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RESUMO

A analise molecular de proteinas é um componente critico para o entendimento da molécula
como um todo e de suas interagées com outras moléculas nos mecanismos celulares. O papel de uma
proteina no contexto celular fornece informagdes fundamentais para o entendimento de mecanismos
bioldégicos causadores de muitas doencas hereditérias, cujas formas de tratamento ou cura sao
desconhecidas. Para que estas causas sejam elucidadas é necessario o entendimento dos processos
de funcionamento das células, que em ultima analise depende essencialmente da descoberta das

interagdes proteina-proteina no ambiente celular.

Dentro deste contexto, é grande o interesse nas proteinas envolvidas nos mecanismos
causadores de uma classe de doencas neurodegenerativas hereditarias por repeticoes de
poliglutaminas (poliQ), as ataxias espinocerebelares (SCAs). Dentre elas nosso interesse recaiu sobre
a proteina relacionada a doenca ataxia espinocerebelar do tipo1 (SCA1). A mutacao responsavel pela
SCAT1 foi atribuida a expansdes instaveis de poliQ localizadas na regido codificadora do gene ATX1
que codifica uma proteina, a ataxina 1. A ataxina 1 apresenta entre 782-869 aminoéacidos dependendo
do numero de glutaminas, tem massa molecular de aproximadamente 100 kDa, e € normalmente uma
proteina predominantemente citoplasmatica. No entanto, nos estados patolégicos ela parece agregar-

se no nlcleo dos neurdnios de pacientes com a SCA1 (Paulson et al., 1997).

O papel exato da proteina ataxina 1 normal ainda é desconhecido, embora evidéncias
sugiram que sua funcdo possa estar ligada a fatores de transcricdo (Tsai et al., 2004). O mesmo
acontece com o Unico dominio identificado e caracterizado na ataxina denominado AXH (De Chiara et
al., 2005), que exibe uma similaridade significativa com a proteina HBP1 que age como ativador da

transcrigcdo para diversos genes (Levender et al., 1997; Tevosian et al., 1997).

Neste estudo, o objetivo principal foi expressar e purificar o dominio AXH da proteina
ataxina 1 e fragmento com poliQ nas formas normal e mutada, a fim de caracterizar essas regiées
quanto as suas propriedades moleculares através da aplicagdo de técnicas de dicroismo circular e

raios-X de baixo angulo.
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ABSTRACT

Molecular analysis of proteins is a critical component to understanding the molecule as a
whole and its interactions with other molecules in cellular mechanisms. The role of a protein in the
cellular context provides information essential to understanding the biological mechanisms that cause
many inherited diseases whose treatment or cure are unknown. For these causes are elucidated it is
necessary to understanding the processes of cell function, which ultimately depends essentially on the
discovery of protein-protein interactions in cellular environment.

Within this context, it is great interest in the proteins involved in the mechanisms causing a
class of hereditary neurodegenerative diseases by repeats of polyglutamine (poliQ), the
spinocerebellar ataxias (SCAs). Among them our interest fell on the protein related to the disease
spinocerebellar ataxia type 1 (SCA1). The mutation responsible for SCA1 was attributed to unstable
expansions of poliQ located in the coding region of ATX7 gene that encodes a protein ataxin 1. Ataxin-
1 shows between 782-869 amino acids depending on the number of glutamine, has a molecular mass
of approximately 100 kDa, and is usually a predominantly cytoplasmic protein. However, in
pathological states it seems to aggregate in the nucleus of neurons of patients with SCA1 (Paulson et
al., 1997).

The exact role of the protein ataxin-1 standard is still unknown, although evidence suggests
that its function may be linked to transcription factors (Tsai et al., 2004). The same applies to the only
area identified and characterized in ataxin named AXH (De Chiara et al., 2005), which displays a
significant similarity to HBP1 protein that acts as an activator of transcription for several genes
(Levender et al., 1997; Tevosian et al., 1997).

In this study, the main objective is to express and purify the AXH domain of ataxin-1 protein in
normal and mutated forms in order to characterize this region in terms of some of its molecular

properties with the application of the techniques of circular dichroism and X-rays of low angle.
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I-INTRODUGCAO

Os grandes avancgos da biologia molecular no ultimo século culminaram com a geragcédo de
milhares de sequencias gendmicas resultantes do sequenciamento total do genoma humano, estas
por sua vez abriram uma nova frente para um desafio ainda maior: o entendimento desses genes em
termos de estrutura e fungdo de seus produtos, as proteinas. A analise molecular e estrutural de
proteinas é um componente critico para o entendimento das moléculas e suas interagées nas
atividades celulares. A compreensao do papel de uma proteina no contexto celular fornece dados
fundamentais para o entendimento dos processos bioldégicos causadores de muitas doencas
hereditarias cujas formas de tratamento ou de cura sdo desconhecidas. A possibilidade de tratamento
destas doencas pode aumentar se conhecermos mecanismos que dependem essencialmente das
interacoes proteina-proteina (Zoghbi e Orr, 2000).

Dentro deste contexto, € de grande interesse a investigagcdo dos mecanismos envolvidos nas
doengas neurodegenerativas hereditarias causadas pela expanséo das poligutaminas (poliQ). Atencao
a esse grupo de doencas iniciou-se em 1991, quando um novo mecanismo mutacional causador de
doencas foi descoberto: a expansao instavel de trinucleotideos (ANEXO I)(Fu et al., 1991; La Spada et

al., 1991).

As doengas por repeticdo de trinucleotideos podem ser categorizadas em dois grandes
grupos, baseando-se na localizagdo das repeticdes: doencgas envolvendo repeticdes ndo codificadoras
(seqliéncias intrbnicas) e doengas envolvendo repeticbes dentro da regido codificadora (exdnica),
sendo essas Ultimas caracterizadas por expansdes da sequéncia trinucleotidica CAG (Childs et al.,
2000; Cummings et al., 2000). Expansdes de repeticbes geralmente possuem repeticdes de CAG, que
codificam um segmento de (poliQ) na proteina mutada, dentro de regides codificantes, sdo a causa de
varias doencas neurodegenerativas, dentre as quais estio: a atrofia muscular espinobulbar (SBMA),
doenga de Huntington (HD), atrofia dentatorubropalidoluisiana (DRPLA) e ataxias espinocerebelares
(SCAs) tipo 1, 2, 3, 6 e 7 (ANEXO 1l) (La Spada et al., 1991; Huntington’s Disease Collaborative
Research Group, 1993; Orr et al., 1993; Kawagushi et al., 1994; Koide et al., 1994; Pulst et al., 1996;

Sanpei et al., 1996; Zhuchenko et al., 1997).
13



1.1- Doencgas causadas por expansao de repeticoes do triplice CAG

Antes dos avangos da genética molecular, a classificagdo destas doengas baseava-se na
patogénese das mesmas, ndo havendo o conhecimento da causa especifica e dos loci envolvidos.
Foram amplamente denominadas como ataxias espinocerebelares dominantes ou recessivas,
conforme seu padrdo de heranca. Com o avango da genética molecular foi possivel a identificacao
das mutacbes que levavam aos diferentes tipos de ataxias espinocerebelares. Os principais avangos
no entendimento das SCAs ocorreram a partir dos anos 80 com o uso de marcadores genéticos
(Stevanin et al., 2000). Sendo possivel comprovar que as SCAs sdo causadas por mutagbes em

genes distintos (Orr et al.,1993).

Expansdes de repeticbes de CAG foram identificadas pela primeira vez no receptor
andrégeno, em 1991, associada a atrofia muscular espino-bulbar (SBMA) (Zoghbi et al., 1991). As
ataxias SCA8 e SCA10 sao excegbes, pois apresentam expansdes do trinucleotideo CTG e do
pentanucleotideo ATTCT, respectivamente (Trott, 2006). Este tipo de mutacdo é conhecido como
mutacdo dindmica e pode ser encontrado em outras doengas neurolégicas, como a doenca de
Huntington e a atrofia muscular ligada ao X (Gatchel e Zoghbi, 2005). Esse dinamismo provavelmente
deve-se a base biologica das repeticdes na expansdo e a sua instabilidade durante a divisao celular
tanto na meiose quanto na mitose (Takiyama et al., 1995; Deka et al., 1999; Takiyama et al.,1999).
Esta instabilidade gera, pelo processo de contragcdo e expansado génica, diferentes populacoes
celulares com diferentes nimeros de repeticoes formando um mosaico de células. A instabilidade na
meiose ocasiona o mosaicismo gonadal observado no esperma de pacientes. Durante a transmissao
estes pacientes apresentam tendéncia ao aumento do tamanho da expanséo através das geragoes.
Este mosaicismo quando ocorre durante a mitose, é detectado em células somaticas (mosaicismo
somatico) incluindo linfécitos, células musculares e sistema nervoso central, porém é menos

acentuado que o mosaicismo gonadal (Kameya et al., 1995; Maciel et al., 1997; Stevanin et al., 2000).

Apesar das diferentes proteinas afetadas, as doencas de poliglutaminas partiiham algumas
caracteristicas, tais como a idade de inicio da doengca mais comum na meia-idade, a perda

progressiva de células neuronais, declinio de fungées motoras e cognitivas (Jana e Nukina, 2003) e

14



uma proporcionalidade inversa entre o niumero de repeticoes de CAG e a idade de inicio da doenca;
contudo, fatores familiares e ambientais podem alterar esta correlacdo (Maciel et al., 1995). A
conformacao anormal da proteina mutada, resultando na sua agregagao proteica a nivel citosolico,
nuclear e/ou outras organelas (tais como a mitocdndria) € também uma caracteristica comum as

doencgas de poliglutaminas (Gatchel and Zoghbi, 2005).

Varios autores descrevem que na maior parte dessas doengas causadas por aumento no
numero de repeticbes, héd diferengcas quanto a gravidade das manifestagbes clinicas e a idade de
inicio dos sintomas dependendo de qual genitor o alelo expandido é herdado. Entre as SCAs quando
a transmissao é paterna, verifica-se uma tendéncia ao aumento no numero de repeticdes nos filhos,
ao contrario de quando o alelo expandido é transmitido pela mae, no qual essa tendéncia nao é
observada. Portanto, esta transmissao paterna implica em manifestacdes clinicas mais graves nos
filhos que muitas vezes podem apresentar os primeiros sintomas de ataxia em idades mais precoces
que seus pais. Esta observagédo é conhecida como antecipagao de sintomas e é comum nas doengas

por expansao de poliglutaminas (Fraser, 1998).

O mecanismo pelo qual as mutagdes levam a neurodegeneracdo ainda ndo € pouco
compreendido, 0 que é sabido até o momento é que individuos normais possuem o0s segmentos de
trinucleotideos dentro de um limite normal. Por outro lado, os pacientes apresentam esses segmentos
de tamanho aumentado ou "expandido" (Li et al.,1993; Pulst et al., 2003). Existe um limite de
repeticdes CAG caracteristico de cada uma das SCAs para pessoas ndo acometidas e para individuos
que apresentam a doenca (Tabela 1). Além disso, encontram-se alelos intermedidrios em estudos
com familias. A presenca desses grupos distintos de alelos evidencia a importancia da definicdo da
faixa de repetigbes CAG para individuos normais e pacientes. Individuos com alelos intermediarios
podem ndo manifestar clinicamente a doenga enquanto outros individuos com o mesmo alelo
intermedidrio podem apresentar sinais e sintomas, podendo ser considerados alelos com penetrancia

reduzida (Andrew et al., 1997).

Outra questao importante e ainda sem resposta & porque as proteinas com tratos expandidos

de poliQ serem téxicas ao neurdnio. Varias pesquisas tém demonstrado que as proteinas com poliQ
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desempenham suas fungbes em importantes vias metabdlicas tais como interacdo com fatores
transcricionais, modulagcado da tradugao protéica e controle do dobramento e degradagdo proteica
através da via ubiquitina-proteasomo (Berke et al., 2005; Evert et al., 2000; La Spada e Taylor, 2003;
Latouche et al., 2006; Lebre et al., 2001; Michalik e Broeckhoven, 2003; Nicastro et al., 2005; Nicastro
et al.,, 2006; Verhoef et al., 2002). Acredita-se que alteracées dessas fungbes como no caso das
proteinas com expanséo, leva a um desequilibrio em vias que mantém o a estabilidade das células.
Assim diferentes proteinas celulares passam a ser mal elaboradas desencadeando um efeito cronico
e possivelmente deletério para o neurdnio. Trés vias parecem estar envolvidas nas doengas de
expansao de poliQ: chaperoninas moleculares, ubiquitina-proteasomo e autofagia de poliQ (Soong e

Paulson, 2007).

As chaperoninas moleculares parecem suprimir a toxicidade dos residuos poliQ expandidos
participando da sintese de proteinas nascentes e prevenindo a agregacao e toxicidade das mesmas

(Behrends et al., 2006).

Tabela 1- Limite de repeticdes das SCAs dominantes.

Doenca | Repeticoes | Normal Intermediario Expandido Referéncias
Bibliografica
SCA1 CAG 6-39 36-41 39-81 Matilla et al., 1993
Zhulke et al., 2002
SCA2 CAG 14-31 32-34 34-57 Cancel et al., 1997
SCA3 CAG 13-41 46-56 62-84 Giunti et al., 1995;

Takiyama et al., 1995
Van Alfen et al., 2001

SCAG6 CAG 4-16 19-20 21-27 Zuchenko et al., 1996
SCA7 CAG 4-17 28-36 37->300 Stevanin et al., 1998
1.2- Ataxia

A ataxia, que significa a perda de coordenag@o dos movimentos musculares voluntarios, é um

sintoma que faz parte do quadro clinico de numerosas doengas que comprometem o sistema nervoso.
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A perda de coordenacdo pode afetar os membros, a fala, os movimentos dos olhos ou de outras
regides do corpo. Os sintomas geralmente decorrem de disfungdes do cerebelo (parte do cérebro
responséavel pela coordenacao motora), lesdes na medula espinhal, neuropatia periférica ou de uma
combinacédo desses fatores. As ataxias podem ser hereditarias ou adquiridas. As ataxias adquiridas
geralmente ocorrem em individuos que n&do tém histérico familiar de ataxia e podem ter causas
diversas tais como: trauma craniano, alguns tipos de cancer, exposicdo a certas drogas, o alcoolismo

ou a deficiéncia de determinadas vitaminas (Koob et al., 1999, Orr e Zoghbi, 2001).

1.2.1- Ataxias espinocerebelares (SCAs) causadas por expansées CAG

As ataxias espinocerebelosas (SCA, do inglés “spinocerebellar ataxia”) sdo causadas por
um funcionamento anormal do cerebelo ou das suas conexdes aferentes ou eferentes (Carlson et al.,
2009). As SCA sao um grupo complexo e heterogéneo clinico e genético. A idade de inicio da doenca
€ normalmente entre os 30 e os 50 anos de idade, evoluindo progressivamente para um estado fatal

(Zoghbi and Orr, 2000).

Os portadores de SCA apresentam os seguintes sintomas e sinais: ataxia (alteracdo de
equilibrio), disartria (dificuldade na articulacdo das palavras), dismetria (dificuldade em realizar
movimentos para alcangar um alvo), alteragdes na voz, na escrita e na coordenagdo motora. Os
sintomas, a velocidade de progressao da doenga e a intensidade do quadro clinico podem variar
bastante entre diferentes familias e entre pessoas de uma mesma familia. A prevaléncia das SCAs é
estimada em 1-4/1000000 (Manto, 2005). Nas SCAs também ocorre o fendmeno de antecipagéo,
claramente observado na SCA2 e SCA7, que consiste na manifestacdo mais grave e mais precoce

nas geragdes mais recentes (Jardim, 2000; Paulson, 2007).

Todas as formas de SCAs causadas por expansdes (CAG), conhecidas tém um padrdo de
heranga autossdmico, no qual individuos de ambos os sexos sdo igualmente afetados e o risco de que
um filho ou filha de um afetado apresente a doenga é de 50%. As SCAs foram classificadas de acordo

com a ordem de identificacao da mutag@o no gene responsavel pelas ataxias do tipo 1, 2, 3, e assim
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por diante. Até o momento, 30 /oci distintos foram associados as formas mendelianas de SCA (Bird,

2009).

A incidéncia das diferentes formas de SCA é variavel entre as populagbes mundiais. A
Doenga de Machado Joseph (DMJ), também, conhecida como ataxia espinocerebelar do tipo 3
(SCAZ3, do inglés “spinocerebellar ataxia type 3”), & a ataxia autossémica dominante mais comum no
mundo e também entre a populagéo brasileira (Gan et al., 2010; Schols et al., 2004). Tal como na
maioria das doencas poliglutaminicas, os cérebros dos doentes com mutacdo no gene associado a
doenga apresentam agregados intranucleares e apresentam perda de células neuronais em areas
seletivas do cérebro (Paulson, 2007). Na DMJ essas éareas incluem o cerebelo, nucleo dentado,
nucleos pontinos, a substancia negra e o estriado, entre outras (Alves et al., 2008; Hands et al., 2008).
A mutagao responsavel pela SCA3/MJD esta localizada no cromossomo 14. Esta doenca foi descrita
inicialmente em familias com origem portuguesa, mas hoje se sabe que familias com outras origens

também apresentam esta mutagao (Harding, 1984).

O entendimento crescente das doencas por expansao de repeticdo de trinucleotideos
proporcionou explicacbes moleculares para esses fenébmenos incomuns, que podem também ter
impacto em outras doencas, tais como as doencgas psiquiatricas. Primeiro, a gravidade do fenétipo é
geralmente associada ao comprimento crescente da repeticao trinucleotidica e todas as mutagdes tém
tratos de repeticbes mais longas do que os alelos normais. Essas mutagdes ocorrem tanto em células
somaticas como em linhagens germinativas (Cummings e Zoghbi, 2000). Além disso, as repetigbes de
trinucleotideos em cromossomos normais sdo comparativamente estaveis quando passadas de uma
geracao a outra, em contraste, as doengas por expansdes de trinucleotideos sdo altamente mutaveis
e tendem a expandirem mais frequentemente do que contrairem em geragdes sucessivas (Paulson,
2007).

A patogénese gerada por expansdes de poliglutaminas envolve uma protedlise especifica
das proteinas alteradas gerando fragmentos téxicos com longos tratos de poliglutaminas, que
agregam e sao acumulados em corpos de inclusdo nos neur6nios (Warrick et al., 1998). As proteinas

implicadas nas doengas por expansao de poliglutaminas estdo envolvidas na producao de fragmentos
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proteoliticos, acumulo celular e processamento por caspases (Young et al., 2007). O acumulo da
proteina alterada ocorre no nucleo das células para SCA1, SCA7 e SCA17, no citoplasma para SCA2
e SCAB, e em ambos para SCA3 (Gatchel et al., 2005). Estudos mostram que mesmo peptideos sem
funcao celular, contendo longas sequéncias de poliglutaminas, se agregam, apresentando toxicidade,
sugerindo que grande parte dos problemas causados por expansdes de CAG nao sao causados pela
deficiéncia na funcédo das proteinas alteradas, mas por um ganho de fungao toxica (Marsh et al.,

2000).

1.3- Expressao de proteinas contendo expansoes de trinucleotideos.

A funcéo de tratos de poliglutaminas associados a alelos normais ainda nao é clara, tratos séao
encontrados em uma série de proteina tais como no fator de transcricdo Sp1, todas as proteinas Sp
sao fatores de transcricdo que se ligam a sequéncia de DNA ricas em CG. Sp1 é um fator de
trancricdo ubiquo, envolvido no controle de uma grande quantidade de genes que participam em
processos biolégicos como apoptose, inibicdo do crescimento celular, diferenciagéo e carcinogenese
(Kolell et al., 2002; Lee et al., 2005). E possivel que estas sequéncias estejam frequentemente
presentes em cromossomos humanos normais porque sao tolerados dentro de uma faixa de tamanho

normal (Rubinsztein e Hayden, 1998).

A maioria das evidéncias provém de estudos da HD, causada por expansdes de repetigbes de
CAG no gene codificador da huntingtina, uma proteina de fungdo desconhecida. Analises
imunocitoquimicas e de Western blot para verificacdo da expressao da huntingtina mutante e normal
em diferentes tecidos demonstraram que a mutagdo na HD ndo elimina a expressdo do gene, mas
produz uma proteina alterada com expansao de poliglutaminas, préxima a sua por¢do N-terminal

(Persichetti et al., 1995).

Considerando a hip6tese de que longos tratos de poliQ alteram a expressao génica, Lin e
colaboradores em 2000 encontraram alguns genes neuronais, abundantes em células de Purkinje

(sitio primario da neurodegeneragédo em SCA1), envolvidos em transdugao de sinal e homeostase de
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célcio com baixa expressdo em camundongos com SCA1. Eles verificaram ainda que esta regulacédo
ocorria antes da detecgao da patologia. Processo semelhante ocorreu em tecidos humanos, de modo

que a modulagao da expressao génica pode ser o primeiro mediador da toxicidade de poliQ.

Varios modelos experimentais tentam explicar o processo de neurodegeneracdo neste
grupo de doengas. Trés diferentes abordagens tém sido utilizadas na busca de maiores informagdes
sobre este mecanismo: knock-out dos genes envolvidos, animais transgénicos e expressado de

proteinas.

1.3.1- Knock-out de genes em camundongos

Para distinguir entre “perda” ou “ganho de fungdo”, modelos do homologo murino de HD, o
Hdh, foi inativado pela técnica de gene targeting. Ratos heterozigotos para Hdh sdo fenotipicamente
normais, enquanto que a homozigose resulta em morte embrionaria. O fato da inativagdo do Hdh néao
reproduzir a neuropatologia da HD no adulto sugere um ganho de funcdo na doenca (Duyao et al.,

1995; Woda et al., 2005).

Camundongos com delegao dirigida do gene de SCA1 também foram criados (Clark et al.,
1997). Animais heterozigotos sdo normais e os homozigotos apresentam déficits de comportamento e
aprendizagem, mas ndo foram observadas evidéncias de degeneragdo neuronal progressiva como é

vista na SCA1 (Zu et al., 2004)

1.3.2- Animais trangénicos

Uma das principais células afetadas pela expansao de poliglutaminas, principalmente nas
ataxias espinocerebelares, € a célula cerebelar de Purkinje. A expressao dirigida de ataxina 1 mutante
em células de Purkinje de ratos transgénicos produz um fenédtipo ataxico com similaridades
patolégicas a doenga humana. Outros experimentos com animais transgénicos, usando formas
alteradas de ataxina 1, mostraram que a localizagao nuclear da proteina mutante é necesséria para a
patogénese e que agregados nucleares da proteina mutante ubiquitinada, uma caracteristica de SCA1
e outras doencas de poliQ, ndo sdo um requisito para a patogénese em modelos transgénicos de

SCAT1 (Klement et al., 1998).
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A fim de verificar se estes fenétipos sdo resultantes meramente de uma toxicidade
generalizada do trato de poliQ ou se obedecem a um mecanismo de degeneragao de neurdnios
semelhante ao que ocorre em pacientes, Ordway e colaboradores, 1997 inseriram um trato com 146
repeticoes de CAG em um gene codificador de uma proteina, que previamente ndo apresentava trato
de poliQ, a hipoxantina fosforibosil transferase (HPRT) de rato. De forma similar aos transgénicos de
HD, estes ratos desenvolveram crises, tremores, disfuncdo motora e morram prematuramente.
Entretanto, a perda neuronal seletiva caracteristica de HD nao foi observada nos ratos HPRT. Assim,
as evidéncias das diversas linhas de estudo confirmam a toxicidade do trato expandido de poliQ e

mostram que isto ocorre independentemente do contexto da proteina (Cummings e Zoghbi, 2000).

O uso de animais transgénicos desenvolvidos com variadas expansdes de poliglutaminas é
frequente na investigacdo da DMJ (Chou et al., 2008; Boy et al., 2010; Silva-Fernandes et al., 2010),
bem como a utilizacdo de vetores virais e ndo virais que permitem a expressao de Atx3 mutante

(Alves et al., 2008; Todi et al., 2007).

Para identificar os produtos protéicos resultantes da interacdo com o tipo selvagem de
ataxina 1, Koshy e colaboradores, 1996 realizaram também experimentos do tipo duplo hibrido com os
alelos normais de SCA1 contendo 30 glutaminas usando uma biblioteca de embridao de rato; eles
identificaram a GAPDH como uma proteina que interage com a ataxina 1. Uma possivel hip6tese para
explicar o papel da GAPDH seria a de um lento declinio de energia metabdlica da célula neuronal p6s-
mitdtica dispararando um mecanismo degenerativo. Em 1997, Matilla e colaboradores identificaram
outra proteina que interage com a ataxina 1, uma proteina nuclear acida e rica em leucina (LANP —
Leucine Rich Acidic Nuclear Protein), de fungdo ainda desconhecida, mas possivelmente com papel
na morfogénese cerebelar. Esses autores verificaram que a ataxina 1 altera a localizagdo normal de
LANP que antes era distribuida de forma homogénea no nucleo para subestruturas nucleares ligadas
a matriz nuclear, fazendo da LANP uma excelente candidata a mediadora tecido-especifica da

patogénese.

Estudos com ratos forneceram também a evidéncia que a degradacgao acelerada da ataxina

1 mutante pode estar associada com a patogénese da doenga (Cummings et al., 1998). Embora os
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ratos sejam Uteis para estudar os mecanismos da doenca, este modelo somente apresenta o fenétipo

associado com a disfungéo das células de Purkinje.

1.4- Agregados intracelulares

Muitos trabalhos tém destacado uma caracteristica morfologica comum a vérias doengas com
expansodes de poliQ: agregados intracelulares tém sido encontrados em pacientes afetados (DiFaglia
et al., 1997), em modelos murinos (Davies et al., 1997) e em modelos in vitro de HD (Cooper et al.,
1998; Hackam et al., 1998; Li e Li, 1998, Martindale et al., 1998), SCA1 (Skinner et al, 1997), SCA3
(Paulson et al., 1997), SBMA (Ellerby et al., 1999; Merry et al., 1998) e DRPLA (Becher et al., 1998;
Igarashi et al., 1998). Esses agregados podem ser encontrados tanto no nicleo como em regiées
extranucleares. A composi¢ao especifica destes agregados é desconhecida, mas evidéncias sugerem
que fragmentos truncados de poliQ estdo associados a uma frequéncia aumentada de formagao de
agregados e que todos eles sdo marcados por anticorpos de ubiquitina, sugerindo serem passiveis de
sofrer ubiquitinacdo (Davies et al., 1997; Becher et al., 1998; Di Faglia et al., 1997; Paulson et al.,
1997). A relacdo entre estes agregados e morte celular ndo foi ainda definitivamente comprovada.
Entretanto, existem evidéncias de que os agregados tém correlagdo com uma suscetibilidade
aumentada de morte celular (Hackam et al., 1998; Martindale et al., 1998), e que a inibicao de
clivagem associada com a diminuicdo da formagédo de agregado esta correlacionada a menor morte
celular (Ellerby et al., 1999), sugerindo que os agregados estdo de alguma forma relacionados a morte

celular.

Descobertas em humanos sugerem que os agregados estdo presentes em numerosas células
onde a morte celular ndo ocorre ou ocorre menos frequentemente (Klement, 1998). Agregados tém
sido encontrados também em tecidos periféricos, fora do sistema nervoso central em doencgas de
poliQ, sugerindo que enquanto os agregados celulares podem estar associados a morte celular,
outros fatores, tais como composicdo celular especifica e condicbes do meio ambiente celular e
tecidual tornam algumas células especificas mais suscetiveis aos efeitos tdxicos da formacdo dos

agregados (Paulson et al, 1999).
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1.5- Ataxia espinocerebelar tipo1

Dentro do grupo das ataxias espinocerebelares (SCAs) esta a ataxia espinocerebelar tipo 1
(SCA1), também conhecida por ataxia de Marie. A SCA1 foi descrita em familias de diferentes origens
geogréficas e étnicas sendo encontrada mais frequentemente entre descendentes de italianos e
europeus orientais, além de canadenses e japoneses (Ranum et al., 1994; Kraft et al., 2005). No
Brasil, a maioria dos individuos acometidos por SCA1 foram diagnosticados na populacao do sul do

pais (Trott et al., 2006).

A SCA1 é uma doenga neurodegenerativa progressiva autossomica dominante causada
pela expansao de trinucleotideos CAG na regiao codificadora do gene ATX 1 no locus 6p22-p23. O
nuamero de repeticdes varia de 6 a 39 em alelos normais e de 40 a 82 nos alelos mutados, sendo que
ambos os alelos, tanto os normais como os expandidos, séo transcritos (Zoghbi, 1995; Zoghbi, 2005).
A faixa normal pode apresentar interrupgdes de 1 a 3 CAT, o que estaria envolvido na estabilidade da

sequéncia de repeticoes de trinucleotideos durante a replicagdo do DNA (Zuhlke et al., 2002).

O gene ATXNT1 possui 450 kb e esta organizado em 9 exons. Os primeiros sete exons
fazem parte da regido 5’ ndo traduzida, enquanto que os dois Ultimos contém a regido codificadora de
7.277 pb e a regido 3’ ndo traduzida. Os primeiros quatro exons nao codificadores apresentam sitios
para processamento alternativo em varios tecidos (Banfi et al., 1996). A proteina ataxina 1 apresenta
cerca de 792-869 aminoacidos (aa) dependendo do numero de glutaminas, com um peso molecular
de aproximadamente 100 kDa e é predominantemente citoplasmatica, mas estudos relatam a
ocorréncia de agregacao dessa proteina no nicleo dos neur6nios de pacientes afetados (Paulson et

al., 1997; Kim et al., 2003).

A expressdo da ataxina 1 é amplamente distribuida no sistema nervoso central (SNC) e
tecidos periféricos, apresentando localizagao nuclear e citoplasmatica no neurénio (David et al., 1997;
Cancel et al., 2000). Varios grupos estudaram a localizagdo da ataxina 1 com anticorpos monoclonais
e policlonais em tecidos do SNC e fora do SNC (Cancel et al., 2000; Lindenberg et al., 2000; Einum et
al., 2001; Jonasson et al., 2002), demonstrando que a ataxina 1 € amplamente expressa, mas que 0s

niveis de expressao variam entre os tecidos, sendo encontrada no compartimento citoplasmatico e
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nuclear. A ataxina 1 nuclear imunorreativa (IR) mais intensa foi encontrada em neurbnios, os que
apresentavam maior intensidade de ataxina 1 nuclear IR sdo mais suscetiveis a SCA1 (Lindenberg et
al.,, 2000). A expansao trinucleotidica do gene da SCA1 é a mais instavel das repeticbes CAG
conhecidas. Como ocorre em outras doengas de trato de poliglutaminas o comprimento da expanséo
de CAG esta correlacionado diretamente com a severidade da doenca, quanto mais longa a expansao

mais severo o0s sintomas, e mais precoce a idade de inicio da doenca.

Clinicamente, esta doenga é caracterizada por ataxia progressiva, manifestando-se
tardiamente, geralmente aos 30 ou 40 anos de idade, frequentemente levando ao 6bito apds 10 anos
do aparecimento dos primeiros sintomas (Zoghbi e Orr, 1995). Os sintomas neurodegenerativos sao
caracterizados por ataxia cerebelar, disartria, oftalmoparesia, oftalmoplegia, sinais piramidais e
extrapiramidais, apresentando um grau variavel de amiotrofia e neuropatia. Os sinais neuropatoldgicos
incluem perda neuronal severa no cerebelo e bulbo, bem como degeneracdo das areas

espinocerebelares (Matilla-Duefias et al., 2008).

Quando mutado, o gene ATX 1 produz uma proteina que apresenta uma expanséo do trato
de poliglutamina (poliQ) levando a uma morte seletiva das células de Purkinje no cértex cerebelar
(Klement et al., 1998) devido a interages anormais com outras moléculas dos neurdnios envolvidos.
A expansao de poliglutamina leva a agregacao da proteina ataxina 1, sendo que a enzima superoxido
dismutase (Cu/Zn-SOD), envolvida na patogénese de outras doengas neurodegenerativas que
também apresentam agregados protéicos localizados no citoplasma das célula é translocada para
dentro do nicleo de células HelLa na presenga de ataxina 1 expandida (Davidson et ., 2000; Hong et
al., 2002; Kim et al., 2003; Chen et ., 2003). Quanto maior for a expanséo de poliglutamina, mais alto €
o nivel de translocagao de Cu/Zn-SOD (superoxide dismutase). Além disto, a oxidagdo de proteinas
intracelulares ocorre com maior frequéncia na presenca da proteina ataxina 1 mutada, sugerindo que
a atividade funcional de Cu/Zn-SOD deve ser diminuida pela ataxina 1 mutante (Kim et al., 2003). Ja a
proteina 14-3-3, uma molécula regulatéria multifuncional, tem como fungao intermediar a
neurotoxicidade da ataxina 1 ligando-se e estabilizando a proteina, ou seja, diminuindo a degradacao

da mesma. A associacao da ataxina 1 com 14-3-3 é regulada pela fosforilagdo Akt (serine/threonine
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protein kinase), sendo que 14-3-3 e Akt modulam a neurodegeneragdo. Ambas cooperam para
modular a neurotoxicidade da ataxina 1, sendo entdo potenciais alvos para intervengao terapéutica

(Chen et al., 2003).

O ndcleo celular e o sitio subcelular onde a proteina ataxina 1 mutada atua para causar a
doenca no cerebelo indicam que a expansdo do trato de poliglutamina altera suas propriedades
estruturais (Orr e Zoghbi, 2001). Proteinas adicionais tém sido identificadas, sendo que alteragbes
conformacionais ocorrem através de interagdes destas com a regiao de poliglutamina ou com as
demais regides da ataxina 1, o que leva a citotoxicidade de SCA1 (Kang e Hong, 2009). Na SCA1, e
também em outras doencas causadas por poliglutaminas, a proteina expandida se agrega como
inclusdes nucleares (NIs). Esta caracteristica ultra-estrutural comum as doencas em questédo, também
denominada de inclusdes intranucleares neuronais (NII), inclui as proteinas expandidas (Klockgether

at al., 2000).

Os mecanismos téxicos de ganho de funcdo pelos quais a expansao poliQ induz a morte
neuronal ndo estdo completamente eluciados e nenhuma terapia efetiva estd disponivel ainda.
Contudo, a elucidacao de rotas moleculares reguladas pela ataxina 1 esta levando a descoberta de
novos caminhos implicados na SCA1, sugerindo que efeitos negativos exercidos pela proteina
mutante, mais do que apenas mecanismos de ganho de funcdo, também devem ser responsaveis
pela patogénese de SCA1 (Matilla-Duenas et al., 2008). Estudos bioquimicos e genéticos evidenciam
que a expansado da poliglutamina aumenta as interagdes que sdo normalmente reguladas por
fosforilacdo na Ser776 da proteina alterada e uma subsequente alteragcao na sua interagcdo com outras
proteinas celulares. Além disto, os achados de que outras interacdes da ataxina 1 estdo diminuidas na
doenga, sugerem que a expansao de poliQ contribua para SCA1 por ganho de fungéao e também por

perda de fungéo parcial (Zoghbi e Orr, 2009).

Ha ainda evidéncias de que a ataxina 1 tenha uma atividade de ligacdo a RNA, inversamente
afetada pelo tamanho do trato de poliglutamina, sugerindo que a proteina ataxina 1 tenha algum papel
no metabolismo do RNA, e que a expansao do trato de poliglutamina possa alterar esta funcdo (Yue,

et al., 2001).
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1.6- Ataxina 1 e seu Dominio AXH

Uma maneira eficiente de predizer a funcdo de uma proteina é identificando homologia
entre sua sequéncia e a de outras proteinas (Bork, 1996). A identificacdo e caracterizacdo de um
dominio em comum em proteinas aparentemente nao relacionadas podem ser considerada como
ferramenta poderosa para detectar unidades conservadas e até mesmo predizer algo sobre suas
funcoes (Mushegian, 1997). A Unica regidao descrita para ataxina 1 é um dominio pequeno de 130 aa
conhecido como AXH (Alanina-amino&cido nao especificado-Histidina) e que também ndo tem sua
funcao conhecida. Esta regiao exibe uma similaridade significativa com a sequéncia da proteina HBP1
(HMG box- containing transcription factor 1), que esta envolvida na transcricdo e na interagdo com

RNA.

O dominio AXH apresenta-se dimérico com estrutura B- pregueada semelhante a outras
proteinas com sitios de ligagdo ao RNA. Este dominio AXH parece também ter intera¢des distintas
com outras proteinas, possuindo, provavelmente fungdes desconhecidas dentro da célula (Chen et al.,
2004). Estudos com regulacao da transcricdo em cultura celular e em D. melanogaster evidenciaram
que a proteina mutante inibe a transcricao através da diminuicdo de funcdo do dominio AXH envolvido
na modulagao do processo transcricional (repressor transcricional) (Okazawa e t al., 2002; De Chiara

et al., 2005; Tsuda et al., 2005; Lam et al., 2006).

O estado agregado nas duas familias de proteinas, AXH e da HBP1 mostram-se diferentes,
pois enquanto as curvas de equilibrio de sedimentacdo na Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)
aproximam-se de dimeros, a AXH dependendo da concentragao de sal tem uma tendéncia elevada de
combinar-se na formagao de tetrameros (De Chiara et al., 2003). Os autores especulam que esses
tetrameros poderiam estar relacionados a fung¢éo proteica normal, portanto, os dados demonstrando a
formacéo de tetrdmeros do dominio AXH podem ser muito importantes funcionalmente, pois podem

estar relacionados ao mecanismo de acado da ataxina 1 (De Chiara et al., 2005).
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[I- JUSTIFICATIVA

O papel da proteina ataxina 1 normal e mutante ainda é desconhecido, sendo assim qualquer
descoberta a respeito dessa proteina tem chances de contribuir de maneira significativa para o avango
na direcdo do conhecimento da fisiopatologia da ataxia espinocerebelar do tipo 1, uma doenca
debilitante e sem tratamento disponivel. E é com o intuito de avancar no entendimento sobre proteinas

de importancia médica, e suas interagdes, que este trabalho foi concebido.

A maior relevancia deste nosso projeto esta no fato do papel da proteina ATX1 normal e
mutada ser desconhecido e ela estar envolvida em uma doenca que implica em prejuizos emocionais,
afetivos e sécio econémicos, uma vez que atinge e debilita individuos na fase produtiva de sua
carreira, além de ter um grande impacto emocional dentro de familias com individuos afetados, pois
os primeiros sintomas se manifestam na idade adulta quando o individuo na maioria das vezes ja

constituiu familia.

27



l1l- OBJETIVOS

Objetivo Geral

- Estudar caracteristicas moleculares in vitro da proteina ataxina 1 normal e mutada.

Objetivos Especificos

- Clonar, isolar, sequenciar e caracterizar a poteina ataxina 1 normal e mutada.

- Expressar o dominio AXH da ataxina 1 em sistema bacteriano.

- Purificar quantidades suficientes do dominio AXH da ataxina 1 para permitir estudos

moleculares e estruturais.

- Aplicar técnicas de dicroismo circular (CD) para verificar a estrutura secundaria do dominio

AXH.

- Aplicar técnicas de difracdo de raio-X a baixo angulo (SAXS) para avaliar a forma adquirida

pelo dominio AXH em solugéo.
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IV- MATERIAIS E METODOS

4.1- Obtencao do cDNA ATX1

4.1.1- Separacao dos leucdcitos de sangue e extracao do RNA total

Para o isolamento das células brancas dos demais componentes do sangue foram utilizados
20 mL de sangue periférico coletado de um individuo normal e outro afetado. A separacdo dos
componentes do sangue realizou-se utilizando Ficoll-Paque Plus (Amersham/ Bioscience), um
polimero que separa o sangue por meio de uma mistura de quatro fases: 1-hemacias, 2- FICOLL, 3-
linfécitos, 4- plasma, que é a fase de menor densidade. O RNA foi extraido utilizando o reagente Trizol
(Invitrogen) seguindo o protocolo indicado pelo fabricante e adaptado (ANEXO I1ll). O RNA foi
ressuspendido em 10 uL de agua DEPC a 0,01% (agua tratada com 0,01% dietilpirocarbonato). As
amostras foram submetidas a eletroforese para a constatagdo da integridade das bandas de RNA
ribossdmico 18S e 28S. As cubas e acessorios utilizados na eletroforese de amostras de RNA foram
previamente lavados com agua e detergente neutro e tratados por imersdao em agua DEPC a 0,01%
durante 12 horas para a eliminacdo de RNAses. O gel e as solugdes também foram preparados com

agua DEPC a 0,01% em vidraria previamente tratada por aquecimento a 180 °C por 4 horas..

4.1.2- Sintese de cDNA

O cDNA foi sintetizado com o emprego do kit ReverAid H Minus First Strand cDNA
Synthesis Kit (Fermentas) com oligo(dT) e também iniciadores antisenso especificos. Para a
amplificagdo do fragmento de DNA especifico AXH foram sintetizados oligonucleotideos iniciadores
especificos para essa sequéncia de cDNA, utilizando como molde a sequéncia de aminoacidos da
ATX1, depositada no banco de dados GenBank gi [4506793| (ANEXO 1V). Os primers iniciadores
foram desenhados com sitios de reconhecimento para enzimas Ndel (senso) e Xhol (antisenso)
(ANEXO V) para inser¢édo do cDNA no vetor de expressao pET28a (Novagen), que possui sitio de
restricdo destas enzimas entre as suas duas sequéncias codificantes de poli-histidinas. As analises

das sequéncias foram feitas em programas disponiveis na rede (www.EMBL-heidelberg.de ).
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4.1.3- Eluicao do DNA do gel
A purificagdo do fragmento amplificado da ataxina 1 realizou-se com o emprego do kit

S.N.A.P.™ UV-Free Gel Purification (Invitrogen). Para a verificagdo do rendimento, 5 uL da amostra

foi analisado em gel de agarose a 1%.

4.1.4- Amplificacao do cDNA completo de ATX1

Para obtencdo da sequéncia completa do cDNA (2450 pb) utilizou-se duas reacées de
RT-PCR, uma reagao gerou um fragmento de 970 pb (com poliGn) e outra de 1750 pb (sem a poliGn)
(ANEXO VI). A porcédo de 970 pb contém o sitio de restricao Ndel no primer senso, e a porgcao de
1750 pb contém o sitio de restricdo Xhol no primer antisenso. Apos a amplificacédo, os produtos foram
aplicados em gel de agarose e isolados com o kit GFX (Amershan). Os fragmentos eluidos foram
desnaturados a 95 °C por 5 minutos e submetidos a novo anelamento com temperatura (48 °C) para

que ocorresse uma nova extensao e assim a obtengédo da sequencia completa em um novo PCR.

A sequéncia completa de cDNA ATX1 foi clonada em vetor TOPO, apés digestao com Ndel e
Xhol, o inserto foi clonado em vetor pET28a e a construcéo foi inserida em E. coli DH5«. Foi feito o

sequenciamento das extremidades e confirmado tratar-se do cDNA completo de ATX1.

4.1.5- Clonagem do fragmento AXH do cDNA ATX1
A clonagem do fragmento AXH do cDNA ATX1 e também a transformacao das bactérias
competentes com o vetor contendo o inserto foram realizadas com o kit TOPO CLONING (Invitrogen)

ou pGen (Trasy).

4.1.6- Amplificacao do DNA plasmidial através de Mini-preparacdao do DNA plasmidial

Os plasmideos recombinantes foram obtidos por mini-preparacdo utilizando o Kit UltraClean
Mini Plasmid Prep Kit (MoBio) seguindo as instrugbes do fabricante. Apos extracdes plasmidiais, estes
foram analisados em gel de agarose 1% para verificagdo da presenca do inserto, através da

comparacao do tamanho dos clones com o0 peso molecular esperado. Aqueles que apresentaram o
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tamanho esperado (vetor+inserto) foram sequenciados, para nos certificarmos da integridade da

sequéncia do inserto.

4.1.7- Sequenciamento do cDNA AXH

Os clones foram sequenciados em tubos de reagdo contendo o primer M13 universal
direto (5— GTA AAA CGA CGG CCA G -3’) e o primer M13 universal reverso (5— AAC AGC TAT
GAC CAT G -3"). O sequenciamento das amostras foi obtido seguindo recomendagdes do fabricante
(Amersham Biosciences) em sequenciador Mega Bace1000 (Amersham Biosciences). A reacao de
sequenciamento consistiu na mistura, em placa de 96 pogos, de 1 pL da reagao de PCR, 1 pL do oligo
direto ou reverso (5 pmols/uL), 7 yL de agua ultrapura e 4 pL de premix kit DyEnamic ET Dye
Terminator Cycle Sequencing (Amersham Biosciences), utilizando o seguinte programa: 94 °C por 2

minutos, 94 °C por 20 segundos, 56 °C por 15 segundos, 60 °C por 1 minuto

4.1.8- Digestao do Inserto
O plasmidio contendo o inserto de interesse foi clivado com as enzimas de restricao Ndel
(Fermentas), seguida por digestdo com Xhol (Fermentas). A mistura foi incubada a 37 °C por 1 hora e

30 minutos. A inativagdo das enzimas foi feita a 95 °C por 5 minutos.

4.2 Expressao
4.2.1- Clonagem em Vetor de Expressao

O inserto digerido foi clonado em vetor de expressao pET28a (Novagen) misturando-se 200
Kg de inserto digerido, 50 pug de vetor pET28a previamente digerido com as enzimas Ndel e Xhol,
tampao de ligacao 1x (Gibco), 1 uL de T4 DNA ligase (Gibco) e 4 pL de &4gua deionizada. A reagao foi
incubada a 16 °C por 16 horas.

O volume total do produto de ligagao (10 pL) foi usado para a transformagéao, primeiramente
das bactérias competentes Escherichia coli linhagem JM109 ou DH5a uma segunda transformacéo foi
realizada em E. coli competente das linhagens BL271(DE3, C41, C43 Plys-E, PLys-S), RP, RIL,

Rosetta, Origami, que sdo cepas especificas para expressao de proteinas.
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4.2.2- Clonagem dos fragmentos ATX7N e ATX1E em vetores de expressao pET28a.

Apds serem inseridos em vetor de clonagem pGEM-T (Promega), os fragmentos 750 pb
normal (750 N) e 750 pb expandido (750E), e também um outro fragmento de 1750 pb que nao
contém o trato poliQ. Os sitios de restricdo senso Nde e antisenso Xhol foram digeridos, e inseridos
em vetores de expressdao pET28a (Novagen), que contém tags com cauda de poli-histidina (6xHis)
(Amersham Bioscience). A digestdo dos fragmentos foi realizada com 3 ug de cada miniprep (pGEM+
inserto), 1% de BSA, 20 unidades da enzima de restricado Ndel e 1X tampao D (60 mM Tris-HCI (pH
7.9), 1,5 M NaCl, 60 mM MgCl,, 10 mM DTT) da enzima Ndel, completado o volume para 20 pL. As
amostras foram incubadas a 37 °C, por um periodo de 4 horas e em seguida inativadas a 65 °C por 20
minutos. A verificacdo das bandas foi feita em gel de agarose, e a eluicdo com o kit WIZARD SV Gel
and PCR Clean_Up System (Promega). A seguir, foi realizado a digestdo com a enzima Xhol, para a
liberagdo do fragmento do vetor, foram utilizados 17 pL de material digerido com Ndel, 5 unidades da
enzima de restricdo Xhol, 1X tampéao H da enzima Xho/ (900 mM Tris-HCI pH7.5, 500 mM NaCl, 100
mM MgCI2). As amostras foram incubadas a 37 °C por 2 horas e em seguida inativadas a 65 °C por
20 minutos. O vetor pET28a foi digerido utilizando-se 1 pug das minipreps, 1% de BSA, 4 unidades da
enzima de restricdo Ndel, 1X tampéao da enzima Ndel, para um volume final de 20 pyL. Esse material
foi incubado por 4 horas a 37 °C e em seguida inativado a 65 °C por 20 minutos. A digestao foi
verificada em gel de agarose e purificada por eluicao das bandas do gel, utilizando o kit WIZARD SV
Gel and PCR Clean_Up System (Promega). Para a segunda digestao, utilizou-se 17 pyL de material
digerido com Ndel, duas unidades da enzima de restricdo Xhol e 1X de tampédo H Xhol. O material
digerido foi submetido a eletroforese e a banda correspondente foi eluida do gel de agarose utilizando
o kit WIZARD SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega). Os fragmentos de insertos e vetores,
gerados pelas digestdes foram entdo ligados, utilizando-se uma propor¢cdo aproximada de 3:1 de
inserto e vetor respectivamente, 1X tampéo da enzima ligase, 20 unidades da enzima ligase, a um
volume final de 10 pL. Este material permaneceu em incubagao a 16 °C por toda a noite, apos este

periodo o produto da ligacao foi inserido em bactérias DH5a através de choque térmico.
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4.2.3- Insercao das construcées em linhagens de bactérias para a expressao dos fragmentos
ATX1

As construgdes 750 N-pET28a, 750E-pET28-a, 1750-pET28a foram inseridas nas cepas de
expressao das linhagens BL21(DE3) (Novagen), BL21(DE3) plysS (Novagen), CédonPlus (DE3)-RIL
(Stratagene), Rosetta (DE3) (Novagen) e C43(DE3), com excecdo da cepa BL21(DE3) plusS, as
demais foram co-transformadas com o plasmideo para cédons raros pRARE (Novagen). As col6nias
de bactérias transformadas foram submetidas a testes de expressdo e analisadas por SDS-PAGE

10%.

4.2.4- Testes de Expressao

Testes de expressao foram feitos da seguinte forma: colénias de clones de expressao
transformadas foram pré-inoculadas em 3 mL de meio de cultura LB liquido contendo o antibiético
necessario na concentracao final de 50 ug/mL, sob agitagdo de 200 rpm por 16 horas. Apés as 16
horas, foram adicionados 1000 pL de cada pré-inéculo a 100 mL de meio LB e deixados em agitagao
constante de 200 rpm, até atingir a densidade o6tica de 0,6 em 600 nm (GeneQuant), as culturas em
erlenmeyers de 250 mL foram incubados a 25 °C, 30 °C e 37 °C, sob agitagdo 250 rpm. Apds
adicionar-se 0,4 mM de IPTG para induzir a expressdo da proteina, aliquotas de 1 mL de cultura
foram retiradas ap6s 1, 2, 3, 4, 5 e 24 horas de inducdo. Cada aliquota foi centrifugada a 12000 g por
5 minutos e as células foram lisadas a 95 °C por 5 minutos, com 20 L de agua deionizada e 20 pL de
tampao de amostra 2x. As proteinas totais foram analisadas por 10% SDS-PAGE (Sambrook et al.,

1989) para verificar qual a melhor condi¢ao para cada expressao.

4.2.5- Expresséao do fragmento 750 N e 750E

Confirmadas as melhores condi¢cdes para a expressdo dos fragmentos, iniciaram-se os
experimentos nas mesmas condi¢des indicadas pelos testes de expressdo, para obtengédo de grandes
quantidades do inserto+pET28a. Um pré-inéculo foi obtido em erlenmeyers de 500 mL, contendo 50
mL meio LB com antibidticos kanamicina (50 pg/mL) e cloranfenicol (34 pug/mL), e mantidos sob

agitacdo de 250 rpm a 37 °C, por toda a noite. Na manha seguinte, 10 ml (1%) deste pré-inéculo
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(inserto+pET28a) foi inoculado em erlenmeyers de volume para 2 L, contendo 1 L de meio LB com
antibidticos kanamicina (50 pg/mL) e cloranfenicol (34 ug/mL). Os frascos foram mantidos a 30 °C sob
agitacdo de 250 rpm até que a densidade 6tica de 0,6 em 600 nm fosse atingida pela cultura. Neste
momento, foi adicionado 0,4 mM de IPTG para “induzir’ a expressdao do inserto, mantendo essa
inducéo por 4 horas. Apés o periodo de 4 horas, as amostras foram centrifugadas a 5000 rpm por 5

minutos e os pellets armazenados a —20 °C.

4.2.6 - Expressao do dominio AXH da ataxina 1

O clone do dominio AXH da ataxina 1 foi gentiimente cedido pela Dra. Annalise Pastore do
National Institute for Medical Research, The Ridgeway, London, UK (De Chiara, 2003). A construcao
recebida (HIS-GST-AXH) (ANEXO VII) foi transformada usando a cepa BL21-DE3. Uma col6nia
transformada foi inoculada em 250 mL de meio de cultura LB liquido (pré-inéculo) contendo o
antibidtico necessario (Kanamicina) na concentracao final de 50 ug/mL, sob agitacdo de 200 rpm por
16 horas. Ap6s as 16 horas, 20 mL do pré-inéculo foi adicionado a 1000 mL de meio LB e deixados
em agitacdo constante de 200 rpm, até atingir a densidade o6tica de 0,5 em 600 nm (GeneQuant),
retirou-se 1 mL de cultura para avaliar o ndo induzido e o restante das culturas foram incubadas a 30
°C, sob agitacdo 200 rpm. Apds a adicdo de 0,5 mM de IPTG para “induzir’ a expressdo e de um

periodo de 3 horas de inducéo, a expressao da proteina foi analisada por SDS-PAGE a 12%.

4.3.- Purificacao da proteina

Para a purificacdo adequada fizemos varios testes descritos abaixo:
1- Purificagao por gravidade utilizando resina de niquel

O vetor de expressao pET28a permite a expressdo de proteinas com cauda de fusdo
contendo 6 histidinas (6xHis) na por¢do N-terminal (ANEXO VIII). Por apresentarem esta cauda de
histidina, as proteinas recombinantes induzidas por esses plasmideos foram isoladas dos extratos
celulares por cromatografia de afinidade em niquel imobilizado, utilizando-se a resina Ni-NTA

Superflow (Qiagen). Para 1 L de cultura de células, os extratos preparados foram incubados com 400
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uL de resina Ni-NTA Superflow (1 volume de coluna- CV) por 1 hora a 4 °C em um homogeneizador
rotatorio. Apds esse periodo, a matriz (fase estaciondria) foi transferida para uma coluna BioSpin
(BioRad) e o extrato foi coletado em uma Unica amostra, o Flowthrough— FT. Em seguida, a coluna de
niquel foi extensivamente lavada (20 volumes CV) com o tampao de afinidade acrescido de 1,5 mM de
imidazol, esse material foi coletado também em uma amostra, o Lavado— L. As proteinas ligadas a
resina foram eluidas em um gradiente crescente de imidazol de 5 a 500 mM. Neste procedimento a
proteina é liberada da coluna, quando o imidazol adicionado “compete” com a histidina pelo niquel da
fase estacionaria. A proteina foi liberada lavando a coluna por 3 vezes com 5 CV (2 mL) de tampéao TA
contendo 5 mM de imidazol, e coletando-se o material em 3 tubos, seguindo-se com 2 x 5 CV com 20
mM de imidazol, 2 x 3 CV com 50 mM de imidazol, 2 x 3 CV com 100 mM de imidazol, e por dltimo 3 x
3 CV com 100 mM a 500 mM de imidazol. As amostras coletadas foram preparadas utilizando-se 5 L
do purificado, com 5 pL de tampéo da amostra 2X SDS (0,125 M Tris-HCI pH 6,8; SDS 4 %; glicerol
20 %; B-mercaptoetanol 10%) (Laemmli, 1970), foram aquecidas a 95 °C por 3 minutos e submetidas

a eletroforeses SDS-PAGE 10%.
2- Purificacdo por gravidade utilizando resina de cobalto

O procedimento utilizado para preparacao da amostra e processo de purificagdo com coluna
de cobalto foi o mesmo adotado para o processo de purificagdo em resina de niquel Ni-NTA

Superflow.
3- Purificagao do fragmento por FPLC (Fast Protein Liquid Chomatography).

O procedimento de preparacao das amostras utilizado para a purificagdo em sistema FPLC
foi 0 mesmo realizado para as purificagdes em colunas de niquel Ni-NTA Superflow e Cobalto TALON
Metal Affinity Resin. A purificagdo foi realizada utilizando-se o sistema FPLC-Fast Protein Liquid
Chromatograph (Amersham Biosciences). O fracionamento das proteinas foi realizado em coluna de
afinidade HiTrap — Chelating de volume 1 mL (Amersham Biosciences). Os tampoes utilizados foram:
tampao AIEX, contendo fosfato de sédio a 10 mM pH 7,2, 5% de glicerol, NaCl 20 mM e B-
mercaptoetanol (BME) 3,5 mM e tampao Bjex contendo fosfato de sédio a 10 mM pH 7,2, 5% de

glicerol, NaCla 1 M e BME a 3,5 mM.
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4.3.1- Preparacao das amostras para purificacao

O procedimento de preparagao das amostras para purificagao foi iniciado descongelando-se o
pellet de células da cultura de expressdo em agua corrente e o volume ajustado para 20 mL de
tampao de afinidade— TA (50 mM de tampao fosfato, pH 7,2; 100 mM de NaCl; 3,5 mM de B-
mercaptoetanol; 5 % de glicerol), na propor¢édo 20 mL de tampdao para 1 L de cultura. Em seguida, foi
adicionado 10 ug de lisozima por 1 mL de extrato de células e incubado por aproximadamente 1 hora
em gelo. Apos este periodo as amostras foram homogeneizadas em sonicador com poténcia 4 por 10
vezes com 15 segundos de duragdo cada homogeneizacdo, mantendo-se um intervalo de 15
segundos para cada homogeneizacdo. Durante todo o processo as amostras foram mantidas em gelo
para evitar o aquecimento das mesmas. As amostras foram centrifugadas a 5000 g, por 20 minutos a

4 °C. O sobrenadante foi incubado com 400 pL de resina.

4.3.2- Purificacao do dominio AXH

A amostra foi preparada para a purificacdo como descrito anteriormente para os outros
fragmentos da ATX1. Foi usado tampao TRIS (20 mM tris pH=8,0; 200 mM NaCl; 10 mM imidazol; 2
mM de B- mercaptoetanol; 0,2% triton X-100).

Purificacao por gravidade utilizando resina de niquel

O vetor de expressao pETM30, assim como o pET28a, permite a expressao de proteina com
cauda de histidina (6xHis) na porcao N-terminal. Por apresentar esta cauda de histidina, o dominio foi
isolado do extrato celular por cromatografia de afinidade em niquel imobilizado, utilizando-se a resina
Ni-NTA Superflow (Qiagen). Para 1 L de cultura de células, os extratos preparados foram incubados
com 1000 pl de resina Ni-NTA Superflow (1 volume de coluna- CV) por 15 minutos a temperatura
ambiente sob agitacdo. Apds esse periodo, a matriz foi transferida para uma coluna BioSpin (BioRad)
e o extrato foi coletado em uma dnica amostra, o Flowthrough — FT. Em seguida, a coluna de niquel
foi lavada com 50 ml de tampao (20mM tris pH= 8,0; 200mM NaCl; 10 mM imidazol; 2 mM de $-
mercapto etanol; 0,2% Triton X-100), esse material foi coletado em uma Unica amostra, o Lavado— L.

As proteinas ligadas a resina foram eluidas em um gradiente crescente de tampao imidazol (20 mM
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Tris pH=8,0; 1 M de NaCl; 2 mM de B-mercaptoetanol) acrescido de 10, 30 e 300 mM de imidazol.
Nesta etapa a proteina é liberada da coluna. A coluna foi entdo lavada com 50 mL de tampao para
cada concentracdo de imidazol, sendo o material coletado em trés tubos. As amostras coletadas
foram preparadas utilizando-se 10 uL do purificado, em 10 pL de tampao da amostra 2X SDS (0,125
M Tris-HCI pH 6,8; SDS 4 %; glicerol 20 %; p-mercaptoetanol 10%) (Laemmli, 1970), sendo aquecidas

a 95 °C por 3 minutos e submetidas a eletroforese por SDS-PAGE 12%.

4.4- Dialise da amostra

A dialise da amostra foi feita em tubo flexivel (spectra membrane 32 mm), durante toda a noite

em temperatura ambiente (tampao 50 mM Tris pH=7,0; 50 mM NaCl; 5 mM DTT).

4.5- Concentracao da amostra
As amostras foram concentradas usando concentrador da Amicon ultra-4 da Millipore,

seguindo recomendacgdes do fabricante.

4.6- Estudo estrutural, coleta e processamento de dados.

4.6.1- Dicroismo circular (CD)

Dicroismo circular (CD) é uma técnica espectroscépica nao-destrutiva de facil manuseio que
permite a andlise da estrutura secundaria de proteinas em solucdo. Esta técnica € amplamente
utiizada para a avaliagdo dos aspectos conformacionais de preparagbes de proteinas e da
estabilidade destes preparados frente a diferentes condigdes ambientais tais como: temperatura, forga
ibnica, presenca de solutos, ligantes, etc. Apesar de fornecer apenas uma imagem de baixa resolugao
de uma proteina, em comparagao com outras técnicas possui uma série de vantagens como: rapidez
da medida e ndo requerimento de amostras altamente concentradas (Ramos, 2008). As analises sao

feitas em solugéo pois, no processo de cristalizagao pode ocorrer alteragao na estrutura da molécula,
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principalmente em sistemas biolégicos. Em solugdo a reproducédo é muito proxima da realidade dos

sistemas bioldgicos “in vivo” (Khurana et al., 2001).

A técnica de CD foi usada para verificar o enovelamento das proteinas e dar informacdes da
estrutura secundaria das proteinas em solugdo. As medidas de espectrometria de dicroismo circular
foram realizadas em um espectropolarimetro Jasco J-715 (Jasco Corporation, Tokio, Japdo) com um
controlador de temperatura Peltier PTC-348WI, utilizando cubetas de quartzo de 1,00 mm, 2,00, 5,00
ou 10,00 mm de caminho 6éptico. Os espectros foram resultantes da acumulacdo de, no minimo,
quatro medidas consecutivas abrangendo comprimentos de onda de 180 a 260 nm. As aquisi¢des
foram obtidas na velocidade de 50 nm por minuto com subtracdo adequada dos espectros de linha de
base acumulados empregando-se os mesmos parametros de aquisigcdo. Os resultados sdo expressos
como valores de elipcicidade bruta (em miligraus) ou em elipcicidade molar (mgrau.dmol-1.cm2) A
solugao tampao utilizada para os experimentos de CD foi acetato de sédio 20 mM a pH 4,0 contendo

SDS a 100 mM.

Todas as analises foram feitas no LNLS-Laboratério Nacional de Luz Sincrotron para as
proteinas 750 N (concentragdo= 1,5 mg/ml) e o dominio AXH (concentracdo=2 mg/ml). A andlise dos
resultados foi feita com o programa CONTIN Provencher & Glockner Method, DICHROWEB

http://www.cryst.bbk.ac.uk/cdweb/html/.

4.6.2- Difracao de raio-X a baixo dngulo (SAXS)

A técnica de SAXS de pequeno angulo é de relevante importéncia, pois fornece informacdes
sobre a forma e o tamanho de nano-objetos em solucao diluida. SAXS fornece parametros estruturais
de macromoléculas com tamanhos entre 5 nm e 25 nm. Resultados obtidos via SAXS podem revelar o
estado de oligomerizagdo, raio de giracdo, didmetro maximo de proteinas e até alteracbes

conformacionais induzidas pela associa¢éo de ligantes (Koch et al., 2003).

As vantagens praticas do uso da SAXS esta no fato dessa técnica funcionar em liquidos e

solidos além de ser menos complexa do que a cristalografia, pois dispensa o uso de cristais, consome
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menos tempo para produzir resultados e necessita de menor quantidade de proteina, podendo ser

utilizada para acompanhar processos bioldégicos em tempo real (Svergun e Koch, 2003).

Para investigarmos a conformagéo da proteina em solugéo, utilizamos a técnica de difracao
de raio-X em baixo angulo (SAXS). Os experimentos de espalhamento de raios-X foram realizados na
linha de luz D11-SAS do Laboratério Nacional de Luz Sincontron (LNLS) em varias configuragtes para
obter o intervalo angular mais adequado para analise das curvas de intensidade x vetor de
espalhamento. A andlise e interpretagdo dos dados foram realizadas com o apoio da profa. Dra. Iris
Torriane do Instituto de Fisica da Unicamp. Diversas medidas em concentracdes diferentes permitiram
o controle da dispersidade da amostra e possivel efeito de agregacao. Foram realizadas exposicoes
do solvente (buffer) para corregdo de cada um dos espectros obtidos com a proteina e medidas com
albumina (como controle) com o objetivo de calcular o peso molecular de AXH por métodos de
comparacao. O tratamento de dados foi feito usando o programa TRAT1D (Oliveira et al.,1997)
disponivel na linha de SAXS do LNLS. A analise dos difratados permite a obtencao do raio de giro das
moléculas usando a aproximagado de Guinier. Uma analise mais criteriosa pode ser feita usando o
programa de célculo GNOM (Svergun, 1991) que, além do raio de giro, permite obter a funcdo de
distribuicao de distancias intramoleculares P(r) e a dimensdo maxima da proteina mostrando, assim, a
conformacao que ela adota em solugéo. O célculo de uma “fungéo envelope” tridimensional obtida a
partir dos dados de espalhamento pode ser feito dependendo da qualidade dos dados, usando
programas especialmente desenvolvidos para esse fim (Stuhrmann, 1970).

Qutro experimento realizado e os dados experimentais obtidos foram filtrados usando o
pacote de programas GNOM. Os parametros obtidos para cada amostra sdo: raio de giro Rg (A),
dimensdo maxima Dmax (A) e peso molecular. Também indicios da forma da proteina sdo obtidos do
comportamento dos pares da fungao de distribuicdo da distancia. Para cada amostra, medidas com
trés diferentes concentragbes foram usadas para obter os valores de Rg para diluicdes infinitas
usando um plot Rg (A) vs. C (mg/ml). Foram utilizados dois tampdes: tampao de cristalizagdo (50 mM
Tris-Cl pH 7.0; 50 mM NaCl; 5 mM DTT), e tampéo padrao TEV (50 mM Tris-Cl pH 8.0; 0.5 mM EDTA;
1 mM DTT). As concentragdes usadas em cada caso foram 4.78 mg/ml, 9.56mg/m, 14.35 mg/ml para

a solucdo tampéao TEV e 4.16 mg/ml, 8.33 mg/ml, 12.5 mg/ml para o tampao de cristalizacao.
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4.7- Analise de Bioinformatica
4.7.1- Identificacdo de regioes conservadas na proteina ataxina 1 humana.
Para a busca de sequéncias homodlogas a ataxina 1, foi usado o programa PSI-BLAST

(htpp://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) (Altschul et al., 1997) e para o reconhecimento de regides

conservadas dentro da sequéncia de ataxina 1 foram realizados alinhamentos multiplos

(htyp://ebi.acuk/clustaw/) (Higgins e Sharp, 1988) entre ataxina 1 e sequéncias homélogas

identificadas no banco de dados GenBank (ANEXOS IX, X, XI, XII,XIII, XIV).
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V- RESULTADOS

5.1- Extra¢do do RNA total

Tivemos que otimisar o protocolo de exiragdo de RNA total de sangue, pois nao
conseguiamos um RNA de boa qualidade. Realizamos gradiente com Ficoll e uma lise inicial com
solugao salina antes do Trizol (Invitrogen), desta forma um RNA de étima qualidade foi obtido (Figura

1). Foram extraidos RNAs de um individuo controle e um afetado.

A B

Figura 1. A- 1 e 2= 2uL de RNA total de individuo controle.

Figura 1. B- 1 e 2= 2L de RNA total do individuo afetado com SCA1. Gel de agarose a 1%.

5.2- PCR controle reacéo de transcricao reversa com B-actina

Para testar se o RNA total havia sido convertido para cDNA, fizemos reagdes de PCR
utilizando primers que amplificam um fragmento do gene da B-actina (~500 pb) expresso no sangue

humano (Figura 2).
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~ 500 pb

Figura 2- 3=PCR com o primers da -actina. M= marcador 1 Kb plus. Gel de agarose a 1%.

5.3- Amplificacao do segmento do gene ATX7-1750 pb sem trato poliQ

A sequéncia ATX1-1750 pb foi amplificada com os primers senso 3 e antisenso 4 sem 0s
sitios de restrigdo para evitar maiores dificuldades na amplificacdo. Depois de otimizada a reagéo de
PCR, a sequéncia foi novamente amplificada com os primers sense 3 com sitio de restricao Ndel e
antisense 4 com sitio de restricdo Xhol (Figura 3).

A purificagdo dos fragmentos de 1750 pb amplificados da ataxina 1 foi realizada com o emprego do kit

S.N.A.P.™ UV-Free Gel Purification (Invitrogen).

M 1 2

2 Kb
1 Kb

1750 pb

Figura 3- 1 e 2=Amplificagdo do segmento do gene ATX7-1750 pb sem o trato poliQ. M= marcador 1
Kb plus. Gel de agarose a 1%.
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5.4- Amplificacao do gene ATX7N-750 pb com poliQ

A sequéncia ATX1N-750 pb com 23 Q na regido poliQ foi amplificada (Figura 4). com os

primers 1 e 2 (ANEXO IlI). M1 2 3 4 5

Figura 4- Amplificag@o da porg¢do do gene ATX1N-750 pb com o trato poliQ. M= marcador 1 Kb plus.
Gel de agarose a 1%.

5.5- Clonagem e Minipreparacao dos fragmentos de 750 e 1750 pb
Apos a clonagem e minipreparagéao (Figura 5), fez-se a digestdo com as enzimas Ndel e Xhol,
apés eletroforese em gel de agarose e eluicdo (GFX), foram clonados em vetor PET28a com E. coli

DHb5a.

M 1 2 3 456 7 89

il - - -

- 1&.' —_— J —
T —— — ——
- - ——
= \

—
-
- -

M 10 11 12 13 14 15 16

Figura 5- 1 a 9= Minipreparacdo do fragmento de ATX1N-750 pb com poliQ. 10 ao 16=
Minipreparagéo do fragmento ATX1-1750 pb sem poliQ. M= marcador 1 Kb plus. Gel de
agarose a 1%.
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5.6- Amplificacao do cDNA completo de ATX1
Usando o produto do PCR de re-anelamento dos fragmentos de ATXN-750N e ATX-1750 pb.

Amplificamos o cDNa completo de ATX1 (Figura 6). A sequéncia completa de cDNA ATX1 obtida foi
clonada em vetor TOPO, apés digestdo com Ndel e Xhol, o inserto foi clonado em vetor pET28a e a
construcdo foi inserida em E. coli DH5«. Fez-se o sequenciamento das extremidades e foi confirmado

tratar-se do cDNA completo de ATX1.

Figura 6- M= marcador 1 Kb plus. 1= cDNA completo de ATX1. Gel de agarose a 1%.

5.7- Digestao do inserto

Os produtos das minipreparagao (vetor+inserto 750 pb) foram digeridos com enzimas de
restricdo Ndel e Xhol (Figura 7). Apds a digestao do inserto fez-se a transformagao com células E.
Coli DH5a. Para a expressao do fragmento de 750 pb com poliQ foram usados vetores de expressao

pET28a e BL21-DES.
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Figura 7- P= Plasmideo sem inserto; 1 a 11= plasmideo com ATX1N-750 pb
A banda de aproximadamente 750 pb foi eluida do gel e ligada em vetor de expressao

pET28a (Novagen), na proporgao de 3:1 com células BL21-DE3 (Figura 8).

Figura 8- 1= pET28a digerido com enzima de restricdo Ndel, 2= pET28a+inserto de 750 pb

digerido com enzima de restricdo Ndel. M= marcador 1 Kb plus. Gel de agarose a 1%.

5.8- Amplificacao do fragmento ATX7E-750 pb com poliQ
Para obtermos os fragmentos da ATX7E-750 pb usamos o cDNA do individuo afetado com
ATX que possui 57 Q na sua porcao poliQ e os mesmos primers 1 e 2 da obtengao dos fragmentos da

ATX-1N.

No momento da remocdo das bandas foi preciso mais cautela devido a obtencdo de
amplificagédo das duas por¢des normal e expandida (heterozigoto para SCA1) (Figura 9). Desse modo,
a eletroforese foi realizada por mais tempo para que as bandas ficassem afastadas o suficiente para

serem removidas somente o produto da amplificagcao relativo aos alelos expandidos.
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750 E

750 N

Figura 9- 1 e 2= Amplificagdo ATX1-E 750 pb. M= marcador 1 Kb plus. Gel de agarose 0,8%.

5.9- Eluicao do DNA do gel

Para a verificagdo do rendimento da purificacdo dos fragmentos 750E e 1750 pb com o

kit S.N.A.P.™ UV-Free Gel Purification (Invitrogen), 5 uL das amostras foram analisadas em gel de

agarose 1% (Figura 10).

2 Kb
1 Kb

1750 pb

750 pb

Figura 10- 1= Eluicdo do fragmento 1750 pb. 3= Eluigdo ATX-1E 750 pb. M= marcador 1 Kb plus.

5.10- Clonagem em vetor de expressao

Os insertos foram clonados em vetor de expresséo pET28a, apos a insergéo fez-se mini-prep

para a verificagdo da presenga dos insertos (Figura 11)
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Figura 11- 1= vetor pET28a (sem inserto); 2= MiniPreparagéo da construcdo pET28a+inserto de
750E. M= marcador 1 Kb plus. Gel de agarose 1%.

5.11- Sequenciamento automatico

Os clones foram sequenciados usando-se o oligo universal M13 em sequenciador
automatico Mega Bace1000 (Amersham Biosciences). Antes da reagdo de sequenciamento realizou-
se uma pré-amplificagdo do produto por meio da mesma reagao de PCR descrita anteriormente para
os fragmentos de 750 N e 750 E. Depois, fizemos o BLASTn das sequéncias obtidas com o banco de
dados disponivel no NCBI. Assim confirmamos que a sequéncia era a de interesse

(http://www.ncbi.nim.nih.gov/Structure/cdd/BLASTQ3).

Optamos por nos dedicar ao estudo dos fragmentos com as poliQ normal e expandida

com 750 pb (27 kDa), e a regiao de dominio AXH com 130 amino &cidos (18 kDa).

5.12- Testes de expressao dos fragmentos ATXN-750 e ATXE-750 da proteina ataxina 1

Vérios testes de expressao foram feitos usando diferentes cepas como para o fragmento
ATXN-750 foram testados em Rosetta, BL21(DE3) plysS, BL21-C-41, DE3-RIL, DE3-C43, BL21-DE3
devido as caracteristicas de cada cepa foram testadas diferentes temperaturas, 25 °C, 30 °C, 37 °C,
além de diferentes tempos de inducdo. Para o fragmento ATXE-750, foram tesados as cepas de
BL21(DES3) plysS, BL21-C-41, DE3-RIL, C3-DE3, BL21-DE3. Mas, obteve-se sucesso na expressao
do fragmento ATXN-750 e ATXE-750, utilizando-se as cepas BL21(DE3) (Figura 12). A maior
expressdo da proteina ocorreu apos 4 horas a 30 °C para 750 N e 3 horas a 30 °C para 750 E (Figura

13).
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Figura 13- Expresséo do fragmento 750 N em BL21(DE3).

25 °C 30°C
N
e A ~N - R

MN 12 345h M1 2 NI 345h

" " i
l-._..,_.'-. —

= -
PO e S =1

o — o —

| ]

Figura 14- Expresséao do fragmento ATXE-750 em BL21(DES3).

5.13- Testes de expressao do fragmento 1750 pb sem trato poliQ

Diferente do fragmento com poliQ ndo obtivemos sucesso na expressdo do fragmento de
1750 pb sem poliQ. Foram feitos testes confome descrito para os fragmentos de 750 pb, mas nao

houve expressdo do mesmo em nenhuma das condi¢des testadas. Optamos entdo por concentrar

nossos esforgos nos fragmentos com trato poliQ normal e expandido.
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5.14- Expressao e Purificagdo dos fragmentos ATXN-750 e ATXE-750 da proteina ataxina 1

Foram realizados os procedimentos para expressao em larga escala dos fragmentos 750 N e
750 E e purificacdo em coluna de afinidade a niquel Ni-NTA Superflow (Qiagen) e cobalto TALON
Metal Affinity Resin (BD Clontech). A purificacdo dos fragmentos 750 N (Figura 15) e fragmento 750 E
(Figura 16), nota-se as bandas no tamanho esperado, aproximadamente 27 e 30 kDa, a 50 mM de
imidazol (6 e 7) e 100 mM de imidazol (8 e 9). A 200 mM de imidazol praticamente toda proteina foi
eluida da coluna. Outros fragmentos proteicos contaminantes de tamanho menor e maior que 27 kDa

e 30 kDa foram vistos no gel de purificagéo.

MFT L1 2 3 4 5 6 7 8 91011 12

Figura 15- M= marcador; FT= flowthrough; L= lavado. Verde= proteina 750 N purificada.

MFT L12 3 4567 8 9 10 11 12

Figura 16- M= marcador; FT= flowthrough; L= lavado; 1. Circulo vermelho= proteina 750E purificada.
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No sistema de purificagdo FPLC, utilizando coluna de afinidade HiTrap Chelating de 1 mL, foi
possivel obter os fragmentos das proteinas 750 N e 750 E. As amostras numero 4, 5, 6, 7 e 8,
selecionadas de acordo com o pico de absorbancia mostrado no gréfico de purificagdo (Figura 17),
sao as que poderiam conter o fragmento de 27 kDa eluido. Entretanto na figura 18, o gel de
eletroforese contendo as amostras purificadas 4, 5, 6, 7 e 8, nao apresentou esse fragmento, portanto

0 pico apresentado pelo grafico se refere a outro contaminante.

L I E T 1 VU - s e I .

1
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Figura 18- M= marcador; FT= flowthroulgh; L= lavado; R= resina; |= insolavel; Nl= ndo induzido; 5h=
induzido 5 horas.
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5.15- Expresséo e purificacdo do dominio AXH

A construcao HIS-GST-AXH foi transformada e a expressao da proteina foi analisada em
suporte SDS-PAGE 12%. Apos a clivagem e novas purificagbes em coluna de afinidade a niquel
(Figura 19) foi realizada nova purificacdo em coluna de cromatografia liquida de gel-filtragcao sistema
FPLC (Figuras 20 A-B). O fragmento esperado de aproximadamente 18 kDa foi identificado e a dialise
e concentragao da proteina AXH foram feitas conforme protocolo descrito anteriormente. A proteina foi

concentrada a 2 mg/ml e 20 mg/ml.

MFTL1L2RE1E2E3E4ES5E6E7E8 M E9Q E10 E11 E12 E13

“ [~
- -
.

-

Figura 19- M= marcador; FT= flowthrough; Lavados= L1 e L2; R= Resina; E1 a E13= AXH eluida com

300 mM de imidazol. Gel SDS-PAGE 12%.

ME1 E2 E3 E4 E5E6 E7 ES E9 E10 E11 E12 ME14 E15E16 E17 E18 E19 E20 E 21
- - -
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- ~wale ———— -
-
. ==
A B
Figura 20 A-B- M= marcador. A= E1 a E7= AXH clivada e congelada (TEV); E8 a E13=

AXH fresca ndo clivada (cristalizacdao). B=.E14 a E20= AXH fresca, clivada
(cristalizacdo); E21=  AXH fresca, clivada (TEV).
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5.16- Analises de Dicroismo Circular (CD) das proteinas 750 N e do dominio AXH

Apds a obtencao das proteinas 750 N e AXH em concentragdes e qualidades adequadas para

a realizacdo dos experimentos de CD. Analise feita com o programa CONTIN Provencher & Glockner

Method na pagina do sitio DICHROWEB_http://www.cryst.bbk.ac.uk/cdweb/html/ em 17/03/2006

(Tabela 2 e Tabela 3):

Tabela 2- Proteina 750 pb N.

Concentracgdo da proteina 1,56 mg/mL
NUmero de aminoéacidos 250
Massa molecular 26.679,9
NRMSD 0,936
Segmentos de hélices por 100 residuos 1.517
Média de comprimento das hélices por segmento 4.351
Segmento de B-Folha por 100 residuos 7.472
Média de comprimento de B-Folha 5.879
Resultados de estrutura secundéria
o-hélice1 0,5%
a-hélice2 6,1%
B-Folha1 28,0%
B-Folha2 14,9%
Estrutura Randonica 49,5%
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Solugédo média de possiveis “matchings” 37
Tabela 3- Proteina Dominio AXH.
Concentracao da proteina 2.0 mg/mL
Numero de aminoé&cidos 122
Massa molecular 13434.3
NRMSD 1.547
Segmentos de hélices por 100 residuos 1.266
Média de comprimento das hélices por segmento 4.200
Segmento de B-Folha por 100 residuos 7.272
Média de comprimento de 3-Folha 5.927
Resultados de estrutura secundéria
o-hélice1 0,3%
a-hélice2 51%
B-Folhat 28,6%
B-Folha2 14,5%
Estrutura Randonica 51.6%
Solugédo média de possiveis “matchings” 36

NRMSD =Normalized Residual Mean Square Difference.
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Com relagéo a estrutura secundaria, pode-se afirmar que a proteina 750 N e o dominio AXH
apresentam poucas estruturas a- hélice, algumas estruturas de - folha e metade das estruturas tem
formas randémicas. A média de residuos nas a- hélices 4.3 e 4.2 colocam as proteinas 750 N e o
dominio AXH entre a maioria de proteinas de a- hélice curta no PDB (cerca de 500 no Protein data

bank).

5.17- Informacdes estruturais do dominio ATX1-AXH

A estrutura cristalografica desta proteina esta depositada no Banco de Dados de Proteina

(PDB) http://www.rcsb.org/pdb/ com codigo de acesso 10A8. A unidade assimétrica desta estrutura,

reportada por Chen et al. (2004) é um tetrAmero com 532 residuos e peso molecular de
aproximadamente 56 kDa (Figura 21). Cada mondmero da estrutura tetramérica conteria entdo 133

residuos com peso molecular de 14 kDa.

Figura 21- Estrutura cristalografica do dominio AXH da ataxina 1-PDB 108A

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi. Formagao de tetrameros.
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5.18- Analises de raio-X a baixo angulo (SAXS) do Dominio AXH ligado a GST

Foram realizados experimentos da AXH ligada a GST. Dados de SAXS foram coletados
utilizando GST+AXH numa concentracdo de 10 mg/mL. Embora os dados indicassem que a amostra
nao estava completamente monodispersa, foi possivel obter a estrutura de baixa resolugdo da AXH

ligada a GST. As figuras 22 e 23 ilustram a estrutura cristalografica de um dimero de GST (cddigo

1Y6E do PDB, http://rutgers.rcsb.org/pdb/) e a estrutura do dominio AXH, determinado em forma

tetramérica. Mais de uma interface dimérica é também possivel (Figuras 24 e 25).

Figura 22- Estrutura da GST no PDB 1Y6E|B. http://www.ncbi.nIm.nih.gov/entrez/query.fcgi.
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Figura 24 - Formagé&o de dimeros de AXH. A-B. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi
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Figura 25 - Formag&o de dimeros de AXH. C-D. http://www.ncbi.nIm.nih.gov/entrez/query.fcgi

O envelope obtido na SAXS também é mostrado (perspectivas ao longo de trés eixos
perpendiculares) exibindo clara simetria (Figura 26). O raio maximo da estrutura obtida na SAXS foi
estimado em 105 A e o raio de giro em 35 A. Estes parametros indicam que, possivelmente, o
envelope obtido na SAXS possa ser explicado a partir de duas unidades (GST+AXH) interagindo em

solucgéo.
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Figura 26- Estruturas geradas pelo SAXs de baixa resolucado (envelopes). GST+AXH.

5.19- Dominio AXH da ataxina 1 em solu¢ao tampao TEV
Os dados experimentais obtidos foram filtrados usando o pacote de programas GNOM. Os
resultados também deram indicios de que a forma da proteina obtidos do comportamento dos pares

da fungao de distribuigdo da distancia. (Figura 27).

As curvas mostram o efeito de concentragdo protéica quando examinada a regido q (médulo
do vetor de espalhamento com g= 4 11/M sin®), onde o comprimento de onda utilizado e o angulo de
espalhamento muito baixo por meio dos plots Guinier. Os valores dos raios de giro (Rg) para cada
concentragdo foram obtidos colocando cada grupo de dados no programa GNOM (Svergun e

Stuhrmann, 1991) (Figura 28). Os valores Rg obtidos foram 21.7+ 0.3 A
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Figura 27- Curvas de intensidade do dominio AXH, para as concentragdes: 4.78 mg/mL, 9.56mg/mL e
14.35 mg/mL.
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Figura 28- Valores dos raios de giro (Rg) para cada concentragdo AXH.
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O peso molecular determinado do valor 1(0) ndo é muito exato neste caso, devido aos efeitos
de concentragdo em angulo muito baixo (g _0). Todavia, os valores obtidos (26.7 + 0.4 kDa), podem
confirmar a presenca de dimeros em solugéo, desde que cada mondmero tenha um peso molecular
calculado de 13.7 kDa. A estimativa de dimensdo méaxima Dmax obtida da fungéo de distribuicdo de
pares de distancia (PDDF) é de aproximadamente 70A (Figura 29). A PDDF denota uma forma

globular para esta proteina, podendo ser ligeiramente alongada.
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Figura 29- Estimativa de dimensdo maxima Dmax obtida da fungdo de distribuicdo de pares de
distancia (PDDF).

5.20- Dominio AXH da ataxina 1 em solucao de tampao de cristalizagcao

As curvas de intensidade obtidas em trés diferentes concentra¢des 4.16 mg/mL, 8.33 mg/mL e

12.5 mg/mL (Figura 30) mostrou que nenhum efeito de concentracao esta presente nestas amostras,
onde o calculo gira em torno de parametros dimensionais mais confiaveis.

Os valores dos raios de giro (Rg) foram obtidos de cada grupo de dados usando o

programa GNOM. Os valores Rg obtidos foram 24.6+ 0.3 A (Figura 31).
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Figura 30- Curvas de intensidade para as trés concentracdes 4.16 mg/ml, 8.33 mg/ml e 12.5 mg/ml.
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O peso molecular determinado da intensidade extrapolada para a origem 1(0) foi (29.1 £

0.4 kDa), e também confirma a presenga de dimeros em solugéo. A estimativa da dimensao maxima

Dmax obtido da fungéo de distribuicdo de pares de distancia (PDDF) é aproximadamente 76A (Figura

32). A PDDF denota uma forma globular da proteina, podendo ser ligeiramente distorcida.
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Figura 32- Estimativa da dimensdo maxima Dmax obtido da funcédo de distribuicAo de pares de

distancia (PDDF).
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VI- DISCUSSAO

Neste trabalho propds-se o estudo de uma proteina humana complexa na forma normal e
mutada (expandida), com alto peso molecular e sem func¢ao conhecida. Qualquer informagao obtida a
respeito dessa proteina seria de grande valia para pesquisas e projetos futuros. O primeiro grande
passo para que doencas neurodegenerativas sejam elucidadas, e eventualmente tratadas, € o melhor
conhecimento dos mecanismos das mesmas, o que, em Ultima andlise, depende essencialmente do
entendimento das interacdes que ocorrem entre proteinas normais e mutantes em nivel celular. Além
disso, verificar porque em determinadas condigcbes, estas moléculas enovelam-se de forma incorreta.
O enovelamento incorreto de uma proteina pode inativa-la ou, como ocorre nesses casos, levar a

agregacao da mesma, o que acaba comprometendo a sua fungao no organismo.

As dificuldades para a realizacdo do projeto comecaram ja nas etapas iniciais do mesmo.
Na extracdo de RNA, pois trabalhdvamos com material bioldgico de um Unico paciente ja bastante
debilitado pela doenca. Na amplificacdo do cDNA completo da ATX7, pois a sequéncia tem
aproximadamente 2,7 kb e com alta porcentagem de CG aumentando a a probablilidade de formar
estruturas secundarias principalmente na regido da repeticdo CAG. Mas o resultado final obteve-se

sucesso na amplificacdo completa do cDNA da ATX-1N.

Apos diversas tentativas de expressao do fragmento completo do cDNA da ATX-1N,
optamos pela obtencdo de fragmentos menores dessa proteina. Fomos cuidadosos em escolher
fragmentos que pudessem gerar informagdes relevantes e, assim escolhemos um fragmento sem o
trato poliQ (1750 pb), um outro com o trato poliQ (750 pb) e a unica regidao de dominio AXH do gene
conhecida. Para agilizar nossa investigacdo, o cDNA do dominio AXH foi gentiimente cedido pelo
grupo das pesquisadoras Dra. Pastore e Dra. Cesira do Institito de Pesquisa Médica de Londres. Ap6s
varias tentativas de expressdo dos fragmentos de cDNA de 1750 e 750 pb e do dominio AXH,
obtivemos sucesso em quantidade e qualidade de proteina expressa apenas do fragmento com o trato

poliQ e do dominio AXH. Demos continuidade ao projeto com as por¢gées com a poliglutamina e com a
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Unica regido de dominio identificada. O estudo das duas regibes é importante pois as mesmas séo

muito relevantes funcionalmente.

As regides do trato poliQ e as proximas a ela apresentam grande interesse funcional, uma
vez que podemos verificar se ocorre alguma mudancga significativa na estrutura secundaria ou
envelope protéico nas formas normal e expandida utilizando as técnicas disponiveis para estudo. Ja a
regiao do dominio AXH por ser uma regiao com estrutura ja estudada por RNM poderia ser explorada

em nossos estudos de CD e SAXS.

Nossos resultados obtidos com os experimentos de CD e SAXS demonstraram que em
relacdo a estrutura secundaria esses dois fragmentos da proteina ATX1 comportam-se de forma
semelhante pois tanto o fragmento 750 N com poliQ e o dominio AXH possuem poucas estruturas a-
hélice (media de 4.3 e 4.2, respectivamente), enquanto os resultados do experimento de SAXS feito
com o dominio AXH ligado com GST em diferentes tampdes caracterizam uma proteina com forma
globular e ligeiramente alongada que em solugao tende a se complexar formando oligbmeros (ANEXO
XVI). Assim sendo, podemos concluir que nossos dados estdo muito préximos aos resultados obtidos
anteriormente por técnicas de RNM (De Chiara et al. 2003), pois nossos experimentos também
demonstram que o dominio AXH tende a formar estruturas dimérica formando um OB-fold, apoiando
seu suposto papel como uma proteina que se liga ao RNA,, ja que esta é uma caracteristica estrutural
de muitas proteinas de ligagdo. No entanto, apesar da similaridade que o modelo estrutural da AXH
apresenta com o fator de transcricdo HBP1 e com muitas outras proteinas de ligacdo de
oligonucleotideos, nao foi possivel identificar, através dos estudos estruturais, uma regiao obrigatéria
para ligagdo de RNA na AXH. Além disso, foram identificadas regides de sequéncia bem conservadas
que parecem se localizar na superficie da AXH, formando uma segunda regido de ligagdo. Portanto é
plausivel que a ataxina 1 interaja com outra proteina, ainda nao identificada, através do dominio AXH

para fazer a ligacdo com RNA.

A auséncia da banda de 27 kDa, pode ser resultado do método de purificagao aplicado ser
ineficiente, pois nao houve captura da proteina. A otimisacdo e padronizacdo das condigcbes de

purificagdo, para uma determinada proteina, dependem de uma relagdo estreita entre o sistema
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adotado para purificagdo e as caracteristicas da proteina. Estes fatores sdo na maioria das vezes
empiricos, dependentes de ensaios e testes de varios sistemas e condigdes de purificagdo de forma a
encontrar 0 mais favoravel. A partir dessas estruturas geradas, eventualmente poderia ser possivel
interpretar o modelo obtido por SAXS. Entretanto, esta analise é bastante complexa por nao haver
informacdes sobre quais interagbes a contrucdo GST+AXH sofre em solugdo, sendo muito dificil
determinar com certeza possiveis interfaces de dimerizacdo. O mais importante € que esta andlise
dificilmente traria alguma informacéo segura a respeito da AXH isolada, ja que a presenca da GST
muito provavelmente influenciou significativamente os dados obtidos. Desta forma, esta primeira
andlise em solugéo parece indicar que, provavelmente, seja possivel obter com sucesso, a estrutura
da AXH em solugéo apés clivagem da GST. Além do que, esses resultados poderao ser usados como
marcacao da porcao N-terminal para o SAXs da AXH sem GST.

Chiara et al., 2008 publicaram o resultado de um trabalho de andlise do papel do dominio LRR
(rica em leucina) da Anp32 na patogénese da SCA1, com base na observagéo de sua interagdo com a
proteina ataxina 1, estudos de imunofluorescéncia e RMN demonstraram que LRR-Anp32 e ataxina 1
se co-localizam na matriz nuclear. Essa interagcao foi mapeada e mostrou-se mais forte quando a

ataxina 1 era expandida. Ja é sabido que o grupo das proteinas ANP32 provavelmente desempenham

um papel na modulacdo da sinalizacdo celular e transducdo de expressdo génica para regular a
morfologia e a dindmica do citoesqueleto, adesao celular, o desenvolvimento neural ou morfogénese
cerebelar. O padrdo de expressao temporal em células especificas de Anp32 em células de Purkinje
do cerebelo e o principal local de patologia na SCA1, bem como a sua maior interagao com ataxina 1

mutante, tém sugerido um papel para LRR-Anp32 na patogénese da SCA1.

A andlise da estrutura terciaria caracteriza uma proteina globular, portanto mais complexa
estruturalmente e funcionalmente além de ter cadeias polipeptideas muito longa organizando os
dominios com estruturas terciarias semi-independentes ligadas entre si por segmentos lineares da
cadeia polipeptidica. Os dominios sdo considerados as unidades funcionais e de estrutura
tridimensional de uma proteina (ANEXO XVII). O dominio AXH é uma regido bastante conservada e
localizada na extremidade amino-terminal da sequéncia de aa, enquanto a por¢éo de poliQ localiza-se

na outra extremidade a porgao Carboxi-terminal.
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Compreendemos que trabalhar na determinacdo de estruturas das proteinas nao é tarefa
facil, pois resolver a estrutura de uma proteina em solugdo pode levar anos, dependendo de como
esta se comporta em solugao. Porém esse trabalho foi recompensado com a geracdo de diversas
informacdes e novas pesquisas em nosso laboratério que possam no futuro colaborar no

desenvolvimento de drogas que bloqueiem processos biol6gicos indesejaveis.
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VII- CONCLUSOES

Neste trabalho estabeleceu-se protocolos mais adequados para a obtengdo de RNA,
sequencia completa do cDNA da ATX1, fragmento sem poliglutamina e com trato de poliglutamina
normal e expandido, foram expressos determinando qual sistema bacteriano é mais adequado para o
estudo dessa proteina. Determinamos qual método de purificacdo apresenta maior beneficio, levando

em conta tempo, recursos disponiveis, qualidade da amostra, concentracao de proteina obtida.

Foi possivel também expressar e purificar com sucesso a proteina do dominio AXH em
quantidade suficiente para realizar os experimentos de CD e SAXS e do fragmento 750 N para
experimentos de CD. As analises por CD do dominio AXH e do fragmento 750 N mostraram que
mesmo estando localizados nas extremidades opostas nas cadeias de aminoacidos ambos possuem

poucas estruturas a-hélice (média de 4.3 e 4.2, respectivamente).

A analise por SAXS do dominio AXH mostrou uma proteina com forma globular e
ligeiramente alongada que em solucdo tende a se complexar na formacdo de oligbmeros. Essa
tendéncia a formar estruturas dimérica através de um OB-fold, apdia seu suposto papel como uma

proteina ligante de RNA.
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IX- ANEXOS

ANEXO |

EPM 1 DM 2 AEC 10
(CCCCGUOCCGOG) (0CTG) (ATTCT)
— — —
el e e Bl
p——@ —
(CGG) . (GAA) i F
X-Fragil (CAG) Atwaxiade (CAG/Poliglotamina) (CTG)
AEC 12 Friedreich AECs 1-3.6.7.17. AEC B, DM]1

DRPFLAHD. SBMA

Doengas com repeticdes expandidas - O mecanismo molecular da doenca é determinado pela

repeticdo na seqiiéncia, tamanho e posicao, qual gene e qual funcdo. As seqliéncias repetidas para

cada doenca estdo mostradas nos parénteses. As ataxias estao sublinhadas.
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ANEXO Il

Genética molecular das principais ataxias cerebelares autossdémicas dominantes:

Doenca Locus Gene/proteina Mutacao Referéncias
SCAT1 6p23 ATXN1/ataxina-1 CAG/residuo Rich et al., 1987
poliQ
SCA2 12923-24.1 | ATXNZ2/ataxina-2 CAG/residuo Gispert et al., 1993
poliQ
MJD/SCA 3 | 14g21 ATXN3/ataxina-3 CAG/residuo Kawaguchi et al., 1994
poliQ
SCA4 16924 Desconhecida Desconhecida Flanigan et al., 1996
SCA5 11q11-g11 | SPTBN2/Cadeia B da | Desconhecida Ikeda et al., 2006
espectrina do cérebro
SCA6 19p13 CACNA1/Canal de | CAG/residuo Ishikawa et al., 1997
Calcio poliQ
SCA7 3p21.2-12 | ATXN7/Ataxina-7 CAG/residuo Benomar et al., 1994
poliQ
SCA8 13p21 KLHL1AS/? CTG/3'UTR Vincent et al., 2000
SCA10 22q13 ATXN10/Ataxina- 10/ ATTCT/Intron9 Matsuura et al., 2000
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ANEXO llI
PROTOCOLO DE EXTRAGAO DE RNA TOTAL

(Otimizado pelo Dr. Celso E. Benedetti, Laboratério Nacional de Luz Sincrotron — LNLS)
1. Coletar 4 mL de sangue e manter a temperatura ambiente (TA);
2. Adicionar 4 mL de solugao salina 0,9% (NaCl 0,9%) em tubo estéril de 15 mL.

3. Depositar cuidadosamente esta mistura (8 mL) sobre 6 mL de Ficoll-Paque™ Plus (Amersham
Biosciences) ja aliquotados em outro tubo estéril de 15 mL, de forma que as duas fases nao se

misturem.
4. Centrifugar & 400 x g por 30 minutos (min.) & 18°C, com a utilizag&o de rotor tipo angulo livre.

5. Remover as células brancas para um novo tubo de 15 mL com o auxilio de pipeta pasteur e

completar o volume do mesmo com solugéo salina em TA.
6. Centrifugar a 100 x g por 10 min. & 18 °C.

7. Descartar o sobrenadante, ressuspender o pellet em 1mL de Trizol™ (Invitrogen) e incubar a TA
por 5 min.

8. Adicionar 0,2 mL de cloroférmio, agitando-se o tubo vigorosamente por 15 segundos.
9. Incubar por 3 min. em TA e centrifugar a 12000 x g por 15 min. a 18 °C.

10. Transferir a fase aquosa (sobrenadante) para novo tubo e adicionar 0,5 mL de alcool isopropilico
100%, deixando em TA por 10 min.

11. Centrifugar a 12000 x g por 10 min a 5 °C.

12. Descartar o sobrenadante e em seguida, lavar o pellet com 1 mL de etanol 75%. Desse modo, o
RNA em solugéo de etanol deve ser centrifugado & 7500 x g por 5 min a 5 °C, o sobrenadante

descartado com auxilio de pipeta e aguardar até que o pellet esteja seco.

13. Ressuspender o RNA em 30 puL de 4gua DEPC e incubar por 10 min. a 55 °C. Armazenar em

freezer -80 °C em pequenas aliquotas.
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ANEXO IV

Sequéncia de aminoacidos, da ATX1, informagdes das sequéncias do presente trabalho:

cDNA = 2,5 kb total fragmento com regido poliQ= 750 pb

sem poliQ= 1750 pb
Peso Molecular = Proteina Normal: 87 kDa Proteina Expandida: 100 kDa
Sequéncia PoliQ normal = 19 a 38 Q (nossa amostra 23 Q)

Sequéncia PoliQ expandida = 40 a 81 Q (nossa amostra 57 Q)

Sequéncia de aminoacidos da ATX1 gi |4506793|

MKSNQERSNECLPPKKREIPATSRSSEEKAPTLPSDNHRVEGTAWLPGNPGGRGHGGGRHGPAGTSVEL
GLQOQGIGLHKALSTGLDYSPPSAPRSVPVATTLPAAYATPQPGTPVSPVQYAHLPHTFQFIGSSQYSGT
YASFIPSQLIPPTANPVTSAVASAAGATTPSQRSQLEAYSTLLANMGSLSQTPGHKAEQQQQQQQQ000
QHOHOOOO0000000000QHT.SRAPGLITPGSPPPAQONQYVHISSSPONTGRTASPPAI PVHLHPHQT
MIPHTLTLGPPSQVVMQYADSGSHFVPREATKKAESSRLOQAIQAKEVLNGEMEKSRRYGAPSSADLGL
GKAGGKSVPHPYESRHVVVHPSPSDYSSRDPSGVRASVMVLPNSNTPAADLEVQQATHREASPSTLNDK
SGLHLGKPGHRSYALSPHTVIQTTHSASEPLPVGLPATAFYAGTQPPVIGYLSGQQQAITYAGSLPQHL
VIPGTQPLLIPVGSTDMEASGAAPAIVTSSPQFAAVPHTFVTTALPKSENFNPEALVTQAAYPAMVOAQ
IHLPVVQSVASPAAAPPTLPPYFMKGSIIQLANGELKKVEDLKTEDFIQSAEISNDLKIDSSTVERIED
SHSPGVAVIQFAVGEHRAQVSVEVLVEYPFFVFGQGWSSCCPERTSQLFDLPCSKLSVGDVCISLTLKN
LKNGSVKKGQPVDPASVLLKHSKADGLAGSRHRYAEQENGINQGSAQMLSENGELKFPEKMGLPAAPFL
TKIEPSKPAATRKRRWSAPESRKLEKSEDEPPLTLPKPSLIPQEVKICIEGRSNVGK

ANEXO V

Sequiéncia de primers utilizados:

Primer 1

Sem sitio de restrigdo: 5" ATG AAA TCC AAC CAA GAG CGG 3’

Com sitio de restrigcdo: 5 CCA CAT ATG AAA TCC AAC CAAGAGC 3
Primer 2

Sem sitio de restricdo: 5° GTA CGT CCA CAT TTC CAG TT 3’

Com sitio de restricdo: 5 AAA CTC GAG CTACTG GAAATGTGGACGTACT %
Primer 3

5GAA CCA GTACGT CCACATTTCCAGTT 3’

5'TTT CAT ATG CCA CAT TTC CAG TTC TCC 3'

Primer 4

5CGG TCT AAT GTA GGC AAG TAG 3’

5'AAA CTC GAG CTACTT gCC TAC 3
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ANEXO VI

750 pb
2451 pb
Poli Q
O
3 1750 pb 4
1 2
_.’ 4_

Representagao da posicao dos primers (1, 2, 3 e 4) utilizados para a amplificagdo do cDNA da ATX1N
em duas porgdes. Com poliQ =750 pb, e sem poliQ=1750 pb
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MKSNQERSNE
GPAGTSVELG
HLPHTFCQFI
LANMGSLSQT
PPAQONQYVH
FVPREATKKA
HVVVHPSPSD
KPGHRSYALS
QHLVIPGTQP
TQAAYPAMVQ
QSAEISNDLK
CCPERTSQLF

CLPPKKREIP ATSRSSEEKA PTLPSDNHRV EGTAWLPGNP
LOQGIGLHKA LSTGLDYSPP SAPRSVPVAT TLPAAYATPQ
GSSQYSGTYA SFIPSQLIPP TANPVTSAVA SAAGATTPSQ

PGEXAZ0000 Q0000000HO HO00000000 QOQ0QOHLER

ISSSPONTGR
ESSRLOQOATIQ
YSSRDPSGVR
PHTVIQTTHS
LLIPVGSTDM
AQIHLPVVQS
IDSSTVERIE
DLPCSKLSVG

TASPPAIPVH
AKEVLNGEME
ASVMVLPNSN
ASEPLPVGLP
EASGAAPAIV
VASPAAAPPT
DSHSPGVAVI
DVCISLTLKN

LHPHQTMIPH
KSRRYGAPSS
TPAADLEVQQ
ATAFYAGTQP
TSSPQFAAVP
LPPYFMKGSI
QFAVGEHRAQ
LKNGSVKKGQ

TLTLGPPSQV
ADLGLGKAGG
ATHREASPST
PVIGYLSGQOQ
HTEFVTTALPK
IQLANGELKK
VSVEVLVEYP
PVDPASVLLK

GGRGHGGGRH
PGTPVSPVQY
RSQLEAYSTL
APGLITPGSP
VMQYADSGSH
KSVPHPYESR
LNDKSGLHLG
QAITYAGSLP
SENFNPEALV
VEDLKTEDEFI
FEVEGQGWSS
HSKADGLAGS

ANEXO VI

Sequéncia de aminoacidos da proteina ATX7 gi [4506793|. Seqiiéncia de aminoacidos do dominio

AXH em vermelho. Poliglutaminas em verde.

ML-ATSSAMSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELGLEFPNLPYYIDGDV
KLTQSMAIIRYIADKHNMLGGCPKERAEISMLEGAVLDIRYGVSRIAYSKDFETLKVDFLSKLPEMLKMEFEDRLCH
KTYLNGDHVTHPDFMLYDALDVVLYMDPMCLDAFPKLVCFKKRIEAIPQIDKYLKSSKYTIAWPLOGWQATFGGGDH
PPTSGSGGGGGSMSENLYFQGAMAPPTLPPYFMKGSIIQLANGELKKVEDLKTEDFIQSAEISNDLKIDSSTVERI
EDSHSPGVAVIQFAVGEHRAQVSVEVLVEYPFEVFGQOGWSSCCPERTSQLFDLPCSKLSVGDVCISLTLK

H his-tag GST de Schistosoma mansoni
.. sequéncia AXH

Sequencia= 42 kDa (ProtParam)
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ANEXO VI

ProtParam DO FRAGMENTO 750n

1 MKSNQERSNE CLPPKKREIP ATSRSSEEKA PTLPSDNHRV EGTAWLPGNP GGRGHGGGRH 60
61 GPAGTSVELG LQQGIGLHKA LSTGLDYSPP SAPRSVPVAT TLPAAYATPQ PGTPVSPVQY 120
121 AHLPHTFQFI GSSQYSGTYA SFIPSQLIPP TANPVTSAVA SAAGATTPSQ RSQLEAYSTL 180

181 LANMGSLSQT PGHKAEQQQQ QQQQQQQQHQ HQQQQQQQQQ QQQQQQHLSRPGLITPGSP240
241 PPAQQNQYVH

Number of amino acids: 250
Molecular weight: 26694.3
Theoretical pl: 9.33

Amino acid composition:
Ala (A) 28 9.2%

Arg(R) 9 3.6%
Asn(N) 7 2.8%
Asp(D) 2 0.8%
Cys(C) 1 0.4%
GIn(Q) 42 16.8%
Glu(E) 9 3.6%
Gly (G) 22 8.8%
His (H) 11 4.4%
lle(l) 6 2.4%
Leu (L) 17 6.8%
Lys(K) 6 2.4%
Met (M) 2 0.8%
Phe (F) 3 1.2%
Pro(P) 29 11.6%
Ser(S) 26 10.4%
Thr(T) 18 7.2%
Trp(W) 1 0.4%
Tyr (Y) 7 2.8%
Val (V) 9 3.6%
Asx(B) 0 0.0%
GIx(Z) 0 0.0%

Xaa(X) 0 0.0%

Total number of negatively charged residues (Asp + Glu): 11
Total number of positively charged residues (Arg + Lys): 15
Atomic composition:

Carbon C 1152

Hydrogen H 1807
Nitrogen N 355

Oxygen O 373
Sulfur S 3

Formula: C;150H1807N3550373S5; Total number of atoms: 3690

Conditions: 6.0 M guanidium hydrochloride; 0.02 M phosphate buffer; pH 6.5
Extinction coefficients are in units of M™ cm'1, at 280 nm.

Ext. coefficient 15930

Abs 0.1% (=1 g/l) 0.597, assuming ALL Cys residues appear as half cystines
Ext. coefficient 15930

Abs 0.1% (=1 g/l) 0.597, assuming NO Cys residues appear as half cystines
The N-terminal of the sequence considered is M (Met).

The estimated half-life is: 30 hours (mammalian reticulocytes, in vitro).

>20 hours (yeast, in vivo).>10 hours (Escherichia coli, in vivo).

The instability index (ll) is computed to be 81.51

This classifies the protein as unstable.

Aliphatic index: 55.52



ANEXO IX

ProtParam do dominio AXH clivado

1 MAPPTLPPYF MKGSIIQLAN GELKKVEDLK TEDFIQSAEI SNDLKIDSST VERIEDSHSP 60

61 GVAVIQFAVG EHRAQVSVEV LVEYPFFVFG QGWSSCCPER TSQLFDLPCS KLSVGDVCIS 120
21 LTLK

Number of amino acids: 124 Molecular weight: 13636.6

Theoretical pl: 4.68 Amino acid composition:

Ala (A) 6 4.8%

Arg (R) 3 2.4%
Asn(N) 2 1.6%
Asp (D) 7 5.6%
Cys(C) 4 3.2%
Gin(Q) 6 4.8%
Glu(E) 10 8.1%
Gly (G) 5.6%
(

7
His (H) 2 1.6%
lle (I) 8 6.5%

Leu(L) 11 8.9%
Lys (K) 7 5.6%
Met (M) 2 1.6%
Phe(F) 7 5.6%
Pro 8 6.5%

(P)
Ser(S) 14 11.3%
Thr(T) 5 4.0%
Trp (W) 1 0.8%

(

(

Tyr (Y) 2 1.6%
Val (V) 12 9.7%
Asx(B) 0 0.0%
GIx(Z) 0 0.0%

Xaa(X) 0 0.0%

Total number of negatively charged residues (Asp + Glu): 17
Total number of positively charged residues (Arg + Lys): 10
Atomic composition:

Carbon C 610

Hydrogen H 959
Nitrogen N 153
Oxygen O 188
Sulfur S 6

Formula: Cg1oHgs9N1530188Se

Total number of atoms: 1916

Conditions: 6.0 M guanidium hydrochloride; 0.02 M phosphate buffe; pH 6.5
Extinction coefficients are in units of M ecm™, at 280 nm. Ext. coefficient 8730
Abs 0.1% (=1 g/l) 0.640, assuming ALL Cys residues appear as half cystines
Ext. coefficient 8480

Abs 0.1% (=1 g/l) 0.622, assuming NO Cys residues appear as half cystines
The N-terminal of the sequence considered is M (Met).

The estimated half-life is: 30 hours (mammalian reticulocytes, in vitro).

>20 hours (yeast, in vivo).

>10 hours (Escherichia coli, in vivo).

Instability index:

The instability index (ll) is computed to be 42.65

This classifies the protein as unstable.

Aliphatic index: 92.66

Grand average of hydropathicity (GRAVY): 0.031
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ANEXO X

The ExPASy Server requires Javascript to be fully functional. You may not see all the information
available for this page.

ProtParam do dominio AXH

1 MLHHHHHHAT SSAMSPILGY WKIKGLVQPT RLLLEYLEEK YEEHLYERDE GDKWRNKKFE 60
61 LGLEFPNLPY YIDGDVKLTQ SMAIIRYIAD KHNMLGGCPK ERAEISMLEG AVLDIRYGVS 120
121 RIAYSKDFET LKVDFLSKLP EMLKMFEDRL CHKTYLNGDH VTHPDFMLYD ALDVVLYMDP 180
181 MCLDAFPKLV CFKKRIEAIP QIDKYLKSSK YIAWPLQGWQ ATFGGGDHPP TSGSGGGGGS 240
241 MSENLYFQGA MAPPTLPPYF MKGSIIQLAN GELKKVEDLK TEDFIQSAEI SNDLKIDSST 300
301 VERIEDSHSP GVAVIQFAVG EHRAQVSVEV LVEYPFFVFG QGWSSCCPER TSQLFDLPCS 360
361 KLSVGDVCIS LTLK

Number of amino acids: 374

Molecular weight: 42319.6

Theoretical pl: 5.62

Ala(A) 19 51%

Arg (R) 12 3.2%

Asn(N) 7 1.9%
Asp (D) 24 6.4%
Cys(C) 8 21%
GIn(Q) 12  3.2%
Glu (E) 27 7.2%
Gly (G) 28 7.5%
His (H) 14 3.7%

Leu (L) 40 10.7%

)
)
lle (I) 21 5.6%
)
Lys (K) 27  7.2%

Met (M) 13  3.5%
Phe (F) 17 4.5%
Pro(P) 21 5.6%
Ser (S) 28 7.5%
Thr(T) 13 3.5%
Trp (W) 5 1.3%
Tyr(Y) 17 4.5%
Val (V) 21 5.6%

Asx(B) 0 0.0%

GIx(Z) 0 0.0%

Xaa(X) 0 0.0%

Total number of negatively charged residues (Asp + Glu): 51
Total number of positively charged residues (Arg + Lys): 39
Atomic composition:

Carbon C 1912

Hydrogen H 2945
Nitrogen N 489

Oxygen O 554
Sulfur S 21

Formula: Cyg12H2045N4890554S2+

Total humber of atoms: 5921

Conditions: 6.0 M guanidium hydrochloride; 0.02 M phosphate buffer; pH 6.5
Extinction coefficients are in units of M cm'1, at 280 nm.

Ext. coefficient 53330

Abs 0.1% (=1 g/l) 1.260, assuming ALL Cys residues appear as half cystines
Ext. coefficient 52830

Abs 0.1% (=1 g/l) 1.248, assuming NO Cys residues appear as half cystines
The N-terminal of the sequence considered is M (Met).
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ANEXO XI

NM 000332

gi|4506792:936-3386 Homo sapiens spinocerebellar ataxia 1 (olivopontocerebellar ataxia 1, autosomal

dominant, ataxin 1) (SCA1), mRNA

ATGAAATCCAACCAAGAGCGGAGCAACGAATGCCTGCCTCCCAAGAAGCGCGAGATCCCCGCCACCAGCC
GGTCCTCCGAGGAGAAGGCCCCTACCCTGCCCAGCGACAACCACCGGGTGGAGGGCACAGCATGGCTCCC
GGGCAACCCTGGTGGCCGGGGCCACGGGGGCGGGAGGCATGGGCCGGCAGGGACCTCGGTGGAGCTTGGT
TTACAACAGGGAATAGGTTTACACAAAGCATTGTCCACAGGGCTGGACTACTCCCCGCCCAGCGCTCCCA
GGTCTGTCCCCGTGGCCACCACGCTGCCTGCCGCGTACGCCACCCCGCAGCCAGGGACCCCGGTGTCCCC
CGTGCAGTACGCTCACCTGCCGCACACCTTCCAGTTCATTGGGTCCTCCCAATACAGTGGAACCTATGCC
AGCTTCATCCCATCACAGCTGATCCCCCCAACCGCCAACCCCGTCACCAGTGCAGTGGCCTCGGCCGCAG
GGGCCACCACTCCATCCCAGCGCTCCCAGCTGGAGGCCTATTCCACTCTGCTGGCCAACATGGGCAGTCT
GAGCCAGACGCCGGGACACAAGGCTGAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCATCAG
CATCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCACCTCAGCAGGGCTCCGGGGC
TCATCACCCCGGGGTCCCCCCCACCAGCCCAGCAGAACCAGTACGTCCACATTTCCAGTTCTCCGCAGAA
CACCGGCCGCACCGCCTCTCCTCCGGCCATCCCCGTCCACCTCCACCCCCACCAGACGATGATCCCACAC
ACGCTCACCCTGGGGCCCCCCTCCCAGGTCGTCATGCAATACGCCGACTCCGGCAGCCACTTTGTCCCTC
GGGAGGCCACCAAGAAAGCTGAGAGCAGCCGGCTGCAGCAGGCCATCCAGGCCAAGGAGGTCCTGAACGG
TGAGATGGAGAAGAGCCGGCGGTACGGGGCCCCGTCCTCAGCCGACCTGGGCCTGGGCAAGGCAGGCGGL
AAGTCGGTTCCTCACCCGTACGAGTCCAGGCACGTGGTGGTCCACCCGAGCCCCTCAGACTACAGCAGTC
GTGATCCTTCGGGGGTCCGGGCCTCTGTGATGGTCCTGCCCAACAGCAACACGCCCGCAGCTGACCTGGA
GGTGCAACAGGCCACTCATCGTGAAGCCTCCCCTTCTACCCTCAACGACAAAAGTGGCCTGCATTTAGGG
AAGCCTGGCCACCGGTCCTACGCGCTCTCACCCCACACGGTCATTCAGACCACACACAGTGCTTCAGAGC
CACTCCCGGTGGGACTGCCAGCCACGGCCTTCTACGCAGGGACTCAACCCCCTGTCATCGGCTACCTGAG
CGGCCAGCAGCAAGCAATCACCTACGCCGGCAGCCTGCCCCAGCACCTGGTGATCCCCGGCACACAGCCC
CTGCTCATCCCGGTCGGCAGCACTGACATGGAAGCGTCGGGGGCAGCCCCGGCCATAGTCACGTCATCCC
CCCAGTTTGCTGCAGTGCCTCACACGTTCGTCACCACCGCCCTTCCCAAGAGCGAGAACTTCAACCCTGA
GGCCCTGGTCACCCAGGCCGCCTACCCAGCCATGGTGCAGGCCCAGATCCACCTGCCTGTGGTGCAGTCC
GTGGCCTCCCCGGCGGCGGCTCCCCCTACGCTGCCTCCCTACTTCATGAAAGGCTCCATCATCCAGTTGG
CCAACGGGGAGCTAAAGAAGGTGGAAGACTTAAAAACAGAAGATTTCATCCAGAGTGCAGAGATAAGCAA
CGACCTGAAGATCGACTCCAGCACCGTAGAGAGGATTGAAGACAGCCATAGCCCGGGCGTGGCCGTGATA
CAGTTCGCCGTCGGGGAGCACCGAGCCCAGGTCAGCGTTGAAGTTTTGGTAGAGTATCCTTTTTTTGTGT
TTGGACAGGGCTGGTCATCCTGCTGTCCGGAGAGAACCAGCCAGCTCTTTGATTTGCCGTGTTCCAAACT
CTCAGTTGGGGATGTCTGCATCTCGCTTACCCTCAAGAACCTGAAGAACGGCTCTGTTAAAAAGGGCCAG
CCCGTGGATCCCGCCAGCGTCCTGCTGAAGCACTCAAAGGCCGACGGCCTGGCGGGCAGCAGACACAGGT
ATGCCGAGCAGGAAAACGGAATCAACCAGGGGAGTGCCCAGATGCTCTCTGAGAATGGCGAACTGAAGTT
TCCAGAGAAAATGGGATTGCCTGCAGCGCCCTTCCTCACCAAAATAGAACCCAGCAAGCCCGCGGCAACG
AGGAAGAGGAGGTGGTCGGCGCCAGAGAGCCGCAAACTGGAGAAGTCAGAAGACGAACCACCTTTGACTC
TTCCTAAGCCTTCTCTAATTCCTCAGGAGGTTAAGATTTGCATTGAAGGCCGGTCTAATGTAGGCAAGTA

Translate

MKSNQERSNECLPPKKREIPATSRSSEEKAPTLPSDNHRVEGTAWLPGNPGGRGHGGGRHGPAGTSVELG
LOQGIGLHKALSTGLDYSPPSAPRSVPVATTLPAAYATPQPGTPVSPVQYAHLPHTFQFIGSSQYSGTYA
SFIPSQLIPPTANPVTSAVASAAGATTPSQRSQLEAYSTLLANMGSLSQTPGHKAEQQQQQQOQQQQOQQHQ
HQOQOOOOQOOO00QOQOQHLSRAPGLITPGSPPPAQONQYVHISSSPONTGRTASPPATIPVHLHPHQTMIPH
TLTLGPPSQVVMQYADSGSHFVPREATKKAESSRLOQAIQAKEVLNGEMEKSRRYGAPSSADLGLGKAGG
KSVPHPYESRHVVVHPSPSDYSSRDPSGVRASVMVLPNSNTPAADLEVQQATHREASPSTLNDKSGLHLG
KPGHRSYALSPHTVIQTTHSASEPLPVGLPATAFYAGTQPPVIGYLSGQQQAITYAGSLPQHLVIPGTQP
LLIPVGSTDMEASGAAPAIVTSSPQFAAVPHTFVTTALPKSENENPEALVTQAAYPAMVQAQIHLPVVQS
VASPAAAPPTLPPYFMKGSIIQLANGELKKVEDLKTEDFIQSAEISNDLKIDSSTVERIEDSHSPGVAVI
QFAVGEHRAQVSVEVLVEYPFEFVFGQGWSSCCPERTSQLFDLPCSKLSVGDVCISLTLKNLKNGSVKKGQ
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ANEXO XII

ProtParam SCA1

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781

MKSNQERSNE
GPAGTSVELG
AHLPHTFQFI
LANMGSLSQT
PPAQONQYVH
FVPREATKKA
HVVVHPSPSD
KPGHRSYALS
QHLVIPGTQP
TQAAYPAMVQ
QSAEISNDLK
CCPERTSQLF
RHRYAEQENG
RKLEKSEDEP

CLPPKKREIP
LOQGIGLHKA
GSSQYSGTYA
PGHKAEQQQQ
ISSSPONTGR
ESSRLQOAIQ
YSSRDPSGVR
PHTVIQTTHS
LLIPVGSTDM
AQIHLPVVQS
IDSSTVERIE
DLPCSKLSVG
INQGSAQMLS
PLTLPKPSLI

Number of amino acids: 816
Molecular weight: 87050.7
Theoretical pl: 8.49

Amino acid composition:

ATSRSSEEKA
LSTGLDYSPP
SFIPSQLIPP
QQQ00Q00HQ
TASPPAIPVH
AKEVLNGEME
ASVMVLPNSN
ASEPLPVGLP
EASGAAPAIV
VASPAAAPPT
DSHSPGVAVI
DVCISLTLKN
ENGELKFPEK
PQEVKICIEG

PTLPSDNHRV
SAPRSVPVAT
TANPVTSAVA
HQOQOOQ0000Q
LHPHQTMIPH
KSRRYGAPSS
TPAADLEVQQ
ATAFYAGTQP
TSSPQFAAVP
LPPYFMKGSI
QFAVGEHRAQ
LKNGSVKKGQ
MGLPAAPFLT
RSNVGK

EGTAWLPGNP
TLPAAYATPQ
SAAGATTPSQ
QQQOQQHLSR
TLTLGPPSQV
ADLGLGKAGG
ATHREASPST
PVIGYLSGQQ
HTFVTTALPK
TIQLANGELKK
VSVEVLVEYP
PVDPASVLLK
KIEPSKPAAT

GGRGHGGGRH
PGTPVSPVQY
RSQLEAYSTL
APGLITPGSP
VMQYADSGSH
KSVPHPYESR
LNDKSGLHLG
QAITYAGSLP
SENFNPEALV
VEDLKTEDFI
FEVFGQGWSS
HSKADGLAGS
RKRRWSAPES

Ala (A) 76 9.3%
Arg (R) 29 3.6%
Asn (N) 22 2.7%
Asp (D) 19 2.3%
Cys (C) 6 0.7%
GIin(Q) 74 9.1%
Glu (E) 43 5.3%
Gly (G) 60 7.4%
His (H) 31 3.8%
lle (I) 30 3.7%
Leu (L) 63 7.7%
Lys (K) 37 4.5%
Met (M) 11 1.3%
Phe (F) 17 21%
Pro (P) 87 10.7%
Ser (S) 89 10.9%
Thr (T) 48 5.9%
Trp (W) 3 0.4%
Tyr (Y) 19 2.3%
Val (V) 52 6.4%
Asx (B) 0 0.0%
GIx(Z) 0 0.0%
Xaa(X) 0 0.0%

Total number of negatively charged residues (Asp + Glu): 62
Total number of positively charged residues (Arg + Lys): 66
Carbon C 3821

Hydrogen H 6055
Nitrogen N 1101
Oxygen O 1193
Sulfur S 17

Formula: C3821 H6055N110101193S17 Total number of atoms: 12187
Conditions: 6.0 M guanidium hydrochloride; 0.02 M phosphate buffer; pH 6.5
Extinction coefficients are in units of M cm™ .

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780

The first table lists values computed assuming ALL Cys residues appear as half cystines, whereas the

second table assumes that NONE do.
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ANEXO XIII

PSIPRED PREDICTION RESULTS SCA1

Conf: Confidence (0=low, 9=high)

Pred: Predicted secondary structure (H=helix, E=strand, C=coil)
AA: Target sequence

PSIPRED HFORMAT (PSIPRED V2.3 by David Jones)

Conf:
Pred:
AA:

Conf:
Pred:
AA:

Conf:
Pred:
AA:

Conf:
Pred:
AA:

Conf:
Pred:
AA:

Conf:
Pred:
AA:

Conf:
Pred:
AA:

Conf:
Pred:
AA:

Conf:
Pred:
AA:

Conf:
Pred:
AA:

Conf:
Pred:
AA:

Conf:

Pred:

Conf:
Pred:

Conf:
Pred:

987643102578850002432356657778877555644454432467643000034555
CCCCCCCCCCCCCCCreeecceeeceecececeecececececcececececcecececeecccccccHHRERECCCee
MKSNQERSNECLPPKKREIPATSRSSEEKAPTLPSDNHRVEGTAWLPGNPGGRGHGGGRH
10 20 30 40 50 60
655550000000045120000003666777776214257666700235467754463376
CCCCCCCEEECCCCCCEEEHHHCCCCCCCCCCCCEEECCCCCCEEECCCCCCCCCCCEEE
GPAGTSVELGLQQGIGLHKALSTGLDYSPPSAPRSVPVATTLPAAYATPQPGTPVSPVQY
70 80 90 100 110 120
212860477326423542001120001167765022333210024674312013467877
EECCCCEEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHCCCCCCCCCCHHHHHHHA
AHLPHTFQFIGSSQYSGTYASFIPSQLIPPTANPVTSAVASAAGATTPSQRSQLEAYSTL
130 140 150 160 170 180
725331123555201222223333333333333333333332222212567321146778
HHCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCC
LANMGSLSQTPGHKXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXSRAPGLITPGSP
190 200 210 220 230 240
876566568973277546755688600132177730057302117884058987147776
CCCCCCCEEEEECCCCCCCCCCCCCCCEEECCCCCEECCCEEECCCCCCEEEEEECCCCC
PPAQONQYVHISSSPONTGRTASPPAIPVHLHPHQTMIPHTLTLGPPSQVVMQYADSGSH
250 260 270 280 290 300
566400133101234433110122044021201117874454455454667888853650
CCCCCCCCCCHHHHHHHHHCHHHHHCCEEEEEEECCCCCCCCCCCCCCCcceeceecece
FVPREATKKAESSRLOOAIQAKEVLNGEMEKSRRYGAPSSADLGLGKAGGKSVPHPYESR
310 320 330 340 350 360
578726876657678645127889976688840013211145544664321101243467
EEEECCCCCCCCCCCCCCCEEEEEEEECCCCCCCCCCCCCCcceeeecceceeecececececececece
HVVVHPSPSDYSSRDPSGVRASVMVLPNSNTPAADLEVQOATHREASPSTLNDKSGLHLG
370 380 390 400 410 420
766411442585046414676665334677201366777867887157862321145575
CCCCCEEEECCCCEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEEEECCCCCCCCceeccee
KPGHRSYALSPHTVIQTTHSASEPLPVGLPATAFYAGTQPPVIGYLSGQQQAITYAGSLP
430 440 450 460 470 480
542632884479864876765333420000024201103410211002333300466663
CCEECCCCCEEEEECCCCCCCCCCCCHHHEECCCHHHHCCCHHHHHHCCHHHHCCCCCCC
QHLVIPGTQPLLIPVGSTDMEASGAAPAIVTSSPQFAAVPHTFVTTALPKSENFNPEALV
490 500 510 520 530 540
577771003432006643356777887765430232100120117884512026622222
CCCCCCCCEEEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHCCHHHCCCCCCEEECCCCHHHH
TQAAYPAMVQAQIHLPVVQSVASPAAAPPTLPPYFMKGSIIQLANGELKKVEDLKTEDE I
550 560 570 580 590 600
021048762321100461002212664799999678640355675058863660761265
HHHHCCCCCEECCEEEEEEECCCCCCEEEEEEEECCCCEEEEEEECCCCCEEECCCCEEE
QSAEISNDLKIDSSTVERIEDSHSPGVAVIQFAVGEHRAQVSVEVLVEYPEFEFVFGQGWSS
610 620 630 640 650 660
555530102166401044366640454121057653324444421256765514442355
ECCCCCHHHCCCCCCEEEECCEECCCCHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHCCC
CCPERTSQLFDLPCSKLSVGDVCISLTLKNLKNGSVKKGQPVDPASVLLKHSKADGLAGS
670 680 690 700 710 720
443556611123012321101244457655567766620034677887454057258875
CCCCCCCCCCCCHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEECCCCC
RHRYAEQENGINQGSAQMLSENGELKFPEKMGLPAAPFLTKIEPSKPAATRKRRWSAPES
730 740 750 760 770 780
244424456753257765574235788712436789
CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEEEEEECCCCCCC
RKLEKSEDEPPLTLPKPSLIPQEVKICIEGRSNVGK
790 800 810
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ANEXO XIV

primary structure

(amino acid sequence) secondary structure

(o-helix)

é
|

*‘ tertiary structure

d s ’ guaternary structure
S (folded individual peptide) ({aggregation of two or more peptides)

C D

A= Estrutura Primaria de uma proteina, sequencia de aa e liga¢des peptideas da molécula;
B= Estrutura Secundaria de uma proteina, é dado pelo arranjo espacial dos aa; ultimo nivel de
organizagao das proteinas fibrosas;

C= Estrutura Tercidria de uma proteina, forma tridimensional (arrranjo) ocorre em proteinas

globulares;

D= Estrutura quaternaria de uma proteina, apenas em proteinas oligoméricas.
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ANEXO XV

Esquemas de proteinas globulares e fibrosas

Proteinas sdo compostos organicos de alto peso molecular, sdo formadas pelo encadeamento
de aminoacidos. Representam cerca do 50 a 80% do peso seco da célula sendo, portanto, o

composto organico mais abundante de matéria viva.

Proteinas Fibrosas - Na sua maioria, as proteinas fibrosas sédo insollveis nos solventes
aquosos e possuem pesos moleculares muito elevados. Sao formadas geralmente por longas
moléculas mais ou menos retilineas e paralelas ao eixo da fibra. A esta categoria pertencem as
proteinas de estrutura, como colageno do tecido conjuntivo, as queratinas dos cabelos, as
esclerotinas do tegumento dos artropodes, a conchiolina das conchas dos moluscos, ou ainda a
fribrina do soro sanguineo ou a miosina dos musculos. Algumas proteinas fibrosas, porém, possuem
uma estrutura diferente, como as tubulinas, que sdo formadas por multiplas subunidades globulares

dispostas helicoidalmente.

Proteinas Globulares - De estrutura espacial mais complexa, sdo mais ou menos esféricas.
Sao geralmente soluveis nos solventes aquosos € 0s seus pesos moleculares situam-se entre 10.000
e varios milhdes. Nesta categoria situam-se as proteinas ativas como o0s enzimas, transportadores

como a hemoglobina, etc.
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ANEXO XVI

ASPECTOS ETICOS

O RNA necessario para os experimentos descritos foram obtidos a partir de sangue colhido de
individuos normais e pacientes atendidos no ambulatério de Neurogenética do HC-UNICAMP (cédigo:
26066). Os pacientes sado atendidos pela Dra. Iscia Lopes-Cendes, que realiza toda a orientagao
sobre a doenga, discute a possibilidade de realizar testes moleculares diagndsticos e faz a orientagédo
genética pré e pos-teste.

E assegurado a todos os membros da familia, o direito de obter informagdes e atendimento
nesse mesmo ambulatério. O projeto de pesquisa que envolve o diagnéstico molecular das ataxias
espinocerebelares ja foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da FCM-UNICAMP (parecer
055/98). O laboratério de Genética Médica também detém a licenca para realizar os trabalhos que

envolvem biotecnologia, concedida pelo CQB e identificada pelo numero 0072/98.
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ANEXO XVII

PESQUISA: DETERMINACAO DA FREQUENCIA E DAS CARACTERISTICAS
MOLECULARES DAS MUTACOES RESPONSAVELS PELAS ATAXIAS
ESPINOCEREBELARES

PESQUISADOR: Dra. Iscia

Lan
QO r 1a Lop

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da
UNICAMP, apds acatar os pareceres dos membros-relatores, aprova a pesquisa
supracitada bem como o Consentimento Pés-Informagdo por estarem contempladas
as Resolugdes 196/96 e 251/97.

CEP/FCM, 25/06/98

FCM /
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