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nm indicam a presenga de a-hélices na estrutura secundéria..............

Espectro por CD a) da ataxina-3 em sua forma normal (N) e b) da

ataxina-3 ap0s liofilizacdo e ressuspensdao em D7O........cccoceeeeveeennnnen.
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A ataxia espinocerebelar tipo 3 (SCA 3) ou doenga de Machado-Joseph (MJD) faz parte de
um grupo heterogéneo de doencas neurodegenerativas do sistema nervoso central,

caracterizadas por degeneragdo do cerebelo e de suas vias aferentes e eferentes.

O gene para a SCA3/MJD foi mapeado no braco longo do cromossomo 14 e foi
denominado MJDI. A mutacdo € caracterizada pela expansdo de trinucleotideos CAG
instaveis e o produto génico, a proteina ataxina-3 mutante ou MJD1a, apresenta expansoes
do trato de poliglutamina (poliQ) préximas a regido C-terminal. Evidéncias experimentais
relacionam os mecanismos de neurodegeneracdo ao acimulo da proteina ataxina-3 mutante

no nucleo de neurdnios levando a formacao de inclusdes intranucleares ubiquitina-positivas

e a morte celular. Porém, a func¢do da proteina normal permanece desconhecida.

Ja que muitas funcgdes celulares sdo realizadas quando as proteinas interagem umas com as
outras, a caracterizacdo de seus ligantes poderd fornecer informagdes importantes sobre os

processos bioldgicos dos quais elas participam.

Assim, a identificacdo de interagdes de proteinas com a ataxina-3 juntamente com seu
estudo estrutural, sdo o ponto de partida para andlises funcionais bem como para a
compreensdo dos mecanismos patoldgicos da doenca. Isto possibilitard, no futuro, a
habilidade no projeto e sintese de novos catalisadores, materiais e farmacos que poderdo

contribuir para a eliminac¢do da doenca e/ou melhoria da qualidade de vida dos pacientes.

Com este objetivo, este trabalho implementou um protocolo reprodutivel, robusto e
confidvel de expressdo e purificacdo das formas normal e mutante da ataxina-3 humana,

com isso, iniciando uma importante linha de pesquisa em nosso laboratorio.
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ABSTRACT






Spinocerebellar ataxia type 3 (SCA 3) also known as Machado-Joseph disease (MJD)
belongs to a heterogeneous group of neurodegenerative diseases of the central nervous
system and is characterized by the degeneration of cerebellum and its afferent and efferent

ways.

The SCA3/MJD gene was mapped on chromosome 14 and was named MJD1, the causative
mutation is an instable CAG trinucleotide expansion in the gene product, the mutant ataxin-

3, and polyglutamine tract is located near the C-terminus region.

Several experiments relate the ataxin-3 neurodegeneration mechanism with the formation
of ubiquitin-positive neuronal intranuclear inclusions leading to cell death. However, the

normal functions of the protein remain unknown.

Protein function is usually carried-out through protein interactions; therefore, the
identification of protein binding substrates can give important functional information on

relevant biological function and pathways.

Therefore, the identification of proteins that interact with ataxin-3 and its structural studies
are important starting points for function analysis, as well as to better understand the
mechanisms underlying the neurodegeneration in the disease condition. This will
eventually lead to the development of compounds and drugs that could eliminate the

disease or improve the patients’ quality of life.

At completion of our study we were able to develop a robust and efficient protocol for
expression and purification of large amounts of human ataxin-3 in its normal and expanded

forms; thus starting a new line of research in our laboratory.
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REVISAO DE LITERATURA
1.1-Doencas de repeticao de CAG

Expansdes de repeticdes CAG, as quais codificam proteinas com tratos de
poliglutamina (poliQ) expandidos, estdo relacionadas a, pelo menos, nove doengas
neurodegenerativas progressivas, dentre as quais estdo a atrofia muscular espino bulbar
(SBMA), a doenga de Huntington (HD), a atrofia dentopalidorrubrolusiana (DRPLA) e as
ataxias espinocerebelares dominantes tipo 1 (SCA1), 2 (SCA2), 3 (SCA3) (ou doenca de
Machado-Joseph), 6 (SCA6), 7 (SCAT) e 12 (SCA12) (CHAI et al., 1999; CHA, 2000;
FUJIGASAKI et al, 2000, SHIMOHATA et al, 2000, SCHEEL, TOMIUK &
HOFMANN, 2003; BURNETT, LI & PITTMAN, 2003; CHAI et al., 2004).

Com excec¢do da SBMA, as demais sdo patologias dominantemente herdadas e,
para cada uma, hd um limiar de repeticdes que quando excedido leva a um fendtipo
especifico. Geralmente repetigoes acima de 35-40 CAGs sdo associadas a doengas, exceto
para SCA6, cujo limiar ¢ de 20 repeticoes (SUTHERLAND & RICHARDS, 1995;
SHIMOHATA et al., 2000).

Ha uma correlagdo entre o tamanho das repeti¢des expandidas, a dosagem
génica e a severidade do quadro clinico inversa a idade de inicio dos sintomas. Sugere-se
que o comprimento do trato de poliQ expandido esteja ligado aos mecanismos patogénicos
destas doencas (KAWAKAMI et al., 1995; SUTHERLAND & RICHARDS, 1995;
TAKIYAMA et al., 1995; FUJIIGASAKI et al., 2000; SHIMOHATA et al., 2000).

Geralmente o inicio dos sintomas ocorre aos 30-40 anos, causando perda de
funcdo e morte neuronal 10 a 20 anos apds sua manifestagdo (ZOGHBI & ORR, et al.,
2000).

Em geragdes sucessivas de familias afetadas observa-se a antecipagao, isto ¢, o
inicio dos sintomas ocorre de forma precoce e com rapida progressdo da doenca em relagao
ao parental. A antecipacdo ¢ ocasionada em conseqiiéncia de uma instabilidade de
transmissdo das repeti¢des de tripletos intergeracdes, particularmente marcada quando a

transmissdo ¢ paterna (ZOGHBI & ORR, et al., 2000).

Introdugdo

55



As doengas de repeticao de CAGs diferem clinica e patologicamente e embora
tenham em comum os tratos de poliQ expandidos, as proteinas envolvidas ndo apresentam
mais nenhuma homologia entre si. Em cada doenca somente certas regides do cérebro e
populacdes de neurdnios degeneram levando aos diferentes fenotipos. Esta
neurodegeneracdo seletiva ocorre independentemente da ampla expressdo das varias
proteinas mutantes levando a crer que a composicao Unica de cada proteina com tratos de
poliQ expandidos deva ter um importante papel em especificar os detalhes de cada

patogénese (CHAI et al., 2001).

Dentro deste grupo, ha uma grande variabilidade clinica e patoldgica, porém
essa variabilidade parece ser maior na ataxia espinocebelelar tipo 3 (SCA3) ou doenga de
Machado-Joseph (MJD). Devido a esta heterogeneidade, a descri¢do clinica de SCA3/MJD
¢ bastante rica e complexa (RUBINSZTEIN & HAYDEN, 1998).

1.2- Doenca de Machado-Joseph ou Ataxia Espinocerebelar tipo 3
1.2.1- Aspectos Histdricos e Epidemioldgicos

A SCA3/MID foi descrita pela primeira vez na década de 70, em trés familias
americanas descendentes de imigrantes da ilha de Acgores (NAKANO, DAWSON &
SPENCE, 1972; WOODS & SCHAUMBURG, 1972; ROSENBERG et al., 1976). Somente
quando a doenga foi melhor investigada na populagdo agoreana, na qual apresenta alta
prevaléncia, ¢ que os pesquisadores concluiram se tratar de uma doenca pleomorfica,
passando a chamé-la doenca de Machado-Joseph (COUTINHO & ANDRADE, 1978).
Logo percebeu-se que nao estava confinada aos acoreanos e seus descendentes, mas estava
presente em populacdes de geografia e etnicidade distantes, como aborigines australianos
(BURT, BLUMBERGS & CURRIE, 1993), japoneses (SAKAI, OHTA & ISHINO, 1983)e
negros (HEALTON et al., 1980).

A prevaléncia da MJD ¢ muito grande nos Agores, principalmente na Ilha das
Flores, onde um em cada 100 habitantes ¢ doente, um em cada 40 ¢ portador do gene e um

em cada 20 tem risco para a doenga (COUTINHO, 1996).
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Acredita-se que a SCA3/MIJD seja a ataxia de heranga dominante mais comum
no Brasil (LOPES-CENDES et al., 1997a; LOPES-CENDES et al., 1997b) e no mundo
(TAKIYAMA et al., 1993; RUBINSZTEIN & HAYDEN, 1998; FUJIGASAKI et al,
2000; GASPAR et al., 2001).

1.2.2- Aspectos Clinicos

A despeito da grande variabilidade clinica, os sinais mais freqiientes sdo ataxia
lenta e progressiva, oftalmoplegia externa progressiva, sinais piramidais e extrapiramidais e
atrofias musculares distais, que surgem na meia-idade, mas podem afetar criangas ou
adultos nas 4® e 5% décadas de vida. Os portadores da doenga apresentam perda do
equilibrio, falta de coordenagdo motora geral, marcha alterada, dificuldade na degluticao,
fala escandida, oftalmoplegia, perda sensitiva e de massa muscular, culminando em morte.
Atualmente ndo existe tratamento especifico ou cura (COUTINHO & ANDRADE, 1978;
RUBINSZTEIN & HAYDEN, 1998; FUIIGASAKI et al., 2000).

1.2.3- Aspectos Moleculares

O locus do gene MJDI foi mapeado no brago longo do cromossomo 14q32.1
(TAKIYAMA et al., 1993). Seu produto génico, a proteina ataxina-3 (Atx-3), quando
mutada apresenta, proximo a porcdo C-terminal, os tratos de poliQ expandidos
(TAKIYAMA et al., 1993; RUBINSZTEIN & HAYDEN, 1998; FUJIGASAKI et al.,
2000; SHIMOHATA et al., 2000). O nimero de repeticdes de CAGs ¢ altamente
pleomoérfico, em individuos ndo acometidos variando de 12 a 40; ja em pacientes com MJD

a expansao atinge entre 55 a 84 tripletos.

A Atx-3 apresenta massa molecular de, aproximadamente, 42 kDa e ¢ a menor
proteina envolvida nas doengas por expansdo de tratos de poliQ (KAWAGUCHI et al,
1994).
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Suas fungdes fisioldgicas ainda ndo estdo esclarecidas. Sabe-se que sua forma
normal esta presente tanto no citoplasma quanto no nucleo das células, enquanto que a
mutada, se localiza predominantemente no nucleo dos neurdnios de pacientes com MJD
formando inclusdes nucleares (NIIs). Essa localizagdo ¢ mediada por sinais de localizacdo

nuclear (NLS) na proteina (FUJIGASAKI et al., 2000; SHIMOHATA et al., 2000).

Embora a expressdo do gene associado a doenga ocorra em uma grande
variedade de tecidos, a degeneracdo atinge apenas populacdes especificas de neurdnios que

sdo vulneraveis na presenca das NlIs e sofrem apoptose (ALBRECHT et al., 2004).

A importancia do acumulo de proteinas mutantes no nucleo foi demonstrada
pela observacao de que camundongos transgénicos expressando ataxina-1 expandida com o
dominio NLS mutado ndo desenvolveram ataxia e que a adi¢do de sinais de exportagao
nuclear (NES) em uma huntingtina mutante suprimiu a formagao de (NIIs) e a apoptose

(SHIMOHATA et al., 2000).

As NIIs apresentam-se como marcadores do processo de patogénese,
independente de serem estruturas toxicas ou ndo. A despeito de seu papel, sabe-se que o
acimulo nuclear da ataxina-3 mutante ¢ essencial para sua citotoxicidade

(CHAI et al., 2001).

Nao obstante muita pesquisa estar sendo desenvolvida, pouco se sabe sobre a
funcdo especifica da Atx-3 e, principalmente, sobre as causas da disfuncdo neuronal e
morte celular provocadas pela proteina mutante (CHOU et al., 2005; GALES et al, 2005;
MAO et al, 2005; NICASTRO et al., 2005; NICASTRO et al, 2006).

Ja que muitas funcdes celulares sdo realizadas quando as proteinas interagem
umas com as outras, a caracterizacao de seus ligantes juntamente com a andlise da estrutura
da ataxina-3 tem sido o alvo de pesquisas que visam a obtencdo de informagdes sobre os
processos bioldgicos e patogénicos envolvidos (ALBRECHT et al., 2004; NICASTRO
et al.,2005; ZHONG & PITTMAN, 2006).
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Estudos de bioinformatica combinaram a andlise da seqiiéncia da Atx-3 com
dados do genoma funcional de organismos modelo levando a uma predi¢do da sua funcao
bioldgica e classificando-a como pertencente ao grupo das cisteinas-proteases com
atividade contra cadeias ubiquitinadas ou substratos relacionados (DONALDSON et al.,
2003; SCHEEL, TOMIUK, HOFMANN, 2003).

A ubiquitina (Ub) ¢ uma proteina de 85 kDa presente em todas as células
eucarioticas e possui um importante papel na marcacdo de proteinas para a destruicao
(DONALDSON et al., 2003).

Outros estudos também reforcam uma fungdo para a Atx-3 na via proteolitica
dependente de ubiquitina (via proteassoma-ubiquitina) ja que ela possui um dominio para
interagdo com a ubiquitina, proximo ao dominio de poliglutamina, que a liga a proteinas
poliubiquitinadas, (BURNETT, LI, PITTMAN, 2003; DONALDSON et al., 2003; DOSS-
PEPE et al., 2003; CHAI et al., 2004).

DOSS-PEPE et al. (2003) citaram a associag¢ao da ataxina-3 a fatores de ligagao
do proteassoma RAD23 e a proteina que contém valosina (VCP).

MICHALIK & BROECKHOVEN (2003) acreditam que as inclusdes nucleares
atuem sequestrando componentes do proteassoma e outras proteinas incluindo chaperonas
moleculares e em varios modelos experimentais poderiam atuar como supressores efetivos
de toxicidade (OPAL & ZOGHBI, 2002).

Alguns trabalhos sugerem que a Atx-3 regula negativamente a expressao de
genes, talvez pela inibicdo de histonas acetiltransferases, embora ndo haja evidéncias
diretas que ela atue como fator ou cofator de transcricio (CHAI et al., 2001; LI
etal.,2002).

ZHONG & PITTMAN (2006) sugeriram que uma funcdo da Atx-3 normal
seria regular os niveis de substratos de degradacao associada ao reticulo endoplasmatico
(ERAD) ja que, ao transfectarem células com Atx-3 normal, os niveis celulares de
substratos ERAD aumentaram; porém, os niveis de substratos ndo degradados pelo
reticulo endoplasmatico (ER) ndo foram alterados. Esta hipdtese ¢ reforcada ja que a
Atx-3 liga-se a VCP/p97, que ¢ uma proteina responsavel pela extracdo de substratos

ERAD do ER.
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Em 2003, MASINO et al. relataram a arquitetura do dominio da ataxina-3 e
demonstraram que esta consiste de um dominio globular N-terminal com significativo
conteido de o—hélice que abrange o motivo Josephin e uma cauda C-terminal flexivel
contendo até trés UIMs (motivo de interagdo com a ubiquitina), além do fragmento poliQ.
Os autores ainda evidenciaram que o dominio Josephin ¢ uma regido funcional importante

da Atx-3 que atua tanto nas fun¢des da proteina normal quanto da proteina mutada.

Foi prevista uma provavel fun¢dao deste dominio por bioinformatica, onde se
sugere que o dominio Josephin apresenta um enovelamento tipo cisteina (Cys) protease e,
desse modo, seria a regido responsavel pela atividade da Ub protease na proteina integra
(SCHEEL, TOMIUK & HOFMANN, 2003). Recentemente, o dominio Josephin também
foi implicado no desenovelamento da ataxina-3 e, desse modo, na patologia de SCA3
(MASINO et al., 2004). NICASTRO et al. (2005) resolveram a estrutura do dominio
Josephin pelo uso de técnicas de RMN e afirmam que apesar da baixa homologia de
seqiiéncia (<16%), este dominio pertence a superfamilia das papains de proteases
cisteinicas, com a triade catalitica Cys, His e Asn em um sitio ativo estruturalmente
conservado. Desse modo, sua estrutura sugere regides potencialmente importantes para

interagdes proteina—proteina e especificidade por substrato.

Em um importante estudo foram observadas duas proteinas homologas
humanas da proteina de fungo RAD23 relacionada ao reparo de DNA, HHR23A e
HHR23B que interagem com a ataxina-3 tanto normal quanto mutante, na regido N-
terminal que ndo contém os tratos de poliQ, sugerindo que esta associagdo estaria

relacionada com a fun¢do normal da ataxina-3 (WANG et al., 2000).

Algumas proteinas que interagem com tratos de poliQ expandidos t€ém sido
identificadas nas doencas de Huntington, DRPLA e Ataxia-1. As proteinas que interagem
com a huntingtina: huntingtin-associated (HAP1), huntingtin-interacting (HIP1) e SH3GL3
que contém um dominio SH3; as proteinas que interagem com a atrofina-1: IRSp53, uma
homoéloga humana da proteina do receptor de insulina tirosina quinase e as atrophin-1-
interacting proteins (AIPs) que contém um dominio WW; a proteina nuclear cerebelar
acida rica em leucina (LAMP) que interage com a ataxina-1, confirmando que as proteinas

que se ligam aos tratos de poliQ sdo especificas em cada doenga (WANG et al., 2000).
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Um resumo de artigo publicado em chinés (SHEN et al, 2005) descreveu 5
interacdes com a por¢do C-terminal da Atx-3, trés proteinas ja identificadas: ‘“human
rhodopsin guanosine diphosphate dissociation inhibitor alpha”, “small ubiquitin-like
modifier 17, e “human neuronal amiloride-sensitive cation channel 2” e duas proteinas

desconhecidas.

Algumas interagdes apoiam a possibilidade de que proteinas com repeti¢des de
glutaminas poderiam afetar o funcionamento celular via alteracdo da expressdo normal de
genes, através de uma associacdo ou redistribuicao intracelular anormais e/ou seqiiestro de

fatores de transcri¢do cruciais (CHA, 2000).

Assim, a identificacdo de interacdes de proteinas com a ataxina-3, juntamente
com seu estudo estrutural, sdo o ponto de partida para andlises funcionais bem como a
compreensdo dos mecanismos patoldgicos da doenca, podendo contribuir, no futuro, para a
habilidade no projeto e sintese de novos materiais e farmacos, elimina¢do da doenca e/ou

melhoria da qualidade de vida dos pacientes.

1.3- Sistema de Duplo-Hibrido

O sistema duplo-hibrido de expressao em levedura tem sido usado para
investigacdo da funcdo de novas proteinas e estd entre os métodos mais poderosos para
“screening” de genes que sdo funcionais em varios sistemas e processos fisioldgicos e para
determinagdo de interacdo génica (BARTEL & FIELDS, 1997; PANDEY &
MANN, 2000).

O modelo do sistema de duplo hibrido foi desenvolvido por FIELDS & SONG
(1989) para a deteccdo de interagdes proteina-proteina especificas in vivo. Este sistema
permite a identificagdo de genes que codificam proteinas que interagem com uma proteina
alvo, mas pode, além disso, ser usado para definir dominios ou residuos de aminoacidos

que estao envolvidos, ou sdo necessarios para a interagao.
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A tecnologia deste método explora o fato de varios ativadores de transcrigao
serem modulares, com dois dominios funcionais fisicamente separaveis: o dominio de
ligacdo ao DNA (DBD) que se liga a uma seqiiéncia promotora especifica € o dominio de
ativacao (AD) que se liga aos componentes do complexo de transcri¢do basal. Ambos sdo

necessarios para que ocorra a transcrigao.

O DBD se liga a uma seqiiéncia promotora especifica, que se situa na regiao
controladora de um ou mais genes reporter. O AD recruta os componentes criticos do

complexo de iniciag¢do de transcri¢do (CHIEN ef al., 1991).

O sistema emprega duas proteinas hibridas: o gene que codifica uma proteina
conhecida ¢ fusionado ao DBD de um vetor isca (“bait”) na mesma matriz de leitura do
dominio de ligagdo ao DNA; separadamente, para o “screening” de possiveis proteinas
ligantes a proteina isca, um segundo gene, ou biblioteca de cDNA, codificando as proteinas
que potencialmente serdo identificadas ¢ clonado adjacente ao dominio de ativagdo da

transcrigdo em um vetor presa (“prey”’) (Fig.1).

Se uma das proteinas desconhecidas interagir com a conhecida, isto trara o
dominio de ativagdo sobre o dominio de ligagdo ao DNA, tornando funcional o fator de
transcri¢ao pela formacdo do duplo-hibrido. Assim, a transcri¢do dos genes reporter que
estao sob seu controle sera ativada (FIELDS & SONG, 1989; CHIEN et al., 1991; VIDAL
et al., 1996; BARTEL & FIELDS, 1997, ARONHEIM, 2000; PANDEY & MANN, 2000;
UETZ et al., 2000; MACDONALD, 2001).
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Figura 1- No sistema de duplo-hibrido a proteina conhecida ¢ chamada de isca (X); a
proteina que interage com ela e faz com que a transcricado dos genes reporter

seja ativada € a presa (Y)

1.4- Estudos Estruturais de Proteinas

A clonagem, expressao e purificagdo de proteinas ¢ um passo essencial para o

estudo de seu enovelamento, estabilidade e estrutura.

Apds a purificagdo, podem ser realizadas desnaturacdes por meio de
temperatura ¢ de desnaturantes quimicos para observar a estabilidade das proteinas e de
seus dominios. A caracterizacdo da conformagao dessas proteinas ¢ feita principalmente por
espectroscopia otica: dicroismo circular (CD), fluorescéncia e absorbancia. Dependendo do
resultado obtido, podem ser empregadas técnicas para estudar a cinética de enovelamento
tais como calorimetria e espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS). Para medidas de
tamanho e forma sdo feitos os estudos das estruturas por difragdo de raios-X e por
cristalografia, permitindo o conhecimento da estrutura dos materiais a nivel atdmico,
independentemente do seu estado fisico e de sua origem e das relagdes entre essa estrutura

e suas propriedades (RUI, 2005).
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1.4.1- Purifica¢ao de Proteinas

O processo de purificagdo de uma proteina é composto por multiplas etapas
cuidadosamente definidas e depende de suas caracteristicas fisico-quimicas e de suas

propriedades biologicas (RUI, 2005).

Os primeiros passos de uma purificacdo geralmente sdo aqueles que possuem
um menor poder de resolucdo, porém que permitem o tratamento de grande quantidade de
material, como: didlise, precipitagdo de proteinas por sais, etanol etc. Outros métodos de

purificagdo sdo chamados métodos cromatograficos (RUI, 2005; CHOW et al., 2006).

A cromatografia em coluna ¢ um dos métodos mais comuns de purificagdo de

proteinas (CHOW et al., 2006).

Esta técnica consiste na passagem da proteina através de uma coluna
preenchida com um material (fase estacionaria) que ¢ desenhada para reter ou diminuir a
velocidade da passagem da fase moével onde estdo as macromoléculas (proteinas).
Baseando-se numa propriedade particular, como tamanho, carga ou afinidade quimica. A
solugdo a analisar deve conter a proteina concentrada e o método deve ser rapido para
evitar a degradacdo da mesma, devendo, no entanto, utilizar-se inibidores de proteases

(CHOW et al., 2006).

A cromatografia ¢ essencialmente um método fisico de separagdo em que os
componentes a serem separados sdo distribuidos entre duas fases, uma das quais
estacionaria e outra movel através da primeira. A separacdo ocorre como resultado de
processos repetidos de adsor¢do e desor¢do durante o movimento dos componentes da
amostra ao longo da fase estaciondria, e a separacao ¢ devida a diferenca de constantes de
distribuicdo de cada um dos componentes da amostra. A distingdo entre os principais

métodos cromatograficos ¢ feita em termos das propriedades da fase movel (CASTANHO).

A cromatografia por afinidade empregando metais foi desenvolvida por
PORATH et al. (1975) que apresentaram uma técnica para separacdo e purificagdo de
proteinas baseada na afinidade das proteinas por metais de transicdo. Esta técnica foi
denominada cromatografia de afinidade com metal imobilizado, do inglés, Immobilized

Metal Affinity Chromatography (IMAC) (KARMALI).
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O principio fundamental do IMAC consiste na interacdo entre proteinas em
solugdo e ions metalicos imobilizados num suporte sélido. Estes suportes contendo ions de
Cu*", Ni*’, Zn*" ou Co*" sdo adequados para o fracionamento de proteinas com base no seu
conteudo relativo de residuos de histidina, cisteina, cadeias laterais aromaticas de
aminoacidos e de grupos N-terminal acessiveis de aminoacidos. Estes residuos devem estar
disponiveis a superficie das proteinas com vista a formacdo de interagdes com esses metais
de transi¢do. Assim, esta técnica permite ndo s6 a purificacdo de proteinas com base na
presenca destes residuos como também uma andlise estrutural topoldgica detalhada das

proteinas (KARMALLI).

O principio do IMAC baseia-se no fato de que os metais de transi¢do
(Cu2+, Ni2+, Zn* e C02+) podem coordenar alguns aminoédcidos como a histidina, cisteina e
triptofano, através dos grupos doadores de elétrons nas cadeias laterais desses aminoacidos.
A utilizacdo destas interagdes para fins cromatograficos requer que o ion metalico seja
imobilizado num suporte insoluvel. Esta imobilizacao pode ser efetuada ligando um grupo
quelante a matriz cromatografica. Existem varios agentes quelantes usados no IMAC sendo
o 4cido iminodiacético (IDA) o mais utilizado. Este composto pode ser acoplado a varias
matrizes cromatograficas como Sepharose 6B, Sepharose 4B ou Sephadex G-100 através de
um longo brago espagador hidrofilo. O brago espagador assegura que o quelante do metal
esteja totalmente acessivel para todos os centros de ligagdo disponiveis numa proteina

(KARMALI).

A afinidade aparente de uma proteina para um metal quelado depende
fortemente do ion metélico envolvido na coordenagdo. A retengdo de uma proteina nos
diferentes metais esta de acordo com a afinidade do metal pelo Imidazol. Assim, quer a
retengdo de proteinas quer as constantes de estabilidade dos complexos com Imidazol

obedecem a seguinte ordem: Cu®" > Ni*" > Zn**~ Co>" (ARNOLD, 1991; KARMALI).
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1.4.2— Dicroismo Circular (CD)

Para a caracterizacdo da natureza e das propriedades da estrutura de proteinas
pode ser utilizada uma combinacdo de métodos, dentre estes, o Dicroismo Circular (CD),

auxilia na elucidagdo da estrutura secundaria destas (GALES er al., 2005).

E um método espectroscopico que depende da absor¢io diferencial de luz
polarizada circular a direita e a esquerda de moléculas opticamente ativas (GREENFIELD,

2004; MILES & WALLACE et al, 2006).

A forma do espectro de CD de uma proteina especifica depende do contetido de
sua estrutura secundaria e permite que as propor¢des de alfa hélices, folhas beta, alcas

(turns) e estruturas randomicas sejam determinadas (Fig. 2).

Estudos dos sinais caracteristicos de diferentes estruturas secundarias nos
espectros de CD de proteinas possibilitaram classifica-las em 5 classes segundo LEVITT &
CHOTHIA (1976): 1) principalmente alfa-hélices; 2) principalmente folhas beta-
pregueadas; 3) alfa + beta (regides alfa e beta separadas); 4) alfa/beta (regides com alfa e

beta misturadas) e 5) randdmica (predominantemente desordenada).

As principais vantagens dessa técnica sdo a ampla gama de condi¢des de
solugdes e temperaturas que podem ser exploradas, a rapidez na realizacdo das medidas, o
fato de somente pequenas quantidades de amostra serem requeridas bem como o de ndo

haver restricdes quanto a massa molar da proteina em estudo e a ndo necessidade de cristais

(ITO, 2004; MILES & WALLACE et al, 2006).

O CD também pode ser utilizado para fornecer informagdes sobre interagdes de
proteinas, seu enovelamento e denaturacdo, sua estabilidade além da detec¢ao de formacao

de complexos macromoleculares (MILES & WALLACE et al, 2006).

Mesmo ndo informando sobre as posi¢des dos atomos na macromolécula, o CD
permite a observacdo da ocorréncia de mudangas na conformagdo da proteina e, em caso
posititivo, a correlagdo com as caracteristicas do meio circundante. Permite a observagao de
que se mudancas de temperatura, de pH ou a presenga de outras moléculas no solvente sdo

capazes de modificar a estrutura da proteina (ITO, 2004).
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Figura 2- Diversidade nas caracteristicas dos espectros de diferentes tipos de estruturas
secundarias: um espectro de CD da maioria das proteinas alfa hélice em
vermelho, a maioria das proteinas de folhas beta em azul e uma hélice
poliprolina (colageno) em amarelo. Figura adaptada de MILES & WALLACE,
2006. MRE: elipticidade molar residual

Introducdo

67



Introdugdo

68



2- OBJETIVOS
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2.1- Investigar pela técnica de duplo-hibrido em levedura a interagdo da Atx-3 com

proteinas humanas;

2.2- Realizar o estudo espectroscopico de Dicroismo Circular das Atx-3 normal e mutante;

2.3- Clonar, expressar e purificar a proteina Atx-3 normal e mutante para realizacdo de

estudos funcionais e estruturais.
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3- MATERIAL E
METODOS
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3.1- Plasmideos Utilizados

1. pGEM®-T Easy: plasmideo comercial de clonagem (Promega®). A insercdo
de um fragmento leva a inativacdo do a-peptideo permitindo que os clones
recombinantes sejam identificados diretamente pela coloracdo branca e os
nio recombinantes pela coloragdo azul (Fig. 3). Os cDNAs inseridos neste

vetor podem ser seqiienciados pelos oligonucleotideos de seu polylinker T7

e SP6 (Tab. 1).

2. pBTM116 Kan: plasmideo de expressio em levedura (Clontech®)
gentilmente fornecido pelo Dr. Jorg Kobarg (Laboratério Nacional de Luz

Sincrotron — LNLS, Campinas- SP).

Este vetor foi construido por Bartel e Fields e € constituido pelos seguintes
componentes: (1) o gene TRP1, um marcador de selecdo para a levedura; (2) a seqii€éncia
codificante completa da proteina LexA (1-202), que estd sob o controle do promotor de
levedura ADH1 e que possui um sitio multiplo de clonagem “downstream” para inser¢ao
dos genes de interesse na mesma matriz de leitura (Fig. 4); (3) uma origem de replicacdo
para a levedura 2p; (4) uma origem de replicag¢@o bacteriana; (5) o gene -lactamase, um

marcador de selecdo para Escherichia coli (Fig.5).

O pBTMI116 utilizado contém o gene de resisténcia a canamicina para
propagacdo em E. coli no lugar do de resisténcia a ampicilina. Em levedura, complementa a
via metabdlica para a biossintese de triptofano (W). Os cDNAs inseridos neste vetor podem

ser seqiienciados pelos oligonucleotideos pPBTM-S e pBTM-AS (Tab.1).

3. pET28a(+): plasmideo de expressdo comercial (Novagen®) de 5369 pares de
bases (pb). Contém na regido N-terminal uma cauda de histidina que também
pode estar presente na regido C-terminal (Fig. 6). O cDNA pode ser inserido
sob o controle do promotor T7 que € induzivel por IPTG. Foi utilizado para
transformar a E. coli BL21 (DE3). Como resultado, a proteina recombinante
possui um sitio de clivagem por trombina na sua parte N-terminal seguida

por uma sequéncia que codifica consecutivamente seis residuos de histidinas,
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utilizadas para a purificacdo. Este plasmideo possui um gene que confere
resisténcia da bactéria ao antibidtico canamicina (RUI, 2005). Os cDNAs
inseridos neste vetor podem ser seqiienciados pelos oligonucleotideos pET-S

e pET-AS (Tab.1).

4. pACT2: plasmideo de expressio em levedura (Clontech®) contendo a
biblioteca de cérebro fetal humana (Clontech®) gentilmente cedido pelo Dr.
Jorg Kobarg (Laboratério Nacional de Luz Sincrotron — LNLS, Campinas-
SP). O pACT2 € derivado do pACT e contém um tunico sitio para Eco Rl e
para Xho I no “polylinker” . A proteina hibrida é expressa em altos niveis nas
células da levedura hospedeira para o promotor constitutivo ADHI1 (P); a
transcricdo termina no sitio de terminagdo da transcricio do ADHI1 (7). O
pACT?2 € um vetor que replica autonomamente tanto em E. coli quanto em
S. cerevisiae e carrega o gene bla, que confere resisténcia a ampicilina em E.
coli. Também contém o gene nutricional LEU2 que permite o crescimento de
levedura auxotréfica  em meio sintético limitante (Fig. 7). Os cDNAs
inseridos nestes vetores, proveniente de uma biblioteca, podem ser

seqiienciados pelos oligonucleotideos Gal4 e ScrAmp-AS (Tab. 1).

X | 2009
) Nae |
Scal 1890 yl.ra[l]al.r T7 1
\ 1 slart
f1ori Apa 14
Aatll 20
Sphl 26
Bsid | 31
— Neo | 37
pGEM®-T Easy lacZ Bstz 43
Vector 7T Not | 43
(3015bp) Sac |l 49
N EcoR | 52
Spel 64
EcoR | 70
Not | 77
BsiZ 77
Pst | 88
arl Sall a0
Nete | a7
Sacl 109
BsiX1 |18 3
Nsil 127
141 2
T sre B

Figura 3- Desenho esquematico do plasmideo pGEM®—T Easy. Vetor utilizado na

clonagem das ataxinas-3 normal e mutante e dos dominios funcionais
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g/AA T'IH CC/g gT g ATC C(gT CgA (iICT gCA/ 4CC

Eco Rl Sma 1 Sal 1 Pst 1

Figura 4- Seqiiéncia do sitio maltiplo de clonagem (“polylinker””) do plasmideo pBTM116
para a construcao de proteinas de fusdo Atx-3-LexA-DBD na mesma matriz de

leitura relativa ao LexA
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SnaEl (5050
ADHI

Hindlll (410}
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Ml (513)

wrnn|
EcoRY (792)

Snabl (8500

EcoRI (1041)
gmal (1046)
BamHI (1051)

F———8all (1057)
Pstl (1063)

promoter

2

£hi (1271)
21 (1275)

ADHI

p BT M 1 1 6 terminator

Aatll (4274)

pLexA indlll (14813
ca_ 5 kb (here: 5693)
Bsti] (1657)
Rennl coRY (1711)
Soal (3834)
bal (19100

Fwul (3723)

3

Hron|

— L

Eqll (3470) Pvull (2285)

LexA
Hindlll (4100 1 Hpal (443)
291 CAAGCATACARTCAACTCCARGCT TGARGCAAGCCTCCTGAARG ATG AAA GCG TTA ACG GCC AGG CAA CAA GAG GTG TTT GAT
1¥et Lys Ala Leu Thr Ala Arg Gln Gln Glu Yal Phe asp
MUl (513)
474 CTC ATC CGT GAT CAC ATC AGC CAG ACA GGT ATG CCG CCG ACG CGT GCG GAR ATC GCG CAG CGT TTG GGG TTC
14kLeu 1le Arg Asp His I1e Ser Gln Thr Gly Met Pro Pro Thr Arg Ala Glu 1le Ala Gln Arg Leu Gly Phe
S46 CGT TCC CCA AAC GCG GCT GAA GAA CAT CTG AAG GOG CTG GCOA CGC AAA GGC GTT ATT GAA ATT GTT TCC GGC
35PArg Ser Pro Asn Ala Ala Glu Glu His Leu Lys Ala Leu Ala Arg Lys Gly Yal 1le Glu 1le ¥al Ser Gly
618 GCH TCA CGC GGG ATT CGT CTG TTG CAG GAA GAG GAA GAA GGG TTG CCG CTG GTA GGT CGT GTG GCT GCOC GGT
G2FAla Ser Arg Gly |le Arg Leu Leu Gln Glu Glu Glu Glu Gly Leu Pro Leu Yal Gly aArg Val Ala &la Gly
Honl
690 GAA CCA CTT CTG GCG CAA CAG CAT ATT GAA GGT CAT TAT CAG GTC GAT CCT TCC TTA TTC ARG CCG AAT GCT
S6FGIU Pro Leu Leu Ala Gln Gln Hiz 1le Glu Gly His Tyr Gln Yal Asp Pro Ser Leu Phe Lys Pro Asn Ala
EcoRY [7953)
762 GAT TTC CTG CTG CGC GTC AGC GGG ATG TCG ATG AAA GAT ATC GGC ATT ATG GAT GGT GAC TTG CTG GCA GTG
110k 4sp Phe Leu Leu Arg Yal Ser Gly Met Ser Met Lys Asp 1le Gly lle Met Asp Gly Asp Leu Leu Ala Yal
SnaBl (2500
834 CAT AAA ACT CAG GAT GTA CGT AAC GGT CAG GTC GTT GTC GCA CGT ATT GAT GAC GAA GTT ACC GTT AAG CGC
134*His Lys Thr Gln Asp Yal Arg aAsn Gly Gin Yal Yal Yal Ala arg lle Asp Asp Glu Yal Thr ¥al Lys Arg
Q06 CTG AARA AARA CAG GGC AAT AARA GTC GAAR CTG TTG CCA GAA AAT AGC GAG TTT ARA CCA ATT GTC GTT GAC CTT
158k Leu Lys Lys Gln Gly Asn Lys ¥al Glu Leu Leu Pro Glu Asn Ser Glu Phe Lys Pro lle Yal Yal #asp Leu
EcoRI
2 Smal
978 CGT CAG CAG AGC TTC ACC ATT GAA GGG CTG GCG GTT GGG GTT ATT CGC AAC GGC GAC TGG CTG GAA TTC CCG
152FArg Gln Gln Ser Phe Thr 1le Glu Gly Leu Ala Yal Gly Yal lle Arg Asn Gly Asp Trp Leu Glu Phe Pro
BamHI Sall P=tl
1030 GGG ATC CGT CGA CCT GCA GCC ARG CTA ATT CCG GGC GAA TTT CTT ATG ATT TAT GAT TTT TAT TAT TAA ATAA
206FGIy |le Arg Arg Pro Ala Ala Lys Leuw Ile Pro Gly Glu Fhe Leu Met Ile Tyr Asp Phe Tyr Tyr ess
1123 GTTATARRRARARTARGTGTATACARATTT

Figura 5- Desenho esquematico do plasmideo pBTM116. As iscas foram clonadas em
pBTM116 para a triagem por duplo-hibrido. No vetor utilizado o gene da -

lactamase foi substituido pelo gene kan
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Tabela 1- Seqiiéncias dos oligonucleotideos utilizados para o seqiienciamento da Atx-3 nos

vetores (RUI, 2005)

Oligonucleotideo Seqiiéncia

pBTM-S AACAACGTCGACCTGCGGAGCTCAGTTACAGCTTG
pBTM-AS CAACCTGCAGCCTCAGTAAATATCTGTTAAGGA
pET-S TAATACGACTCACTATAGGG

pET-AS GCTAGTTATTGCTCGGCGG

Gal4 TACCACTACAATGGATG

ScrpAmp-AS GTGAACTTGCGGGGTTTTTCAGTATCTACG

T7 TAATACGACTCACTATAGGG

73
Sal lj179)
Sac | {120
EcoR 1192
EgmlH (198
1102 lian) & 17231
Bpu 02 I Nie 1239
Dra Il {5127 Moo |25
Xba |25

Prou [{442%)
Sgf [442E) -

Sma lf4300) Mlu {1123
Bel I1137)

Clali11m

Mru 1{40e3) B=tE [1{1304)

pET-28a(+)

(53696

EcobT (3772
AlwM 13640

BssS |2207)

BepLUM1 Iz
Sap i3108)

Bst107 Iiagas) Pspk |1(22a0)
Tth111 12563 Rl

Figura 6- Desenho esquemadtico do plasmideo pET-28a(+). Vetor utilizado para a

expressao de proteinas
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HA H ori
PNl pACT2

Hsg:;ll Pam A 81kb

o SAURD - - -
AAA AAA GAG ATC TGT ATG GCT TAC CCA TAC GAT GTT CCA GAT TAC GCT

Byl 4————— HA epitope ————————F
B 5030 2020 S0 5000
AGC TTG GGT GGT CAT ATG GCC ATG GAG GCC CCG GGG ATC CGA ATTC

Neol Smal _ EcoR|
Sfil Amal  BamH |
4880 45360 49T

Figura 7- Desenho esquemadtico do plasmideo pACT2 com seu mapa de restricao e sitio

multiplo de clonagem

3.2- Microorganismos

Bactérias: Escherichia coli

1.DHSa: para propagacao de plasmideos.

2. BL21: (DE3) para expressao de proteinas.

Levedura: S. cerevisiae

L40: MATa his3A200 trpl-901 leu2-3,112 ade2 LYS2::(lexAop)4-HIS3
URA3::(LexAOP)8-LacZ GAL4; este € um genodtipo incompleto.
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A expressdo de HIS3 e lacZ é controlada, respectivamente, pelos promotores
HIS3 e GALI fundidos ao sitios de ligacdo ao LexA multimerizados. A expressao de HIS3
permite o crescimento da levedura na auséncia de histidina, enquanto que a expressiao da

atividade do gene repdrter lacZ pode ser detectada pela atividade da [3-galactosidase.

3.3- A Biblioteca de cDNA de Cérebro Fetal Humano

A biblioteca de cDNA de cérebro fetal humano foi gentilmente cedida pelo pelo
Dr. Jorg Kobarg (Laboratério Nacional de Luz Sincrotron — LNLS, Campinas SP), tendo
sido adquirida da Clontech® ( Cat.n® HL4028AH). Os cDNAs provenientes deste tecido
foram inseridos no vetor pACT2 em fusdo com o gene que codifica o dominio de ativagdao
da proteina GAL4 de levedura. O uso de uma biblioteca oriunda de tecido em fase
embriondria é recomendado ja que as células estdo em plena atividade metabdlica. Muitos

dos genes quiescentes no tecido “maduro” sdo ativos na fase embrionéria (RUI, 2005).

3.4- Extracao de RNA Total de Sangue Periférico

Foram coletados em tubos com EDTA cerca de 20 mL de sangue venoso de um

paciente com SCA3/MIJD e de um individuo normal para a doenga.

Cada amostra foi diluida em solucdo de NaCl 0,9% na propor¢ao de 1:1
(4 mL de sangue para 4 mL de solucdo NaCl 0,9%). A um tubo estéril de 15 mL contendo
6,0 mL de Ficoll—PalqueTm Plus (Amersham Bioscience®) foram adicionados os 8,0 mL da
mistura anterior. O Ficoll-Paque € um polimero que separa o sangue em 4 fases:
1-hemadcias, 2-FICOLL, 3- leucdcitos e 4-plasma, sendo a ultima a fase de menor
densidade. No processo de transferéncia do sangue diluido para o tubo contendo
Ficoll-Paque™ tomou-se o cuidado para que ambos nio se misturassem. Cada tubo foi,
entdo, centrifugado a 400 x g por 30 minutos a 18 °C, em rotor tipo “swinging bucket”. A
camada de leucdcitos foi coletada com auxilio de pipeta Pasteur e as células transferidas
para novo tubo estéril de 15 mL. A seguir completou-se o volume para 14 mL com solugdo

NaCl 0,9% e nova centrifugacdo foi realizada a 100 x g por 10 minutos a 18 °C.
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Em seguida o sobrenadante foi descartado e o as células foram ressuspendidas
em 1 mL de Trizol (GibcoBRL) e homogeneizadas por agitacdo. O Trizol € um reagente

que apresenta uma solucdo monofdasica de fenol e isotiocianato de guanidina.

O contetddo foi, entdo, transferido para tubo estéril de 1,5 mL onde foram
adicionados 200 pL de cloroférmio seguindo com agitacao por 15 segundos. Cada tubo foi,
entdo, incubado por 3 minutos em temperatura ambiente e centrifugado a 12000 x g por 15
minutos a 4 °C. A fase superior foi coletada e transferida para um novo tubo, onde foram
adicionados 500 uL de dlcool isopropilico, seguido de agitacao e incubagao por 10 minutos
a temperatura ambiente. Nova centrifugacdo a 12000 x g por 10 minutos a 4 °C foi
realizada, e o sobrenadante descartado. O RNA total foi lavado em 1 mL de etanol 75% e
foi feita nova centrifugacdo por 5 minutos a 7500 x g a 4 °C. Apds a completa secagem a
temperatura ambiente, esse precipitado foi ressuspendido em 10 pL. de dgua pgpc 0,01%
(dgua tratada com 0,01% dietilpirocarbonato) e incubado por 10 minutos a 55 °C para

inativacdo de RNAses.

A amostra foi, entdo, submetida a eletroforese para a constatacdo da integridade
das bandas de RNA ribossomico 18S e 28S. As cubas e acessorios utilizados na
eletroforese de amostras de RNA foram previamente lavados com dgua e detergente neutro
e tratados por imersdo em agua pgpc 0,01% durante 12 horas para a elimina¢do de RNases.
O gel e as solugdes também foram preparados com dgua pgpc 0,01% em vidraria

previamente tratada por aquecimento a 180 °C.

3.5- Transcricao em cDNA

O cDNA foi sintetizado com o emprego do ReverAid H Minus First Strand
cDNA Synthesis Kit (Fermentas®). O RNA (até 5,0 png) foi incubado com 0,5 pg de
oligo (dT) e 4gua para um volume de 12 pL a 70 °C por 5 minutos e, entdo, resfriado em

gelo. A seguir foi adicionada ao RNA/primer uma mistura de 1x Reaction Buffer
(Tris-HCI 250 mM pH 8.3; KCl 250 mM; MgCl, 20 mM; DTT 50 mM), 20 unidades de

Inibidor de ribonuclease e 1 mM de dNTPs. A mistura foi incubada a 37 °C por 5 minutos,
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entdo 200 unidades de Revertaid H Minus M-MulV Reverse Transcriptase foram
adicionadas. A amostra foi incubada a 42 °C por 60 minutos € a enzima inativada por

aquecimento a 70 °C por 10 minutos.

3.6- Amplificacao das Regioes de Interesse
3.6.1- Oligonucleotideos e Enzimas de Restri¢dao

Para a amplificacio dos cDNAs da Atx-3 normal e da mutante foram
sintetizados oligonucleotideos “primers” especificos para as extremidades da CDS da Atx-3

depositada no banco de dados GenBank AB050194 (Fig. 8).

Os oligonucleotideos utilizados no duplo-hibrido foram desenhados com sitio
de restricdo para a enzima Sal I e um “overhang” na extremidade e foram denominados

Atx-3-S e Atx-3-AS (Tab. 2).

Para os estudos funcionais foram sintetizados oligonucleotideos que
amplificavam o cDNA tanto da Atx-3 inteira (denominados F1 e R1) bem como de seus

dominios funcionais (UIM e poliQ) inserindo-se sitios de restricdo especificos (Tab.2).

Os dominos funcionais e seus tamanhos podem ser visualizados na tabela 3 e

figura 9.

Para amplificacdo dos cDNAs da regido de poliglutamina (poliQ) das Atx-3
normal e mutante foram desenhados “primers” (PoliQ-S e PoliQ-AS) flanqueando apenas a

regido de poliQ mais cerca de 10aa “upstream” e 10aa “dowstream” (Tab.2).
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1 ATG GAG TCC ATC TTC CAC GAG AAA CAG CCT TCT GGA AAT ATG GAT
46 GAC AGT GGT TTT TTC TCT ATT CAG GTT ATA AGC AAT GCC TTG AAA
91 GTT TGG GGT TTA GAA CTA ATC CTG TTC AAC AGT CCA GAG TAT CAG

136 AGG CTC AGG ATC GAT CCT ATA AAT GAA AGA TCA TTT ATA TGC AAT
181 TAT AAG GAA CACTGG TTT ACA GTT AGA AAA TTA GGA AAA CAG TGG
226 TTT AACTTG AAT TCT CTC TTG ACG GGT CCA GAA TTA ATA TCA GAT
271 ACA TAT CTT GCA CTT TTC TTG GCT CAA TTA CAA CAG GAA GGT TAT
316 TCT ATA TTT GTC GTT AAG GGT GAT CTG CCA GAT TGC GAA GCT GAC
361 CAA CTC CTG CAG ATG ATT AGG GTC CAA CAG ATG CAT CGA CCA AAA
406 CTT ATT GGA GAA GAA TTA GCA CAA CTA AAA GAG CAA AGA GTC CAT
451 AAA ACA GAC CTG GAA CGA GTG TTA GAA GCA AAT GAT GGC TCA GGA
496 ATG TTA GAC GAA GAT GAG GAG GAT TTG CAG AGG GCT CTG GCA CTA
541 AGT CGC CAA GAA ATT GAC ATG GAA GAT GAG GAA GCA GAT CTC CGC
586 AGG GCT ATT CAG CTA AGT ATG CAA GGT AGT TCC AGA AAC ATATCT
631 CAA GAT ATG ACA CAG ACA TCA GGT ACA AAT CTT ACT TCA GAA GAG
676 CTT CGG AAG AGA CGA GAA GCC TAC TTT GAA AAA CAG CAG CAA AAG
721 CAG CAA CAG CAG CAG CAG CAG CAG CAG CAG GGG GAC CTA TCA GGA
766 CAG AG T TCA CAT CCA TGT GAA AGG CCA GCC ACC AGT TCA GGA GCA
811 CTT GGG AGT GAT CTA GGT GAT GCT ATG AGT GAA GAA GAC ATG CTT
856 CAG GCA GCT GTG ACC ATG TCT TTA GAA ACT GTC AGA AAT GAT TTG
901 AAA ACA GAA GGA AAA AAA TAA 921

Figura 8- Seqiiéncia codificante da ataxina-3 depositada no banco de dados GenBank

AB050194
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Tabela 2- Seqiiéncia dos “primers” utilizados para amplificacdo das Ataxinas-3 normal e
mutante e seus fragmentos. Os grifos em amarelo correspondem a seqiiéncias

reconhecidas pelas enzimas de restricao

Nome Enzin'la de Seqiiéncia
restricao

Atx-3-S Sal 1 5' GAC GTCGACACATGGAGTCCAT 3’
Atx3-AS Sal 1 5' GGGGTCGACTTATTTTTTTCC TTC 3'
Fl Nde 1 5'- CATATGGAGTCCATCTTCCACGAG -3'
R1 Bam HI 5'- GGATCCTTATTTTTTTCCTTCTGTTTTCAAATC -3'
ATX-3QF Nde 1 5'- CATATGCGAGAAGCCTACTTTGAAAAAC -3'
Bam HI 5'- GGATCCTTATTTTTCAAAGTAGGCTTCTC -3'
Eco Rl 5' AAAGAATTCATGCGGAAGAGACG 3’
Sal 1 5' TTTGTCGACTTATGGATGTGAACTCTGT 3'

PRIMERS PARA FRAGMENTAR A ATX-3 (sitios de UIM)

UIMIF Nde 1 5'- GCC CAT ATG GAA GAT TGA GGA GGA -3
UIMIR Bam HI 5'- GGA TCC CAT GTC AAT TTC TTG GCG -3’
UIM2F Nde 1 5'- GGC CAT ATG GAT GAG GAA GCA GAT CTC -3’
UIM2R Bam HI 5'- GGA TCC TCT GGA ACT ACC TTG CAT -3’
UIM3F Nde 1 5'- CAT ATG AGT GAA GAA GAC ATG CTT CAG

UIM3R Bam HI 5'- GGA TCC ATC ATT TCT GAC TGT TTC TAA
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MESIFHEKQEGSLCAQHCLNNLLQGEYFSPVELSSIAHQLDEEERMRMAEGGVTSEDYRTFLQQPSGNMDDSG
FFSIQVISNALKVWGLELILENSPEYQRLRIDPINERSFICNYKEHWE TVRKLGKQWENLNSLLTGPELISDT
YLALFLAQLQQEGYSIFVVKGDLPDCEADQLLOMIRVQOMHRPKLIGEELAQLKEQRVHKTDLERVLEANDGS

GMLDEDEEDLQRALALSRQEIDMEDEEADLRRATOLSMOGSSRN I SODMTQTSGTNLTSEELRKRREAYFEKQ
OOKQ000000000GDLSGQSSHPCERPATSSGALGSDLGDAMSEEDMLOAAVIMSLETVRND LK TEGKK

F1

ATGGAGTCCATCTTCCACGAGARACAAGAAGGCTCACTTTGTGCTCAACATTGCCTGAATAACTTATTGCAAG
GAGAATATTTTAGCCCTGTGGAATTATCCTCAATTGCACATCAGCTGGATGAGGAGGAGAGGATGAGAATGGC
AGAAGGAGGAGTTACTAGTGAAGATTATCGCACGTTTTTACAGCAGCCTT
CTGGAAATATGGATGACAGTGGTTTTTTCTCTATTCAGGTTATAAGCAATGCCTTGAAAGTTTGGGGTTTAGA
ACTAATCCTGTTCAACAGTCCAGAGTATCAGAGGCTCAGGATCGATCCTATAAATGAAAGATCATTTATATGC
AATTATAAGGAACACTGGTTTACAGTTAGAAAATTAGGAAAACAGTGGTTTAACTTGAATTCTCTCTTGACGG
GTCCAGAATTAATATCAGATACATATCTTGCACTTTTCTTGGCTCAATTACAACAGGAAGGTTATTCTATATT
TGTCGTTAAGGGTGATCTGCCAGATTGCGAAGCTGACCAACTCCTGCAGATGATTAGGGTCCAACAGATGCAT
CGACCAAAACTTATTGGAGAAGAATTAGCACAACTAAAAGAGCAAAGAGTCCATAAAACAGACCTGGAACGAG
TGTTAGAAGCAAAT[S eI I VUl LI YT Ye ~669

(UIM-1)
670-GAAGATGAGGAGGATTTGCAGAGGGCTCTGGCACTAAGTCGCCAAGAAATTGACATGGAA-T729

730-GATCAGGAAGCAGATCTCCECAGGGCTATTCAGCTAAGEATCCARGETAGTTCCAGARAC-789

790-ATATCTCAAGATATGACACAGACATCAGGTACAAATCTTACTTCAGAAGAGCTT(efeler.v-Ney.Ne).

874— CAGCAGCAAAAGCAGCAACAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAG -915 m

GGGGACCTATCAGG/ e ey NegiforNer beler Ui GTGAAAGGCCAGCCACCAGTTCAGGAGCACTTGGGAGTGATC

TAGGTGATGCTATG UIM-3
1003 - AGTGAAGAAGACATGCTTCAGGCAGCTGTGACCATGTICTTTAGAAACTGTCAGAAATGAT -
1062 TTGAAAACAGAAGGAAAAAAATAA -1086

R1

Figura 9- Seqiiéncia de aminoécidos e do cDNA da proteina Atx-3 com a localizagcdo dos
“primers” desenhados para amplificacdo dos dominios funcionais. Os

nucleotideos grafados em azul correspondem a regido da Josephin
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Tabela 3- Diversos fragmentos da Atx-3 e seus tamanhos

“Primers” Fragmento (pb) Posicao na seq.

1 F1 + Fragl R(BamHI) 669 1-669

2 F1 + UIM1 R 729 1-729

3 F1 + UIM2 R 789 1-789

4 F1 + ATX-3Q R 873 1-873

5 UIMI1 F + ATX-3Q'R 204 670-873

6 PoliQ 126 844-946

7 UIM2 F + R1 357 730-1086

8 ATX-3Q F+R1 213 874-1086

3.6.2 - Reagdo da Polimerase em Cadeia (PCR)

Os sistemas de reagdo consistiram de 1,0 uL. de cDNA (até 10 ng), 0,5 pL da
Taq DNA polimerase (Biotools®), 2,0 pL da mistura de dNTPs (1,25 mM), 1,5 do tampao
de reacdo (10X) com MgCl,, 1,0 pL (10mM) dos “primers” sense e antisense

(especificos para cada ensaio) e d4gua deionizada para um volume final de 15 pL.

As reacOes foram realizadas em aparelho termociclador (Perkin-Elmer® modelo
Gene Amp PCR System 9700). As condi¢des foram otimizadas especificamente para a

amplificacdo de cada seqiiéncia de interesse.

3.7- Ligacao dos Fragmentos de DNA

Para a ligacdo dos fragmentos em pGEM-T Easy preparou-se uma solucio
composta de cerca de 100ng do vetor, o inserto a ser ligado (3x a concentracdo molar do
vetor), 5 pL do tampdao 2X da ligase (Promega®) e 1,0 p da T4 DNA ligase
(Promega®, 3U/uL). Esta solugdo foi mantida a 16 °C por 12-16 horas e em seguida foi

estocada a 4 °C.
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3.8- Transformacao Bacteriana

As células competentes armazenadas a -80 °C foram descongeladas em gelo.
Foram adicionados a estas cerca de 10 pL da reacao de ligacdo. A mistura permaneceu em
gelo por 30 minutos, em seguida foi levada a temperatura de 42 °C por um minuto e 30
segundos e novamente levada a gelo por 1 minuto. Em seguida adicionaram-se de 400 a
800 uL de meio SOC sendo a cultura levada a agitacdo de 200 rpm a 37 °C por uma hora.
Cerca de 200 pL foram plaqueados em placas LB-dgar mais o antibidtico apropriado
[ampicilina (100 pg/mL) e X-Gal para transformacdoes com pGEM-T Easy]. As placas

foram deixadas em incubadora a 37 °C por 12-18 horas.

3.9- Extracao de DNA Plasmidial (Mini-Prep)

Os plasmideos recombinantes foram obtidos por mini-prep utilizando o kit
UltraCleanTM Mini Plasmid Prep (MoBio®), onde col6nias transformantes foram
inoculadas em 3 mL de LB contendo o antibiético adequado (100 pg/mL de ampicilina
para transformacdes com pGEM-T Easy) e mantidas sob agitacio de 200 rpm durante
12-16 horas. Seguiu-se protocolo sugerido pelo fabricante. Apés as extragdes plasmidiais,
estes foram analisados em gel de agarose para verificacdo da presencga do inserto, o que foi

feito através da comparacdo do tamanho dos clones com uma massa molar.

Foram feitas culturas permanentes das colOonias usadas para as mini-preps
misturando 500 pL. da cultura a 500 pL de glicerol 50%; em seguida as culturas foram

estocadas a -80 °C.

3.10- Preparacao para o Duplo-Hibrido
3.10.1- Digestao do DNA com Enzima de Restri¢ao

O plasmideo pGEM-T easy contendo o inserto de interesse, foi clivado pela
enzima de restricio Sal I (Fermentas®). O sistema de digestdo consistiu de 8,0 uL de
plasmideo (500 ng/uL), 2,5 uL de tampdo da enzima (Buffer O") e 0,4 puL de Sal |
(10U/uL) para um volume final de 25 pL. A reagdo foi incubada a 37 °C por 1 hora. A
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inativacao da enzima foi feita a 65 °C por 20 minutos. Em seguida foi feita a purificagao da
banda de interesse em gel de agarose com QIAquick Extraction Gel Kit (QIAgen®), de

acordo com os protocolos fornecidos pelo fabricante.

3.10.2- Digestao do Plasmideo pBTM116

Foi feita digestdo do vetor de expressao PBTM116 com Sal I utilizando 6,0 pL.
da mini-prepreparacdo do vetor (1pg), 2,0 uL de tampao da enzima e 2,0 uL. de Sal 1, para

um volume final de 20 pL. A reagdo foi feita por duas horas a 37 °C.

3.10.3- Defosforilagdo do plasmideo pBTM116

Foi feita a defosforilacdo do plasmideo pBTM116 para evitar o reanelamento
desta apods a digestdo. A reagdo consistiu de 10 uLL do vetor digerido, 4,0 uLL do tampao
OPA (Amershan®), 0,5 pL de fosfatase alcalina para um volume final de 20 pL. A reacdo
foi mantida por 3 minutos a 37 °C. Em seguida a fosfatase alcalina foi inativada a 65 °C por

30 minutos.

3.10.4- Clonagem da Atx-3 em pPBTM116

Para a ligacdo dos insertos digeridos em pBTM116 preparou-se uma solucio
composta de 1,5 pLL do vetor, 7,5 uLL do inserto a ser ligado 3,0 puL do tampao 5X da ligase
(Invitrogen®) que foi levada a 45 °C por 5 minutos e em seguida resfriada em gelo por 2
minutos. Em seguida foram adicionados 1,5 pulL da T4 DNA ligase (Invitrogen 1U/uL). Esta
solugdo foi mantida a 16 °C por 12-16 horas e, em seguida, estocada a 4 °C. Foi feita nova
transformagao por choque térmico e as células foram plaqueadas em placas de Petri
contendo meio LB-dgar e 50 pg/mL de canamicina. As reacdes de mini-prep foram feitas

como descrito anteriormente.
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3.10.5- Seqiienciamento do cDNA da Atx-3

Trés clones selecionados foram analisados em seqiienciador automatico da

Applied Biosystems® - Modelo ABI 3100 no LNLS.

A reacdo de sequenciamento consistiu na mistura, 6,0 uLL de Save $$, 2,0 uL de
Big Dye, 1,0 uL. de DNA, 1,0 uL de cada “primer” (5 pmol/uL) para um volume final de
20 pL, utilizando o seguinte programa: 35 ciclos repetitivos de 96 °C por 10 segundos, 50

°C por 10 segundos, 60 °C por quatro minutos como o sugerido pela Applied Biosystems®.

3.10.6- Transformacao da Saccharomyces cerevisiae 1.40 com pBTM116/Atx-3

Preparou-se o meio de cultura para levedura YPD (1% extrato de levedura, 2%
peptona, 2% glicose). Foram transferidos 200 pL de uma cultura L40 estaciondria fresca
para um tubo de 1,5 mL que foi centrifugado a 5000 rpm por trés minutos a temperatura
ambiente, o sobrenadante foi removido e o precipitado ressuspendido em 200 pLL de tampao
de transformacao (40% PEG 3350; acetato de litio 0,2 M; TE 1X; DTT 0,1M). Em seguida
foram adicionados 50 ug de SS carrier DNA (solucdo a 10 mg/uL incubada a 95 °C por 10
minutos e resfriada em banho de gelo antes do uso). Acrescentaram-se de 2-5 pg do
pBTM116/Atx-3 e a mistura foi incubada a 45 °C por 30 minutos e entdo plaqueada em
meio seletivo SD- triptofano (SD- W). A selecdo em levedura é geralmente nutricional e o
vetor pPBTM116 contém o gene TRP que confere prototrofia a célula de L40 auxotréfica

para triptofano. As placas foram incubadas a 30 °C por trés dias.

3.10.7- Testes de Auto-ativagdo pela Isca

A pesquisa da auto-ativacdo pela isca anteriormente aos ensaios de duplo-
hibrido € de fundamental importincia ja que a expressao dos genes reporter s6 deve ocorrer

como conseqiiéncia da interacdo do sistema isca/presa. Assim para descartar falsos
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positivos foram feitos testes para expressdo dos genes lacZ e HIS3 previamente a

transformagdo da levedura com o vetor presa pACT?2 ligado a biblioteca.

3.10.7.1- Ensaio com X-gal

Selecionados os transformantes em meio SD-W, realizou-se o ensaio em X-gal
para confirmar a ndo existéncia de auto-ativacdo do gene lacZ pela isca Atx-3. Para tal, os
clones 3 e 6 de L40 contendo o vetor pBTM116/Atx-3 foram repicados em meio SD- W e

as placas incubadas a 30 °C por trés dias.

Um filtro de papel Whatman n°® 5 estéril com didmetro pouco inferior ao da
placa foi embebido em cerca de 5 mL de solucdao tampao Z/ X-gal. A solugdo consistiu de
100 mL do tampao Z (16.1 g Na,HPO,7H,0; 5.5 g NaH,PO,H,O; 0.75 g KCI; 0.246 g
MgS0O47H,0 pH 7,0), 0,27 mL de - mercaptoethanol e X-gal ( X-gal diluida em N, N-

dimetilformamida a concentra¢do de 20 mg/mL).

Simultaneamente, um filtro de papel seco foi posto sobre a superficie da placa e

submetido a leve pressdo para que ocorresse neste a adesao das coldnias.

Em seguida o filtro foi retirado com uma pinga e transferido para nitrogénio
liquido por 10 segundos. Apoés o filtro estar completamente congelado ele foi degelado a
temperatura ambiente. Cuidadosamente os dois filtros foram postos em contato e incubados
a temperatura ambiente, sendo observados por oito horas. Foi investigada, durante este
periodo, a presenca de coloragdo azul que indicaria a degradacdo do X-gal do meio como

conseqiiéncia da expressado de lacZ.

3.10.7.2- Ensaio em Meio sem Histidina

Semelhantemente a pesquisa da ativacdo do gene lacZ, foi analisada a
habilidade da levedura crescer em meio sem histidina devido a auto-ativa¢do do gene HIS3

pela isca Atx-3.
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Foram preparadas placas com os meios SD sem triptofano que serviram de
controle uma vez que continham o aminodcido histidina para permitir o crescimento das
células L40; placas SD sem triptofano e histidina (SD- W, his) e placas SD- W, his com 5
mM de 3-aminotriazole e SD- W, his com 10mM de 3-aminotriazole (3- AT). Nestas placas
foram plaqueadas colonias 40 transformadas com o vetor isca pBTM116/Atx-3. O
crescimento em meio SD- W, his nio deveria ocorrer ja que a levedura L40 é auxotréfica
para histidina. O 3-AT € um inibidor que compete com a proteina de levedura HIS3, e foi
utilizado para inibir baixos niveis da expressdo de His3p o que pode ocorrer por alguns

genes reporter.

Foram feitos também testes em placas semelhantes aplicando-se 50 pL de
diluicdes de 1:100, 1:1000 e 1: 10.000 obtidas a partir de coldnias que cresceram por trés

dias a 30 °C em meio liquido SD- W. Todos os testes foram feitos em triplicata.

3.10.8- Amplificacdo da Biblioteca de cDNA de Cérebro Fetal Humano

Foi feita a amplificacdo do vetor pACT?2 contendo a biblioteca de cérebro fetal
humano (Clontech®) para a obtencdo de quantidades suficientes (100 a 500 pg) para o

“screening” de 1x10° células pelo sistema de duplo-hibrido.

Uma aliquota de 50 pL de células BNN-132 transformadas com o vetor pACT?2
foi diluida em 15 mL de meio LB o qual foi agitado em vortex vigorosamente. Em seguida
foram aplicados 500 pL das células em 28 placas (150 mm-15) contendo o meio LB-Agar
com ampicilina. As placas foram incubadas a 37 °C por 18 a 20 horas. Adicionaram-se 5,0
mL de LB + 25% glicerol em cada placa e as colonias foram raspadas e coletadas em um

frasco estéril e, entdo, misturadas com bastdo de vidro.

Este contetddo foi dividido em aliquotas de 50 mL e armazenado a —80 °C.
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3.10.9- Extragao de DNA Plasmidial em Larga Escala (Maxiprep)

A mistura contendo a biblioteca foi descongelada em banho de gelo e, entdo,

centrifugada a 6000 x g por 15 minutos a 4 °C.

A extracdo do DNA plasmidial foi realizada de acordo com o manual dos kits
Wizard Plus Maxipreps DNA Purification System (Promega®) na primeira maxiprep

realizada e Qiagen Plasmid Maxi Kit (Qiagen®) na segunda maxiprep feita.

3.10.10- Ensaio de Duplo-Hibrido de Expressdao em Levedura
3.10.10.1- Transformacao Seqiiencial de L40 com pACT?2

Virias colonias L40-pBTM116/Atx-3 foram inoculadas em 1,0 mL de meio de
cultura liquido SD-W e homogeneizadas vigorosamente em vortex e, entdo, transferidas
para 150 mL do mesmo meio de cultura. Foram mantidas em agita¢do de 250 rpm a 30 °C
por cerca de 20 horas. Em seguida o meio foi centrifugado a 3.200 rpm a 20-21 °C por 10
minutos e o sedimento foi ressuspendido em 1,0 L de meio de cultura SD —W. As células
foram, entdo, incubadas a 30 °C até que atingissem a densidade 6ptica de 0,5 + 0,1 o que
levou cerca de 5 horas. Depois de atingida esta densidade, a suspensdo foi aliquotada em
frascos de 500 mL e centrifugada a 3000 x g por 5 minutos a temperatura ambiente. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em 500 mL de TE 1X (pH 7,5). A
solucdo foi centrifugada nas mesmas condi¢des e o sobrenadante novamente descartado. Os
precipitados foram ressuspendidos em 8,0 mL da solu¢do 1X TE/LiAc (0,80 mL de TE 10X
pH 7,5 + 0,80 mL de LiAc 10X pH 7,5 + 4dgua para completar 8,0 mL). Em seguida foram
preparados 60 mL da solu¢do PEG/LiAc (48 mL de PEG (3350 Sigma) 50%; 6,0 mL de
TE 10X pH 7,5; 6,0 mL de LiAc 10X pH 7,5) sendo divididos em 2 tubos Falcon ® de 50
mL. A cada um dos 2 tubos com a solu¢@o adicionou-se 4,0 mL das células ressuspendidas,
20 pg do vetor presa pACT2 com a biblioteca e 100 pl. de DNA carreador (fervido
previamente por 30 minutos e resfriado e mantido em gelo) [salmon sperm DNA 20 mg

(Invitrogen®)]. A solugdo foi homogeneizada em vértex e, entdo, incubada a 30 °C por 30
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minutos sob agitacdo de 200 rpm. Fez-se, entdo, um tratamento de choque a 42 °C por 15
minutos seguido de 2 minutos no gelo. A solucdo foi centrifugada a 3000 g por 5 minutos e
o sedimento ressuspendido em 10 mL de TE (1X pH 7,5). As células foram plaqueadas em
40 placas de 150 mm de diametro com meio SD —W, leu, his e a algumas adicionaram-se
5,0 mM de 3-aminotriazol. Foram feitas placas para controle da eficiéncia em meio SD —W,
leu com diluicdes de 1:10, 1:100 e 1: 1000. Para o controle de autoativacdo do gene da
histidina pela isca foram plaqueadas coldnias sem a biblioteca em meio SD- W, his e para o

controle da qualidade da isca foram feitas placas em meio SD- W

Paralelamente fez-se a transformacgao de leveduras .40 crescidas em meio YPD
(segundo ja descrito anterioriormente) com o vetor pPBTM116/Atx-3 que foram plaqueadas
em meio SD- W e com o vetor pBTM116/Rack + pACT2 Amp/Ki plaqueadas em seguida

em meio SD- W, leu para controle dos reagentes da transformacao.

3.10.10.2- Sele¢ao dos Clones

Os clones obtidos na transformac¢do da levedura foram selecionados em placas
SD — W, leu, his. As coldnias selecionadas expressaram ambos os plasmideos pela ativacdo
dos genes lacZ e HIS3. Transformantes +W, leu, his foram observados entre quarto e o

sétimo dia ap6s a transformacgdo (GIETZ et al., 1997).

Colonias que apareceram depois deste dia foram consideradas falsos-positivos.

3.10.10.3- Ensaios para Determinacdo da Ativacdao do Gene Reporter HIS 3
3.10.10.3.1- Teste de Pingos

As coldnias obtidas em meio sélido SD — W, leu, his foram recuperadas em 20
pL de meio SD- W, leu liquido e foram pingadas em placas SD- W, leu, his contendo 10

mM de 3-AT para verificacio da capacidade de crescimento.
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3.10.10.4- Ensaio para Determinacao da Ativacdo do Gene Repérter lacZ
3.10.10.4.1- Metabolizagao de X-gal

As coldnias selecionadas foram repicadas em meio SD- W, leu e apds dois dias
de crescimento foram transferidas para papel de filtro. Este foi mergulhado 3 vezes em
nitrogénio liquido (N;) para a lise das células, e em seguida foi posto sobre papel de filtro
embebido com a solugdo Z buffer/ X-Gal. Deixou-se na estufa por vinte e quatro horas.

Neste tempo as células que expressaram - galactosidase apresentaram cor azul.

3.10.11- Extracao de DNA Plasmidial de Leveduras (Mini-prep de Leveduras)

As coldnias selecionadas que apresentaram crescimento em meio SD- W, leu,
his com 10 mM de 3-AT foram submetidas a extracdo de seus DNAs plasmidiais.
Inocularam-se colonias em 0,5 mL de meio liquido SD —leu +W e homogeneizou-se
vigorosamenteem vortex e, em seguida, transferiu-se para 3,0 mL do mesmo meio para que
“perdessem” o vetor isca selecionado pelo triptofano, € mantivessem apenas o vetor presa
pACT2 com a biblioteca. A incubagdo se deu por 2 dias a 30 °C sob agitagio de 250 rpm.
Em seguida, cerca de 1,0 mL de cultura foi centrifugado a 14.000 rpm por 5 minutos. O
precipitado foi ressuspendido em cerca 50 pLL de cultura do meio residual e adicionaram-se
10 pL de liticase (5-10 U/ uL em TE). A solug¢do foi incubada a 37 °C por uma hora sob
agitacdo de 250 rpm. Foram entdo adicionados 10 pL de SDS 20% e as células foram
congeladas e descongeladas quatro vezes em N, liquido. O volume foi elevado
adicionando-se 200 uL. de TE (1X pH 7,0) e 200 uL de solugdo 25 fenol: 24 cloroférmio: 1
alcool isoamilico. A mistura foi homogeneizada em vortex vigorosamente por 5 minutos e.
entdo, centrifugada por 10 minutos a 14000 rpm. A fase aquosa foi transferida para outro
tubo contendo 600 pL de etanol absoluto e 10 uL. de LiCI (8M). A amostra foi incubada por
30 minutos a —80 °C e, entdo, centrifugada por 10 minutos a 14000 rpm. O sobrenadante foi
descartado e o sedimento lavado com 200 pL de etanol 70%. Fez-se nova centrifuga¢do por
2 minutos a 14000 rpm. O precipitado foi mantido a temperatura ambiente para secagem e,

entdo, ressuspendido em 10 uL de dgua.
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As extracdes de plasmideo de levedura costumam resultar em uma baixa
quantidade de DNA devido a parede celular da levedura, o baixo nimero de cdpias e o
tamanho maior do vetor. Em geral o DNA plasmidial geralmente estd contaminado com o
gendmico ja que a levedura contém 3 vezes mais DNA gendmico que a bactéria. Assim a

quantidade utilizada para a transformacgdo em E. coli deve ser a maxima possivel.

3.10.12- Transfomagdo de E. coli com Vetor Presa

Células competentes DH5o armazenadas a —80 °C foram descongeladas em
gelo. Adicionaram-se a estas os 9,0 pL. das mini-preps de levedura. A mistura permaneceu
em gelo por 20 minutos em seguida foi levada a temperatura de 42 °C por um minuto e 30
segundos e novamente levada a gelo por um minuto. Foram adicionados de 1,0 mL de meio
LB sendo a cultura levada a agitagido de 200 rpm a 37 °C por uma hora. Cerca de 200 uL
foram plaqueados em placas LB-dgar com o antibidtico ampicilina. As placas foram

deixadas em incubadora a 37 °C por 12-18 horas.

3.10.13- Mini-prep de E. coli

As extragdes dos plasmideos pACT2 contendo as iscas foram realizadas

utilizando o kit Wisard da Promega®.

As colOnias transformantes foram inoculadas em 3 mL de LB contendo 100
png/mL de ampicilina e mantidas sob agitagdo de 200 rpm durante 12-16 horas. Seguiu-se
protocolo sugerido pelo fabricante. Apds extracOes plasmidiais, estes foram analisados em

gel de agarose.
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3.10.14- Digestao das Mini-preps com Eco RI/Xho

O plasmideo pACT2 contendo os insertos ligantes foi clivado pelas enzimas de
restricdio Eco RI e Xho (Fermentas®). O sistema de digestdo consistiu de 1,0 pL de
plasmideo (500 ng/uL), 10 pL do tampdo universal 2x Y + /Tango™ (Fermentas®), 1,0 pL

de cada enzima para um volume final de 50 pL. A reacdo foi incubada a 37 °C por 3 horas.

Os insertos de cDNA ligados a biblioteca apresentam de 0,5 a 4,0 Kb de

tamanho sendo a média de 2,0 Kb.

3.11- Estudos Funcionais da Atx-3

Com o intuito de potencializar a pesquisa brasileira na drea de Biologia
Molecular estrutural, a FAPESP em parceria com o Laboratério Nacional de Luz
Sincrotron (LNLS), lancou o Programa Genoma Estrutural - SMOLBnet, visando estudar

proteinas funcionalmente através da determinacdo de suas estruturas tridimensionais.

Como as ataxias espinocerebelares (SCAs) sdo doencgas neurodegenerativas
para as quais ndo ha cura e cujas proteinas envolvidas ainda ndo t€ém func¢do esclarecida, €

de grande interesse inclui-las neste estudo.

Assim, como parte da pesquisa deste grupo do Laboratério de Genética
Molecular do Departamento de Genética Médica-FCM-UNICAMP, este projeto teve como
objetivo a expressao, purificagdo e andlise da estrutura secunddria da Atx-3, sob supervisao
da poés-doutoranda Maria Cristina Cabral Garcia que, concomitantemente, realizou os

ensaios de SAXS, RMN e cristalizacdo da mesma.
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3.11.1- Digestao dos Insertos

Os plasmideos recombinantes pGEM-T Easy/ Atx-3 normal e mutante foram
purificados com Miniprep Plasmid DNA Kit (QIAgen®) e digeridos com as enzimas de

restri¢do especificas Nde I e Bam HI por 2 h a 37°C.

Para a verificagdo da presenca de insertos estes foram seqiienciados utilizando

os “primers” do polylinker do vetor T7 e SP6.

Confirmadas as seqii€ncias, o fragmento digerido foi separado por eletroforese
em gel de agarose 0,8% (m/V) e purificado com QIAquick Extraction Gel Kit (QIAgen®)
para ligacdo no vetor de expressio pET28a+ (Novagen®), previamente digerido com as

mesmas enzimas.

3. 11.2- Clonagem no Vetor de Expressao pET28a(+)

O inserto digerido foi clonado no vetor de expressao pET28a(+) (Novagen®)
misturando 200 ng de inserto digerido, 50 ng de vetor, tampao de ligacdo 1x (Gibco®), 1 L
de T4 DNA ligase (Gibco®) e 4 pL de dgua deionizada. A mistura foi incubada a 16 °C por
16 horas.

O volume total do produto de ligacdo foi usado para a transformacdo das

bactérias competentes Escherichia coli BL21 (DE3), especifica para expressar proteinas.

3.11.3- Transformacdo de BL21 (DE3)

Foram feitos dois tipos de transformacdo: a por choque térmico, ja descrita

anteriormente e a transformagdo com PEG, descrita a baixo.

O procedimento de transformacao iniciou-se adicionando 80 pL de tampao de
transformacgao (KCM 1x; PEG-6000 10% w/v) ao produto de ligacao em gelo. Em seguida
essa mistura foi adicionada as células competentes e incubada em gelo por 30 minutos,

seguindo por nova incubacdo a temperatura ambiente por 10 minutos. Entdo foram
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acrescentados 800 pL. de meio LB, prosseguido por incubagdo por 50 minutos a 37 °C. Por
ultimo, as células foram centrifugadas a 11000 x g por 3 minutos e parte do sobrenadante
descartado (~500 puL). As células foram entdo ressuspendidas ao sobrenadante restante e

plaqueadas em placas de petri contendo meio LB-4gar e 50 pg/mL de canamicina.

As coldnias de bactérias transformadas foram selecionadas e foi feita mini-prep
com o Miniprep Plasmid DNA Kit (QIAgen®) a qual foi visualizada em gel de agarose a
0,8%, para a selecdo daquela que continha inserto. Em seguida foram iniciados os testes de

expressdo.

3.11.4- Testes de Expressao

As bactérias E. coli da linhagem BL21 (DE3) transformadas com o vetor de
expressao pET28+ contendo a seqiiéncia do cDNA da Atx-3 foram pré-inoculadas em 3,0
mL de meio de cultura LB liquido contendo o antibidtico canamicina na concentra¢do final
de 50 pg/mL, sob agitacdo de 200 rpm por 16 horas. Em seguida 1000 pL. de cada pré-
in6culo foram adicionados a 100 mL de meio LB liquido mais antibiético canamicina (50
ng/mL) contidos em erlenmeyers de 250 mL e inoculados a 37 °C, sob agita¢do constante
de 250 rpm, até que fosse atingida pela cultura a absorbancia (OD) de 0,6 em 600 nm de
comprimento de onda. Atingida a OD o indculo para a expressdo da Atx-3N foi mantido a
37 °C e o da Atx-3E a 30 °C. Neste momento retirou-se dos inéculos de cada temperatura
uma aliquota de 1,0 mL da cultura de bactérias, que foi centrifugada a 12000 rpm por 5
minutos, o sobrenadante descartado e o “pellet” ressuspendido em 40 pL de dgua ultrapura
autoclavada e foi adicionado 20 puL. de tampdo de amostra 2x (125mM Tris-HCI pH 6,8;
SDS 4 %; glicerol 20 %; B-ME 10%) e a amostra aquecida a 95 °C por 5 minutos e
centrifugada a 12000 rpm por 5 minutos. Essa amostra foi mantida em “freezer” e utilizada

posteriormente na eletroforese como “ndo induzida”.

Ao restante das amostras, na fase logaritmica de crescimento bacteriano,
acrescentou-se o indutor de sintese proteica IPTG a uma concentracio final de 0,4 mM para

“induzir” a expressdo da Atx-3. Entdo foram retiradas aliquotas de 1 mL de cultura apds 1,

Material e Métodos
99



2, e 3 horas de indugdo. Cada aliquota foi centrifugada a 12000 x g por 5 minutos e as
células lisadas por incubagdo a 95 °C por 5 minutos com 40 pL de dgua ultrapura e 20 puL

de tampao de amostra 2x.

As proteinas totais foram analisadas em gel SDS-PAGE 10% (SAMBROOK
et al., 1989).

Foram também feitas transformacdes com o uso das cepas C41(DE3),
C43(DE3), Rosetta(DE3), BL21(DE3)-pLysS, BL21-CodonPlus(DE3)-RP,
BL21-CodonPlus(DE3)-RIL, foi seguindo o mesmo protocolo e alterado apenas o

antibidtico especifico para cada linhagem.

Para comparacdo, também foram expressas a Atx-3N e a Atx-3E transformadas

com as cepas BL21(DE3) e BL21(DE3)-pLysS, respectivamente.

3.11.5- Teste de Solubilidade

Para o teste de solubilidade foram crescidos 2,0 mL de cultura a 30 °C e 37°C
“overnight” e repetiu-se o procedimento de inducao por IPTG descrito anteriormente em
ambas as culturas. Apds inducao por 3 horas as células foram coletadas por centrifugagdo
(5000 rpm, por 15 min. a 4 °C), ressuspensas em 1,5 mL de tampao de lise TS-20 (20 mM
Tris pH 7,5; 0,3 M NaCl; 0.068 g de Imidazol) e acrescidos de 40 uL de lisozima com
incubacdo no gelo por 30 min. sendo em seguida submetidas ao ultrassom
(aproximadamente 8 pulsos de 30 s a uma poténcia de 40 W). A suspensao foi centrifugada
(14.000 rpm; 15 min. a 4 °C) e as fragdes do sobrenadante (S = fragdo soluvel) e “pellet” (P
= fracdo insoluvel) analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida a 10%, sistema

SDS-PAGE (SAMBROOK et al., 1989).
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3.11.6- Purificacdo da Atx-3 Normal e Mutante

A purificagdo das proteinas expressas foi feita com a cromatografia por

afinidade.

O precipitado foi descongelado em gelo e ressuspendido cuidadosamente em 10
mL do tampao (Tris-HC1 20 mM pH 7,5; NaCl 100 mM; 3-Me 7 mM; PMSF 1 mM). Em
seguida foi adicionada lisozima (80-100 pg/mL) e o material incubado em gelo por 30

minutos.

A solucdo foi levada ao Sonicador (cerca de 20 pulsos de 20 s com intervalos

entre os pulsos de 1 min.) e centrifugada a 12.000 x g por 30 min. a 4°C. Ao sobrenadante
ou Extrato Total (ET) foi adicionada a resina (contendo niquel ou cobalto) e foram
incubados por 60 min. a 4 °C. A solug¢do foi vertida na coluna e deixada em repouso. Em
seguida retirou-se uma pequena amostra do ET e apds a passagem pela resina coletou-se o

filtrado (FT).

Foi feita a primeira lavagem com 20 mL de tampao (Tris-HCl 20 mM pH 7,5;
NaCl 150 mM; B-Me 7 mM) sem Imidazol. A segunda lavagem foi feita com 20 mL do
mesmo tampao acrescentado de 15 mM de Imidazol (150 uLL 1 M). Foi feita a coleta total

em ambos 0s casos

ApOs as lavagens a proteina foi eluida com 10 mL do mesmo tampao contendo
30 mM de Imidazol (300 uL IM) e em seguida com 10 mL de tampao com 50 mM de
Imidazol (500ulL 1M).

Na elui¢@o foram coletadas aliquotas a cada 2 mL (5 fragdes) em cada caso. Em
seguida, a coluna foi lavada novamente com 20 mL do mesmo tampao com 150 mM
Imidazol (1,5 mL IM) e depois 250 mM (2,5 mL 1M) (coleta total em cada caso), para

retirada de toda proteina da resina.

A amostra foi visualizada em gel SDS- PAGE (10%) e as melhores fracoes da

eluicdo foram dialisadas.
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3.11.7- Diélise

Foram feitas didlises (membrana Spectrum® mwco= 3500) para retirada do
Imidazol e do tampao das fragdes de proteina que se apresentaram adequadas apds a
purifica¢do. A proteina foi dialisada contra tampao (Tris 20mM pH 7.5; B-Me 7 mM; com
ou sem glicerol 5%) ou tampao (Fosfato de S6dio SOmM; NaCl 100mM; B-Me 7mM) ON e
em seguida foi coletada, quantificada com espectrofotdmetro (Beckman-Coulter®),
concentrada em concentrador Amicon YM-30 (Millipore®), novamente quantificada e

analisada por CD (Dicroismo Circular).

3.11.8- Dicroismo Circular

Os experimentos de dicroismo circular foram realizados no espectropolarimetro

JASCO J-810 (JASCO), a temperatura controlada de 24 °C por sistema Peltier.

Os espectros de dicroismo circular no UV foram adquiridos utilizando uma
cubeta de quartzo (Hellma) de 1 e 10 mm de caminho 6tico e a concentracdo das amostras
foi de 2-4 uM. O espectro final foi corrigido com a subtracdo do espectro de dicroismo

circular do tampao correspondente.

A decomposi¢do do espectro foi realizada combinando os métodos CONTIN,
SELCON e CDSSTR. Os dados gerados com a subtracdo dos espectros foram convertidos

em elipticidade residual molar [®], dada pela equacdo:
[B]=(®/10)xIxcxn

onde O ¢ a elipticidade observada (graus), 1 € o caminho 6tico em centimetros

(cm), ¢ € a concentragdo molar (M) e n € o niimero de aminodcidos da proteina.
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4- RESULTADOS
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4.1- Extracio de RNA

Foram obtidos os RNAs totais de um individuo controle normal e de um

paciente com a SCA3/MJD (Figs. 10 e 11).

Figura 10- Gel de Agarose 1%. Subunidades 28 S e 18 S do RNA total extraido de um

individuo normal para MJD

1 2 3 4 5

Figura 11- Gel de agarose 1%. Em 1-3 subunidades 28 S e 18 S do RNA total extraido de

um paciente com MJD. Em 4 e 5§ controles normais para a doenga
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4.2- Amplificacio da Atx-3 e de seus Dominios
4.2.1- Amplicon da Atx-3 para Fusdo em pBTM116

Para o sistema de duplo-hibrido de expressdo em levedura, a seqiiéncia do
cDNA que codifica as Atx-3 completas normal e mutante foram amplificadas com
“primers” contendo sitios especificos para enzima de restricio Sal 1. A escolha da
seqiliéncia de reconhecimento e clivagem desta enzima para ambos os “primers” foi feita
baseada no programa 'Webcutter 2.0', através do qual se observou que das enzimas do sitio
multiplo de clonagem do pBTMI116 apenas Sma I, Bam HI e Sal I ndo cortavam a
seqiiéncia codificante da Atx-3. Optou-se pelo uso da enzima Sal | para clivagem das duas

extremidades através de andlise utilizando-se o programa “Gene Runner”.

Como o numero de repeticobes de CAG em individuos ndo acometidos é
altamente pleomorfico variando de 12 a 40, o tamanho do gene para a Atx-3 apresenta um
valor aproximado de cerca 1,0 kb. J4& em pacientes com MJD o nimero de repeti¢des de
glutaminas pode variar de 55 a 84 sendo, que o amplicon da seqiiéncia apresenta um

tamanho ligeiramente maior (Fig. 12).
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Figura 12- Gel de agarose 1%. 1: Amplicon da Atx-3 normal (Atx-3N); M: Marcador de
massa molecular 1,0 kb plus (Gibco®); 2: Amplicon do alelo expandido da Atx-
3 expandida (Atx-3E) purificado. A intensidade mais fraca da banda expandida

se deve ao fato dos pacientes serem heterozigotos para este gene.

4.2.2- Amplicon dos Tratos de PoliQ Normal (poliQ N) e PoliQ Expandida (poliQ E)

Para a amplificacdo dos tratos de poliQ normal e expandido foram utilizados

primers contendo sitios especificos para as enzimas de restricdo Eco Rl e Sal T (Fig. 13).
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Figura 13- Amplicons dos tratos de poliQ normal (N) e expandida (E). No trato de poliQ
expandido nota-se a presenca de duas bandas correspondentes ao alelo normal
na mesma altura da poliQ-N e ao alelo que contém a expansdo do tripleto de

CAG. Visualizacdo em gel de agarose 2% corado com brometo de etideo

4.2.3- Amplicon da Atx-3N com e sem o Trato de PoliQ

Utilizando os “primers” especificos (Tab. 2) foi amplificada a Atx-3 com e sem

o trato de poliQ (Fig. 14).
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Figura 14- Amplicons dos cDNAs da Atx-3N com e sem o trato de poliQ. M: Marcador de
massa molecular 1Kb plus (Gibco®); 1: Fragmento de cerca de 1088 pb com
sequéncia PoliQ; 2: Fragmento com cerca de 873 pb sem a sequéncia PoliQ.

Visualizacao em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo

4.3- Purificacao dos Géis de Agarose

Todos os amplicons obtidos a partir da PCR foram purificados a partir dos géis
de agarose para posterior digestdo e clonagem no vetor pGEM-T Easy (Fig.15). A
purificacdo do fragmento da poliQ E foi dificultada pela baixa quantidade de DNA

correspondente ao alelo mutante (Fig. 16).
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Figura 15- Gel de agarose 1%. Seta mostrando o local do qual foi removida a banda

contendo o gene da Atx-3 para purificacdo com QIAquick Extraction Gel Kit

(QIAgen®)

1 23 4 5 6 7 8 M
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Figura 16- cDNA das poliQ N e E purificados. 1 e 2: Fragmentos de PoliQ N; 3 a 8:
Fragmentos de poliQ E purificados. Nota-se que em apenas 3 e 6 o alelo

mutante purificado € visualizado
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4.4- Mini-preps de pGEM-T Easy

A clonagem em pGEM-T Easy proporcionou a obtengdo de grandes
quantidades de inserto apds a extracdo plasmidial devido a alta capacidade deste vetor em
se replicar. As mini-preps para cada seqiiéncia foram aplicadas em géis de agarose 1% para

visualizagdo e andlise dos resultados (Fig. 17 e 18).

. uHH-P---

3,0kb —»

Figura 17- Gel de agarose 1%. Amostras de mini-preps da Atx-3 normal clonada no vetor

pGEM-T Easy
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Figura 18- Gel de agarose 1%. Amostras de mini-preps da Atx-3 E clonada no vetor

pGEM-T Easy
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Foram realizadas PCRs de algumas coldnias para verificar a presenca de
insertos, antes da execu¢do das mini-preps como forma de confirmar as col6nias que
apresentavam coloracdo branca, pois mesmo o vetor pPGEM T-Easy permitindo a selecdo

visual, algumas vezes ocorrem falsos positivos (Fig. 19).

M1 2 3 456 78 91011121314 15

Figura 19- PCRs de coldnia. M: Marcador de massa molecular 1kb plus (Gibco®); 1-15:
amplicons obtidos como resultado da PCR de colonia para verificar a presenca
do inserto Atx-3 sem PoliQ. Nota-se que apenas as coldnias 10, 11 e 12 ndo
apresentaram o inserto. Visualizacdo em gel de agarose 1% corado com

brometo de etideo

4.5- Preparacao para o Duplo-Hibrido

Tanto o vetor pBTM116 como as mini-preps de Atx-3/pGEM-T Easy foram

digeridos com a enzima de restri¢ao Sal I (Figs. 20 e 21) para a ligacao.
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Figura 20- Gel de agarose 1%. Digestao das mini-preps pGEM/Atx-3 normal 5 e 7 com a

enzima de restricdo Sal I; M: marcador de massa molecular 1,0 kb plus

(Gibco®)
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Figura 21- Gel de agarose 1% . M: marcador de massa molecular 1,0 kb plus (Gibco®); 5 e
7. amostras da Atx-3 digeridas com Sal I e purificadas; P: Plasmideo

pBTM116 digerido com Sal I ap6s ser defosforilado e precipitado

Também foi feita a digestdo do vetor pGEM-T easy contendo a Atx-3 E
(Fig. 22).
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Figura 22- Gel de agarose 1%. Digestdo das mini-preps pGEM/Atx-3E com a enzima de
restri¢do Sal I. M: Marcador de massa molecular 1kb plus (Gibco®); 1-3 e 5:
amostras digeridas; 4: ndo ocorreu digestdo. A ligeira variacdo no tamanho dos

insertos se deve a instabilidade do ndmero de CAGs

Foi feita a ligacdo da Atx-3N ao vetor de expressdo em levedura pBTM116 e
em seguida fez-se a transformacdo de células DH5a com o produto desta ligacdo. Antes de
transformar a célula de levedura com a Atx-3/pBTM foi feita a transformacdo em E. coli
para obter de maior quantidade de material j4 que os vetores em células de levedura se

replicam em quantidades bem menores que em bactérias.

Nao foram obtidos resultados na ligacio da Atx-3E em pBTMI116. Embora
houvesse crescimento de coldnias apds a transformacdo, os vetores estavam sempre vazios.

Apds inumeras tentativas sem sucesso, Seguimos com OS experimentos apenas para a

Atx-3N.

Algumas coldnias transformadas com pBTM116/Atx-3N foram selecionadas

para a extracdo de seus plasmideos (Fig. 23).
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Figura 23- Gel de agarose 1%. 2, 3 e 6: amostras de mini-prep da Atx-3 normal clonada no

vetor de expressdo pBTM116. M: Marcador de massa molecular 1,0 kb plus
(Gibco®)

As trés mini-preps foram seqiienciadas. Os clones 3 e 6 contendo o vetor
pBTM116/Atx-3 com a seqiiéncia da proteina correta confirmada pelo seqiienciamento

foram transformados na levedura L40.

As leveduras transformadas sdo selecionadas nutricionalmente. O meio SD é
um meio minimo no qual sdo acrescentados os aminodcidos necessarios para o crescimento

das células.

Ap6s a transformacio, as células de L40 foram plaqueadas em meio sem W.

Assim apenas as que receberam o vetor pBTM116 é que cresceram.
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4.5.1- Testes de Auto-ativagcdo da Atx-3
4.5.1.1- Ensaio com X-gal

Nao foi detectada no clone 3 nenhuma ativacdo do gene lacZ pela isca apds oito
horas de observacdo. No clone 6 foi detectado um fraco sinal de expressdao do gene lacZ

(Fig. 24).

<4—
<4—
<4—

Figura 24- Ensaio da 3-galactosidase. Papel de filtro contendo em uma metade colonias
do clone 3 e na outra colonias do clone 6. Nota-se a presenca de leve sinal azul

no clone 6 indicando a auto-ativacao do gene LacZ pela isca (setas)

4.5.1.2- Ensaio em Meio sem Histidina

As placas contendo os meios SD- W, his e SD- W, his com 5 mM de 3-AT e
com 10 mM de 3-AT ndo apresentaram crescimento de nenhuma colOnia. Assim, nio
houve auto-ativagdo do gene HIS3 pela Atx-3 nos dois clones testados. A placa controle

apresentou o crescimento esperado (Fig.25).

O 3-AT € um inibidor competitivo da proteina de levedura HIS3 e € usado para

inibir baixos niveis de expressdo basal que podem ocorrer em algumas linhagens.
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Figura 25- Placa controle: SD- W. As coldnias cresceram devido a adi¢do do aminoacido

histidina ao meio de cultura

4.5.2- Maxiprep da Biblioteca de Cérebro

A quantificagdo, integridade e pureza do DNA plasmidial obtido com a
maxiprep foram determinadas no espectrofotdometro GeneQuant II (Amersham Pharmacia
Biotech®) e por eletroforese em gel (Fig.26). A amostra apresentou uma concentracio de

DNA de 4,32 pg/mL.
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Figura 26- Gel de agarose 1%. M: Marcador de massa molecular 1kb plus (Gibco®); 1:
Maxiprep do vetor pACT2 contendo a biblioteca de cérebro fetal humano
diluida 1:100; 2: lavado do tubo Eppendorf® que continha a maxiprep diluida
1:100; 3-7: amostras recolhidas durante a realizacio da maxiprep para

monotorizacao do experimento

4.5.3- Experimentos do Sistema de Duplo-Hibrido

As células de levedura L40 com o vetor pBTM116/Atx-3 foram transformadas

em seguida com o vetor pACT2 contendo a biblioteca de cDNA.

As leveduras, diferentemente de bactérias, podem suportar a propagacdo de
mais de um plasmideo com a mesma origem de replicacdo, assim, ndo existe

incompatibilidade entre plasmideos nestas células.

4.5.3.1- Placas SD - W, leu, his

Houve o crescimento de muitos clones nas quarenta placas SD- W, leu, his sem
e com 5 mM de 3-AT, sendo que os escolhidos foram os que apresentaram colora¢io rosa
devido a alta atividade metabdlica com o maior consumo do aminoédcido adenina do meio

de cultura e os que apresentaram tamanho maior que 3,0 mm.
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4.5.3.2- Placas SD — W, his

O controle negativo, ndo contendo a biblioteca, foi feito em placas sem
histidina. Houve o crescimento de alguns clones, o que indica que a reacdo de
transformagcdo de alguma forma ativou a expressdo da isca. Porém, os clones ndo
adquiriram a cor rosa até o oitavo dia do experimento, apresentando um baixo nivel de
crescimento, ja que quando a levedura estd apresentando um alto metabolismo ela degrada

rapidamente a adenina do meio de cultura, o que € indicado por esta coloragio.

4.5.3.3- Placas SD - W, leu

Foram feitas dilui¢des de 10", 10 e 10™ da reacdo de transformacdo que foram
plaqueadas em meio sem triptofano para controle da isca e sem leucina para controle da

presa para célculo da eficiéncia do experimento.

Nas placas com a reacdo de transformacao diluida 10 vezes cresceram muitas
coldnias, na diluida cem vezes cresceram cerca de 116 colonias e na placa diluida mil vezes

cresceram 13 colOnias.

4.5.3.4- Placas Controle

Quanto a integridade da isca e qualidade dos reagentes da transformacao,
obtiveram-se excelentes resultados. As leveduras L40 transformadas com o vetor isca,
pBTM116/Atx-3 plaqueadas em meio sem triptofano apresentaram-se em grande
quantidade (Fig. 27a) o mesmo para a transformacdao com pBTM116/Rack + pACT2 Ki
plaqueada em meio sem triptofano e sem leucina que funcionou de controle de interagao

positiva para os testes subseqiientes (Fig. 27b).
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Figura 27- Placas controle: em a placa com meio de cultura SD- W apresentando o
crescimento de clones L.40 transformados com pBTM116/Atx-3 selecionados
pelo crescimento em meio sem triptofano ja que o vetor confere prototrofia a
levedura. Em b placa com meio de cultura SD- W, leu, apresentando o
crescimento de clones L40 transformados com pBTM116/ Rack + pACT2/Ki,

o vetor pACT2 confere prototrofia para L40 em meio sem leucina

4.5.3.5- Sele¢do dos Clones

Foram selecionados 383 clones que apresentaram tamanho maior que 3 mm e

coloragdo rosa entre o 3°¢ 8° dias apds o ensaio em meio sem histidina.

4.5.3.6- Teste de Pingos

Os clones foram recuperados e suas marcas de auxotrofia testadas para
comprovar que ndo eram contaminantes. Todos os clones apresentaram marcas corretas e
foram inoculados em meio liquido SD- W, leu para o teste de pingos feito em placas SD-
W, leu, his e placas SD -W, leu, his + 10 mM de 3-AT ( Fig. 28). Foram extraidos os

plasmideos dos clones que apresentaram maior crescimento em meio com 10 mM de 3-AT.
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Figura 28- Teste de Pingos. Em A, B e C placas de cima: Colonias plaqueadas em meio

SD-W, leu, his sem 3-AT; Em A, B e C placas de baixo: Mesmas colonias

plaqueadas em meio SD-W, leu, his com 10 mM de 3-AT. Nota-se que as
colOnias com a coloracdo branca mais intensa foram as que apresentaram maior
taxa de crescimento; A: Clones selecionados no sexto dia apds o ensaio; B:
clones obtidos apds o sétimo dia de ensaio; C: clones obtidos no oitavo dia

apos 0 ensaio

4.5.3.7- Ensaio com X-gal

Os 368 clones também foram repicados em placas SD- W, leu para o ensaio X-
gal utilizando como controle as proteinas ligantes Rack/Ki. Foram observadas colonias
azuis. O teste ndo apresentou boa reprodutibilidade, mesmo com o controle positivo.
Assim, as primeiras extracOes plasmidiais foram feitas a partir dos clones selecionados em

meio com 10mM de 3-AT.
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Dos ensaios realizados obtiveram-se 82 clones que ficaram azuis; porém,
quando repetidos os experimentos com 0s mesmos reagentes, algumas colonias diferentes

tornaram-se azuis € o controle nao.

4.5.4- Mini-preps de Levedura

Isolar DNA plasmidial de levedura é um procedimento bem mais laborioso que
o de bactéria. Primeiro, hé dificuldade na quebra da parede celular, além dos plasmideos
serem maiores € apresentarem menor nimero de copias. Depois 0 DNA plasmidial isolado
de levedura apresenta-se freqiientemente contaminado por DNA genOmico, ji que este
fungo apresenta trés vezes mais DNA gendmico que E. coli e o processo quebra

cromossomos da levedura liberando-os do material celular.

Foram feitas as extragdes dos plasmideos (Fig. 29) de cerca de 150 clones. Os
que se apresentaram mais concentrados em gel de agarose foram transformados em

bactéria.
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Figura 29- Gel de agarose 1%. M: Marcador de massa molecular 1kb plus (Gibco®);

Amostras de mini-preps de levedura. Foram aplicados 1,0 uLL de cada amostra
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4.5.5- Transformacdo em DHS5a

Apds a observacdo dos DNAs plasmidiais em gel de agarose, estes foram

transformados em DH5a (Fig.30).
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Figura 30- Gel de agarose 1%. M: Marcador de massa molecular 1kb plus (Gibco®);
Minipreps do vetor pACT2 contendo insertos, notam-se os diferentes
tamanhos dos insertos, correspondendo a diferentes fragmentos de cDNA da

biblioteca de cérebro fetal humano Clontech®

4.5.6- Digestao com Eco/Xho

Obteve-se a digestdo parcial dos vetores, podendo notar-se a presenca de

insertos ligantes (Fig. 31).
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Figura 31- Digestao parcial das mini-preps com Eco/Xho obtidas a partir da transformacao
de DH5a com o vetor pACT2 mais as presas. Em 1, 2, 6, 7 e 8 notam-se

fragmentos de tamanho compativel com os da biblioteca de CDNA

4.5.7- Seqiienciamento

Os produtos da digestdo com as enzimas Eco RI e Xho que apresentaram
tamanhos compativeis com os dos insertos clonados em pACT2 (0,5 a 4,0 kb) foram

enviados para sequenciamento no LNLS como descrito anteriormente.

Niao houve resultados de seqiiéncias inseridas em pACT2. Assim, embora haja
transcricdo dos genes reportes HIS e LacZ, ndo conseguimos identificar quais as proteinas

que estariam interagindo com a Atx-3.
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4.6- Estudos Funcionais com as Atx-3 Normal e Mutante
4.6.1- Digestao das Mini-preps e do Vetor pET28

As coldnias de bactérias transformadas com pGEM-T Easy/Atx-3N tiveram
seus plasmideos extraidos para digestdo com Bam HI e Nde 1. Apoés digestdo foram
visualizados em gel de agarose 0,8% para a selecdo daqueles que continham o inserto

(Fig. 32).

Figura 32- Gel de Agarose 1%. M: Marcador de massa molecular 1,0 kb plus (Gibco®); V:
plasmideo pET28/Atx-3N; 1-10: vetores com inserto digeridos, exceto o 5 que

estava vazio

J4 para a Atx-3E o procedimento desenvolvido levou em conta o fato de que os
vetores pGEM-T Easy de diferentes colOnias apresentariam insertos de tamanhos variados

devido a instabilidade das repeticoes CAG.

Assim, foi feita digestdo das mini-preps com Eco Rl para selecao dos vetores

com tamanho de inserto correspondente a uma expansao (Fig. 33).
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Figura 33- Gel de agarose 1% onde foram aplicados 10uL do produto da digestdo com a
enzima Eco RI. 1 e 2 correspondem a clones com o amplicon de 1,0 kb para
controle. As amostras 3, 4 e 6 apresentaram maior tamanho. Sendo assim,

consideradas as melhores candidatas a possuirem trato poliQ mais extenso

Para confirmar a escolha, foi feita PCR desses clones usando como “primer”
reverso o0 MJD25a (5 GGC TGG CCT TTC ACA TGG AT 3’°) que é o mesmo usado no
Laboratério de Genética Molecular do DGM da FCM-UNICAMP para diagndstico
molecular da MJD. Este “primer” se anela a seqiiéncia mais préxima da regido poliQ
oferecendo, assim, uma melhor resolucdo do tamanho da banda amplificada (Fig. 34).

Desse modo os clones 4 e 6 foram confirmados e enviados para seqilienciamento.
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Figura 34- Gel de agarose 1% onde foram aplicados 10 pL. do produto da PCR das mesmas
colonias analisadas por digestdo com a enzima Eco RI. Pode-se observar que as

amostras 4 e 6 apresentam tamanho um pouco superior ao da amostra controle

(C: mini-prep pGEM+ATX-3N)

4.6.2- Expressao de Atx-3 em BL21 (DE3)

Foi realizada a transformacao de células de E. coli BL21 (DE3) competentes

com o vetor pET28a+/Atx-3N para os testes de expressdo da proteina Ataxina-3.

As proteinas foram analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida 10%,
sistema SDS-PAGE. Houve boa expressdo da Atx-3 N a 37 °C tanto no meio de cultura

Circle Grow (CG) quanto no Luria-Bertani (LB) (Fig. 35).
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Atx-3N

Figura 35- Gel SDS-PAGE 10%. 1: NI em CG; 2: [ 4h em CG; 3: NI em LB; 4: [ 4h em
LB; Marcador Protein Markers (Promega®); 6: NI-1 Inoculo 1; 7: I 5h-1
In6culol; 8: NI-2 Inéculo 2; 9: 1 5h-2 Inéculo 2; 10: NI-3 In6culo 1; 11: I 5h-3
Inéculo 1; 12: NI-4 Inéculo 2; 13: 1 5h-4 Inéculo 2; 14: NI-5 Mix in6culos; 15:
I 5h-5 Mix

NI: Nao induzida com IPTG; I: Induzida com IPTG

Foram realizados testes de expressdo com cepas mais especializadas
[C41(DE3), C43(DE3), BL21(DE3)-pLysS] além de cepas voltadas para a expressdao de
codons raros [Rosetta(DE3), BL21-CodonPlus(DE3)-RP, BLL.21-CodonPlus(DE3)-RIL].

Comparativamente, também foram expressas as Atx-3N e Atx-3E

transformadas com as cepas BL21(DE3) e BL21(DE3)-pLysS, respectivamente.

A Atx-3N aparentemente apresentou boa expressdo quando transformada em
quaisquer das cepas citadas. Por outro lado, a expressdo da Atx-3E apresentou-se mais
laboriosa e até ausente em diversas situacdes. N@o obstante, houve alguns resultados

positivos (Figs. 36-38).
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Figura 36- Expressdo da Atx-3N e Atx-3E em Rosetta(DE3) apds indugcdo com IPTG a

30°C. 1: NI da Atx-3N; 2-4: amostras coletadas ap6s 1, 2 e 3h de indugio; 5:

NI da Atx-3E; 6-8: amostras coletadas ap6s 1, 2 e 3h de inducdo; M:

Marcador (Fermentas®)

<+— Atx-3N

Figura 37- Expressdo da Atx-3N ap6s indugdo com IPTG a 37°C. 1 a 3: Atx-3N em
Rosetta(DE3) apds 1, 2 e 3 h de indugdo respectivamente; 4: Atx-3N em
BL21(DE3) apés 3 h de inducdo; M: Marcador (Fermentas®)
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Figura 38- Expressdo da Atx-3E em BL21(DE3)-pLysE (30°C e 37°C) ap6s indugdo com
IPTG. 1: amostra NI Atx-3E (37°C); 2: amostra da Atx-3E (37°C) coletada
ap6s 12h de indugdo; 3: amostra NI Atx-3E (30°C); 4: amostra da Atx-3E
(37°C) coletada ap6s 4h de indugdo ; 5: amostra da Atx-3E (30°C) coletada
ap6s 7h de indugdo; 6: amostra da Atx-3E (30°C) coletada apés 4h de indugio;

M: Marcador (Fermentas®)

4.6.3- Teste de Solubilidade

As fracdes do sobrenadante (S = fracdo soldvel) e “pellet” (P = fragdo
insoluvel) foram analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida 10%, sistema SDS-

PAGE (Fig. 39).

Resultados
130



Atx-3N

M. NI S P NI S P
* 300C * * 370C *

Figura 39- Teste de solubilidade da Ataxina-3 em 30 e 37°C

4.6.4- Purificacio

O vetor de expressdo pET28a permite a expressdo de proteinas com cauda de
histidina (6xHis) na por¢ao N-terminal. Dessa forma, as proteinas recombinantes induzidas
nesses plasmideos foram isoladas dos extratos celulares por cromatografia de afinidade em

niquel imobilizado utilizando a resina Ni-NTA Superflow (Qiagen).

Foram coletadas 5 fracdes de 2,0 mL de cada concentracdo e analisadas por

eletroforese em gel de poliacrilamida 10%, sistema SDS-PAGE.

A proteina normal foi purificada com 6timo resultado j4 a partir da primeira
lavagem, sendo excelente para envio para CD e SAXS. Para cristalografia seria ideal
apresentar apenas a banda da proteina Atx-3 e nota-se pequena quantidade de outras

proteinas expressas por E. coli. A expressdo foi feita em meio LB (Fig. 40).
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Figura 40- Gel SDS-PAGE 10%. Resultado da purificacdo da Atx-3N por afinidade em
coluna Ni-NTA (Qiagen®). 1: Filtrado (FT); 2: Extrato Total (ET); 3: Tampao
(Tp) sem Imidazol; 4: Marcador Protein Markers (Promega®); S5: Tp 15Mm
Imidazol; 6: Tp 30Mm Imidazol (fracdo 1); 7: fracdo 2; 8: fracao 3; 9: fracao
4; 10: fracdo 5; 11: Tp SmM Imidazol (fracdo 1); 12: fracao 2; 13: fracdo 3;
14: fracdo 4; 15: fracdo 5

A otimizacdo e padronizacdo das condi¢des de purificacdo para uma
determinada proteina dependem de uma relacdo estreita entre o sistema adotado para
purificacdo e as caracteristicas desta proteina. Estes fatores sdo, na maioria das vezes,
empiricos e dependentes de ensaios e testes de varios sistemas e condi¢des de purificagdo

de forma a encontrar-se o mais favoravel.

Na Figura 41, apés a expressdo foi realizada purificacdo por gravidade
utilizando resina de cobalto TALON Metal Affinity Resin (BD Clontech®). O
procedimento utilizado para preparacao da amostra e processo de purificagdo com a coluna
de cobalto foi o mesmo adotado para o processo de purificacio em resina Ni-NTA
Superflow (Qiagen®). Na Figura 42 é demonstrada a purificacio em resina Ni-NTA

Superflow (Qiagen®) das formas normal e expandida da Atx-3.
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Figura 41- Expressio de Atx-3N em BL21(DE3) a 37°C e purificacdo por afinidade
(Talon). 1: T 4h CG; 2: I 4h CG; 3: ET; 4: FT; 5: Tp OmM Imidazol; 6:
Marcador Protein Markers (Promega®); 7: Tp 15mM Imidazol; 8: Tp 30mM
Imidazol - fragdo 1; 9: Tp 30mM Imidazol - fragdo 2; 10: Tp 30mM Imidazol -
fracdo 3; 11: Tp 30mM Imidazol - fracdo 4; 12: Tp 30mM Imidazol - fracao 5;
13: Tp 30mM Imidazol - fragdo 6
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Figura 42- SDS-PAGE de proteina purificada por afinidade em coluna de Ni-NTA
(Qiagen®). M: Marcador de massa molecular; 1: “Flow-through” do extrato de
Atx-3N; 2: Atx-3N purificada; 3: “Flow-through” do extrato da Atx-3E; 4:
Atx-3E purificada

Apo6s didlise durante toda a noite em temperatura ambiente em tampao
(50mM Tris pH 7,0; 50mM NaCl; SmM DTT) (Fig. 43) as amostras foram concentradas
usando concentrador Amicon YM-30 (Millipore®) (Fig. 44).
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Figura 43- Amostras de Atx-3N apds didlise contra tampao 10mM fosfato de sédio com
7,0 mM B-Me. 1: Amostra 1 concentracdo (C) = 5,9mg/mL; 2: Amostra 2 C=
2,46 mg/mL ; 3: Amostra 3 C= 3 mg/mL; 4: Amostra 4 C= 9,84mg/mL; M:

Marcador (Fermentas®)

Figura 44- Atx-3N apés o uso do concentrador Amicon YM-30 (Millipore®)
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4.6.5- Dicroismo Circular

O enovelamento da Atx-3N e Atx-3E foi confirmado como pode ser observado

pelas bandas caracteristicos de o-hélices nos comprimentos de onda de 208 e 220 nm (Fig.

45 e 46).
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Figura 45- Espectro por CD da Atx-3N, as bandas negativas obtidas a 208 e 220 nm

indicam a presenca de o-hélices na estrutura secundéria
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Figura 46- Espectro por CD da Atx-3E, as bandas negativas obtidas a aproximadamente

208 e 220 nm indicam a presencga de o-hélices na estrutura secundaria
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A Atx-3N clonada, expressa e purificada foi liofilizada e ressuspensa em D,0O
para posterior andlise em RMN. Foi feita andlise de CD da Atx-3 antes e depois de

liofilizada para a observacdo de possiveis alteracdes que a liofilizagdo poderia acarretar
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Figura 47- Espectro por CD a) da ataxina-3 em sua forma normal (N) e b) da ataxina-3
ap6s liofilizacdo e ressuspensio em D,0O. observamos que a estrutura
secunddria da proteina foi conservada apds a liofilizagdo As bandas negativas
obtidos a 208 e 220 nm indicam a presenca de o-hélices na estrutura

secundaria

O espectro de CD da Atx-3 N exp0s duas bandas negativas em 208 e 222 nm,
indicando que a proteina € preponderantemente a-hélice. O CD revelou também que a
Atx-3 expde uma estrutura secundéria contendo 33% de a-hélice, 20% de folha-f3 e 30% de

estruturas randomizadas.
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5- DISCUSSAO
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Os grandes avancos da biologia molecular no dltimo século culminaram com a
geracdo de milhares de seqiiéncias génicas resultantes do sequenciamento total do genoma
humano. Estas abriram uma nova frente para um desafio ainda maior: o entendimento

desses genes em termos de estrutura e funcdo de seu produto, a proteina.

A andlise estrutural de proteinas € um componente critico para o entendimento
da molécula e suas interacdes com outras moléculas nas atividades celulares. A
compreensdo do papel de uma proteina na célula pode fornecer informag¢des fundamentais
para o entendimento dos processos bioldgicos envolvidos em muitas doencas hereditarias

sem cura ou tratamento eficiente.

A ataxina-3 € uma proteina de 43 kDa que estd envolvida no desenvolvimento
da doenca neurodegenerativa dominante de Machado Joseph. Apesar dos muitos esforcos
para compreensdo de seu papel nas atividades celulares, sua funcdo em células normais
ainda ndo estd completamente elucidada, colaborando para tal a dificuldade em expressar e

purificar a Atx-3 em quantidades suficientes para andlises funcionais e biofisicas.

Obtivemos sucesso na purificacdo de cinco diferentes amostras de Atx-3, quatro
para isoforma normal e uma para a mutante (71Q) e descrevemos um protocolo bem
sucedido de expressdo e purificacdo ndo apenas da forma normal, mas também da forma
patoldgica desta proteina. A utilizacdo de uma cauda com seis residuos de histidina na
regido N-terminal da proteina permitiu sua ligacdo em resina de niquel e esta foi purificada
com 6timo resultado ja a partir da primeira lavagem, estando em condi¢des excelentes para
andlises de CD e SAXS. Para cristalografia o ideal seria que proteinas expressas pela
propria E. coli ndo fossem detectadas. Contudo, apesar de uma oOtima purificagdo, ainda

permaneceram tracos de outras proteinas além da Atx-3.

Ainda para cristalografia, a concentragdo de proteina necessédria foi de 10
mg/mL, sendo que obtivemos no mdximo 9,8 mg/mL. Embora fosse uma concentracio
inferior para o ensaio, consideramos a concentracdo obtida satisfatdria, ja que se trata de

uma proteina humana expressa em E. coli.
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Uma das desvantagens da expressao heteréloga em sistema procarioto ocorre
quando a utilizagdo de c6dons no mMRNA do gene recombinante difere do da
célula hospedeira. Existem alguns cédons que sdo os menos utilizados por E. coli e
codificam raros tRNA, como por exemplo os que transportam a arginina
(AGG/AGA/CGA), a isoleucina (AUA), a leucina (CUA) e a prolina (CCC). Estudos
sugerem que um excesso na freqiiéncia de qualquer um desses codons cria problemas
durante a traducgdo, levando a uma reducdo na quantidade de proteina sintetizada. Desse
modo, a expressdao de proteina recombinante em E. coli pode ser severamente prejudicada
(ao ponto de ser indetectdvel) se a ORF que codifica a proteina utiliza-se de tais cdédons
raros (SCHENK et al., 1995; WAKAGI et al., 1998; KLEBER-JANKE & BECKER,
2000). Levando em consideracdo essas informacOes, realizamos andlises de nossas

proteinas no site http://www.doe-mbi.ucla.edu/~sumchan/caltor.html onde foi possivel

constatar a presenca de diversos cddons raros, principalmente para a arginina (Arg).

Além disso, muitas vezes a obtenc¢do de grandes quantidades de proteinas com
alto grau de pureza a partir de sistemas procariotos € dificultada ja que organismos como E.
coli possuem um citoplasma redutor que dificulta a correta formagdo de pontes dissulfeto.
Como conseqii€ncia, as proteinas produzidas por este organismo podem nao ser funcionais,
seja pelas formagdes inespecificas de pontes dissulfeto, seja pela agregacdo quando em

solucdo, ou ainda na formacdo de corpos de inclusio (proteinas insoluveis) (RUI, 2005).

Mesmo com estes obstdculos obtivemos proteina normal e expandida (71Q)
solivel a temperatura e pH fisiol6gicos e com integridade confirmada por nossas anélises

funcionais.

A concentracdo minima de proteina para que pudéssemos enviar para andlise
por Dicroismo Circular € 1 mg/mL a qual foi obtida sem grandes dificuldades. O espectro
de CD da Atx-3 N expds duas bandas a 208 e a 222 nm, indicando que a proteina €
preponderantemente formada por a-hélices. O CD revelou também que a Atx-3 expde uma
estrutura secunddria contendo 33% de o-hélices, 20% de folhas-f e 30% de estruturas

randomizadas.

Discussdo

142



Este espectro de CD da Atx-3N foi concordante com os dados previamente
descritos (BEVIVINO & LOLL, 2001; CHOW, PAULSON & BOTTOMLEY, 2004).
Agregados de proteina insoluvel sdo frequentemente encontrados em doencas
neurodegenerativas causadas por tratos de poliQ expandidos. A porcentagem significante
da conformacdo de estruturas randomizadas estimada neste estudo sugere a presenca de
por¢des desestruturadas da molécula em uma ou mais regides. Os agregados contém varios
componentes do sistema ubiquitina/proteassoma, sugerindo uma tentativa da célula superar
o substrato aberrante. As NIIs também contém chaperonas que juntamente com os
componentes do sistema ubiquitina/proteassoma, t€ém fun¢do em remodular ou destruir as

proteinas desenoveladas.

O papel destas inclusdes nucleares na patogé€nese da doenca € controversa.
Estudos indicam que elas sdo tdxicas para os neurOnios e, assim, causam a
neurodegeneracdo (ORR, 2001; PERUTZ & WINDLE, 2001). Entretanto, ha estudos que
sugerem que as NIIs ndo sdo requeridas para o inicio da doenga, podendo ser conseqii€éncia
desta ou, at€é mesmo, um mecanismo de defesa da célula ao tentar eliminar a proteina

mutante (SCHERZINGER et al., 1997, SCHERZINGER et al., 1999).

Embora a clonagem da Atx-3 normal e de seus fragmentos tenha ocorrido sem
problemas, a obtencdo do clone que continha o cDNA da Atx-3E foi mais trabalhosa.
Isso pode ser justificado pelo fato do portador da doenga (do qual foi obtido o cDNA) ser
obrigatoriamente heterozigoto com um alelo normal (30Q) e um alelo expandido (71Q).
Também parece existir uma amplificagdo preferencial do alelo normal em detrimento do

alelo mutante.

Além disso, o alelo expandido apresenta mosaicismo somatico em todos os
pacientes, ou seja, praticamente cada célula do individuo possui um tamanho diferente da
seqiiéncia poliQ expandida. Portanto, a clonagem do cDNA resultou em um gradiente de
seqiiéncias CAG expandidas de diversos tamanhos. Obviamente, estivamos interessados no
clone que apresentasse a maior seqiiéncia poliQ, o que facilitaria comparagdes futuras com
a Atx-3N. Finalmente, apOs diversas tentativas obtivemos dois clones, um apresentando

51Q e outro com 71Q.
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A Atx-3N apresentou boa expressdo quando transformada em quaisquer das
cepas aqui estudadas. J4 a expressdo da Atx-3E apresentou-se mais laboriosa e até ausente
em diversas situacdes, mas apds vdarios testes obtivemos resultados positivos. Observamos
que diferentemente da forma normal, que é expressa muito bem a 37 °C, a mutante

apresentou melhor expressio a 30° C.

A rifampicina é um antibidtico semi-sintético que especificamente inibe o
inicio da sintese de RNA por ligar-se a subunidade B da RNA polimerase
(TRAVERS & BURGEES, 1969; di MAURO et al, 1969; JIN & ZHOU, 1996;
KUDEROVA et al., 1999). Com base nesses dados decidimos realizar um teste para
verificar a eficiéncia deste antibiético em aumentar o rendimento da expressdo e a

qualidade da Atx-3E transformada em BL21(DE3)-pLysS.

Desse modo, o antibidtico foi adicionado a uma concentracdo de 200 pg/mL
somente 25 minutos apds o inicio da indu¢do que foi realizada a 30°C. Pudemos observar
que realmente houve uma expressdo global das proteinas da E. coli significativamente
menor com a sua adi¢do. Porém, cabe ressaltar que o antibidtico, aparentemente, foi toxico
para as células, pois com o passar do tempo de inducdo, a quantidade de células diminuiu e

uma menor quantidade de proteinas foi expressa.

As dificuldades apresentadas na pesquisa da forma expandida da Atx-3 também
foram observadas na constru¢do do sistema de duplo-hibrido, pois ndo obtivemos
quantidades suficientes do alelo mutante para a ligacdo no vetor de expressaio pBTMI116,

havendo reanelamento deste sem o inserto, mesmo ja tendo sido defosforilado.

Para obten¢do de informacgOes funcionais sobre a Atx-3, o conhecimento de
seus ligantes € de grande relevancia ja que resultados experimentais estdo consistentes com
um modelo no qual a poliglutamina adota uma ‘“conformacdo patoldgica” resultando em
interacdes proteina-proteina inapropriadas, podendo até mesmo incluir agregacdes da

proteina doente (TROTTIER ez al., 1995; IKEDA et al., 1996).
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Para tal, construimos o sistema de duplo-hibrido a fim de isolar proteinas ja
descritas e identificar possiveis novas proteinas que interagissem com Atx-3. Com este
objetivo, transformamos a cepa L40 de Saccharomyces cerevisiae com a isca
pBTM116-Atx-3 e usamos como presa uma biblioteca de cDNA de cérebro fetal humano

clonada no vetor pACT?2.

O sistema foi corretamente montado e nao foi detectada ativacdo dos genes
reporter pela isca, o que poderia vir a gerar falsos positivos, 0s quais ocorrem

principalmente pela ativacdo da isca independentemente da presa.

Os ensaios de duplo-hibrido foram extremamente laboriosos € o volume de
testes foi muito grande. Os resultados foram sendo obtidos dentro do esperado, de forma
satisfatoria. Porém, apenas apds o ensaio, detectou-se ativacdo da expressdo de HIS3 em
alguns clones que nio receberam a biblioteca. Como em meio sem histidina e com adi¢do
de 10mM de 3-AT alguns clones ndo cresceram, acreditamos que estes estavam
apresentando uma ativacdo basal de HIS3 ou uma interacdo muito fraca no meio

SD — W, leu, his.

As coldnias selecionadas cresceram em 10 mM de 3-AT, o que foi mais do que
suficiente para inibir qualquer expressdao basal que gerasse um falso positivo. Além disso,
as mini-preps de levedura foram realizadas com éxito. A transformagdo em E. coli com o
produto destas mini-preps permitiu a selecdo de colOnias resistentes a ampicilina. O que
foge ao nosso entendimento, é o fato de que ao serem feitos os seqiienciamentos das
possiveis proteinas ligantes, ndo conseguimos encontrar o vetor pACT2. Como os clones
transformantes teriam crescido em meio com ampicilina sem o vetor pACT2 ndo sabemos
explicar, j4 que foram feitas mais de uma centena de mini-preps, com vdrias digestdes

liberando insertos no tamanho adequado.

Uma hipétese seria a de que houve interagcdo de proteinas devido a ativagdo dos
genes reporter, entretanto, nao foi possivel a identificacdo destas, talvez por serem
proteinas da prépria levedura, e nio ligadas ao pACT?2, que devido ao choque térmico da
transformacgdo tenham sido ativadas. Isto pode ser cogitado ja que foi descrita a homologia

N

de ligantes a Atx-3 com uma proteina de levedura (WANG er al., 2000).
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Embora seja necessario que o fator de transcricdo seja completo para ativacdo dos genes
reporter, de alguma forma isto poderia estar ocorrendo por acdo de componentes

da propria levedura.

Antes de quaisquer especulacdes mais profundas a este respeito, faz-se
necessario que outros grupos facam a constru¢do de outros ensaios utilizando vetores
diferentes para que possamos entender se o problema esteve no sistema utilizado, pois ja

foram descritas em literatura, pelo menos duas proteinas que se ligam a Atx-3 em pesquisa

com duplo-hibrido (WANG et al., 2000).

Com esta pesquisa podemos concluir que muitos sdao os desafios para o
entendimento da funcdo das ataxinas e sobre as causas da disfun¢do neuronal e morte
celular provocadas pelas proteinas mutantes. Com nossos resultados, acreditamos termos
dado um importante passo, j4& que grandes obsticulos foram superados: a obtencdo de
sistemas eficientes de expressdo e purificacdo das ataxinas-3 normal e mutante; a
constatacdo de que se trata de uma proteina solivel e a observacdo de sua estrutura
secunddria. Com isto, colaboramos com nosso grupo de pesquisas estruturais e ajudamos na

consolidagdo desta importante linha de pesquisa em nosso laboratdrio.
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4.1- Embora o sistema de duplo-hibrido tenha sido construido de forma
eficiente e os genes reporter tenham sido expressos, o resultado do
seqlienciamento dos clones selecionados ndo permitiu a identificacdo de

possiveis proteinas ligantes;

4.2- As proteinas Atx-3 normal e mutante foram eficientemente expressas e
purificadas em sistema procarioto de expressdo apresentando-se soluveis

e permitindo a execugdo de seus estudos funcionais e estruturais;

4.3- Os dados de CD mostraram que as proteinas normal e mutante apresentam-
se enoveladas, sendo sua estrutura secunddria composta principalmente

por a-hélices.
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ASPECTOS ETICOS

O RNA necessdrio para os experimentos descritos foi obtido a partir de sangue
colhido de individuos normais e pacientes atendidos no ambulatério de Neurogenética do
HC-UNICAMP (codigo: 26066). Os pacientes sdo atendidos pela Dra. Iscia Lopes Cendes,
que realiza toda a orientagdo sobre a doenca, discute a possibilidade de realizar testes

moleculares diagndsticos e faz a orientacdo 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 diagndstico
molecular das ataxias espinocerebelares j4 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 nimero 0072/98.
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ANEXO 1

“”' FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

§ A. ) Caixa Postal 6111
‘4“".}' 13083-970 Campinas-S.P.
= (019) 289.3749 ou 7232

UNICAMP (019) 289.3114 fax
B barbic @/turing. unicamp.br

PARECER: N° 055/98

PESQUISA: DETERMINACAO DA FREQU@NCIA E DAS CARACTERISTICAS

MOLECULARES DAS MUTACOES RESPONSAVELS PELAS ATAXIAS
ESPINOCEREBELARES

PESQUISADOR: Dra. Iscia Lopes Cendes

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

Prof. Dr. FORTUNATO AN ';o BADAN PALHARES
PRESIDENTE do COMITE BE ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP
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	Células competentes DH5( armazenadas a –80 oC foram descongeladas em gelo. Adicionaram-se a estas os 9,0 (L das mini-preps de levedura. A mistura permaneceu em gelo por 20 minutos em seguida foi levada a temperatura de 42 oC por um minuto e 30 segundos e novamente levada a gelo por um minuto. Foram adicionados de 1,0 mL de meio LB sendo a cultura levada a agitação de 200 rpm a 37 oC por uma hora. Cerca de 200 µL foram plaqueados em placas LB-ágar com o antibiótico ampicilina. As placas foram deixadas em incubadora a 37 oC por 12-18 horas.
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