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RESUMO

A proteina citoplasmatica de ligacdo a cauda poli(A) dos RNAs mensageiros
eucariotos (PABPC) desempenha papéis fundamentais em varias etapas da
expressédo génica. A PABPC atua na biogénese, exportacdo nuclear, localizagéo
citoplasmatica, tradugdo e meia-vida (turnover) dos mRNAs. A sua versatilidade
encontra-se fundamentada em uma complexa rede de associa¢gbes simultaneas
entre proteinas e 0 mensageiro, mantidas por essa Unica cadeia polipeptidica. A
PABPC foi identificada em todos os organismos eucariotos estudados e apresenta
elevado nivel de conservacdo da sua sequéncia primdria, desde levedura até
mamiferos. Uma PABPC tipica tem uma massa molecular de aproximadamente 70
kDa e é composta por duas regides estruturalmente bem definidas, N e C-terminal,
conectadas por uma sequéncia peptidica ndo-estruturada rica em residuos de
prolina e glutamina. O N-terminal é formado por quatro dominios consecutivos de
interacdo com o RNA (RBD — RNA binding domain), contendo cerca de 90
aminoacidos cada. O dominio C-terminal da PABPC é uma regido composta por
aproximadamente 75 aminodcidos, bastante estruturada e altamente conservada.
Neste trabalho, nés investigamos 0s aspectos estruturais e moleculares envolvidos
na interacdo da proteina citoplasmatica de ligacao ao poli(A) em uma associacao do
tipo PABPC-PABPC, tanto na auséncia como na presenca de um trato de
poliadenosinas. Portanto, mostramos pela primeira vez que essa proteina se
comporta como um homodimero em solucdo privada de poli(A). Observamos por
experimentos de Pull-down que a interacdo entre PABPCs independente de poli(A)
ocorre entre 0s seus RBDs (com no minimo os RBDs 1 e 2) e a sua regido
intermediaria, que compreende o quarto dominio e a regido poliprolina. Além disso,
também notamos que somente o RBD 4 juntamente com a sequéncia poliprolina séo
suficientes para que ocorra a associacdo PABPC-PABPC em auséncia de poli(A).
Curiosamente, a interagdo entre o N-terminal da PABPC e a sua regidao rica em
prolinas foi incrementada na presenca de poli(A). Baseados nestes resultados,
propormos um modelo tedérico no qual a interagcdo PABPC-PABPC € um mecanismo
hipotético de inibicdo a associacdo precoce de fatores de regulacdo e iniciacdo da
traducao que utilizem a PABPC como arcabouco.



ABSTRACT

The cytoplasmatic poly(A) binding protein (PABPC) plays fundamental roles in
several steps of gene expression in eukaryotes. The PABPC operates in biogenesis,
nuclear export, localization, translation and turnover of mRNAs. Its versatility is
anchored in a complex network of simultaneous associations between proteins and
the messenger, maintained by this unique polypeptidic chain. PABPC has been
identified in all eukaryotes organisms studied showing high level of primary sequence
conservation, from yeast until mammals. A typical PABPC has a molecular weight of
approximately 70 kDa and It is composed of two well-defined regions, N and C-
terminal, connected by an unstructured proline and glutamine-rich linker. The N-
terminal is formed by four consecutive RNA binding domains (RBD), each containing
approximately 90 amino acids. The C-terminal domain of PABPC is a region
comprising approximately 75 amino acids, structured and highly conserved. In this
work, we investigated molecular and structural aspects involved in the PABPC-
PABPC association, in absence and presence of a poly(A) tract. Therefore, for the
first ime we showed that this protein behaves as a homodimer in privation of poly(A).
We observed by pull-down experiments that the interaction between PABPCs
independently of poly(A) occurs between their RBDs (with at least the RBDs 1 and 2)
and its intermediary region, which comprises the fourth domain and the proline rich
sequence. In addition, we also noted that the RBD 4 together with the polyproline
region are sufficient to PABPC-PABPC association in absence of poly(A).
Interestingly, the interaction between the N-terminal of PABPC and its proline rich
sequence was increased in the presence of poly(A). Based in these results, we
proposed a theoretical model that PABPC-PABPC interaction is a hypothetical
inhibition mechanism that prevents early association of regulation and translation

initiation factors that use PABPC as a scaffold.



1. INTRODUCAO

1.1 Controle da Expresséo Génica

A medida que os conhecimentos sobre as bases moleculares do controle da
expressdo génica avancam, nota-se a sua extraordinaria complexidade em uma
infinidade de mecanismos intricados que necessitam atuar coordenadamente no
tempo e no espaco para a manutencdo da integridade dos sistemas bioldgicos.
Estes mecanismos, alguns gerais e outros especificos para determinados grupos de
organismos, tipos celulares e/ou situacdes fisiologicas, tém em comum o fato de
usar como base a informacdo genética oriunda do DNA para codificar todas as
moléculas de RNA e de proteinas necessarias.

A partir do ano de 2001 foram divulgados os resultados e as analises
comparativas dos projetos de sequenciamento dos genomas do Homo sapiens
(Lander et al., 2001; Venter et al., 2001) e do Mus musculus (Waterston et al., 2002).
Nesse periodo, varias revelagbes tomaram conta da midia cientifica. A mais
inesperada foi a conclusdo de que o genoma humano néo passa de 30 mil genes,
assim, contrariando as expectativas dos 100 mil. Outra constatacdo intrigante
indicou que ndo existe uma correlacdo direta entre o numero de cadeias
polipeptidicas e o nimero de genes e consequentemente de RNAs mensageiros. E
0 resultado mais surpreendente para muitos dos cientistas engajados nesses
projetos foi a descoberta de que menos de 1% do montante dos genes humanos nao
possuem correspondéncia funcional em camundongo. Esses dados mostram que
praticamente toda a diferenca bioldgica existente entre 0 homem e o camundongo
ndo esta contida no nimero ou nos diferentes tipos de genes e sim, na maneira
COmo esses genes se expressam e se relacionam no espaco e no tempo. Logo,
essas informacdes revelaram que decifrar genomas indiscriminadamente ndo €
suficiente para elucidar as fung¢des bioldgicas ou padrdes fenotipicos observados na
natureza. Portanto, a falta de correlacdo observada entre genes, niveis de mRNA e
a respectiva expressédo protéica, em eucariotos, mostraram que a deducdo da
abundancia das proteinas a partir apenas da quantidade de genes e de mRNA é
inconsistente (Gygi et al., 1999; Roberts et al., 2002). Isso, porque o nivel de

expressdo de uma proteina depende ndo somente da velocidade de transcricdo do



gene, mas também, de mecanismos de controles adicionais, tais como
processamento pos-transcricional (e.g. splicing), exportacdo nuclear, localizacdo do
mRNA no citoplasma, estabilidade do transcrito, regulacdo traducional e pos-
traducional. Consequentemente, os processos de biogénese do mRNA, controle
pos-transcricional e, principalmente, a atividade da maquinaria de sintese protéica
despertam grande interesse cientifico dentro do contexto do desenvolvimento
embrionario (Mathews et al.,, 2000), em respostas aos estimulos extra-celulares
(Hinnebusch, 1997), durante a infecgao viral (Pestova et al., 1998), instalacdo de
doencas humanas e, ainda, na apoptose (Holk et al., 2000). Desse modo, o0 estudo
do controle da expressdo génica tem papel predominante no entendimento da
intrincada rede de expresséo e interacdes que constréi um individuo.

Diante dessa tematica, decidimos investigar 0s aspectos estruturais e
moleculares envolvidos na interagcdo da proteina citoplasmatica de ligagdo ao poli(A)
(PABPC) em uma associagédo do tipo PABPC-PABPC. Essa proteina desempenha
papéis fundamentais em varias etapas da expressdo génica. A sua versatilidade se
reflete nas inUmeras interagdes que € capaz de manter com diversos fatores-chave
para o metabolismo celular, envolvidos tanto com a biogénese e estabilidade, quanto
com a tradutibilidade dos mRNAs. Sendo assim, a relevancia da PABPC para a
sobrevivéncia das células eucarioticas encontra-se fundamentada em uma complexa
rede de associagBes entre proteinas e RNAs, mantidas por essa Unica cadeia
polipeptidica, a qual incita enorme curiosidade cientifica, e por isso, € objeto de
estudos de muitos grupos espalhados pelo mundo.

1.2 Processamento do mRNA (Capeamento/Splicing/Poli(A))

Para entendermos os papéis da proteina de ligagdo a cauda poli(A) (PABP)
no metabolismo celular é essencial compreendermos a biologia do mRNA. Em
eucariotos, transcrever simplesmente a informagéo genética de um molde de DNA
para um RNA néo resulta na completa sintese de um RNA mensageiro funcional.
Antes que o transcrito esteja pronto para ser exportado do nucleo, ele deve passar
por trés eventos principais de processamento até que se torne maduro, apto a
engajar-se na sintese proteica. Portanto, o primeiro passo no processamento deste

transcrito primario ou prée-mRNA é o capeamento. Assim que o transcrito nascente



atinge 20 a 30 nucleotideos, um residuo invertido de guanosina é adicionado em sua
extremidade 5 por meio de uma ligacéo trifosfato 5'-5' realizada pela enzima
guanililtransferase. Posteriormente, esta guanosina terminal sofre uma metilagéo na
posicdo N7 catalisada pela enzima metiltransferase, gerando o popularmente
conhecido Cap (m’GpppN — N é qualquer nucleotideo) (Revisado em Shatkin e
Manley, 2000). A presenca do Cap é fundamental para os eventos subsequentes de
processamento, transporte, traducéo e estabilidade dos mRNAs, conforme sera visto
adiante (Sachs et al., 1997; Gillian-Daniel et al., 1998; Gingras et al., 1999a; Tucker
e Parker, 2000; Sonenberg et al., 2000).

Salvo algumas excecdes, em eucariotos os pré-mRNAs apresentam dois tipos
de sequéncias: os éxons, porcao codificadora dos transcritos primarios que estao
presentes no mMRNA maduro; e os introns, sequéncias que nado estdo presentes no
mRNA maduro e, portanto, ndo codificam nenhum aminoacido da proteina a ser
sintetizada. Para que uma mensagem funcional seja gerada a partir de um gene, 0s
introns devem ser removidos do pré-mRNA e os éxons unidos corretamente. Esse
processo € denominado de splicing. No pré-mRNA existem elementos consensus
em cis que sao essenciais para a reacdo de splicing. Dentre eles, estdo as
sequéncias conservadas limitrofes da jungcdo éxon-intron e um importante ponto
interno, chamado de ponto de ramificagcdo, composto por uma adenosina seguida
por um trato rico em pirimidinas situados entre 20 e 50 nucleotideos a montante da
regido de quebra 3'. (Revisado em Proudfoot, 2002). O Splicing € catalisado por um
grande complexo ribonucleoproteico (spliceossomo), e envolve duas reacdes de
transesterificacdo sequénciais entre os nucleotideos dos elementos consensus,
culminando na juncdo éxon-éxon (Moore e Sharp, 1993; Kramer, 1996; Burger e et
al., 1999).

Outra importante modificacdo poés-transcricional presente em praticamente
todos os MRNAS de eucariotos (exceto os mMRNAs histénicos) é a adicdo de uma
cauda de poliadenosinas (poli(A)) na extremidade 3’ do transcrito. A adicdo desta
cauda influencia o término da transcri¢cdo e determina o final do mensageiro. A sua
formacdo é direcionada por sequéncias especificas presentes no pré-mRNA e pela
maquinaria de poliadenilacdo, composta por pelo menos seis diferentes fatores
proteicos. Antes da adicdo do poli(A), o prée-mRNA deve ser clivado. Nos
metazoarios, o sitio de clivagem na maioria dos transcritos primérios fica entre a

sequéncia conservada AAUAAA e a sequéncia a jusante rica em nucleotideos GU.



O motivo AAUAAA é reconhecido pelo fator especifico de clivagem e poliadenilacdo
CPSF, enquanto que os nucleotideos GU séo reconhecidos pelo fator de
estimulacédo da clivagem CstF. A associacdo cooperativa entre esses dois fatores
determinaré o sitio de clivagem e poliadenilacdo do mRNA (Wahle e Ruegsegger,
1999). Os processos de clivagem e poliadenilacdo também requerem a associagado
de mais dois fatores de clivagem, CFl e CFIl. Esses dois fatores, juntamente com o
CPSF, CstF e a PABP nuclear, irdo recrutar e ativar a enzima responsavel pela
poliadenilagao, a poli(A) polimerase nuclear (PAP) (Colgan e Manley, 1997; Keller e
Minvielle-Sebastia, 1997; Minvielle-Sebastia et al., 1997; Millevoi e Vagner, 2009).
Entretanto, a polimerizagdo das primeiras adenosinas ocorre de maneira lenta, e s6
entrara num ritmo processivo (rapido e continuo) com a associacdo da PABP
nuclear a cauda poli(A) nascente (Bienroth et al., 1993; Wahle, 1995). A regulacdo
da extensdo da cauda poli(A) envolve tanto a participacdo da PABP nuclear quanto
a da PABP citoplasmatica, que esté presente no nucleo e no citoplasma. (Mangus et
al., 2003; Kuhn e Wahle, 2004; Kuhn et al., 2009). Terminada a etapa de
polimerizacdo, as caudas de poli(A) recém sintetizadas, dos mais diferentes mMRNAsS,
apresentam-se relativamente homogéneas em comprimento, contendo cerca de
200-250 residuos de adeninas em mamiferos e 70-90 em leveduras (Jacobson,
1996).

Apds o capeamento, splicing e adicdo da cauda poliadenilada, os MRNAs séo
considerados maduros, para posteriormente serem exportados para o citoplasma na
forma de mRNPs, onde serdo traduzidos (Dreyfuss et al., 1993; Dreyfuss et al.,
1996; Gesteland et al., 1999).

1.3 Proteinas de Ligacado a cauda poli(A) — Visao Geral

Conforme visto anteriormente, caudas de poliadenosinas (poli(A)) séo
adicionadas ao terminal 3' de quase todos os mMRNAs eucaridticos durante o
processamento pos-transcricional. A sua estrutura homopolimérica Unica permite a
associacdo sequéncia-especifica com proteinas de ligacdo a cauda poli(A) (PABP -
Poly(A)-Binding Protein). Estas proteinas foram identificadas em varios eucariotos,
mas estao ausentes nos procariotos. Elas desempenham papéis cruciais nas vias de

expressdo génica quando associadas ao poli(A) de mRNAs recém sintetizados ou
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maduros. Agem como efetores em cis em etapas especificas da poliadenilacéo,
exportacdo nuclear, localizagdo citoplasmatica, traducdo e ciclagem (turnover) dos
transcritos. Sem atividade catalitica evidente, as PABPs servem como arcabouco
para a ligacao de fatores que regulam essas etapas da expresséo génica. Dois tipos
de PABPs evolutivamente conservadas foram descritos em detalhes: a PABP
citoplasmatica (PABPC) e a PABP nuclear (PABPN). A PABPC, em varios dos
organismos estudados, apresenta multiplicidade génica (Mangus et al., 2003). Em
humanos, por exemplo, quatro genes foram identificados: PABPC1 (a PABPC
majoritaria), PABPC3 (especifica de testiculo, mais relacionada a PABPC1), iPABP
(induzida, superexpressa em linfécitos T) e PABPC5 (ligada ao cromossomo X),
além deles mais quatro pseudogenes estao presentes (Mangus et al., 2003; Baer et
al., 1980; Baer et al., 1983; Sachs et al., 1987). A identidade de sequéncia entre as
PABPCs humanas é da ordem de 60 a 90%. Mas, ainda ndo foram identificadas
diferencas nas funcdes bioldgicas entre essas proteinas. Em contrapartida, apenas
um gene foi identificado como codificador da PABPN em metazoarios e leveduras
(Mangus et al., 2003).

1.4 PABPC — Estrutura e associacao ao Poli(A)

Descoberta em meados de 1973 (Blobel, 1973), a proteina citoplasmatica de
ligacdo a cauda poli(A) (daqui em diante descrita em termos da majoritaria) esta
presente em todos o0s eucariotos e desempenha papéis importantes em pelo menos
dois processos, traducéo e estabilidade do mRNA (Adam et al., 1986; Sachs et al.,
1986). A PABPC encontra-se amplamente distribuida em todos os tipos celulares,
sendo uma das principais proteinas constituintes do complexo ribonucleoprotéico
(RNP), forma funcional dos mRNAs eucariotos (Blobel, 1973; Vicent et al., 1981;
Dreyfuss et al., 1993). A PABPC é uma proteina estavel e abundante (cerca de
8x10° moléculas em células Hela), tendo uma representatividade cerca de seis
vezes maior do que o numero de ribossomos por célula (Gorlach et al., 1994). De
maneira geral, uma PABPC tipica tem uma massa molecular de aproximadamente
70 kDa e € composta por duas regifes estruturalmente bem definidas, N e C-
terminal, conectadas por uma sequéncia peptidica ndo-estruturada rica em residuos
de prolina e glutamina (Fig. 1A) (Adam et al., 1986; Sachs et al., 1986). O N-terminal
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é formado por quatro dominios consecutivos de interacdo com 0 RNA (RBD — RNA
binding domain), contendo cerca de 90 aminoacidos cada, interligados por pequenas
sequéncias aminoacidicas. O RBD é o dominio mais comum encontrado em
proteinas que se associam a RNAs, ja descrito em pelo menos duzentas proteinas
deste tipo, sugerindo que este é um dominio ancestral com grande importancia na
biologia dos acidos ribonucléicos (Deo et al., 1999). Estudos utilizando ressonancia
nuclear magnética e cristalografia de raios-X determinaram que os RBDs, de modo
geral, sdo dominios globulares, cada um composto por quatro fitas-B antiparalelas
envoltas por duas a-hélices em um arranjo RRRal (Deo et al., 1999; Clery et al.,

2008) (Fig. 1B). Dois motivos com sequéncias conservadas estédo localizados nas
duas fitas-B centrais fazendo contato com o RNA, o océ&aimo RNP1 ((K/R) -G-
(FIY)-(GIA)-F-V-X(F/Y), X é qualquer aminoacido) e o hexamérico RNP2 (((L/)-(F/Y)-
(V/N-(G/IK)-(N/G)-(L/M)). Analises filogenéticas sugerem que o0s quatro RBDs
originaram-se de duplicacdes sucessivas antes da divergéncia de leveduras e
mamiferos (Fukami-Kobayashi et al., 1993). Os dois primeiros RBDs formam uma
unidade funcional e os dois ultimos uma segunda. Essa conclusdo é derivada em
parte da observacdo de que residuos de aminoacidos que participam no
reconhecimento do RNA presentes no RBD1 sdao mais similares aos do RBD3,
enquanto que os do RBD2 sdo mais similares aos do RBD4 (Deo et al.,, 1999).
Embora todos os RBDs da PABPC sejam capazes de se ligar ao RNA, eles ndo séao
funcionalmente equivalentes, ja que possuem afinidades diferentes pelo poli(A)
(Kuhn e Pieler, 1996). Sendo assim, os dois primeiros RBDs juntos séo os principais
responsaveis pelo reconhecimento e ligacdo a cauda poliadenilada (Fig. 1B), com
afinidade de 2-7 nM (Kq) (Gorlach et al., 1994; Kuhn e Pieler, 1996). O segundo RBD
€ responsavel também pela interacdo com o importante fator de iniciacdo da
traducao elF4G (Kuhn e Pieler, 1996). A associacdo da PABPC com o poli(A) exige
um sitio de ligacdo de no minimo 12 adenosinas, logo, multiplas copias de PABPC
podem se ligar a um mesmo trato de poli(A), formando unidades repetidas que
cobrem = 27 nucleotideos (Baer et al., 1980; Baer et al., 1983; Sachs et al., 1986;
Sachs et al., 1987).

Acredita-se que a regiao rica em prolinas e glutaminas, o primeiro um ter¢o do
C-terminal, esteja envolvida com a multimerizacdo entre moléculas de PABPC,
facilitando a sua ligacdo a cauda poli(A) (Fig. 1) (Kuhn e Pieler, 1996; Melo et al.,
2003). Esta regido serd abordada com mais detalhes adiante.
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O dominio C-terminal da PABPC € uma regido composta por
aproximadamente 75 aminodcidos, bastante estruturada e altamente conservada.
Em humanos, ele é composto por cimco -hélices (Fig. 1C), enquanto que em
leveduras apresenta apenas quatro, faltando o ortélogo a primeira hélice (Kozlov et
al., 2001; Kozlov et al., 2002). O dominio C-terminal apresenta sitios de interacdo
com fatores reguladores da poliadenilacéo, deadenilacéo, iniciacdo e terminagéo da
traducdo, mas ndo é requerido para o reconhecimento e ligagdo ao RNA (Kozlov et
al., 2001; Deo et al., 2001; Khaleghpour et al., 2001b).
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Figura 1. Estrutura da proteina citoplasmatica de ligacdo ao Poli(A). (A) Esquema da estruturada
proteina PABPC e localizagdo dos seus dominios funcionais (Adaptado de Melo (2003). (B)
Representagdes da estrutura tridimensional dos RBDs 1 e 2 da PABPC humana sem ou com associa¢ao
ao poli(A). Esses modelos evidenciam a composicao caracteristica dos RBDs: quatro fitas-f e duas a-
hélices (retirado com modificacdes de Deo et al. (1999)). (C) Representagdo da estrutura tridimensional
da segunda metade do C-terminal da PABPC humana. Nesta figura visualizamos parte da regido nao
estruturada rica em prolinas e o dominio C-Terminal (em azul). A direita, a representacéo detalhada das
cinco a-hélices que compdem o dominio C-terminal (retirado com modificacdes de Kozlov et al. (2001)).
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1.5 PABPC e atradugéo

Como a sintese proteica é responsavel por grande parte do gasto de energia
de uma célula em crescimento, a interrup¢do da traducdo ou a presenca de um
peptideo incompleto seria extremamente desfavoravel para o balanco energético do
organismo (Hilleren e Parker, 1999; Gonzalez et al., 2001). Logo, a iniciacdo da
traducdo € uma etapa altamente complexa e regulada da expressdo génica. Neste
evento, participam uma grande variedade de fatores denominados elFs (eukaryotic
initiation factors), além de outras varias proteinas, dentre elas a PABPC.

A maioria dos mMRNAs possui em sua extremidade 5 uma 7-metil-guanosina
(m’GpppN), que foi adicionada enzimaticamente durante a transcri¢do (ver na secao
1.2). Esta estrutura, conhecida como Cap, desempenha papéis importantes no
splicing, na estabilizagdo, no transporte, assim como na tradugéo do transcrito por
interagir com o fator de iniciacdo da traducdo elF4F. elF4F é um complexo
heterotrimérico composto por uma subunidade que se liga ao Cap (elF4E); uma
RNA helicase ATP-dependente (elF4A); e elF4G, uma proteina de grande massa
molecular que atua como arcabouco para a ligacdo de elF4E, elF4A, PABPC e
outras proteinas (Fig. 2b) (Gingras et al., 1999; Hentze, 1997; Hershey e Merrick,
2000). O Cap por si soO ja € um potente determinante da eficiéncia de traducdo do
MRNA. Entretanto, ele atua mais fortemente em cooperagdo com a cauda poli(A).
Em animais, plantas e leveduras, os mRNAs que possuem Cap e poli(A) séo
traduzidos muito mais eficientemente do que mensageiros possuidores de apenas
uma dessas estruturas. Portanto, o efeito estimulatério dessas duas estruturas é
sinérgico (Gallie, 1991; Jacobson, 1996).

Apés a chegada do mensageiro ao citoplasma, o complexo poli(A)-PABPC
promove a interagao entre os terminais 5’-3’, resultando na circularizagdo do mRNA
e, por consequéncia, a iniciagdo da traducéo é estimulada (Jacobson, 1996; Tarun e
Sachs, 1996; Amrani, 2008). A formacdo desse loop fechado, conforme
demonstrado por Sachs e colegas (Tarun e Sachs, 1996; Tarun et al., 1997; Wells et
al., 1998), é dependente principalmente da interacdo elF4E-elFAG-PABPC e esta
envolvida na promogao do recrutamento da subunidade 40S do ribossomo e na
reciclagem dos ribossomos do terminal 3’ para 0 5’ de um mesmo mMRNA, facilitando
0 processo de reiniciacao da traducédo (Fig. 2) (Sachs, 2000; Svitkin e Sonenberg,
2006). elF4G €é o elo fundamental para esta circularizagdo, visto que interage
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concomitantemente com elF4E e PABPC. Além disso, a combinacdo dessas
interacdes cooperativas aumenta a afinidade de elF4E pelo Cap (Haghighat et al.,
1997; Ptushkina, 1998; Borman et al., 2000; Luo e Goss, 2001), estimula a ligacao
da PABPC ao RNA (Le et al.,, 1997), e incrementa as atividades de ATPase e
helicase de elF4A e as atividades de elF4B (Bi e Goss, 2000). Todavia, a relagéo da
PABPC com o processo de traducéo ndo esta limitada apenas a sua interacdo com
o complexo elF4F. A PABPC parece estar envolvida no processo de recrutamento
da subunidade ribossomal 60S durante o reconhecimento do cédon de iniciacdo e
formac&o do complexo ribossémico 80S. Isso, por meio de sua interacdo com o fator
elF5B (Munroe e Jacobson, 1990a; Munroe e Jacobson, 1990b; Searfoss et al.,
2001).

Ainda, foi demonstrado em células de mamiferos que a PABPC pode ser
regulada por duas proteinas: PAIP1 e PAIP2 (PABP interaction Protein). PAIP1
(homologa ao dominio central de elF4G) estd relacionada com o estimulo da
traducdo (Craig et al., 1998). Esta proteina (com massa molecular=dd5 kDa)
interage com a PABPC em dois dominios independentes, numa estequiometria de
1:1. A extremidade C-terminal de PAIP1 associa-se com 0 primeiro € 0 segundo
RBD da PABPC, ao mesmo tempo em que o dominio de ligacéo presente na metade
N-terminal de PAIP1 se liga a extremidade C-terminal da PABPC em sua porgao
mais conservada (Roy et al., 2002). Foi demonstrado que a regido de PAIP1
homdloga a elF4G tem a capacidade de se associar & RNA helicase elF4A e
estimular a tradugcdo de um mRNA reporter quando PAIP1 é superexpressa em
culturas de células (Craig et al., 1998). Em um estudo recente, foi observado que
PAIP1 em associacdo com a PABPC é capaz de se ligar ao fator elF3, estimulando
a iniciacdo da sintese protéica por facilitar e estabilizar a montagem do ribossomo
80S (Martineau et al., 2008). Contudo, a interacdo da PABPC com PAIP1 é
antagonizada pela associagcdo competitiva com PAIP2, que age como repressor da
traducao (Khaleghpour et al., 2001a). PAIP2 (com massa molecular de= 14 kDa) se
liga a PABPC também por meio de dois dominios com uma estequiometria de 2:1
(PAIP2:PABPC). Onde uma molécula de PAIP2 se liga ao segundo e ao terceiro
RBD da PABPC, enquanto que uma segunda molécula de PAIP2 interage com a
extremidade do dominio C-terminal da PABPC (Khaleghpour et al., 2001b). Embora,
a PABPC e PAIP2 formem um complexo trimérico, apenas uma dessas interacdes
(entre os RBDs 2-3 da PABPC e PAIP2) é importante para a atividade inibitoria de
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PAIP2 (Khaleghpour et al., 2001a; Khaleghpour et al., 2001b). Um modelo sugere
gue a associagcéo de PAIP2 com a PABPC enfraquece a sua afinidade pela cauda
poli(A), facilitando a ruptura da estrutura circular do mRNA (Khaleghpour et al.,
2001a; Karim et al., 2006).

N&o obstante, a determinagdo da funcdo da PABPC durante a iniciagdo da
traducdo ainda ndo estd esclarecida, pois a participacdo de varios dominios da
PABPC de maneira independente no estimulo da traducdo torna a dissec¢do do
papel desta molécula no processo de traducdo uma tarefa extremamente complexa.
Além do mais, a participacdo da PABPC na traducdo ndo esta restrita apenas ao
processo de iniciagdo, jA que esta proteina também é capaz de interagir por meio de
seu dominio C-terminal com o fator de terminacdo da traducdo eRF3 (Fig. 2d)
(Hoshino et al., 1999). A terminacdo da traducdo e a liberacdo do polipeptidio do
ribossomo em eucariotos necessita do fator eRF1, que por sua vez é ativado por
eRF3 (Kisselev et al., 2003). Logo, a interacdo da PABPC com eRF3 aumenta a
eficiéncia da terminagdo da traducédo (Cosson et al., 2002), e a inibicAo dessa
ligacao interfere na sintese protéica (Uchida et al., 2002). Desse modo, a associacao
simultanea da PABPC com eRF3 e elF4G resulta na aproximacdo dos cédons de
terminacdo e iniciacdo da traducao favorecendo a reciclagem dos ribossomos (Fig.
2d) (Uchida et al., 2002). Por outro lado, estudos apontam que a interacédo de eRF3
com o C-terminal da PABPC parece minimizar a capacidade de multimerizacdo dos
mondmeros de PABPC na cauda poli(A). Este fato possibilita 0 acesso de enzimas
desadeniladoras ou nucleases ao mensageiro e, em Uultima instancia, provocara o
seu decaimento. (Hoshino et al., 1999). Portanto, essa intrincada rede de interagdes
entre 0os mais diversos fatores envolvidos nas etapas da traducdo e a PABPC fazem
com que o seu efeito estimulatério sobre a sintese protéica seja exercido
distintamente tanto na presenca quanto na auséncia do Cap (via IRES — ver
adiante). (Preiss e Hentze, 1998; Otero et al., 1999; Michel et al., 2000).

Um dos mais espetaculares exemplos da acao da associacdo PABPC-cauda
poli(A) encontra-se no mecanismo de silenciamento da traducdo dos mRNAs da
célula hospedeira durante uma infecgdo viral, provocando a substituicdo forcada da
traducdo das proteinas da célula pelas proteinas virais.

Ao infectar seu hospedeiro eucarioto, o virus necessita da maquinaria de
traducdo da célula para sintetizar suas proteinas constituintes. E um dos maiores

indicativos do papel central e fundamental da PABPC no controle da traducao se
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deve ao fato desta proteina ser um dos principais alvos de inativacado da traducdo
dos mensageiros nas células hospedeiras, tornando quase que exclusiva a sintese
proteica a partir dos mRNAs virais. Um exemplo curioso disso € a clivagem da
PABPC pelas proteases 2A e 3C de Enterovirus e também pela protease B3 2A de
Coxsackievirus (Joachims et al., 1999; Kerekatte et al., 1999). Além da degradacédo
da PABPC, essas proteases clivam elF4G retirando o seu dominio de interagdo com
a PABPC. Contudo, os mRNAs virais escapariam da inativagdo por possuirem sitios
internos de entrada para o ribossomo (IRES) em sua estrutura (Pe’ery e Mathews.
2000). Os IRES séo excecao ao modelo de traducao por varredura dependente de
Cap. Esses elementos formam estruturas secundarias na extremidade 5 do
mensageiro capazes de recrutar a subunidade ribossomal 40S diretamente para o
codon iniciador, sem a necessidade de reconhecimento do Cap (Hellen e Sarnow,
2001; Vagner et al., 2001; Pestova et al., 2001). Outro mecanismo de escravizagao
da maquinaria de traducdo é o utilizado pelos Rotavirus. A proteina rotaviral NSP3
se associa a sequéncias especificas na regido 3' dos mRNAs virais, circularizando
efetivamente estes transcritos mimetizando a PABPC. Sendo assim, esta proteina
atua sinergicamente com o Cap na sintese protéica por meio de sua interacdo com
elF4G, curiosamente na mesma regido empregada pela PABPC (Vende et al.,
2000). Logo, NSP3 compete com a PABPC pelo elF4G, reduzindo ou interrompendo
a traducdo dos mensageiros da propria célula (Piron et al., 1998; Borman et al.,
2000).

Outro exemplo bastante interessante do papel da PABPC em associagéo com
a cauda poli(A) na sintese proteica foi observado no controle da expressdo génica
durante a fase inicial do desenvolvimento dos metazoarios. Nas primeiras etapas
que antecedem a fecundacdo (maturagdo dos ovocitos) e em seguida, durante as
primeiras divisdes celulares do embrido, o processo de transcricdo encontra-se
guase totalmente latente e praticamente toda a expressdo génica advém dos
MRNAs maternos. Esses mensageiros ficam estocados em estado de dorméncia no
citoplasma do ovdcito/zigoto devido principalmente ao encurtamento da cauda
poli(A) durante a formacdo do gameta (Rosenthal et al., 1983; Rosenthal et al.,
1986). O mecanismo de ativacdo da traducdo dos mRNAs maternos ocorre em
grande parte por meio da poliadenilacao citoplasmatica, que estende a cauda poli(A)
até o seu tamanho natural tornando-a apta a traducéo (Kuge e Richter, 1995; Barkoff
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et al., 1998; Stutz et al., 1998, Radford et al., 2008). Portanto, a extensdo da cauda
poli(A) e sua associacdo com a PABPC demonstram o envolvimento desta proteina
com o estimulo da tradugdo dos mRNAs maternos, dos quais, 0s produtos guiardo a
maturacdo do ovécito e o inicio do desenvolvimento embrionario (Wormington et al.,
1996; de Moor e Richter, 1999).
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Figura 2. Funcbes da PABPC na traducéo e estabilidade do mRNA. Esse modelo representa os
diferentes estagios do “ciclo de vida” de um mRNA no citoplasma, no qual podemos notar as varias
fungBes atribuidas a PABPC. (a) Ao chegar ao citoplasma a PABPC se associa com a cauda poli(A)
do mensageiro. (b) A interacdo da PABPC com o fator elF4G promove a circularizacdo do mRNA,
portanto, (c) estimula a iniciacdo da traducdo ao mesmo tempo que antagoniza o decapeamento do
transcrito. (d) A interacdo da PABPC com o fator de terminacdo eRF3 aproxima os codons de
iniciacdo e terminacao, favorecendo o reinicio da sintese protéica por meio da reciclagem dos
ribossomos da extremidade 3’ para a 5’ de um mesmo mRNA. (e) O inicio da degradacdo do mRNA é
marcado pela dissociagdo da PABPC e encurtamento da cauda poli(A) pelo complexo de
deadenilacédo. (f) A perda da cauda poli(A) facilita a dissociacdo das proteinas do mRNP e o
decapeamento por meio das enzimas decapeadoras Dcpl e Dcp2. (g) Agora, 0 mRNA esta suscetivel
a degradacdo tanto pela exoribonuclease 5-3' quanto pelo Exossomo 3-5' (Retirado com
modificagdes de Mangus et al. (2003)).
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1.6 PABPC e estabilidade do mensageiro

Assim como a traducdo, a meia vida de um mRNA no citoplasma tem
profundas consequéncias na determinagcdo dos niveis de expressdo das proteinas.
Desse modo, as células eucariotas desenvolveram maneiras de modular a taxa de
degradacdo do mRNA como meio de controlar a expressao de uma grande
variedade de transcritos. Portanto, a regulacdo da estabilidade do mRNA é uma
vantajosa adaptacdo que permite a célula manter um transcrito traduzivel sem que
haja gastos excedentes de energia com a transcricdo, processamento e transporte
do mRNA do nucleo para o citoplasma. Nessas condi¢cdes, a célula responde
prontamente as mudancas dos estimulos intra e extracelulares (Guhanioyogi e
Brewer, 2001). Dois mecanismos gerais de decaimento do mRNA foram descritos
em leveduras (Caponigro e Parker, 1996; Tucker e Parker; 2000; Parker e Song,
2004). Ambos tem como passo chave no processo de degradagdo do mensageiro o
encurtamento e a remocao da cauda poli(A) pela poli(A) 3’ ribonuclease (PARN)
(Fig. 2e) (Jacobson e Peltz, 1996; Boeck et al., 1996; Brown et al., 1996; Decker e
Parker, 2002; Uchida et al.,, 2003). No primeiro mecanismo, este fato esta
intimamente relacionado com a remocdo do Cap pelas enzimas decapeadoras Dcpl
e Dcp2 permitindo o acesso de exonucleases 5-3' ao mRNA (Fig. 2f-g) (Tucker e
Parker, 2000). A remocédo do Cap acontece no final do processo de retirada do
poli(A) tanto em leveduras (Caponigro e Parker, 1995; Bonnerot et al., 2000), quanto
em mamiferos (Couttet et al., 1997). Alternativamente a este mecanismo de
decapeamento dependente de desadenilagdo, o MRNA pode ser degradado
diretamente pela extremidade 3’ logo apdés a remocdo da cauda poli(A). Como
principal proteina associada a cauda poli(A), a PABPC tem participacdo decisiva no
processo de degradacdo dos mRNAs (Bernstein et al., 1989a; Bernstein e Ross,
1989b). A PABPC participa como modulador negativo da taxa de remocéo da cauda
poli(A) por estabilizar elF4F e impedir o acesso de ribonucleases aos terminais 5’ e
3’ do mensageiro, e também, por influenciar a hidrélise do Cap, ja que esta proteina
€ um forte inibidor das enzimas de remocao desta estrutura (Caponigro e Parker,
1996; Tucker e Parker, 2000; Parker e Song, 2004). Além disso, a PABPC é capaz
de impedir a montagem do complexo exossomo responsavel pela via de degradacao
no sentido 3'-5' (Ford et al.,, 1997) (Fig. 2g) e, ainda, pode associar-se com as
subunidades CCR4-NOTI do complexo de desadenilacdo, inibindo efetivamente a
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sua funcéo degradativa (Zekri et al., 2009). Como exemplo do papel da PABPC na
estabilidade de mRNAs, foi demonstrado in vitro que o excesso de poli(A) atua como
um competidor efetivo pela associacdo da PABPC com o mRNA (Jacobson e
Favreau, 1983; Bernstein et al., 1989a; Ford et al., 1997; Wilusz et al., 2001). Tal
competicdo acelera a taxa de encurtamento da cauda poli(A) do mRNA, indicando
gue a presenca da PABPC exerce um efeito protetor ao terminal 3' do mensageiro
(Lamphear et al., 1995; Otero et al., 1999; Wilusz et al., 2001). Na verdade, poderia
se dizer que a cauda poli(A) serve unicamente para recrutar as moléculas de
PABPC para a extremidade 3' do mRNA, pois esta proteina é capaz de manter a
estabilidade dos mensageiros mesmo apos a delecdo dos RBDs 1 e 2, desde que
seja artificialmente alojada na extremidade 3’ do mensageiro (Coller et al, 1998). Em
contraste, uma proteina contendo os RBDs 1 a 3 estimula a tradu¢do, mas nédo a
estabilidade (Coller et al., 1998; Gray et al., 2000). Coller e colegas (1998)
observaram que a capacidade da PABPC em promover a estabilizacdo do mRNA,
parece ser exercida pelo quarto RBD juntamente com a regiéo rica em prolinas de
seu C-terminal.

A PABPC também influéncia o decaimento do MRNA interagindo com
proteinas regulatorias, modulando as suas atividades ou sofrendo modulagdes.
Duas proteinas que se ligam ao 3'UTR do mRNA da -globina e aumenta a sua
estabilidade, aCP1 e aCP2, interagem com a PABPC (Wang et al.,, 1999).
Aparentemente, a PABPC estimula a associacdo das proteinasaCP as sequéncias -
alvo no terminal 3’ do transcrito, a0 mesmo tempo que blogueia o0 acesso da
endonuclease ErEN ao seu sitio especifico (Wang e Kiledjian, 2000). Curiosamente,
a ligacdo da PABPC a cauda poli(A) é reciprocamente aumentada pelas proteinas
aCP, indicando que a estabilizacdo do mRNA daa -globina € mediado por multiplos
eventos interdependentes (Wang e Kiledjian, 2000). A PABPC também participa da
estabilidade do mensageiro do gene c-fos. Ela faz parte de um complexo protéico
gue reconhece um elemento determinante de instabilidade (MCRD) presente na
regido codante do mRNA deste gene. Este complexo é formado pelas proteinas
PABPC, PAIP1, hnRNPD, NSAP1 e Unr, e com a traducdo e a passagem do
ribossomo pela regido mMCRD essas associagdes sao perturbadas, culminando no
encurtamento da cauda poli(A) (Shyu et al.,, 1991; Grosset et al., 2000). Como
discutido acima, a PABPC também interage com o fator de terminacdo eRF3, e a

consequéncia disso € o decréscimo no numero de multimeros de PABPCs
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associados a cauda poli(A). Essa observacao sugere a existéncia de um link entre a
terminacdo da traducdo e o encurtamento da cauda poli(A), e isso seria um
mecanismo de regulacdo temporal que limitaria a meia vida da cauda poli(A),
consequentemente, a do mensageiro em questao (Hoshino et al., 1999).

Recentemente, foi investigado o papel da PABPC na modulacdo da funcéo de
microRNAs (miRNASs) no controle da expressao génica (Zekri et al., 2009; Walters et
al., 2010). Os miRNAs sao pequenos RNAs nao codificadores, contendo de 20-24
nucleotideos, que regulam a expressao génica poés-transcricionalmente em plantas e
animais (Lewis et al. 2005; Kim e Nam, 2006; Bushati e Cohen, 2007). Esses
pequenos RNAs sdo previamente processados e sO entdo carregados ao complexo
de silenciamento induzido por RNA (RISC) (revisado em Kim, 2005). Neste
complexo, 0 miRNA se associa por complementaridade de bases a sitios-especificos
na 3'UTR de seus mensageiros-alvos, podendo bloquear a tradugcéo ou degradar
estes transcritos (Bushati e Cohen, 2007). Embora, os mecanismos moleculares
deste tipo de regulacdo ndo estejam muito bem documentados, ha evidéncias de
gue a associacdo mMIRNA-mRNA estimula a desadenilacio do mensageiro
(Wakiyama e cols., 2007) e consequentemente, a sua degradacéo (Behm-Ansmant
et al. 2006; Giraldez et al. 2006; Wu et al. 2006; Eulalio et al. 2009). Portanto, a
associacdo da PABPC com a cauda poli(A) parece exercer um papel protetor ao
mensageiro, preservando a sua expressao por inibir a desadenilacdo influenciada
por miRNAs (Zekri et al., 2009; Walters et al., 2010). Mas, outros estudos precisam
ser feitos para elucidar os mecanismos de repressao dependentes de miRNAs.

1.7 Regulacéo da expressdo da PABPC

A relevancia da PABPC no metabolismo celular evidencia a necessidade de
gue a sua sintese seja perfeitamente ajustada em reposta a diferentes condicoes,
estimulos externos e internos e ao crescimento celular. Sendo assim, a regulacao da
expressdo da PABPC ocorre tanto ao nivel transcricional quanto traducional.
Entretanto, o0 mecanismo de regulacdo da traducdo da PABPC foi o Unico abordado
experimentalmente de modo que suas bases de funcionamento encontram-se
melhor compreendidas. Estudos provaram que a expressao da PABPC é regulada

principalmente por um mecanismo traducional de autorrepressao. Este mecanismo
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foi primeiramente demonstrado e confirmado in vitro (de Melo Neto et al., 1995; Melo
et al., 2003) e in vivo (Wu e Bag, 1998, Melo et al., 2003), indicando que a PABPC
controla sua prépria sintese ao se ligar a um elemento rico em residuos de
adenosina (pARE - poly(A)-Rich Element) encontrado dentro da 5’UTR de seu
proprio mRNA (Grange et al., 1987; Sachs et al., 1996). Foi estabelecido que esta
regido € um sitio secundario de ligacdo a PABPC, mas com afinidade menor do que
a cauda poli(A) presente na extremidade 3' do mensageiro (Sachs et al., 1996). De
acordo com o modelo de autorregulacdo, a PABPC sintetizada em excesso em
relacdo a quantidade de caudas poli(A), seria capaz de se ligar ao pARE e inibir o
processo de iniciagdo da sua propria traducdo (Grange et al., 1987; Sachs et al.,
1996, Melo et al., 2003). Além disso, foi observado também que a sequéncia pARE
esta relacionada com a reducdo na abundancia do mRNA da PABPC, influenciando
a sua taxa de decaimento (Melo et al., 2003b). Outro mecanismo, que controla
positivamente a sintese da PABPC, foi proposto durante a estimulacdo de células
em cultura por fatores de crescimento. Esta via € ativada por meio de um motivo rico
em residuos de pirimidinas (5'TOP) situado nos 32 primeiros nucleotideos da
extremidade 5’ do mRNA da PABPC humana, similar aos encontrados em diversos
mensageiros que codificam fatores da maquinaria de sintese proteica (Hornstein et
al., 1999). Acredita-se, que assim como as proteinas ribossomais, a sintese da
PABPC seja aumentada pela ativacdo da cascata de fosforilagdo comandada pela
proteina cinase mTOR (mammalian Taget of Rapamycin), facilitando a tradugéo dos
transcritos que contém o elemento TOP. (Meyuhas e Hornstein, 2000; Gingras et al.,
2001).

Além dos ja estabelecidos mecanismos de regulacdo pdés-transcricionais,
parece que a atividade da PABPC também pode ser modulada por eventos pos-
traducdo. Em mamiferos, foi reportado que pelo menos duas argininas, presentes na
regido rica em prolinas no C-terminal da PABPC, podem ser modificadas pela acéo
da enzima arginina metiltransferase CARM1 (Le e Bedfordt, 2002). Mas, o papel
desta metilacdo ainda € desconhecido. Outro caso de controle da atividade da
PABPC foi demonstrado em plantas por Le e colegas (2000). Neste trabalho,
observou-se que a PABPC possui sua atividade de ligacdo ao poli(A) e a sua
capacidade de interacdo com elF4F e elF4B modulada por seu estado de
fosforilacdo. Sendo assim, a PABPC fosforilada exibe menor afinidade pela cauda
poli(A) e ao elF4F do que a proteina desfosforilada. Ao passo, que esse estado
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fosforilado aumenta a sua capacidade de multimerizacdo e a sua afinidade por
elF4B.

1.8 PABP nuclear

A PABP nuclear é também ubiqua e abundante nos eucariotos. Em contraste
com a PABP citoplasmatica, a PABPN contém apenas um Unico RBD. Em
mamiferos, este separa o dominio N-terminal rico em prolinas e glutamatos do
dominio C-terminal rico em argininas (Wahle, 1991a; Kuhn e Wahle, 2004). O
reconhecimento do poli(A) exige o RBD e o dominio rico em argininas (Wahle e
Ruegsegger, 1999). Curiosamente, em Xenopus laevis esta proteina quando néo
ligada ao poli(A) forma homodimeros por associagédo entre 0 RBD e a regido rica em
prolinas. Portanto, em cada subunidade do homodimero o sitio canbnico para
reconhecimento do RNA de uma esta ocupado pelo motivo rico em prolinas da outra
e vice-versa (Fig 3B). Ao associar-se a cauda poli(A), esta PABPN passa por uma
transicdo dimero-mondmero removendo o motivo rico em prolinas de seu RBD

estabelecendo a interacdo com o poli(A) (Song et al., 2008).

A B
XePABP2-TRP

N-Terminal m C-term

Figura 3. Proteina nuclear de ligacdo ao poli(A). (A) Esquema da estrutura da PABPN. Em
destaque o seu Unico RBD. (B) Diagrama estrutural do homodimero do dominio resistente a protease
(TRP) da PABPN de Xenopus Laevis. As subunidades individuais estdo em vermelho e verde
(retirado de Song et al., 2008).
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A PABPN, conforme estudos com BtnPABP2 (PABP2 nuclear de Bos taurus),
atua na adicdo da cauda poli(A) durante o processamento do pré-mRNA (Wabhle,
1991b; Bienroth et al., 1993; Wahle et al., 1993). Apés a clivagem 3’ sitio-especifica
do pré-mRNA, uma pequena cauda de poli(A), de 11-14 residuos de adenina, é
adicionada ao transcrito pela poli(A) polimerase (PAP) (Meyer et al., 2002). A
PABPN se liga a esta pequena cauda e, juntamente com alguns fatores, dentre eles
o fator especifico de clivagem e poliadenilagdo (CPSF), estimulam e regulam a
processividade de PAP (Bienroth et al., 1993; Wahle, 1995; Keller et al., 2000; Kuhn
et al., 2009). A associacdo continua de varios mondmeros de PABPN é
acompanhada pela formacdo de um filamento linear que apresenta particulas
esféricas de 21 nm regularmente espacadas (Keller et al., 2000). O controle do
comprimento da cauda poli(A) é determinado pela redugdo da processividade de
PAP quando esta enzima atinge entre 200-250 residuos de adenina. Além deste
ponto, o aumento da cauda poli(A) € comprometido pelo rompimento da interacao
entre a PAP e o fator CPSF (Keller et al., 2000).

Além disso, a PABPN, assim como a PABPC, parecem estar envolvidas na
exportacdo do mRNA do nucleo para o citoplasma. Em mamiferos e leveduras,
MRNAs sdo geralmente retidos no nucleo quando ndo possuem um sinal de
poliadenilagdo funcional ou quando a poliadenilacdo € inibida pela auséncia ou
inativacdo de fatores cataliticos especificos (Huang e Carmichael, 1996; Dower e
Rosbash, 2002; Hammel et al., 2002). Em leveduras, também foi observado que
Nab2p (seu equivalente a PABPN) interage com Gfd1lp, uma proteina associada ao
poro nuclear (Uetz et al., 2002), e Pablp (sua PABPC) interage com nucleoporinas
especificas e com o receptor de sinalizagdo para exportacéo nuclear Xpolp (Allen et
al, 2001; Hammel et al., 2002). Em mamiferos, a inibicdo da PABPN pela proteina
NS1 do virus influenza previne a exportacdo de mRNAs (Chen e Krug, 1999). Mas,
estes mecanismos de exportagcdo ainda nao estdao muito bem elucidados e

necessitam de novos estudos para a sua compreensao.

1.9 Interac&o Proteina-Proteina mediada por motivos ricos em Prolina

Alguns estudos indicam que a regiao rica em prolinas e glutaminas da

PABPC, o primeiro um terco de seu C-terminal, compde uma importante estrutura
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envolvida na multimerizacdo entre moléculas desta proteina na presenca de poli(A)
(Kuhn e Pieler, 1996; Melo et al., 2003). Essa interagao entre PABPCs facilitaria a
sua ligacdo a cauda poli(A) (talvez de maneira cooperativa) de modo a influenciar
algumas de suas fung¢des, como por exemplo, a redugcéo na taxa de desadenilagéo
de um mensageiro e até mesmo o seu proprio mecanismo de autorregulacdo (Kuhn
e Pieler, 1996; Melo et al., 2003). Por se tratar de uma proteina arcabouco, alvo de
varias interacfes proteina-proteina, a estrutura da PABPC merece atencao especial.
Em face disto, faz-se necessaria uma breve apresentacdo das caracteristicas
biofisicas gerais dos motivos ricos em prolina e também de alguns dominios ligantes
envolvidos em intera¢des entre proteinas.

Sequéncias ricas em prolina sdo extensivamente encontradas em diversos
proteomas, tanto de procariotos como de eucariotos (Rubin et al., 2000; Chandra et
al., 2004). Estima-se, por exemplo, que em Drosophila h& pelo menos 579 destas
regides, sendo estes, os motivos mais abundantes de seu proteoma (Rubin et al.,
2000). Estudos feitos por analises comparativas entre diferentes genomas sugerem
gue as sequéncias poliprolina e os dominios de suas proteinas ligantes co-evoluiram
na natureza (Rubin et al., 2000). Portanto, compdem o modulo de associacdo entre
proteinas mais recorrente nos metazoarios (Castagnoli et al., 2004). Desse modo,
essa dupla de estruturas desempenha papéis indispensaveis na mediacdo de
interacbes proteina-proteina que por sua vez S0 essenciais em varios processos
celulares (Chandra et al.,, 2004; Castagnoli et al., 2004). Por exemplo, estdo
presentes na iniciacdo da transcricdo, em cascatas de sinalizacdo e rearranjos do
citoesqueleto.

Estruturas sabidamente envolvidas no reconhecimento e ligacdo aos motivos
poliprolina incluem os dominios SH3 (presentes em proteinas do citoesqueleto e na
transducéo de sinal em eucariotos) (Mayer, 2001); WW (assim denominado devido a
sua ocorréncia apés dois residuos conservados de triptofano, sdo encontrados em
varios fatores de transcri¢cao) (Kay et al., 2000; Kato et al., 2004); EVH1 (mddulo de
interacdo proteina-proteina presente em VASP - fosfoproteina estimulada por
vasodilatacdo, sdo encontrados em Vvarias proteinas que participam do
remodelamento da actina e na sinalizacdo pés-sinaptica) (Prehoda et al., 1999; Ball
et al., 2002; Volkman et al., 2002); GYF (assim denominado devido a presenca da
triade conservada Gly-Tyr-Phe, originalmente identificado em CD2BP2, uma
proteina que se liga ao CD2 das células-T e regula a sua adesé&o) (Freund et al.,
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1999); profilina (descrito como regulador da polimerizacdo dos filamentos de actina)
(Mahoney et al., 1997; Mahoney et al., 1999) e UEV (variante da enzima
conjugadora de ubiquitina E2) (Pornillos et al., 2002). Esses dominios tém tamanhos
de 30 a 150 residuos de aminoacidos e os mais abundantes nos vertebrados séo o
SH3 e o WW, com 409 e 125 codpias, respectivamente, no proteoma humano
(Castagnoli et al., 2004).

As razdes pelas quais as sequéncias ricas em prolina sdo comuns em
diferentes organismos e participam das mais variadas associacdes entre proteinas
serdo destacadas a seguir. Primeiro, para uma sequéncia peptidica atuar em uma
interacdo binaria, ela deve estar exposta ao solvente e acessivel ao seu ligante.
Portanto, dos 20 aminoacidos de ocorréncia natural, a prolina tem as caracteristicas
ideais para tal tarefa. Este aminoacido € conhecido por interromper estruturas
secundarias regulares comax -hélices e folhas-f que &o fundamentais para o
dobramento e a topologia das proteinas. Logo, as sequéncias ricas em prolina sédo
frequentemente encontradas na superficie, em oposicdo a estarem enterradas na
proteina (Holt e Koffer, 2001). Segundo, a prolina € o Unico aminocido que
apresenta uma estrutura ciclica devido a ligacéo do nitrogénio do grupo amina a sua
cadeia lateral alifatica. Este anel de cinco atomos (pirrolidina) restringe o seu angulo
diedral ¢ em aproximadamente -60°. Isto limita bastante as conformagbes que a
prolina e as sequéncias poliprolina podem adotar. Consequentemente, a estrutura
mais comum formada por dois ou mais residuos de prolina em sequéncia € a
chamada hélice PPII (poliprolina tipo 1), uma hélice & esquerda com trés residuos
por volta do tipo PxxP (onde x é qualquer aminoacido) (Kay et al., 2000; Li, 2005).
Esta estrutura é mais estendida e menos relaxada do que uma -hélice ideal que
possui 3,6 residuos por volta. Assim, a rigidez relativa deste trecho poliprolina perde
pouca entropia conformacional durante uma associacdo, ligando-se mais
favoravelmente ao seu alvo do que outras sequéncias peptidicas (i.e ndo globulares)
expostas (Kay et al., 2000). A estabilidade entrépica do motivo PPII foi estimada em
1 kcal/mol por aminoacido, tanto experimentalmente (Petrella et al., 1996) quanto
teoricamente (Williamson, 1994). Contudo, as sequéncias ricas em prolina nédo se
associam tdo fortemente quanto os dominios globulares; entretanto, esta ligacdo
mais fraca pode ser de grande vantagem, visto que ela permite célere modulacéo
das interacoes (Kay et al.,, 2000). Dessa maneira, a sua associagcao ou
desassociacdo pode ser bastante rapida. Terceiro, as cadeias laterais e as
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carbonilas da cadeia principal da estrutura PPIl estdo projetadas para fora do eixo
da hélice, desse modo, ficam livres para interagirem com outras moléculas. Portanto,
as prolinas que estdo na mesma face da hélice formam um ambiente hidrofébico de
facil acesso, enquanto que as carbonilas séo sitios ideais para pontes de hidrogénio
(Zarrinpar et al., 2003). Logo, a interagdo entre o motivo poliprolina e os seus
dominios ligantes ndo exige superficies de grande complementaridade. Por fim, a
estrutura PPII é estavel e resistente a substituicbes de aminoacidos. Sendo assim,
varias combinacdes entre outros aminoacidos e residuos de prolina podem ser
incorporadas na sequéncia peptidica sem comprometer a integridade estrutural da
hélice PPIlI (Li, 2005). Esta propriedade Unica do motivo PPII provavelmente
influenciou a evolucdo dos dominios que se ligam as sequéncias poliprolina. Por
isso, pequenas variagdes tanto na sequéncia do motivo poliprolina como no proprio
dominio de ligagdo, devido as j& citadas substituicbes ou por modificacdes
covalentes, como por exemplo, fosforilagdo, permitem grandes mudancas no Ky
dessas intera¢des tornando-as bastante plasticas (Kay et al., 2000).

Levando em conta todas essas caracteristicas atribuidas aos motivos
poliprolina, o papel destas sequéncias esta mais relacionado com o recrutamento ou
aproximacédo de proteinas que posteriormente se associardo, ao invés de participar
ativamente da formagdo de complexos estruturalmente definidos e estaveis. Isso
significa que estes motivos funcionam como “adaptadores” transientes nos mais

diferentes processos celulares (Kay et al., 2000; Li, 2005).



29

2. OBJETIVOS E HIPOTESES

O presente trabalho teve como objetivo 0 estudo dos aspectos estruturais e
moleculares envolvidos na interagcdo da proteina citoplasmatica de ligagdo ao poli(A)
em uma associagao do tipo PABPC-PABPC, tanto na auséncia como na presencga
de poliadenosinas. Diante deste tema, n0s procuramos responder as seguintes

perguntas:

- A PABP citoplasmatica se autoassocia em auséncia de poli(A)?

- Quais regibes da PABPC estdo envolvidas na interagcdo PABPC-PABPC
independente de RNA? Sera que é um mecanismo semelhante ao da PABP
nuclear?

- Esta associacdo influencia o reconhecimento e ligagdo da PABPC a cauda
poliadenilada?

- As regides que participam da multimerizacdo da PABPC na presenca de poli(A)
sdo as mesmas envolvidas na interacdo independente de &cido nucleico?

- Quais as implicagbes funcionais desta associagdo no contexto do metabolismo

celular?
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

3.1.1 Linhagens bacterianas

As linhagens bacterianas de Escherichia coli utilizadas nos procedimentos de
clonagem e expressdo de proteinas recombinantes estdo destacadas a seguir,
juntamente com o seu genotipo:

DH5a (Invitrogen): F— ®80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recAl endAl hsdR17
(rk—, mK+) phoA supE44 A— thi-1 gyrA96 relAl.

BL21 (DE3) pLysE (Invitrogen): F— ompT hsdSB(rB—, mB-) gal dcm (DE3) pLysE
(CamR).

Os genes listados indicam alelos mutantes.

3.1.2 Anticorpos

Nos experimentos de Western Blot foram utilizados anticorpos monoclonais
(IgG2a) anti-histidinag produzidos em camundongos (GE Healthcare) e anticorpos
produzidos em coelho anti-IgG de camundongo conjugados com fosfatase alcalina
(Zymed - Invitrogen).

3.1.3 Plasmideos

PGEX2T:

Plasmideo comercial de 4,9 kb produzido pela GE Healthcare; contém o
promotor tac, induzivel por IPTG. Foi utilizado para clonagem e inducdo da
expressdo de proteinas fusionadas com Glutationa-S-Transferase (GST) em E. coli.



31

pcDNAS:
Plasmideo comercial de 5,4 kb produzido pela Invitrogen; contém os

promotores CMV, T7 e SP6. Foi utilizado para clonagem e sintese de proteinas in

Vitro.

pET28a(+):

Plasmideo comercial de 5,3 kb produzido pela Novagen; contém o promotor
T7. Foi utilizado para clonagem e indugdo da expressao de proteinas (em E. coli da
linhagem BL21) fusionadas com uma cauda de polihistidinas N-terminal.

3.1.4 Meios de cultura

LB (Luria-Broth)
Peptona de caseina 1,0% (p/v); Extrato de levedura 0,5% (p/v); NaCl 1,0% (p/v).

Ajustar o pH para 7,2 com NaOH e esterilizar em autoclave por 20 min. a 121°C.

LB &qgar
Adicionar agar bacteriolégico ao LB a uma concentracdo final de 1,5% (p/v). A
esterilizacao foi feita em autoclave por 20 min. a 121°C.

Meio 2YT
Peptona de caseina 1,6% (p/v); Extrato de levedura 1,0% (p/v); NaCl 0,5% (p/v).
Ajustar o pH para 7,2 com NaOH e esterilizar em autoclave por 20 min. a 121°C.

SOB

Peptona de caseina 2,0% (p/v); Extrato de levedura 0,5% (p/v); NaCl 0,05%; KCI 2,5
mM; MgCl,; 10 mM. Ajustar o pH para 7,2 com NaOH e esterilizar em autoclave por
20 min. a 121°C. Deixar esfriar, e em seguida adicionar ao meio o MgCl, (ja em

solucao esterilizada por filtracao).

SOC
Adicionar glicose (j& em solucdo esterilizada por filtracdo) ao meio SOB a uma
concentragao final de 20 mM.
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3.1.5 Antibidticos

Ampicilina (1000X): 100 mg/ml em H20 Milli Q.

Canamicina (1000X): 30 mg/ml em H,O Milli Q.

As solucdes foram esterilizadas por filtragdo através de filtro Millipore 0,22 pm,
aliquotadas assepticamente e armazenadas a -20 °C.

3.1.6 Solugdes e Tampdes de uso comum

PBS (5X)
NacCl 685,0 mM; Na;HPO4 35,0 mM; KCI 13,5 mM; KH,PO4 7,5 mM

PBST (1X)

Adicionar Tween-20 em PBS 1X a uma concentragéo final de 0,05%.

Tampao TB para células competentes
Pipes 10 mM; MnCl; 55 mM; CaCl, 15 mM; KCI 250 mM. Dissolver todos os sais
exceto o MnCly; ajustar o pH para 6,7 com KOH. Em seguida, adicionar o MnCl, e

esterilizar por filtracao através de filtro Millipore 0,22 um; armazenar a 4°C.

IPTG
Solugéo estoque 1 M: 238,21 mg/ml em H,O Milli Q. A solucéo foi esterilizada por
filtracdo através de filtro Millipore 0,22 um, aliquotada e armazenada a -20°C.

Lisozima
Solucado estoque: 10 mg/ml em H,O Milli Q. A solucéo foi filtrada através de filtro
Millipore 0,45 pm, aliqguotada e armazenada a -20 °C.

Tampéo de Lise (1X)
Tris HCI (pH 6,8) 80 mM; Sacarose 12%; SDS 2%; [3-Mercaptoetanol 2%; Azul de
Bromofenol 0,01%. O tampao foi aliquotado em microtubos de 1,5 ml e

armazenados a -20 °C.
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DTT
Solucao estoque 1 M: 154,5 mg/ml em H,O Milli Q. A solucéo foi filtrada através de
filtro Millipore 0,22 um, aliquotada e armazenada a -20 °C.

Solucéo Cintiladora
PPO 5 g; POPOP 0,3 g; Tolueno, até completar 1 litro.

3.1.7 Coquetel de inibidores de proteases

TPCK
A solucdo estoque (3 mg/ml) era preparada em etanol 100% a temperatura

ambiente. Ao poucos, adicionava-se o TPCK e a dissolucao era feita sob agitacéo
leve e continua. Era estocada a -20°C. Concentracéo de uso: 50 pg/ml.

TLCK

A solucao estoque (1 mg/ml) era preparada em tampao acetato (pH 5,0) 50mM, e

estocada a -20°C. Concentracao de uso: 50 pg/ml.

PMSF

A solucdo estoque (100 mM) era preparada em isopropanol 100% a temperatura

ambiente. Ao poucos, adicionava-se o0 PMSF e a dissolugéo era feita sob agitacéo
leve e continua. Era estocada a -20°C. Concentracédo de uso: 1 mM.

lodoacetamida

A solucéo estoque (1 M) era preparada em Tris-HCI (pH 7,4) 20mM, e estocada a -
20°C. Concentracéo de uso: 5 mM.

Leupeptina
A solucao estoque (10 mg/ml) era preparada dissolvendo-se a Leupeptina em um

pequeno volume de DMSO (5 pl para 1 mg), completando-se o volume final com
agua. Esta solucao era dividida em aliquotas e estocada a -20°C. Concentragdo de

uso: 2 ug/ml.
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Aprotinina
A solucédo estoque (10 mg/ml) era preparada em PBS 1X e estocada, em aliquotas,
a -20°C. Concentracdo de uso: 2 ug/ml.

Para uso, cada um desses inibidores era misturado aos sistemas ou solugdes.

3.1.8 Solugdes para extragcdo de DNA plasmidial

Solucdo STET
NaCl 0,1 M; Tris HCI (pH 8,0) 10 mM; EDTA 1 mM; Triton X-100 5%.

Solucéo |
Glicose 50 mM; Tris HCI (pH 8,0) 25 mM; EDTA 10 mM. Esterilizar em autoclave 20

min. a 121°C.

Solucéo Il
NaOH 0,2 M; SDS 1%.

Solucéo Il
Acetato de Sdodio 3 M; acido acético 2 M; pH 4,8-5,0

3.1.9 Solugdes para purificacdo de proteinas com cauda de histidina

Tampao fosfato de sddio (8X)
Na,HPO, 80 mM; NaH,PO, 80 mM; NaCl 4 M. Ajustar o pH para 7,4 e filtrar através
de filtro Millipore 0,45 pm; armazenar a 4°C.

Imidazol
Solugéo estoque 2 M: 136,2 mg/ml. Ajustar o pH para 7,4 com HCI concentrado e
filtrar através de filtro Millipore 0,45 um; armazenar a 4°C.

3.1.10 Solugdes para purificagcdo da PABPC de lisado de reticuldcito de coelho

Solucéo de Formamida
Formamida 90%; NaHPO, 10 mM; EDTA 10 mM; pH 7,5.
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Solucéo A
Tris HCI (pH 6,7) 10 mM; MgCl, 1 mM; KCI 50 mM; EDTA 1 mM; PMSF 1 mM; DTT
1 mM.

Solucéo B
Tris HCI (pH 7,4) 10 mM; Uréia 1 M; LiCl 2 M.

3.1.11 Tampé&o de Interag&o para Pull-Down

KCI 150 mM; MgCl, 5 mM; Hepes (pH 7,2) 10 mM; NP-40 0,2%; Glicerol 10%.

3.1.12 Solugdes para géis SDS-PAGE

Gel separador 13%
Tris HCI (pH 8,8) 0,375 M; SDS 0,1%; Acrilamida/Bisacrilamida (39:1 p/p) 13%;
Persulfato de amonia 1,0%; TEMED 0,1%.

Gel concentrador 4%
Tris HCI (pH 6,8) 0,125 M; SDS 0,1%; Acrilamida/Bisacrilamida (39:1 p/p) 4%;
Persulfato de amonia 1,0%; TEMED 0,1%.

Tampao de Corrida Tris-Glicina (5X)
Tris Base 0,125 M; Glicina 1,25 M; SDS 0,5%.

Tampao de Amostra (2X)

Tris HCI (pH 6,8) 0,16 M; Sacarose 24%; SDS 4%; [3-Mercaptoetanol 4%; Azul de
Bromofenol 0,05%. O tampé&o foi aliquotado em tubos de 1,5 ml e armazenados a -
20 °C.

Solucéo Corante — Coomassie
Coomassie Blue R250 0,25%; Metanol 50%; Acido acético glacial 10%.

Solucdo Descorante/Fixadora

Metanol 50%; Acido acético glacial 10%
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Tampao de Transferéncia para Western Blot
Trisma base 48 mM; Glicina 39 mM; SDS 0,0375%: Metanol 20%

3.1.13 Solugdes para géis de agarose

Tampao TBE (10X)
Tris Base 0,89 M: Acido Bérico 0,89 M; EDTA 0,02 M

Tampao de amostra (10X)
TBE 10X; Glicerol 50%; Azul de Bromofenol 0,01%: Xileno Cianol 0,01%

Brometo de Etideo

Solugéo estoque: 10 mg/ml em H,O Milli Q

Tampdo MOPS/EDTA (10X)
MOPS (pH 7,0) 0,4 M; Acetato de Sdodio 0,1 M; EDTA 0,01 M (pH 8,0).
O pH do tampéo foi ajustado para 7,0 com NaOH (livre de RNAse) e entao

armazenado em frasco ambar a 4°C

Tampao de amostra para eletroforese desnaturante
Formamida 50%; MOPS/EDTA 1X; Formaldeido 2,15 M; Glicerol 5%; Azul de
Bromofenol 0,05%.

3.2 Métodos

3.2.1 Plasmideos

O plasmideo contendo o gene da PABP citoplasmatica humana (construgédo
P10-636, sem 0s nove aminoacidos iniciais), clonado no sitio BamH | do vetor
PpGEX2T (GE Healthcare), foi descrito por de Melo Neto e colegas (1995). Os
plasmideos codificadores das variantes da PABP fusionadas com GST: P10-190,
P10-370, P237-542 e P372-636, clonados também no vetor PGEX2T, foram
descritos por Melo e colegas (2003). Os plasmideos pcDNA3-50As/PABPC,
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PcDNA3-50As/P237-542 e pcDNA3-50As/P372-636, utilizados na transcricdo e
traducdo in vitro, e também os plasmideos pcDNA3-50As/P10-190 e pcDNAS-
50As/P10-370 sao todos derivados das construgcdes supracitadas. Portanto, os
fragmentos encerrando o gene da PABPC humana e as suas variantes foram
retirados do vetor PGEX2T ap0s digestdo com as enzimas de restricdo BamHI e
EcoRI e, posteriormente, clonados nos sitios BamHI/EcoRI do vetor pcDNA3-50As.
Este plasmideo é derivado do vetor pcDNA3 (Invitrogen), no qual inserimos
previamente um oligonucleotideo com cinquenta adeninas em seus sitios Notl/Xbal
(GCGGCCGCA5AAGCTTTCTAGA). Isso, de modo que este trato rico em adeninas
ficasse a jusante do gene clonado, a fim de simular durante a traducéo in vitro a
cauda de poli(A) 3' de mRNAs eucaridticos naturais e juntamente com o Cap
melhorar a eficiéncia e fidelidade da sintese protéica. A clonagem desse
oligonucleotideo foi confirmada por eletroforese em gel de agarose apds a analise
do perfil de digestdo do plasmideo pcDNA3-50As com Hindlll (sitio presente no
interior do oligonucleotideo). Os plasmideos codificadores da PABPC humana e de
suas variantes contendo uma cauda de histidina em seu N-terminal foram obtidos a
partir da digestado de suas respectivas sequéncias clonadas no vetor pcDNA3-50As,
utilizando as enzimas de restricdo BamHI e Notl. Em seguida, estes fragmentos
foram clonados nos sitios BamHI/Notl do vetor pET28a(+) (Novagen).

3.2.2 Clonagem

Digestdo com enzimas de restricdo

Para a digestdo dos plasmideos com enzimas de restricdo, misturas de
reacao foram feitas com volumes totais de 15 pl (no caso de andlise de restricdo) ou
50 pl (no caso de preparagdo dos vetores e insertos para 0s experimentos de
clonagem). Para as analises de restri¢cdo digeriu-se 1 pug de DNA por periodos de 2 a
4 horas a 37°C, e para as clonagens digeriu-se 5 ug de DNA por periodos de 4 a 18
horas a 37°C As enzimas foram utilizadas com os seus respectivos tampdes de
reacdo, com adicao ou ndo de BSA de acordo com as recomendacdes do fabricante.
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Purificacdo de fragmentos de DNA de géis de agarose

Em todas as clonagens, tanto o fragmento do vetor como o inserto, foram
fracionados em géis de agarose preparativos segundo o protocolo descrito no item
3.2.12. As bandas de interesse foram excisadas do gel, colocadas em microtubos de
1,5 ml e o DNA purificado utilizando-se o kit GFX PCR DNA & Gel Band Purification
Kit (GE Healthcare), seguindo o protocolo do fabricante.

Ligacao de fragmentos de DNA

Todas as reacdes de ligagcédo foram feitas em um volume total de 10 pl com
adicdo de uma unidade de T4 DNA Ligase (Gibco) e incubadas a 16°C por 18 horas.
A metade do sistema foi usada para a transformacao de células competentes DH%a.
A proporcao vetor / inserto foi calculada de acordo com a férmula descrita em
Promega Protocols & Applications Guide (1991), tendo como base a adicao de 100
ng do vetor ao sistema de reacéo.

ng de vetor x tamanho do inserto (kb) x relacdo molar inserto/vetor= ng de inserto

kb do Inserto

3.2.3 Preparo de Células Competentes de Escherichia coli (Inoue et al, 1990).

Células estocadas em nitrogénio liquido da linhagem DHS5 (Invitrogen) ou
BL21 (DE3) pLysE (Invitrogen) foram descongeladas, estriadas em placa de LB agar
e em seguida incubadas a 37°C por 18 horas. Desta placa, 4 a 6 colonias de 2-3 mm
de diametro foram coletadas, inoculadas em 100 ml de meio SOB e cultivadas sob
agitacdo (220 RPM) a 30°C até atingir uma ODgoo/ml de 0,6. Logo apoés, a cultura foi
resfriada em banho de gelo por 10 minutos e centrifugada a 2500 x g a 4 C durante
10 minutos. O sedimento de células foi gentilmente ressuspendido em 32 ml de
tampdo TB gelado, incubou-se em banho de gelo por 10 minutos e novamente
centrifugou-se a 2500 x g a 4 C por 10 minutos. O sedimento obtido foi gentiimente
ressuspendido em 8 ml de tampdo TB, posteriormente, adicionou-se DMSO

lentamente homogeneizando-o para uma concentragdo final de 7%. Apoés incubar a
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suspensao de células em banho de gelo por 10 minutos, aliquotas de 200 ul foram
distribuidas em tubos de 1,5 ml e imediatamente congeladas por imersdo em

nitrogénio liquido.

3.2.4 Transformacdo de Bactérias por choque térmico.

Tubos contendo 200 ul de células competentes foram descongelados em
banho de gelo e a eles adicionados 50-100 ng do plasmideo desejado. As células
foram incubadas em gelo por uma hora, depois, submetidas ao choque térmico por 1
minuto a 42°C e rapidamente transferidas para o banho de gelo por 2 minutos. Em
cada tubo adicionou-se 0,8 ml de SOC, os deixando a 37°C por 1 hora. Apés este
periodo, as células foram semeadas em placas de LB agar contendo o antibiético de
selecao adequado e cultivadas a 37°C por 14-18 horas.

3.2.5 Extracao de DNA plasmidial de E. coli

Método Boiling (Holmes & Quigley, 1981)

Para extragdo de DNA plasmidial, clones selecionados foram inoculados em
tubos contendo 3 ml de meio 2YT suplementado com o antibiético adequado; e
estes, incubados sob agitacdo (220 RPM) a 37° C por 18 horas. Uma aliquota de 1,5
ml da cultura foi retirada e centrifugada em microtubo a 10500 x g por 5 minutos.
Todo o sobrenadante foi descartado e ao sedimento de células foram adicionados
400 pl de solucdo STET e 40 ul de solugéo de lisozima a 20 mg/ml. As células foram
ressuspendidas em homogeneizador do tipo vortex, aquecidas em banho-maria 90-
100°C por 1 minuto, e em seguida colocadas em banho de gelo. Apds centrifugacdo
a 12000 x g por 30 minutos, o sedimento foi retirado por intermédio de palitos
estéreis de madeira e 400 ul de isopropanol foi adicionado ao sobrenadante. A
solucdo foi homogeneizada e centrifugada a 12000 x g por mais 20 minutos.
Descartou-se o sobrenadante, o sedimento foi lavado com etanol a 70% (-20°C) e
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centrifugado por mais 5 minutos. Apdés secagem do sedimento a temperatura

ambiente, este foi ressuspendido em 40 ul de agua milli Q e armazenado a -20°C.

Método da Lise Alcalina (Birnboim & Doly, 1979)

Uma aliquota de 1,5 ml de uma cultura de E. coli em fase estacionéaria de
crescimento foi retirada e centrifugada em microtubo a 10500 x g por 5 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento de células ressuspendido em 100 pl de
solucdo | com auxilio de homogeneizador do tipo vortex. Adicionou-se 200 ul de
solucéo Il e, por inversdo do tubo misturou-se o seu contetdo por 10 vezes
deixando-o por 5 minutos a temperatura ambiente. Adicionou-se 200 pl de solugéo Il
e por inversao do tubo misturou-se a solugéo até o aparecimento do precipitado de
DNA cromossomal. Incubou-se no gelo por mais 5 minutos e centrifugou-se a 12000
X g por 10 minutos. O sobrenadante foi retirado e transferido para um novo tubo no
qual foi adicionado um volume de isopropanol. A solugdo foi homogeneizada,
incubada por 5 minutos e centrifugada a 12000 x g por mais 30 minutos. O
sedimento obtido foi lavado com etanol 70% (-20°C), sem ressuspensdo, e
centrifugado por mais 5 minutos. Depois de seco ao ar livre em temperatura
ambiente, o sedimento foi ressuspendido em 40 pl de 4gua milli Q e armazenado a -
20°C.

Para a obtencdo de DNA plasmidial em maior escala e grau de pureza
aceitavel para transcricdo e traducgdo in vitro utilizou-se o kit PureLink™ HiPure
Plasmid DNA Purification Midiprep Kit (Invitrogen), seguindo o protocolo fornecido

pelo fabricante.

3.2.6 Expressao induzida de proteinas recombinantes em E. coli

A inducdo da expressado das proteinas recombinantes fusionadas com GST
ou contendo uma cauda de polihistidina N-terminal foi realizada como descrito a
seguir. Inicialmente, uma colonia de E. coli da linhagem BL21 transformada com o
plasmideo desejado foi inoculada em 3 ml de meio 2YT suplementado com o
antibidtico de selecado; ampicilina (100 pug/ml) para as clonagens feitas no pGEX2T
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ou canamicina (30 pg/ml) para as clonagens feitas no pET28a(+). Este pré-inéculo
foi incubado por 16 h a 37°C sob agitagdo de 220 RPM. Apos este periodo, o indculo
foi diluido 1:2100 em meio 2YT contendo o antibiético adequado e incubado a 30°C
sob agitacdo de 220 RPM até obter ODgpo/ml = 0,6-0,8. Uma aliquota de 2 ml da
cultura (antes da inducgéo) foi retirada e processada: centrifugada a 6000 x g por 10
minutos, o sobrenadante foi desprezado e o sedimento lavado com 1 ml de PBS 1X
e ressuspendido em 60 pl de tampéao de lise 1X. Em seguida, a inducao foi realizada
adicionando-se IPTG a cultura de modo a obter a concentragéo final de 1 mM, e esta
foi incubada por 3 horas a 30°C. Durante esse tempo, mais duas aliquotas de 2 ml
foram retiradas, com 1,5 h e 3 h de inducdo, processadas como descrito
anteriormente e analisadas em SDS-PAGE 13%. Passadas as trés horas de
inducdo, a cultura de bactérias foi centrifugada a 3000 x g por 10 minutos a 4°C, o
sobrenadante foi desprezado e o sedimento lavado com 10 ml de PBS 1X,
posteriormente bem escorrido e armazenado a -80 °C até a purificacdo das

proteinas recombinantes.

3.2.7 Purificagao de proteinas recombinantes fusionadas com GST

Para a purificacdo das proteinas recombinantes fusionadas com GST,
primeiramente, foram feitos extratos bacterianos a partir dos sedimentos de células
provenientes das inducdes feitas em volumes de 100 ml de meio 2YT. Estes
sedimentos foram descongelados em banho de gelo e ressuspendidos em 2 ml de
PBS 1X gelado contendo coquetel de inibidores de proteases e 1 mM de DTT.
Adicionou-se lisozima para a concentracdo final de 0,2 mg/ml e incubou-se a
temperatura ambiente sob agitacdo branda por 30 minutos. Depois, as células foram
lisadas por sonicacdo em banho de gelo, 4 pulsos de 15 s com intervalos de 45 s em
uma amplitude de 50%. Os extratos obtidos foram clarificados por centrifugacéo a
12000 x g durante 10 min. a 4 °C, de modo a eliminar a fracdo celular insoltvel. Em
seguida, 500 pl do sobrenadante, acrescidos de 350 pl de PBS 1X, foram incubados
por 2 h a 4°C sob leve agitacdo com 150 ul de resina de Glutationa-Sepharose
(Amersham — Pharmacia) previamente lavados duas vezes em PBS 1X+0,1% Triton-
X100. Apds este periodo, a resina foi sedimentada por meio de uma centrifugacéo
de 1000 x g durante 5 min., lavados quatro vezes com 1 ml de PBS 1X + 0,1%
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Triton-X100 e ressuspendidos em 300 pl de PBS 1X suplementado com coquetel de
inibidores de proteases. Uma amostra de 5 pl foi analisada em gel desnaturante de
poliacrilamida 13% para verificar a pureza dos produtos obtidos. As proteinas, ainda
ligadas a resina, foram armazenadas a 4°C até a realizacdo dos experimentos de

Pull-down.

3.2.8 Purificagao de proteinas recombinantes contendo cauda de histidina

Primeiramente, foram feitos extratos bacterianos a partir dos sedimentos
obtidos das culturas de células induzidas em volumes de 100 ml de meio 2YT. Os
sedimentos foram descongelados em banho de gelo e ressuspendidos em 2 ml de
tampdo de ligacdo ( TL - Tampéo fosfato de sédio 1X; Imidazol 20 mM; pH 7,4)
suplementado com 1 mM de PMSF. Adicionou-se lisozima para a concentracgédo final
de 0,2 mg/ml e incubou-se a temperatura ambiente sob agitacdo branda por 30
minutos. Depois, as células foram lisadas por sonicacdo em banho de gelo, 4 pulsos
de 15 s com intervalos de 45 s em uma amplitude de 50%. Os extratos obtidos foram
clarificados por centrifugacdo a 12000 x g durante 10 min. a 4 °C, de modo a
eliminar a fracdo celular insolavel. Em seguida, as proteinas em questdo foram
purificadas utilizando-se o kit His SpinTrap'™ (GE Healthcare), seguindo as
instrugBes do fabricante. As colunas de Niquel-Sepharose foram equilibradas com
600 ul de TL e centrifugadas por 30 s a 100 x g. Aplicou-se 600 ul das amostras
clarificadas e novamente centrifugou-se por 30 s a 100 x g. As colunas foram
lavadas duas vezes com 600 pl de TL e centrifugadas por 30 s a 100 x g. As
proteinas foram eluidas com a adicdo de 200 pl de tampéo de eluicdo (Tampéo
fosfato de sédio 1X; Imidazol 500 mM; pH 7,4) e centrifugagéo por 30 sa 100 x g, e
este passo repetido mais uma vez, de modo que o primeiro eluato continha a maioria
das proteinas-alvo. Ao final, os eluatos foram armazenados a 4°C.

Para os experimentos de dicroismo circular e teste funcional, a proteina His-
PABPC foi dialisada em agua Milli Q utilizando-se o microfiltro YM30 microcon
(Millipore), de acordo com as instru¢des do fabricante.
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3.2.9 Purificagdo da PABPC de Lisado de Reticuldcito de Coelho

A purificacdo da PABP citoplasmética de Lisados de Reticuldcito de Coelho
(Promega) foi feita por cromatografia de afinidade utilizando-se a resina Poly(A)-
Sepharose 4B (Amersham). Todas as etapas foram feitas na camara fria a 4°C e o
fluxo da coluna mantido por acdo da gravidade. Inicialmente, 0,05 g desta resina
foram reconstituidos em 5 ml de NaCl 0,1 M (pH 7,5) por 15 minutos. Em seguida,
depositou-se esta solucdo em uma coluna cromatografica de polipropileno
(Spectrum®) e incubou-se até que se sedimentasse por completo. Lavou-se o gel
com 10 ml de NaCl 0,1 M (pH 7,5) e com 10 ml de solugao de formamida. A coluna
foi equilibrada com 10 ml de solucdo A e 10 ml do lisado (previamente diluido em
30% de solucdo A) foram adicionados e reciclados 10 vezes através do sistema
cromatografico. Lavou-se a coluna com 50 ml de solugédo A e 50 ml de solucéo A +
0,5 M KCI, e entdo, a PABPC foi eluida com a adicdo de 2 ml de solugcdo B. A
PABPC purificada foi concentrada e dialisada em &gua Milli Q utilizando-se o
microfiltro YM30 microcon (Millipore), posteriormente, analisada em gel SDS-PAGE
13% e armazenada a 4°C.

3.2.10 Transcrigéo e tradugéo in vitro

A transcricdo in vitro dos plasmideos pcDNA3-50As/PABPC, pcDNAS-
50As/P237-542 e pcDNA3-50As/P372-636 (previamente linearizados com Xba 1) foi
realizada utilizando-se o sistema RiboMax Large Scale RNA Production — T7
(Promega), e as reagOes conduzidas de acordo com as especificagbes do fabricante.
A fim de obter mMRNAs capeados, adicionou-se aos sistemas de reagdo um analogo
de Cap (Ribo m’G Cap Analog - Promega) para a concentracdo final de 3 mM,
associado com a reducgao da concentracéo final de GTP para 0,6 mM, gerando uma
relacdo entre o analogo de Cap e o GTP de 5:1. Os sistemas de reacdo foram
incubados durante quatro horas a 37°C. Apds a transcricdo in vitro, os produtos
foram tratados com 1 unidade de DNAse para cada pg de DNA molde e incubados
por 15 minutos a 37°C. Em seguida, adicionou-se um volume de fenol saturado com
citrato (pH 4,7):cloroférmio:alcool isoamilico (125:24:1), misturando-os bem, e

centrifugou-se a 12000 x g por 2 minutos. Apos a transferéncia da fase aquosa para
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novo microtubo, adicionou-se um volume de cloroférmio:&lcool isoamilico (24:1) e
centrifugou-se a 12000 x g por 2 minutos. A fase aquosa foi transferida para novo
microtubo e o RNA precipitado com o acréscimo de 300 mM de acetato de sdodio (pH
5,2) e um volume de isopropanol, homogeneizou-se e centrifugou-se a 12000 x g
por 20 minutos. Descartou-se o sobrenadante, o sedimento foi lavado com etanol a
70% (-20°C) e centrifugado por mais 5 minutos. Apés secagem do sedimento a
temperatura ambiente, este foi ressuspendido em 40 ul de agua milli Q livre de
RNAse e armazenado a -80°C. Os mRNAs foram quantificados no espectrofotémetro
GeneQuant (Pharmacia Biotech) e analisados por eletroforese em gel desnaturante
de agarose, segundo o protocolo descrito no item 3.2.12.

Para as reag0es de traducdo in vitro, usou-se lisado de reticulécito de coelho
(TnT T7 Coupled Reticulocyte Lysate System — Promega) e uma concentracéo final
de transcrito de 20 pg/ml. As reagdes foram incubadas durante 90 minutos a 30 °C
com [*S]-metionina (Perkin Elmer), segundo as especificacdes do fabricante. Em
seguida, determinou-se a taxa de radioatividade incorporada em cintilador Beckman
LS 7000. Os produtos radioativamente marcados foram analisados em gel SDS-
PAGE 13% e autorradiografados com auxilio do equipamento Typhoon 9210

(Molecular Dynamics - Pharmacia).

3.2.11 Determinacgao da taxa de radioatividade incorporada

Para a determinacdo da radioatividade incorporada, aliquotas de 1 pl dos
sistemas de traducéo in vitro foram aplicadas em pedacos de papel de filtro
Whatman n°l de aproximadamente 1 cm?, deixados secar & temperatura ambiente e
tratados como descrito a seguir. Primeiramente, os papéis foram incubados em 10
ml de TCA a 10% durante 10 min. em banho de gelo, depois, transferidos para 5 ml
de TCA a 5% e fervidos por 5 min. nessa solucédo. Apos este periodo, 0os papéis
foram novamente submetidos a incubacao no gelo por 5 min em 5 ml de TCA a 5%,
em seguida, lavados em 10 ml de metanol a 100% por 2 min. e em 10 ml de acetona
por 2 min. Os papéis foram secos novamente a temperatura ambiente e transferidos
para frascos de cintilacdo contendo 1 a 2 ml de solucédo cintiladora. A contagem foi
realizada em cintilador Beckman LS 7000. Foi obtida, em média, uma taxa de

incorporacéo de radioatividade de 0,2 a 0,6x10° cpm/ul de sistema de reacdo. Como
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controle, a determinacdo da radioatividade total foi feita em 1 pl de sistema de

reacdo sem os tratamentos com TCA.

3.2.12 Eletroforeses

Eletroforese unidimensional em gel desnaturante de poliacrilamida (SDS-PAGE)
(LAEMMLI, 1970)

As proteinas recombinantes, assim como as sintetizadas in vitro e o0s
experimentos de Pull-down foram analisados em géis desnaturantes de
poliacrilamida segundo Laemmli (1970). Para a confeccéo dos géis, foram utilizadas
placas de vidro de 16,5 cm x 15,5 cm, espacadores de 0,75 mm e pentes com 10 (8
mm de comprimento/pogo) e 16 pocos (4 mm de comprimento/poco). Depois de
montadas, as placas adicionava-se a solucdo do gel separador (com o0s
catalizadores, persulfato de aménia e TEMED, acrescentados imediatamente antes
do uso), e sobre esta, depositada levemente uma fina camada de butanol saturado
com &gua. Apds a polimerizagdo, 15-30 min., o butanol era retirado, a superficie do
gel lavada com agua destilada e o espaco entre as placas seco com papel de filtro.
Em seguida, a solucdo do gel concentrador era adicionada, e sobre esta se colocava
0 pente. Apds a polimerizagdo, 10-15 min., o pente e o0 espacador debaixo eram
retirados e 0s pocos lavados com dgua destilada. Esse sistema era acoplado a cuba
de eletroforese, e sO entdo, esta era preenchida com tampdo de corrida 1X. As
amostras de proteinas foi adicionado o tampdo de amostra 2X, estas eram
aquecidas em banho-maria a 100 °C por 3 min., e depois aplicadas no gel. As
eletroforeses foram realizadas a temperatura ambiente e a 25 mA constantes. Apos
a eletroforese, os géis das proteinas recombinantes, os ja transferidos para a
membrana de nitrocelulose e dos ensaios de Pull-down feitos com as proteinas
radioativas eram corados por 18 h com Coomassie Blue R250, segundo Maniatis e
cols., (1989) e fotografados no fotodocumentador (BIO-RAD). Os géis das proteinas
sintetizadas in vitro (previamente incubados na solucao fixadora por 30 min. sob leve
agitacdo) e, também, dos ensaios de Pull-down, ja corados, eram incubados em
solucdo amplificadora (Amplify — Amersham) por 30 min. a temperatura ambiente
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sob agitacdo branda. Em seguida, estes géis eram secos no aparelho Gel-Dryer
(BIO-RAD) durante 2 h a 80 °C sob vacuo e expostos ao Storage Phosphor screen
(Molecular Dynamics — Pharmacia) por 18 h a temperatura ambiente. Ap0s esse
periodo, o screen era autorradiografado com auxilio do equipamento Typhoon 9210
(Molecular Dynamics - Pharmacia) no modo Storage Phosphor.

Eletroforese em gel de agarose

O gel de agarose na concentragédo desejada foi feito em tampao TBE 0,5X,
sendo empregado o corante brometo de etideo na concentracao final de 0,5 pg/ml.
As amostras a serem analisadas foram preparadas adicionando-se tampao de
amostra para a concentragdo final de 1X. Apés a aplicacdo das amostras, o gel foi
submetido a eletroforese em tampdo de corrida TBE 0,5X utilizando-se uma
voltagem constante de aproximadamente 5 V/cm. A visualizacdo dos acidos
nucléicos foi realizada em transluminador de luz ultravioleta (UV) e fotografada no
fotodocumentador (BIO-RAD).

Eletroforese em gel desnaturante de agarose

Para a analise das amostras de mMRNA, géis de agarose com a concentracao
de 1,2% foram feitos em tampao MOPS 1X e formaldeido 2% sob condi¢des livre de
RNAse. Dois microlitros dos produtos das transcrigdes in vitro foram colocados em
microtubos e a eles adicionados 20 pl de tampédo de amostra. Apés incubacéo a 65
°C por 15 min., 1 ul da solugdo de brometo de etideo 1 mg/ml foi adicionado as
amostras e estas aplicadas no gel. A corrida eletroforética aconteceu em tampao
MOPS 1X sob uma voltagem constante de aproximadamente 5 V/cm. A visualizacao
dos acidos nucléicos foi realizada em transluminador de luz ultravioleta (UV) e
fotografada no fotodocumentador (BIO-RAD).

3.2.13 Experimentos de Pull-down

Os experimentos de Pull-Down utilizando as proteinas marcadas
radioativamente foram realizados como descrito a seguir. Os produtos das traducdes
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in vitro foram previamente tratados com a enzima micrococcus nuclease (250
unidades/ml; por 20 minutos a 20 °C na presenca de 1,5 mM de CaCl,) e a reacéo
interrompida com a adicédo de 6 mM de EGTA. Em seguida, 5 pl desses produtos
foram misturados com 5 ul da proteina GST-PABP ou as suas variantes (ainda
ligadas a resina de Glutationa-Sepharose) em 100 pl de tampé&o de interacéo (Tl —
KCI 150 mM; MgCl, 5 mM; Hepes (pH 7,2) 10 mM; NP-40 0,2%, Glicerol 10%).
Incubou-se os sistemas de reacdo por 1 h a 4°C sob leve agitacdo. ApOs este
periodo, as resinas foram sedimentadas por centrifugacdo a 2500 x g por 5 min. e
lavadas trés vezes com 1 ml de Tl gelado. Os complexos proteicos foram eluidos por
meio da adicdo de tampdo de amostra 1X para SDS-PAGE, fervidos em banho-
maria por 4 min. e as amostras analisadas em SDS-PAGE 13%. Apés a eletroforese,
os geéis foram corados com Coomassie Blue R250, fotodocumentados, secos e
autorradiografados como descrito no item 3.2.12.

Para os experimentos de Pull-Down utilizando a PABPC e as suas variantes
contendo a cauda de polihistidina, misturou-se 5 ul destas proteinas com 5 pul das
proteinas fusionadas com GST ligadas a resina de Glutationa-Sepharose em 100 pl
de TI adicionado de 50 mM Imidazol. No caso dos ensaios contendo poli(A) ou
poli(C) (Pharmacia), acrescentou-se 20 pg/ml destes homopolimeros a reacao, e
todo o experimento foi realizado sob condi¢bes livres de RNAse. Os sistemas de
interacdo foram incubados por 1 h a 25°C sob leve agitacdo. Apds este periodo, as
resinas foram sedimentadas por centrifugagéo a 2500 x g por 5 min. e lavadas trés
vezes com 1 ml de Tl gelado. Os complexos proteicos foram eluidos por meio da
adicdo de tampéao de amostra 1X para SDS-PAGE; fervidos em banho-maria por 4
min.; e as amostras submetidas a eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida
13%. Em seguida, os geéis obtidos foram analisados por Western Blot, e
posteriomente, corados com Coomassie Blue R250 e fotodocumentados.

3.2.14 Western Blot (Towbin et al., 1979)

Transferéncia para membrana

A técnica de transferéncia semi-seca foi realizada utilizando-se o sistema

Semi-Dry Transfer Cell (BIO-RAD), com membrana de nitrocelulose Hybond-C extra
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0,45 um (Amersham). Neste sistema, foi colocado sobre o eletrotodo catidnico uma
pilha de trés papéis de filtro Whatman 3MM, sobre esta pilha, colocou-se a
membrana de nitrocelulose, e sobre esta, depositou-se o0 gel e mais trés pedacos de
papel de filtro. Todos estes componentes foram previamente cortados justamente do
tamanho do gel e imersos em tampao de transferéncia por 20 min. O eletrodo
anionico foi acoplado ao sistema e a transferéncia realizada com uma amperagem

constante de 0,8 mA/cm? de membrana por aproximadamente 1 h.

Incubacdo com os anticorpos e revelacdo

Imediatamente apOs a transferéncia, a membrana de nitrocelulose foi
saturada em uma solucéo de leite desnatado a 5% em PBST 1X (p/v) durante a
noite sob agitacdo branda a 4°C. Depois, descartou-se a solugdo com leite e a
membrana foi lavada em PBST 1X por 5 min. Apds a lavagem, a membrana foi
incubada sob agitacdo leve por 1h 30 min. com o anticorpo primario anti-histidinag
(GE Healthcare) na diluicdo de 1:3000 em PBST 1X contendo 1% de leite desnatado
(p/v). Em seguida, a membrana foi lavada trés vezes em PBST 1X (5 min. para cada
lavagem) e posteriormente, incubada com o anticorpo secundéario anti-lgG de
camundongo conjugado com fosfatase alcalina (Zymed — Invitrogen) na diluicdo de
1:1000 em PBST 1X contendo 1% de leite desnatado (p/v). Apés a incubacao por 1h
e 30 min. sob agitacdo, a membrana foi novamente lavada trés vezes em PBST 1X,
antes de ser submetida a revelacdo. Utilizou-se para a revelagcdo os reagentes
BCPI/NBT (Invitrogen), de acordo com as especificagdes do fabricante. A membrana

permaneceu nesta solucdo até o aparecimento das bandas e o contraste desejado.

3.2.15 Quantificacdo do Pull-down das proteinas analisadas por Western blot.

A quantificacdo das proteinas que sofreram pull-down nos testes revelados
por Western blot foi feita por densitometria utilizando-se o programa Scion Image

(Disponivel em http://www.scioncorp.com). Embora as imagens analisadas tenham

sido obtidas de blots diferentes, durante as aquisicoes, estas foram ajustadas
igualmente com o mesmo tempo de exposicdo, resolucdo e niveis de brilho e

contraste. Os dados adquiridos se referem a densidade relativa, que sdo medidas da
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intensidade de pixels na escala de cinza divida pelo nUmero de pixels totais de uma
area fixa. Esses valores foram plotados num gréafico de barras usando o programa
de computador Excel 2007 (Microsoft).

3.2.16 Espalhamento de Luz Dinamico — EDL

O experimento de EDL foi realizado no Laboratério Nacional de Luz
Sincrotron (LNLS), com o equipamento DynaPro modelo LSR. O comprimento de
onda usado foi o de 800 nm e a forma molecular escolhida para a proteina foi a
globular. Em cada experimento foram feitas 150 mensuragdes, e a temperatura de
25°C mantida constante por um sistema Peltier acoplado ao detector. A
concentracao utilizada de PABPC purificada de lisado de reticuldcito de coelho (item
3.2.9) foi de 2 uM em tampéo Tris-HCI 20 mM pH 7,5. Antes da leitura, as amostras
foram filtradas em filtro Millipore 0,22 um e, s6 entdo, adicionadas a cubeta de
guartzo. Os dados obtidos foram analisados com o auxilio do programa Dynamics
V6, observando a relagdo entre o diametro hidrodinamico e a intensidade de
espalhamento de luz, e também, os valores de massa molecular em kDa. Estas
medidas sao provenientes das flutuagcbes do espalhamento de luz em funcdo do
tempo oriundas de uma particula devido ao seu movimento Browniano. A partir
destas flutuacdes o coeficiente de difusdo da particula € deduzido, assim como o

seu diametro hidrodindmico empregando-se a equagao abaixo.

kT
D——
67THRy
onde D é o coeficiente de difusao, k a constante de Boltzmann, T a temperatura, n a
viscosidade do solvente e Ry 0 raio hidrodinamico da particula.
Durante a coleta dos dados da curva de correlagéo, os valores foram filtrados
a partir da linha de base 1. J4 para a andlise dos dados, a linha de base foi ajustada

para o valor de 1 + 0,005 e a SOS (soma da diferenca dos quadrados) ajustada para
1.
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3.2.17 Teste Funcional da His-PABPC

A avaliagcdo da capacidade da His-PABPC associar-se ao poli(A) foi feita
utilizando-se a resina de Poly(A)-Sepharose 4B (Amersham). Como controle
negativo de interagcdo, empregou-se a resina de glutationa-sepharose. Inicialmente,
um miligrama da resina de poli(A)-sepharose foi reconstituido em 500 pl de NaCl 0,1
M (pH 7,5) por 15 minutos. Apds este periodo, a resina foi lavada com 1 ml de NacCl
0,1 M (pH 7,5) e com 1 ml de solugdo de formamida. Para bloquear possiveis
interagbes inespecificas entre as proteinas e as resinas utlizadas neste
experimento, tanto a resina de poli(A)-sepharose quanto a de glutationa-sepharose,
foram previamente incubadas com 4 mg/ml de ovoalbumina em 300 pul de solugdo A
por 30 minutos. Depois, estas foram lavadas com 1 ml de solucdo A. Em seguida,
incubou-se 3 pg da proteina His-PABPC com cada uma destas resinas em um
sistema de interagcdo contendo 300 pl de solugcdo A por uma hora a 4°C sob leve
agitacdo. Apos este periodo, as resinas foram sedimentadas por centrifugacdo a
2500 x g por 5 min. e lavadas trés vezes com 1 ml de PBS 1X + 0,1% Triton-100X
gelado. As proteinas foram eluidas por meio da adicdo de tampao de amostra 1X
para SDS-PAGE; fervidas em banho-maria por 4 min.; e as amostras submetidas a

eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida 13%.

3.2.18 Dicroismo Circular

A andlise estrutural da His-PABPC contendo a cauda de histidina foi realizada
no espectropolarimetro Jasco 816. As amostras foram lidas em comprimento de
onda longe do UV, de 195 a 260 nm, a 25°C em uma cubeta de quartzo de um
milimetro. A concentracdo de PABPC utilizada foi de 0,3 mg/ml em H20 Milli Q. Os
dados foram coletados em triplicata, onde o valor final era uma média aritmética dos
valores obtidos. O sinal dicroico foi medido a uma velocidade de 100 nm/min. e
processado pelo programa Spectra Manager (JASCO). Os valores registrados em
miligraus foram convertidos para elipticidade molar residual usando a seguinte
equacao:

0 = 112*a/C*e
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Onde, aé o sinal dicréico em milligraus, C € a concentragdo da amostra em
miligramas por mililitro e £ € a espessura da cubeta utilizada, em centimetros. Os
dados obtidos foram corrigidos utilizando como linha de base uma leitura feita

somente com H,O Milli Q.

As porcentagens de estruturas secundarias da His-PABC foram calculadas
utilizando o software CD Spectra Deconvolution (Institut fler Biotechnologie,
Alemanha), escolhendo como tipo de sinal dicréico Elipticidade Molar. O valor
selecionado foi 0 que apresentou somatério das porcentagens mais préximo de
100%. Esses dados foram plotados num gréafico de barras usando o programa de
computador Excel 2007 (Microsoft).
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4. RESULTADOS

4.1 A PABPC em solucdo se comporta como um homodimero em auséncia de
poli(A).

A PABPC é uma proteina fundamental em varias etapas da expressao génica
por intermediar inimeras interacdes proteina-proteina quando associada a cauda
poliadenilada dos mRNAs eucariotos. Contudo, poucos estudos foram feitos sobre a
estrutura e o comportamento desta proteina em auséncia de poli(A). Diante disso,
examinamos por espalhamento dindmico de luz (EDL) o estado oligomérico da
PABPC quando pura em solugdo privada de acidos nucléicos. A PABPC nativa
obtida para esse experimento foi purificada por cromatografia de afinidade a partir de
lisados de reticuldcitos de coelho utilizando-se uma resina de sepharose conjugada
com pequenas caudas de poliadenosina (Fig. 4A). Para os ensaios de EDL usamos
2 UM de PABPC em tampao Tris-HCI 20 mM pH 7,5 e a temperatura constante de
25°C. O experimento foi feito em duplicata com duas amostras de PABPC e 150
aquisicdes para cada amostra.

As solucbes de PABPC apresentaram-se de maneira monodispersa contendo
um unico pico (representando 99,9% das particulas ali encontradas) com um
diametro hidrodindmico de 9,4 nm. Este valor corresponde a uma massa molecular
de 128 kDa (Fig. 4B). Como a massa molecular da PABPC de coelho € de 69,8 kDa
(de Melo Neto et al., 1995), neste experimento, esta proteina em solu¢cdo comportou-
se como um homodimero (ja que a massa estimada para esse estado oligomérico é
de 139,6 kDa). A diferenca observada entre a massa estimada e a mensurada no
EDL deve-se a redugdo da camada de hidratacdo nos locais de interacdo do
homodimero. A curva de autocorrelagdo obtida apds a aquisicdo dos dados

apresentou um erro minimo bastante préximo de zero, validando os resultados.
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Figura 4. Purificacdo da PABPC de coelho e andlise de seu estado oligomérico por
espalhamento dindmico de luz em soluc¢ao privada de poli(A). (A) A PABPC nativa obtida para o
experimento de EDL foi purificada por cromatografia de afinidade a partir de lisados de reticulécitos
de coelho utilizando-se uma resina de poli(A)-sepharose. A coluna cromatogréfica foi primeiramente
lavada com solugdo A e depois com solucao A + 0,5 M KCI. Em seguida, a proteina foi eluida com a
adicdo de 2 ml de solucdo B (Ver metodologia). A PABPC purificada foi concentrada e dialisada em
agua Mili Q, e posteriormente, analisada em gel SDS-PAGE 13%. Neste gel, adicionamos
guantidades de 1,0 a 7,5 pg de BSA (66,4 kDa), para estimarmos a concentragdo e o tamanho da
PABPC pura. (B) A avaliagdo do estado oligomérico da PABPC de coelho foi feita por espalhamento
dinamico de luz utilizando 2 uM desta proteina em tampéao Tris-HCI 20 mM pH 7,5 a 25°C. Os dados
obtidos foram plotados em um grafico de intensidade de espalhamento de luz em fungéo do didametro
hidrodindmico da particula e, com isto, a sua massa molecular foi estimada.

4.2 Construcao dos plasmideos utilizados neste trabalho.

Para identificarmos quais os dominios ou regides da proteina citoplasmatica
de ligacdo a cauda poli(A) sdo responsaveis pela associacdo PABPC-PABPC, trés
conjuntos de plasmideos foram construidos a partir do gene da PABPC humana.
Diferentes delecfes foram feitas neste gene para a producgéo de proteinas truncadas
(Fig. 5A). Desse modo, em cada conjunto temos um plasmideo contendo a
sequéncia da PABPC selvagem (P10-636); um codificando somente os RBDs 1 e 2
(P10-190); um os RBDs 1 a 4 (P10-370); outro contendo o RBD 4 juntamente com a
regido rica em prolinas, mas sem o dominio C-terminal (P237-542); e por fim, um
plasmideo encerrando toda a sequéncia C-terminal (P372-636) (Fig. 5). Estas
proteinas foram nomeadas de acordo com o niumero de aminoacidos remanescentes
em relacdo a PABPC humana selvagem e os conjuntos de plasmideos determinados
pelo tipo de vetor utilizado nas clonagens. Os plasmideos do primeiro conjunto
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tiveram as cinco sequéncias supracitadas clonadas no vetor pGEX-2T, utilizado para
expressdo induzida em bactérias de proteinas recombinantes fusionadas com
Glutationa-S-Transferase (GST) (Fig. 5B a esquerda). Ja no segundo conjunto,
essas sequéncias foram clonadas no vetor de expressdo pcDNA3-50As sob o
comando do promotor viral T7 a fim de sintetizar in vitro proteinas marcadas
radioativamente com [**S]-metionina (Fig. 5B centro). As construcdes do terceiro
conjunto foram feitas no vetor para expressao induzida em bactérias pET28a(+),
com o objetivo de obtermos proteinas fusionadas com uma cauda de histidina N-
terminal (Fig. 5B a direita).

Para a confirmacdo de todas as clonagens, analises de restricdo foram
realizadas utilizando as enzimas BamHI e EcoRlI, no caso das constru¢des feitas no
PGEX2T, e BamHI e Notl para as clonagens feitas tanto no pcDNA3-50As quanto no
pET28a(+). Todos os fragmentos liberados corresponderam aos tamanhos
esperados, conforme visto nos géis da figura 5B.
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Figura 5. Diagrama das clonagens feitas neste trabalho. (A) Esquema das cinco proteinas basicas
utilizadas nos experimentos de Pull-down. A PABPC e as suas formas truncadas foram nomeadas de
acordo com o nimero de aminoacidos remanescentes da proteina humana completa, como mostrado
a direita. A posi¢do dos quatro RBDs, assim como o do dominio C-terminal (DCT), estéo indicadas no
modelo P10-636. Em destaque, estdo as localizagdes dos sitios de reconhecimento das enzimas
restricdo BamHI (B), EcoRI (E) e Ncol (N). Na parte superior do painel (B), estdo representados os
trés vetores utilizados nas diferentes clonagens. Na parte inferior, estdo os resultados das andlises de
restricdo visualizadas por eletroforese em gel de agarose. Para a digestdo dos plasmideos
empregou-se as enzimas BamHI e EcoRlI, no caso das constru¢des feitas no PGEX2T, e BamHI e
Notl para as clonagens feitas no pcDNA3-50As e no pET28a(+).
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4.3 Mapeamento das regides responsaveis pela associacdo PABPC-PABPC

independente de poli(A).

4.3.1 Purificagcdo das proteinas fusionadas com GST; transcricdo e
traducao in vitro da PABPC, P237-542 e P372-636.

Segundo os trabalhos de Kuhn e Pieler (1996) e de Melo et al. (2003), a
regido C-terminal da PABPC confere a habilidade de multimerizacdo a esta proteina
em presenca de poli(A), e aparentemente, o0 RBD 4 é o principal dominio envolvido
na mediacdo desta interacdo. Sendo assim, decidimos investigar as regifes
responsaveis pela associagdo entre PABPCs em auséncia de poli(A), visto que essa
proteina se comporta como um homodimero quando em solucéo (Fig. 4). Para isso,
expressamos em E. coli e purificamos por cromatografia de afinidade, utilizando uma
resina de glutationa-sepharose, a proteina PABPC e as suas variantes truncadas,
todas fusionadas com GST (Fig. 6A). As proteinas GST-P10-636, GST-P237-542 e
GST-P372-636 apresentaram bandas de menor massa molecular em relacdo a da
proteina completa, talvez devido a degradagdo ou instabilidade intrinseca. Além
disso, fizemos a transcricéo e a traducéo in vitro da PABPC selvagem (P10-636), do
RBD 4 juntamente com a regiao poliprolina (P237-542) e de todo o C-terminal
(P372-636). Usamos para a sintese proteica lisado de reticulécito de coelho
suplementado com [**S]-metionina, logo, as proteinas produzidas estavam marcadas
radioativamente (Fig. 6B e 6C). Nota-se na figura 6C que as proteinas traduzidas in
vitro apresentaram algumas bandas inespecificas de menor tamanho em relagéo a
proteina completa (banda mais elevada). Curiosamente, este fendbmeno se deu
mesmo com a adi¢cdo do analogo ao Cap aos sistemas de transcricdo e da cauda
poli(A) sintética clonada na extremidade 3' dos mRNAs, haja vista que estes
elementos estdo sabidamente envolvidos na fidelidade ao primeiro cédon AUG e no
aumento da eficiéncia da traducao (Ver introdugéo). Portanto, isso pode indicar que
a sintese proteica iniciou-se em diferentes cédons para metionina (AUG), ja que a
extremidade 5’UTR desses mensageiros ndo apresentam sequéncias consensu para
o reconhecimento da trinca iniciadora (e.g sequéncias de Kozak). Mas também, a
terminacdo pode ter ocorrido de maneira precoce.
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Figura 6. Purificacdo das proteinas fusionadas com GST; transcricdo e traducéo in vitro da
PABPC, P237-542 e P372-636. (A) A proteina PABPC e as suas variantes truncadas fusionadas com
GST foram produzidas em E. coli, purificadas por cromatografia de afinidade utilizando uma resina de
glutationa-sepharose e analisadas em gel SDS-PAGE corado com Comassie Blue. (B) A transcricdo
in vitro dos plasmideos pcDNA3-50As/PABPC, pcDNA3-50As/P237-542 e pcDNA3-50As/P372-636
foi realizada empregando-se o sistema RiboMax Large Scale RNA Production — T7 (Promega) e os
seus produtos analisados em gel desnaturante de agarose 1,2%. A fim de obtermos mRNAs
capeados, adicionou-se as reacdes de transcricdo um analogo do m7G-Cap. Apesar da eficiéncia da
transcricdo ter sido menor nos sistemas com Cap, a quantidade e a qualidade dos mRNAs foi
satisfatéria. (C) As traducges in vitro dos mRNAs sintéticos foram feitas em lisados de reticuldcito de
coelho com a adicdo de 20 pg/ml de transcrito. As reacdes foram incubadas durante 90 minutos a
30°C com [358]-metionina. Os seus produtos foram analisados por autorradiografia apds corrida
eletroforética em gel SDS-PAGE. Como controle positivo da reacgdo, utilizamos um plasmideo
contendo o gene da Luciferase (Luc).

4.3.2 Ensaios de Pull-Down: avaliagdo do potencial de interacao entre
o N e o C-terminal da PABPC.

A fim de delimitarmos as regides envolvidas na associacdo PABPC-PABPC
em auséncia de poli(A), realizamos ensaios de Pull-down nos quais diferentes
proteinas fusionadas com GST, ainda ligadas a resina de Glutationa-Sepharose,
foram combinadas com as traduzidas in vitro. Estas combinagdes foram feitas de
modo que a PABPC selvagem (GST-P10-636) e as extensdes do seu N-terminal
(GST-P10-190 e GST-P10-370) fossem incubadas com cada uma das proteinas

marcadas radioativamente. Portanto, neste experimento investigou-se tanto as
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interacdes entre as PABPCs selvagens, a titulo de confirmagéo do resultado obtido
no EDL, como as associacdes entre o N e o C-terminal.

Para evitar qualquer tipo de interferéncia das caudas poli(A) dos sistemas de
tradugcd@o in vitro nos ensaios de Pull-down, ao término das reacfes de sintese
proteica os seus produtos foram tratados com a enzima Micrococcus nuclease a fim
de eliminar qualquer mRNA presente. Apds a incubacgéo e lavagem dos sistemas de
interacdo, os complexos proteicos ligados a resina de Glutationa-Sepharose foram
eluidos e as proteinas analisadas por SDS-PAGE, coradas com Coomassie Blue e
autorradiografadas.

O painel superior (A) da figura 7 indica que quantidades aproximadamente
iguais de GST-PABPC e das variantes truncadas foram utilizadas dentro de cada
grupo de Pull-down. O painel da direita (B) apresenta a quantidade das proteinas
marcadas com [**S]-metionina aplicadas neste experimento. Conforme mostrado na
autorradiografia do painel inferior (C) a [*>S]-PABPC se ligou tanto & GST-P10-190 e
GST-P10-370, ou seja, com os dominios presentes em seu N-terminal, quanto a
GST-P237-542, fragmento que inclui o RBD 4 e a regido rica em prolinas. Além
disso, também podemos notar a sua capacidade de autoassociacao (po¢co GST-P10-
636/PABPC), confirmando o resultado obtido no EDL. Ainda, a PABPC selvagem
fusionada com GST (GST-P10-636) e as variantes GST-P10-190 e GST-P10-370
também se ligaram a [*°*S]-P237-542, mas nenhuma delas interagiu com [**S]-P372-
636. Isto indica que a associacdo PABPC-PABPC ocorre entre os seus RBDs (com
no minimo os RBDs 1 e 2, mesmo que mais fracamente) e a sua regido
intermediaria, que compreende o quarto dominio e a regido poliprolina. O RBD 4
parece desempenhar um papel fundamental nesta associacdo, visto que a sua
delecao suprime a interagdo PABPC-PABPC, conforme observado nos testes de
Pull-down com [**S]-P372-636. J4 o dominio C-terminal aparentemente n&o
influencia esta ligagédo, como mostrado em estudos anteriores de interacdo entre a
PABPC sintetizada in vitro e a variante GST-237-636, que nada mais é do que a
variante GST-237-542 acrescida do dominio C-terminal (Melo et al., 2003). Como
controle experimental para monitorar a ocorréncia de associacfes inespecificas, as
proteinas marcadas radioativamente também foram submetidas ao Pull-down

somente com a proteina GST, mas nenhuma interacgédo foi notada (Pogos GST).
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Figura 7. Identificacdo das regifes envolvidas na interagdo PABPC-PABPC em auséncia de
poli(A). Os ensaios de Pull-down foram feitos por combina¢fes entre as proteinas fusionadas com
GST: P10-636, P10-190 e P10-370, e as proteinas traduzidas in vitro. Apds a incubagéo e lavagem,
os complexos proteicos ligados a resina de glutationa-sepharose foram eluidos por meio da adi¢céo de
tampé&o de amostra 1X para SDS-PAGE, fervidos em banho-maria e as amostras analisadas em gel
desnaturante de poliacrilamida. Depois da eletroforese, o gel foi corado com Coomassie Blue,
fotodocumentado, seco e autorradiografado. (A) Visualizagdo do Pull-down por coloragdo com
Coomassie Blue. Neste painel, vemos predominantemente as proteinas fusionadas com GST. A
esquerda, estdo indicadas as massas moleculares em kDa referentes ao padrdo MM (BIO-RAD
Prestained Standards). (B) Autorradiografia das proteinas marcadas com [358]-metionina. As mesmas
guantidades das proteinas observadas neste gel foram aplicadas nos sistemas de interacdo. (C)
Autorradiografia do experimento de Pull-down. As setas destacam a localizacdo da [358]-PABPC e
[358]-P237-542 gue se associaram as proteinas fusionadas com GST.
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4.4 Purificacdo da PABPC e de suas variantes truncadas fusionadas com
histidina.

No experimento anterior, os testes de associacdo entre a PABPC e o0s seus
diversos fragmentos ficaram restritos a combinagdes entre o N e o C-terminal. Sendo
assim, realizamos uma nova série de arranjos de modo que todas as possiveis
interacdes fossem analisadas, tanto N com N-terminal quanto C com C-terminal.
Para isso, precisariamos de outro conjunto de proteinas que fossem mais regulares,
estaveis e abundantes do que aquelas sintetizadas in vitro. Logo, expressamos em
E. coli e purificamos por cromatografia de afinidade a proteina PABPC e as suas
variantes truncadas, todas contendo uma cauda de polihistidina N-terminal. A
cromatografia foi feita em colunas de Niquel-Sepharose e os eluatos dialisados em
Tris-HCI 10 mM pH 7,5. As proteinas obtidas foram analisadas em gel SDS-PAGE,
sendo bastante satisfatorio o grau de pureza, quantidade, regularidade e
estabilidade observada (Fig. 8).

His-P10-190
His-P10-370
His-P237-542
His-P372-636

His-PABPC

MM

kDa
-116

35

Figura 8. Gel da purificacdo da PABPC e de suas variantes truncadas fusionadas com
histidina. A proteina PABPC e as suas variantes truncadas contendo uma cauda de polihistidina N-
terminal foram produzidas em E. coli da linhagem BL21. Estas proteinas foram purificadas por
cromatografia de afinidade utilizando uma resina de niquel-sepharose, e posteriormente, analisadas
em gel SDS-PAGE corado com Comassie Blue. A direita do gel, estdo indicadas as massas
moleculares em kDa referentes ao padrdo MM (Fermentas Unstained MW Standard).
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4.5 Analise do padrdo estrutural e teste funcional da proteina recombinante
His-PABPC.

4.5.1 Dicroismo Circular

Utilizamos a técnica de dicroismo circular para avaliar o nivel de dobramento
da proteina recombinante His-PABPC, tendo como base as estruturas resolvidas por
cristalografia de raio-X da PABPC nativa (Ver Introducdo — Fig. 1). Os espectros
foram obtidos em comprimentos de onda longe do UV, de 195 a 260 nm, a uma
temperatura de 25°C usando 0,3 mg/ml de His-PABPC em H20O Milli Q. A curva
espectral apresentou bandas caracteristicas de a-hélice e de estruturas-, em 208 e
215 nm respectivamente, contrabalanceados por valores de elipticidade molar
positivos em 217 nm referentes a estruturas randémicas (Fig. 9A). A partir destes
dados, as porcentagens de estruturas secundarias da His-PABPC foram calculadas
utilizando o software CD Spectra Deconvolution (Institut fler Biotechnologie,
Alemanha), escolhendo como tipo de sinal dicréico Elipticidade Molar. O valor
selecionado foi 0 que apresentou o somatdrio das porcentagens mais préximo de
100%, no caso 100,5%.

Na figura 9B podemos notar o alto conteludo de estruturas-f antiparalelas
(36,7%) na proteina His-PABPC em concordancia com os quatro RBDs da PABPC
nativa, haja vista que cada um destes dominios é composto por quatro fitas-f3
antiparalelas envoltas por duas a-hélices em um arranfoppap. Contudo, a
porcentagem de a-hélice encontrada (9,8%) foi inferior ao esperado, levando em
consideracdo que o dominio C-terminal da proteina nativa € altamente estruturado
formado por cinco a-hélices (Ver Introducédo - Fig. 1). Portanto, este resultado nos
leva a crer que o C-terminal da His-PABPC possa estar mal-dobrado ou
parcialmente estruturado, o que € consistente com o elevado contetdo de estruturas
randémicas (30,2%). Todavia, esperavamos um valor consideravel deste tipo de
estrutura, pois no primeiro um terco do C-terminal da PABPC (dos aminoacidos 392-
542) encontra-se a regido poliprolina, altamente rigida e desestruturada. Sendo
assim, os resultados obtidos indicam que a proteina heteréloga His-PABPC é
estruturada apresentando um padrdo de dobramento parecido com o da proteina

nativa.
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Figura 9. Estudo por dicroismo circular do padrdo estrutural da proteina recombinante His-
PABPC. Os experimentos de dicroismo circular da proteina His-PABPC foram feitos em
comprimentos de onda longe do UV, de 195 a 260 nm, a uma temperatura de 25°C, empregando-se
0,3 mg/ml desta proteina em H20 Milli Q. (A) Curva espectral da elipticidade molar da proteina His-
PABPC em funcdo do comprimento de onda. (B) As porcentagens de estruturas secundérias da
proteina foram calculadas utilizando o software CD Spectra Deconvolution a partir dos valores de
elipticidade molar obtidos em A.

4.5.2 Teste do potencial da proteina recombinante His-PABPC associar-se ao
poli(A).

J& que a proteina His-PABPC apresentou um grau de organizacdo estrutural
préoximo ao da PABPC nativa, conforme visto nas analises de dicroismo circular,
decidimos examinar a funcionalidade desta proteina testando a sua capacidade de
ligacdo a um trato de poliadenosinas. Para isso, elaboramos um experimento de
Pull-down empregando como “isca” uma resina de sepharose conjugada com
peqguenas caudas de poli(A). A proteina His-PABPC foi incubada por uma hora a 4°C
com tal resina e também com uma resina de glutationa-sepharose. Esta Ultima,
utilizada como controle negativo para monitorar possiveis interacdes inespecificas.
Apés a lavagem e a sedimentacdo dos complexos por centrifugacdo, as proteinas
foram analisadas em gel SDS-PAGE e posteriormente coradas com Coomassie Blue
(Fig. 10). Neste gel, podemos observar que a His-PABPC se associou ao poli(A)
(poco His-PABPC) desempenhando a sua funcéo tal como a proteina nativa. Logo,
os resultados do dicroismo circular e do teste funcional da His-PABPC sugerem que
esta proteina recombinante produzida em E. coli apresenta as caracteristicas da
PABPC nativa. E isto, permite 0 seu uso experimental em substituicdo a forma

natural.
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Figura 10. Teste da capacidade da proteina recombinante His-PABPC associar-se ao poli(A).
Neste ensaio, a proteina His-PABPC foi incubada por uma hora a 4°C com uma resina de poli(A)-
sepharose previamente saturada com 4 mg/ml de ovoalbumina. Apds a lavagem e a sedimentagéo
dos complexos por centrifugacao, as proteinas foram analisadas em gel SDS-PAGE 13% corado com
Coomassie Blue. Como controle negativo, para monitorarmos possiveis interacdes inespecificas, esta
mesma proteina foi incubada com uma resina de glutationa-sepharose.

4.6. O RBD 4 juntamente com a sequéncia poliprolina sédo suficientes para que
ocorra a associacdo PABPC-PABPC independente de poli(A).

Como visto no experimento de Pull-down anterior (Fig. 7) e no trabalho de
Melo et al. (2003), o RBD 4 juntamente com a sequéncia poliprolina, ou seja, a
proteina truncada P237-542, aparentemente é a principal regido envolvida na
associacao PABPC-PABPC. Levando em consideragcdo que nestes experimentos as
combinagdes entre a PABPC e os seus diversos fragmentos ficaram restritas a
interacbes entre o0 N e o C-terminal ou interagbes com a proteina completa,
realizamos uma nova série de arranjos de modo que todas as possiveis ligacoes
fossem testadas, tanto N com N quanto C com C-terminal, e também com a PABPC
inteira. Portanto, fizemos ensaios de Pull-Down utilizando como “iscas” todo o
conjunto de proteinas fusionadas com GST. Estas proteinas foram incubadas em
reacbes de interacdo com os varios fragmentos da PABPC contendo a cauda de
polihistidina N-terminal. Apos a lavagem e a sedimentacdo dos complexos por
centrifugacéo, as proteinas foram submetidas a eletroforese em gel desnaturante, e
em seguida, analisadas por Western blot.
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No painel superior da figura 11A estdo em evidéncia as proteinas fusionadas
com GST, nota-se que quantidades aproximadamente iguais tanto da GST-PABPC
guanto de suas variantes truncadas foram utilizadas neste experimento. No painel
da direita (B) visualizamos as proteinas contendo a cauda de polihistidina e as
respectivas quantidades aplicadas no Pull-down. Nas diversas tiras que compdem o
painel inferior da figura 11A estdo os resultados das interacfes entre as proteinas
analisadas por Western blot. Na primeira tira observa-se que a proteina His-PABPC
se associou com os fragmentos N-terminais GST-P10-190 e GST-P10-370, e
também com a forma GST-P237-542. Mais uma vez, notamos a autoassociacdo da
PABPC em auséncia de poli(A) (poco GST-P10-636/His-PABPC). Curiosamente,
neste ensaio o fragmento C-terminal GST-P372-636 interagiu, mesmo que
fracamente, com a His-PABPC. Isto pode ser consistente com a literatura (Kuhn e
Pieler, 1996), na qual a mesma associacao foi observada, mas em presenca de um
pequeno trato de poli(A). Na segunda e na terceira tira analisamos as possiveis
ligacdes entre o N-terminal da PABPC e as outras diversas regides, inclusive as
combinagdes N com N-terminal. Interessante, que somente a PABPC inteira (GST-
P10-636) e o fragmento intermediario GST-P237-542 interagiram com as proteinas
His-P10-190 e His-P10-370. Estas associacdes foram pelo menos duas vezes mais
fracas com His-P10-190 do que His-P10-370. Mas, neste experimento nao
detectamos associacdo entre os préprios RBDs. Estes fatos sugerem que a
interacdo PABPC-PABPC independente de poli(A) acontece entre os RBDs e a
regido que compreende o quarto dominio incluindo a sequéncia poliprolina.
Confirmamos estes resultados quando fizemos o Pull-down entre a proteina His-
P237-542 e as variantes truncadas fusionadas com GST. Portanto, na quarta tira
podemos notar que a regido intermediaria P237-542 complexou-se com as proteinas
contendo o0s RBDs 1 e 2 e 1 a 4 (GST-P10-190 e GST-P10-370) e também com a
PABPC selvagem (GST-P10-636). Sendo que a interagdo GST-P10-636/His-P237-
542 foi duas vezes mais forte do que as outras deste experimento (Fig. 12B grupo
“Sem RNA”). Além disso, esta proteina se ligou ao seu equivalente fusionado com
GST numa associacdo GST-P237-542/His-P237-542 aparentemente estavel.
Contudo, nédo observamos ligagdo com o C-terminal GST-P372-636. Na quinta tira,
nenhuma interagéo foi identificada entre His-P372-636 e os fragmentos da PABPC.
Nem mesmo a associacdo com a PABPC completa se repetiu, conforme visto no
poco GST-P372-636/His-PABPC. De acordo com os estudos feitos por dicroismo
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circular da proteina His-PABPC, podemos estimar que His-P372-636 (fragmento que
contém o estruturado dominio C-terminal) provavelmente ndo possui um dobramento
correto ou suficientemente estruturado interferindo na sua associacdo com as
demais proteinas. Ou estas interagdes simplesmente ndo ocorrem em auséncia de
poli(A) devido a exigéncia do RBD 4 junto a sequéncia poliprolina. Conforme

observado no primeiro experimento de Pull-Down (Fig. 7).
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Figura 11. Delimitacdo das regides envolvidas na interagdo PABPC-PABPC independente de
poli(A). Os ensaios de Pull-down foram feitos por combina¢fes entre as proteinas fusionadas com
GST (“iscas”) e as proteinas contendo a cauda polihistidina N-terminal. Apds a incubacéo e lavagem,
os complexos proteicos ligados a resina de glutationa-sepharose foram eluidos por meio da adi¢céo de
tampdo de amostra 1X para SDS-PAGE, fervidos em banho-maria e as amostras submetidas a
eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida. Depois da corrida eletroforética, as proteinas
foram analisadas por Western blot e o gel corado com Coomassie Blue. Painel superior (A):
Visualizacdo do Pull-down por coloragdo com Coomassie Blue. Neste painel, vemos
predominantemente as proteinas fusionadas com GST. Painel inferior (A): Nas diversas tiras que
compdem este painel estdo os resultados das interagdes entre as proteinas analisadas por Western
blot. A direita, estdo destacadas as proteinas reconhecidas pelo anticorpo priméario anti-polihistidina.
(B) Western blot das proteinas recombinantes fusionadas com histidina reconhecidas pelo anticorpo
primério anti-polihistidina. As mesmas quantidades das proteinas observadas neste gel foram
aplicadas nos sistemas de interagéo.
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4.7. A associacdo PABPC-PABPC € incrementada na presenca de poli(A)
guando ha mais de um RBD e a sequéncia poliprolina nos sistemas de
interacao.

Diante de todos esses resultados, surgem algumas questdes: a associacao
PABPC-PABPC dependente de RNA também sé requer o quarto RBD e a sequéncia
poliprolina? O que acontece se saturamos com poli(A), como uma forma de
competicdo, os sistemas de interacdo entre His-P237-542 e as proteinas fusionadas
com GST? Sera que dessa forma a ligagdo P237-542/P237-542 é rompida, visto que
0 seu unico RBD pode estar ocupado pelo poli(A)? Para responder essas perguntas,
fizemos um ensaio de Pull-down de acordo com a situagdo supracitada, ou seja,
adicionamos 20 pug/ml de poli(A) nos sistemas de interacéo entre His-P237-542 e as
proteinas fusionadas com GST. Logo, na segunda tira da figura 12A podemos
observar que as interacdes entre His-P237-542 e as proteinas GST-PABPC, GST-
P10-190 e GST-P10-370 foram incrementadas na presenca de poli(A). Este
aumento foi de pelo menos uma vez e meia para a GST-PABPC e duas vezes para
GST-P10-190 e GST-P10-370 em relacdo ao Pull-down sem RNA (Fig. 12B). Em
contrapartida, a associagdo GST-P237-542/His-P237-542 foi reduzida pela metade.
Vale lembrar que a proteina truncada GST-P237-542 ndo tem grande afinidade pelo
poli(A), conforme estudos de band-shift feitos por Melo et al. (2003),
consequentemente, a proteina His-P237-542 deve se comportar da mesma maneira.
Este fato eliminaria possiveis pontes de interagdo mediada pelo RNA entre estas
proteinas, portanto, estamos avaliando as interagdes proteina-proteina dependentes
de poli(A). Para monitorarmos se este fendbmeno é realmente devido ao poli(A),
repetimos o mesmo Pull-down, mas ao invés de poliadenina adicionamos poli(C) aos
sistemas de interagdo, pois € um acido nucleico inespecifico a atividade da PABPC.
Neste experimento, ndo houve variacao significativa na afinidade das ligacdes entre
as proteinas combinadas; isto, em comparacao aos resultados obtidos nos ensaios
de Pull-down privados de RNA (terceira tira Fig. 12A e grupo “poli(C)* Fig. 12B).
Desse modo, podemos concluir que ha um aumento na afinidade entre as PABPCs
em presenca de poli(A), mas somente quando disponivel mais de um RBD e a
sequéncia poliprolina nos sistemas de interacdo. Em oposi¢cdo, a associacédo entre
proteinas contendo apenas um RBD, neste caso o RBD 4, e o trato poliprolina foi
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reduzida apos a adicdo do acido nucleico. Talvez, a saturacdo com poli(A) do
sistema de interagdo GST-P237-542/His-P237-542 interfira na ligacdo destas
proteinas por ocupar ou mudar a conformagédo do RBD 4, tornando-o menos afim ou
incapaz de se associar a regido poliprolina.
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Figura 12. Estudo da influéncia do poli(A) na associagdo entre P237-542 e as proteinas
fusionadas com GST. Estes ensaios de Pull-down foram feitos como descrito na figura 11, mas com
adicdo de 20 pg/ml de poli(A) ou poli(C) aos sistemas de interacdo. No painel superior (A)
visualizamos o Pull-down por coloragdo com Coomassie Blue. Neste gel, estdo em evidéncia as
proteinas fusionadas com GST. Nas tiras do painel inferior (A), estdo os resultados das interacdes
entre as proteinas analisadas por Western blot. A direita, estdo destacadas as proteinas
reconhecidas pelo anticorpo primario anti-polihistidina e os RNAs utilizados neste experimento. Os
resultados das interacdes entre His-P237-542 e as proteinas fusionadas com GST foram
quantificados por densitometria e ferramentas do programa Scion Image. Portanto, o gréfico (B)
mostra a quantidade de His-P237-542 que sofreu pull-down na auséncia ou presenca de RNA. Na
legenda, estdo em destaque as proteinas (“iscas”) fusionadas com GST que interagiram com His-
P237-542. Os valores obtidos se referem a densidade relativa, que sdo medidas da intensidade de
pixels na escala de cinza divida pelo nimero de pixels totais de uma area fixa.
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5. DISCUSSAO

Neste trabalho, realizamos uma investigacdo sistematica sobre os aspectos
estruturais e moleculares envolvidos na interacdo PABPC-PABPC. De acordo com
0S oObjetivos propostos, procuramos identificar as regides mediadoras desta
associacdo em presenca ou auséncia de poli(A). Com base nos resultados obtidos,
discutiremos as implicagcbes funcionais desta ligacdo no contexto do metabolismo

celular.

Conforme visto na introducdo, a PABPC desempenha papéis fundamentais
em varias etapas da expressdo génica. A sua versatilidade se reflete nas inUmeras
interacdes que € capaz de realizar com diversos fatores-chave para o metabolismo
celular, envolvidos tanto com a biogénese e estabilidade, quanto com a
tradutibilidade dos mRNAs. Dessa maneira, a relevancia da PABPC para a
sobrevivéncia das células eucaritticas encontra-se fundamentada em uma complexa
rede de associagcdes simultdneas entre proteinas e 0 mensageiro, mantidas
unicamente por essa cadeia polipeptidica. Por exemplo, o primeiro e o segundo
dominio de ligacdo ao RNA da PABPC interagem ao mesmo tempo com a cauda
poli(A) e com os fatores elF4G e PAIP1(Burd et al., 1991; Kessler e Sachs, 1998;
Imataka et al., 1998; Roy et al., 2002). Nesta associacdo, um lado da molécula
estaria ligado ao poli(A), enquanto que 0 seu verso estaria envolvido com a
interacdo dos fatores protéicos (Deo et al., 1999; Pérez-Cafadillas e Varani, 2001).
Do mesmo modo, esta sobreposicdo funcional é observada no seu dominio C-
terminal. Esta regido altamente conservada e estruturada esta envolvida na
interacdo com os fatores eRF3, PAIP1, PAIP2 (Hoshino et al., 1999; Kozlov et al.,
2001; Khaleghpour et al.,, 2001b; Roy et al., 2002), sendo essencial para a
viabilidade celular em leveduras (Coller et al., 1998). A regido de conexdo entre os
RBDs e o dominio C-terminal da PABPC, antigamente era tida como pouco
relevante para as fungbes da proteina devido a baixa conservagdo de sua sequéncia
priméria. Em oposi¢do, os nossos estudos e trabalhos anteriores (Kuhn e Pieler,
1996; Melo et al., 2003) mostraram que esta regiao rigida e desestruturada com alta
concentracdo de prolinas € fundamental para a interagdo entre moléculas de
PABPC. Surpreendentemente, na PABPC humana, um em cada 5 ou 6 aminoacidos

neste local € uma prolina e um em cada 3 é uma glutamina, asparagina ou arginina.
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Também, ndo ha nenhum residuo negativamente carregado num trato de pelo
menos 150 aminoacidos. Embora, a analise por homologia entre as sequéncias do
C-terminal da PABPC de diferentes organismos nao tenha demonstrado grande
conservacao na regido conectora, os aminoacidos prolina, glutamina e, em menor
guantidade, asparagina e arginina foram mantidos, assim como a auséncia de
residuos &cidos (Melo et al.,, 2003). As sequéncias ricas em prolina sao
extensivamente encontradas nos mais diferentes organismos, sendo 0s motivos
mais recorrentes envolvidos em associagbes entre proteinas, devido as suas

caracteristicas biofisicas (Kay et al., 2000; Li, 2005).

Em nosso trabalho, nés observamos por espalhamento dinamico de luz que a
PABPC de coelho se comporta como um homodimero em solucao privada de poli(A)
(Fig. 4). Esse resultado foi confirmado nos experimentos de Pull-down, nos quais
novamente a associacdo PABPC-PABPC foi observada. Portanto, pela primeira vez,
o estado oligomeérico desta proteina foi definido em auséncia de outros fatores.
Diante destes resultados, nés delimitamos as regides responsaveis por esta
associacao, tanto dependente quanto independentemente de poli(A). Ja se sabia
que o C-terminal da PABPC estava envolvido na multimerizacdo desta proteina em
presenca de poli(A) (Kuhn e Pieler, 1996). Estudos recentes mostraram que a
interacdo PABPC-PABPC ndao tinha a participacdo de seu dominio C-terminal, mas
foi notado que o quarto RBD contribuia significativamente para esta associagao,
tanto em auséncia quanto em presenca de poli(A) (Melo et al., 2003). Nos
confirmamos estes resultados, mas também, descobrimos por experimentos de Pull-
down que a interacéo entre PABPCs independente de poli(A) ocorre entre 0s seus
RBDs (com no minimo os RBDs 1 e 2) e a sua regido intermediaria, que
compreende o quarto dominio e a regido poliprolina. Além disso, observamos que o
RBD 4 juntamente com a sequéncia poliprolina séo suficientes para que ocorra a
associacao PABPC-PABPC em auséncia de poli(A). O RBD 4 parece desempenhar
um papel fundamental nesta associagdo, visto que a sua delecdo suprime a
interacdo PABPC-PABPC, conforme observado nos testes de Pull-down com a
forma truncada P372-636. Estes resultados podem ser relacionados com os obtidos
em leveduras, onde nem os dois primeiros RBDs nem os 50 ultimos amino&cidos da
PABPC, o que inclui grande parte de seu dominio C-terminal, estdo envolvidos na
estabilizacdo dos mRNAs (Coller et al., 1998). O RBD 4 é o dominio menos
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compreendido das PABPCs. Uma analise comparativa da conservacdo da
sequéncia primaria dos RBDs de diferentes organismos mostra que o quarto
dominio é tdo conservado quanto o RBD 2, o qual esta envolvido em importantes
funcdes, tais como o reconhecimento da cauda poli(A), associacdo com elF4G,
PAIP1 e PAIP2. Em contraste, os RBDs 1 e 3 sdo muito menos conservados. Essas
observagdes sugerem que os quatro RBDs originaram-se de duplicagbes sucessivas
antes da divergéncia de leveduras e mamiferos (Fukami-Kobayashi et al., 1993).
Portanto, os residuos de aminoacidos do RBD 1 sdo mais similares aos do RBD 3,
enquanto que os do RBD 2 sao mais similares aos do RBD 4 (Deo et al., 1999). A
relativa conservacao do RDB 4 e a similaridade com o RBD 2 pode explicar em parte
0 seu envolvimento na interacdo PABPC-PABPC. Embora, o RBD 4 seja descrito
como fundamental & viabilidade celular por desempenhar papéis importantes na
traducao e estabilidade do mRNA (ver introducéo), nenhum fator de interagdo com

este dominio foi identificado até o momento.

Diante deste cenario, avaliamos se a associacdo PABPC-PABPC em
presenca de poli(A) sofreria alguma influéncia deste &cido nucleico, haja vista que a
proteina pode mudar a sua conformag¢do quando ligada a este homopolimero.
Curiosamente, a associagdo entre o N-terminal da PABPC e a sua regido
intermediaria foi incrementada na presenca de poli(A). O mesmo fenémeno foi
observado com a proteina completa. Uma explicacdo para estes eventos é que
possivelmente na presenca de poli(A) os RBDs sofrem uma mudanca
conformacional expondo os desconhecidos motivos de oligomerizagdo aumentando
a superficie de contato com a regiao poliprolina da proteina truncada P237-542. Em
oposicdo, a associacdo entre as proteinas contendo apenas o0 RBD 4 e o trato
poliprolina foi reduzida apds a adicdo do acido nucleico. Talvez, a saturacdo com
poli(A) do sistema de interacdo GST-P237-542/His-P237-542 interfira na ligacéo
destas proteinas por ocupar ou mudar a conformagédo do RBD 4, tornando-o menos
afim ou incapaz de se associar a regido poliprolina. Um fato semelhante foi
observado no trabalho de Kuhn e Pieler (1996), quando num experimento de band-
shift, utilizando como sonda um trato de 23 adeninas, a proteina truncada contendo
apenas o RBD 3 e o C-terminal perdeu a capacidade de se oligomerizar. Em
contrapartida, neste mesmo experimento as formas truncadas da PABPC contendo

0s RBDs 2-3 ou 3-4 mais o C-terminal apresentaram-se como multimeros na
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presenca de poli(A). Sendo assim, podemos concluir que ha um aumento na
afinidade entre as PABPCs em presenca de poli(A), mas somente quando ha
disponivel mais de um RBD e a sequéncia poliprolina nos sistemas de interacdo. No
Nnosso caso, as interacdes exigiram mais de um RBD e a unidade “RBD 4 +
sequéncia poliprolina” (associagédo de P237-542 com P10-190, P10-370 e P10-636).
Com isto em mente, podemos inferir que pelo menos um dos dois RBDs, em uma
associacao entre dois dominios e a regido poliprolina, deve ser ou RBD 2 ou o0 RBD
4. Isto, devido ao grau de conservagdo entre estes dois dominios. Entretanto, nos
ensaios de Pull-down combinando-se os RBDs com a proteina truncada P372-636
(que néo contém o RBD 4 conjugado com a regido poliprolina), nenhuma associacao
foi notada, tanto na presenca como na auséncia de poli(A). Este evento sugere que
somente a presenca da sequéncia poliprolina combinada com os RBDs ndo é
suficiente para a associacdo PABPC-PABPC. Portanto, esta interagcdo exige o RBD
4 junto a sequéncia poliprolina, aparentemente, compondo uma unidade
fundamental de interacdo. Mas, isso pode ser questionado porque nenhum trabalho
foi feito utilizando somente a sequéncia poliprolina, combinando-a com os diferentes
RBDs. De acordo com 0s nossos estudos feitos por dicroismo circular da proteina
His-PABPC, podemos estimar que a variante His-P372-636 provavelmente nao
possui um dobramento correto ou suficientemente estruturado interferindo na sua
associacdo com as demais proteinas. O fato de nossa unica construgdo sem 0s
RBDs contendo a regido poliprolina ser esta proteina, indica que o seu dobramento
incorreto poderia mascarar ou encobrir a habilidade do motivo poliprolina mediar a
associacao PABPC-PABPC sem estar conjugada com o quarto RBD.

A sequéncia rica em prolinas foi relacionada como candidata a mediadora da
interacdo PABPC-PABPC, porque sabidamente os motivos poliprolina estéo
envolvidos numa enorme variedade de interagdes entre proteinas. Estas sequéncias
possuem as caracteristicas ideais para tal tarefa. Sdo frequentemente encontradas
na superficie, em oposicdo a estarem enterradas nas proteinas, tornado-se
acessiveis ao seu ligante (Holt e Koffer, 2001). Estes motivos também sdo estaveis
e resistentes a substituicbes de aminoacidos. Sendo assim, varias combinacdes
entre outros aminoacidos e residuos de prolina podem ser incorporadas na
sequéncia peptidica sem comprometer a integridade estrutural. Além disso, a rigidez

relativa de um trecho poliprolina perde pouca entropia conformacional durante uma



72

associacgao, ligando-se mais favoravelmente ao seu alvo do que outras sequéncias
peptidicas. Contudo, as sequéncias ricas em prolina ndo se associam tao fortemente
quanto os dominios globulares; entretanto, esta ligacdo mais fraca pode ser de
grande vantagem, visto que ela permite célere modulacdo das interacdes (Kay et al.,
2000). Dessa maneira, a sua associacdo ou desassociacdo pode ser bastante
rapida. Portanto, o papel destas sequéncias estaria mais relacionado com o
recrutamento ou aproximacao de proteinas que posteriormente se associardo, ao
invés de participar ativamente da formacao de complexos estruturalmente definidos
e estaveis. Isso significa que estes motivos funcionam como “adaptadores”
transientes nos mais diferentes processos celulares (Kay et al., 2000; Li, 2005). Tal
propriedade seria de grande utilidade para uma proteina como a PABPC que serve
de arcabouco e é mediadora de interagcfes entre os mais variados fatores proteicos.
Esse comportamento também poderia estar relacionado com a sua
homodimerizagcdo em auséncia de poli(A). Logo, quando a PABPC esta livre no
citoplasma da célula ela encontra-se autoassociada numa conformacdo fechada
bloqueando os seus sitios de interagdo com os fatores proteicos, e assim que uma
cauda poli(A) esteja disponivel, este homodimero avidamente se associa a0 mRNA
(Fig. 13). Ou, tomando como modelo a PABP nuclear de Xenopus laevis (Ver
introducédo — Fig. 3), este homodimero seria desfeito pelo rompimento das interacdes
entre a sequéncia poliprolina e os RBDs e, entdo, a PABPC se associaria como
monémero ao poli(A), e depois seria capaz de se multimerizar. Portanto, poderiamos
especular que a interacdo PABPC-PABPC é um mecanismo hipotético de inibicdo a
associacao precoce de fatores de regulacdo e iniciagdo da traducdo que utilizem
esta proteina como arcabouco (Fig. 13). Isto, por exemplo, regularia 0os eventos que
antecedem a montagem do complexo de iniciacdo da traducdo. Desse modo, a
PABPC néo se associaria ao mRNA ja ligada a um fator repressor, como PAIP2. A
interacdo entre a PABPC e os diversos elFs deve seguir uma regulacdo temporal
baseada na cooperacao entre os préprios fatores. Sendo assim, a PABPC se ligaria
a cauda poli(A) e ao elF4F e s6 entdo poderia ser regulada por PAIP1 e PAIP2 ou
capaz de se associar ao eRF3. Esta hipbétese pode estar de acordo com o que foi
visto em leveduras. A interagdo da Pablp (denominacdo da PABPC em levedura)
com a Pbplp (proteina de ligacdo a Pablp), que atua como reguladora negativa da
Pablp no processo de poliadenilagédo, s6 foi detectada por meio de ensaios de two-
hybrid, onde apenas o dominio C-terminal da Pablp foi usado como “isca” (Mangus
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et al., 1998). Isso demonstra que a presenca do N-terminal provavelmente bloqueia
a capacidade do C-terminal interagir com Pbplp em auséncia de poli(A).
Observacao similar também foi feita em relacdo a ligacdo da PABPC com eRF3, pois
a interacdo entre ambos foi incrementada quando apenas o C-terminal da PABPC
era empregado no estudo da ligacdo com o N-terminal de eRF3 (Hoshino et al.,
1999). Este resultado mostra que a capacidade do N-terminal bloguear as
propriedades de ligacdo do C-terminal ndo era um fenbmeno restrito apenas a
Pbplp. Logo, poderiamos inferir que essas duas proteinas truncadas que continham
somente o C-terminal da PABPC néo possuem a capacidade de se autoassociarem,
deixando expostos os sitios de interacdo com os descritos fatores protéicos. Ao
passo que, com a PABPC completa haveria a formacdo do homodimero e,
consequentemente, estes sitios estariam bloqueados. Curiosamente, também foi
observado que eRF3 suprime a habilidade da PABPC multimerizar-se quando
associada ao poli(A) (Hoshino et al., 1999). Isto sugere que a ligacdo dos fatores
proteicos com a forma homodimerizada da PABPC se da competitivamente. Dessa
maneira, estes elementos interfeririam na interacdo PABPC-PABPC quando em
associacdo com o poli(A), deslocando uma das proteinas de modo que a ligacdo
ocorresse somente com a forma monomérica da PABPC. Algumas outras evidéncias
indicam que a atividade da PABPC também pode ser modulada por modificacdes
covalentes. Em plantas, a fosforilagdo da PABPC parece regular a sua capacidade
de ligacdo ao poli(A), uma vez que apenas as proteinas modificadas oligomerizam-
se na presenca deste acido nucleico (Le et al., 2000). Em humanos, a PABPC foi
identificada como substrato da enzima arginina metiltransferase (CARM1) (Lee e
Bedford, 2002). As proteinas modificadas por enzimas apresentando este tipo de
atividade parecem sofrer interferéncia em seus potenciais de interacdo proteina-
proteina (Bedford et al., 2000). Interessante, que a regido de ocorréncia da
metilacdo da PABPC pela CARM1 foi identificada nos residuos 384-478,
flanqueando a sequéncia poliprolina (Lee e Bedford, 2002). Os dois residuos de
arginina que sao frequentemente modificados sdo: R455 e R460 (Lee e Bedford,
2002). Ja que o0s nossos ensaios foram feitos in vitro utilizando proteinas
recombinantes essas modificagbes ndo puderam ser relacionadas com os resultados
obtidos. Mas, um fato pode ser levado em consideragdo, a multimerizagdo, pela
menos da PABPC humana, independe de fosforilagdo ou metilagao.
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Figura 13. Modelo tedrico das interagdes da PABPC e as suas implicagbdes funcionais na
sintese protéica. A PABPC, quando ndo associada ao poli(A), se comporta como um homodimero.
Este estado oligomérico inibiria a associacdo precoce de fatores de regulagdo e iniciacdo da
traducdo, evitando, por exemplo, que a PABPC se ligue ao mRNA ja conjugada com um fator
repressor, como PAIP2. Logo, a interacdo entre a PABPC e os diversos elFs deve seguir uma
regulacdo temporal baseada na cooperagdo entre os proprios fatores proteicos. Desse modo, a
PABPC se ligaria & cauda poli(A) e ao elF4F e s6 entdo poderia ser regulada por PAIP1 e PAIP2 ou
capaz de se associar ao eRF3. Além disso, as proteinas PAIP1, PAIP2 e eRF3 compete pela PABPC
gue compde o homodimero ligada ao poli(A), deslocando uma das proteinas de modo que a ligagao
entre estes fatores aconteca somente com a forma monomérica da PABPC.
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O conjunto de resultados apresentados nessa dissertacado contribui para a
compreensao das atividades e dos mecanismos de regulacdo da proteina PABPC. A
PABPC é uma proteina amplamente conservada entre os eucariotos, apresentando
uma enorme gama de funcdes inerentes a sua capacidade de associacdo com
inimeros fatores proteicos e ribonucleotideos. Sua flexibilidade funcional pode
explicar o vasto espectro de participagdo da PABPC em processos fundamentais
relacionados ao metabolismo do mRNA, tais como: biogénese, localizagéo, traducéo
e degradacédo desta molécula. Neste trabalho, n6s mostramos que a interagédo entre
PABPCs independente de poli(A) ocorre entre os seus RBDs (com no minimo os
RBDs 1 e 2) e a sua regido intermediaria, que compreende o quarto dominio e a
regido poliprolina. Além disso, também notamos que somente o RBD 4 juntamente
com a sequéncia poliprolina sdo suficientes para que ocorra a associacdo PABPC-
PABPC em auséncia de poli(A). Curiosamente, a interacdo entre o N-terminal da
PABPC e a sua regido rica em prolinas foi incrementada na presenca de poli(A).
Contudo, novos trabalhos precisam ser feitos para definir precisamente a estrutura e
a conformacdo da PABPC quando associada ao poli(A), e também, na auséncia
deste acido nucleico. O estudo da oligomerizacdo da PABPC e 0 mapeamento das
regides envolvidas nas diversas interagcbes das quais esta proteina participa é
bastante importante, haja vista, por exemplo, que h& muito a se descobrir sobre o
papel da PABPC no orquestrado mecanismo de sintese proteica. Além disso, foi
demonstrado que a associagdo entre PABPCs facilita a sua ligagdo a cauda poli(A)
(talvez de maneira cooperativa) e influencia algumas de suas atividades, como por
exemplo, a reducdo na taxa de desadenilagdo de um mensageiro e 0 seu proprio
mecanismo de autorregulagdo (Kuhn e Pieler, 1996; Melo et al., 2003). Neste
trabalho, algumas questBes permaneceram insolUveis, enquanto outras foram
levantadas. Desse modo, os resultados obtidos abrem um leque de perspectivas a
serem investigadas experimentalmente. Essas abordagens permitirdo o
prosseguimento de estudos para um melhor entendimento do controle da intricada

rede expressao génica em eucariotos.
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Baixar Monografias e TCC
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