença de Parkinson há uma mudança no 

perfil de expressão de ambas as proteínas, mas se isso é uma causa ou conseqüência da 

doença ainda não foi esclarecido. 
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Figura 1.6.  Nothern Blot eletrônico mostrando o padrão de expressão da Sept 4. Cada ponto representa uma 

amostra de um paciente. Os pontos verdes são as amostras de tecidos normais, as azuis são de indivíduos 

doentes, mas não neoplásicos e as vermelhas de tecidos que apresentavam neoplasia. Esta figura foi retirada do 

suplementos do artigo publicado por (HALL et al., 2005).  
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Figura 1.7. Imunomarcações para a SEPT4 e α-sinucleína de secções do cerébro de pacientes com a doença de 

Parkinson. A e B, células nervosas marcadas positivamente para a SEPT4, as setas indicam os corpos de Lewy 
(LBs). C e D, secções mostrando as células nervosas com os LBs imunomarcadas para a α-sinucleína (C) e para 

a SEPT4 (D). Figura retirada da referência (IHARA et al., 2003) 

 

Como relatado os dados sobre a interação entre a α-sinucleína e SEPT4 são escassos e 

de certa forma contraditórios. Não há informações sobre detalhes moleculares da interação e 

nem de que regiões das proteínas estariam envolvidas. A compreensão de como estas duas 

proteínas estão interagindo pode fornecer informações importantes sobre suas funções nas 

células assim como no desenvolvimento da doença. Tudo isso abre uma oportunidade para o 

estudo de como ocorre a interação dessas duas interessantes proteínas, sobretudo de um ponto 

de vista estrutural. 
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2.1 OBJETIVOS 

 

 

As septinas humanas parecem estar envolvidas em uma grande diversidade de 

processos celulares, porém pouco ainda é entendido sobre tais funções. A Septina 4 (SEPT4) 

humana é majoritariamente expressa em tecidos do sistema nervoso central e há indícios de 

que ela está envolvida na dinâmica de tráfico de vesículas e interage com a membrana 

plasmática. Por outro lado, a sua maior expressão em alguns tipos de câncer e o fato que uma 

de suas isoformas está envolvida com a ativação da apoptose indica também funções 

relacionadas ao ciclo celular. Como não foi resolvida nenhuma estrutura tridimensional da 

SEPT4, a determinação da estrutura dessa septina seria relevante e esse foi um dos objetivos 

primeiros desse trabalho. Além disso, há interesse em conhecer melhor as funções da SEPT4 

e identificar a sua rede de interações, o que se tornou outro objetivo principal deste trabalho. 

Ainda na temática de interações, uma já descrita na literatura para SEPT4 é com a α-

sinucleína o que sugere seu possível envolvimento com a doença de Parkinson. No entanto, as 

informações dessa interação são escassas e não há nenhuma descrição dos detalhes 

moleculares. Caracterizar melhor esta interação se tornou outro foco deste trabalho. Por estes 

motivos os objetivos específicos desse trabalho de mestrado foram: 

I. Expressão e purificação da SEPT4; 

II. Determinar a rede de interação da SEPT4 através da técnica de duplo-híbrido; 

III. Realizar o estudo da interação da SEPT4 com a α-sinucleína.  

IV. Realizar ensaios de cristalização para obtenção de cristais da SEPT4; 
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3 Metodologia 

 

 

PARTE I – EXPRESSÃO E PURIFICAÇÃO DA SEPT4 

 

 

3.1 Subclonagem no vetor pETTEV  

 

 

O gene da septina 4 já havia sido subclonado para expressão em E. coli durante o 

trabalho de doutorado de Wanius Garcia (SILVA, 2005). Para tal expressão a proteína SEPT4 

foi clonada no vetor pGEX-5X-1, no qual está fusionada a proteína carreadora Glutationa S-

transferase (GST). 

Como a expressão nesse vetor apresentava um baixo rendimento pensamos que talvez 

o uso de outros vetores pudesse melhorar a expressão da proteína. Optamos, então, pelo vetor 

pETTEV (Novagen) no qual a proteína estaria fusionada apenas a uma cauda de seis 

histidinas. O vetor pETTEV é igual ao vetor pET28a da Novagem, exceto pela região que 

codifica os aminoácidos reconhecidos pela protease trombina, a qual foi substituída pelos 

aminoácidos reconhecidos pela TEV protease. Para realizar esta subclonagem 

oligonucleotídeos Sept4senseBamHI e Sept4antisenseXhoI foram desenhados para que o gene 

da septina 4 pudesse ser transferido para o vetor pETTEV (Tabela 3.1). 

A reação de PCR foi preparada com as seguintes proporções e com a seguinte 

seqüência de temperatura e tempo: 94°C/ 5min - (94°C/1min30s – 52°C/1min – 

68°C/1min30s) x 30 cliclos - 68°C/7min: 

 5 μl tampão 10X com MgCl2 High Fidelity (Fermentas) 

 1 μl DNTPs 10mM 

 1 μl sept4senseBamHI 

 1 μl sept4antisensoXhoI 

 0,2 μl Taq polimerase High Fidelity (Fermentas) 

 1 μl DNA template (vetor com o cDNA da septina 4) 

 40,8 μl água  

 Total: 50μl 
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Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose 0,8% e 

purificados com o kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) para retirar 

restos de enzima e oligonucleotídeos. O fragmento de PCR foi então submetido a restrição 

com a enzima BamHI (Promega) segundo as instruções do fabricante. Ao final da reação, a 

mesma foi submetida a analise em gel de agarose 0,8%. A banda foi recortada e eluída usando 

o kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) seguindo as instruções do 

fabricante. Uma nova reação de clivagem foi realizada com a enzima XhoI (Fermentas) 

segundo instruções do fabricante. A banda correspondente a gene da Sept 4 foi identificada 

em gel de agarose 0,8% e eluída com o mesmo kit citado acima. 

 

Tabela 3.1 -  Oligonicleotídeos usados neste trabalho. Destacado em vermelho os sítios de restrição. 

Sept4senseBamHI ATTGGATCCATGGACCGTTCACTG 

 

Sept4antisenseXhoI GCCTCGAGTTAATAGTTCTCCTTC 

 

Sept4fowY2H(BamHI) AGGATCCGTATGGACCGTTCACTGGG 

Sept4revY2H(PstI) TGGCTGCAGGTTAATAGTTCTCCTTCATCTG 

BamHI/DOM1sense CGGGATCCTGTATGTGGGCTTTGCAACC 

 

M13Reverse CAGGAAACAGCTATGAC 

 

 

Após purificar e quantificar o inserto foi preparada uma reação de ligação com o vetor 

pETTEV que havia sido previamente digerido com as enzimas BamHI e XhoI. A reação foi 

incubada a 4 °C por 12 horas.  

 3 μl pETTEV 

 4 μl inserto 

 1 μl água 

 1 μl tampão 10x Ligase (Fermentas) 

 1 μl T4 DNA Ligase (Fermentas) 
 

Todo o sistema de ligação foi transformado por choque térmico em E.coli DH5α 

(SAMBROOK et al., 1989). As colônias que cresceram na placa foram transferidas para 5ml 

de meio LB (1% de triptona, 0,5% de extrato de levedura e 1% de NaCl) com 50 μg/ml de 

kanamicina. O DNA plasmidial foi purificado com o kit Wizard (Promega) conforme 
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instruções do fabricante. Para confirmação da clonagem uma reação de PCR preparada 

usando como molde o DNA purificado das colônias foi realizado e analisado por eletroforese 

em gel de agarose 0,8%. Na colônia 3 uma banda na altura esperada foi observada. O 

plasmídeo pTETEVSept4 purificado foi então submetido ao sequenciamento. 

 

 

3.2 Expressão da SEPT4 em E. coli 

 

 

Uma vez confirmado pelo seqüenciamento que a seqüência inserida no vetor 

pETTEVSept4 estava correta e que não haviam mutações, começaram os teste de expressão. 

O vetor pETTEVSept4 foi transformado por choque térmico nas células de E.coli 

BL21(DE3). Algumas colônias foram transferidas para 5ml de meio LB depois de crescer o 

pré-inoculo, o mesmo foi inoculado em 50 ml de meio LB acrescido de 50 μg/ml de 

kanamicina. As bactérias cresceram a 37°C até atingirem a D.O600=0,7. A temperatura foi 

reduzida a 20°C e realizada a indução com 0,4 mM de IPTG por 12 horas. Alíquotas de 100 

μl foram retiradas a cada 2 horas, centrifugadas, descartado o excesso de sobrenadante e 

ressuspensas em tampão de amostra desnaturante. Todas foram analisadas em SDS-PAGE 

15%, no qual foi possível observar uma banda correspondente ao tamanho esperado de 

aproximadamente 55kDa. Ao final da indução as bactérias foram ressuspensas em 5 ml 

tampão (Tris 50mM pH 8,0 e 100mM de NaCl), sonicadas e centrifugadas a 14000 rpm por 

15 minutos. O pellet e sobrenadante foram separados e também analisados em SDS PAGE 

15%. 

Uma vez confirmada a expressão, o próximo passo foi a expressão em larga escala. 

Um pré-inóculo de 5 ml com BL21 (DE3) transformada com o plasmídio pETTEVSept4 foi  

inóculado em 500ml de meio LB com 50μg/ml de kanamicina. As bactérias foram crescidas e 

induzidas nas mesmas condições descritas acima.  

Ao final da indução as bactérias foram centrifugadas a 6000 rpm por 12 minutos. O 

sobrenadante foi descartado e as bactérias ressuspensas em 10 ml de tampão (Tris 50mM pH 

8,0, 100mM de NaCl e 10% de glicerol). O volume de células foi submetido a sonicação 10 

vezes (20 segundos sonicando - 40 segundos de intervalo sempre em gelo). Após lisadas as 

células foram submetidas à centrifugação a 14000 rpm por 30 minutos para separar as frações 



M e t o d o l o g i a                                                         | 39 

 

solúvel e  insolúvel. O sobrenadante foi aplicado em uma coluna com 1ml da resina Ni-NTA 

sepharose (Quiagen). A resina foi lavada com 10 volumes de tampão acrescidos de 5mM e 

10mM de imidazol e crescentes concentrações de imidazol foram testadas para realizar a 

eluição da proteína, mas em nenhuma das concentrações foi observado a banda 

correspondente a SEPT4.  

Com o intuito de melhorar a solubilidade e rendimento da SEPT4, foi utilizada outra 

cepa “Artic cells” (Stratagene). Essa cepa possui duas chaperonas Cpn10 e Cpn60 da bactéria 

psycrofilica, Oleispira antarctica. Diferentemente das chaperonas de E. coli, que tem sua 

atividade reduzida a baixa temperaturas, estas chaperonas tem sua atividade ótima na faixa de 

4 a 12˚C (Catalógo ArcticExpress™ RIL Competent Cells and ArcticExpress™ RP 

Competent Cells - Stratagene). As instruções para expressão foram seguidas conforme as 

recomendações do fabricante. As amostras da expressão e purificação na coluna de afinidade 

foram analisadas em SDS PAGE 15%. A banda da SEPT4 não foi detectada nas frações 

eluídas.  

 

 

3.3 Expressão em células de inseto 

 

 

A expressão em células de insetos faz uso de um robusto sistema eucariótico, que 

oferece modificações pós-traducionais, podendo contribuir para um ambiente celular 

adequado para o correto enovelamento e atividade da proteína. Além disso, a manutenção de 

uma cultura de células de insetos é mais simples e menos cara que células de mamíferos.  

Baculovírus são vírus que infectam artrópodes, em sua grande maioria insetos. Os 

vírus da família Baculoviridae são patogênicos a muito insetos pragas, entre eles lepidópteros 

pragas de culturas como milho e soja, e por isso baculovírus foram vastamente usados como 

controle de praga. O baculovírus Anticarsia gematalis multiple nucleopolyhedrovirus 

(AgMNPV) patogênico a Spodoptera frugiperda, uma praga importante para as lavouras de 

soja, foi utilizado no maior projeto nacional de uso de bioinseticida para controle de pragas 

(OLIVEIRA et al., 2006). 

Para o desenvolvimento de baculovírus mais eficientes no controle de insetos praga 

muito começou a ser estudado de sua biologia molecular. Sua utilização como ferramenta 
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biotecnológica começa no início da década de 80 e sua utilização para expressão de proteínas 

heterólogas recombinantes vem sendo desenvolvida (O'REILLY et al., 1992) 

O sistema de expressão em células de insetos via baculovírus oferece algumas 

interessantes vantagens. Baculovírus são vírus de genomas grandes e por isso podem 

acomodar inserções grandes em seu genoma sem apresentar instabilidade e perda dos 

fragmentos inseridos. Baculovírus possui duas formas infectivas diferentes em seu ciclo de 

vida que refletem sua estratégia de infecção em diferentes ambientes. Uma de suas formas é 

conhecida como Budded vírus (BV) que é o vírus extracelular responsável pela transmissão 

célula a célula dentro dos tecidos do inseto infectado. Sua outra forma os oclusion bodies 

(OB) ou vírus oclusos, na qual vários nucleocapsídeos são envolvidos por matriz protéica 

composta majoritariamente por proteínas expressas no final da infecção. Os vírus oclusos são 

dispersos no ambiente e podem infectar outras larvas que ao ingerir o vírus, sua matriz 

protéica é dissolvida dentro do intestino das larvas, e os nucleocapsídeos são liberados para 

serem endocitados pelas células do intestino e começar uma nova infecção. 

A infecção em baculovírus pode ser dividida em etapas, sendo expressas na fase tardia 

as proteínas que fazem parte da matriz que envolve os nucleocapsídeos nos vírus oclusos. 

Dentre essas proteínas está a Poliedrina. Trata-se de uma proteína altamente expressa na fase 

final da infecção podendo corresponder a 30% ou mais de toda proteína produzida nesta fase. 

Por esse motivo o lócus da poliedrina é vastamente utilizado para expressão heteróloga em 

baculovírus.  

 

 

3.4 Subclonagem da Sept4 no plasmídio para expressão em células de inseto 

 

 

Com as dificuldades encontradas para expressar a SEPT4 em E. coli era necessário 

tentar novas alternativas. O sistema escolhido foi expressão em células de inseto via 

baculovírus. Para construção do baculovírus recombinante foi utilizado o sistema comercial 

Bac-to-Bac (Invitrogen). 

O plamídeo utilizado para construção do baculovírus recombinante foi o 

pFastBacHTB (Invitrogen), pois este plasmídeo possuía a mesma fase de leitura que o 

pETTEV e sítios de clonagem compatíveis o que permitiu a utilização dos mesmo 
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oligonucleotídeos desenhados para a clonagem no pETTEV. O plasmídeo pFastBacHTB é um 

vetor que permite que o inserto de interesse seja depois transferido por um mecanismo de 

transposição para o genoma do baculovírus AcMNPV presente na forma de um plasmídeo 

(Bacmídio) dentro de uma E.coli (DH10-Bac, Invitrogen). Neste vetor o gene de interesse 

deve ser inserido nos sítios presentes na região de multiclonagem e estar posicionados entre 

os sítios de transposição, logo após o promotor da poliedrina. 

Uma reação de ligação foi preparada com o mesmo inserto utilizado na subclonagem 

no pETTEV e o vetor pFastBacHTB que havia sido previamente digerido com as enzimas 

BamHI e XhoI (Promega e Fermentas) segundo as instruções do fabricante. A reação foi 

incubada a 4 C° por 12 horas.  

 2 μl pFastBacHTB (40ng) 

 4 μl inserto (50ng) 

 0,2 μl água 

 0,8 μl tampão 10x Ligase (Fermentas) 

 1 μl T4 DNA Ligase (Fermentas) 

Total: 8μl 

 

O sistema de ligação foi transformado por choque térmico em E. Coli DH5α. A 

transformação foi plaqueada em meio LB sólido contendo 100μg/ml do antibiótico 

ampicilina. As colônias que cresceram foram amplificadas em meio LB e seu DNA plasmidial 

extraído. Para confirmação da clonagem foi realizado uma reação de PCR com os 

oligonucleotídeos Sept4senseBamHI e Sept4antisenseXhoI conforme descrito para a 

amplificação da Sept4. A clonagem também foi confirmada pela restrição com as enzimas 

BamHI e XhoI. Assim obtivemos sucesso na construção do vetor pFastBacSept4. 

Ao usar o sistema Bac-to-Bac para a construção do baculovírus recombinante é 

necessário que primeiro se contrua um bacmideo recombinante. Para contrução do bacmidio 

foi utilizada uma linhagem de E.coli denominada DH10Bac (Invitrogen), na qual foi inserido 

o genoma completo do baculovírus Autographa californica multicapsid 

nucleopolyhedrovirus, AcMNPV, na forma de um plasmídio. O bacmídio possui um sítio de 

inserção do transposon Tn7 no locus do gene da poliedrina. Há também outro plasmídeo 

presente na bactéria chamado de plasmídio ajudante “helper”, que codifica transposases 

responsáveis pelo evento de tranposição entro o plasmídio doador, no caso o pFastBacSept4 e 

o genoma do baculovírus inserido no bacmídeo (figura 3.1). 
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 O plasmídio pFastBacsept4 foi utilizado na transformação por choque térmico da 

linhagem de E. coli DH10Bac seguindo as orientações do fabricante (Catálogo Bac-to-Bac 

Expression System - Invitrogen). A seleção das colônias tranformadas é possível porque as 

bactérias onde houve a transposição são resistentes à tetraciclina, kanamicina (genes de 

resistência presentes na DH10Bac) e gentamicina (gene de resistência presente apenas nas 

bactérias onde o evento de transposição obteve sucesso). Outro teste realizado para confirmar 

o evento de transposição foi testar a atividade da enzima β-galactosidade. As bactérias foram 

plaqueadas em meio LB sólido contendo os antibióticos necessários mais 40μg/ml de IPTG e 

100μg/ml de X-gal. Quando o evento de transposição ocorre com sucesso, o gene da  β-

galactosidade é interrompido o que impediria a produção da enzima. Conseqüentemente, o 

substrato da enzima, no caso o análogo X-gal, não é hidrolisado e assim as colônias 

permaneciam brancas. Portanto, as colônias brancas foram selecionadas e crescidas em 50 ml 

de meio LB e o bacmidio foi extraído seguindo orientações do fabricante com o Kit S.N.A.P. 

MidiPrep (Invitrogen). 

 

Figura 3.1. Esquema das etapas para construção do baculovírus recombinante AcSept4.  Figura  adaptada do 

catalogo Bac-to-Bac Baculovirus Expression System (Invitrogen) 
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 A confirmação da inserção do gene da Sept4 no genoma do baculovírus foi feita por 

uma reação de PCR, uma vez que se trata de um plasmídio de alto peso molecular e baixo 

número de cópias. Nesse PCR foram usados os oligonucleotídeos Sept4senseBamHI e M13 

Reverse (tabela 3.1). Este oligonucleotíteo anela-se aproximadamente a 600 pb posteriores ao 

sítio de transposição. Utilizando essa combinação de oligonucleotídeos, se ocorrer o evento de 

transposição a banda esperada deve possuir aproximadamente 2000pb. A reação foi preparada 

conforme recomendado pelo fabricante (Catálogo Bac-to-Bac Expression System - 

Invitrogen). 

 

 

3.5 Obtenção dos baculovírus recombinantes 

 

 

Aproximadamente 0.5x10
6
 células de Spodoptera fugiperda Sf-9 em cultura foram 

transferidas para uma placa de poliestireno de 35mm de diâmetro. Em outra placa, 1 μg do 

bacmideo Bacsept4 foi diluído em 0.5 ml de meio TC-100 sem soro ao qual foi adicionado 

10μl dos lipossomos Cellfectin Reagent (Invitrogen) e incubado por 15 minutos. Após esperar 

1 hora ocorreu a formação de uma monocamada das células e o meio de cultura foi 

substituído pela mistura de meio TC-100 sem soro com o BacSept4 e lipossomos e esta 

solução foi incubada por 4 horas a temperatura ambiente. Transcorrido esse tempo a 

suspensão DNA/lipossomos foi substituída por meio TC-100 com 10% de soro fetal bovino e 

as células foram incubadas à 28˚C por 7 dias. Durante esses dias as células foram observadas 

procurando sinais de infecção que indicassem o sucesso da transfecção. Ao final, o 

sobrenadante que continha o Baculovírus recombinante AcSept4 foi recuperado e amplificado 

em outras infecções de células Sf-9.  

Para que fosse confirmada a presença do baculovírus recombinante AcSept4, 

aproximadamente 1x10
6 

de células Sf-9 foram infectadas com 150μl do sobrenadante das 

células transfectadas pós 7 dias. As células foram incubadas por 72 horas a 28˚C. Ao final da 

infecção as células foram ressuspensas e centrigugadas a 500xg por 5 minutos. O pellet de 

células foi ressuspenso em 10 ml de tampão PBS (10 mM de Na2HPO4, 2 mM de KH2PO4, 

137 mM NaCl e 2,7 mM KCl pH 7,4) e centrifugadas novamente nas mesma condições. Ao 

final, as células foram ressuspensas em 2 ml do tampão PBS. Uma alíquota de 40μl foi 

retirada, a qual foi adicionado 20μl de tampão de amostra desnaturante para SDS-PAGE. Os 
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controles negativos, Sf-9 sem infecção e Sf-9 infectadas com o vírus selvagem AcMNPV, 

foram produzidos da mesma maneira. Todas as amostras foram submetidas a SDS-PAGE 

15% e a western blot com o anticorpo anti-penta His (Quiagen). O Western Blot foi realizado 

conforme as orientações presente no catálogo QIAexpress® Detection and Assay Handbook 

(Quiagen). O vírus recombinante AcSept4 foi submetido a mais dois ciclos de amplificação 

em células Sf-9 sendo que no último ciclo a quantidade de célula infectadas foi de 

aproximadamente 15x10
6
, pois era necessário um grande estoque viral para realizar uma 

titulação. 

A titulação do vírus foi realizada da seguinte forma. Aproximadamente 1 x 10
6
  de 

células Sf-9 foram crescidas em placas de 6 poços e a cada poço foi adicionado quantidades 

diferentes da solução estoque de vírus: 400, 200, 80, 40, 27, 20 , 16, 13, 12 e 10 μl. As placas 

foram incubadas por 72 horas e ao final as células de cada poço foram coletadas e analisadas 

por SDS-PAGE e western blot com o anticorpo anti-penta His (Quiagen). Ao final calculamos 

que aproximadamente 10μl de estoque viral por 1x10
6 

de células era suficiente para produção 

da proteína. 

 

 

3.6  Ensaio de expressão em células de inseto e purificação  

 

 

Aproximadamente 15x10
6 

de células Sf-9 foram crescidas em garrafas de poliestireno 

com 75 cm
2
. Foram adicionados 150 μl do estoque viral AcSept4 e as células foram incubadas 

por 48 horas a 28˚C. Ao final foram recuperadas por centrifugação como já descrito, lavadas 

com tampão PBS e ressuspensas em 10 ml de tampão PBS acrescido dos inibidores de 

protease (1 mM de PMSF, 1 µM de leupeptina e 10 µM de pesptatina). As células foram 

lisadas por ultra-som (sonicação) 10 ciclos 20 segundo de sonicação e 40 segundos de 

intervalo sempre em banho de gelo. A fração solúvel foi separada por centrifugação a 10000 

rpm por 20 minutos a 4˚C. O sobrenadante foi aplicado em uma coluna com 2 ml da resina de 

Ni-NTA sepharose (Quiagen). A resina foi lavada com 10 volumes de tampão e 

posteriormente com tampão acrescido de 10 mM e posteriormente com 20 mM de imidazol. 

Ao final foram testados concentrações crescentes de imidazol para realizar a eluição da 

proteína, porém nenhuma banda foi detectada quando as amostras foram analisadas por SDS-

PAGE.  
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Devido a essa aparente não ligação da proteína a resina foi preciso testar se a cauda 

estava presente e não se travatava de algum problema com a não existência da cauda ou ao 

seu processamento por proteases. Para isso foi repetida a expressão, porém o tampão de lise 

utilizado foi o tampão PBS acrescido de 1 M de uréia. A lise foi realizada na mesma maneira. 

A resina foi lavada com 10 volumes de tampão PBS acrescido de 10 mM e 20 mM de 

imidazol. Ao final a proteína foi eluída com 200 mM de imidazol em tampão PBS. Desta vez 

quando analisada por SDS-PAGE foi possível detectar uma banda na altura esperada. 

Como a cromatografia de afinidade apresentou dificuldades para a purificação da 

proteína, uma vez que apenas em condições parcialmente desnaturantes a proteína se ligou a 

resina, optou-se, por testar alternativas de purificação que mantivessem a SEPT4 em sua 

condição nativa. A expressão foi realizada na mesma maneira, porém dessa vez o tampão de 

lise foi 50mM de tris pH 7,5 acrescido dos inibidores de protease. O sobrenadante foi aplicado 

em uma coluna de troca iônica com 40 ml de resina Q-sepharose (Amershan/GE) e a coluna 

foi submetida a um grandiente linear de 0 a 1M de NaCl. Quando analisadas por SDS-PAGE 

algumas frações apresentaram um grau de pureza razoável. Essas frações foram reunidas e 

concentradas em um concentrador com membrana de corte de 30KDa da Milipore. Após 

concentrada, a proteína foi aplicada em uma coluna de exclusão molecular Superdex 200 

Hiload 16/60 pré equilibrada com o tampão 50mM tris pH7,5 e 100mM de NaCl e a um fluxo 

de 1 ml por minuto. As frações eluídas estavam muito diluídas e por isso foram concentradas 

para um volume que permitisse a visualização no SDS-PAGE 15%.  

 

PARTE II – TRIAGEM DE NOVAS INTERAÇÕES DA SEPT4 POR ESTUDOS DE 

DUPLO HÍBRIDO 

 

 

3.7 Duplo Híbrido 

 

 

A técnica de duplo híbrido permite o estudo de interações proteína-proteína baseado 

no princípio de que fatores de transcrição são em geral formados por dois domínios. Um 

domínio é responsável pelo reconhecimento da seqüência de DNA e ligação ao mesmo e o 
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outro é o domínio de ativação, o qual é reconhecido pela maquinaria de transcrição e ativa a 

expressão do gene por ele regulado.  Em muitos fatores de transcrição esses dois domínios 

podem ser separados e continuam funcionais desde que eles estejam fisicamente próximos 

sem, contudo estarem covalentemente ligados (VAN CRIEKINGE; BEYAERT, 1999).  

Com essa descoberta sistema comerciais que utilizam o fator de transcrição GAL4 

foram desenvolvidos. Ao domínio de ativação GAL4 de levedura são fusionados as presas, 

que são normalmente cDNA de RNA mensageiros expressos em um determinado tecido ou 

organismo, a esse conjunto de presas denominamos a biblioteca. Ao domínio de ligação ao 

DNA do fator de transcrição é clonado o que chamamos de isca, que é a proteína para qual 

desejamos encontrar as interações. Neste trabalho, o domínio de ligação de DNA utilizado foi 

o LexA de E. coli, o qual também pode ser reconhecido pelo domínio de ativação GAL4 de 

levedura. 

3.8 Subclonagem no vetor para duplo híbrido 

 

 

O vetor escolhido para a realização do duplo híbrido foi o pBTM116 que possui o 

domínio de ligação a DNA Lex-A.  O gene da Sept 4 foi amplificado com oligonucleotídeos 

(tabela 3.1) desenhados com sítios de BamHI e PstI compatíveis com tal vetor e de forma que 

a septina 4 esteja fusionada ao domínio de ligação ao DNA Lex-A.  

A reação de PCR foi realizadas com as seguintes proporções: 

 5 μl tampão 10X com MgCl2 High Fidelity (Fermentas) 

 1 μl DNTPs 10mM 

 1 μl Sept4fowY2H(BamHI) 

 1 μl Sept4revY2H(PstI) 

 0,2 μl Taq polimerase High Fidelity (Fermentas) 

 1 μl DNA template (vetor com o cDNA da septina4) 

 40,8 μl água  
Total: 50μl 

O fragmento amplificado de aproximadamente 1,4Kb foi inserido no vetor pTZ57 

(Fermentas) conforme as instruções do fabricante. Após a confirmação da subclonagem, o 

DNA plasmidial foi purificado com o Kit Wizard (Promega). O plasmídio pTZSep4Y2H foi 

submetido a reação de restrição para liberação do inserto, nas seguintes condições: 

 5μl plasmídio pTZSept4Y2H 

 2μl tampão H (Promega) 
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 2μl BSA 10mg/ml 

 1,2μl BamHI (Promega) 

 1μl  PstI (Promega) 

 8,8μl água 
Total: 20μl  

A restrição foi analisada em gel de agarose 0,8%. A banda liberada correspondente ao 

gene da septina 4 foi recortada e eluída com o kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System. 

O inserto foi então ligado ao vetor pBTM116 que havia sido previamente digerido com as 

enzimas BamHI e PstI: 

 4μl vetor pBTM116 (50ng) 

 5,8μl enserto sept4Y2HI (60ng) 

 1,2μl  tampão 10X (Promega) 

 1,0μl  T4DNA ligase (Promega) 

Total: 12μl  

 

Células de E. coli DH5α competentes foram transformadas por choque térmico com 6 

μl dessa ligação.  A subclonagem foi comfirmada por restrição com as enzimas BamHI e PstI. 

O plasmídio pBTMSept4NGC gerado foi seqüenciado para confirmação da fase de leitura 

com o Lex-A e se não havia mutações. Após a seqüência ter sido confirmada pudemos 

começar os ensaios com as leveduras. 

 

 

3.9 Transformação em pequenas escala de levedura  

 

 

Uma placa de meio YPD sólido (1% de extrato de levedura, 2% de peptona, 2% de 

glicose e 1,8% de ágar) foi preparada na qual foram semeadas leveduras Saccharomyces 

cerevisiae da cepa L40, a qual possui o genótipo MATa his3D200 trp1-901, leu2-3,112 ade2 

lys2-801am LYS2::(lexAop)4-URA3::(lexAop)8-lacZ. Tal cepa de levedura possui 

modificações em seu genoma que são usados como marcadores auxotróficos ou como genes 

repórteres. Os dois genes repórteres: his3 da via de biosíntese de histidina assim como gene 

LacZ foram colocados sobre o controle da região promotora reconhecida pelo Lex-A. 
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Tabela 3.2 - Meios de cultura para seleção auxotrófica nos ensaios de duplo-híbrido 

Meios de 

cultura 

seletivos 

SD - W SD - L SD - WL SD - WLH 

YNB  6,7g 6,7g 6,7g 6,7g 

Glicose 20g 20g 20g 20g 

Adenina 0,02g 0,02g 0,02g 0,02g 

Leucina 0,03g ---- ---- ---- 

Histidina 0,02g 0,02g 0,02g ---- 

Triptofano ---- 0,02g ---- ---- 

 

As leveduras cresceram 48 horas em uma estufa a 30°C. Uma colônia isolada foi 

inoculada em 50 ml de YPD líquido (1% de extrato de levedura, 2% de peptona, 2% de 

glicose). As leveduras cresceram a 30 °C sob uma agitação de 200 rpm por 24 horas. Ao final 

das 24 horas alíquotas de 1 ml do crescido foram retiradas para cada transformação. As 

alíquotas foram centrifugadas a 5000 rpm por 3 minutos a temperatura ambiente. Após retirar 

o sobrenadante, o pellet de leveduras foi ressuspenso em 200μl do tampão de transformação: 

(1340μl de polietileno glicol 3350 (50%), 200μl Acetato de Lítio 2M, 200μl TE 10X, 200μl 

Dithiothreitol (DTT)). A mistura foi submetida a agitação em vortex por 10 segundos e em 

seguida foi adicionado 0,05 mg  do DNA fita simples (DNA de esperma de salmão). A cada 

tubo foi acrescentado os plamídeos conforme a tabela (3.3): 

Tabela 3.3 - Plasmídios e meios usados na transformação em pequena escala da levedura L40. 

 Plasmídios usado na transformação Meio de cultura seletivos 

Tubo 1 200ng pBTMSept4NGC SD-W 

Tubo 2 200ng pBTM116 vazio (controle) SD-WL 

Tubo 3 200ng pBTM116 vazio + 200 ng pGAD (controle) SD-WL 

Tubo 4 1,5μl água (controle) SD-W 
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Os tubos foram incubados a 45°C por 40 minutos, agitando-os eventualmente. Ao final 

do choque térmico os tubos foram centrifugados a 3000 rpm por 5 minutos. O pellet foi então 

ressuspenso em apenas 100μl do tampão de transformação e plaqueado nos respectivos meios 

seletivos conforme descrito na tabela (3.2) e (3.3). 

As placas foram colocadas na estufa a 30°C e incubadas por 3 dias. Após serem 

incubadas por 3 dias doze colônias foram selecionadas para serem testadas quanto a atividade 

dos genes repórteres HIS3 e lacZ. Elas foram replicadas em meio seletivo SD – WH com 

concentrações crescentes de 3- amino-1,2,4- triazole (3AT) : 5 mM, 10 mM, 20 mM, 30 mM, 

50 mM, 100 mM e 150 mM. O 3AT é um inibidor competitivo da proteína HIS3, que pode 

inibir possíveis vazamentos da expressão do gene repórter.  

Com o intuito de realizar o ensaio da β-galactosidase, no qual o objetivo é verificar se 

ocorre auto-ativação do gene repórter mesmo sem a presença do domínio de ativação, as 

colônias foram crescidas em SD-W por dois dias. Posteriormente, elas foram transferidas para 

o papel de filtro e mergulhadas no nitrogênio líquido por 3 minutos. A membrana foi retirada 

e embebida em solução do tampão Z (87 mM Na2HPO4, 47 mM NaH2PO4, 19mM KCl, 1,38 

mM MgSO4, pH 7,0, 0,27% β-mercaptoetanol e 1mg/ml de X-gal) e incubada a 37°C de 30 

minutos a 60 minutos. 

Ao serem realizados ambos os testes foram observados que os dois genes repórteres 

estavam sendo ativados sem a presença do domínio de ativação. O teste foi repetido mais duas 

vezes com colônias de diferentes transformações e em todos foi observada a auto-ativação dos 

genes repórteres. Devido a este fato, a construção da proteína inteira não pôde ser utilizada 

para triagem de interações com outras proteínas pelo sistema de duplo-híbrido. 

Para que se pudesse dar continuidade ao ensaio era necessário descobrir qual região da 

proteína era responsável pela auto-ativação. Com isso era necessário tentar diferentes 

construções da SEPT4 fusionada ao domínio de ligação ao DNA. A primeira tentativa foi feita 

com a retirada do domínio N-terminal que corresponde aos primeiros 124 resíduos. Para tal 

construção foram reutilizado oligonucleotídeos que já haviam sido utilizados em outras 

clonagens, o BamHI/DOM1sense e o  Sept4revY2H(PstI) (tabela 3.1), para amplificar os 

domínios GTPase e C-terminal da SEPT4, construção chamada de SEPT4GC. Esta 

construção corresponde aos resíduos 124 até o 478 e foram clonados no vetor pBTM116 

fusionado ao domínio de ligação ao DNA Lex-A como já descrito para a proteína inteira. 
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Após a confirmação da clonagem, o vetor pBTMGC4 foi submetido ao seqüenciamento para 

confirmação da seqüência e em fase com  o domínio de ligação ao DNA Lex-A. 

A transformação em pequena escala em levedura foi realizada da mesma maneira que 

para o pBTMSept4, e após crescidas, as colônias foram submetidas aos ensaios de ativação 

dos genes  repórteres. Contudo, dessa vez não foi observado a auto-ativação. Quando 

realizado o teste da β-galactosidase as colônias não apresentaram a coloração azul como 

observado anteriormente. 

 

 

3.10 Transformação em larga escala de levedura – triagem das interações com a 

biblioteca de cérebro fetal humano 

 

 

Com o intuito de identificar proteínas que interagissem com a SEPT4GC pela 

metodologia de duplo híbrido a biblioteca escolhida para realizar a triagem das interações foi 

a biblioteca de cDNA de cérebro fetal humano clonada no vetor pACT2 (Clontech, Cat. N° 

HL4028AH).  

Um pré-inoculo da cepa L40 transformada com o vetor pBTMGC4 foi transferido para 

150 ml de meio mínimo SD-W e crescido por 16 horas a 30 °C, 250 rpm até atingir uma 

densidade ótica a 600nm (DO600) igual à 0,91. Neste momento as leveduras foram 

centrifugadas a 3000 rpm por 5min e transferidas para 500 ml de meio YPD. As leveduras 

cresceram a 30°C,  250 rpm até atingir a OD600 de 0,56. 

As leveduras foram recuperadas por centrifugação a 3000 rpm por 10 minutos e foram 

ressuspenssas em 500 ml de água MiliQ estéril e submetida a nova centrifugação. O pellet de 

leveduras foi ressuspenso em 4 ml em TE 1X (10mM Tris pH 7,5 e 1mM EDTA) contendo 

0,1M de acetato de lítio. A esta mistura foi adicionado 1mg de DNA carreador (DNA de 

esperma de salmão desnaturado), 25μg da biblioteca de cérebro fetal humano e 30 ml da 

solução TE 1X acrescido de 0,1 M de acetato de lítio e 40% de polietilenoglicol (PEG) 3350. 

A solução foi misturada em agitação vortex e incudada a 30 °C por 30 minutos a uma rotação 

de 200 rpm. Após os 30 minutos as células foram submetidas a choque térmico: 15 minutos à 

42°C e posteriormente 3 minutos em gelo. 
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A suspensão de células foi centrifugada a 3000 rpm por 5 minutos a temperatura 

ambiente. As células foram ressuspensas em 5ml de TE 1X e plaqueadas em meio SD-WLH 

acrescido de 5mM de 3-AT. Um controle negativo (sem a adição da biblioteca de cDNA) e 

um controle positivo (a mistura de células plaqueada em meio SD-WL) foram feitos em 

paralelo. As placas fora incubadas a 30°C por até cinco dias.  

As colônias que cresceram nas placas foram transferidas para uma nova placa com 

meio SD-WLH mais 5mM de 3-AT para realização do teste da β-galactosidase. A realização 

do teste visa confirmar a ativação do gene repórter Lac-Z nas colônias que foram recuperadas 

da transformação com a biblioteca.  

 

3.11 Isolamento do vetor pACT2 

 

 

Para que pudéssemos descobrir quais eram as interações que haviam sido recuperadas 

pela isca Sept4GC, era necessário recuperar o vetor pACT2 com o cDNA de interesse. Como 

a marcar de seleção auxotrófica inserida no vetor pBTM116 é o gene que recupera a 

capacidade de síntese do aminoácido triptofano e do pACT2 é o recupera a síntese do  

aminoácido leucina foi realizado a cura do vetor pBTMGC4. Isto consiste na perda do 

plasmídio pela levedura por não haver mais pressão seletiva, através do crescimento das 

colônias recuperadas na transformação em meio com triptofano. As colônias foram crescidas 

em 5ml de meio SD-L a 30°C por 20 horas. As células crescidas foram centrifugadas a 

10.000g por 2 minutos. Após descartar o sobrenadante as células foram ressuspensas em 60μl 

de solução Tris 50mM pH 8,0 e adicionado 20μl de liticase (5mg/ml), agitadas em aparelho 

vortex e incubadas a 37°C por uma hora. Seguido a incubação, foi adicionado 20μl de SDS 

20% e as células agitadas no vortex por 1 minuto. Para ocorrer a lise celular as células foram 

submetidas a 10 ciclos de banho em nitrogênio líquido e banho a 42°C e ao final foi 

adicionado 100μl de água MiliQ. Para precipitar a maioria das proteínas e recuperar o DNA 

plasmidial foi adicionado 200μl de fenol: clorofórmio:álcool isoamílico (25:24:1) e submetido 

a forte agitação no vortex por 1 minuto. A mistura foi centrifugada a 20.000g por 1 minuto. 

Com cuidado, a fase aquosa foi transferida para um novo tubo eppendorf e adicionados 10μl 

de cloreto de lítio 8M. Em seguida a solução foi homogenizada e acrescentado 300μl de 

etanol absoluto gelado. Essa mistura foi incubada a -20°C por 20 minutos, seguido por uma 

centrifugação a 20000g por 10 minutos para precipitação do DNA plasmidial. O precipitado 
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foi lavado com 500 μl de etanol 70% gelado e submetido a uma nova centrifugação nas 

mesmas condições. Após descartar o sobrenadante a mistura foi deixada a temperatura 

ambiente para o restante do etanol evaporar. Depois de seco o DNA plasmidial foi 

ressuspenso em 30μl de água MiliQ estéril. 

Células de E. coli DH5α foram transformadas por choque térmico com os vetores 

pACT2 dos cDNAs isolados das leveduras. Uma colônia de cada placa foi crescido em 5ml de 

meio LB acrescido de  50μg de ampicilina e o DNA plasmidial purificado com o Kit Wizard 

(Promega). O DNA plasmidial foi então enviado para seqüenciamento no seqüenciador 

automático modelo DNS ABI PRISM 377 Genetic Analyser (Applied Biosystems). 

As sequências obtidas foram analisadas no programa Chromas 2 para confirmação da 

fase de leitura e subsequentemente comparadas as sequências depositadas no GenBank-NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) pelo uso do program BLAST (ALTSCHUL et al., 1990). 

 

 

3.12 Cotransformação 

 

 

No caso dos resultados positivos, para se confirmar que se trata de uma interação 

específica era necessário a realização da cotransformação do plasmídio que contém a isca 

pBTMGC4 e as presas recuperadas presentes no vetor pACT2 na levedura L40 para 

realização do teste da β-galactosidase. 

A transformação em pequena escala foi realizada como já descrito acima. Foram 

acrescentado 200ng do vetor pBTMGC4 ou pBTM116 e 200ng dos plasmídios das colônias 

que tinham o cDNA correspondente as presas: 1, 5, 7 , 25, 26, 50, 57 e 76 e as leveduras 

foram plaqueadas em meio sólido SD-WLH. Após 3 dias de crescimento 3 colonias de cada 

placa foram transferidas para uma outra placa com meio SD-WLH. Depois de 2 dias as 

colonias foram transferidas para o papel de filtro para realização do ensaio da β-galactosidase 

conforme já descrito. 
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PARTE III – ESTUDO DA INTERAÇÃO ENTRE SEPT4 E α-SINUCLEÍNA 

 

 

3.13 Expressão e purificação dos domínios da Sept4 em E. coli 

 

 

Para o estudo da interação da Sept4 com a α-sinucleína a proteína inteira e diferentes 

domínios da proteína foram utilizados. O domínio N-terminal (resíduos 1 ao 123), o domínio 

GTPase (resíduos 144 ao 416), os domínios GTPase e C-terminal juntos (resíduos 144 ao 

478) e somente o C-terminal (resíduos 417 ao 478) foram clonados no vetor pET28a 

(Novagen). A SEPT4 inteira (também chamada de NGC) foi clonada no vetor pGEX-5X-1. 

Eles foram expressos e purificados como descrito em (GARCIA et al., 2006), com exceção do 

C-terminal no qual modificações no protocolo de purificação foram realizadas. 

A purificação do domínio C-terminal da SEPT4 foi realizada da seguinte forma. Após 

a expressão as bactérias foram ressuspensas em tampão fosfato de potássio 50mM e NaCl 

30mM ou 150mM. A lise celular foi realizada por sonicação por um ultra-som por ciclos 20 

segundos de sonicação e 40 segundos de repouso sempre em banho de gelo. As frações 

solúvel e insolúvel foram separadas por centrifugação a 14.000 rpm. A fração solúvel foi 

aplicada em uma coluna com 2ml da resina Ni-NTA sepharose (Quiagen).  Foram realizadas 

lavagens com 10 volumes de coluna com o tampão acrescido de 1M de NaCl e posteriomente 

com tampão contendo imidazol nas concentrações de 10mM, 20mM, 40mM e 50mM. Ao 

final, a proteína foi eluída com 200mM de imidazol. 

A purificação somente com a cromatografia de afinidade já resultava em ótimos graus 

de pureza. A amostra eluída era dialisada para retirar o imidazol e após a dialise a proteína era 

alíquotada em pequenas frações e congelada em nitrogênio líquido e estocada no freezer a -

80˚C. 

 

 

3.14 Expressão e purificação da α-sinucleína  

 

 

O plasmídio pT77Syn que contem o gene da α-sinucleína  sobre o controle do 

promoter T7 foi gentilmente cedido pela Prof. Dra. Débora Foguel. A purificação da proteína 
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foi realizado como descrito por Conway et al. com algumas modificações (CONWAY et al., 

1998) 

As bactérias da cepa E. coli Rosseta (DE-3) foram transformadas com o vetor para 

expressão da α-sinucleína. As bactérias foram crescidas a 37°C em meio LB ou M9 até 

atingirem uma densidade ótica de 0,5. A indução foi realizada com 0.5 mM de IPTG por 4 

horas a 37°C. As bactérias foram recuperadas por centrifigação a 6.000 rpm por 10 min e 

ressuspensas no tampão de lise (50mM Tris pH 8,5, 50mM KCl, 5mM de acetato de 

magnésio). As células foram lisadas por sonicação por ciclos de 20 segundos de sonicação e 

40 segundos de repouso sempre em banho de gelo. Após a lise, as frações solúvel e insolúvel 

foram separadas por centrifugação a 13.000 rpm por 20 minutos a 4°C. A fração solúvel 

recuperada foi transferida para um novo tubo e colocada em um banho a 100°C por 15 

minutos. Após a fervura a amostra foi submetida à centrifugação nas mesmas condições já 

descritas. O sobrenadante recuperado foi submetido à precipitação com 50% de sulfato de 

amônio. A solução foi centrifugada novamente nas mesmas condições e o pellet foi 

ressuspenso em 3 ml do tampão Tris 20mM pH 7,0 e dialisado contra água destilada. Essa 

amostra então foi aplicada em uma coluna de Q-sepharose 40 ml equilibrada com 20mM tris 

pH 7,0 e eluída em uma gradiente de 0 a 1M de NaCl. As frações com a proteína foram 

reunidas e dialisadas contra água destilada novamente, liofilizadas e guardadas no freezer -

20°C. 

 

 

3.15 Cálculo da concentração protéica 

 

 

O cálculo da concentração protéica foi feita com base na absorção ao comprimento de 

onda de 280 nm, em um espectrofotômetro Hitachi-2001, por meio do coeficiente de extinção 

teórico (ε) calculado a partir da composição dos aminoácidos de cada proteína. Esses dados 

foram obtidos do programa ProtParam tool, encontrado do servidor Expasy 

(http://ca.expasy.org/tools/protparam.html) (GASTEIGER E., 2005). Os dados para cada 

proteína usada estão descritos na tabela 3.4. 

Somente para o domínio C-terminal foi utilizado um outro método de determinação da 

concentração protéica, pois como este domínio não possui nenhum triptofano a determinação 

da concentração pelo coeficiente de extinção apresenta um erro grande. Para este domínio foi 
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utilizado o método BCA pelo uso do kit BCA Protein Assay kit (Pierce) segundo as 

recomendações do fabricante. 

Tabela 3.4 - Paramêtros das proteínas recombinantes utilizadas neste trabalho 

Proteína (resíduos 

presentes nos domínios) 
Massa Molecular 

(Da) 
ε (M-1

cm
-1

) pI (ponto isoelétrico) 

Sept4NGC (1-478) 55.098,1 45.470 5,77 

Sept4GC*(144-478) 40.950,6 24.785 6,52 

Sept4G*(144-416) 33.520,1 23.295 6,25 

Sept4N*(1-119) 15.659,9 21.095 5.41 

Sept4C*(417-478) 8.913 1.490 9,16 

α-sinucleína  14.460,1 5.960 4,67 

* com a cauda de histidinas do pET28a 

 

 

3.16 Medidas de dicroísmo circular da α-sinucleína e Sept4. 

 

 

A luz plana polarizada é composta de dois componentes circularmente polarizados de 

igual magnitude, um deles tem a rotação anti-horária e o outro no sentido horário. O 

dicroísmo circular se refere à diferença de absorção entre estes dois componentes. Ao passar 

por uma amostra se as componentes L e R não são absorvidas da mesma maneira, as 

combinações das componentes L e R em diferentes magnitudes gera uma onda elipticamente 

polarizada. O sinal de dicroísmo circular surge quando a luz plana polarizada é aplicada ao 

uma amostra com atividade ótica, por exemplo, amostras que possuem centros quirais. A 

diferença entre os tipos de estrutura secundárias encontradas nas proteínas resulta em padrões 

característicos nos espectros de CD dentro da faixa espectral do UV distante (190-260nm) 

(KELLY et al., 2005). 

O espectropolarímetro utilizado nas análises de dicroísmo circular foi um aparelho 

JASCO-815 CD Spectrometer. As medidas de dicroísmo circular realizadas com a SEPT4 

inteira (NGC) e α-sinucleína foram feitas em tampão Tris 50 mM pH 8,0; 100 mM NaCl e 

10% glicerol a 10°C a uma concentração 5 μM. Primeiro foram realizadas medidas a 
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Sept4NGC, depois da α-sinucleína e posteriormente das duas juntas em razão molar 1:1. 

Foram realizadas 8 varreduras no intervalo de comprimento de onda de 198 a 250 nm. 

As medidas de dicroísmo circular com as construções SEPT4G e SEPT4GC foram 

realizadas a 15°C em tampão fosfato de potássio 50 mM pH 7,4; NaCl 30mM e 10% glicerol. 

A concentração protéica de ambas as proteínas utilizadas nas medidas foi de 10μM. Primeiro 

foram realizados 8 varreduras com a SEPT4G e SEPT4GC no intervalo de comprimento de 

onda de 198 a 250nm. Posteriormente, com a α-sinucleína diluída para 10 μM foram 

realizadas 8 varreduras e por fim com ambas proteínas juntas com a razão molar de 1:1 no 

mesmo intervalo. No caso do domínio GTPase foram realizadas medidas na ausência e 

presença de 2mM de SDS. 

As medidas realizadas com o domínio C-terminal foram realizadas em diferentes 

temperaturas (20, 25, 30 e 40°C) em tampão fosfato de potássio 50 mM pH 7,4 e 30 mM 

NaCl ou com 150 mM de NaCl. A concentração de ambas as proteínas, α-sinucleína e 

SEPT4C, eram de 15 μM e as medidas foram feitas como já descritas para os outros 

domínios. As medidas foram realizadas também na ausência ou presença de 2 mM de SDS. 

Para o domínio C-terminal 16 varreduras no intervalo de 198 a 250 nm foram tomadas. 

 

 

3.17 Medidas de anisotropia de fluorescência 

 

 

 Os experimentos de anisotropia de fluorescência foram realizados na UFRJ pela Dr. 

Ana Carolina Braga, pesquisadora do grupo da professora Dr. Débora Foguel. As medidas de 

polarização de fluorescência foram realizadas no espectrofluorímetro ISS-PC1 (ISS, 

Champaign, IL, EUA).  

Os experimentos de polarização foram relizados com α-sinucleína marcada com 

isotiocianato de rodamina (TRITC). A marcação foi realizada com 5mg/ml de alfa sinucléina 

pura ressuspensa em tampão bircabonato de sódio pH 9,0. O volume de 20 μl de TRITC em 

DMSO foi adicionado à proteína e incubado por 2 horas a temperatura ambiente. Para retirar a 

rodamina livre a proteína foi lavada 6 vezes em um Microcom 3000Da com tampão fosfato de 

sódio pH 7,5.   

A alfa sinucleína marcada com rodamina foi diluída para 2 μM  em tampão fosfato de 

sódio 50 mM pH 7,5. A esta solução foram acrescentadas concentrações crescentes de 
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SEPT4C na ausência ou na presença de 0,4 mM de SDS no tampão a temperatura ambiente. A 

excitação foi realizada a 548 nm e a emissão a 572 sendo utilizado o filtro 26-2 na emissão. 

 

 

3.18 Medidas de Ressonância Magnética Nuclear da interação α-sinucleína e SEPT4 

 

 

A ressonância magnética nuclear (RMN) é uma técnica espectroscópica, na qual a 

interação entre a matéria e a radiação eletromagnética ocorre entre o núcleo atômico e a 

componente magnética da radiação. Trata-se de uma técnica que vem crescendo nos últimos 

anos em grande parte pela melhoria da instrumentação e desenvolvimento de equipamentos 

que podem gerar altos campos magnéticos. Sobretudo tem ganhado espaço o uso da técnica 

para resolução de estruturas de proteínas, haja vista o crescimento de estruturas resolvidas por 

essa metodologia depositadas no PDB (Protein Data Bank). O RMN é uma técnica poderosa 

capaz de dar informações estruturais em alta resolução a partir de dados coletados com as 

proteínas em solução, possibilitando a aquisição de informações sobre dinâmica molecular e 

interações não detectáveis por outras técnicas. Medidas de ressonância magnética nuclear 

(RMN) foram realizadas para estudar a interação entre SEPT4 e α-sinucleína. 

A α-sinucleína é uma proteína pequena com apenas 140 aminoácidos e se classifica 

como uma proteína intrinsecamente desenovelada. Muito se descobriu sobre a dinâmica e 

padrões estruturais observados para a α-sinucleína pelo uso da técnica de RMN. As medidas 

de RMN foram realizadas com o intuito de monitorar se ocorreriam mudanças no espectro da 

α-sinucleína quando a SEPT4 fosse adicionada. Estudos iniciais foram realizados com o C-

terminal da SEPT4 e extendido depois para outras regiões da molécula. 

Os experimentos foram realizados no Laboratório Nacional de Luz Síncronton (LNLS) 

utilizando um espectrômetro Varian operando a 600 MHz e equipado com sonda criogênica 

de 5mm e três canais para 
1
H, 

15
N e 

13
C. Para realizar essas medida a α-sinucleína  foi 

expressa em meio mínimo M9 (6g/l de Na2HPO4, 3g/l KH2PO4, 0,5g/l de NaCl, 1g/l de 

15
NH4Cl, 2g/l de glicose, 1mM de MgSO4, 0,1mM de CaCl2 e 10 μg/ml de thiamina), meio 

enriquecido com o  isótopo 
15

N. A purificação foi realizada como já descrito.  

Estes experimentos foram desenhados para estudar se ocorreria mudança nas 

freqüências dos hidrogênios da proteína marcada com 
15

N quando fosse adicionada a outra 
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proteína não marcada. Para observar as freqüências dos hidrogênios o tipo de espectro 

utilizado foi um 
15

N-HSQC (“Heteronuclear Single Quantum Correlation”) trata-se de um 

espectro 2D, no qual se pode detectar um pico em determinada frequência para cada 

hidrogênio ligado a um nitrogênio (NH) seja da cadeia principal ou lateral da proteína.  

Os espectros foram realizados em 50 mM tampão fosfato de potássio e 150 mM de 

NaCl a 25˚C quando não indicado outra temperatura. A cada amostra foi adicionado 10% de 

água deuterada, o sinal emitido pelo deutério é utilizado para padronizar o campo magnético 

na amostra. 

Primeiro foi medido um espectro da α-sinucleína a uma concentração de 200 μM 

marcada com o isótopo 
15

N. Posteriormente foi realizada a titulação do domínio C-terminal 

com as razões molares de 1:1; 1:1,5 e 1:2 (α-sinucleína:SEPT4C). 

A α-sinucleína é uma proteína que ao ligar-se a lipídios sofre uma mudança 

conformacional de uma proteína sem estrutura secundária para uma hélice anfipática que 

interage com a membrana plasmática. O detergente SDS acima da sua concentração crítica 

micelar também possui a capacidade de provocar essa transição e ele foi utilizado para isso 

em algumas medidas. Uma amostra com 100 μM de α-sinucleína marcada com o isótopo 
15

N 

foi diluída no tampão, ao qual foi adicionado SDS para uma concentração final de 50 mM, os 

espectros foram medidos a 25 ˚C, 30 ˚C, 37 ˚C e 40 ˚C. Posteriormente foi adicionado o C-

terminal da SEPT4 na razão molar 1:2 e medido espectros nas mesmas condições que o 

controle. 

Experimentos análogos foram realizados com a SEPT4GC em uma razão molar de 

1:1. Porém, neste caso o tampão utilizado foi tampão fosfato de potássio 50 mM, NaCl 30mM  

e 10% glicerol. 

Os espectros foram processados com o programa NMRPipe (DELAGLIO et al., 1995) 

e visualizados no CcpNmr Analysis (VRANKEN et al., 2005). 
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3.19 Medidas de Ressonância Plasmônica de Superfície (SPR) da interação α-sinucleína  

e SEPT4 

 

 

Introdução ao equipamento Biacore
® 

 

 

O equipamento Biacore X
®
 é um sistema que utiliza o fenômeno de ressonância 

plasmônica de superfície para monitorar em tempo real as interações entre duas ou mais 

moléculas. São utilizados chips denominados sensor chips, que consistem de uma superfície 

de vidro coberta com uma fina camada de ouro, freqüentemente modificada com uma camada 

de dextrano carboximetilado, que forma um ambiente hidrofílico para a ligação de 

biomoléculas, preservando-as em um estado não desnaturado. 

  A tecnologia envolve a ligação de uma molécula a um sensor chip e posterior 

aplicação de uma amostra contendo outra molécula sobre a superfície do sensor chip. 

Geralmente uma dessas moléculas é uma proteína e a outra pode ser um pequeno ligante, um 

carboidrato, um peptídeo ou outra proteína. A ligação de moléculas à superfície do sensor 

chip gera uma resposta proporcional à massa dessas moléculas, e mudanças na quantidade 

ligada podem ser detectadas até picogramas por mm
2
 na superfície do sensor chip (figura 3.2).  

A técnica apresenta uma terminologia própria que será utilizada nessa dissertação. É 

chamada “ligante” a molécula que se encontra imobilizada na superfície do sensor chip e 

“analito” a molécula que for injetada no sistema micro fluídico para interagir com esse 

ligante. A etapa chamada de regeneração consiste na injeção de uma solução capaz de 

remover o analito da superfície do sensor chip após uma medida, sem reduzir a atividade do 

ligante, propiciando assim a reutilização desse sensor chip. O equipamento Biacore X
®
 possui 

duas células de detecção do sinal de SPR denominadas respectivamente Flow Cell 1 (Fc1) e 

Flow Cell 2 (Fc2). Como padrão, a Fc1 é utilizada como controle, e o ligante é 

covalentemente imobilizado apenas na superfície da Fc2. Frequentemente, os resultados são 

apresentados como a diferença do sinal medido na Fc2 e na Fc1. 
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Figura 3.2.  Esquema geral do sistema de detecção de SPR do equipamento Biacore X®. 

 

Sensorgrama é um gráfico obtido em tempo real em que as medidas realizadas no 

equipamento Biacore X
®
 podem ser visualizadas. Em um sensorgrama, o eixo das abscissas 

apresenta o tempo e o eixo das ordenadas a resposta medida em unidades de ressonância 

(RU). Um RU é equivalente a um pico grama por milímetro quadrado na superfície do sensor 

chip. Geralmente os sensorgramas apresentam uma etapa de associação na qual o tampão 

contendo o analito passa pela célula de detecção contendo o ligante imobilizado. Durante essa 

etapa é comum que o complexo ligante-analito se acumule na superfície do sensor chip, o que 

resulta em um aumento do sinal de SPR. Então, tem início a etapa de dissociação, na qual 

apenas tampão passa pela célula de detecção e, à medida que o complexo ligante-analito se 

dissocia, o analito é removido da célula de detecção. A Figura 3.3 mostra um sensorgrama 

típico. 

 

 
Figura 3.3. Sensorgrama típico. As linhas coloridas em azul e verde mostram a variação do sinal de 

SPR em função do tempo em duas medidas diferentes. As etapas de associação e dissociação estão 

indicadas no próprio sensorgrama. 
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Imobilização da α-sinucleína  ao sensor chip CM5 por acoplamento amina 

 

 

A α-sinucleina foi imobilizada em sensor chips CM5 no equipamento Biacore X
®

 

utilizando a técnica de acoplamento amina. O procedimento foi realizado à temperatura de 

25ºC e fluxo de 5 uL/min, e está apresentado na Figura 3.4. 

Sobre a superfície de um sensor chip CM5 foi aplicada uma mistura dos reagentes N-

hidroxisuccinimida (NHS) e 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDC) durante 4 

minutos para a ativação da superfície pela modificação dos grupos carboximetil para ésteres 

de N-hidroxisuccinimida. A imobilização se deu pela injeção de 60 µL de α-sinucleina em 

uma concentração de 200 µg/mL, em acetato de sódio 10 mM, pH 4.0, seguida pela lavagem 

com tampão HBS-EP, que é composto de HEPES 0.01 M (pH 7,4), NaCl 0.15 M, 3 mM 

EDTA e 0.005% do surfactante P20. Após a injeção da α-sinucleina foi realizada uma injeção 

de 35 µL de uma solução N-Etanolamina, para a inativação dos grupos reativos restantes. A 

Figura 1.3 ilustra esse procedimento, e nesse caso foram imobilizados aproximadamente 800 

RU de α-sinucleina. 

Uma triagem de pH determinou que o pH 4 é a condição mais adequada para a 

imobilização da α-sinucleina nas condições descritas. Esse valor é coerente com o baixo ponto 

isoelétrico da α-sinucleina (pI teórico 4.67). 

 

 

Condições experimentais, tratamento e análise dos dados 

 

 

A obtenção de uma condição onde a regeneração se dá de forma a remover totalmente 

o analito da superfície do sensor chip sem causar a perda da atividade do ligante imobilizado é 

essencial para a obtenção de medidas confiáveis e reprodutíveis. A condição que apresentou 

melhores resultados de regeneração foi a injeção de uma solução 50 mM de NaOH, 3 M NaCl 

e 4 M de uréia, seguida de um intervalo de 1 minuto para a estabilização da linha de base. O 

chip se mostrou estável, mantendo sua atividade mesmo após vários ciclos de medidas e 

regeneração. 
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Exceto quando mencionado, todas as medidas foram realizadas a 12 ºC, em um fluxo 

de 10 uL/min, utilizando um tempo de associação de 3 minutos e um tempo de dissociação de 

1 minuto. 

Para remover as respostas decorrentes da mudança do índice de refração das amostras, 

as respostas da superfície de referência foram subtraídas das respostas da superfície ativa com 

os peptídeos imobilizados. Todos os dados cinéticos também foram submetidos ao processo 

de referência dupla, um procedimento no qual a resposta de uma injeção de tampão é 

subtraída de todas as medidas, corrigindo os dados através da remoção de artefatos que 

possam ocorrer sistematicamente em todas as injeções. Os programas BIAevaluation 4.1 e 

Scrubber 2 foram utilizados realizar os procedimentos acima mencionados. 

 

 

 

Figura 3.4. Sensorgrama mostrando a imobilização da α-sinucleína  ao sensor chip CM5 pelo método de 
acoplamento amina. A linha vermelha mostra as medidas realizadas na Fc1 e a linha azul as realizadas na Fc2. 

As setas com legendas indicam as injeções de NHS e EDC, de α-sinucleina e de N-Etanolamina. Note que todas 

as injeções ocorreram simultaneamente nas duas células de detecção, à exceção da injeção de α-sinucleina, que 

foi injetada apenas na FC2. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

 

PARTE I – EXPRESSÃO E PURIFICAÇÃO DA SEPT4 

 

 

4.1 Expressão da SEPT4 em E.coli 

 

 

Expressar e purificar a septina 4 (Sept4) inteira foi um desafio desde o primeiro 

trabalho realizado com ela no grupo.  Como o objetivo central era a produção de proteína 

recombinante para estudos estruturais tanto a qualidade como a quantidade da proteína 

produzida deveriam ser altas. Então, o início desse trabalho começa com a exploração de 

alternativas de expressão e purificação para a septina  4. 

A SEPT4 havia sido clonada durante o trabalho de doutorado do então aluno Wanius 

Garcia no vetor pGEX-5x, no qual encontrava-se fusionada a proteína carreadora Glutationa-

S-transferase (GST). Em tal construção a expressão apresentava um baixo rendimento e ainda 

parte permanecia na fração insolúvel mesmo com a expressão sendo realizada a baixa 

temperatura e ter sido testada em diferentes cepas. Com o intuito de tentar melhorar o nível de 

expressão, a SEPT4 foi clonada no vetor pETTEV. Neste vetor a proteína estaria fusionada a 

uma cauda de seis histidinas. 

Para a clonagem no vetor pETTEV foram desenhados dois oligonucleotídeos como 

descritos na metodologia com os sítios de BamHI e XhoI e por uma reação de PCR o gene da 

Sept4 foi amplificado e subseqüentemente clonado no vetor pETTev. A clonagem foi 

confirmada por uma reação de PCR com os oligonucleotídeos específicos e clivagem com as 

enzimas BamHI e XhoI. O clone pETtevSept4 foi submetido a seqüenciamento no qual foi 

confirmada a integridade do gene da Sept4 sem nenhuma mutação.  

Depois de concluída a etapa de clonagem, se passou para os testes de expressão em 

E.coli cepa BL-21(DE3) à temperatura de 18°C por 12 horas. Como podemos observar na 

figura 4.1, a proteína foi expressa, pois uma banda fraca da altura esperada aproximadamente 

55kDa estava presente na cultura induzida, mas ausente na não induzida. Com a confirmação 

da expressão passamos para as tentativas de estabelecer o protocolo de purificação. 
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Figura 4.1. SDS - PAGE do teste de expressão pETTEVSept4 em E. coli BL-21(DE-3). Poço 1 - marcador 

molecular, 2 - cultura não induzida, 3 a 8 - cultura 2, 4, 6, 8, 10 e 12 horas pós-indução; 

Após as bactérias terem sido lisadas por sonicação, as frações solúvel e insolúvel 

foram separadas por centrifugacão. Infelizmente, constatamos que a proteína encontrava-se 

majoritariamente na fração insolúvel e mesmo com expressões a baixa temperatura pouco foi 

mudado desse quadro (figura 4.2). Mesmo assim, tentativas de purificar algum pouco da 

proteína que estivesse na fração solúvel foram realizadas.  

 

Figura 4.2. Expressão e purificação da Sept4 em E. coli a 18 °C. Poço 1 - marcador molecular, 2 - cultura não 

induzida, 3 - cultura induzida, 4 - fração solúvel, 5 - fração insolúvel, 6- fração solúvel após passar pela coluna 

de afinidade, 7 a 10 - frações eluídas com 50, 150, 200 e 250 mM de imidazol. 

A fração solúvel submetida à coluna de Ni-NTA sepharose não se ligou a resina. 

Possivelmente toda proteína ficou na fração insolúvel, pois quando eluída em diferentes 
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concentrações de imidazol não era possível detectar a banda da proteína (figura 4.2). Uma 

tentativa para resolver o problema de insolubilidade foi a utilização de outra cepa “Artic 

Cells- Stratagene”, que possui chaperonas especiais ativas em baixa temperatura. A proteína 

foi purificada por cromatografia de afinidade, porém nenhuma banda na altura esperada foi 

eluída, o que indica o não sucesso na solubilização da proteína. Pelos resultados já descritos 

foi verificado que com essa construção não seria possível à purificação da SEPT4.  

 

4.2 Expressão em células de insetos 

 

Ao mesmo tempo em que se trabalhava para melhorar a expressão em E.coli foi 

decidido também tentar um novo sistema de expressão para a SEPT4. Um sistema eucariótico 

poderia fornecer alguns elementos que auxiliassem na expressão da SEPT4 com maior 

sucesso. O gene da Sept4 foi amplificado usando oligonucleotídeos específicos e clonado no 

vetor pFastBacHTB (Figura 4.3). Neste vetor, o gene da Sept4 encontra-se sob o controle do 

promotor da poliedrina e fusionado a uma cauda de seis histidinas em seu N-terminal.  

 

Figura 4.3. Esquema da clonagem do gene da septina 4 no vetor pFastBacHTB (Invitrogen). 

 

Após a confirmação da clonagem no vetor pFastBacHTB o próximo passo foi a 

inserção desse conjunto no genoma do baculovírus (figura 4.4). Por um evento de 

transposição realizado pele transposon Tn7 contido em um plasmídeo “helper” presente na 
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cepa DH10Bac, o cassete contendo o promotor e o gene da Sept4 foram transferidos para o 

genoma do baculovírus. A confirmação de que essa transposição havia ocorrido com sucesso 

foi realizada por PCR com um oligonucleotídeo específico para uma região posterior a 

seqüência do transposon Tn7 e o outro para a o gene da Sept4 (Figura 4.5).  

 

 

Figura 4.4. Amplificação da septina 4 no vetor pFastBacHTB. Reação da polimerase em cadeia com 

oligonucleotídeos específicos para confirmação dos clones positivos no pFastBacHTB. M – 1kb ladder 

Fermentas, 1 ao 9 colônias analisadas para a presença do gene da Sept4. 

. 

 

Figura 4.5. Confirmação da inserção da SEPT4 no bacmidio. Reação da polimerase em cadeia com 
oligonucleotídeos específicos para confirmação dos clones positivos no Bacmid AcSept4. M – 1kb ladder 

Fermentas, 1 a 4 colônias analisadas, sendo que na colônia 2 a 4 houve sucesso na geração do Bacmid com a 

SEPT4. 

 Uma vez obtido o genoma do vírus recombinante passou-se aos ensaios de 

transfecção em células Sf-9. Após a transfecção, as células foram incubadas e observado se 

havia sinais de infecção viral. Com o sucesso da transfecção foi obtido o primeiro estoque do 

baculovírus recombinante AcSept4. A partir do primeiro estoque foram feitas amplificações 

do estoque viral para que se pudesse realizar uma titulação bem simples do estoque viral. 
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Também com os primeiros estoques virais foi feitas algumas infecções nas células Sf-9 para 

detectar a expressão da proteína SEPT4.  

A presença de uma banda na altura esperada para a SEPT4 foi detectada em SDS-

PAGE 15%, sendo que esta banda estava presente somente nas células infectadas com o vírus 

recombinante. Para eliminar a dúvida se seria realmente a banda da SEPT4 expressa foi 

realizado um western blot contra a cauda de histidina, no qual foi possível observar a 

marcação da banda esperada confirmando assim a expressão da SEPT4 nas células Sf-9 e o 

sucesso na construção do baculovírus recombinante (Figura 4.6). 

 

Figura 4.6. Expressão da SEPT4 em células de inseto Sf-9.  A – SDS- PAGE 15% dos extratos celulares de Sf-9: 

poço 1 – Marcador melecular,  2 – células não infectadas, 3 – células infectadas com o vírus selvagem AcMNPV, 

4 e 5 -  células infectadas com o vírus r ecombinante AcSept4. B -  Detecção da sept4 expressa em células Sf-9 

por Western blot com  o anticorpo Penta-His. 

 

 

4.3 Purificação da SEPT4 expressa em células de insetos 

  

 

 Com os resultados positivos que mostravam a expressão da SEPT4 nas células Sf-9, 

então, agora era necessário estabelecer o protocolo de purificação da proteína. Para isso uma 

quantidade maior de células foi infectada com vírus AcSept4. O extrato celular obtido foi 

submetido à cromatografia de afinidade e frações eluídas foram analisadas em SDS-PAGE, 

mas, não foi detectada nenhuma banda do tamanho esperado para a SEPT4. Alguns testes 

foram feitos em diferentes tampões, mas a situação não mostrou mudança do quadro inicial. 
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Como havia sido confirmada a expressão, uma possibilidade é que pudesse haver algum 

problema como a falta ou processamento da cauda de histidina por proteases. Com intuito de 

confirmar a presença da cauda de histidinas foi realizada uma purificação com a adição de um 

agente desnaturante ao tampão. Já nesta situação, quando realizado a cromatografia de 

afinidade, as frações eluídas apresentaram a banda esperada para a SEPT4 (figura 4.7). Isso 

mostrou que possivelmente a cauda de histidina não estava acessível à resina. Com esses 

resultados, a purificação da SEPT4 pela cromatografia de afinidade mostrou dificuldades em 

ser realizada em condições não desnaturantes 

O fato da cauda de histidina não se ligar a resinas de afinidade já foi descrito para 

outras proteínas. Possivelmente a SEPT4 adquiriu conformações que esconderam a cauda ou a 

proteína formou algum tipo de agregado solúvel que não é capaz de interagir com a resina.  

 

Figura 4.7. SDS – PAGE da purificação Sept4 expressa em células Sf-9 (cromatogragia de afinidade). Poço 1- 

marcador de massa molecular; 2- Sf-9 não infectdas; 3- Sf-9 infectdas com AcMNPV selvagem; 4- sobrenadante 

após a lise da células Sf-9 infectadas com o AcSept4 em tampão com 1 M de Uréia; 5 - pellet; 6 - sobrenadante 

após passado pela resina; 7- lavagem com tampão acrescido 10mM de imidazol; 8- lavagem com 20mM de 

imidazol; 9- lavagem com 30mM de imidazol; 10- eluição com 200mM de imidazol. 

 

Com as dificuldades relatadas para a purificação através da cromatografia de 

afinidade, foram realizadas outras tentativas utilizando outras metodologias de purificação, 

desta vez pela cromatografia de troca iônica. Células Sf-9 foram infectadas com o vírus 

recombinante AcSept4 e o extrato das células foi aplicado em uma coluna de troca iônica Q-

sepharose (figura 4.8a). Algumas frações com uma pureza razoável foram obtidas. Essas 

frações foram reunidas, concentradas e submetidas a uma cromatografia de exclusão 

molecular em uma Superdex 200 (figura 4.8b). As amostras foram analisadas por SDS-PAGE 
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e western blot confirmando ser a SEPT4. Apesar dessas frações apresentarem um grau de 

pureza razoável, que ainda poderia ser melhorado sem contar  rendimento obtido foi pequeno. 

(figura 4.9). 

      

Figura 4.8. Purificação da SEPT4 expressa em células de inseto. A - Extrato das células Sf-9 infectadas com o 

vírus AcSept4 foi lisado e aplicado na coluna de Q-sepharose seguido de uma gradiente linear de 0 a 1M de 

NaCl (curva vermelha). B- As frações purificadas pela troca iônica foram concentradas e submetidas a gel 

filtração em uma Superdex 200 Hiload 16/60. 
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Figura 4.9. Análise da purificação da SEPT4 expressa em células de insetos por SDS-PAGE 15% e Western Blot. 

A - frações da cromatografia de troca iônica (Q-sepharose) (estas frações são as indicadas pela seta na figura 

acima 4.8 A). B- frações da cromatografia de exclusão molecular (estas frações são as indicadas pela seta na 

figura acima 4.8B). C- Detecção da Sept4 purificada por western com o anticorpo anti-penta His. 

 

Devido a grande dificuldade do processo de purificação e o rendimento ao final ser 

pequeno, a eficiência do sistema de purificação nessas condições não foi satisfatória. Com 

isso nenhuma das duas estratégias utilizadas nos sistemas de expressão, tanto E.coli como 

células de insetos, se mostraram favoráveis para obtenção da proteína nas condições 

inicialmente desejadas para estudos de cristalização e outros ensaios. 

 

 

PARTE II – TRIAGEM DE NOVAS INTERAÇÕES DA SEPT4 VIA DUPLO 

HÍBRIDO 

 

4.4 Duplo híbrido da SEPT4 

 

 Como foi discutido na introdução septinas formam heterofilamentos que combinam 

diferentes septinas, porém ainda não se sabe quais e em que ordem as septinas se combinam 

fisiologicamente para formar esses filamentos. Com o intuito de responder a essa pergunta o 

grupo de estudos de septinas, formado por pesquisadores do Centro de Biologia Molecular 

Estrutural (CBME) e o Laboratório Nacional de Luz Sincronton, decidiu estudar as relações 

das interações entre as septinas, o que foi chamado de “Septinoma”. A metodologia escolhida 

para desenvolver esse trabalho foi utilizar a técnica de duplo híbrido para mapear interações 
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proteína-proteína entre septinas assim como outras proteínas que interajam com as septinas. 

Até agora já foram ou estão sendo realizados os ensaios de duplo híbrido para a SEPT1, 

SEPT2, SEPT3, SEPT4, SEPT6, SEPT7, SEPT8, SEPT9 e SEPT10. Neste trabalho serão 

apresentados os resultados obtidos com a o duplo híbrido da SEPT4. 

O gene da SEPT4 (1-478) foi clonado no vetor pBTM116 no qual ele está fusionado 

ao domínio de ligação ao DNA Lex-A. Ao se realizar os ensaios de duplo híbrido é necessário 

avaliar se a proteína fusionada ao domínio de ligação ao DNA “a isca” seria capaz sozinha de 

ativar a transcrição dos genes repórteres (no caso o gene da β-galactosidase e o His3), uma 

vez que o gene repórter somente deveria ser ativado quando o domínio de ligação ao DNA 

encontrasse o domínio de ativação da transcrição, o que ocorre no duplo híbrido quando a isca 

encontra uma presa.  

Ao se realizar os testes de ativação dos genes repórteres com as leveduras contendo 

apenas a SEPT4 (1-478) fusionada ao domínio de ligação ao DNA Lex-A foi observado que 

ocorria a auto-ativação do sistema (figura 4.10b).  As leveduras transformadas com o 

pBTMSept4 ficavam azuis quando realizado o ensaio que media a atividade da β-

galactosidase contra o substrato X-gal.  Tal resultado mostrou que o gene da β-galactosidase 

estava sendo ativado. Como a auto-ativação do gene da β-galactosidase foi intensa, isso 

tornaria o processo de identificação das interações com as proteínas da biblioteca muito 

difícil. 

O outro ensaio realizado observa a ativação do gene repórter His3, pois é realizada 

uma seleção em meio auxotrófico no qual não é adicionado o aminoácido histidina. Se o gene 

His3 não for ativado as leveduras não podem crescer em meio sem histidina. No caso da 

SEPT4 as colônias cresceram em meio sem histidina. A auto-ativação do sistema muitas 

vezes acontece de forma branda, na maioria dos casos para o gene repórter His3, podendo ser 

resolvida freqüentemente com a adição de 3-AT. Porém, no nosso quando adicionado altas 

concentrações de 3-AT, um inibidor do vazamento de expressões de fundo do gene His3, o 

crescimento continuava ocorrendo, o que mostrou a auto-ativação do gene His3 também.  

Na literatura encontrou-se um trabalho publicado por Blaser em 2004, que também 

descreve a auto-ativação quando o gene inteiro da Sept4 foi fusionado ao domínio GAL4 

(BLASER et al., 2004). Com a nossa confirmação da auto-ativação essa construção se tornou 

inviável para a continuação do ensaio e rastreamento das presas na biblioteca. Por outro lado, 

o fato da SEPT4 inteira auto-ativar o sistema é algo intrigante, uma vez que não existem 
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relatos na literatura de que nenhuma septina possa agir como um fator de transcrição. 

Inclusive, no projeto que visa determinar o “Septinoma”, nenhuma das outras septinas 

estudadas apresentou o fenômeno de auto-ativação quando utilizadas como isca. Então, para 

que se pudesse continuar com os ensaios de duplo híbrido com a SEPT4 foi necessário 

realizar novas construções buscando eliminar qual domínio promovia a auto-ativação do 

sistema. 

A SEPT4 possui uma região N-terminal composta por 124 aminoácidos que não 

possui similaridade com nenhuma outra septina. O domínio N-terminal é único para a SEPT4, 

e como nenhuma outra septina apresentou auto-ativação, uma possibilidade é que esse 

domínio a mais poderia estar envolvido com a auto-ativação. Esse domínio também apresenta 

a característica de não possuir estruturas secundárias preditas por experimentos de dicroísmo 

circular ou métodos teóricos, sendo uma região intrinsecamente não estruturada. Dentro desse 

domínio uma característica interessante observada é a presença de muitas prolinas. Regiões 

ricas em prolinas sugerem um possível papel em interações proteína-proteína, como acontece, 

por exemplo, com os domínios de ligação SH-3 (KAY et al., 2000). Por todas as 

características identificadas para o N-terminal, ela foi a primeira região da proteína deletada 

para que se pudesse prosseguir com os ensaios de duplo híbrido.  

 

4.5 Duplo híbrido da SEPT4GC 

 

O domínio GTPase e C-terminal “SEPT4GC” (124-478) foi amplificado com 

oligonucleotídeos específicos e clonados no vetor pBTM fusionados ao Lex-A (figura 4.10a).  

Após confirmação da seqüência e que se encontrava dentro do correto quadro de leitura, o 

próximo passo foi a realização dos testes de auto-ativação. Os ensaios realizados para análise 

da auto-ativação dos genes repórteres mostraram que esta não ocorreu, portanto seria possível 

dar continuidade ao ensaio de duplo híbrido com o rastreamento de interações das proteínas 

presentes na biblioteca (Figura 4.10c). 

Como já dito anteriormente, a expressão de SEPT4 é proeminente em tecidos do 

sistema nervoso central. Por isso escolheu-se a biblioteca de cDNA de cérebro fetal humano 

da empresa Clontech como fonte de nossas presas. Nesta biblioteca de cDNA os genes estão 

fusionados ao domínio de ativação da transcrição GAL4.  
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Figura 4.10. A- Esquema da SEPT4(1-478) e a regiãoGC4 (124-478) que foram fusionados ao domínio de 

ligação ao DNA Lex-A para realização do ensaio de duplo híbrido. B- Teste de autoativação do pBTMSept4(1-

478).  A cor azul das colônias indica a ativação do Lac Z. C - O mesmo teste de autoativação, mas agora 

realizado com o pBTMGC4 (124-478) não mais é visto a atividade do gene repórter, indicando que não houve 
ativação. 

As leveduras foram transformadas com o plasmídeo pBTMGC4 e a biblioteca de 

cérebro fetal humano. Os transformantes foram selecionados por crescimento em meio 

auxotrófico necessário. Ao final de cinco dias de incubação na estufa a 30 °C foram obtidos 

83 transformantes. Os transformantes foram transferidos para meio sólido YNB sem leucina, 

histidina e triptofano com 5mM 3-AT para confirmação da ativação dos genes repórteres 

(figura 4.11a).  

As colônias positivas no teste da β-galactosidase (4.11b) foram crescidas para que o 

DNA plasmidial, no caso o pACT2 fosse isolado. Após, amplificado em bactéria o plasmídeo 

purificado foi seqüenciado para identificação da presa. As seqüências obtidas foram 

analisadas quanto a fase de leitura usando o programa Chomas2 e comparadas com as 

seqüências depositadas no GenBank-NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) pelo uso do 

programa BLAST (ALTSCHUL et al., 1990). Devido à baixa qualidade de muitos dos 

seqüenciamentos obtidos, algumas seqüências ou a fase em que os clones estavam, não 

puderam ser identificadas. A tabela 4.1 foi construída com as presas que puderam ter sua 

seqüência analisada. 
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Figura 4.11. A - Triagem das interações da biblioteca de cérebro fetal humano. Placa das colônias recuperadas da 

transformação do pBTMGC4 com a biblioteca, as colônias foram crescidas em SD-WLH mais 5mM de 3-AT. B- 

Teste da β-galactosidase para confirmar a ativação do gene reporter nas colônias recuperadas da transformação, 

mostrando que a maioria delas ativou o gene reporter. 

 

Os plasmídeos pACT2 que continham o cDNA das interações identificadas foram  

isolados das colônias e os vetores das colônias 1, 5, 7, 25, 26, 50, 57 e 76 foram escolhidos 

por representarem cada uma das interações identificadas e assim validar se essas ativavam os 

genes repórteres. Estes plasmídios foram então co-transformados com as plasmídios 

pBTMGC4 ou pBTM116. Posteriormente três colônias de cada placa foram transferidas para 

uma nova placa (figura 4.12a). Com essas colônias foi realizado o teste da β-galactosidase. 

Nas colônias que possuíam os plasmídeos pBTMGC4 e o pACT2 com os cDNAs 

identificados foi observado que as colônias ficaram azuis quando em contato com o substrato 

X-gal presente no tampão com exceção da colônia 50, enquanto as que possuíam o vetor 

pBTM116 vazio e os respectivos pACT2 não ficaram azuis quando incubadas com o mesmo 

tampão (figura 4.12b). Isso indica que ocorreu uma interação entre a proteína SEPT4GC e a 

proteína fusionada ao domínio de ativação no pACT2 e isso promoveu a ativação do gene 

repórter da β-galactosidase. 

Como pode ser observado na tabela 4.1, muitas das interações observadas são entre 

septinas. Esse resultado vem confirmar algo que já havia sido comentado na literatura 

(KINOSHITA, 2003), que prevê que septinas do mesmo grupo (figura 1.3) são substituíveis. 

Quando se observa os componentes do heterofilamento de septinas mais estudado até o 

momento, composto pelas SEPT2-SEPT6-SEPT7, se percebe que ele é formado por uma 

septina de três grupos diferentes. No heterofilamento, a SEPT2 interage diretamente apenas 

com a SEPT6 e com ela mesma. Portanto, como a SEPT4 



R e s u l t a d o s  e  D i s c u s s õ e s                                         | 75 

 

 

Figura 4.12. A - Cotransformação da SEPT4GC e os clones obtidos no screen do duplo-híbrido. B – Ensaio da β 

galactosidase das colônias cotransformadas As colônias azuis indicam que o gene da β-galactosidase foi ativado, 

nas colônias que foram transformadas sem o SEPT4GC não é possível observar a formação de colônias azuis. 

 

faz parte do mesmo grupo da SEPT2 (Grupo III) a interação com as septinas que fazem parte 

do grupo da SEPT6 (Grupo II) seria esperada. Isto foi verificado no ensaio, sendo que todas 

as septinas do grupo da SEPT6 foram identificadas: SEPT6, SEPT8, SEPT10 e SEPT11. Mais 

notável ainda é o fato de nenhuma outra septina ter sido encontrada. Estes dados apóiam 

fortemente a proposta do Kinoshita e sugerem que a SEPT4 faz parte de filamentos análogos 

ao modelo 2-6-7, onde ocuparia a posição central do hexâmero e não interagiria diretamente 

com a SEPT7 (figura 4.13). Não foi identificada nenhuma interação da SEPT4 com ela 

mesma, possivelmente porque não se detecta a expressão da SEPT4 em tecidos fetais tanto em 

ratos como em humanos, pelo menos para a isoforma 1 em humanos (MAIMAITIYIMING et 

al., 2008); (TANAKA et al., 2001).  

A interação com a SEPT8 já havia sido descrita e confirmada na literatura em um 

trabalho onde se utilizou a SEPT8 como isca (BLASER et al., 2004). Em outro trabalho o 

mesmo autor afirma que a SEPT4 também interage com a SEPT11, porém os dados que 

confirmam essa interação não foram mostrados (BLASER et al., 2006). Tais dados ajudaram 

a validar o ensaio de duplo híbrido aqui aprentado, uma vez que interações esperadas foram 

encontradas. 
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Tabela 4.1 - Proteínas identificadas pela triagem de interações da Sept4GC com proteínas expressas na biblioteca 

de cérebro fetal humano pela técnica de duplo híbrido 

 

Outras interações foram identificadas através dos estudos de duplo híbrido. A proteína 

que mais foi encontrada nesse ensaio foi uma SUMO E2-ligase, ao total 8 vezes. Trata-se da 

Ubc9 (ubiquitin-conjugating enzyme 9), que é responsável pela sumoilação de resíduos de 
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lisinas em proteínas sumoiladas. Apesar de não ter sido uma interação confirmada por outras 

técnicas existem alguns motivos para acreditar que se trata de uma interação verdadeira e 

específica.  

 

Figura 4.13. Esquema dos possíveis filamentos formados pela SEPT4. Baseado no heterofilamento formado 

pelas Septinas 2-6-7 e nos dados do duplo híbrido, estes seriam os filamentos que a SEPT4 poderia realizar. Em 

verde  SEPT4, em líllas as septinas do grupoII e em azul SEPT7. 

 

A proteína SUMO (small ubiquitin-related modifier) apresenta grande semelhança em 

sua estrutura com a proteína ubiquitina, apesar de possuírem baixa identidade de seqüência. 

As vias de conjugação das duas são distintas, mas apresentam suas similaridades. A 

ubiquitina está diretamente envolvida com a marcação para proteólise de proteínas celulares, 

via a sua ligação em resíduos de lisinas, que as direciona para degradação no proteassoma. 

Esse processo de degradação de proteínas envolve consumo de energia, possui grande 

especificidade e está envolvido em diversos processos celulares.  

Por outro lado, os resultados obtidos até agora nada sugerem que a via de sumoilação 

esteja envolvida com a via de degradação de proteínas. Na verdade, se trata de uma 

modificação pós-traducional no qual a SUMO é covalentemente ligada a outras proteínas e 

assim modifica as suas funções. O primeiro papel relatado para a SUMO foi que a sua ligação 

alterava a localização celular. Quando a SUMO era ligada a proteína citosólica RanGAP1 

causava sua movimentação para o poro nuclear por promover a ligação da RanGAP1 com as 

proteínas Nup38/RanBP2 (MATUNIS et al., 1996). No caso de uma proteína lκBα ela parece 

ligar-se aos sítios onde haveria ubiquitinação prevenindo assim a degradação da proteína pelo 

proteassoma (DESTERRO et al., 1998). 
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Um trabalho publicado em 1999 por Johnson e Blobel mostra resultados interessantes 

sobre o papel da proteína SUMO na dinâmica das septinas de levedura, inclusive mostrando 

que as septinas estão entre as proteínas mais sumoiladas durante a divisão celular. Neste 

trabalho eles mostram que a SUMO é ligada as septinas Cdc3, Cdc11 e Shs/Sep 7 

especificamente durante a mitose, e que a conjugação da proteína SUMO acontece um pouco 

antes no início da anáfase e desaparece rapidamente após a citocinese.  Outro dado 

interessante é que a sumoilação parece ocorrer apenas no anel de septinas formado no septo 

do brotamento do lado da célula mãe e não no da célula filha (JOHNSON; BLOBEL, 1999). 

Ainda não é muito claro como a dinâmica de sumoilação altera a organização das septinas no 

septo de brotamento, mas mutantes que alteravam o sítio de sumoilação apresentavam 

defeitos no processo de desmontagem do anel formado pelas septinas. Portanto, é possível 

que os eventos de sumoilação estejam envolvidos com a dinâmica de desmontagem do anel de 

septinas em leveduras (JOHNSON; BLOBEL, 1999) ; (TAKAHASHI et al., 1999).  

A ligação da proteína SUMO acontece em um resíduo de lisina que gerelamente está 

em um motivo conservado do tipo ΨKXD/E (onde Ψ representa um resíduo hidrofóbico 

qualquer, X qualquer resíduos e na quarta posição um ácido glutâmico ou aspártico). Como 

nem todas as seqüências com essas características em uma proteína são sumoiladas deve 

existir um mecanismo de regulação. Ao se realizar uma busca por proteínas que são 

sumoiladas, em suas seqüências logo depois desse motivo aparece uma serina que poderia ser 

fosforilada ou em outros casos há resíduos carregados negativamente (ANCKAR; 

SISTONEN, 2007); (HIETAKANGAS et al., 2006). Na maioria das seqüências parece que 

uma carga negativa na posição +3 a +6 logo após o motivo é necessária para a ligação da 

Ubc9 ao seu substrato. Também existem casos de lisinas sumoiladas que não obedecem a esse 

motivo. Nesses casos o reconhecimento do sítio de sumoilação pela Ubc9 está relacionado aos 

resíduos próximos estruturalmente da lisina a ser sumoilada (ANCKAR; SISTONEN, 2007). 

O SUMOplot™ Analysis Program (http://www.abgent.com/tools/sumoplot) é  um 

programa presente no servidor Expasy que visa identificar possíveis sítios de sumoilação em 

uma dada seqüência de aminoácidos. Quando submetemos a seqüência da SEPT4 ao 

programa ele nos sugere alguns sítios de sumoilação.  Na figura 4.14 os resíduos destacados 

em vermelho são os sítios de maior probabilidade e em azul os de menor probabilidade 

identificados pelo programa SUMOplot™ Analysis. Em verde foram destacados resíduos 

negativamente carregados ou resíduos que possam ser fosforilados. Na seqüência AKAD, a 

lisina 290 aparece como um sítio de alta probabilidade a ser sumoilado, contudo essa lisina 

http://www.abgent.com/tools/sumoplot
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faz parte do motivo G4, o qual interage com o nucleotídeo. Ao se observar esse resíduo na 

estrutura da SEPT2, que possui alta identidade com a SEPT4, a lisina 290 encontra-se na 

região de interface G e possivelmente não acessível se ela estiver dentro do filamento. Talvez 

o processo de sumoilação não ocorra nesse sítio ou se ocorrer ele possa estar envolvido com 

algum processo de regulação da SEPT4 antes de fazer parte do filamento. A lisina 140, 

também identificada com um sítio de alta probabilidade, se encontra estruturalmente no final 

de uma α-hélice em uma posição mais acessível e de mais fácil acesso a sumoilação. O 

interessante é observar que precisamente essa lisina está justamente na hélice que forma a 

interface N/C do filamento da SEPT2.  

 Outro dado que corrobora nossos resultados é que a Ubc9 e uma outra proteína 

envolvida no processo de sumoilação, a PIAS 3, foram identificadas na triagem realizada pelo 

duplo híbrido com a SEPT6 como isca (NAKAHIRA et al., resultados não publicados). Isso 

indica que a sumoilação provavelmente acontece de fato em septinas humanas e pode exercer 

algum papel regulatório nessas proteínas. Porém, a interação direta entre Ubc9 e SEPT4 ainda 

precisa ser confirmada experimentalmente juntos com estudos do seu papel fisiológico nos 

processos celulares envolvendo septinas. 

 

Figura 4.14. Possíveis sítios de sumoilação identificados na sequência da SEPT4 pelo programa SUMOplot™. 

Os resíduos em negrito representam a região da proteína correspondente ao GC4 utilizado como isca no ensaio 

de duplo-híbrido. Em vermelho sublinhado estão os motivos identificados com a maior probabilidade de 

sumoilação; em azul os com menor probabilidade. Em verde sublinhado estão destacados resíduos 

negativamente carregados ou resíduos que podem ser fosforilados. 

 

Outra nova interação detectada pelo duplo híbrido é algo que precisa ser confirmado 

por outras metodologias, pois sem isso sempre há possibilidade de ser um falso-positivo. Três 

clones com o cDNA  codificando a proteína fms-like tyrosine kinase ou vascular endothelial 

growth factor receptor-1 (VEGFR-1) foram recuperados na triagem da biblioteca, sendo que 

dois dos clones estão na correta fase de leitura. O VEGFR-1 pertence à subfamília dos 

receptores tirosina kinase (RTK) e sua função está diretamente ligada a angiogênese, sendo 

que a deleção desse gene apresentou o fenótipo de letalidade na fase embrionária e anormal 



80|                                         R e s u l t a d o s  e  D i s c u s s õ e s  

 

crescimento dos vasos sanguíneos (RAHIMI, 2006). Trabalhos mostraram o envolvimento da 

via controlada pelos fatores de crescimento vasculares endoteliais nos processo ligados a 

isquemia cerebral e doenças neurodegenerativas (CARMELIET; STORKEBAUM, 2002). Se 

essa interação for confirmada trata-se de uma interação interessante a ser estudada em maiores 

detalhes. Para as outras duas interações recuperadas (CASC3 e GLOD4) pouca informação é 

sabida e nada se pode falar sobre elas até que haja uma confirmação da interação. 

Esses dados nos mostram que a SEPT4 pode estar envolvida em vários processos com 

distintas funções. Há a possibilidade de que a adição de SUMO a SEPT4 altere seu 

comportamento, sugerindo que essa modificação pós-traducional seja um elemento de 

regulação. Além disso, se a auto-ativação observada para a SEPT4 é mesmo causada pelo 

domínio N-terminal isso pode indicar mais uma função exercida pela SEPT4, o que abre o 

campo para maiores estudos.                                                                                

 

PARTE III – ESTUDO DA INTERAÇÃO SEPT4 e α- ALFA SINUCLÉINA 

 

4.6 SEPT4 e α-sinucléina 

 

 

O envolvimento da SEPT4 com doenças neurodegenerativas começa com sua 

identificação em placas senis de pacientes com a doença de Alzheimer (KINOSHITA et al., 

1998). Nesses agregados também puderam ser detectadas SEPT2 e SEPT1. Já em um trabalho 

(IHARA et al., 2003) mostrou que a SEPT4 também se encontrava depositada em agregados 

conhecidos como “Lewy bodies”, que são agregados característicos encontrados no cérebro 

de pacientes afetados pela doença de Parkinson. No entanto, nesses agregados não foram 

encontradas a presença de outras septinas, sendo que foram analisadas SEPT2, SEPT5, 

SEPT6, SEPT7 e SEPT8. Outro trabalho foi mostrado que a expressão da SEPT4 é reduzida 

na região caudo-putamen de pacientes com Parkinson e que a SEPT4 realiza um importante 

papel facilitando a transmissão da dopamina dos terminais sinápticos para a via nigro-striatum 

(IHARA et al., 2007). 

Um importante componente encontrado nos corpos de Lewy é a proteína α-sinucleína, 

sendo sua presença nestes agregados um dos fatores utilizados para o diagnóstico da doença 
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de Parkinson (MORAN et al., 2007; UVERSKY, 2007). Quando realizado imunomarcação 

dos corpos de Lewy com anticorpos anti-α-sinucleína e anti-SEPT4 observou-se que havia 

uma colocalização e coimunoprecipitação de ambas as proteínas (IHARA et al., 2003). Os 

resultados já obtidos dessa interação indicam que seja fisiológica, contudo como isto ocorre 

não é bem compreendido. Particularmente interessante é a observação da possível associação 

das duas proteínas tanto em condições fisiológicas quanto patológicas.  

Uma característica importante para ser destacada da α-sinucléina é que se trata de uma 

proteína intrinsecamente desenovelada que interage com fosfolipídios negativamente 

carregados da membrana plasmática e ao interagir assume a estrutura de uma α -hélice  em 

seus cem aminoácidos do N-terminal (CHANDRA et al., 2003). Um trabalho publicado em 

2007 mostra proteínas que interagem com a α-sinucleína identificadas por “phage-display”. 

Nesse trabalho buscou-se selecionar as interações que ocorrem somente quando a α-sinucleína 

tem a conformação de α-hélice (WOODS et al., 2007). Uma das proteínas identificadas nessa 

triagem foi a SEPT4. Por estas informações presentes na literatura uma hipótese que passou a 

ser considerada é que a interação entre SEPT4 e α-sinucleína possa ser dependente da 

conformação desta última. Por isso alguns experimentos foram realizados com SDS em 

concentrações acima da concentração crítica micelar, para promover a mudança 

conformacional da α-sinucleína. 

Um dos objetivos de estudar essa interação era confirmar a interação direta entre as duas 

proteínas e tentar mapear qual região da SEPT4 estaria envolvida na interação. Para isso 

foram testadas construções da SEPT4 com os diferentes domínios: SEPT4(1-478), 

SEPT4GC(144-478), SEPT4G(144-416) e SEPT4C(420-478). 

 

 

4.7  Medidas de Dicroísmo Circular 

 

 

Em muitos casos quando duas proteínas interagem ocorrem alterações em suas 

conformações causadas por rearranjos de elementos de estrutura secundária e terciária. Com o 

intuito de obter informações estruturais sobre o possível complexo formado por essas duas 

proteínas foram realizadas medidas de dicroísmo circular (CD). Acreditava-se que a interação 

poderia levar a uma estruturação da α-sinucleína ou a mudanças na conformação da SEPT4. 

Foram realizadas medidas da SEPT4 inteira (figura 4.15), domínio GC (figura 4.16), domínio 
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G (figura 4.17) e domínio C-terminal (figura 4.18 a 4.19). Nesses experimentos foram 

medidos espectros de cada proteína separada, e depois delas juntas. O espectro medido 

experimentalmente com as proteínas juntas foi comparado com a curva resultante da soma 

teórica dos espectros coletados com as proteínas separadas. Em todos os casos foi possível 

detectar apenas sutis mudanças entre o espectro medido e o calculado, o que indica que nesta 

interação não estaria ocorrendo grande mudança na organização da estrutura secundária de 

ambas as proteínas. Mesmo com a adição de SDS acima da concentração crítica micelar o 

resultado foi o mesmo, apesar de a α-sinucleína apresentar um espectro muito diferente e 

característico de α-hélice nestas condições. 

 

Figura 4.15. Espectro de CD da SEPT4 e da α-sinucleína . Medidas realizadas com 5μM de cada proteína em 

50mM tris pH7,5;100mM NaCl e 10% glicerol a 15ºC. 
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Figura 4.16. Espectro de CD da SEPT4GC e da α-sinucleína . Medidas realizadas com 10μM de cada proteína 
em 50mM tris pH7,5; 100mM NaCl e 10% glicerol a 15ºC. 

 

 

Figura 4.17. Espectro de CD da SEPT4G e da α-sinucleína . Medidas realizadas com 10μM de cada proteína em 

50mM tris pH7,5; 100mM NaCl e 10% glicerol a 15ºC. 
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Figura  4.18. Espectro de CD da SEPT4C e da α-sinucleína . Medidas realizadas com 10μM de cada proteína em 

50mM tampão fosfato de potássio pH 7,4; 30mM NaCl  a 10ºC. 

 

 

Figura 4.19. Espectro de CD da SEPT4C e a α-sinucleína  com SDS. Medidas realizadas com 15μM de cada 

proteína diluídas em 50mM tampão fosfato de potássio pH 7,4 e 150mM NaCl  com 2mM de SDS a 25ºC. 

 

 Como a técnica de dicroísmo circular não é capaz de detectar pequenas mudanças 

conformacionas, uma vez que é sensível apenas ao conteúdo total das estruturas secundárias 
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presentes na proteína, talvez as mudanças ocorridas sejam sutis demais para serem detectadas 

ou mesmo nem ocorram. Por este motivo, outras técnicas espectroscópicas foram utilizadas 

para observar se havia uma interação direta entre as duas. Para isso foi acoplado uma sonda 

fluorescente a α-sinucleína e monitorado a eventual interação por anisotropia de 

fluorescência. Neste caso os experimentos foram conduzidos apenas com o domínio C-

terminal. 

 

 

4.8 Medidas de anisotropia de fluorescência. 

 

 

Se a luz plano polarizada é usada para excitar um sistema fluorescente e a emissão dos 

componentes da luz linearmente polarizada são medidas, estas podem ser usados para obter 

informações sobre a forma, tamanho e flexibilidade das macromoléculas (CANTOR; 

SCHIMMEL, 1980). A técnica de anisotropia de fluorescência foi utilizada para monitorar a 

α-sinucleína marcada com rodamina e o que a adição do domínio C-terminal da SEPT4 

causava ao sistema.  

Como pode ser visto na figura 4.22 com esse sistema foi possível observar um 

aumento de anisotropia conforme aumentavam as concentrações do C-terminal da SEPT4. 

Próximo a concentração de 2 μM do domínio C-terminal parece ocorrer uma saturação, o que 

evidencia uma estequiometria de 1:1 entre α-sinucleína e o domínio C-terminal da SEPT4, 

uma vez que a concentração de 2 μM para a α-sinucléina foi usada. 

Outra importante informação obtida é que a formação do complexo é evidente apenas 

na presença de SDS, pois não há aumento de anisotropia quando na ausência de SDS. Esse 

resultado indica que a interação α-sinucleína e SEPT4 pode ser realmente dependente da 

conformação da α-sinucleína, ou pelo menos que a afinidade da interação é maior quando a α-

sinucleína está na conformação de hélice. 
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Figura 4.20. Titulação da SEPT4C na alfa sinucléina marcada com rodamina. Medidas de anisotropia de 

fluorescência foram realizadas com 2uM de alfa sinucléina marcada com rodamina em diferentes concentrações 

da SEPT4C (■) com SDS e (▲) sem SDS.  As medidas foram realizadas em tampão fosfato de sódio pH 7.5 com 
0,4mM de SDS. 

 

 

4.9 Medidas de Ressonância Magnética Nuclear 

 

 

Os resultados obtidos com a anisotropia de fluorescência indicam que uma interação 

está ocorrendo, mas não há informações sobre qual região das duas moléculas está envolvida 

na interação, por isso a técnica de ressonância magnética nuclear foi utilizada para tentar 

estudar em mais detalhes a possível interação entre a α-sinucleína e os domínios da SEPT4. 

Trata-se de uma técnica muito útil para estudar interações entre proteínas, uma vez que é 

possível monitorar uma molécula isotopicamente marcada e se a adição de outra molécula não 

marcada provoca mudanças no comportamento da proteína marcada, isto pode ser observado 

por alterações na intensidade e posição dos picos no espectro e ser atribuído a resíduos 

específicos. 
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Pelos resultados obtidos com a fluorescência e como o domínio C-terminal é mais 

estável que o domínio GTPase, o primeiro foi selecionado para os experimentos iniciais de 

ressonância magnética nucelar. A α-sinucleína marcada foi monitorada sem e com crescentes 

concentrações do C-terminal da SEPT4 a 25 °C em 50 mM tampão fosfato de potássio pH 7,4 

e 150 mM NaCl. Quando o espectro da α-sinucleína é comparado com o espectro após a 

adição da SEPT4C não foram detectadas mudanças nas freqüências dos picos e nem 

diferenças significativas na intensidade (figura 4.21). O deslocamento químico composto 

(δ=({(0,15)δN}
2
+δH

2
)

1/2
) foi calculado entre os picos correspondentes nos dois espectros e as 

mudanças observadas encontravam-se dentro do erro experimental (figura 4.25a).  

A α-sinucleína assume uma conformação de uma hélice anfipática no N-terminal 

quando interage com a membrana plasmática. Uma das hipóteses considerada aqui era que a 

interacão entre a α-sinucleína e a SEPT4 poderia ser dependente da conformação em hélice da 

α-sinucleína. Nessas condições a SEPT4 teria maior afinidade pela α-sinucleína quando esta 

se encontrasse na conformação de hélice. Para testar tal hipótese medidas da α-sinucleína  

com SDS acima da concentracão crítica micelar foram realizadas. Como pode ser visto na 

figuras 4.23 na comparação entre os espectros da α-sinucleína com SDS e após a adição de 

SEPT4C na presença de SDS foi observado que as mudanças foram mais significativas do que 

na ausência de SDS.  O deslocamento químico composto calculado para os espectros com 

SDS a 25 °C podem ser visto na figura 4.25b, no qual vários resíduos apresentaram variação 

no deslocamento químico significativa, o que é indicativo de uma interação.  

Na figura 4.25c está apresentada a relação entre as intensidades dos picos do espectro 

da α-sinucleína mais a SEPT4C com SDS sobre os picos da α-sinucleína com SDS sem 

SEPT4C. Ao se analisar a figuras 4.25b e 4.25c é possível notar que os resíduos que sofrem o 

maior deslocamento químico estão no N-terminal da α-sinucleína, que são os primeiros 100 

resíduos, e são justamente a região que ganham a estrutura de hélice. Também são neles 

observadas a mais proeminente queda na relação de intensidade (figura 4.25c), o que pode 

indicar que essa região da proteína está tombando mais devagar devido a uma interação direta 

com a SEPT4C. Portanto, somente quando a α-sincleína estivesse nessa conformação a 

SEPT4 estaria ligada a ela. 

O assinalamento da cadeia principal da α-sinucleína com SDS a 25°C foi depositado 

no Biological Magnetic Resonance Data Bank (BMRB) (http://www.bmrb.wisc.edu) com o 

código 5744 (CHANDRA et al., 2003). Comparando nosso espectro com a lista de 

http://www.bmrb.wisc.edu/
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freqüências dos NHs presente no assinalamento depositado foi possível identificar a maioria 

das freqüências observadas. No espectro a 25°C cerca de 60% dos 140 aminoácidos foram 

assinalados (figura 4.22).  

Motivados por estas informações as medidas com SDS foram realizadas em diferentes 

temperaturas: 25 °C, 30 °C, 37 °C e 40 °C. Posteriormente, o assinalamento obtido a 25 °C 

foi transferido para os espectros nas demais temperaturas. Com isso, foi possível mapear quais 

resíduos sofreram maior variação no deslocamento químico durante a interação entre as duas 

proteínas. Ao comparar os espectros é perceptível que a 40 °C os picos são mais intensos e 

bem definidos e as mudanças observadas a 25°C também foram visíveis a 40°C (figura 4.24).  

Os resíduos que tiveram uma variação no deslocamento químico composto superior a 

0,025 ppm são Ala19, Gly67, Ala69, Val74 e Lys80. Ao se mapear estes resíduos na estrutura 

da α-sinucleína (que é um grampo com duas hélices e uma cauda não estruturada), se 

observou que se localizam nas duas α-hélices, próximos uns aos outros. É interessante 

observar que a proximidade espacial destes resíduos depende da formação das α-hélices e, 

portanto no enovelamento da α-sinucléina (figuras 4.26 e 4.27a). 

A interpretação do possível sítio de interação da α-sinucleína e a SEPT4C é 

complicada. Entre outros fatores limitantes, não foi possível assinalar todos os resíduos da 

estrutura. Contudo, um trabalho publicado por Woods em 2007 também faz uso da técnica de 

RMN para validar interações com a α-sinucleína dependentes da conformação em hélice. 

Neste trabalho foi mapeado o sítio de interação de duas proteínas; endosulfina α (ENSA) e 

fosfoproteína regulada por c-AMP 19 (ARPP19) com a alfa sinucléina (WOODS et al., 2007). 

Interessantemente o sítio encontrado neste trabalho se assemelha ao observado para a 

interação com a SEPT4C (figura 4.27b). Ao se analisar a seqüência de aminoácidos das duas 

proteínas citadas acima, observa-se que elas são pequenas e possuem grande número de 

resíduos básicos assim como a SEPT4C. Em relação a estrutura, tanto a ENSA como a ARPP-

19 tem a predição de serem principalmente desestruturadas, com regiões formando 4 hélices 
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Figura 4.21. Espectro de 15NHSQC de 15N-α-sinucleína com SEPT4C sem SDS. Em laranja o espectro de 
200μM de α-sinucleína . Em roxo espectro, espectro da15N-α-sinucleína após a adição da SEPT4C na razão 

molar 1:2, repectivamente. Ambos espectros foram medidos em tampão fosfato de potássio 50mM pH 7,4; 150 

mM NaCl na ausência de SDS a 25°C. 

 



90|                                         R e s u l t a d o s  e  D i s c u s s õ e s  

 

 

no caso da primeira e 2 hélices para a segunda, algo que se assemelha com os elementos de 

estrutura secundária já preditos para o C-terminal da  SEPT4 (BOETTCHER et al., 2008) 

;(HUANG et al., 2001). Esses resultados levantam a suspeita que talvez a α-sinucléina tenha 

um sítio comum para diferentes ligantes que somente aparece, quando gerada a estrutura do 

grampo de hélices antiparalelas. 

Se os resíduos com maior variação no deslocamento químico identificados na α-

sinucleína são ou não o sítio de interação com a SEPT4C ainda precisa ser confirmado por 

outros experimentos. A realização de experimentos tridimensional de assinalamento permitirá 

o completo assinalamento da α-sinucleína, o que tornaria possível conhecer o deslocamento 

químico de todos os átomos da cadeia prinicipal e assim determinar com maior precisão o 

sítio de interação da α-sinucleína com a SEPT4. Além disso, uma vez que as medidas com 

SDS foram realizadas apenas com o domínio C-terminal, uma possibilidade é que uma região 

maior que o domínio C-terminal seja necessária para a interação.  

O objetivo inicial era que fossem testados diferentes domínios da SEPT4, contudo a 

instabilidade e a forte agregação da proteína completa, do domínio GTPase e do  fragmento 

GTPase e C-terminal tornaram difíceis as medidas. Uma única medida foi realizada com a 

construção domínio GTPase e  C-terminal, o SEPT4GC (144-478). A α-sinucleína marcada 

foi misturada em uma razão molar 1:1 com a SEPT4GC na ausência de SDS. Quando 

comparado esse espectro com o controle somente com a α-sinucleína observa-se que alguns 

resíduos ficaram mais intensos na presença da SEPT4GC (figura 4.28).  
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Figura 4.22.  Assinalamento da α-sinucleína . Assinalamento dos picos 1H-15N HSQC da 15N- α-sinucleína a 

200μM na presença de 50mM de SDS a 25°C. Esse assinalamento foi realizado com base no assinalamento da α- 

sinucleína depositado no banco de dados BMRB com o código de acesso 5744. 
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Figura 4.23. Espectro de 15NHSQC da 15N-α-sinucleína com SEPT4C com SDS. Em vermelho espectro da α-
sinucleína e em azul após a adição de SEPT4C em uma razão molar 2:1. Ambos espectros foram medidos em 50 

mM tampão fosfato  de potássio pH 7,4 e 100mM NaCl com 50mM de SDS a 25 °C. 
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Um trabalho publicado por Eliezer et al. em 2001 mostra o assinalamento para a 

proteína sem SDS (ELIEZER et al., 2001), mas o assinalamento não foi depositando no banco 

BMRB. Mesmo assim, com o auxílio das informações contidas nesse trabalho foi possível por 

comparação assinalar alguns picos isolados, dentre eles algumas glicinas. Porém não foi 

possível assinalar todos os resíduos que sofreram mudança. Por outro lado, os picos mais 

intensos na presença de SEPT4GC representam uma forte evidência que uma região da α-

sinucleína se tornou mais rígida. Os resíduos que puderam ser identificados encontram-se no 

N-terminal, região que adquire a estrutura de hélice quando na presença de SDS. Como 

infelizmente não foi possível realizar medidas com a SEPT4GC na presença de SDS, não se 

sabe se a variação dos deslocamentos químicos aconteceria nos mesmos resíduos quando na 

presença da SEPT4C. Esse é um dos experimentos de grande interesse a ser realizado no 

futuro, mas antes é necessário encontrar uma condição em que o SEPT4GC não precipite na 

presença de SDS ou utilizar outra substância que mimetize a membrana plasmática e promova 

a mudança conformacional na α-sinucléina.  

Os resultados obtidos com as medidas de RMN nos mostram um interessante 

panorama, porém ainda com muitas incertezas. Pelo que foi observado, a interação da SEPT4 

com a α-sinucléina é fortemente influenciada pela conformação desta última. Um experimento 

importante a ser realizado no futuro seria utilizar outros membrana-miméticos e estudar se o 

mesmo comportamento se repete ou se o SDS causou algumas das mudanças observadas de 

forma inespecífica. Talvez experimentos futuros com o SEPT4GC nos permita determinar 

com mais precisão o sítio de interação na α-sinucléina. Vale a pena ressaltar que os resultados 

observados com a ressonância caminham na mesma direção que os obtidos com a anisotropia 

de fluorescência, indicando que a conformação da α-sinucleína influencia a interação com o 

C-terminal da SEPT4.   
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Figura 4.24. Espectro de 15NHSQC da 15N- α-sinucleína com SEPT4C a 40°C. Em preto, espectro de 200μM da 

α-sinucleína e em verde após a adição de SEPT4C na razão molar 2:1. Ambos espectros foram medidos em 50 

mM tampão fosfato de potássio pH 7,4 e 150mM de NaCl com 50mM de SDS a 40°C. 
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Figura 4.25.  Deslocamento químico composto e razão das intensidades da α-sinucleína  antes e após adição da 

SEPT4C. O deslocamento químico composto foi calculado com a seguinte formula (δ=({(0,15)δN}2+δH2)1/2). 

Em (A) foi calculado o deslocamento entre o espectro da α-sinucleína e o espectro α-sinucleína mais SEPT4C na 

ausência de SDS enquanto em (B) foi calculado na presença de SDS para os resíduos que foram assinalados 

ambos os casos os dados foram coletados a 25°C. Em (C) mostra-se a razão entre as intensidades (α-

syn+SEPT4C/α-syn) dos picos da α-sinucleína após e antes da adição de SEPT4C, ambos com SDS a 25°C. 

Nota-se que em (A) os números atribuídos aos picos são arbitrários, pois não há o assinalamento. Em (B) os 

picos foram assinalados. 
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Figura 4.26. Deslocamento químico composto da α-sinucleína após adição da SEPT4C na presença de SDS a 

40°C. Os deslocamentos foram calculados como já definido para os resíduos assinalados da α-sinucleína nos 

dois espectros 15NHSQC. 

 

Figura 4.27. Sítio de interação da α-sinucleína com a SEPT4C. A - Os aminoácidos com maior desvio no 
deslocamento químico observado a 40°C estão marcados em azul na estrutura da α-sinucleína (PDB 1XQ8). B – 

Na mesma estrutura da α-sinucleína foi destacado em vermelho os aminoácidos de maior deslocamento químico 

quando interagindo com a Endosulfine α (ENSA), dados extraído de (WOODS et al., 2007).  Pode-se observar 

que região de interação na α-sinucleína tanto para a SEPT4C como para a ENSA ocorrem na região central das 

duas hélices. 



R e s u l t a d o s  e  D i s c u s s õ e s                                         | 97 

 

 

 

Figura 4.28 - Espectro de 15NHSQC da α-sinucleína com SEPT4GC. Em rosa espectro da α-sinucleína e em 
preto após a adição da SEPT4GC na razão molar 1:1. Ambos foram medidos em tampão fosfato de potássio 7,4 e 

100mM de NaCl com 10%glicerol a 25°C sem SDS. 
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4.10 Ensaios da Ressonância Plasmônica de Superfície (SPR) 

 

 

O estudo de interações proteína-proteína usualmente utiliza diversas metodologias 

complementares, dependendo de quais informações se deseja obter sobre o sistema. Visando 

complementar a caracterização estrutural realizada pelas medidas de fluorescência e RMN 

com dados termodinâmicos, a técnica de Ressonância Plasmônica de Superfície (SPR) foi 

utilizada para determinar a afinidade dessa interação, pois permite a determinação da 

constante de dissociação (KD) com precisão, com a vantagem adicional de utilizar pouca 

quantidade de amostra. 

 Para estabelecer um ensaio para a determinação da afinidade da α-sinucleína por 

domínios de SEPT4 foram realizados diversos experimentos utilizando vários domínios de 

SEPT4 como analito. Todos os ensaios de SPR utilizaram chips em que a α-sinucleína havia 

sido previamente acoplada, e nos ensaios preliminares foi realizada uma variação sistemática 

da composição do tampão e da amostra, por exemplo, variações no pH e na concentração de 

NaCl. Em todos os casos, na medida do possível as condições utilizadas foram idênticas para 

o tampão e a amostra, reduzindo assim as diferenças entre seus índices de refração.  

Um exemplo desses ensaios pode ser observado na Figura 4.29, onde amostras 

contendo 100 µM do domínio C-Terminal da SEPT4 foram preparadas com diferentes 

concentrações de NaCl. Como mostra a figura, a interação do domínio C-Terminal da SEPT4 

com a α-sinucleína  é influenciada pela concentração de NaCl. Nas condições desse ensaio a 

resposta máxima parece ocorrer em concentrações acima de 150 mM de NaCl. Concentrações 

menores que 150 mM de NaCl produzem respostas significativamente menores. 

Fixando a concentração de NaCl em 150 mM foram realizados ensaios de variação da 

concentração do domínio C-terminal da SEPT4, apresentados na Figura 4.30. As etapas de 

associação e dissociação ocorrem de forma rápida, o que inviabiliza ensaios cinéticos. 

Contudo, ensaios de afinidade são factíveis nos casos em que a concentração do analito é 

suficientemente alta para produzir a saturação. 
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Figura 4.29. Avaliação da influência da concentração de NaCl em amostras contendo 100 µM do domínio C-

Terminal da SEPT4. Foram utilizadas concentrações 50 mM a 550 mM de NaCl, e todas as medidas foram 

realizadas em duplicata. 

 

 Com o intuito de obter a saturação o domínio C-terminal da SEPT4 foi purificado e 

concentrado a altas concentrações. Com esse material foram realizadas novas medidas com 

variação da concentração da SEPT4C até 1,1 mM, uma condição próxima a condição de 

saturação (figura 4.31). A curva de ajuste das respostas no equilíbrio mostrou tendência à 

saturação (figura 4.32), e permite o cálculo da constante de dissociação (KD) no equilíbrio. A 

constante de associação (KA) obtida pelo ajuste dos dados da curva de saturação para 

diferentes concentrações da SEPT4C foi 2,57 x 10
3
M

-1
 ± 246, equivalente a um KD de 

aproximadamente 390 μM. 

Esse valor de KD indica uma interação de baixa afinidade e, apesar das medidas 

apresentarem uma boa reprodutibilidade, a possibilidade de que a interação observada seja 

inespecífica não foi descartada. A execução de experimentos capazes de definir a 

especificidade dessa interação é limitada pelas altas concentrações de proteína necessárias 

para a obtenção da saturação. Como as duas proteínas são fortemente carregadas nesse pH a 

α-sinucleína carregada negativamente e o C-terminal carregado positivamente levanta a  

possibilidade que seja uma interação sustentada por forças eletrostáticas. Na literatura há 

relatos que metais ligam à α-sinucleína e causam mudanças em sua conformação, contudo o 

Na
+
 parece não induzir mudanças estruturais (UVERSKY et al., 2001). Ensaios preliminares 

com 5 e 10 mM de MgCl2 mostraram aumento na intensidade  
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Figura 4.30. Interação do domínio C-Terminal da septina 4 com a α-sinucleina imobilizada. Concentrações de 

25, 50, 75, 100, 150, 200 e 300 µM do domínio C-Terminal da septina 4 apresentam respostas distintas. Algumas 

medidas são apresentadas em duplicata para demon strar a reprodutibilidade das medidas.  O tampão utilizado 

possui pH 7.4 e contêm 50 mM de fosfato de potássio e 150 mM de NaCl. 

 

da resposta, o que pode indicar que uma alguma mudança conformacional induzida pelo 

magnésio poderia ser um fator positivo para a interação ou que o metal esteja auxiliando na 

interação. Contudo, novas medidas precisam ser realizadas para confirmar essa hipótese. 

Outra possível explicação para a baixa afinidade seria a que a interação seria dependente da 

conformação em hélice da α-sinucleína e nessas condições o domínio C-terminal da SEPT4 

teria uma interação de maior afinidade, como sugerido pelos experimentos apresentados 

anteriormente. Para testar essa hipótese seria necessário realizar as medidas na presença de 

SDS, que ainda não foi feito pelas dificuldades encontradas para introduzir o SDS no sistema. 

Mesmo assim é um experimento que planejamos realizar no futuro. 

Medidas também foram feitas com outros domínios da SEPT4, contudo a necessidade 

do emprego de tampões contendo 10% de glicerol para a execução de experimentos 

envolvendo construções que possuem o domínio GTPase adiciona um nível a mais de 

complexidade às medidas e suas análises, devido ao alto índice de refração do glicerol. Por 

exemplo, diferenças nos índices de refração entre os tampões e as amostras tornaram as 

medidas realizadas com o SEPT4G difíceis de serem interpretadas. 
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Figura 4.31. Ensaio de saturação do domínio C-Terminal da SEPT4 com a α-sinucleína imobilizada. Diferentes 

concentrações do domínio C-Terminal da SEPT4 foram analisadas até concentrações próximas da saturação. 

 

 

Figura 4.32. Curva de ajustes dos dados de ligação do domínio C-terminal da SEPT4 a α-sinucleína.  Com base 

nos dados obtidos na figura X uma curva foi ajustada que forneceu um KD = 390 μM. 

 

A proteína inteira foi testada e o sensograma observado sugere a ocorrência da 

interação específica com a α-sinucleína (figura 4.33). O SEPT4GC também foi testado e os 

resultados apresentam claros indícios de interações inespecíficas, pois os sensogramas 

apresentam retas e não exponenciais, tanto na associação quanto na dissociação, indicando 
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que não ocorre uma saturação nas concentrações utilizadas (figura 4.34). Esse resultado 

sugere duas hipóteses, que se trata de uma interação inespecífica ou que a SEPT4GC está se 

ligando a α-sinucleína e posteriormente se polimerizando no chip. Nesses experimentos foram 

utilizadas baixas concentrações do analito, permitindo apenas a execução de medidas 

qualitativas.  

 

Figura 4.33. Interação da SEPT4 com a α-sinucleína . Sensograma obtido com a SEPT4 inteira em tampão 
50mM tris pH7.5, 100mM NaCl e 10% de glicerol. 

 

Essas medidas de SPR apresentam resultados preliminares que precisam ser 

confirmados, e a triagem de condições contendo diferentes metais e também SDS deve ser 

realizada para que seu impacto na afinidade de interação seja verificado. Além disso, um dos 

ensaios a ser realizado no futuro é utilizar medidas com o domínio C-terminal sem a cauda de 

seis histidinas, para que assim seja confirmado que nenhuma interação inespecífica ocorre 

pela cauda de histidinas. Uma vez que todas as medidas foram realizadas utilizando a α-

sinucleína como ligante, ela foi a proteína imobilizada no chip, a outra abordagem a ser 

testada é imobilizar o C-terminal da SEPT4 e usar a α-sinucleína como analito. As medidas 

envolvendo outros domínios da SEPT4 também devem ser repetidas, apesar de as limitações 

envolvidas na obtenção de amostras de maior concentração indicar que apenas a obtenção de 

dados qualitativos é factível.  
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Figura 4.34. Figure 4 - Interação da SEPT4GC com a α-sinucleína . Sensograma obtido após a injeção de três 
concentrações diferentes da SEPT4GC em 50 mM tampão fosfato de potássio pH 7,4 ; 30 mM de NaCl e 10% 

glicerol. 

 

 As informações que foram obtidas com os dados de anisotropia de fluorescência, 

RMN e SPR todas indicam que a interação SEPT4 – α-sinucleína é mediada pelo domínio C-

terminal, mesmo que não exclusivamente por ele, e mais ainda que a interação mostra-se 

dependente da conformação da α-sinucleína. Os resultados apresentados neste trabalho são as 

primeiras predições físico-químicas da interação direta entre estas duas proteínas. 
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5 CONCLUSÕES 

 

 

Septinas são proteínas conservadas desde fungos até mamíferos que parecem estar 

envolvidas em uma série de processos, muitos desses ainda não bem esclarecidos. Com 

intuito de contribuir com maiores informações sobre uma septinas, em especial a SEPT4, esta 

dissertação teve como foco estudos de diferentes aspectos dessa proteína, principalmente 

buscando entender mais sobre suas interações com proteínas parceiras. 

O objetivo inicial desse trabalho era desvendar a estrutura da SEPT4 para alcançar 

esse objetivo foi realizado um esforço de encontrar um sistema de expressão e purificação 

eficiente para obtenção da SEPT4. Para isso o gene da sept4 foi clonado em um novo vetor e 

tentativas de expressão foram realizadas sem sucesso de obter a proteína solúvel. Outra 

tentativa realizada foi utilizar um sistema eucariótico. O gene da sept4 foi clonado para a 

expressão em células de insetos e um baculovírus recombinante – AcSept4 - foi obtido e 

utilizado para a expressão da sept4. A expressão em células de insetos foi realizada com 

sucesso, contudo sérias dificuldades foram encontradas para a purificação da proteína.  

As dificuldades em obter a SEPT4 inteira nas condições ideais para ensaios de 

cristalização tornou necessário olhar para a necessidade de encontrar suas proteínas parceiras 

e com isso tentar conhecer mais sobre as funções da SEPT4 e ao mesmo tempo encontrar um 

parceiro que pudesse talvez contribuir para sua maior estabilidade. Convergindo com esse 

objetivo surgiu o projeto de estabelecermos as interações entre as septinas, o chamado 

“Septinoma”. Para isso a SEPT4 foi utilizada como isca em ensaios de duplo-híbrido e como 

a proteína inteira apresentou o inesperado comportamento de auto ativar o sistema os ensaios 

puderam ser realizados apenas com a região do domímio GTPase e C-terminal, que 

correspondem aos resíduos 124 a 478.  Das proteínas recuperadas do duplo-híbrido foram 

identificados 27 cDNAs, em sua maioria septinas, todas elas do grupo II das septinas: SEPT6, 

SEPT8, SEPT10 e SEPT11. Esses resultados nos apresentam a possível rede de interação da 

SEPT4 entre as septinas humanas. Mais especificamente nossos resultados sugerem que a 

SEPT4 interage especificamente com as septinas do grupo II, e que provavelmente substitui a 

SEPT2 no filamento canônico 2-6-7. Isso nos abre a possibilidade de eleger os candidatos 

para cooexpressão e construção de novos complexos de septinas humanas. 



C o n c l u s õ e s                                                          | 105 

 

Os resultados do duplo híbrido também forneceram evidências de outra possível 

interessante interação. Trata-se da UBC-9 uma proteína essencial para o processo de 

sumoilação. Isso nos indica que a SEPT4 pode estar sendo sumoilada, e talvez essa 

modificação pós-traducional esteja envolvida com a regulação de funções da SEPT4, algo 

ainda não descrito na literatura. Contudo, todas as interações identificadas necessitam ser 

confirmadas por outras metodologias. 

O comportamento de agregação em fibras amilóides já foi descrito para a SEPT4. Sua 

identificação nos corpos de Lewy presentes no cérebro de paciente com a doença de 

Parkinson junto com a α-sinucleína sugeriu a interação dessas duas proteínas e seu possível 

envolvimento no desenvolvimento da doença. Uma das propostas desse trabalho foi a 

caracterização estrutural dessa interação. Com a utilização de diferentes técnicas tentou-se 

observar o comportamentos de diferentes domínios das SEPT4 na presença da α-sinucleína e 

vice-versa. Essa interação parece possuir algumas particularidades, sendo que uma delas é que  

a interação parece ser dependente da conformação da α-sinucleína. Os resultados obtidos 

pelos ensaios de anisotropia de fluorescência e RMN na presença de SDS nos indicam que 

quando a α-sinucléina está na conformação de α-hélice parece ocorrer um aumento da 

afinidade pelo domínio C-terminal da SEPT4 e mais ainda os resultados de anisotropia 

sugerem uma estequiometria de 1:1. Cabe ressaltar que a interação de baixa afinidade 

observada pelos experimentos de SPR, pode indicar a necessidade da conformação da α-

sinucleína para que ocorra a interação com maior afindade. Os dados de SPR também  

sinalizam que o domínio de interação pode não ser apenas o C-terminal e deve envolver outra 

região da SEPT4, talvez algum pedaço do domínio GTPase. Outra possibilidade que deve ser 

considerada é que alguma modificação pós-traducional ou mesmo uma terceira proteína esteja 

envolvida para que essa interação tenha maior afinidade. Muitos ensaios precisam ser 

repetidos e redesenhados para que se possa construir todo o panorama dessa interação, mas 

uma parte dele começou a ser desenhado nessa dissertação.  

O trabalho desenvolvido nessa dissertação enriquece o conhecimento atual de septinas 

em geral e, sobretudo da septina 4  humana abrindo diferentes perspectivas para um maior 

conhecimento das funções desempenhadas por essa proteína. 
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6 PERSPECTIVAS 

 

 

 Clonar e expressar a SEPT4 fusionada a proteínas carreadoras como SUMO e MBP; 

 Clonar e expressar a SEPT4 em células de insetos com uma calda de seis histidinas no 

C-terminal; 

 Realizar a cooexpressão da SEPT4 com as outras septinas identificadas no duplo-

híbrido e estudar os novos heterofilamentos formados. Uma vez obtidos os novos 

complexos, realizar ensaios de cristalização e crio-microscopia eletrônica; 

 Confimar as novas interações identificadas no duplo híbrido; 

 Realizar uma nova triagem com as presas da biblioteca de leucócitos; 

 Realizar novos ensaios de ressonância magnética nucleuar, anisotropia de 

fluorescência e SPR com a SEPT4 e α-sinucleína com novas variáveis, incluindo SPR 

do C-terminal na presença de SDS; 

 Realizar ensaios in vivo para compreender os efeitos essa interação na célula. 
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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