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O HOMEM QUE AGE MULTIPLICA SUAS
FORCAS DOMINA-SE E SE APERFEICOA.

MARIA MONTESSORI



RESUMO

ALESSANDRO, Fernando. Estudos estruturais e bioquimicos da septinas 7 e 9 humanas. 2010.
144p. Tese (Doutorado) - Instituto de Fisica de S&o Carlos, Universidade de S&o Paulo, S&o Carlos,
2010.

As proteinas pertencentes a familia das septinas foram originalmente descobertas em 1971 em
decorrencia de estudos genéticos em células mutantes. Essas proteinas — encontradas em fungos e
animais, mas ndo em plantas — apresentam como principais caracteristicas a presenca de um
dominio conservado de ligacdo aos nucleotideos de guanina (GTP) e a formacdo de filamentos
homo- e hetero-oligoméricos, que sao estruturas altamente organizadas. Estudos filogenéticos e
moleculares em humanos identificaram 14 septinas que sdo divididas em 4 grupos (I, I, Il e IV).
Estas moléculas associam-se com membranas celulares, actina, microtibulos do citoesqueleto e
estdo envolvidas em inlmeros processos que ocorrem no cortex celular e requerem organizacao
espacial, tais como: citocinese, ciclo celular, formacdo de barreiras de difusdo, alinhamento de
fuso. AlteracGes na expressdo das septinas estdo associadas a varios tipos de tumores e a doengas
de Parkinson e Alzheimer. Neste trabalho, com o objetivo de obter informacgfes estruturais e
bioquimicas das septinas 7 e 9 humanas. Este projeto é parte de um esfor¢o conjunto coordenado
pelo Prof. Dr. Richard C. Garratt e conhecido informalmente como “Septimoma”. As construgdes
recombinantes SEPT 7, SEPT 7G, e SEPT 9G foram expressas em Escherichia coli e as proteinas
recombinantes obtidas. As analises em eletroforese SDS-Page e em gel nativo indicam que essas
proteinas foram purificadas com sucesso. A atividade GTPase e o0 estado oligomérico na forma
dimérica foram verificados. Estudos de dicroismo circular e fluorescéncia determinaram qt

esses recombinantes sdo formados por uma mistura de estruturas secundarias a e 8, e também que
0 C e 0o N terminais aumentam a estabilidade das proteinas. Foram obtidos cristais da SEPT 7G e,
por meio da técnica de raios-X, foi determinado um modelo tridimensional da proteina com

resolucgéo de 3,4°.

Palavras-chave: Septina 7. Septina 9. Clonagem. Expressdo. Caracterizagédo estrutural. Atividade
GTPésica.



ABSTRACT

ALESSANDRO, Fernando. Structural and biochemical studies of human septins 7 e 9. 2010.
144p. Tese (Doutorado) - Instituto de Fisica de S&o Carlos, Universidade de S&o Paulo, S&o Carlos,
2010.

Proteins belonging to the septin family were originally discovered in 1971 through genetic
studies of mutant cells. These proteins — found in fungi and animals, but not in plants — present,
as their main characteristics, a conserved guanine nucleotide-binding domain (GTP) and they also
form homo and hetero-oligomeric filaments that are highly organized structures. Phylogenetic
and molecular studies in humans have identified 14 septins which are divided into 4 subfamilies
(groups I, 11, 1l and 1V). These molecules associate with cell membranes, actin, cytoskeleton
microtubules and they are related to a number of processes that take place in the cell cortex and
that require spatial organization, such as cytokinesis, cell cycle, diffusion barrier formation and
spindle alignment. Alterations in the expression of septins are associated with several types of
tumors and with Parkinson’s and Alzheimer’s diseases. In this work, with the goal of obtaining
structural and biochemical information of human septins 7 and 9, the recombinants SEPT 7,
SEPT 7G and SEPT 9G were expressed in E. coli. Analyses both in SDS-Page electroforesis and
in native gel suggest that these proteins were purified successfully for they are soluble and
homogeneous. GTpase activity has been verified in all of these recombinants, which shows that
these proteins are present in native form and that additional molecules are not needed for this
activity. It was possible to determine — through different techniques such as molecular exclusion
chromatography and SAXS — that all the molecules in solution are grouped as dimeric form.
Circular dichroism and fluorescence spectroscopic studies have determined both that such
recombinants are formed by means of a mixture of a and  secondary structures and that the C
and N-terminals increase the stability of proteins. Protein stability studies under different pH and
temperature conditions show that the raise of the latter produces a greater molecular aggregation.
Measurements of fluorescence emissions have indicated that the SEPT 7, SEPT 7G and SEPT 9G
form structures of amyloid-like filaments found in many septins. Crystal structures of SEPT 7G
have been obtained and, by means of the X-ray technique, a 3-D model of the protein has been
determined with a resolution of 3.4° It has been possible to predict, with molecular modeling

studies, regions formed by loops that showed low electronic density in the GTPase



crystallographic model. Therefore, it has been possible to add more structural information to this
domain and to form the complete polypeptide without cuts.

Keywords: Septin 7. Septin 9. Cloning. Expression. Structural Characterization. Gtpase Activity.
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restricdo Nhel e Xhol das septinas humanas. A) Mostra os fragmentos
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Perfil da cromatografia de exclusdo molecular do dominio GTPase na
coluna Superdex-200. O pico 1 é referente a SEPT 9G, de massa molecular
aparente de aproximadamente 60kDa. O pico 2 é referente ao
IMIAAZOL......oei e

78

79

80

82

82

82

83

85



Figura 4.14 —

Figura 4.15 —

Figura 4.16 —

Figura 4.17 —

Figura 4.18 —

Figura 4.19 —

Figura 4.20 —

Figura 4.21 —

Figura 4.22 —

Figura 4.23 —

Gel de poliacrilamida 15% em condicdes desnaturantes (SDS-PAGE),
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a 11,0). As medidas foram realizadas com as amostras concentradas ao
redor de 0,2mg/mL variando o comprimento de onda de 193 a 250nm..........
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1 INTRODUCAO

1.1 Septinas

As proteinas pertencentes a familia das septinas foram originalmente descobertas em 1971
por meio de estudos genéticos em células mutantes de leveduras deficientes no ciclo celular e no
processo de brotamento (1).

Essas proteinas — encontradas em fungos e animais, mas ndo em plantas — apresentam
como principal caracteristica um dominio conservado de ligagdo aos nucleotideos de guanina
(GTP) e formam filamentos (2, 3). As septinas polimerizam formando homo e hetero-oligbmeros

(4, 5) que formam estruturas altamente organizadas, que podem ser visualizadas na figura 1.1

Figura 1.1 — Localizacdo dos filamentos de septinas em C. elegans (a) e em células humanas (b). A figura
mostra a grande similaridade na expressao, especialmente na citocinese. As células foram
coradas por imunofluorescéncia indireta. Figura adaptada da referéncia (10).

Estas moléculas associam-se com membranas celulares, actina, microtibulos do
citoesqueleto e estdo envolvidas em indmeros processos que ocorrem no cortex celular e
requerem organizacao espacial, tais como: citocinese (6), ciclo celular, formacdo de barreiras de
difusdo, alinhamento de fuso (3, 7), exocitose (8), além de determinar e manter a polaridade da
celula (9,7).
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A funcdo das septinas ndo e limitada a divisdo celular e eventos de secre¢do celular.
Trabalhos mostram que alteragdes na expressdo de septinas estdo associadas a tumores de mama
(11, 12), ovario (13), cerebro (14, 15) entre outros (16, 17, 18, 19, 20).

Estas moléculas também estdo associadas a neuropatologias (21, 22, 23, 24). A expressao
irregular de septinas tem sido relacionada & doenca de Parkinson e Alzheimer. Varias linhas de
evidéncias sugerem que as septinas estdo envolvidas em doencas infecciosas, visto que o
processo pelo qual patégenos intracelulares invadem e se locomovem nas células depende da
interacdo do agente infeccioso com o citoesqueleto da célula (25, 26).

Septinas de mamiferos podem ser encontradas in vivo como agregados de complexos
homo e hetero-oligoméricos formado por diferentes membros da familia desta proteina (figura
1.2.). Pouco se sabe sobre as agregacdes de filamentos ou como estes sdo regulados (3, 27, 28).
As associacOes heterotipicas destas moléculas tém sido documentadas entre diferentes espécies,

com trés ou quatro diferentes polipeptidios associados (29, 30, 31, 32, 33).

Figura 1.2 — Filamentos de septinas de C. elegans in vitro. As imagens dos filamentos foram
produzidas por microscopia eletrbnica corada negativamente em E. coli (A) e em
células de inseto (B,C) depois da didlise com tampdo 500mM de NaCl para
200mM NaCl. (B) Visao geral dos filamentos de septinas. (C) Visdao amplificada
indicada pelas areas 1, 2, 3 em (B). As barras representam escala de 50nm em
(A,C) e 250nm em (B). Figura adaptada da referéncia (45).
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1.2 Familias e nomenclatura de septinas

Estudos de reconstrucdo filogenética mostram que a familia das septinas é encontrada nos
reinos fungi, microsporidia e animalia. As mais recentes pesquisas sugerem que todas essas
moléculas sdo agrupadas da seguinte forma: os grupos 1 e 2 contém sequéncia de septinas de
fungos e animais, os grupos 3 e 4 de fungos e microsporidia e o grupo 5 de fungos filamentosos
(34).

Essa andlise sobre a evolucao das proteinas - baseada da sequéncia primaria dessas moléculas
- teve como principal resultado mostrar que septinas de diferentes reinos sdo ort6logas

Baseado na similaridade sequencial ou por estudos de filogenia, as septinas de mamiferos
podem ser classificadas em quatro grupos (31, 35, 36, 37) ou quatro subfamilias relacionadas
(Figura 1.3).

N-terminal Dominio GTPaze C-terminal
M e A
's ava v ™
SEPT3 —_—y @@
SEPTO | Grupo 1
SEPTIZ —_—
SEPTE ———— N
SEPTS — ——y, OTPO 1]
SEPT11 N
SEPTID —— .
SEPT14 —— e
SEPT1 L ———— ]
SEPTZ B L —— ] Grupo I11
SEPT4 _— ]
SEPTS —_—— ]
sEPTY — I | r
rupo I
SEPT13  — P

Figura 1.3 — Mostra a sequéncia primaria das septinas indicando os dominios comuns N e C-terminal e 0
dominio central conservado GTPase. Estas proteinas podem ser classificadas em 4 diferentes
grupos (I - IV) baseado na similaridade sequencial da regido C-terminal da proteina. Neste
modelo, as sequéncias ndo semelhantes sdo mostradas como uma linha. As septinas 7 e 9,
trabalhadas nesta tese, estdo destacadas.Figura adaptada da referéncia (31).
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Trabalhos recentes identificaram a 142 proteina da familia de septinas humanas, em adi¢ao
as 13 anteriormente identificadas (34, 36). Esta macromolécula apresenta caracteristicas em
comum as outras moléculas desta familia, entretanto, apresenta maior similaridade com as
septinas 6, 8, 10 e 11.

A tabela 1.1 mostra 0 nome, a localizacdo e as caracteristicas fisicas e estruturais das 14

septinas humanas ja identificadas.

Tabela 1.1 — Caracteristicas das septinas humanas. Carga A (&cido pl < 6,5); carga B ( basico pl > 7.5) e carga N( neutro).
Segundo a referéncia (27).

Nome Localizacdo Nimero de Massa pl Carga Nimerode Nimero

do gene cromossomica  aminoacido (KDa) ponto isoelétrico Coiled Coils de acesso
SEPT3 22q13.2 345 193 &8 N o MNM_14573)
SEPT4 17q23 478 55.1 57 A 2 MNM_004574
SEPTS 22q11.2 169 413 b4 A 2 MNM_002688
SEPT6 Xqld 417 489 b4 A 1 NM_145799
SEPT? Tqle.l 418 488 9.0 B 1 MNM_001788
SEPTS 5931 483 558 59 A 1 XM_034872
SEPT9 17q25.3 586 654 9.3 B 0 AFI189713
SEPTIO Bql1.23 S17 600 bb N 1 BCO20502
SEPT11 4q21.22 419 494 64 A 1 MNM_01824)
SEPT12 l6pl3.3 358 408 &7 N 0 NM_| 44605
SEPT13 7p133 427 494 9.0 B I NC_02007
SEPT14 7p11.2 425 508 60 N I NC_202001

Nas septinas humanas é utilizada a nomenclatura padrdo SEPT1 a SEPT14 para 0s genes
e SEPT1 a SEPT14 para os correspondentes produtos génicos, de acordo com a Humam Genome

Organization (39).

1.3 Membros das septinas e sua evolugdo

O genoma de Saccharomyces cerevisiae codifica sete septinas (Cdc3, Cdc10, Cdcll,
Cdcl12, Shsl/Sep7, Spr3 e Spr28). As leveduras em processo de divisdo também tém sete
proteinas (Spnl, Spn2, Spn3, Spn4, Spn5, Spn6 e Spn7). Entretanto, Candida albicans,
Eremothecium gossypii, aspergillus nidulans e Neurospora crassa codificam diversas septinas
(34, 40, 41).
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No genoma de algas verdes aquaticas (Chlamydomonas reinhardtii) e fitoplancton
marinho (Nannochloris spp.) é interessante observar que as septinas codificadas por essas
espécies sdo ortologas. Esse resultado esta de acordo com outros trabalhos (40, 34).

Entre os metazoarios, o nematoide Caenorhabditis elegans contém dois genes de septinas
(Unc-61, Unc-59) e a mosca da fruta (Drosophila melanogaster) contém cinco (sepl, sep2, sep4,
sep5, e pnut) (40, 42). O genoma humano codifica 14 genes septinas, o camundongo (Mus
musculus) 13, a galinha (Gallus gallus) 10, a rd (Xenopus laevis) 9, o peixe-zebra (Danio rerio)
17 , o ourico do mar (Strongylocentrotus purpuratus) e o cordado ciona (Ciona intestinalis), ndo
vertebrados, codificam 4 cada (27, 34, 40).

Um mapa de evolucdo detalhado foi proposto para septinas de metazoarios focalizando a
expansdo dos genes nessas moléculas em vertebrados. Este estudo foi atil para entender a
abrangéncia funcional dessas moléculas e sua relacdo evolucionaria, pois a redundancia funcional
é um desafio para elucidar a fungéo dessas proteinas (34).

A importante descoberta desse trabalho foi mostrar que o aparecimento dos quatro grupos
de septinas deve ter ocorrido anteriormente a divergéncia dos vertebrados e invertebrados. Outro
fato interessante foi observar que a expansdo dos nimeros de genes de septinas em vertebrados
ocorre, principalmente, por duplicacdo de genes pré-existentes, explicando o mecanismo de
formacdo de um novo grupo de septinas (34). Essa expansdo também induziu a uma grande
variedade de funcbes e complexos de septinas. As informagdes do agrupamento de septinas dos
metazoarios estdo mostradas na tabela 1.2.

Por meio de analise evolucionaria, (27, 36, 38) as septinas humanas foram classificadas
em quatro grupos SEPT2, SEPT3, SEPT6 e SEPT7. As proteinas SEPT1, SEPT2, SEPT4 e
SEPTS5 pertencem ao grupo SEPT2. Fazem parte do grupo SEPT3 as proteinas SEPT3, SEPTY, e
SEPT12. As proteinas SEPT6, SEPT8, SEPT10, SEPT11 e SEPT14 pertencem ao grupo da
SEPT6. No grupo da SEPT7 ocorre a SEPT7 e a SEPT13.


http://en.wikipedia.org/wiki/Caenorhabditis_elegans
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Tabela 1.2 — Informag&o do agrupamento de septinas dos metazoarios. Tabela da referéncia (38)

QO reanizmo Grupo SEPT2 Grupo SEPTT Grupo SEPTA Grupo SEPT3
Z-Hs; -Hs; T-Hs; -Hs; -Hs; 3-Hs; 5,
Hama zapienz SEPTS-Hs; SEPT1-Hs SEPT13-Hs SEPT10-Hs; SEPT11-Hs, BSEPTI12-Hs
SEPT14-Hs
SEPT2-Mm SEPT4-Mm; SEPT7-Mm SEPT6-Mm; SEPTE-Mm:  SEPT3-Mm; SEPTY-Mm:

Mus musculus SEPT5-Mm; SEFT1-Mm SEPT10-Mm; SEFT11- SEFTI1I-Mm

Gallus gallus

KXenapus lasviz

Dania raria

Ciona intsstinalis

5. purpuratus

Ei:32354788-X1:
ei:111598420-X1

£i:115313325Dr;

ei:43709377-Dr;

£i:198428936-C1
£i:115951499.8p
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1.4 Estrutura e dominios das Septinas

As septinas pertencem a superclasse GTPase das P-loop NTPases que inclui quinase,
miosina e proteinas Ras, que compartilham ao menos cinco motivos conservados dentro do
dominio de ligacdo GTP, designados por G1 — G5 (2).

Septinas contém os dominios G1, G3 e G4 (43) mostrado na figura 1.4. O motivo G1 ¢
definido pelo elemento consenso GxxxxGK [ST], sendo que essa regido forma um loop flexivel
que interage com grupo fosfato dos nucleotideos (4). O motivo G3 contém varios residuos
hidrofébicos seguidos pelo DxxG, esta regido liga Mg®* e pode interagir com os fosfatos B e y do
GTP.

O motivo G4 é caracterizado pelo NKxD, que é importante para especificidade da ligacdo
GTP (2, 34). O motivo G5 néo é encontrado em todos os membros da classe GTPase P-loop (2,
34).
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Figura 1.4 — Estrutura tipica de septinas com sequéncias que variam de trezentos a seiscentos aminoacidos
aproximadamente. Essa proteina apresenta dominio GTP_CDC conservado com trés motivos:
G1, GxxxxGK (126 - 135 aminoacidos em S. cerevisiae Cdc3p), G3, DxxG (aminoacidos 204 -
209 em S. cerevisiae Cdc3p), e G4, xKxD (280 - 289 amino&cidos em S. cerevisiae Cdc3p). A
regido descrita anteriormente como polibasicas (aminoacidos 110 - 120 em S. cerevisiae Cdc3p)
€ mostrada como uma caixa preta e as anteriormente descritas como "Unico elemento” (360 - 413
aminoacidos em S. cerevisiae Cdc3p) sdo mostradas como uma caixa cinza. S1-S4 marca
posi¢des dos novos motivos. Figura da referéncia (34).

O C-terminal do dominio GTPase é uma regido de 54 aminoacidos conservada entre
muitas septinas (44). Muitas destas moléculas também contém uma extensdo C-terminal que
forma estruturas coiled—coils. Essa regido apresenta similaridade sequencial entre as septinas de
mamiferos e caracteriza-se pela presenca de leucina a cada sete residuos. Essa estrutura esta
envolvida em interacdes entre septinas (40).

Diferindo das demais septinas as septinas SEPT3, SEPT9 e SEPT12 ndo apresentam o
dominio coiled—coil. Alguns autores descrevem o C-terminal como sendo dividido em duas
regides distintas, um elemento caracteristico de septinas (Septin—-Unique Element, SUE) e uma
regido em coiled - coil (44). InvestigagOes estruturais dos filamentos de septinas tém mostrado
que o SUE faz parte do dominio GTPase.

O dominio central GTPase ¢ bastante conservado — apresenta mais de 35% de identidade
sequencial entre septinas homdlogas de levedura e mamiferos —, porém, os dominios N - e C -
terminal apresentam grande variacdo. A identidade sequencial entre os dominios GTPases de
septinas da mesma espécie € consideravelmente alta com uma similaridade minima de 70% (35).

As sequéncias de septinas de mamiferos apresentam uma regido polibasica préxima ao
motivo P-loop ((BN)(BN)BNN(BN)(BN)), onde B sé&o aminoacidos basicos e N neutros. Apesar
de a funcdo fisiologica desta regido polibasica in vivo ndo ser conhecida (31), na SEPT4 esta
regido pode conferir associacdo a membrana e também pode ligar-se ao fosfolipidio
fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PtdIns(4,5)P2) (51).



33

1.5 Complexos de septinas

As septinas agregam-se com outras septinas em complexos lineares hetero-oligoméricos,
em forma de bastBes. Estes se associam ponta a ponta formando longos polimeros — filamentos
altamente ordenados (figura 1.5) (45, 46).

Figura 1.5 - A direita: Formagao dos filamentos em S. Cerevisae, mostrando os bastdes hetero-
oligoméricos altamente ordenados. A esquerda: imagem de alta ampliacdo
mostrando em detalhas os bastdes e o alinhamento entre eles. Figura adaptada da

Analise referéncia (45). e a
septinas UNC-59 e UNC-61 sdo alinhadas em bastbes lineares que apresentam quatro
densidades. A estrutura central desse complexo é composta do dominio G dessas proteinas na
ordem: UNC-59-UNC-61-UNC-61-UNC-59. Esses estudos indicam que os filamentos nédo
devem apresentar polos (45).

Septinas recombinantes em S. cereviase — Cdc3, Cdc10, Cdcl1l e Cdcl2 — agregam-se em
complexos que formam octameros lineares alongados. Estudos de microscopia eletrénica de
oligbmeros destas proteinas tipo selvagem e mutante mostram a ordem das subunidades dos
octameros nas leveduras: Cdcllp—Cdcl2p—Cdc3p—Cdcl0p—Cdcl0p—Cdc3p—Cdcl2p—Cdcllp
(47). A estrutura central da septina nesse organismo é composta pelo dominio G com uma regido
flexivel que se estende ao longo do filamento.

Estudos dos complexos formados pelas septinas em mamiferos indicam que essas
proteinas agregam na ordem SEPT3-SEPT5-SEPT7. Este bastdo é um hexamero linear que liga

um ao outro formando longos filamentos (48).
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Em humanos as unidades hexameéricas, vistas em microscopia eletrdnica, sdo compostas
pelas proteinas SEPT 2, SEPT 6, e SEPT 7. Estas formam um bastdo na ordem SEPT7— SEPT6—
SEPT2-SEPT2- SEPT6- SEPT7- (figura 1.6).

Figura 1.6 - Microscopia eletronica das unidades hexaméricas formadas pelas septinas
SEPT2, SEPT6 e SEPT7, formando o bastdo SEPT7— SEPT6- SEPT2-
SEPT2- SEPT6- SEPTY. Figura das referéncias (46, 60).

Inimeros trabalhos mostram que as septinas de diferentes organismos formam complexos
com diferentes nimeros de subunidades como também podem formar filamentos por diferentes

interfaces.

1.6 Estruturas cristalogréaficas

O dominio G da SEPT 2 humana foi cristalizado na presenga de GDP e sua estrutura foi
resolvida usando método de dispersdo anémala (selenometionina) com uma resolucao de 3.4 A°.
Esse dado revelou um enovelamento GTPase candnico que é similar aquelas proteinas de ligacdo
tipo Ras (46). Estudos dessas proteinas recombinantes mostram uma forma dimérica, alternando

as regides de interface N e C-terminal e G (figura 1.7).
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Dimero-G

Dimero-NC

Figura 1.7 - Representacdo da SEPT 2 mostrando a possibilidade de formar dimeros pela
interface G ou NC terminal como indicado pelas linhas. Figura da referéncia
(46).

A estrutura cristalografica do complexo formado pelas septinas humanas SEPT 2, SEPT 6
e SEPT 7 foi resolvida a uma resolucdo de 4 A° (figura 1.8) usando o método MIRAS

(substituicdo isomorfa maltipla de substituicdo de atomo pesado usando espalhamento anémalo).

SEPT7-GDP SEPT6-GTP SEPT2-GDP

Figura 1.8 — Modelo do complexo trimérico formado pelas septinas humanas que forma o bastdo
SEPT7-SEPT6-SEPT2, indicado pela seta seus respectivos nucleotideos. Figura da
referéncia (46).

Esses dados revelaram o mesmo tipo de interacdo basica que ocorre na superficie do
filamento do dominio G da SEPT 2. Esta relacdo é encontrada em agregacGes oligoméricas que
formam os longos filamentos (46).

Esse estudo cristalogréfico revelou que a formacgdo do complexo e do filamento depende
do dominio GTPase , ao invés do dominio coiled—coil que foi anteriormente proposto (27). De
fato, essa regido no complexo aparece flexivel e, portanto, desordenando a estrutura cristalina
(46).
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Com os dados cristalograficos e de densidades da microscopia eletrénica do hexamero das
septinas humanas SEPT 7, SEPT 2 e SEPT 6 foi possivel deduzir a ordem das proteinas dos
filamentos (figura 1.9) (46)

[ 25nm 1

Figura 1.9 — Representagdo da superficie do heterofilamento formado pelas septinas humanas,
mostrando a ordem no bastdo hexamérico. A natureza dos nucleotideos nas subunidades
esta indicada (GTP ou GDP). A possivel orientagcdo do C—terminal predito como coiled
coil é mostrada esquematicamente. Figura da referéncia (46).

Por meio desse estudo foi possivel determinar qual proteina interage com qual
nucleotideo, estabelecendo que o GDP esta ligado as SEPT 2 e SEPT 7, enquanto o GTP esta
ligado & SEPT 6 (46). Esse arranjo possibilita dois diferentes estados de nucleotideos nas duas
diferentes interfaces do dimero G: a interface SEPT2-SEPT6 é uma interface GDP-GTP, por
outro lado a interacdo SEPT7-SEPT7 contém duas moléculas de GDP (46).

As observacdes desses resultados indicam que os nucleotideos sdo necessarios para a
dimerizacdo e que diferentes estados de nucleotideos estdo presentes em duas interfaces distintas
do dimero G no filamento.

Foi também observado por microscopia eletrdnica que ao menos uma fracdo do complexo
de septinas — 0 hexdmero humano e o tetrdmero de nematoide — foi dobrada (45, 46). A origem
dessa curva em hexadmeros humanos esta localizada na interface da SEPT2-SEPT2 no centro do
complexo (46). Esta curva pode mediar a curvatura observada em muitas estruturas de septinas
altamente ordenadas, tais como: colar de septinas em levedura ou auto agregacdo das estruturas
de septinas (49, 50).
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1.7 FuncGes das septinas

Estudos em levedura sugerem que o colar de septinas que aparece durante o processo de
divisdo pode servir como uma barreia de difusdo e apoio para muitas proteinas envolvidas em
diversos processos celulares (42).

A funcdo dessas proteinas durante a divisdo varia enormemente de organismo para
organismo. Por exemplo: septinas tém um papel essencial na citocinese de S. cerevisiae, pois
funciona como uma ancora que prende 0s componentes citocinéticos, tais como aqueles
envolvidos na formacdo da contracdo do anel de actinomiosina e no septo do processo de
brotamento (52). Em contraste, delecdo das quatro septinas expressas na fissdo da levedura
Schizosaccharomyces pombe causa apenas leve defeito na separacdo celular (53, 54), mostrando
seu grau de importancia nos diferentes organismos.

Estas proteinas estdo envolvidas na orientagdo do fuso em S. cerevisiae. Durante a mitose,
0 envelope nuclear permanece intacto e os corpos polares do fuso mitdtico (SPBs) sdo
localizados no envelope nuclear. Depois da replicacdo do DNA e duplicacdo dos SPBs, esses
corpos tanto na célula-filha como na célula-m&e devem ser corretamente posicionados (8).
Septinas estdo envolvidas no posicionamento dos componentes do fuso em levedura. Ao alterar a
organizacdo dessas proteinas no processo de brotamento, ocorrerd a desorganizacdo do
posicionamento correto dos SPBs em leveduras (8).

As septinas também estdo envolvidas com os pontos de checagem no ciclo celular em S.
cerevisiae, monitorando posi¢cdo dos SPBs assegurando, dessa forma, que as células ndo saiam da
mitose até o nucleo estar corretamente posicionado.

Septinas estdo associadas ao ponto de checagem da replicacdo do DNA pela interagdo
com a Rad35. Esse controle pela quinase Rad35 ocorre mantendo a estabilidade da forquilha de
replicacéo e prevenindo a segregacdo de cromossomos precoces.

A Rad53 mostra interacdes genéticas com 0s componentes da via do anel de septinas e
controla o tempo de degradagdo da proteina quinase Swelp durante a replicacdo, junto com
outras proteinas de checagem. Esse processo facilita o crescimento adequado das células-filhas
(61, 62).


http://www.dicio.com.br/citocinetico/
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Além das septinas funcionarem na citocinese em leveduras, também funcionam na
compartimentalizacdo e em barreias de difusdo. A membrana plasmatica de muitos tipos de
células mostra dominios com composi¢oes e propriedades distintas. Essa polarizacdo permite o
transporte vetorial de solutos através do epitelio e propagacdo unidirecional de sinais por
neurdnios.

A associacdo de septinas com fosfolipidios (4) é essencial para a formacéo e manutencéo
dos dominios da membrana. Trabalhos recentes tém demonstrado que as septinas
compartimentalizam as membranas das células de levedura durante a interfase e a mitose (59,
60).

Durante o crescimento das células-filhas na intérfase, a interrupcéo do colar de septinas
provoca instabilidade na exocitose. Isto resulta na difusdo passiva de proteinas - que antes estava
restrita a uma célula - entre as células-filhas e células-maes.

Em células tipo selvagem, a divisdo do colar de septinas em dois anéis demarca a
compartimentalizagdo de membranas distintas no plano da citocinese durante a divisdo celular.
Assim, as septinas agem como barreiras de difusdo para a concentracdo de fatores corticoides que
mediam a contracdo da actinomiosina, o crescimento da membrana e a excisdo da célula-filha
(60).

Em contrate com as septinas de leveduras que polimerizam principalmente nos sitios
corticais nas células durante o processo de brotamento, em mamiferos, essas proteinas localizam-
se ndo apenas na membrana plasmatica, mas também no citoplasma associadas a microtubulos e
citoesqueleto de actina (63).

Os polimeros de septinas — diversos, descontinuos e relativamente estaticos — sdo
adequados para formar um esqueleto discreto. 1sso é possivel porque essas moléculas podem ser
redefinidas como uma estrutura que é condicionalmente unida para comportar como citoesqueleto
(63, 41).

Em Drosofila, a mutacdo no gene pnut das septinas resulta em um fendtipo letal com
celulas multinucleadas (29). A proteina Pnut e Sepl, ambas de Drosofila, estdo associadas ao

anel contratil das células em divisdo (29).
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Em C. elegans, mutacgdes nas septinas UNC-59 e UNC-61 resultam em algumas divisdes
celulares pos-embrionarias defeituosas. Estudos de imunofluorescéncia nestes organismos tipo
selvagem revelam a localizagdo destas proteinas principalmente nas bordas do sulco de clivagem
(64).

Em células de mamiferos em diviséo, a septina SEPT 2 é localizada ao longo do sulco de
clivagem com actina (65). Durante a citocinese nessas células, estas proteinas sdo encontradas
localizadas com actina nos sulco de clivagem e com microtabulos nas regides centrais e medianas
do fuso (65, 66, 67). AlteracGes da expressdo desta proteina resultam em células binucleares. A
proteina SEPT 2 estd associada ao aumento do sulco de clivagem no fuso central das células
durante a citocinese.

Estudos de mutagdes nesses organismos tém mostrado que delecGes em septinas resultam
em menos cromossomos da metafase, falta de segregacdo de cromossomos, crescimento do fuso e
citocinese incompleta ao sair no processo mitético.

Esses dados sugerem que as septinas podem formar um esqueleto no processo mitotico
que coordena varios passos-chave para a divisdo (68). A proteina SEPT 7 pode se ligar
diretamente a CENP-E (kinesinas-7) e estabilizar o cinetdcoro. Em células onde essa proteina foi
suprimida, a tensdo no cinetécoro do cromossomo biorientado foi reduzida e o ponto de
checagem do fuso mitdtico ativado (69).

As septinas também interagem com os filamentos de miosina Il ndo muscular. A SEPT 2
se liga diretamente a estes filamentos ativando-os na intérfase nas células em divisdo. A inibicdo
da interacdo miosina II-SEPT2 durante esse processo celular causa instabilidade no sulco de
clivagem (70).

Em células de mamiferos, danos do DNA foram associados a rearranjos de septinas e
actina (70). Verificou-se que o recombinante SEPT2-SEPT6-SEPT7 pode ligar-se diretamente a
proteina 4 associada a microttbulos (MAP4) (71). Essa interacdo pode inibir a ligacdo do MAP4
aos microtubulos e reduzir a instabilidade dessas estruturas. Entretanto, perda de septinas provoca
aumento da disponibilidade de MAP4, que causa estabiliza¢do inapropriada dos microtibulos do

citoesqueleto (72).
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Também tem sido descrito que a SEPT 2 regula a eficiéncia da vesicula de transporte.
Essa proteina associa-se a tubulina facilitando o transporte das vesiculas, impedindo a ligacdo da
tubulina ao MAP4 (73).

Filamentos de septinas foram relatados interagindo in vivo com actina (65, 50, 74) e
tubulina (63, 68, 67,72). A primeira indicacdo de que septinas podem interagir com microtibulos
foi observada em septinas Pnut, Sept 1 e Sept 2 de drosotfilas ligando os microtubulos in vitro.
(75).

Em células pds-mitdticas, as septinas de mamiferos estdo envolvidas na via secretora,
guiando as vesiculas ao ponto de exocitose (76). Foi também constatado que a SEPT 3 e a SEPT
5 sdo altamente expressas nos neurbnios. A SEPT 3 € especialmente abundante nos
sinaptossomos e nos extratos de membrana periféricas e esta envolvida na reciclagem da vesicula
sinaptica (77, 78).

Septinas humanas podem funcionar como uma possivel barreira de difusdo nas células
neurais (79, 80). Tem sido verificada que essas proteinas encontram-se na base e nas
ramificacBes dendriticas. Tais estudos indicam que essas moléculas podem ser um importante

regulador para o crescimento e morfologia dessas estruturas (figura 1.10) (79, 80).

Figura 1.10 — Cultura de neurbnios hipocampal (DIV) foi fixada e imunocorada para a septina 7.
Imagens de alta ampliacdo mostrando a localizacdo das septinas 7 na base das saliéncias
individuais (setas em vermelho). Figura adaptada da referéncia (60).

Enfim, as principais fungdes das septinasem mamiferos estdo associadas as estruturas
filamentosas formadas por essas proteinas por toda a célula durante a intérfase. Esses filamentos
alinham-se ao longo das fibras de actina e de microtibulos e sdo dissipados durante a mitose e

que estdo associados ao processo de teléfase (65, 67, 32).
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1.8. Atividade GTPase

Estudos de septinas indicam que essas moléculas ligam e hidrolisam GTP (84). Muitas
linhas de evidéncias sugerem que a ligacdo ao nucleotideo de guanina por essas proteinas é
necessaria para sua polimerizacdo. Entretanto, a baixa troca de nucleotideos e hidrélise in vitro
tém conduzido a questdes sobre a real importancia da atividade GTPase.

Dados do trabalho de Pan 2007 (34) mostraram a importancia da ligacdo do nucleotideo
para a funcédo das septinas. Esses resultados indicam que o motivo GTPase G1 (forma o loop que
interage com grupo fosfato do nucleotideo) e o motivo G4 (que é importante para a
especificidade da ligacdo GTP) sdo altamente conservados, com uma regido de consenso de 95%
entre essas protefnas. Em contraste com o motivo G3 que liga fon Mg?* e apresenta consenso de
83%.

Tem sido também demonstrado que a hidrolise GTP influencia a arquitetura do complexo,
direcionando moléculas efetoras em um determinado padrdo espacial. Assim, a ligacdo GTP
apresenta uma funcao estrutural ao invés de um papel na biologia da septina (87).

Em muitas septinas de levedura e de animais tem sido demonstrada sua ligacao e hidrolise
de GTP, exceto para as proteinas de leveduras Cdc3 e Cdcll, e Sept2 de drosofila (81, 82, 83,
84). Recentemente, estudos mostram que todas as septinas (Cdc10p, Cdcllp e Cdc3p Cdcl2p)
necessarias a formacdo do anel que auxilia o processo de divisdo celular em levedura estdo
ligadas a GTP (71).

Em muitos organismos, mutacdes em residuos de septina que contribuem para a ligacao
ao nucleotideo podem afetar a formacdo, estrutura, forma, localizacdo e funcéo dos filamentos de
septinas (65, 4, 86). Mutacdes no motivo G4 e no P—loop nestas proteinas afetam a ligagdo do
nucleotideo e resultam em defeitos de funcéo e localizacdo nessa proteina.

A ligacdo do nucleotideo as Cdc3p, CdclOp, Cdcllp e Cdcl2p é importante para a
interacdo septina — septina e formacgédo do complexo (71). Na auséncia do complexo inteiro, essas
proteinas ndo se estabelecem no coértex, sugerindo que fatores de localizacdo de septinas
interagem apenas com a forma completa. Entretanto, ndo ha evidencias que demonstrem que a
ligacdo do nucleotideo esteja especificamente envolvida na interagdo de proteinas com esses

complexos.



42

A ligacdo de GTP também foi observada nos filamentos de cristais que formam o
complexo SEPT2-SEPT6-SEPT7. Tem sido demonstrado que os polimeros de septinas de
mamiferos tém pouca ou nenhuma atividade GTPase em in vitro (50, 83).

Muito progresso tem sido atingido na elucidacdo das septinas e de sua estrutura. Estudos
de microscopia eletronica tém revelado a ordem das subunidades no complexo de septinas em
Caenorhabditis elegans e Saccharomyces cerevisiae. Estudos envolvendo essa técnica e a
cristalografia tém determinado a ordem das septinas nos filamentos formados em células
humanas.

Recentes trabalhos sobre septinas humanas vém sendo feitos para elucidar os diversos
processos fisioldgicos e patoldgicos que essas moléculas estdo relacionadas como: trafego de
vesiculas, apoptose, remodelamento de citoesqueleto, infeccdo, neurodegeneracdo e neoplasias.
As informacdes a respeito da estrutura e da atividade GTPase das septinas investigadas nesse
trabalho irdo acrescentar novas informacbes a literatura sobre os processos acima citados,
auxiliando, portanto, na elucidacdo dos mecanismos moleculares que essas proteinas estdo

envolvidas.
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2 OBJETIVOS

Septinas constituem uma importante familia de proteinas envolvidas em Vvarios processos
celulares essenciais, tais como: citocinese, ciclo celular, formacdo de barreiras de difuséo,
alinhamento de fuso e exocitose, mas também estdo associadas a tumores de mama, ovario,
cérebro e outros. Os mecanismos moleculares e bioquimicos pelos quais essas moléculas em
mamiferos exercem suas fungdes sdo pouco conhecidos.

Vaérios estudos vém sendo desenvolvidos para compreender os diversos processos
fisiolégicos e patoldgicos em que as septinas estdo relacionadas como: atividade GTPase,
formacdo de filamentos e associacdo com membranas, trafego de vesiculas, apoptose,
remodelamento de citoesqueleto, infec¢do, neurodegederacdo e neoplasias. Em nosso grupo, uma
iniciativa coordenada pelo Prof. Dr. Rcihard c. Garratt se dedica ao estudo bioquimico e
estrutural das proteinas dessa familia. Este esforco recebeu 0 nome de “Septinoma”.

Dentro da proposta do “Septinoma” este trabalho tem como objetivo obter informacdes
estruturais e bioquimicas da septina 7 humana (SEPT 7) e de seu dominio GTPase (SEPT 7G),
mas também dos dominios da septina 9 humana, dominios GTPase e C-terminal (SEPT 9GC) e
GTPase apenas (SEPT 9G) (Figura 1.3), a fim de auxiliar na elucidacdo da funcdo bioldgica
destas proteinas, pois a estrutura molecular e a formacdo de filamentos destas moléculas estédo
intimamente relacionadas aos processos bioguimicos nos quais estdo envolvidas.

As informacgdes a respeito da estrutura e da atividade GTPase das septinas estudadas
nesse trabalho de doutorado irdo acrescentar informacdes na literatura sobre 0s processos acima
citados. Este projeto estd vinculado a uma linha de foco do CEPID do Centro de Biotecnologia

Molecular e Estrutural (CBME) realizado em conjunto com outros laboratérios.

2.1 Objetivos especificos deste trabalho

Considerando todos os pontos abordados, os objetivos especificos foram:

I. Clonar e subclonar a septina 7 humana (SEPT 7) e o seu dominio GTPase (SEPT 7G) e 0s
dominios da septina 9 humana (SEPT 9GC e SEPT 9G);
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I1. Expressar todas as construgdes (SEPT 7, SEPT 7G, SEPT 9GC e SEPT 9G) e purificar o
produto recombinante;

I1l. Realizar os estudos da estabilidade estrutural das septinas por meio de espectroscopia de
dicroismo circular e espectroscopia de fluorescéncia, em funcdo de diferentes condicgdes fisico-
quimicas;

IV. Determinar a existéncia de atividade GTPase das septinas estudadas;

V. Analisar a tendéncia dos recombinantes a formacdo de agregados amorfos e/ou amiloides
através da utilizacdo da sonda fluorescente ThT,;

VI. Realizar ensaios de cristalizacdo para obtencéo de cristais da septina humana e subsequente
determinacéo de sua estrutura tridimensional,

VII. Realizar modelagem molecular na estrutura tridimensional obtida.






Capitulo 3

MATERIAIS E METODOS
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Construcgdes do DNA Recombinante

3.1.1 Amplificacdo do fragmento de DNA da septina 7 humana (SEPT 7) e do seu dominio
GTPase (SEPT 7G)

Para obter os fragmentos de DNA codificante da septina 7 humana (SEPT 7) de 1200 bp e
do seu dominio GTPase (SEPT 7G) de 800 bp foram construidos oligonucleotideos iniciadores
especificos (primers) — com base na sequéncia depositada no GenBank com o nimero de acesso
NM 001788 — mostrados na tabela 3.1.

Tabela 3.1 — Oligonucleotideos sintetizados para as amplificacGes das SEPT 7 e SEPT 7G. A tabela mostra os sentidos de
cada primer e seus respectivos sitios para a enzima de restri¢do destacados em vermelho.

Oligonucleotideos

For ward (Nde/) 5° CGCATATGGTAGCTCAACAGAAGAACCTTGAAGGC-3’
SEPTY Reverse (Xhol) 5°- CCCTCGAGTTAAAAGATCTTCCCTTTCTTCTTGTTCTTTTC -3°
Forward (Ndel) 5’-CCCATATGGGTTTTGAATTCACGCTTATGGTAGTGGG-3’
SEPTTG Reverse (Xhol) 5-CCCTCGAGTCATTAAGTCACAGCTGCAAGTTTTCTGCTTC-3”
Forward (Ndel) 5’-CCCATATGGGCTTCGAGTTCAACATCATGGTGGTCG-3’
SEPTHG Reverse (Xhol) 5’-CCCTCGAGTCATTACTACATCTCCGGGGCTTCTGGC-3’
Forward (Ndel) 5’-CCCATATGGGCTTCGAGTTCAACATCATGGTGGTCG-3’
SEPT96C Reverse (Xhol) S’>CCCTCGAGTCATTAGCCCTCGTTGAGGCGCTTCACACGG-3’

Em todos os oligonucleotideos Forward foram introduzidos os sitios de restricdo para a

endonuclease Ndel e para os Reverse foram adicionados os sitios para a Xhol.
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Os fragmentos de DNA da SEPT 7 e de seu dominio GTPase foram amplificados pela
técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) a partir de uma biblioteca de cDNA de cérebro

fetal humano por meio da reacdo mostrada na tabela 3.2.

Tabela 3.2 — ReacgBes de amplificacdo para a PCR das SEPT 7 e SEPT 7G. A tabela mostra os reagentes e as suas
respectivas quantidades utilizadas.

REAGENTES CONCENTRACAO
Tampéo PCR 10X (High Fidelity) + MgCI2 | 1X
Oligonucleotideo forward 50 pmol
Oligonucleotideo reverse 50 pmol
dNTPs 2 mM
DNA molde 100ng
Tag DNA polimerase (High Fidelity) 10U
H20 X*

Volume final= 50 pL

*Quantidade suficiente para completar o volume final

Para essa reacdo de PCR utilizou-se o termociclador GeneAmp 2400 (Perkin Elmer), com

as condicdes de temperatura e tempo mostrada da tabela 3.3.

Tabela 3.3 — Ciclo de PCR para amplificacio do DNA SEPT 7 e de SEPT 7G. O ciclo foi 0 mesmo para ambas as
amostras, com alteracdo apenas da temperatura de anelamento mostrada em destaque.

Ciclo 1X 35X 1X
T°C (SEPT 7) 94 94 58 68 68
T°C (SEPT 7G) 94 94 62 68 68
Tempo 2 min. 1min. 30s 1min. 7min.

Os produtos génicos do PCR apds a amplificacdo foram monitorados em gel de agarose
1% corados com brometo de etidio (0,5 pg/ml) sob iluminagdo UV. Os fragmentos amplificados

foram purificados por meio do kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System.
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3.1.2 Amplificagdo dos fragmentos de DNA da septina 9 humana (SEPT 9GC) e o do seu
dominio GTPase (SEPT 9G)

Para amplificacdo do fragmento da septina 9 humana (SEPT 9GC) de 2460 bp — dominio
GTPase acrescida do C-terminal — e do fragmento desta mesma molécula contendo apenas seu
dominio GTPase (SEPT 9G) de 1440 bp foram construidos oligonucleotideos iniciadores
especificos mostrados na tabela 3.1. Os primers sintetizados foram baseados na sequéncia
depositada no GenBank com o nimero de acesso NM 001788.

Os fragmentos génicos da SEPT 9GC e SEPT 9G foram amplificados a partir do cDNA
de cérebro fetal humano no termociclador GeneAmp 2400 (Perkin Elmer). Os ciclos de
amplificacdo sdo mostrados na tabela 3.4.

A reacdo de amplificagdo e o método de visualizagdo foram os mesmos usados nas
amostras da SEPT 7.

Tabela 3.4 — Ciclo de PCR da regido que codifica os fragmentos de DNA SEPT 9GC e de SEPT 9G. O ciclo foi 0 mesmo
para ambas as amostras, com a alteracdo da temperatura de anelamento mostrada em destaque.

Ciclo 1X 35X 1X
T°C (SEPT | 94 94 60 68 68
9GC) 94 94 62 68 68
T°C  (SEPT

9G)

Tempo 2 min. 1min. 30s Imin. | 7min.

3.1.3 Adicao da cauda poli (A)

Para poder usar o plasmideo pGEM-T na clonagem, todos os produtos de PCR purificados
foram submetidos a uma reacdo de poliadenilacdo: adi¢cdo de uma cauda poliadenina que permite

uma aderéncia a esse vetor de propagagéo.
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Para essa reacdo foram adicionados: 5,0 ul do produto da reacdo de polimerizagédo em
cadeia; 1,0 ul de dATP em uma concentragdo de 10 mM; 1,0 ul de MgCl, em uma concentragéo
de 50 mM ¢ a enzima Taq DNA polimerase (0,3 ul) e seu tampao 1,0 ul (New England BioLabs).
Em seguida, adicionou-se 1,0 ul de 4gua autoclavada para completar 0 volume final de 10 pl.

Essa reacdo foi incubada por 15 minutos mantendo uma temperatura constante de 70°C no
termociclador GeneAmp 2400 (Perkin Elmer).

3.1.4 Preparo dos vetores de propagacao

Para clonagem de todos os produtos génicos amplificados e poliadenilados foram
utilizados o vetor de propagacdo pGEM-T easy (Promega), que permite sua ligacdo direta
(“clonagem T-A”) aos produtos de PCR, facilitando a reagdo de ligagao.

Para essa reacdo foram utilizados 3,0 ul da amostra poliadenilada; 1,0 ul do vetor; 1,0 pl
da enzima T4 DNA-ligase ¢ 5,0 ul do seu tampao (Rapid Ligation Buffer 2x). Em seguida, a

incubacdo foi realizada durante a noite (overnight) a 4°C.

3.1.5 Transformacéo de células competentes

Os recombinantes resultantes da reacao de ligacdo dos fragmentos da SEPT 7, SEPT 7G,
SEPT 9GC e SEPT 9G ao vetor de propagacdo (pGEM-T easy) foram transformados em E. coli
DH5a. competente por tratamento com cloreto de célcio (CaCly).

Para a reacdo de transformacéo, 100 uL de suspensdo bacteriana foram adicionados a
reacdo de ligacdo e a mistura foi incubada no gelo por 30 minutos. Em seguida, foi submetida a
incubacdo em banho-maria a 42 °C por um periodo de 2 minutos e banho de gelo (choque
térmico). Cerca de 1 mL do meio LB (Luria-Bertani) liquido foi adicionado a mistura que foi
incubada durante 1 hora a 37 °C sob agitagdo. Apoés esse periodo, a cultura foi centrifugada por

60 segundos e o sedimento foi ressuspendido em 100 pL de LB liquido.
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A mistura foi plaqueada em meio seletivo (Agar LB suplementado com canamicina 100
pg/mL) e incubada a 37 °C por 24 horas. O controle foi realizado utilizando X-Gal, uma vez que
0 vetor pPGEM-T easy possui uma regido codificante da proteina B-galactosidase que utiliza esse
substrato resultando em uma substancia que deixa a coldnia azulada, caso o fragmento de DNA
ndo tenha sido inserido no vetor.

As coldnias positivas foram pré-inoculadas em meio LB seletivo, apds atingirem DOgqo de
0,6 (Densidade Optica no comprimento de onda 600nm). Essas amostras foram armazenadas em

solucéo 10% de glicerol a uma temperatura de -80°C.

3.1.6 Extracao e clivagem dos DNAs plasmidiais

Amostras de E. coli transformadas com os plasmideos pGEM-T séo inoculadas em meio
LB seletivo. Ap6s 0 meio atingir DOggo de 0,6, a cultura € submetida a uma reacao de clivagem e
extracdo dos DNAs plasmidiais. Para esse procedimento, foi utilizado o Kit Wizard Plus SV
Minipreps DNA Purification System (Promega).

A eficiéncia da clonagem e extracdo do DNA foi verificada através de eletroforese em
gel de agarose 1% corado com brometo de etidio em tampdo TAE [1X] (8 mM Tris-acetato, 0,2
mM EDTA, pH 8,0).

Em seguida, as amostras foram purificadas com o kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up

System (Promega), de acordo com as recomendacdes do fabricante e desidratadas no SpeedVac.

3.1.7 Subclonagem no vetor de expressdo pET-TEV

O sistema de vetores pET foi escolhido porque apresenta caracteristicas que otimizam a
expressdo e a purificagdo tais como: marcadores seletivos de resisténcia a antibioticos, origem de
replicacdo, sitio de clonagem mudltipla e diferentes sequéncias adjacentes que codificam uma

variedade de peptideos acessorios que podem ser usados na deteccdo da proteina alvo.
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Esses plasmideos foram construidos para a clonagem e expressdo de proteinas
recombinantes em E. coli e apresentam alto grau de eficiéncia. Os genes recombinantes formados
pelos plasmideos do sistema pET sdo fortemente regulados por sinas de transcricdo do fago T7.
Portanto, a enzima T7 controla a expressao proteica nesses clones.

O vetor pET-TV expressa a proteina alvo com uma cauda N-terminal que possui seis
residuos de histidina (6xHis), possibilitando sua purificagdo em colunas cromatograficas
contendo fons metalicos como Ni," ou Co,".

Para a subclonagem no vetor de expressdo, 0 DNA recombinante da SEPT 7,
SETP 7G, SEPT 9GC e SEPT 9G no vetor pGEM-T foi submetido a reacdo de digestdo com as
endonuclases Ndel e Xhol (New England BioLabs) em tamp&o de digestdo 1X mais lug de
BSA.

As amostras foram incubadas a 37°C por 4 horas, apos esse periodo foram
purificadas em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo utilizando o kit Winzar SV gel
PCR Clean-UP System (Promega).

Os fragmentos purificados e digeridos foram quantificados para proceder a ligacao
com o vetor de expressao. Para esse procedimento utilizou-se o vetor de pET-TEV que foi
linearizado por meio da clivagem com mesmas enzimas de restri¢do a 37°C por 6 horas.

Apos a digestdo, as enzimas de restricdo foram desnaturadas pelo calor e 0 DNA
foi precipitado com etanol absoluto, seguido de duas lavagens com etanol 70%. O DNA foi
desidratado a vacuo e dissolvido em 30 pL de H,O mili-Q autoclavada.

Os DNAs recombinantes pET-TVSEPT 7, pET-TVSEPT 7G, pET-TVSEPT 9GC
e pET- TVSEPT 9G foram obtidos a partir da reacdo de ligacdo com a enzima T4 DNA ligase.
Para essa reacdo utilizou-se 1ul de T4 [1U], 150 ng dos fragmentos de interesse, 50 ng do DNA
plasmidial linearizado, tampdo de ligacdo com concentracdo final de 1x e &gua Mili-Q com
volume final de 10 ul.

As amostras foram incubadas a 4°C por 12 horas. Apés esse periodo, foi realizado
0 processo de transformacdo em células de E. coli BL-21 (DE3) por tratamento com cloreto de

calcio (CaCl,). O meétodo de transformacéo foi 0 mesmo usado nas células de E. coli DH5a.
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3.1.8 Andlises dos plasmideos recombinantes (pET TV)

Para a analise dos possiveis clones foi elaborado um protocolo de isolamento de DNA
plasmidial em que é possivel analisar rapidamente um grande ndmero de coldnias sem a
necessidade de digestdo com enzimas de restricdo. Neste caso, a presenca do gene no vetor €
identificada pela migracdo mais lenta no gel de agarose do plasmideo recombinante em relacéo
ao plasmideo sem inserto (controle negativo).

Apos a extracdo e clivagem dos DNAs plasmidiais por meio do mesmo método descrito
anteriormente, as amostras sdo submetidas a eletroforese. Os perfis eletroforéticos das amostras
foram visualizados apos coloracdo do gel com brometo de etideo (0,5 pg/ml). Depois de uma
analise inicial em gel de agarose, os provaveis clones foram selecionados e analisados para a
presenca do seu fragmento de DNA por meio da digestdo com as enzimas de restricdo Ndel e
Xhol, utilizando 1,0 pl de ambas juntamente com 4,0 pl do tampao ¢ 30 ul do DNA ¢ o volume
foi completado para 40 pl com agua autoclavada, deixando incubar 3 horas a 37°C.

As amostras que validaram a constru¢cdo do recombinante (pET-TVSEPT 7, pET-
TVSEPT 7G, pET-TVSEPT 9GC e pET- TVSEPT 9G) foram submetidos a sequenciamento para
confirmar a matriz de leitura das proteinas de interesse. Apds essa etapa as amostras positivas
foram armazenadas em meio LB seletivo contendo 10% de glicerol a temperatura de -80°C.

3.2 Expressao da proteina recombinante

3.2.1 Indugéo da proteina recombinante SEPT 7 e SEPT 7G

Aliquotas de amostras contendo o recombinante pET-TVSEPT 7 e pET-TVSEPT 7G
foram inoculadas em 5 mL de meio LB contendo canamicina 30 pg/mL . Estas culturas foram

incubadas a 37°C overnight sob constante agitacdo (250 rpm).
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O volume correspondente a 1,0 mL destas culturas foi transferido para 3 L do mesmo
meio de cultura seletivo. Apés um periodo de 5 horas de incubagcdo a 37°C sob constante
agitacdo (DOggo = 0,7), as células foram incubadas a 18°C sob agitacdo constante por 30
minutos. Em seguida, o indutor IPTG (isopropil-B-D-tio-galactopiranosideo) foi adicionado a
cultura em concentracdo final de 0,1 mM e a incubagdo prosseguiu por mais 18 horas nas

mesmas condig¢Oes para promover a expressao.

Apols o periodo de inducgdo, foi obtido o extrato bruto centrifugando as amostras
induzidas por 15 minutos a 6000 rpm e 4°C. Apds a precipitacdo, ressuspenderam-se as
células com 80 ml do tampdo de lise Tris-HCI 25mM pH 7,8 contendo 5% de glicerol e
100uM de GDP (guanina di-fosfato) e se iniciou o processo de lise celular com a utilizagdo de
lisozima, que age sob a parede celular da bactéria desestruturando-a, com uma concentracdo

final de 0,416 mg/ml, seguida de incubacdo em gelo por 30 minutos.

O processo de lise continuou com pulsos de ultrassom (sonicagdo) para romper
definitivamente as células. Essa etapa foi realizada em ciclos de 20 segundos durante 16
minutos e posterior centrifugacdo por 30 minutos em 12500 rpm a 4°C. Apoés a separacdo das

amostras o sobrenadante foi separado do precipitado formado.

Aliquotas dos extratos brutos obtidos foram desnaturadas por aquecimento a 96° C por 5

minutos e submetidas a eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida a 15% (SDS-PAGE).

A migracdo no gel foi monitorada com uso de marcador de massa molecular (BenchMark,

Invitrogen). Os marcadores utilizados foram: albumina sérica bovina (66 kDa), ovalbumina (45

kDa), anidrase carbonica (30 kDa), inibidor de tripsina de soja (20 kDa) e citocromo ¢ (12,4
kDa).

3.2.2 Inducéo da proteina recombinante SEPT 9G e SEPT 9GC

As colbnias selecionadas contendo o recombinante pET-TVSEPT 9GC e pET-
TVSEPT 9G foram inoculadas em 5 mL de meio LB contendo canamicina 30 pug/mL. Estas

culturas foram incubadas a 37°C overnight sob constante agitacéo (250 rpm).
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Ap0s esse periodo de pré-inoculo 1,0 mL das culturas foi transferido para 3 L do meio
LB seletivo. Quando a cultura atingiu DOgoo = 0,7, as células foram incubadas a 18°C sob
agitacdo constante por 30minutos para estabelecer o equilibrio antes da inducgéo. A cultura foi
entdo induzida com concentracdo final de 0,2 mM de IPTG e novamente incubada nas

mesmas condicGes de temperatura por 18 horas.

Em seguida, os 3 L de cultura foram centrifugados por 15 minutos a 6000 rpm e 4°C,
para obter o extrato bruto. Apds a precipitacdo a amostra foi suspendida novamente em 80ml
do tampéo Tris-HCI 25mM pH 7,8 contendo 5% de glicerol e 100uM de GDP (guanina di-
fosfato) e se iniciou o processo de lise celular com a utilizagdo de lisozima a uma
concentracéo final de 0,416 mg/ml seguida de incubagdo em gelo por 30 minutos.

Para otimizar o processo de lise as amostras foram submetidas ao ultrassom com
pulsos de 20 segundos durante 16 minutos e posterior centrifugacdo por 30 minutos em 12500

rpm a 4°C.

Para avaliar a expressdo proteica, aliquotas do extrato bruto foram submetidas a

eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida a 15% (SDS-PAGE) (Sambrook e Russel,

2001). A corrida foi acompanhada com os mesmos marcadores de massa molecular citados

anteriormente.

3.3 PurificacGes da proteina

3.3.1 Precipitacéo

Inimeros testes de purificacdo demonstraram que precipitacdo salina (salting out) do

extrato bruto apresenta melhor rendimento para a proteina SEPT 7. Assim, a amostra foi

submetida a precipitacdo pela adicdo de sulfato de amoénio ((NH;).SO;) em diferentes

concentragOes e, apos refinamento das condigfes, a solucdo 10% salina foi a que apresentou

melhor resultado.






55

O sulfato de amodnio promove maior interacdo proteina-proteina, diminuicdo da
solubilidade em meio aquoso e, consequentemente, precipitacdo da proteina. A esse fenémeno de
insolubilizacdo da proteina em decorréncia de um consideravel aumento da forca idnica do meio
da-se 0 nome de "salting-out".

Cada proteina apresenta a concentracdo salina 6tima para precipitar, assim apos
determinar a concentracdo adequada para a precipitacdo da molécula de interesse, foi possivel
realizar a purificacdo da amostra que estava solubilizada a solugéo proteica total.

A molécula precipitada no sulfato de aménio foi ressuspendida no tampéo (Tris-HCI
25mM pH 7,8 contendo 5% de glicerol e 100uM de GDP), obtendo-se assim, a proteina em
solucdo de forma parcialmente pura. O proximo passo de purificacdo foi por meio de
cromatografia de exclusdo molecular.

Todas as etapas da reacdo de precipitacdo foram realizadas com controle térmico a 10°C e

monitoradas pela eletroforese SDS — PAGE como descrito anteriormente.

3.3.2 Cromatografia de afinidade

Para o dominio GTPase da proteina septina 7 humana (SEPT 7G), os testes de purificacdo
mostraram que o primeiro passo de purificacdo que apresenta melhor rendimento da molécula foi
a cromatografia de afinidade.

Assim, ao extrato bruto resultante do processo de lise, foi adicionada uma concentracao
final de 800 mM de cloreto de sédio (NaCl), método adaptado do artigo descrito da literatura
(46). Essa amostra foi submetida a cromatografia de afinidade, com uma coluna contendo 3,0 ml
de resina de ions cobalto (Qiagen) previamente equilibrada com o tampao utilizado na lise
celular.

As amostras, aplicadas na coluna de cobalto, sdo primeiramente centrifugadas a 6000 rpm
para remover precipitados de proteinas. A solucdo das proteinas totais € eluida na coluna e a
macromolécula de interesse interage fortemente com sua matriz ligante ficando retida nesta. As
demais moléculas ndo ligam ou interagem fracamente com a coluna, sendo removidas por

lavagem subsequentes.
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Para a lavagem da coluna foram utilizadas solu¢Ges em gradiente crescente do tampéo de
ressuspensdo e imidazol (molécula que compete pelos ions cobalto com a cauda poli-histidina)
nas concentracbes de 5 mM, 10 mM e 20 mM. O volume de lavagem de cada tampao
corresponde a 5 vezes mais o utilizado na resina.

A eluicéo da proteina SEPT 7G ocorre a concentracdo de 100mM de imidazol no tampéo
e um volume de 2 vezes o utilizado de resina. Foram realizadas lavagens posteriores com
concentracdes de 250 mM e 300 mM para a limpeza da resina. Todas as etapas cromatogréaficas
ocorreram com controle térmico a 10°C e aliquotas de todas as fracdes eluidas foram preparadas

para andlise por eletroforese desnaturante (SDS-PAGE 15%).

3.3.3 Cromatografia de exclusdo molecular

Cromatografia de exclusdo molecular, conhecida também como filtracdo em gel, efetua a
separacdo de acordo com o tamanho efetivo das moléculas. E composta em sua fase estacionaria
por um polimero com poros de tamanho variado.

A velocidade de deslocamento das moléculas pequenas é menor, pois estas precisam
passar através desses poros. No entanto, as moléculas grandes apresentam uma maior velocidade
de deslocamento dentro da coluna, eluindo mais rapidamente o que possibilita a separacdo dos
componentes de acordo com o peso molecular.

Aliguotas de 1 mL de amostras eluidas no processo de cromatografia de afinidade foram
purificadas por meio de uma coluna Superdex 200 (16/60cm) acoplada a um sistema AKTA
Purifier (GE Healthcare), com o controle térmico a 10°C.

Apbs equilibrar a coluna com 120 ml do tampéo Tris-HCI 25mM pH 7,8 contendo 5% de
glicerol e 800 mM de cloreto de sddio, a solucdo proteica foi injetada pelo sistema AKTA. A
eluicdo da proteina foi realizada com o dobro do volume da coluna, sob um fluxo de 1,0 ml/min.
com 0 mesmo tampao, monitorada pela absorbancia com comprimento de onda em 280 nm.

A coluna foi calibrada com padrées BSA (albumina de soro bovino), 66 kDa, ACB
(anidrase carbdnica bovina), 29 kDa e CitC (citocromo C), 12,4 kDa, usando o0 mesmo tampao de

eluicéo.
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Os picos de maior absorbéncia foram coletados e concentrados por dialofiltracdo usando
Centriprep 3 (Amicon) a uma concentracdo de 8 mg/ml. Amostras destas moléculas foram
submetidas a eletroforese SDS-PAGE e eletroforese gel nativa antes de prosseguir com 0S

estudos espectroscopicos.

3.3.4 Cromatografia de troca i6nica

Na cromatografia de troca ionica, a fase estacionéria é altamente carregada, sendo que as
moléculas com cargas de sinais contrarios a estas sdo seletivamente adsorvidas da fase movel.

As proteinas adsorvidas sdo subsequentemente eluidas por deslocamento com outros ions
com 0 mesmo tipo de carga, porém com maior forca de interacdo com a fase estacionaria.

Apos a precipitagdo salina, a amostra da SEPT7 foi ressuspendida, dializada e submetida
a cromatografia de troca i6nica utilizando uma coluna DEAE Sepharose acoplada ao sistema
AKTA Purifier (GE Healthcare), com controle térmico a 10°C.

A coluna foi equilibrada com 120 ml do tampé&o Tris-HCI 25mM pH 7,8 contendo 20% de
glicerol, antes de o sistema injetar a amostra. Para a eluicdo da proteina foi usado método de
“steeps” com gradiente de cloreto de sodio. O pico de maior absorbancia da molécula de interesse
foi observado com cerca de 750 mM de cloreto de sodio.

Aliguotas das amostras eluidas foram submetidas a eletroforese SDS-PAGE e eletroforese

gel nativa, antes de prosseguir com os estudos espectroscopicos.

3.3.5 Purificacdo das proteinas SEPT9G e SEPT 9GC

O primeiro passo para a purificagdo da septinas 9 humana foi por meio de cromatografia
de afinidade, usando uma coluna de cobalto com 2ml (Qiagen), pois a molécula recombinante
SEPT 9G foi produzida como proteina de fusdo a um hexapeptideo de histidina na por¢do N-

terminal, que apresenta afinidade pelo ions metalicos.
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A coluna foi equilibrada com 10 vezes o seu volume do tampdo Tris-HCI 25mM pH 7,8
contendo 5% de glicerol, aplicando, em seguida, a fracdo soluvel do extrato celular contendo a
SEPT 9G. A proteina de interesse interage fortemente com a matriz ligante ficando retida nesta.
As demais moléculas ndo ligam ou interagem fracamente com a matriz, sendo removidas por
lavagem subsequentes.

A coluna foi entdo lavada com 10, 5, 3 vezes o0 seu volume com 0 mesmo tampéao usado
para equilibrar-la contendo 5 mM, 10 mM e 20mM imidazol respectivamente para retirar
contaminantes ligados com baixa afinidade. ApOs retirar 0s contaminantes , a proteina de
interesse foi eluida em 300 mM de imidazol.

O eluato da etapa anterior foi concentrado e aplicado numa coluna cromatografica de
exclusdo molecular Superdex 200 (Amersham-Pharmacia), previamente equilibrada com o Tris-
HCI 25mM pH 7,8 contendo 5%. O fluxo utilizado foi de 1 mL/min, monitorado pela
absorbancia em 280 nm e o material eluido foi coletado em fracGes de 1 mL. Aliquotas da
amostra foram retiradas e entdo submetidas a SDS-PAGE 15% antes de prosseguir com 0s

estudos espectroscopicos

3.4 Técnicas espectroscopicas

3.4.1 Espalhamento Dinamico de Luz (DLS)

Foi utilizada a técnica de espalhamento dindmico de luz (DLS) antes de iniciar os estudos
de cristalizacdo de macromoléculas. Esse método permitiu avaliar o grau de dispersao da proteina
em solugéo.

Macromoléculas que sdo monodispersas e homogéneas em solucdo — possuem apenas
moléculas do mesmo tamanho — cristalizam com maior facilidade, enquanto agregados aleatorios
ou sistemas polidispersos dificilmente cristalizam. Portanto, torna-se importante avaliar o grau de

dispersdo das moléculas.
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Para as andlises de espalhamento de luz foram utilizados cubetas de quartzo de 1 cm de
caminho Optico e as medidas foram realizadas em um fluorimetro K2 ISS equipado com um
sistema de controle de temperatura. O comprimento de onda incidido nas amostras foi de A = 350
nm, e a variagdo da intensidade espalhada foi coletado num angulo de 90°. As andlises de DLS
foram realizadas em um equipamento DynaPro Molecular Sizing instrument (DYNAMICS
versao 5, Proteins Solutions, Inc.).

As medidas foram realizadas em diferentes temperaturas para avaliar a estabilidade das
proteinas. Em todas as analises a concentracdo da amostra utilizada foi de aproximadamente 1,0

mg/mL.

3.4.2 Ensaios de cristalizacédo das SEPT 7G e SEPT 7

Por meio da difracdo de raio X é possivel obter a estrutura tridimensional de proteinas, em
alta resolucdo. Tal analise estrutural é fundamental para o entendimento molecular de varios
mecanismos bioldgicos.

A formacdo de cristais de proteinas € um dos passos mais criticos da resolucdo da
estrutura tridimensional das moléculas. Isso ocorre porque a cristalizacdo de uma determinada
proteina € um processo que envolve indmeras etapas.

Os estudos das proteinas através da difracdo de raios X dependem, necessariamente, da
obtencdo de monocristais que apresentem um padrdo de difracdo adequado. Para conseguir essa
amostra é necessario a realizacdo de teste de varredura alternando as condicfes de temperatura,
pH e solucbes quimicas, entre outros parametros.

A homogeneidade estrutural e pureza quimica sdo requerimentos indispensaveis para a
formacéo do cristal, além do que a energia associada a esse arranjo deve ser menor do que aquela
associada ao estado amorfo.

A cristalizagdo de proteinas envolve trés etapas classicas: nucleagdo, crescimento e
cessacdo do crescimento. Os cristais de macromoléculas sdo estabilizados por inGmeras
interacOes tais como: ligacGes de hidrogénio, pontes salinas, interacbes de van der Waals e

interacdes entre dipolos nas regides de contato.
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O método mais utilizado para os estudos de cristalizacdo é a difusdo de vapor pela gota
suspensa. Nessa técnica, a proporcdo que o volume da gota diminui, aumenta a concentragdo da
proteina e do agente precipitante. O estado cristalino é obtido quando a concentracdo da proteina
em solucdo € maior do que seu limite de solubilidade, ou seja, a proteina se encontra no estado de
supersaturacao, que pode levar a formacdo dos primeiros nacleos cristalinos.

Os experimentos foram realizados em caixas de cristalizacdo contendo cada uma 28
camaras de troca de vapor e em ambientes isolados com temperatura constante de 18°C. Para os
primeiros testes foram utilizados os fatoriais Crystal Screnn 1 e 2 (Hampton Research) .

Em ensaios de cristalizagdo, uma pequena gota de 1,0 uL de proteina € montada sobre
uma laminula siliconizada. O mesmo volume de solu¢do do agente precipitante é adicionado a
essa amostra que é colocada num recipiente vedado contendo 500 puLL da mesma solug&o.

Depois de montadas, as cdmaras de troca de vapor foram deixadas em repouso e, sempre
depois de transcorridos dez dias, eram analisadas. Apds os resultados iniciais, a condi¢do que
apresentou o melhor resultado foi refinada em diferentes outras condi¢des de cristalizagdo com

pequenas alteracdes.

3.4.3 Coleta de dados de difracéo de raios X

Nas camaras de troca de vapor que apresentaram estruturas cristalinas, um monocristal foi
selecionado utilizando um loop de nylon. Esse foi transferido para uma solucdo criogénica
contendo 5% de etileno glicol; 28% de PEG 6000 e 100 mM Hepes pH 7,6 e congelado em
nitrogénio liquido a 100K para evitar danos causados pela radiacéo.

Os dados de difracdo foram coletados primeiramente no Instituto de Fisica da USP/S&o
Carlos, por meio de um gerador de anodo rotatério com placa de imagem Mar345dtb acoplada ao
gerador de anodo rotatério Rigaku Ultra X18, equipado com anodo de cobre e espelho de
focalizacéo Blue Confocal.

Outras coletas de dados foram realizadas na estagdo MX02 de Cristalografia de Proteinas
do Laboratério Nacional de Luz Sincrotron em Campinas. Os dados foram processados com o
pacote de programas HKL e MOSFLM.
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O método de substituicdo molecular foi empregado para resolucdo da estrutura
cristalografica, usando os programas AMORE/MOLREP e as coordenadas atdbmicas disponiveis
no PDB. O refinamento estrutural do modelo gerado foi obtido com a utilizacdo de programas
REFMAC e CNS e com o programa X foi realizado os ajustes manuais da densidade eletronica.

As analises estereoquimicas foram feitas com o programa PROCHECK que demonstra a
qualidade do refinamento final. Por meio de sobreposicfes feitas com o programa WHATIF foi
possivel analisar as similaridades estruturais com outras estruturas. Para essa analise usou 0s

carbonos alfa, e as imagens foram geradas utilizando o programa Pymol [Delano, 2002].

3.4.4 Dicroismo circular (CD)

A anélise dos espectros de CD do UV distante de proteinas, baseada em moléculas de
referéncia que tenham conformacgéo conhecida, permite estimar as fracdes de suas estruturas
secundarias. Existem varios métodos empiricos para estas analises e todos estes partem de

determinadas suposicoes.

Em geral, estes métodos assumem que as proteinas sdo combinac@es lineares de hélices-
o, folhas-B, voltas-f e estruturas desordenadas. Os calculos para as analises estruturais destas
moléculas dependem da escolha das proteinas de referéncia em concordancia com a proteina
em estudo e dos tratamentos matematicos utilizados para a desconvolucdo do espectro de CD.
Os principais programas utilizados para este tratamento sdo: Selcon 3, Coltin e CDSSTR
[Sreerama & Woody, 2000].

As medidas de CD foram realizadas em um espectropolarimetro Jasco J-715 (Jasco
Corporation, Japao) em cubetas de 1 mm de caminho éptico. As amostras das proteinas utilizadas
nestes experimentos estavam concentradas em 0,2mg/mL.

Em todas as medidas, os espectros foram registrados em um intervalo de comprimento de
onda de 195 a 250 nm, com uma media de 16 varreduras com resolucédo de 1nm. As contribuigdes
dos tampdes foram subtraidas dos seus respectivos espectros e os resultados foram expressos em

elipticidade molar ([6]).
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Os espectros de CD foram medidos em temperatura de 18°C, com o objetivo de se
investigar o enovelamento da proteina. Os mesmos espectros foram utilizados para calcular as
fracbes de estrutura secundaria utilizando os programas Selcon 3, Coltin e CDSSR. As
desconvolucg6es foram feitas utilizando uma base de dados com 48 proteinas.

Para analisar a estabilidade das proteinas sobre diferentes condigdes fisico-quimicas, 0s
espectros de CD foram medidos com a amostra em diferentes temperaturas, variando de 10°C a
80°C, além de variacbGes de concentracdo salina (indo de 10mM a 150mM de Guanidina) e

variacdes de pH (entre 3,0 e 11,0).

3.4.5 Fluorescéncia Intrinseca

Espectroscopia de fluorescéncia € uma importante técnica analitica que envolve dois
processos: absor¢do e emissdo. Moléculas sdo excitadas por absorcdo de uma radiacdo
eletromagnética e emitem luz em menor freqiéncia do que a da luz incidente. Portanto, a
fluorescéncia pode ser definida como a emissdo que resulta do decaimento de um elétron do
estado excitado singleto (S;) para o estado singleto fundamental (Sp) [Laskowics, 1983].

A espectroscopia de fluorescéncia € muito utilizada no estudo de proteinas devido,
principalmente, a presenca de trés fluor6foros naturais: a tirosina, o triptofano e a fenilalanina.

A fluorescéncia é muito sensivel ao ambiente ao redor do fluoroforo. Esta sensibilidade é
causada pelo longo tempo em que a molécula permanece no seu estado excitado singleto até
iniciar os processos de decaimento. Durante o tempo em que o estado permanece excitado, varios
processos podem ocorrer. Estes processos podem alterar os parametros da espectroscopia de
fluorescéncia tais como: maximo comprimento de onda de emissdo (Amax), rendimento quantico
(dF) e tempo de vida do estado excitado (o).

Espectroscopia de fluorescéncia € um dos mais versateis e sensiveis métodos para
estudos fisicos de sistemas proteicos. Medidas de fluorescéncia nestes sistemas podem ser
realizadas em condigOes diversas tais como: temperatura, viscosidade do solvente, constante

dielétrica, associagcdo com outras moléculas e pH.



64

As medidas de fluorescéncia foram feitas em um fluorimetro K2 (ISS, fluorescence,
Analytycal Biomedical Instrumentation — Illinois/fUSA) em cubetas de quartzo de 1 cm de
caminho oOptico. Amostras da SEPT 7 G em Tris-HCI 25mM pH 7,8 contendo 5% de glicerol e
100 uM GDP foram excitadas em 280 e 295nm e a emissdo monitorada de 295 a 450nm e 305 a
450nm, respectivamente.

Medidas de emissdo de fluorescéncia das amostras em tampOes com diferentes pHs — na
faixa de 2,0 a 11,0 — foram excitadas a 295nm e a emissdo monitorada de 305 a 450nm. As
medidas de emissdo de fluorescéncia foram realizadas com as mesmas amostras utilizadas nas
medidas de dicroismo circular, porém, apropriadamente preparadas para esta técnica, isto é,
foram diluidas ao redor de 0,1mg/mL.

Os espectros de fluorescéncia dos tampdes foram subtraidos de cada amostra

correspondente para minimizar o efeito de espalhamento Raman.

3.4.6 Experimento de espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS)

Espalhamento de Raios X a Baixo Angulo (SAXS) é uma poderosa ferramenta para analise
de proteinas, pois permite obter informac@es estruturais da molécula em solucdo a partir de uma curva
unidimensional de espalhamento. A técnica permite também estudos dinamicos e possibilita
observacao das moléculas em condigdes fisioldgicas.

Em uma solucdo ou dispersdo coloidal submetida a um feixe de luz, parte da luz podera ser
absorvida, parte sofre espalhamento e o restante e transmitido através da solugdo. O tamanho e forma
das particulas na solugdo, como também as interacdes entre as particulas e a diferenca entre os indices
de refracdo das particulas e do meio influenciam a intensidade, polarizacdo e distribuicdo angular da
luz espalhada por essa solucéo.

Portanto, as medidas de espalhamento de luz sdo de grande importancia para determinar
tamanho, forma e intera¢Ges de particulas em solugéo.

Amostras do dominio GTPase da proteina septina 7 (SEPT 7G) com a concentracdo de
1,0 e 7,0 mg/mL foram preparadas em tampao Tris Hel 25mM, pH 7,8, 5% Glicerol e 100 uM
GDP e submetidas a técnica de SAXS.
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O experimento foi realizado na linha de SAS do Laborat6rio Nacional de Luz Sincrontron
(LNLS, Campinas, Brasil) utilizando comprimento de onda A=1.488 A, detector unidimensional
(1D) sensivel a posicao e distancia amostra-detector de 1149.4 mm. Desta maneira, foi possivel
cobrir um momento de transferéncia entre 0.32 nm™ < q < 1.48 nm™ (q=4nsen6/A, onde 20 é o
angulo entre o feixe incidente e espalhado).

As curvas unidimensionais de espalhamento da solugéo de proteina e do tampdo (mesma
solucdo contendo todos 0os componentes, exceto a proteina), foram coletadas em 20 etapas de 100
segundos.

A andlise sistematica dos dados foi realizada normalizando-os pela intensidade do feixe
incidente e multiplicando-os pela absor¢cdo da amostra. O espalhamento da solugdo tampéo foi
subtraido da curva de espalhamento da solucdo de proteina e a diferenca foi normalizada pela
concentracdo proteica e pela resposta ndo homogénea do detector.

A funcéo de distribuicdo de distancias p(r) e o raio de giro Ry da amostra foi obtida por
meio do programa GNOM que utiliza 0 método de Transformada Inversa de Fourier. O efeito de
“smearing”, referente a altura de 8 mm da janela de entrada do detector, também foi corrigido
utilizando o mesmo programa.

Por meio do programa Gasbor foi gerado um modelo de baixa resolugdo usando
procedimento ab initio. O programa simula a estrutura interna da proteina, assim ndo é necessario
subtrair o valor de intensidade da constante de Porod.

Com o mesmo programa foi construido um modelo de residuos dummy com uma cadeia
aleatoria de Co e enovelado de forma a minimizar a discrepancia entre a p(r) calculada do modelo
e a p(r) dos dados experimentais.

Os valores de Ry, Dimax € a curva de espalhamento simulado das coordenadas atdmicas da
proteina resolvida através da cristalografia foram calculados utilizando o programa Crysol.

As discrepancias entre o modelo cristalografico e os dados experimentais foram
calculadas também por este programa. O programa Supcomb foi usado para sobrepor 0 modelo

ab initio de baixa resolucdo com a estrutura cristalografica do modelo.
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3.4.7 Espalhamento de luz a angulo fixo

Para os estudos de espalhamento de luz a angulo fixo, 5 uM dos recombinantes SEPT 7,
SEPT 7G e SEPT 9G foram centrifugados a 16,000 g por 10 minutos a 4°C. As medias foram
realizadas em um espectrofluorimetro modelo K2 ISS, equipado com um circulador refrigerado,
usando cubetas de quartzo de 0,5 cm de caminho optico.

As moléculas foram iluminadas com luz de comprimento de onda de 350 nm e a
intensidade do espalhamento foi coletada no mesmo comprimento de onda, em um angulo fixo de
90°.

Para avaliar a agregacdo das proteinas em funcdo da temperatura as amostras foram
incubadas em 15°C, 37°C, 45°C e 60°C. Todas as medidas de intensidade foram dadas em

unidades arbitrarias apds subtracdo da luz espalhada pelo tampéo.

3.5 Testes de atividade bioldgica

3.5.1 Ensaios de hidrélise de GTP

Atividades de ligacdo e hidrdlise do GTP tém sido demonstradas in vitro a partir de
septinas recombinantes purificadas por diferentes métodos. Com o objetivo de validar a atividade
da proteina recombinante, usando um método alternativo ao radioativo, foi usada uma técnica de
desnaturacéo quimica.

O método baseia-se na liberacdo do nucleotideo por desnaturacdo quimica com &cido
perclorico. Tal procedimento foi modificado e aprimorado segundo o método proposto por

Seckler e colaboradores (52).
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Para isso, amostras das proteinas foram incubadas com 4&cido perclérico gelado
(concentracdo final 0,5 M) por 10 minutos a 0°C, a proteina desnaturada foi removida por
centrifugacdo por 10 minutos a 4°C por 14000xg. Uma aliquota do sobrenadante foi neutralizada
com a adicdo de 1/6 do volume de 1 M K;HPO,, 0,5 M de &cido acético e 1/6 do volume de 3 M
de KOH a 0°C.

ApOs essa etapa, ocorreu a formacdo de um precipitado e a amostra foi novamente
centrifugada (10 min., 14000xg, 4°C) para a retirada deste. O sobrenadante foi removido e
armazenado a 20°C por 1h. Em seguida, a amostra foi novamente centrifugada nas mesmas
condigdes citadas anteriormente.

Em seguida, a amostra foi medida espectrofotometricamente (A = 254 nm) e oS
nucleotideos (GDP ou GTP) liberados foram determinados utilizando uma coluna de troca
anionica Protein Pak DEAE 5 PW (Waters) e analisados em um cromatografo Alliance 2695
(Waters). Para o controle foi usado GTP (10 uM), GDP (10 uM), uma mistura de GTP/GDP (10
KUM) e &cido perclorico (0,5 M).

3.6 Estudos Tedricos

3.6.1 Analise bioinformatica

Com o objetivo de acrescentar informacGes estruturais e quimicas das proteinas e
confrontar os resultados tedricos com os experimentais, técnicas online de bioinformatica foram
utilizadas. Um conjunto de programas encontrados no Expasy (Expert Protein Analysis System,
http://ca.expasy.org) foi usado para determinar o coeficiente de extingdo molar e outras

caracteristicas da molécula como a massa e o ponto isoelétrico.
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3.6.2 Modelagem por Homologia

A modelagem estrutural por homologia baseia-se no principio que durante o processo
evolutivo a conformacdo estrutural de uma proteina é mais conservada que sua sequéncia de
aminoacidos. Assim, pequenas mudancas nesta sequiéncia provocam sutis modificagdes na
estrutura tridimensional da molécula (99).

Durante o processo evolutivo, as estruturas tridimensionais das proteinas homologas sdo
conservadas, principalmente os residuos funcionais, que sdo crucias para desempenho na
atividade proteica. AlteracOes estruturais nestas moléculas ocorrem em regiGes proximas da
superficie e em regifes sem fungdo conservada. Logo, os residuos dos dominios funcionais e as
principais estruturas secundarias permanecem mais conservados em uma familia de proteinas
homélogas.

A modelagem estrutural por homologia foi realizada por meio do software modeller (95).
Esse se utiliza de estruturas-molde para construir modelos tridimensionais da seqliéncia-alvo,
baseado em alinhamentos de sequencia e estrutura.

O alinhamento sequencial multiplo entre a seqliéncia alvo e as seqliéncias protéicas do
modelo é o ponto inicial para esse programa (96). A partir desse alinhamento é gerado um
conjunto de restricdes — baseadas em andlises estatisticas entre estruturas protéicas homologas -
que sdo aplicadas a sequiéncia a ser modelada.

As principais restricdes envolvem a imposicdo no modelo de limites entre: a distancia de
dois residuos, os angulos de trés atomos e de quatro atomos (angulos diedrais). Além destas
restricbes, um campo de forca controla as propriedades estéreo-quimicas entre os atomos,
aplicando restrigdes quimicas (97).

Todas as restricbes quimicas e espaciais aplicadas ao modelo sdo combinadas em uma
funcdo chamada de funcdo objetivo, que é otimizada durante o processo de construcdo do
modelo.
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3.6.3 Validacao dos modelos gerados

Foram feitas as validacdes dos modelos gerados por meio do programa prochek (98), pois
€ necessario identificar possiveis erros relacionados a escolha das estruturas de referéncia e ao
alinhamento entre sequéncia-alvo e o molde.

Nesta analise sdo avaliadas as qualidades dos modelos, principalmente se houver
diferentes orientacGes referentes aos residuos do sitio ligante. Os principais parametros
verificados sdo: exatiddo estéreo-quimica, qualidade do empacotamento e confiabilidade do
enovelamento. O programa gera um gréfico de Ramachandran, em que mostra as regifes mais

favoraveis e as menos favoraveis (figura 3.1).
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Figura 3.1 — Gréfico de Ramachandran gerado pelo Procheck. As regides representadas em
vermelho sdo as mais favoraveis, as representadas em amarelo, sdo as favoraveis,

as representadas em bege, sdo as menos favoraveis e as regifes brancas, sdo as
desfavoraveis.

As estruturas geradas pelos softwares de modelagem molecular s&o empregadas pelo
programa prochek, e esse gera os diagramas de Ramachandran com as informagdes dos angulos

torcionais de cada residuo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A dificuldade em trabalhar com as septinas para obter informacGes biofisicas e funcionais
é expressa-las de forma soluvel, estavel e biologicamente ativa em quantidade suficiente para
estudos. Pois, essas moléculas tém baixa estabilidade e tendéncia em agregar-se. Essa limitagcdo
reflete na pouca informacéo estrutural descrita na literatura (38).

Portanto, 0 passo essencial para investigar a estrutura e a funcdo das septinas é
desenvolver um sistema de expressdo, o qual produza uma proteina recombinante ativa de forma
homogénea e em quantidades suficientes para realizar os ensaios.

Trabalhos anteriores (83, 32) descreveram que a SEPT 7 se expressa de forma insolUvel
em sistemas bacterianos e eucariontes. Assim, para produzi-la de forma solivel e estavel é
necessario co-expressar essa proteina com outras septinas.

Neste trabalho para obter um sistema de expressao eficiente em bactérias, inimeros testes
foram realizados em diferentes concentrac6es de indutores, alterando-se o tempo e a temperatura
de inducéo.

O protocolo estabelecido para a proteina SEPT 7 do referido sistema mostrou que a
molécula recombinante expressa-se de forma sollvel, homogénea e em quantidade suficiente
para a caracterizacao biofisica e ensaios de cristalizacdo. Entretanto, a estabilidade na molécula é
baixa e se mantém estavel por poucas horas — aproximadamente 48 horas —, ap0s esse periodo a
proteina comeca a degradar.

Para a proteina SEPT 9G, o protocolo que foi determinado para expressdo e purificacéo
também foi eficiente, embora a proteina recombinante produzida e purificada tenha apresentado
baixo rendimento, mas o suficiente para realizar as medidas espectroscopicas. Entretanto, ndo foi

possivel fazer testes de cristalizagdo que requerem altas concentracdes de proteina soltvel.
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4.1 Amplificagéo e clonagem

4.1.1 Amplificacéo e clonagem da SEPT 7 e SEPT 7G

Por meio da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), os fragmentos das septinas humanas
7 foram amplificados a partir de uma biblioteca de cDNA de cérebro fetal humano, usando
primers sintéticos.

Os fragmentos que codificam a SEPT 7 e o seu dominio GTPase (SEPT 7G) foram
obtidos com temperatura de anelamento de 62°C e 58 °C, respectivamente. A analise dos

produtos da PCR foi realizada em gel de agarose corado com brometo de etideo (figura 4.1).

SEPT 7G SEPT 7 MM
e s 2000bp
" 1650bp
e 1500bp
— 850bp
500bp

200bp

Figura 4.1 — Mostra o produto da PCR dos fragmentos que codificam a SEPT
7 e 0 seu dominio GTPase - SEPT 7G . Anélise da reacdo foi
realizada em gel de agarose (1% TAE) corado com brometo de
etideo. Marcador de pares de base MM (1 Kb DNA Ladder).

A reacdo foi realizada com sucesso apresentando o tamanho esperado baseado na
sequéncia depositada no GenBank numero de acesso NM_001788. A SEPT 7 com
aproximadamente 1200 pb e o seu dominio GTPase (SEPT 7G) em torno de 800pb.

Produtos da PCR também foram obtidos com éxito para as septinas humanas 9 de acordo

com sequéncia depositada no GenBank numero de acesso NM_006640.
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A SEPT 9 G contém aproximadamente 820 bp e temperatura de anelamento de 60°C,
sendo formada pelo dominio GTPase da proteina, enquanto que a SEPT 9GC possui em torno de
880 bp, temperatura de anelamento de 62°C e dominio GTPase com o C-terminal. Esses
fragmentos foram visualizados por meio de gel de agarose (figura 4.2). Ndo foram desenhados
primers para amplificacdo da proteina SEPT 9 completa, pois sua longa cauda N-terminal
dificulta a expressdo da molécula de forma estavel e homogénea.

SEPT9GC SEPTIG MM

2000 pb
8 1000 ph
850 ph
200 ph

200 ph
100 pb

Figura 4.2 — Resultado da amplificacdo dos fragmentos que codificam a SEPT
9G e SEPT 9GC. Andlise realizada em gel de agarose 1% TAE
(1X). Marcador em pares de bases MM (1Kb DNA Ladder -
Fermentas).
O resultado de todos os produtos da PCR das proteinas foi analisado por eletroforese em
gel de agarose 1%. Essa analise indicou que o tamanho dos fragmentos estdo de acordo com o
numero de pares de bases esperado para cada reacdo, baseado na sequéncia depositada no
GenBank. Os fragmentos observados foram extraidos do gel utilizando o procedimento do Kit
MiniPrep (Invitrogen) e, em seguida, precipitados com etanol 80%.
Os produtos de PCR de todas as septinas (SEPT 7, SEPT 7G, SEPT 9GC e SEPT 9G)
foram clonados no vetor de propagacdo pGEM-T easy (Promega), e transformados em E. coli

DH50. Cada recombinante foi inoculado em placa de cultura contendo meio seletivo LB (Luria-

Bertani) suplementado com canamicina.
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Apos incubagdo de 24 horas, todas as placas foram observadas contendo col6nias brancas
e azuis na proporcao indicada pelo fabricante do vetor, indicando que a clonagem nestes vetores
foi realizada com sucesso para todas as proteinas.

Para confirmar esse resultado e realizar a subclonagem no vetor de expressao peT-TV, as
colbnias brancas — formadas pelas células transformadas que contém os recombinantes de cada
septina — foram pré-inoculados em meio LB a 37°C por 24 horas. Ao término desse periodo de
incubacdo, os vetores foram extraidos e submetidos a reacao de digestdo com as endonucleases
Ndel e Xhol .

Ap0s essa reacdo, os fragmentos observados em gel de agarose (figura 4.3) confirmaram a
clonagem das SEPT 7, SEPT 7G, SEPT 9GC e SEPT 9G no vetor de propagacdo. Essa etapa

também criou os sitios de restri¢do para a subclonagem no vetor pET.
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Figura 4.3 — Padrdo de restricio do DNA plasmidial digeridos pelas
enzimas de restricdo Nhel e Xhol das septinas humanas. A)
Mostra os fragmentos digeridos das septinas 7 e do seu
dominio GTPase. B) Mostra os fragmentos das septinas 9
humanas - SEPT 9GC e o SEPT 9G. Anélise realizada em
gel de agarose 1% e TAE (1X). Marcador em pares de
bases MM (1Kb DNA Ladder - Fermentas).

Os fragmentos das septinas digeridos e purificados foram submetidos a reacdo de ligacdo
com o vetor pET lineralizados com as enzimas de restricdo Ndel e Xhol. Apds essa reacao, 0S
recombinantes formados pelas proteinas de interesse unidas com o vetor pET-TV foram
transformados em células de E. coli BL-21 (DE3). Essas células foram pré-inoculadas em meio
LB e estocadas em -80°C.

Para confirmar a subclonagem no vetor de expressdo, o0 DNA plasmidial extraido dos
diferentes clones (pET TV-SEPT 7, pET TV-SEPT 7G, pET TV-SEPT 9GC e pET TV-SEPT
9GC) foi submetido a reacdo de digestdo pelas enzimas de restricdo descritas acima.

As amostras positivas em relagdo as construcdes foram sequenciadas para confirmar a
matriz de leitura de cada proteina. Apos essa confirmagdo os clones de interesse foram
submetidos ao protocolo de inducédo de proteinas.
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4.2 Expressao e purificagdo das proteinas recombinantes

4.2. 1 Expressao das proteinas recombinantes SEPT 7 e SEPT 7G

Inicialmente foram realizados testes de expressdo com a proteina SEPT 7 e SEPT 7G.
Inimeros ensaios foram realizados alterando a concentracao de indutor, a temperatura e 0 tempo
de incubagdo. A inducdo também foi realizada na presenca ou auséncia de GDP ou GTP, pois 0s
trabalhados de Ding X. M. et al., (88) e Sirajuddin M. et al., (46) ttm demonstrado que 0s

nucleotideos sdo necessarios para estabilizar septinas humanas.
Os testes iniciais de expressdo a 37°C utilizando varias concentracdes de IPTG levaram a

totalidade da proteina produzida para a fracdo insollivel. Entretanto, testes de expressdo da
proteina recombinante a 18°C levaram parte da proteina produzida para a fragdo soltvel.

A analise da fracdo sollvel do extrato bruto da expressdo das proteinas recombinantes
SEPT7 G e SEPT 7 foi realizada em SDS-PAGE 15%, como mostrado na figura 4.4, na qual €

possivel observar a expressao das moléculas apds a indugdo com IPTG.
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Figura 4.4-SDS-PAGE 15% mostrando o padrdo de
expressdo em E. coli da SEPT 7 e SEPT 7G
ap6s a inducdo. As setas indicam as
proteinas recombinantes. Marcador de massa
molecular (MM) em KDa.
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Esses testes mostraram que ocorre a expressao do dominio GTPase em maior
concentra¢do que a outra construcdo (SEPT 7). Foi possivel verificar também por meio desses
ensaios que na auséncia de GDP ou GTP as duas septinas sao expressas de forma insolavel.

Essa analise demonstrou que os protocolos estabelecidos para induzir a expressdo de
ambas as moléculas foram eficientes, indicando uma massa molecular de aproximadamente 30
KDa e 46 KDa, respectivamente. Também confirmou a necessidade da presenca de nucleotideos
para expressar essas septinas na forma soluvel, sugerindo que GTP ou GDP evitam a precipitacao

das proteinas.

4.2.2 Purificacdo das proteinas recombinantes SEPT 7 e SEPT 7G

Testes iniciais mostraram que a purificacdo da SEPT 7 em coluna de afinidade néo foi
satisfatoria, sugerindo que a cauda de histidina estd no interior dessa molécula, ndo estando
disponivel para interagir com os ions da coluna.

Assim, a primeira etapa para isolar essa proteina foi mais eficiente por meio de
precipitacdo salina (salting-out), com uma solucdo de sulfato de amonio 10% — relagdo massa por
volume de extrato bruto celular. Ap6s o periodo de precipitacdo, o sobrenadante é descartado, e a
amostra é ressuspendida em tampéo Tris-HCI 25mM pH 7,8 contendo 5% de glicerol e 100uM
de GDP.

O sal foi removido da amostra por meio de uma coluna de salting out (Pharmacia) antes
de a amostra ser submetida a proxima etapa de purificag&o.

Ap0s a dessalinizacdo, a proteina foi submetida a cromatografia de troca i6nica utilizando
uma coluna SP FF Sepharose, com controle térmico a 10°C. Nessa etapa, a septina foi eluida por
meio de gradiente linear de cloreto de sodio, variando de 0 a 1M. O pico de maior absorbancia da
molécula de interesse foi observado com cerca de 650 mM de cloreto de sodio (figura 4.5).
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Figura 4.5 — Perfil cromatografico da amostra submetida a coluna de troca ibnica DEAE Sepharose.
(1) amostra de interesse - SEPT 7, (2) contaminante. A coluna foi equilibrada com
tampdo Tris-HCI 25mM pH 7,8 contendo 100uM e fragGes de 1,0 mL foram coletadas
com um fluxo de 1,0 mL/min. A eluicédo foi efetuada com gradiente linear de NaCl de
0-1M.

O perfil cromatografico dessa etapa mostra que o primeiro passo de purificacdo foi
eficiente, pois ha poucos contaminantes e a amostra foi eluida de forma soltvel, ndo ocorrendo
perdas significadas da proteina nem formagcéo de precipitados.

O ultimo passo da purificacdo foi a cromatografia de exclusdo molecular. A fragcdo 35 do
passo cromatogréafico anterior foi reunida, concentrada e submetida a recromatografia na coluna
Superdex 200 sob controle térmico. A figura 4.6 mostra o perfil da purificagdo da SEPT 7 que foi

monitorada a 280nm.
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Figura 4.6 — Padrdo cromatografico da fracdo 35 eluida da coluna de troca ibnica submetida a coluna de
exclusdo molecular (1) no tampdo Tris-HCI 25mM pH 7,8 e 100uM de GDP. Esse perfil evidencia
a possivel forma dimérica da molécula.

O perfil de eluicdo de SEPT 7 mostrou um pico correspondente a massa molecular
aparente de aproximadamente 92 kDa, de acordo com a curva de calibracdo. Este valor obtido
equivale, aproximadamente, ao dobro do esperado para 0 monémero (46 kDa), indicando que
essa proteina € homodimérica em solucdo, nas condicGes analisadas. Esse resultado esta de
acordo com os trabalhos de Sirajuddin, M. et al (46) e Garcia, W. et al (86) que mostram,
respectivamente, que septinas humanas recombinantes 2 e 4 s&o expressas e purificadas em sua
forma homodimérica.

Antes de prosseguir com 0s estudos espectroscopicos, a pureza da proteina e a presenca de
isofomas foram verificadas, respectivamente, por meio de eletroforese SDS-PAGE e gel nativo
(figura 4.7).
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Figura 4.7 — A) Gel de poliacrilamida 15% em condi¢fes desnaturantes (SDS-PAGE), corado com
Coomassie blue, (1) Extrato bruto de BI21(DE3), (2) Fracdo 40 eluida da coluna de
exclusdo molecular, (MM) marcador de massa molecular. B) Gel nativo da amostra de
Septina 7 eluida da coluna de exclusdo molecular, (MM) marcador de massa molecular.

Essas analises mostram que a purificacdo da septina SEPT 7 foi realizada com sucesso,
isolando a proteina em sua forma dimérica soltvel e ndo ocorrendo isoformas. O rendimento da
purificagdo para SEPT 7 foi de aproximadamente 0,5 mg de proteina por litro de cultura.

Apbs a purificacdo, aliquotas da amostra foram concentradas em um centripep nas
concentracdes adequadas para os testes espectroscopicos e ensaios de cristalizacao.

As etapas do procedimento de purificacdo da proteina SEPT 7G envolveram:
cromatografia de afinidade sobre uma coluna contendo 3,0 ml de resina de ions cobalto, seguido
de cromatografia de exclusdo molecular em uma coluna Superdex 200 (16/60cm) acoplada a um
sistema AKTA .

A figura 4.8 mostra a analise em gel de poliacrilamida da amostra eluida da coluna de

afinidade em diferentes concentragGes de imidazol.
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Figura 4.8 — Gel de poliacrilamida 15% da purificagdo da Septina 7 GTPase.
(1) Marcador; (2) sobrenadante; (3) precipitado; (4) void,
eluicdo com (5) 5mM, (6) 10mM, (7) 20mM, (8) 100mM e (9)
250mM de imidazol.

Esse resultado indica que essa etapa de purificacdo foi realizada com eficiéncia, pois 0s
inimeros contaminantes que sdo Vvistos no sobredanante (indicado pelo nimero 2 no gel) foram
eluidos, no entanto, a SEPT 7G ficou retida na coluna. A septina interage fortemente com os ions
metalicos Co," da coluna, porque foi expressa com uma cauda N-terminal que possui seis
residuos de histidina (6xHis).

Diferentes concentragdes de imidazol, que diminui a interacdo da proteina com os ions,
foram testadas para eluir a molécula. Os melhores resultados de purificacdo foram obtidos com
100 mM de imidazol (indicado pelo numero 8 no gel).

Apbs essa etapa, amostras de SEPT 7G foram injetadas em uma coluna de exclusédo

molecular. O perfil cromatografico € mostrado da figura 4.9.
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Figura 4.9 — Perfil da cromatografia de exclusdo molecular do dominio SEPT 7G na coluna

Superdex-200. O pico 1 é referente a SEPT 7G, de massa molecular aparente de
aproximadamente 60kDa. O pico 2 é referente ao imidazol.

A pureza da amostra ap0s as etapas de purificacdo e a presenca de isoformas foram

analisadas, respectivamente, por meio das eletroforeses SDS-PAGE e gel nativo (figura 4.10).
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Figura 4.10 — Gel de poliacrilamida 15% em condicfes desnaturantes (SDS-PAGE), corado com
Coomassie blue, mostrando a septina 7 GTPase depois das etapas de purificagdo, (1)
SEPT 7G, (2) extrato bruto de BI21(DE3), (MM) padrdo de peso molecular. B) Gel
nativo mostrando uma Gnica isoforma para a Septina 7 GTPase e marcador (MM).
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De acordo com a curva de calibracdo, o perfil de eluicdo de SEPT 7G mostrou um pico
correspondente a massa molecular de aproximadamente 60 kDa, este valor corresponde ao dobro
do esperado para a forma monomérica (30 kDa). Este resultado mostra que o dominio GTPase da
septina 7 humana também € homodimérico em solucao, como ocorre com a SEPT 7.

Esses resultados indicam que a proteina foi purificada em forma sollvel e homogénea,
pois isoformas ndo foram visualizadas no gel nativo e que o rendimento da purificacdo da SEPT
7G foi de aproximadamente 2,0 mg de proteina por litro de cultura. Amostras da SEPT 7G
eluidas na cromatografia de exclusdo molecular foram concentradas em um centripep nas

concentracdes adequadas para os testes espectroscopicos e ensaios de cristalizacao.

4.2.3 Expressao da proteina recombinante SEPT 9GC e SEPT 9G

Os mesmos testes inicias de expressdo com a septina 7 humana foram realizados com a
SEPT 9G e SEPT 9GC. Assim, foi possivel expressar o dominio GTPase na forma sollvel.
Entretanto, ndo foi possivel estabelecer um protocolo para expressar e purificar a proteina
recombinante SEPT 9GC, pois esta molécula é expressa na fragdo insoltvel no extrato bruto ap6s
a indugéo.

A analise da fracdo sollvel do extrato bruto da expressdo da proteina recombinante SEPT
9G foi realizada em SDS-PAGE 15%, como mostrado na figura 4.11, na qual é possivel observar

a expressao da molécula apos a inducdo com IPTG.
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Figura 4.11 — SDS-PAGE 15% mostrando o padrdo da expressdo
em E. coli da SEPT 9G ap6s a inducdo. A seta indica
a proteina recombinante. Marcador de massa
molecular (MM) em KDa.

4.2.4 Purificacdo das proteinas recombinantes SEPT 9GC e SEPT 9G

O extrato bruto da proteina recombinante SEPT 9G foi submetido a dois passos
cromatograficos: coluna de afinidade sobre uma coluna de cobalto seguido de cromatografia de
exclusdo molecular em uma coluna Superdex 200 (16/60cm) acoplada a um sistema AKTA.

A figura 4.12 mostra a analise em gel de poliacrilamida da amostra eluida da coluna de

afinidade em diferentes concentragGes de imidazol.
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Figura 4.12 — Gel de poliacrilamida 15% da purificacdo da septina 9 GTPase. (1) Marcador;
(2) sobrenadante; (3) void, eluicdo com (4) 5mM, (5) 10mM, (6) 20mM, (7)
100mM.

A andlise do gel indica que essa etapa de purificacéo foi realizada com eficiéncia, pois o0s
inimeros contaminantes que sdo vistos no sobredanante foram eluidos, no entanto a SEPT 9G
ficou retida na coluna. Diferentes concentracfes de imidazol foram usadas para lavar a coluna,
eluindo os contaminantes. O melhor resultado de purificacéo foi obtido com 100 mM de imidazol
— indicado pela seta no gel.

Apds essa etapa, amostras de SEPT 9G foram injetadas em uma coluna de exclusédo

molecular. O perfil cromatografico desta etapa de purificacdo € mostrado na figura 4.13.
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Figura 4.13 — Perfil da cromatografia de exclusdo molecular do dominio GTPase na coluna Superdex-200.
O pico 1 é referente & SEPT 9G, de massa molecular aparente de aproximadamente 60kDa.
O pico 2 é referente ao imidazol.

A pureza da amostra ap0s as etapas de purificacdo foi analisada por eletroforese SDS-
PAGE como mostra a figura 4.14.
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Figura 4.14 — Gel de poliacrilamida 15% em condic@es desnaturantes (SDS-
PAGE), corado com Coomassie blue, mostrando a septina 9 G
depois das etapas de purificagdo, (1) extrato bruto de
BI21(DE3), (2) SEPT 9G, (MM) padrao de peso molecular.
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O perfil de eluicdo da SEPT 9G mostrou um pico correspondente & massa molecular de
aproximadamente 60 kDa — de acordo com a curva de calibragdo. Este valor corresponde ao
dobro do esperado para a forma monomérica (30 kDa). Este dados indicam que o dominio
GTPase da septina 9 humana também é homodimérico em solu¢do, como ocorre com as septinas
7 humanas.

Os resultados mostram que a proteina foi purificada em forma soltvel e que o rendimento
da purificacdo da SEPT 9G foi de aproximadamente 0,5 mg de proteina por litro de cultura.
Amostras da SEPT 9G eluidas na cromatografia de exclusdo molecular foram concentradas em

um centripep nas concentracdes adequadas para 0s testes espectroscopicos.

4.3 Teste de atividade GTPase e analise do conteiido de nucleotideo liberado

Uma das grandes dificuldades a respeito dos estudos de septinas € medir a atividade
GTPase dessas proteinas. O método descrito neste trabalho permitiu avaliar o contetdo de
nucleotideo liberado (GDP ou GTP) da molécula por meio da desnaturacdo quimica por &acido
perclérico.

Antes das reacdes, as moléculas de GTP e GDP foram testadas separadamente permitindo
assim identifica-las no perfil cromatografico que contém a mistura. Para isso, a posicdo dos
nucleotideos foi identificada por meio dos tempos de migracdo na coluna, em comparagdo com as
amostras controle. Esse reacdes foram tratadas nas mesmas condicdes que as proteinas SEPT 7,
SEPT 7G e SEPT 9G pelo método de desnaturacdo quimica.

Para analisar a atividade GTPase das proteinas, essas sdo desnaturadas pelo acido e o seu
contetdo de nucleotideo liberado foi determinado utilizando uma coluna de troca anibnica
(Protein Pak DEAE 5 PW), acoplada ao cromatdgrafo Alliance 2695 (Waters). Os ensaios foram
monitorados em 254nm, que representa pico de absor¢cdo maxima das moléculas de GDP e GTP.

A figura 4.15 (A) mostra o perfil cromatografico dos nucleotideos GTP e GDP apoés a
desnaturacdo quimica. Esse perfil indica que houve a separacdo dos nucleotideos, sendo que em
aproximadamente 8 minutos ocorreu o0 pico corresponde a GDP e em 9 minutos a GTP. Para

essas reacdes de desnaturacdo quimica foram usados uma mistura de 10 uM de cada nucleotideo.
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O perfil cromatogréafico do &cido perclérico em 254nm é mostrado da figura 4.15 (B). Este

indica que os picos correspondentes ao acido sdo observados na faixa que corresponde a um
periodo de tempo de 3 a 8 minutos.
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Figura 4.15 — (A) Perfil cromatogréafico de troca anibnica mostrando a separacdo do GDP e GTP
quando tratados com o método de desnaturacdo quimica com acido perclérico. (B) Os
picos correspondentes ao acido perclérico submetido a troca anidnica. A reacédo foi
monitorada a 254 nm.

Esses estudos indicam que o &cido também apresenta absor¢do em 254nm. Entretanto, foi

possivel separar com exatidao os picos correspondentes aos nucleotideos e ao acido.

Amostras das septinas SEPT 7, SEPT 7G e SEPT 9G purificadas em tampdo com excesso
de GTP foram submetidas a dialise em Tris-HCI 25mM pH 7,8 na auséncia de nucleotideo, com

0 objetivo de remover todas essas moléculas. Assim, as unicas moléculas de nucleotideos

presentes nas amostras estardo ligadas as proteinas.

Estas proteinas ap6s a desnaturacdo quimica foram submetidas a cromatografica de troca

anionica. O perfil cromatografico mostrando a liberagéo do contetdo de nucleotideo da proteina

SEPT 7 é mostrado na figura 4.16.
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Figura 4.16 — Perfil cromatografico da SEPT 7 ap0s a desnaturagdo quimica, mostrando

picos correspondentes ao acido e ao nucleotideo em aproximadamente 8
minutos. A reagdo foi monitorada a 254 nm.

Por meio da sobreposicao do perfil da SEPT 7 e da mistura GDP/GTP foi possivel concluir
que o nucleotideo da proteina ap6s o tratamento quimico foi liberado correspondendo ao GDP,

pois seu pico esta em aproximadamente 8 minutos.

A figura 4.17 mostra o perfil cromatografico da SEPT 7G submetida & troca idnica apds o
tratamento com acido perclérico.
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Figura 4.17 — Perfil cromatografico do dominio GTPase da septina 7 humana apds a desnaturacdo

quimica, mostrando picos correspondentes ao acido e ao nucleotideo em
aproximadamente 8 minutos. A reacdo foi monitorada a 254 nm.

12 »

A analise desses dados permite concluir que o dominio GTPase da septina 7 humana
mantém a mesma capacidade da SEPT 7 em ligar com o GDP. Observa¢des da sobreposi¢cdo do
perfil indicam que o pico do nucleotideo estd em aproximadamente 8 minutos.

Estes estudos para a septina humana SEPT 9G mostram que essa molécula também se liga
ao nucleotideo GDP (figura 4.18).
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Figura 4.18 — Perfil cromatogréfico do dominio GTPase da septina 9 humana ap6s a desnaturagdo

quimica, mostrando picos correspondentes ao acido e ao nucleotideo GDP em
aproximadamente 8 minutos. A reacdo foi monitorada a 254 nm.

Estes resultados mostram que as septinas 7 e 9 humanas (SEPT 7 e SEPT 9) ligam-se aos
nucleotideos GTP e hidrolisam essas moléculas a GDP, pois nos perfis cromatograficos dessas
proteinas sdo observados um Unico pico em 8 minutos, que indica a presenca somente de GDP.
Assim, essas moléculas estudadas ligam-se fortemente aos nucleotideos e apresentam atividade
catalitica in vitro na auséncia de proteinas auxiliares.

Esses resultados estdo de acordo com os dados da literatura que relatam que a maioria das
septinas sdo ligadas a GTP e hidrolisam estas moléculas, exceto a Cdc3 e Cdc 11 de levedura e a
Sep 2 de drosofilas (81, 82, 83, 84, 85).
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4.4 Estudos espectroscopicos por dicroismo circular (CD)

4.4.1 Estudos estruturais por dicroismo circular (CD) das SEPT 7 e SEPT 7G

As sequéncias das construcdes SEPT 7 , SEPT 7G, SEPT 9GC e SEPT 9C foram
submetidas a predicdo da estrutura secundaria usando o método PHD (92), e o IUPred (93), que
foi usado para identificar regides intrinsecamente ndo estruturadas. A tabela 4.1 mostra os

resultados das predigdes.

Tabela 4.1 — Predicao de estrutura secundaria.

Dominios Helices-o Folhas-p Voltas e
Estruturas Irregulares
SEPT 7 45% - 50% 17% - 22% 39% - 44%
SEPT 7G 30% - 35% 20% -25% 39% - 41%
SEPT 9GC 20% - 34% 23% - 28% 38% - 43%-
SEPT 9G 30% - 35% 20% - 25% 41% - 46%

Os resultados indicam que a proteina completa SEPT 7 apresenta uma porcentagem maior
de estruturas secundarias regulares do que irregulares, sendo o dominio N-terminal uma regido
intrinsecamente ndo estruturada. Na predicdo, o C-terminal de todos os dominios mostrou
aumentar a fracdo de hélice-a das proteinas, embora apresente uma maior proporcdo de regides
ndo estruturadas do que o dominio GTPase, conforme a predigéo pelo método IUPred.

Os estudos estruturais experimentais por dicroismo circular envolveram inimeros
experimentos variando condic¢Oes de temperatura e pH. Foram realizadas medidas padrdes para
determinar as fracOes de estruturas secundarias das moléculas usando uma base de dados de

proteinas.
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O espectro de dicroismo circular no UV distante da SEPT 7 e do seu dominio GTPase em
tampéo Tris-HCI 25mM pH 7,8, 5% glicerol a 18° C é mostrado na figura 4.19. Estes espectros
sdo caracterizados por duas bandas, uma fraca com um maximo em 210nm e outra banda bem
intensa com um minimo em aproximadamente 220nm, a elipcidade negativa observada nessa
faixa indica a presenca de hélices-a.

Por meio do pacote de programas CDPro (89, 90), foi gerado um espectro experimental
para cada medida — baseado nos dados de CD das septinas e das proteinas do banco de dados

selecionado — que sobrepdem perfeitamente ao espectro calculado.
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Figura 4.19 — Para o processo de desconvolucdo dos espectros de CD das septinas, foi
utilizado o pacote de programas CDPro. A) SEPT 7 é constituida de 39%
hélices-a, 17% folhas-B, 11% voltas e 33% estruturas irregulares . B) SEPT
7 GTPase é formada por 31% hélices-a, 22% Folhas-B, 16% voltas e 31%
estruturas irregulares.
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Para a desconvolugdo do espectro da SEPT 7 e da SEPT 7G foram utilizados os
programas CONTIN, SELCON3 e CDSSTR do pacote CDPro (89, 90), com uma base de dados
de 48 proteinas. Essa analise mostrou que a estrutura da septina 7 humana é constituida de 39%
hélices-a, 17% folhas-B, 11% voltas ¢ 33% estruturas irregulares. Enquanto que o seu dominio
GTPase é formado por 31% hélices-a, 22% folhas-B, 16% voltas ¢ 31% estruturas irregulares.

Observacgéo dos espectros de CD da figura 4.19 mostra que a SEPT 7 tem uma grande
elipcidade positiva em torno de 195 nm quando comparada com seu dominio GTPase. Essa
proteina também apresenta uma elipcidade negativa em 210 e 220nm mais forte. Estas diferencas
sugerem uma porcentagem ligeiramente maior de estruturas hélices- a.

A anélise desses estudos indica que a auséncia do dominio GTPase ndo altera muito a
estrutura da proteina completa (SEPT 7), pois sdo observadas apenas pequenas alteracdes das
estruturas entre as proteinas. O dominio GTPase apresenta menor porcentagem de hélices-a,
embora apresente uma maior fragdo de estruturas irregulares, sugerindo que o dominio C-
terminal seja responséavel pela maior fracdo de hélices. Estes resultados estdo consistentes com as
predicdes tedricas observadas na tabela 4.1

As fragdes encontradas de hélices-a e folhas-B na desconvolugdo dos espectros de CD da
septina 7 humana sdo parecidas as porcentagem de estruturas secundarias que ha em pequenas
GTPpases, indicando uma semelhanca estrutural entre essas moléculas. O trabalho de Garcia
(2006) sugere que essa similaridade seja baseada em topologia de folhas-3 aberta.

As alteracGes conformacionais dessas septinas foram estudadas por CD no UV distante
em funcdo da temperatura. As medidas foram realizadas com as amostras concentradas ao redor
de 0,2mg/mL em tampé&o de Tris-HCI 25mM pH 7,8 e 5% glicerol.

Os estudos para 0 dominio GTPase da proteina foram feitos variando a temperatura de 15°C a
80°C, em intervalos de 5°C (figura 4.20). A proteina foi incubada por 15 minutos em cada
temperatura e os espectros foram registrados entre o comprimento de onda de 200 a 250nm, com

uma média de 16 varreduras.
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Figura 4.20 — Espectro de CD registrado de 200 a 250nm, acompanhando o efeito da
temperatura sobre a SEPT 7G. A temperatura investigada variou de 15°C a

80°C com intervalo de 5°C. A amostra foi incubada em um banho térmico
acoplado no aparelho.

Os espectros da septina mostrados na figura 4.20 indicam que entre as temperaturas de 15°C a
35°C a proteina permanece na sua conformagdo nativa, com uma diminuicdo da intensidade da
banda em aproximadamente 210nm. Esta ligeira perda de intensidade continua até a temperatura
de 45°C.

Apds 35°C, ocorre também uma discreta perda da banda em torno de 220nm, que se acentua
ap6s 50°C. Portanto, entre 15°C e 35°C a septina é estavel, pois se observa que nestas condicdes
ocorrem poucas alteracdes no seu espectro de CD.

Por outro lado, as alteragbes significativas dos espectros indicando mudancas
conformacionais iniciaram-se ap6s 55°C. A partir desta temperatura, ocorrem significativas
perdas da intensidade das duas bandas sendo mais evidente a partir de 60°C.

O gréafico mostrado na figura 4.21 representa os dados obtidos do experimento equivalente a
figura 4.20 com o monitoramento do comprimento de onda em 220nm. Este grafico é uma curva

de transicdo das alteracOes das estruturas secundarias da proteina em funcdo da temperatura.
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Figura 4.21 — Curva de transicdo em funcéo da temperatura da SEPT 7G monitorada no
comprimento de onda de 200nm.

Anélise da curva de transicdo indica que o espectro de CD torna-se constante mais uma vez
em torno da temperatura de 35°C a 55°C, indicado pela intensidade da banda negativa de minimo
em aproximadamente 220nm, sugerindo que apareca uma estrutura intermediaria dentro dessa
faixa. 1sso é observado pela formagdo de um ombro no gréfico da figura 4.21.

Esta curva também indica que em aproximadamente 55°C ocorre a transi¢do. Portanto, abaixo
desta temperatura, a proteina apresenta-se enovelada com discretas alteracdes em sua estrutura e
acima deste ponto a proteina inicia o processo de desnaturacdo, que ocorre passando por uma
estrutura intermediaria.

Pode-se observar estabilidade térmica da molécula entre 15°C a 30°C, pois nestas
temperaturas 0s espectros apresentam mesma intensidade. Entretanto, acima dessa faixa, ocorre a
perda de estruturas. A partir de 55°C, pode-se inferir que houve desnovelamento da proteina.

Os espectros das alteracbes conformacionais da SEPT 7 por CD foram realizados
variando a temperatura de 10°C a 80°C, em intervalos de 10°C (figura 4.22). As medidas foram

realizadas nas mesmas condi¢des que 0 experimento anterior.



98

*dmol )x10°

© (mdeg.cm

L] LJ . L LJ

200 210 220 230 240 250
Comprimento de onda (nm)

Figura 4.22 — Espectro de CD registrado de 203 a 250nm, mostrando o efeito da temperatura
sobre a SEPT7 G. A temperatura investigada variou de 10°C a 80°C em intervalo
de 10°C. A amostra foi incubada em um banho térmico acoplado no aparelho.

A andlise das medidas de CD na SEPT 7 indica que molécula apresenta estabilidade
térmica na faixa de temperatura de 10 °C a 40 °C, pois 0s espectros mantém praticamente o
mesmo padrdo de bandas e ocorre apenas ligeira diminuicdo da intensidade destas. Em
temperaturas superiores a 50°C, as bandas em 210 e 220 nm perdem sua forma e intensidade,
indicando perda de estruturas secundarias.

Com esses dados de variacdo de temperatura foi construida uma curva de transicao (figura
4.23) monitorando a intensidade da banda de minimo em 220nm. Este grafico é uma curva de

transicdo das alteracdes das estruturas secundarias da proteina em fungéo da temperatura.
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Figura 4.23 — Curva de transi¢do em fungdo da temperatura da SEPT 7 monitorada no
comprimento de onda de 200nm.

Esta curva indica que em aproximadamente 50°C ocorre a transicdo, portanto, abaixo
desta temperatura a proteina apresenta-se enovelada com discretas alteracdes em sua estrutura e
acima deste ponto a proteina inicia a desnaturacdo, ndo sendo observada uma estrutura
intermediéria durante esse processo.

Comparando os dados de dicroismo circular em funcdo da temperatura das duas septinas,
observa que a molécula inteira apresenta maior estabilidade térmica. Na SEPT 7 a perda da
intensidade e forma das bandas iniciam-se a temperatura acima de 50°C, enquanto que na SEPT
7G a perda de estruturas secundarias inicia-se a temperaturas superiores a 40°C.

A analise dos dados de desconvolugbes das duas moléculas mostra que a septina 7
humana inteira apresenta maiores porcentagens de a-hélice e maior intensidade. Isto sugere que o
C-terminal proporciona um aumento na estabilidade térmica da proteina, que pode ser devido aos
dipolos magnéticos orientados na a-hélice.

A estabilidade das septinas foram tambeém verificadas em funcdo dos diferentes pHs. A
figura 4.24 mostra os espectros de CD das SEPT 7 e SEPT 7G.
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Figura 4.24 — Espectros de CD no UV distante da proteina em func¢do do pH, monitorados a

temperatura de 18°C. A) Espectros da SEPT 7G em diferentes pHs (2,0 a 11,0). B)
Espectro da SEPT 7 em diferentes pHs (3,0 a 11,0). As medidas foram realizadas
com as amostras concentradas ao redor de 0,2mg/mL variando o comprimento de
onda de 193 a 250nm.
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Os espectros das SEPT 7G indicam que essas moléculas apresentam estabilidade e
conservacao de suas estruturas secundarias, quando submetidas a variacdes de pH na faixa entre
6,0 e 8,0. Em pHs inferiores e superiores a esse intervalo € evidente a perda de estruturas
secundarias, mostrando que a proteina € sensivel a variacdes de pH, sendo estavel apenas em
torno do seu pH étimo.

A SEPT 7 apresentou estabilidade em uma ampla faixa de pH (pH 5,0 — pH 10,0),
sofrendo apenas alteracdo em pHs acidos. Esses resultados confirmam os dados de CD em fungéo
da temperatura, mostrando que a proteina inteira € mais estavel do que o seu dominio GTPase em

funcéo da variacdo de pH.

4.4.2 Estudos estruturais por dicroismo circular (CD) das SEPT 9G

O espectro experimental de dicroismo circular no UV distante da septina humana SEPT
9G em tampao Tris-HCI 25mM pH 7,8, a 18°C e o calculado sdo mostrados na figura 4.25. Os
dados indicam a presenca de um alto conteudo de hélices-a na estrutura secundaria, como
evidenciado pela forte elipticidade negativa ao redor de 210 nm e 220 nm.

Utilizando o pacote de programas CDPro (89, 90), a desconvolucdo do espectro foi feita

baseada em um banco de dados de 48 proteinas.
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Figura 4.25 — Espectro de CD da proteina SEPT 9 GTPase em tampao Tris-HCI 25mM pH 7,8
a 18°C. A desconvolugdo do espectro mostrou a seguinte proporgio de
estruturas secundarias: 35 % de hélice-a, 23% de folhas-3, 25%voltas e 20% de
estruturas irregulares.

Essa analise mostrou que a proteina é constituida de estruturas secundarias na propor¢ao
de: 32% de hélice- o, 23% de folhas- B, 22 de voltas e 20% de estruturas irregulares. Os
resultados obtidos na desconvolugdo do espectro de CD e por meio da predicdo de estrutura
secundaria estdo de acordo. Assim esse dominio é formado por uma mistura de estruturas o/p,
similar ao observado em muitas GTPases.

Para estudar a estabilidade estrutural da SEPT 9G frente a temperatura e pH, amostras da
proteina foram submetidas ao dicroismo circular com varia¢do de temperatura e em diferentes
pHSs.

Esses estudos foram feitos variando a temperatura de 10°C a 90°C, em intervalos de 5°C
(figura 4.26). A molécula foi incubada por 15 minutos em cada temperatura e 0s espectros foram

registrados entre o comprimento de onda de 205 a 250nm, com uma média de 16 varreduras.
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Figura 4.26 — Espectro de CD registrado de 205 a 250nm, mostrando o efeito da
temperatura sobre a SEPT9 G. A temperatura investigada variou de 10°C
a 90°C em intervalo de 5°C. A amostra foi incubada em um banho
térmico acoplado ao aparelho.

A andlise dos espectros de CD na SEPT 9G em funcdo da temperatura indica que
molécula apresenta estabilidade térmica na faixa de temperatura de 10 °C a 45 °C, pois nesta faixa
0s padrdes dos espectros sdo mantidos, ocorrendo apenas diminui¢do da intensidade destes. Em
temperaturas superiores a 50°C, ocorre nas bandas uma diminuicdo significativa de intensidade
indicando perda de estrutura secundaria.

A partir do monitoramento em 220nm dos espectros de CD das diferentes temperaturas,
foi plotado um gréfico de transicdo entre a estrutura enovelada e a desenovelada da SEPT 9G
(figura 4.27).
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Figura 4.27 — Curva de transicdo em fungdo da temperatura do dominio GTPase da
septina humana 9, monitorada no comprimento de onda de 200nm.

A andlise da Figura 4.27 mostra uma diminui¢do da intensidade da banda em 220nm com

0 aumento da temperatura indicando uma relacdo direta entre essa variavel e a proteina. Assim,

esses dados sugerem que ndo ocorre uma estrutura intermedidria durante o processo de
desnovelamento que se inicia a partir de 55°C.

A estabilidade estrutural do dominio GTPase da septina 9 humana (SEPT 9G) foi analisada

também por dicroismo circular em funcdo dos diferentes pHs. Os espectros de CD obtidos

mostram que a proteina e estavel na faixa de pH 6,0 a pH 9,0, sofrendo processo de

desnovelamento nos pHs extremos. Estes dados sdo mostrados na figura 4.28.
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Figura 4.28 — Espectros de CD no UV distante da SEPT 9G em diferentes pHs (2,0 a 11,0)
a 18°C. As medidas foram realizadas com as amostras concentradas ao redor
de 0,2mg/mL variando o comprimento de onda de 193 a 250nm.

Esses dados de temperatura e pHs da SEPT 9G mostram que sua estruturas secundarias

sdo mantidas em uma ampla faixa de condicdes fisicas e quimicas.

4.5 Espalhamento de luz a angulo fixo

4.5.1 Espalhamento de luz a angulo fixo da SEPT 7 e SEPT 7G

Medidas de espalhamento de luz a &ngulo fixo foram realizadas para avaliar a agregacédo
das proteinas em funcdo da temperatura. As amostras foram submetidas a luz de comprimento de
onda de 350 nm, e a intensidade do espalhamento foi coletada no mesmo comprimento de onda,
em um angulo fixo de 90°.

A figura 4.29 mostra os espectros de intensidade das septinas SEPT 7 e SEPT 7G em
funcdo do tempo e da temperatura. As medidas foram feitas com amostras nas temperaturas de
15°C, 37°C, 45°C e 60°C.
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Figura 4.29 — Espalhamento de luz a angulo fixo da SEPT 7 (A) e seu dominio GTPase (B), em
funcdo da temperatura. O comprimento de onda usado foi 350 nm e a
intensidade do espalhamento foi monitorada durante 5400 segundos.

A intensidade da luz espalhada na SEPT 7 e SEPT 7G permaneceu constante entre 15°C e
30°C durante o intervalo da medida, indicando que essas proteinas ndo agregam nessas
condi¢Oes. Entretanto, na faixa de temperatura de 37°C a 60°C a intensidade da luz espalhada
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aumentou ao longo do tempo, chegando, no méximo, em 60°C e permanecendo constante
a partir desse ponto.

Esses dados indicam que ha relacdo com o aumento da temperatura e a formacgédo de
agregados em solucdo. A SEPT 7G mostrou uma maior tendéncia em formar agregados, pois
apresentou maior espalhamento de luz a partir de 30°C sugerindo que o dominio C-terminal das
septinas favorece a estabilidade dessas moléculas evitando a agregacéo entre elas.

4.5.2 Espalhamento de luz a angulo fixo da SEPT 9G

A SEPT 9G foi submetida as mesmas condi¢fes que a septina 7 humana para investigar a
agregacdo da proteina em fungdo da temperatura. A figura 4.30 mostra os espectros de
intensidade das septinas em funcdo do tempo e da temperatura.

A andlise do espectro indica que entre 15 °C e 37 °C a proteina € estavel, ndo formando
agregados, pois a intensidade do espalhamento permanece baixa. Em temperaturas superiores a
45 °C, a molécula comeca a formar agregados, chegando a um méaximo de luz espalhada em 60°C

e permanecendo constante a partir desse ponto.
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Figura 4.30 — Espalhamento de luz a angulo fixo da SEPT 9G em fung¢do da temperatura. O

comprimento de onda usado foi 350 nm e a intensidade do espalhamento foi
monitorada durante 5400 segundos.

Assim, esses dados mostram que ha também uma relagdo com o aumento da temperatura

e a formacdo de agregados em solugdo para essa proteina.

4.6 Estudos de fluorescéncia: emissdo de fluorescéncia do fluoréfuro Thioflavin-T

4.6.1 Estudos de emissédo de fluorescéncia do fluoréfuro (Tht) das SEPT 7 e SEPT 7G

As proteinas SEPT 7 e SEPT 7 G foram incubadas com o fluorofuro Thioflavina-T (Tht),
que € utilizado para investigar as estruturas amiloides pois, essa molécula néo se liga a agregados
amorfos.

Com o objetivo de investigar a formacdo de agregados em fungdo da temperatura, as
medidas foram realizadas nas mesmas temperaturas em que foram feitas as medidas de
espalhamento de luz a angulo fixo. A figura 4.31 mostra a emissdo de fluorescéncia em 482 nm
do ThT na presenca de SEPT 7 e SEPT 7G.
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Figura 4.31 — Emissdo de fluorescéncia do ThT ligado a SEPT 7 (A) e a seu dominio
GTPase (B), em fungdo da temperatura. As amostras foram excitadas em
450 nm e a emissdo de fluorescéncia foi monitorada em 482 nm durante
um intervalo de tempo de 5400 segundos.

A intensidade de emissdo dos espectros de fluorescéncia das septinas aumentou em um
padrdo aparentemente sigmoidal em funcdo da temperatura, mostrando a relacdo nesta da
formacéo de agregados.

O espectro das SEPT 7 e SEPT 7G apresenta praticamente 0 mesmo padréo de formacéo
de agregados em funcdo da temperatura. Entretanto, o espectro da medida a 45°C - maior
intensidade de fluorescéncia - do dominio GTPase mostra que esse atingiu um valor constante de
intensidade mais rapido que a septina completa, assim agregando primeiro que a que a proteina

com todos seu dominios.
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Estes dados juntos com os dados de espalhamento de luz a anglo fixo sugerindo que o C-
terminal favorece a estabilidade diminuindo a formac&o de agregados na proteina.

4.6.2 Estudos de emissdo de fluorescéncia do fluoréfuro (Tht) das SEPT 9G

A reacdo foi preparada nas mesmas condi¢des que as septinas 7 humanas para as medias
de emissdo de fluorescéncia do fluordéfuro thiflavin-T incubado com SEPT 9G .Os espectros
destas medidas (4.32) mostraram que essa proteina também é dependente temperatura pois, essa

variavel promoveu maior agregacdo das moléculas aumentando a intensidade da medida.
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Figura 4.32 — Emissdo de fluorescéncia do ThT ligado a SEPT 9G em funcdo da
temperatura. As amostras foram excitadas em 450 nm e a emissdo de
fluorescéncia foi monitorada em 482 nm durante um intervalo de tempo
de 5400 segundos.

A baixa intensidade do sinal na temperatura de 15°C indica que ndo ha formacdo de
agregados. O espectro atinge seu maximo de emissdo a 45°C. Assim, em temperaturas bioldgicas

a molécula encontra-se soltvel, formando poucos agregados.
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Em temperaturas acima de 60°C um répido aumento da emissdo de fluorescéncia é
observado durante os primeiros minutos em todas as amostras (SEPT 7, SEPT 7G e SEPT 9G), o
que é seguido por uma reducdo na intensidade de emissdo devido ao fato de as proteinas
precipitarem.

Todas as proteinas formam estruturas do tipo filamentos amiloides, sugerindo que apenas
o dominio GTPase € necessario e suficiente para a formacdo desses filamentos, pois, em todos o0s

casos, 0 ThT ligou-se aos agregados, o que € um comportamento comum de estruturas amiloides.

4.7 Espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS)

Com o objetivo de obter informacBes a respeito da estrutura tercidria da SEPT 7G,
medidas de espalhamento de raios-X a baixo angulo — SAXS foram realizadas.

As curvas de Img/ml (Gnom 1) e 7 mg/ml (Gnom 2) mostradas na figura 4.33 possuem
basicamente 0 mesmo perfil de espalhamento, assim os dados da proteina de maior concentracao
foram utilizados para a andlise por apresentar uma maior resolucdo. Diferentes versbes do
programa Gnom foram utilizadas, pois cada versdo tem melhor resultado em uma faixa de

concentracdo da proteina.
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Figura 4.33 — Curvas de espalhamento da proteina SEPT 7G corrigidas pelo efeito de
smearing, (1) 1 mg/ml — Gnom 1e (2) 7 mg/ml — Gnom 2.

A anélise dos dados de SAXS indica que o momento de transferéncia da curva de
espalhamento foi de 0,2 nm™ < q < 2,4 nm ™, possibilitando uma resolugéo de 2.4 nm.

A curva da funcdo de distribuicdo de distancias p(r) pode ser vista na figura 4.34,
mostrando que esse grafico ndo contém parte negativa no eixo das abscissas, 0 que indica

auséncia de efeitos de interferéncia produzidos por correlacdes espaciais interparticulas.
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Figura 4.34 — Funcdo de distribuicdo de distancias evoluidas a partir das curvas de
espalhamento utilizando o programa Gnom. (1) Gnom 1, (2) Gnom 2,
(3) SEPT 2 - proteina de referéncia (Low e Macara, 2006; Sirajuddin,
etal., 2007) e (4) SEPT 7G.

Por meio do programa Gnom foi possivel obter a dimensdo maxima da molécula (Dmax) €
o raio de giracao (Rg) que sdo, respectivamente, 10nm e 3nm.

O modelo tridimensional gerado por homologia com a SEPT 2 (Low e Macara, 2006;
Sirajuddin, et al., 2007) sobre o PDB é mostrado da figura 4.35. Os dados desse modelo de baixa

resolucdo foram obtidos pela técnica de SAXS por meio do procedimento ab initio.

Figura 4.35 — Modelo tridimensional de baixa resolugdo da SEPT 7G usando procedimento ab initio por meio
do programa Gasbor. As duas imagens sdo diferentes &ngulos da mesma figura.



114

4.8 Ensaios de Cristalizacdo

Antes de testar as condicOes de cristalizacdo, aliquotas das amostras eram submetidas ao
espalhamento dindmico de luz (DLS). Assim, apenas solugdes de proteinas monodispersas e
homogéneas eram submetidas aos ensaios de cristalizagao.

Em 282 condigdes testadas, os primeiros resultados dos ensaios de cristalizacdo
apareceram a partir de 10 dias, com uma concentracdo de proteina de 7mg/ml utilizando os Kits
Crystal Screen (Hampton Research), mantendo as amostras a 18°C. Na condi¢do 0,1M Tris pH
8,5, 1,5M de sulfato de amdnio e 12% v/v glicerol (fatorial 42 do Crystal Screen 2) foram
observados na camera de cristalizacdo os primeiros pontos de nucleacdo e pequenos cristais
(figura 4.36).

Figura 4.36 — A esquerda: a seta indica os pontos de nucleacdo encontrados no ensaio. A direita: as
setas indicam os cristais formados nos primeiros ensaios de cristalizacéo.

Os cristais observados sdo pequenos, no entanto, foi possivel a realizagdo da coleta,
andlise e confirmagdo de que essas amostras sdo cristais de proteina.

Apos refinamento, melhores cristais foram obtidos em tais condi¢des: 0,1M Tris; pH 8,4;
16% glicerol; 1,5M sulfato de amonio; 12,5% Isopropanol, 500mM GDP (figura 4.37).
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Figura 4.37 — As setas indicam os cristais do dominio GTPase da septina 7 humana (SEPT
7G) obtido através da técnica de difusdo de vapor em gotas suspensas com
0,1M Tris; pH 8,4; 16% glicerol; 1,5M sulfato de aménio; 12,5% Isopropanol,
500mM GDP. Dimensdo tipica de 0,2 x 0,2 x 0,2mm.

As analises dos cristais indicam que esses pertencem ao grupo de simetria espacial, P6122.
As estatisticas do processamento de dados estdo mostradas na tabela 4.2.

Tabela 4.2 — Pardmetros do cristal e estatisticas do processamento de dados.

Parametros da coleta de dados

Grupo Espacial P6122

a=h=83,67; c=213,74

Dimensdes da cela unitaria (A)
a=P=90°; y=120°

Detector Mar Mosaic 225
Fonte de raios-X MX2 — LNLS — Brasil
Comprimento de onda (A) 1,43

~Continua Faixa de resolucdo (A) 106,6-4,0 (4,22-4,0)
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Redundéancia 8,2 (8,5)
Rmeans (%) 12,5 (70,1)
Rsym (%) 11,6 (65,9)
Completeza (%) 99,9 (99,9)
Total de reflexdes 36360 (4974)
Reflexdes Unicas 4204 (586)
I/ol 14,7 (3,3)
Parametros de refinamento
R (%) 39,43
Rfree (%) 39,43

4.9 Resolucéo Estrutural

Para a resolucdo da estrutura cristalografica do dominio GTPase da septina 7 humana foi
empregado o método da substituicdo molecular, implementado no programa AMORE/MOLREP
(94), e as coordenadas atémicas disponiveis no PDB (Low e Macara, 2006; Sirajuddin, et al.,
2007). Assim, foi possivel obter uma resolugdo de 3.4 A da proteina (figura 4.38).

A baixa resolucao desta estrutura deve-se ao fato de existir uma cauda de poli-histidina e
um sitio de clivagem para a enzima AC-TEV Protease — de 17 residuos - que esta em uma
disposigdo aleatoria, dificultando a qualidade dos dados medidos e, consequentemente, a
resolucgéo estrutural da proteina.

Outro problema pode estar relacionado as caracteristicas biofisicas intrinsecas a proteina,
pois essas moléculas sdo conhecidas desde a década de 70 e ha poucas informacdes estruturais na
literatura. Isto € devido, principalmente, a dois fatores: dificuldade das proteinas se expressarem

na forma soltvel e problemas na obtencéo de estruturas cristalinas.
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Assim, esses dados cristalogréaficos irdo acrescentar novas informagdes estruturais

importantes a respeito da familia destas proteinas que apresentam uma literatura escassa sobre o
assunto.

Figura 4.38 — Resolugdo estrutural da SEPT 7G de 3.4A. Foi feita a substitui¢io molecular com os dados
cristalograficos do complexo 2-6-7 (Low e Macara, 2006; Sirajuddin, et al., 2007). As
imagens ilustram duas disposi¢des diferentes da mesma estrutura.

A analise dos dados da resolucéo estrutural da SEPT 7G mostra um aspecto interessante em
relagdo ao empacotamento das moléculas no reticulo cristalino, a forma de sua célula unitaria e
ao grupo espacial - P6122. Pois, esse conjunto de dados apresenta uma simetria em relacdo a sua
célula assimétrica e, consequentemente, isso se repete por toda a estrutura do cristal. A figura

4.39 mostra essa estrutura em diferentes angulos.
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A)

B)

*Continua
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C)

Figura 4.39 — (A) Resoluco estrutural da SEPT 7G a 3,4 A, evidenciando a simetria das moléculas dentro
do reticulo cristalino. (B) A imagem anterior (A) da estrutura cristalografica em um angulo
em 90° em relagdo a um dos eixos. (C) A estrutura cristalografica em (B) em um angulo em
90° em relacdo a um dos eixos perpendiculares ao anteriormente rodado.

Essa figura sugere que a cristalizacdo da SEPT 7G ocorreu como a cristalizacdo dos

filamentos homo-oligoméricos entre dominios GTPase da proteina.

4.9.1 Analise dos dados de cristalografia e SAXS

As analises dos dados estruturais obtidos pela técnica de SAXS e cristalografia mostram
que o dominio GTPase da proteina septina 7 se organiza de maneira a formar filamentos
oligoméricos, que, em solucdo, se apresentam na forma dimérica. Este arranjo também foi
determinado pelas técnicas de cromatografia de exclusdo molecular e o gel nativo na SEPT 7G.

Estes resultados estdo de acordo como os dados cristalograficos do complexo de Septinas
2-6-7 (Low e Macara, 2006; Sirajuddin, et al., 2007) e previstos pelas interacbes dos dominios
GTPase entre as Septinas (Low e Macara, 2006).
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O modelo cristalografico gerado por homologia foi posicionado de maneira ndo ambigua
dentro do modelo de baixa resolucdo da proteina. A figura 4.40 mostra a sobreposi¢do dos
modelos em diferentes angulos. Para o alinhamento dessas estruturas utilizou-se o programa
SUPCOMB.

A)

B)

Figura 4.40 — (A) Modelo gerado pelos dados obtidos pela técnica de SAXS sobreposto ao
modelo cristalogréafico obtido do dominio GTPase da septina 7 humana. (B) O
mesmo modelo de SAXS anterior sobreposto ao cristalografico da SEPT 7G,
em um angulo de 90° em relagéo ao outro.

A superposicdo estrutural do modelo ab initio a estrutura dimérica cristalografica da

septina ndo deixa qualquer duvida de que a proteina é de fato um dimero em solucao.
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4.10 Técnicas computacionais

4.10.1 Determinacédo de parametros biofisicos dos recombinantes

Caracteristicas biofisicas importantes das septinas humanas e seus dominios (SEPT 7,
SEPT 7GTPase, SEPT 9, SEPT 9GC) foram obtidas com um conjunto de programas do Expasy
(Expert Protein Analysis System, http://ca.expasy.org), veja tabela 4.3.

Tabela 4.3 — Parametros das septinas SEPT 7, SEPT 7G, SEPT 9GC e SEPT 9G. Massa molecular (M.M), coeficiente de
extingdo teorico (g), ponto isoelétrico (pI), residuos fluorescentes (R) e niimero de aminoacidos (aa).

MM (KDa) &(M tcm™) pl R aa

SEPT 7 48,7 34,38 8,76 3W 14F 12Y 418

SEPT 7G 31,0 24,41 6,22 2W 10F 9Y 271
SEPT 9GC 33,6 21,68 6,56 2W 13F 7Y 291
SEPT 9G 31,7 21,68 8,23 2W 13F 7Y 273

Os dados mostrados na tabela 4.3 foram obtidos por meio das sequéncias de aminoacidos
das septinas 7 e 9 humanas (figura 4.41) depositadas no GenBank. A sequéncia em preto indica o
C-terminal, em vermelho o dominio GTPase e em azul o N-terminal de cada proteina

recombinante.
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SEPT 7: MVAQQKNLEGYVGFANLPNQVYRKSVKRGFEFTLMVVGESGLGKSTLINSLFTDLYSPEY PGPSHRIK
KIVQVEQSKVLIKEGGVQLLLTIVDTPGFGDAVDNSNCWQPVIDY IDSKFEDYLNAESRVNRRQMPDN
RVQCCLYFIAPSGHGLKPLDIEFMKRLHEKVNIIPLIAKAD TLTPEEC QQFKKQIMKEIQEHKIKIVEFP
ETDDEEENKLVKKIKDRLPLAVVGSNTIIEVNGKRVRGRQYPWGVAEVENGEHCDFTILRNMLIRTH
MQEMEMEQVFEMKVKEKVQKLKDSEAELQRRHEQMKKNLEAQHKELEEKRRQFEDEKANWEAQ
QRILEQQNSSRTLEKNKKKGKIF

SEPT7G: GEFEFTLMVVGESGLGESTLINSLFIDLY SPEYPGPSHRIKKTVQVEQSKVLIKEGGVQLLLTIVDTPGE
GDAVDNSNCWQPVIDYIDSEFEDYLNAESREVERRQMPDNEVQC CLYFIAPSGHGLEPLDIEFMERLH
ERKVNITPLIAKADTLTPEEC QQFKKQIMKFIQEHKTKIYVEFPETDDEEENKL VERTKDRLPLAVVGENTI
IEVNGERVREGRQYPWGVAEVENGEHCDFTILRENMLIRTHMQ

SEPT 9GC: GFEFNIMVVGQSGLGESTLINTLFRSKISRESVQPT SEERIPEKTIEIKSI THDIEEKGVEMELTVIDTPGE
GDHINNEN CWQOPIMEFINDQY EKYLOQEEVNINEKERIPDTEVHCCLYFIPATGHSLREPLDIEFMERLS
KVVNIVPVIARADTLTLEERVHFKQRITADLL SNGIDVPQREFDEDSEDRLVNEKFREMIPFAVVGSDH
EYQVNGERILGRETEWGTIEENT THCEFAYLEDLLIRTHMQNIEDITSSIHFEAYRVERINEGSSAMA
NGVEEKEPEAPEM

SEPT 9G: GFEFTLMVVGESGLGKSTLINSLFLTDLY SPEYPGPSHRIKKTVQVEQSKVLIKEGGVQLLLTIVDTPG
FGDAVDNSNCWQPVIDYIDSKFEDY LNAESEVNRRQMPDNEV QC CLYFIAPSGHGLEPLDIEFMERIH
ERVNIIPLIAKADTLTPEEC QKK QIMKEIQEHKIKIVEFPETDDEEENKLVDLEDVINNVHYENYRS
RELAAVT

Figura 4.41 — Sequéncias das proteinas recombinantes SEPT 7, SEPT 7G, SEPT 9GC e SEPT 9G. Em preto, o C-
terminal; em vermelho, o dominio GTPase e em azul 0 N-terminal de cada proteina recombinante.

4.10.2 Modelagem molecular por homologia

Os estudos de modelagem estrutural por homologia realizados por meio do software
modeller, rersultaram na obtencdo de modelos das proteinas alvo. A figura 4.42 mostra o modelo

gerado por esse programa.
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Figura 4.42 — Visualizagdo do modelo gerado em duas posi¢Oes diferentes. A estrutura apresenta conservagao no
enovelamento dos dominios GTPase das septinas.

Esse modelo predito por homologia foi sobreposto a estrutura do dominio GTPase da
septina 7 humana obtida experimentalmente por difragdo de raios-X (figura 4.43). Isso foi

realizado com objetivo de analisar as estruturas tridimensionais da proteina.

Figura 4.43 — Visualizacdo do modelo gerado (azul) sobreposto ao modelo obtido experimentalmente (verde) em duas
posicOes diferentes. Observa-se a conservacdo do enovelamento bem como da estrutura como um todo,
refletindo nos valores RMS 2.41A.
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Observacdes desses dados mostram que a estrutura modelada condiz com o0s
resultados experimentais de maneira satisfatoria. Assim, foi possivel identificar regiGes de
alcas que ndo foram visualizadas no modelo experimental de baixa resolugdo, pois esse
apresenta perda da densidade eletrbnica nessas regides.

Um segundo modelo foi gerado apds serem feitos alguns ajustes em parametros limitantes

estéreo-quimicos (figura 4.44).

Figura 4.44 — Visualizacdo do modelo gerado em duas diferentes posi¢BGes. A estrutura apresenta conservagdo no
enovelamento encontrado nos dominios GTPase das septinas.

Novamente, foram sobrepostos os resultados computacionais a estrutura obtida
experimentalmente por difracdo de raios-X da SEPT 7G, com o objetivo de realizar analises

comparativas nestes diferentes modelos (figura 4.45).
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Figura 4.45 — Visualizacdo do modelo gerado (azul) sobreposto ao modelo obtido experimentalmente da SEPT 7G
(verde) em duas diferentes posicOes. Observa-se a conservacao do enovelamento bem como da estrutura
como um todo que reflete nos valores RMS 0.292A.

A andlise dos dados sobrepostos mostra que a estrutura modelada condiz com o
modelo experimental de maneira satisfatéria - analogamente ao obtido com o modelo
anterior. Assim, foi possivel determinar regides flexiveis de baixa densidade eletrénica que
ndo eram visualizadas nos padrdes de difracdo. A confiabilidade desses dados é baseada no
baixo valor de RMS (0.292A) — desvio médio padréo das distancias atdmicas.

Essas informacBes sugerem que a baixa resolucdo obtida experimentalmente esta
vinculada a regides criticas para 0 empacotamento cristalino, uma vez que por serem regides
com alta flexibilidade - alcas e loops - ndo permitem contatos cristalinos efetivos. Isto conduz
a uma orientacdo diferente para essas regides em cada uma das moléculas. Assim a soma de
todas as orientagdes possiveis para esses segmentos dentro do cristal acarreta na perda de
densidade eletrénica durante o experimento de difracdo de raios-X.

Enfim, com os estudos de modelagem foi possivel predizer regides estruturais - alcas e
loops - que apresentavam baixa densidade eletronica no modelo cristalografico na GTPase,

formando o polipeptidio completo, ou seja, sem cortes.
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Anédlises de modelagem por homologia também foram feitas para a septina 7 humana
completa, pois ha poucas informacgdes estruturais na literatura sobre essa proteina. A figura
4.46 mostra o0 modelo gerado pelo modeller da SEPT 7 utilizando-se 0s mesmos parametros
dos estudos com a SEPT 7G.

Figura 4.46 — (A) Visualizagdo do modelo gerado. (B) Sobreposi¢do ao modelo obtido experimentalmente da SEPT 7G
(verde). Observa-se a conservagdo do enovelamento bem como da estrutura como um todo que reflete nos
valores RMS 0.415A.

Observacdes da sobreposicdo do modelo mostram a conservagdo da regido GTPase
com um alinhamento estrutural satisfatorio, pois apresentou um baixo valor RMS - 0.415A. A
figura 4.47 mostra as regides que nao se alinham estruturalmente (destacada em vermelho)
entre a construgdo GTPase obtida experimentalmente e 0 modelo gerado por homologia para
a SEPT 7.
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Figura 4.47 — Mostra em duas diferentes posi¢cbes a sobreposicdo do modelo gerado (azul) ao modelo obtido
experimentalmente da SEPT 7G (verde). Também sdo visualizados regides de ndo sobreposi¢do
estruturais evidenciadas (vermelho) e o sitio de ligagcdo & GDP (alaranjado).

Essa figura evidencia dois principais pontos: a conservacdo da regido GTPase e a
presenca de estruturacdo secundaria nos terminais presentes na septina 7 humana. O modelo
ajuda a visualizar como seria a estruturacdo dessas regides, uma vez que ndo ha dados

experimentais sobre essa constru¢do com resolugdo necessaria para observar tais regifes.
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5 CONCLUSOES

Neste trabalho foram realizadas analises estruturais e bioguimicas da septina 7 humana
(SEPT 7) e seu dominio GTPase (SEPT 7G) e também dos dominios da septina 9 humana (SEPT
9GC e SEPT 9G). A importancia em estudar essas proteinas € fundamentada no fato dessas
moléculas estarem envolvidas com inumeros processos fisiologicos e patolégicos tais como:
atividade GTPase, formacdo de filamentos e associacdo com membranas, trafego de vesiculas,
apoptose, remodelamento de citoesqueleto, infeccdo, neurodegeneracédo e neoplasias.

Os dados estruturais e bioquimicos obtidos durante a pesquisa fornecem informacdes
relevantes que podem auxiliar na elucidacdo dos mecanismos de acdo das septinas e na
compreensdo do papel destas proteinas nas funcgdes bioldgicas descritas acima.

A clonagem de todas as construgdes foi realizada com sucesso no vetor de expressdo pET-
TV. As proteinas SEPT 7, SEPT 7G e SEPT 9 foram expressas e purificadas com éxito na forma
soltvel, homogénea e em quantidades que possibilitaram as diferentes andlises bioquimicas e
espectroscopicas. Entretanto, ndo foi possivel estabelecer um protocolo para a SEPT 9GC, pois
esta molécula foi expressa na fracdo insollvel do extrato bruto apds a inducéo, sendo necessario
mudar o sistema de expressao para essa constru¢ao em estudos futuros.

O teste de atividade GTPase por desnaturacdo quimica mostrou que as construcdes SEPT
7, SEPT 7G e SEPT 9G ligam-se a GTP e hidrolisam-na a GDP. Assim, esse estudo evidenciou
que essas proteinas foram purificadas na sua estrutura nativa e que a catalise e liberacdo do
produto ocorrem na auséncia de moléculas auxiliares.

As analises experimentais das estruturas secundarias das proteinas realizadas por
dicroismo circular estdo de acordo com a predicdo destas por meio de técnicas computacionais.
Esses resultados indicam que ambas as septinas s&o compostas de uma misturada de o/f, como
observado em outras moléculas da mesma classe.

Os estudos espectroscopicos de dicroismo circular e fluorescéncia das amostras em
diferentes condic@es fisico-quimicas mostraram que a SEPT 7 apresenta maior estabilidade que a
SEPT 7G. Essas analises sugerem que o C e o N terminais contribuem com a estabilidade -

diminuindo a formacéo de agregados — e, possivelmente, com a fungéo da proteina.
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Esses resultados também indicaram que ha relacdo com o aumento da temperatura e a formacao
de agregados das proteinas em solugéo.

As medidas de emissdo de fluorescéncia do fluordfuro thiflavin-T mostraram que as
proteinas SEPT 7, SEPT 7G e SEPT 9G formam estruturas do tipo filamentos amiloides. Esse
dados sugerem que apenas o dominio GTPase é necessario e suficiente para a formacao desses
filamentos, pois, em todos os casos, 0 ThT ligou-se aos agregados, 0 que € um comportamento
comum de estruturas amiloides.

Apdbs inumeros ensaios de cristalizacdo foi possivel obter cristais do dominio GTPase da
septina 7 humana, esses pertencem ao grupo de simetria espacial P6122. Por meio do método da
substituicdo molecular e das coordenadas atdbmicas disponiveis no PDB foi possivel obter um
modelo cristalografico deste dominio em 3.4 A,

Esse modelo tridimensional foi posicionado de maneira ndo ambigua dentro do modelo de
baixa resolugdo da proteina (SAXS), mostrando que o dominio GTPase se organiza de forma
dimérica em solucdo. Este arranjo também foi determinado pelas técnicas de cromatografia de
exclusdo molecular e o gel nativo da SEPT 7G. Estes resultados estdo de acordo com os dados
obtidos no complexo Septinas 2-6-7 (46) e com os estudos das interacdes dos dominios GTPases
destas moléculas (33).

Por meio dos procedimentos de modelagem molecular com os dados cristalogréaficos
obtidos foi possivel visualizar as estruturas tridimensionais da molécula de maneira mais
abrangente, ndo se atendo aos problemas experimentais de regiGes flexiveis presentes na
macromolécula. Assim, foi possivel identificar regiGes de alcas e loops que ndo eram visualizadas

no modelo experimental de baixa resolucédo, pois essas apresentam perda da densidade eletronica.
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6 PERSPECTIVA

Né&o foi possivel realizar ensaios cristalograficos na septina 7 humana (SEPT 7), pois em
altas concentragdes, necessarias para 0s testes, ocorre a precipitacdo da proteina. Assim, as
proximas etapas serd a co-expressdo dessa com outras septinas com o objetivo de aumentar a
solubilidade da molécula. Essa linha de pesquisa j& vem sendo feito por outros grupos que
trabalham com septinas.

O dominio da septina 9 humana SEPT 9GC foi expresso de forma insollvel, assim néo foi
possivel realizar os estudos espectroscopicos e biofisicos. As proximas etapas serd mudar o vetor
de expressao e as condi¢des para expressar essa molécula na fragdo soltvel do extrato bruto.

Apds a obtencdo das proteinas da SEPT 7 e da SEPT 9GC na forma sollvel e em
quantidades suficientes, novos trabalhos terdo como objetivo:

- realizar ensaios de atividade que avaliem a taxa de hidrdlise do GTP e liberacdo de GDP;

- realizar experimentos de espectroscopia como dicroismo circular (CD) e espalhamento de luz
com a proteina;

- realizar ensaios de cristalizacdo da SEPT 7,

- realizar ensaios de cristalizacdo da SEPT 7 com outras septinas e entre essas proteinas com
outras moléculas estruturalmente identificadas por meio de duplo-hibrido;

- realizar ensaios de cristalizacdo dos dominios da septina 9;

- realizar estudos de mutacao sitio-dirigida.
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