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Capitulo

Introducao

Caracteristicas de Coix lacryma-jobi L.

Coix lacryma-jobi, juntamente com
mitho e Tripsacum, pertence a tribo
Maydeae da subfamilia Panicoideae da
familia Gramineae. Este cereal é nativo
do sudeste asiatico, onde foi utilizado,
durante muito tempo, como fonte de
alimento, na producdo de bebidas
alcodlicas, como tbénico e diurético
(Arora, 1977).

O género Coix foi introduzido na
Europa pelos éarabes durante as
cruzadas. Os primeiros registros escritos
da comestibilidade das sementes de
Coix datam do inicio do século XVIII.
Atualmente o Coix € encontrado em
todas as regides tropicais do mundo. No
Brasit, por volta de 1938, foi introduzida
a variedade Adlay com sementes
trazidas das Filipinas (Torres e
Bergamin, 1951; Shaaffhausen, 1952).

O Género Coix consiste de plantas
mondicas, anuais ou perengs, com
polinizagao efetuada pelo vento. As
espiguetas carpeladas sao em trios;
sendo uma fértil e duas estéreis. Cada
um destes grupos encontra-se encerrado
dentro de uma estrutura denominada
involucro. Esse involucro é formado por
uma bainha modificada e endurecida,
que apresenta, quando madura,
coloracao variavel. Por um orificio no
apice deste invélucro, emerge uma haste

que sustenta a  inflorescéncia
masculina. As espiguetas masculinas
sdo imbricadas em pares ou trios e
uma delas, a central, é pedunculada.
Cada espigueta apresenta duas
floretas, ambas estaminadas, sendo a
superior, as vezes, estéril (Figura 1.1)
(Venkateswarlu e Chaganti, 1973; Jain
e Benerjee, 1974). Coix lacryma-jobi
apresenta uma taxa média de
fecundacdo cruzada de aproxima-
damente 40% (Mello, 1989).

Nas sementes de Coix assim
como em outros cereais, € encontrada
uma classe de proteinas de reserva
caracterizada pela solubilidade em
solugdes alcodlicas. Essas proteinas,
denominadas prolaminas, podem
chegar a constituir 50% das proteinas
totais nas sementes deste cereal.
Baseando-se na similaridade de
massa molecular, solubiidade e
estrutura das prolaminas, Leite et al,
(1990) classificaram as prolaminas de
Coix (coixinas) em a-, B- e y-coixinas
de acordo com a nomenclatura
estabelecida por Esen (1987) para as
prolaminas de milho (zeinas).

Apesar das sementes de Coix
apresentarem um maior conteudo de
proteinas do que as sementes de
milho, este cereal é considerado de
pouca importancia econdémica devido
as suas propriedades agrondmicas



desfavoraveis. Dentre essas
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Figura 1.1: A, Esquema mostrando um ramo de Coix lacryma-jobi .B. Detalhe de um fasciculo
indicando as espiguetas masculina e feminina de uma inflorescéncia.

Regulacao da expresséo génica em
eucariotos

O controle da expressao génica &
essencial para a maioria dos fendmenos
biologicos, tais como a diferenciagac
celular, o desenvolvimento e as
respostas aos estimulos ambientais.

O controle da expressdo génica
acontece basicamente em trés niveis
distintos:

I - Regulacdo da transcricao, que
compreende principalmente a
regulagdo da taxa de iniciagdo da
transcrigao,

li - Regulagdo pds transcricional,
que regula a edicdo, degradacdo e
traducdo do RNA mensageiro ja
formado;

fIl - Regulagdo pos-traducional,
que abrange as modificagdes nas
proteinas sintetizadas, como por
exemplo, fosforilagdo, glicosilagao e
acilagao.



Dentre esses trés niveis, ©
mecanismo predominante no controle da
atividade de um gene é a regulagao da
transcricdo ou sintese do RNA
mensageiro {(RNAm) (Kuhlemeier, 1992).

A BNA polimerase |l e os promotores.

Organismos eucariontes possuem
trés enzimas responsaveis pela sintese
de moléculas de RNA: as RNA
polimerases 1, Il e lll. A RNA polimerase
| esta envolvida com a transcrigao dos
genes de RNA ribossomal (RNAr)
enguanto que a RNA polimerase Ill atua
na transcricdo de RNAs transportadores
(RNAt), subunidade 55 do RNA
ribossomal e alguns outros pequenos
RNAs nucleares.

A RNA polimerase Il é responsavel
pela transcricao de genes que codificam
proteinas, sintetizando assim  0s
denominados RNAs mensageiros
(RNAm). Esta enzima é essencial para o
processo de transcricao, mas nao é
capaz de atuar sozinha. Ela depende de
outras proteinas que interagem com 0o
DNA e entre si. Alguns dessas proteinas,
denominadas fatores basais sao
necessarias para a transcricio de
quaisquer genes. Qutras, denominadas
regutadores, modulam a taxa de
transcricao de grupos de genes ou até
mesmo de um unico gene.

A sintese dos RNAm inicia-se em
regices especificas do genoma, mais
precisamente nos promotores..

Promotores podem ser definidos como
sequéncias de DNA capazes de
causar transcricao em um sisterma in
vitro ou in vivo.

Os genes transcritos pela BNA
polimerase |l contém sequéncias alvo
comuns, reconhecidas pelos fatores
basais e seqiéncias promotor-
especificas, reconhecidas por
reguladores de transcricao. As
sequéncias alvo comuns de DNA sao
necessarias e  suficientes para
iniciacdo da transcricdo mediada pela
RNA polimerase Il (Roeder, 1996).

Na maioria dos promotores foi
identificada uma seqliéncia
conservada, localizada a 25-30 pares
de base (pb) do local do inicio da
transcricdo. Esta sequéncia, formada
peloc consenso TATAa/tAa/t, foi
chamada TATA box. Alem desta outra
seqliéncia, rica em pirimidinas e de
consenso YYANt/aYY foi localizada
proxima a maioria dos locais inicio da
transcricao, sendo chamada de INR
(revisado em Smale, 1994).

Apesar de varios  genes
apresentarem claramente o elemento
TATA-box, a maioria nao o possui.
Alguns destes genes possuem
sucessbes A+T-ricas que parecem
funcionar como TATA-box.

Conforme revisado por
Maldonado e Reinberg (1995), o
processo de transcricao pode ser
dividido em cinco fases:



i) formacdo do complexo pré-iniciacéo,
onde os fatores basais reconhecem
suas sequéncias alvo;

ii) iniciagdo, onde o0s reguladores
modulam a atividade do complexo
formado anteriormente;

iii) escape do promotor, que € a saida
da RNA polimerase || do promotor
iniciando a transcricao;,

iv)alongamento, que é a transcri¢do
propriamente dita;

v) terminacao, que corresponde ao final
da transcricao e escape da RNA
polimerase |l.

A iniciacao da transcricio e os fatores
basais

A regulacao da transcri¢ao ocorre,
na grande maioria das vezes ao nivel da

iniciagao, envolvendo o0s  diversos
elementos necessarios para este
processo. De acordo com varias

revisdes (Serizawa et al., 1994; Burley e
Roeder, 1996, Roeder 1996) a formag¢ao
do complexo de pré-iniciagao inclui as
sequintes etapas:

O primeiro passo para a formagao
do compiexo de pré-iniciacdo é a
interagdo de um pequeno fator basal
denominado TBP (TATA binding protein)
com o elemenio TATA-box. A proteina
TBP, necessaria para a franscricao
mediada por qualquer uma das RNA
polimerases (I, I ou Il1} (Goodrich e

Tjian, 1994), é uma das proteinas
mais conservadas durante a evolugao
dos eucariotos.

Quando essa proteina interage
com o promotor ocorre  um
dobramento significativo no DNA de
aproximadamente 80°. Entdao, uma
variedade de outros fatores basais
denominados TAFs (TBP-associated
factors) associam-se a TBP, formandn
0 complexo conhecido como THID. A
massa total deste complexo pode
chegar a mais de 800 kDa com até 12
TAFs associados (Tjian, 1995). Ja foi
demonstrado que TFIID é capaz de
reconhecer diferentes promotores de
acordo com o tipo de TAF associado
(Goodrich e Tjian, 1994).

A préxima etapa de formacao do
complexo pré-iniciacdo € a associacao
de TFIA, um fator adicional que
interage de maneira estavel com o
complexo, através de contatos diretos
com TBP e com a sequéncia de DNA
na regiao 5' do promotor. A presenc¢a
de TFNA é importante para ¢ processo
de transcricdo basal quando é
necessario estabilizar a interagao de
TBP com ¢ DNA.

Entdo, o fator TFIB, interage
com o complexo através de interagbes
diretas com TBP e com a sequéncia
de DNA na regido 3' do promotor.
Assim como TFNA, TFlIB ajuda a
estabilizar as interacoes de TBP-
TATA.



TFIIB é também capaz de recrutar
o complexo TFIIF-RNA polimerase pré-
formado. A BRNA polimerase 1lA, é a
forma que ndo contém o dominio
carboxi-terminal (CTD) fosforilado. Esta
forma e preferencialmente recrutada ao
complexo de pre-iniciagdo em relagdo a
forma fosforilada (RNA polimerase 110).

A proxima etapa inclui a interacao
de TFIE com a RNA polimerase Il e
provavelmente interagcdes com TFIIF e
TBP.

A formacdo do complexo de pré-
iniciagdo é completada pela interagdo de
TFIIH através de contatos diretos com
TFIIE.

A conclusao da formacao do
complexo de pré-inicia¢do, na presenga
de ATP e outros ribonucleosideo-
trifosfatos, € seguida rapidamente pela
separacao das fitas de DNA por uma
extensdo de 10pb na regido 3. Esta
separagdao ¢ mediada pela atividade de
helicase do fator TFIIF e requer hidrdlise
de ATP. A regiao de separac¢ao das fitas
de DNA é entdo estendida por mais
alguns pares de base, quando se inicia a
transcricdo com a formag¢ao da primeira
ligacdo fosfo-diester. Durante a fase de
alongamento dos transcritos, a regiao
contendo as fitas de DNA separadas
(bolha de transcricdo) desloca-se na
diregédo terminal 5, ocorrendo
simultaneamente a renaturagdo da
regidao anterior.

A fosforilagdo da regido carboxi-
terminal da RNA polimerase Il esta
associada com a transicdo da fase de
iniciagdo do alongamento e liberagédo
de promotor. Esta fosforilagdo €
mediada pelo fator TFlIH e estimulada
por TFIE resulta em alteragbes
conformacionais que permitem esta
enzima deixar o complexo de pré-
iniciagdo. Uma fosfatase especifica
regenera a RNA polimerase na forma
lIA nao fosforilada, necessaria ao
recrutamento durante a formagao do
complexo de pré-iniciagéo.

A Tabela 1.1 descreve os fatores
basais humanos, destacando suas
composicées e fungdes durante o©
processo de transcrigdo.

. Os reguladores de transcricao.

Um regulador de transcricao
tipico € constituido por trés médulos:
um dominioc de multimerizagdo, um
dominio de ligagdo ao DNA e um
dominio de ativacao. Isto permite que
0 conjunto de relativamente pequeno
de modulos gere reguladores de
transcricao altamente especializados
{(Tjian e Maniatis, 1994).

O dominio de multimerizacao é
responsavel pela formagdo de
dimeros, tetrameros ou  outros
multimeros. Muitos reguladores sao
ativos somente na forma multimérica,
como, por exemplo, alguns tipos de
bZIP, como AP-1, c-Jun e c¢-Fos
(Wagner e Green, 1994).



Tabela 1.1: Fatores de transcricdo basal de células humanas e suas fungdes
(Roeder, 1996).

Fator =~ NUumerode  Massa Funcgéo
subunilades  molecular
totais {kDa)
encontradas
TBP 1 38 Reconhecimento do TATA-box, recrutamento de
TFIB
TAFs 12 15-250 Reconhecimento da regido promotora, regulacao

positiva ou negativa

TFIA 3 12,19,35 Estabilizagdo da ligagao de TBP-DNA,
estabilizagdo das interagbes TAFs-DNA,
tungdes anti-repressoras

TFIIB 1 35 Recrutamento do complexo BNA polimerase-
TFUF, sele¢ac do sitio de iniciagdo pela RNA
polimerase |l

TFIF 2 30-74 Condugao da RNA polimerase Il ac promotor,

desestabilizacdo de interagbes nao especificas
da RNA polimerase Il com o DNA

RNA Pol Il 12 10-220 Sintese de RNAm, recrutamento de TFIIE

TFHE 2 34-57 Recrutamento de TFIIH, modulagao da atividade
de helicase de TFIIH, atividade de quinase e
ATPase

TFIIH 9 35-89 Separacdo das fitas de DNA pela atividade de

helicase, promocdo do escape da RNA
polimerase Il do promotor pela atividade de
quinase da regido carboxi-terminal da enzima.

resultar na estabilizacédo ou
desestabilizacdo do complexo de pré-
iniciacao ou ainda alterar sua taxa de
formacdo (revisado por Latchman,
1997).

Os dominios de interagdo com
DNA e de ativagao permitem aos
requladores de transcricao reconhecer
sequléncias alvo no DNA e interagir com
os fatores basais do complexo de pré-

iniciagao, respectivamente. Diferentes condi¢des, tais como

o tipo celular, © meio ambiente ¢ a

A interagcdo dos reguladores com )
fase do desenvolvimenio, podem levar

fatores basais de transcricao pode



a sintese de um regulador ou gerar
modificagdes em um regulador pré-
existente de modo a alterar sua
atividade. Desta maneira, os reguladores
coordenam a expressao de diferentes

genes em reposta aos diversos
estimulos impostos (Gilmartin et al,,
1990).

A fosforilacdo é uma das principais
formas de modificagao de um regulador
de transcri¢ao (Hunter e Karin, 1992; Hill
e Treisman, 1895; Hunter, 1995). Ela
pode modular a atividade de um
regulador, alterando sua capacidade de
interagir com o sitic alvo no DNA ou com
0 compiexo de pré-iniciagao, ou ainda
regular sua localizagdo nos diferentes
compartimentos celulares (Gille et af,
1992; Gonzales e Montminy, 1989; Shua
et al., 1993).

Um regulador de transcricdo
especifico pode apresentar afinidades
diferentes para diversos sitios no DNA,
interagir com o DNA de maneira
cooperativa com outros fatores ou ainda
competir com outros fatores pelo sitio de
ligagdo. Esta competicdo ocorre quando
diferentes reguladores reconhecem o
mesmo sitio, ou porgue seus sitios se
sobrepdem ou estdo suficientemente
proximos, impedindo a interagdo
simultanea dos fatores com o DNA.

Os reguladores de transcrigdo
podem ser agrupados em diferentes
classes ou familias cujos membros
apresentam dominios de interagdo com
o DNA relacionados. A existéncia dessa
diversidade demonstra a existéncia de

varias solugoes para o]
reconhecimento do DNA por
proteinas.

As classes estruturais de
reguladores de transcricac melhor
caracterizadas em plantas sido: bZ|P
(basic-feucine zipper), bHLH (basic
helix-loop-helix), Myb, proteinas
contendo homeodominio (HDs),
MADS box e Zinc Finger (Kerstetter et
al., 1994; Ramachandran et al., 1994;
Takatsuji et al, 1994, Meshi e
lwabushi, 1995; Purugganan et al,
1995).

Os reguladores do tipo bZIP

Os reguladores do tipo bZIP sao
caracterizados pela presenga da
regido bZIP. Tal regiao apresenta
usualmente 60 a 80 residuos, sendo
subdividida em dois dominios. O
primeiro, denominado ziper de
Leucinas, é caracterizado por
repeticdes de residuos de leucina a
cada sete aminodcidos numa
extensdo de 30 a 40 residuos, sendo
responsavel por interagbes com outras
bZiPs, promovendo dimeriza¢des. O

segundo, adjacente ao ziper de
Leucinas ¢é denominado dominio
Basico, sendo constituido  por

aproximadamente 30 residuos dos
quais a maioria deles apresenta
carater basico. Tal dominioc &
responsavel pela interagdo com o
sitio-alvo do DNA (Figura 1.2).

As propriedades estruturais das
proteinas do tipo bZIP foram



verificadas através estudos
cristalograficos realizados inicialmente
com GCN4 (um ativador transcricional
de fungos pertencente a essa classe de
proteinas) (O'Shea et al, 1991;
Ellemberger et al, 1992; Keller et al,
1995). Esses estudos demonstraram que
0s mondmeros protéicos formam o-
hélices continuas (Figura 1.2). No
dominio ziper de leucinas, essas hélices
sao torcidas, produzindo uma estrutura
denominada coiled-coil.

As estruturas primarias das regides
protéicas que formam coiled-coil $ao0
caracterizadas pela repeticdo de
sequéncias de sete residuos de
aminoacidos correspondendo a duas
voltas na o-hélice. Tais residuos sao
classificados de “a” a “g” de acordo com
sua posi¢ac na helice (Figura 1.3).

Os residuos presentes nas
posicbes “e¢” e "g°" sao geralmente
formados por aminoacidos eletricamente
carregados  capazes de formar
interagbes do tipo ponte salina entre
duas subunidades de o-helice. Os
residuos das posi¢oes “a” e “d” por sua
vez sao quase sempre aminoacidos
apolares que formam interacdes
hidrofébicas entre as o-hélices. (Sodek
et al, 1972; McLachian e Stewart, 1975).

As interacdes do tipo ponte salina
entre os residuos “e” e “g” possuem
grande rai0 de agao, porém nao
promovem o correto direcionamento das
moléculas. As interacdes hidrofdbicas
entre os residuos “a” e “d” possuem raio
de ag¢do bem menor que as pontes
salinas, porém sao capazes de orientar

corretamente as a-hélices,
determinando também a
especificidade da associagdo das
subunidades (revisado em Chen e
Parry, 1990; Lupas, 1996).

Assim, a dimerizacao entre bZiPs
pode ocorrer entre subunidades
idénticas, formando homodimeros, ou
subunidades diferentes, formando
heterodimeros (O'Shea et al, 1992).
Algumas b-ZIPs podem formar apenas
homodimeros  (GCN4), enquanto
outras formam apenas heterodimeros
(Fos). Existem, porem b-ZIPs que
apresentam capacidade de formar
tanto homodimeros quanto
heterodimeros (Jun) (Smeal et al,
1989; Kouzarides & Ziff, 1989).

A formagdo de homo ou
heterodimeros pode constituir-se em
um mecanismo de controle da
expressdo génica, modulando a
interagéo do regulador com ¢ DNA ou
modulando a formag¢do do complexo
de pré-iniciagdo(Chiu et al, 1989;
Schutte et al., 1989).

Apesar dos reguladores do tipo
bZIP apresentarem um dominio
relativamente simples de interacac
com o DNA, eles sao capazes de
reconhecer um grande numero de
sequéncias de DNA discriminando-as
suficientemente a fim de regular a
transcricdo de diversos genes com
diferentes promotores.



Ziper de leucinas

DNA Dominio Basico

Figura 1.2: Estrutura do dimero de GCN4 ligado ao DNA.. A dimerizacao ocorre através
do ziper de leucinas e a ligagdo ao sulco maior do DNA pelo dominio basico. Em vermelho
esta representado o ziper de leucinas, seguido pelo dominio basico em laranja. A posicdo
amino-terminal esta representada em amarelo e as posicdes das leucinas em verde. O
DNA esta representado em azul (Ellenberger et al. 1992).

\ ponte salina

Figura 1.3: Representacido esquematica das a-hélices referentes ao ziper de leucinas
do regulador GCN4.. Os residuos das posicoes "a" estdo representados em verde, "d" em
azul, "e" em vermelho e "g" em rosa. Em A as a-hélices estio representadas na forma de
estrelas de sete pontas, ressaltando a posicdo de cada residuo. As atracdes eletrostaticas
do tipo ponte salina estdo representadas pelas linhas em azul. Em B as a-hélices estio
representadas por barras e as posi¢gdes das cadeias laterais de cada residuo estdo
representadas por esferas.



QO regulador de transcricao Opaco?2

A proteina Opaco2 foi um dos
primeiros reguladores transcricionais de
plantas a ser estudado. A origem desses
estudos teve inicio na década de 1980,
quando Schmidt et al. (1987) e Motto et
al. (1988) buscavam 0 gene responsavel
pela mutagdo opaco2 em milho.

A mutacac opaco? é recessiva e
confere um aspecto opaco a semenie
madura de milho, normalmente
translucida. Ela foi  originalmente
identificada por Singleton e Jones
durante a década de 1930 (Emerson et
al, 1935) e caracterizada como
deficiente na producao de uma classe de
prolaminas: as o-zeinas {Jones, et al.,
1977). Posteriormente foi constatado
também redug¢do nos niveis de B-zeinas
(Cord Neto, et al., 1995).

Alem destes efeitos, varios outros
aspectos do metabolismo da semente de
milho também estdo modificados. A
atividade de RNase no endosperma
mutante é maior do que a encontrada
em sementes normais (Wilson e
Alexander, 1967). Foram descritas
alteracbes nos niveis de carboidratos
(Murphy e Dalby, 1971) e aumento na
concentragdo de aménia (Misra et al,
1975). Os mutantes opaco2 apresentam
uma maior susceptibilidade a patdgenos
(Loesch ef al, 1976) e a atividade de
fotossintese das plantulas encontra-se
alterada (Morot-Gaudry et al, 1979). A
baixa resisténcia ac ataque de insetos e
patogenos pode estar associada, nas
sementes opacoZ, a um decréscimo
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significativo nos niveis da albumina
B-32, uma proteina do tipo RIP
(Ribosome-inactivating Protein) de 32
kDa, que possui atividade de
inativagao de ribossomos e atua como
agente de defesa (Bass et al., 1992).
A mutacdo opaco2 afeta ainda 0s
niveis da proteina B-70, andloga a
HSP-70 (Heat Shock Protein-70), que
se acumula na superficie do
corpusculo protéico e pode atuar
como chaperonina durante a formagao
deste corpusculo (Marocco et al,
1991).

Os niveis de vérias proteinas e
enzimas relacionadas com o]
metabolismo de aminoacidos,
principalmente a via do aspartato,
encontram-se alterados em mutantes
opacoZ2 (Yunes et al, 1994b). Ocorrem
ainda alteracbes na expressao dos
genes envolvidos na biossintese de
amido (Giroux et al, 1994).

Damerval e Guilloux (1998)
compararam proteinas de endosperma
de linhagens de mitho opaco? e
selvagem atraves de 2D-PAGE (fwo
dimensional  polyacrylamyde  gel
electrophoresis). De fato, esses
autores relataram alteracdes na
producao de dezenas de proteinas
decorrentes desta mutacao.

O gene Opaco2 de milho,
localizado no cromossomo 7, foi
identificado e isolado utilizando-se a
estratégia de fransposon tagging com
0 auxilio dos elementos mdveis Spm
(Schmidt et al, 1987) e Ac (Motto et
al., 1988). Posteriormente, Pirovano et



al. (1994) e Vettore et al (1998) isolaram
e caracterizaram provaveis genes
ortélogos a OpacoZ em sorgo e Coix,
respectivamente.

Os primeiros transcritos do gene
Opaco2 de milho surgem
especificamente no endosperma em
aproximadamente 11 dias apdés a
pelinizagao (DAP), sendo detectados até
38 DAP (Galusci et al, 1994). Em
endospermas de Coix, a expressido de
Opaco?  apresenta  comportamento
similar ao descrito para milho (Vettore et
al., 1998).

O alto grau de conservacdo da
estrutura das prolaminas e dos
reguladores Opaco2, bem como a
conservacdo do padrao de expressao
dos respectivos genes sugere a
existéncia de um mecanismo comum de
regulagdo de expressao destes genes no
endosperma de mitho, sorgo e Coix.

A proteina Qpaco?2

A deducdo da seqléncia de
aminoacidos a partir de cDNAs isolados
revelou que a proteina Opaco2 contém
uma regido similar & encontrada em
membros da familia das bZIPs.

Essa regido, localizada na por¢ao
carboxi-terminal, entre os aminoacidos
227 e 296, apresenta um dominio Béasico

(entre 0s aminoacidos 227 e 247) em
um ziper de Leucinas (entre os
aminoacidos 251 e 296) com sete

repeticbes de leucinas.

Vettore et al (1998) classificaram
as proteinas bZIP de plantas em cinco
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familias distintas. De acordo com esta
classificacdo, as proteinas Opaco2 de
milho, Coix e sorgo foram indexadas
na Familia lll. Vincentz et al
(publicagdo em preparo) propuseram
porém uma nova classificacdo destas
proteinas de  origem  vegetal,
indexando agora as proteinas Opaco2
na familia VIll. A proteina de milho
OHP, identificada por Pysh et al,
(1993) como capaz de formar
heterodimeros com Opaco2, foi
indexada na mesma familia.

Esta familia de bZiPs de plantas
@ caracterizada por apresentar sete
repeti¢des de leucinas.

Além da regido bZIP outros
dominios funcionais foram
identificados na proteina Opaco2 de
mitho. Schmitz et al (1997)
identificaram quatro provaveis
dominios de ativagao, uma sequéncia
rica em Prolinas localizada na regiao
N-terminal, entre os aminoacidos 13 e
31. Nesta mesma regiao encontram-se
os dominios Acidos S1 (aminoacidos
42 e 71) e S2 (aminoacidos 102-122).
Um terceiro dominio Acido, S,
localiza-se proximo ao dominio bZIP,
entre 0s aminoacidos 204 e 227.
Segundo estes autores, o dominio S1
sozinho responde por cerca de 48%
da atividade de regulacao da
franscrigdo da proteina Opaco2. Dois
dominios  relacionados com ©
transporte da proteina Opaco?2 para ¢
interior do nucleo celular (NLS -
Nuclear Localization Sequence) foram
identificados entre os aminoacidos



101-135 e 223-254 (Varagona et al,
1992). No alinhamento das sequéncias
de aminoacidos das proteinas Opaco2
de milho, sorgo e Coix mostrado na
Figura 1.4 encontram-se indicados os
diversos dominios acima descritos.

As funcdes da proteina Opaco2

A proteina Opaco2 foi a primeira
proteina regulatoria de plantas para qual
foi demonstrado uma fungao direta no
controle de expressdo génica. No
promotor do gene da a-zeina de 22 kDa,
a proteina Opaco2 liga-se a segiéncia
5-TCCACGTAGA-3 (Schmidt et ai,
1992). Ensaios de expressado transitoria
realizada por Ueda et al, (1992)
mostraram que uma unica substitui¢ao
na regiao central 5-ACGT-3' era
suficiente para impedir a ligacdo da
proteina Opaco2 (Ueda et al,1992).

Como os primeiros fatores do tipo
bZIP descritos em plantas apresentavam
alta afinidade de ligacao a seqiiéncias
contendo o motive alvo 5-ACGT-3,
consequentemente acreditou-se que
este motivo era imprescindivel para a
interacdo de gualquer membro desta
familia com o sitio alvo no DNA. De fato,
em ensaios de EMSA (Eletrophoretic
. Mobility Shift Assay), a proteina Opaco2
mostrou alta afinidade por uma ampla
colecdo de sequéncias contendo o
motivo central 5'-ACGT-3' (Schmidt et
al., 1992). Entretanto, entre os cinco
sitios alvo descritos no promotor do gene
b-32, somente um deles, o sitio B5
apresentava o motivo 5-ACGT-3' (lzawa
et al, 1993). Inicialmente, concluiu-se
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que somente este sitio apresentava
capacidade de ligagdo com Opacoz2,
enquanto que os demais resultavam
de artefatos das técnicas utilizadas
nos estudos de interacido DNA-
proteina.

Embora exista uma grande
semelhanga entre o0os genes de
o-zeina de 22 kDa e a o-coixina de
25 kDa, o motivo ACGT nao foi
encontrado nos promotores destes
genes. Yunes et al (1994b)
demonstraram que a proteina Opaco2
de milho interage com o promotor do
gene da o-coixina de 25 kDa através
da seqiéncia 5'-GACATGTC-3'. Esta
sequéncia apresenta maior
similaridade com os sitios enconirados
no promotor do gene b-32 do que com
aquele descrito no promotor do gene
da o-zeina de 22 kDa.

Yunes et al {1998) mostraram
que O mecanismo de interacdo de
Opaco2 ao DNA pode ser ainda mais
complexo. Esses autores
demonstraram que essa proteina
reconhece dois sitios adjacentes
distintos no promotor de co-coixina de
22 kDa. Além do motivo 5-CATG-3'
mostrado na Tabela 1.2, a seqiéncia
5'-TGACTA-3' também age como alvo
de Opaco2, sendo que o motivo 5'-
TGAC-3 é também reconhecido por
outras bZIPs, como GCN4 (Amndt e
Fink, 1986; Hill et al., 1986).

Cord Neto et al (1995)
agruparam as sequéncias
reconhecidas por Opaco2 em duas
classes: uma com o elemento central



5-ACGT-3' e outra com © elemento
CATG (Tabela 1.2).

Yunes et al. {1998) demonstraram
através de ensaios quantitativos que a
ligacdo simultdnea de dois dimeros de
Opaco2 ocorre de forma cooperativa
nos sitios alvos adjacentes do promotor
de o-coixina. Analises de expressao
transitéria realizadas por este autores
demonstraram ainda a agao sinérgica
dos dois sitios na regulacdo da
expressao do gene de de a-coixina.

No promotor de a-zeina de 22kDa
o sitio de ligagdo da proteina Opaco2
encontra-se localizado a apenas 20
pares de base de um segundo elemento
¢is regulador denominado prolamin-box
(Forde et al, 1985). A presenca deste
elemento na maioria dos genes de
prolaminas sugere gue o prolamin-box
esta envolvido no controle coordenado
da expressao destes genes (Maier et al.,
1987). Esta hipdtese € corroborada pelo
fato de que a eliminagdo ou mutagdes na
seqiiéncia do prolamin-box promove
intensa redugdo na capacidade de
ativagao da proteina Opaco2.

Vicente-Carbajosa et al (1997)
identificaram uma proteina capaz de
interagir com © prolamin-box e o ativador
Opaco2 também. Este fator, denominado
PBF (Prolamin Binding Factor) pertence
a classe dos reguladores de transcri¢ao
do tipo Zinc-finger. Esse fator, além de
interagir com OQOpaco2 apresenta um
padrac de acumulo similar ao da
proteina Opaco2 durante o]
desenvolvimento do endosperma.
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Souza Filho et al (1998}
também relataram em endosperma de
Coix a presenca de um fator protéico
capaz de interagir  in  vitro
simultaneamente com o sitio alvo do
promotor de o-coixina € com a
proteina Opaco2. Este fator foi
denominado CBF1 (Coix Binding
Factor 1). Pouco se sabe sobre a
natureza e funcdo do fator CBF1,
entretanto estes autores sugerem que
esta proteina deve estar envolvida no
mecanismo  de regulagao  da
expressao dos genes de o-coixina.
Diversos estudos tém relatado a
presenca de genes Opaco2 em outros
cereais alem daqueles pertencentes a
subfamilia Panicoideae, sugerindo a
existéncia de um mecanismo comum
de regulagdo da expressao dos genes
de proteinas de reserva. Estudos
realizados com o promotor do gene
LMWGI1D1 de uma proteina de
reserva de trigo, a glutenina 1D1 de
baixo pesc molecular (Low-Molecular-
Weight Glutenin 1D1), comprovaram
gue a proteina Opaco2 é capaz de
ativar a expressao deste gene ao ligar-
se ao sitio 5-GTGAGTCATA-3
(GLM) (Holdsworth et al., 1995). Outro
ativador transcricional similar a
Opaco2, denominade RITA-1, foi
identificado em arroz. A similaridade
entre o padrao espacial e temporai de
expressdo dos genes RITA-1 e
Opaco2 sugere que a proteina bZIP
de arroz também deve estar envolvida
na  regulagdo  coordenada  da
expressdo de genes durante o©



desenvolvimento das sementes neste
cereal (Izawa et al., 1994).
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Figura 1.4: Alinhamento das sequéncias de aminoacidos das proteinas Opaco2. As
sequéncias de aminoacidos foram deduzidas das sequéncias de nucleotideos dos genes opaco2

<Rica em prolinas> <- - -
MEHVISMEEILGEFWDLEPSPPPLPLEE-QQPLVTDTGSVVIDGVVTOEE! 51
MEHVISMEEILGPFWELL—PPPAPEPEREQ-PPV—TGIVVGSVIDV? 48
MEPVFSMEEILGPFWDL-PSPPP---PE-QQPLVIGTSSVVIDGVVT! 46
- i“itk*ﬁ*tl‘l.‘ - ‘ii't _** - i- * ‘ |'|

————— SI --=-->

GEGGDMMDQ--NTTEWTFERLLEEEILINKTTL----VTNSSCS-TLNID-P 95
30-GOMMDQQ-HATEWT FERLLEEEALTTSTPPPVVVVPNSCCSGALNADRE 98
GEGSNMMDQIQNTTEWT FERLLEEELLTDTTP-———- VANSSCPA-LNVDP- 91
* '&*i* ._tt*'*iiiiitt Ed * * ek i_ ek
<---=-8II--~-->
VVEVDQGTMASGAVS-AV-GDPMEYNATLKRKLEVDLVAFKMWR-ASS-VVN 143
PVME NATLRRKLEEDLEAFKMWRAASS-VVT 149

AV-GDPMEYNAILKRNVEEDLMAFKMWR-ASTSGVN 140

kwdk Ah Ahkhhkbhbhhdr & % wk Ahbkdkk & -

SE-RSQDSNNHNGGS---KNVVQNKL-NGEDPI-NNHAQNVDLRVRLATSSS 189
5, DQRSQGSNNHTGGSSIRNNPVONKLMNGEDP INNNHAQTAGLGVRLATSSS 201

SE--——GSNNENGG —— - --=-=DLHVRLTTSSS 161
*‘ .tif' - W ‘*'I'ii" W kW
< ----81III ----23> |<--MOTIVO BASICO->|

ARRSRY RhlﬁﬂgrA 241
253
) 213

VND”"EWv%VRK SNRE

1 2 3 4 5 6 7

A3 g

\OMET LRAKVKMGED 293
METLRAKVKMGED 305
METLRAKVEMGED 265

Fhdkhkd  hAhkkdkhhhdhk iitti*t* L ttittt e e i e e e ke e e e e e e e

SLKRVMEMSSLPP-SMPIPALPSSSDASVP---IQDDIINYFSTTPAADEDA 341
SLKRVIEMSSSVPSSMPISAPTPSSDAPVPPPPIRDSIVGYFSATAADD-DA 356
SLEKRIIEMTSLT--SIPIPELPSSSDVPVH---IQDNIVNYFTTTPAG--DA 310

hkkk o dk W Wk SRk W e b ok Wk kW L3

EVDNNSFIIMPMADP--LOLVQAEDQPTM-———-——————————————————— 368

SVGH-GF === LRL-QA-HQE--PASMVVGGTLSATEMNRVAAATH 393

LADN-SF--MPMPDPLPLQL-QAEE-PTI-—-=-= NGALNATEMNQI--ATH 347
* - * & AW

-=--GA---MELIQKTMGAMP-TSP-GSAL--QESQLLGL-GPDETINMDMY 408
CA-GA---MELIQTAMGSMPPTSASGSTPPPQDYELLGPNG-~--ATHMDMY 437
CAAGSQFPSMQLIQETMGAMMPTS-SGSTL--QESELLGPN---ETINMHMY 394

- ek LA e * . L L LR * & AW

14

de Coix, milho e sorgo, respectivamente a partir dos clones gCX02-1, 02 cDNA 1-4 (Schmidt et al.,

1990) e da sequéncia de nucleotideos do clone gendmico de sorgo depositada nos bancos de
dados do EMBL, GenBank, DDBJ Nucleotide Sequence Databases, com o nimero de acesso
X71636. Os residuos idénticos e as subtituicbes conservativas sdo indicadas por asteriscos e
pontos, respectivamente. Estdo indicadas as posi¢gdes dos dominios Basico em azul, Ziper" de
Leucinas em verde, regido rica em prolinas em roxo e regides acidas S, Sll e Slll em vermelho. Os
espagos para maximizar o alinhamento estdo represe

realizado utilizando-se o programa CLUSTAL X (Higgins and Sharp, 1989).

ntados por hifens. O alinhamento foi
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Tabela 1.2: Alinhamento das diferentes sequéncias alvo reconhecidas por OpacoZ2

{Cord Neto, et al., 1995)

Box Gene Sequéncia de DNA Referéncia
Grupo |

ACGT
02 a-zeina  GTCATTCCACGTAGATGAAAA Schmidt, etal. (1992)
0O2b B-zeina  ATGTTTCCACGTCATGCAACG Pedersen, etal. (1986)
O2b B-coixina GTATTTCCACGTCATGCAGTG Cord Neto, et al. (1995)
Grupo Il

CATG

02c a-coixina TGACTAGGAGACATGTCATCT Yunes, et al (1994b)
02¢ o-coixina CGACTAGGAGCCATGTCATCT Yunes, et al (1994b)
B1* b-32 TCTATATTAGCCATGTCATCA Steitz, et al. (1990)
B4~ b-32 CTACTAATAGTCATGTCATCC Steitz, et al. (1990)

Diversos estudos tém sugerido o
envolvimento de proteinas relacionadas
com QOpaco2 no controie da expressiao
de outros genes além daqueles que
codificam prolaminas em cereais.

Existem indicios de que o regulador
Opaco2 também controla, no
endosperma de milho, a expressao da
forma citosdlica da enzima piruvato
ortofosfato  diquinase-1  (cyPPDK-1)
através da interagao com dois sitios de
ligacdo muito semelhantes aos do
promotor do gene b-32 (Maddaloni et al.,
1996). Ha também indicagbes de seu
envolvimento nos mecanismos que
controlam 0s niveis das enzimas lisina-
cetoglutarato redutase (LKR) (Sodek e
Wilson, 1970; Brochetto-Braga et al,
1992) e aspartato kinase 1 (ASK-1) nas
celulas do endosperma de milho
(Azevedo et al, 1995; Kemper et al.,
2000).

Proteinas similares a Opaco2
provavelmente atuam fambem na
regulacdo da expressdo génica em
sementes de plantas dicotileddneas.

Estudando a interagdo da
proteina Opaco2 com o promotor do
gene psl, gue codifica uma lecitina da
semente de ervilha, de Pater et al.
(1994) demonstraram que a proteina
Opaco2 reconhece um sitio que
apresenta  similaridade com a
seqgliéncia consenso descrita para os
sitios presentes no gene b-32.

Sementes de Bertholletia excelsa
{castanheiro do Para) acumulam como
reserva uma albumina rica em
metionina denominada 2S. Assim
como as prolaminas dos cereais, esta
proteina também é codificada por uma
familia multigénica e tem sua sintese
correlacionada com © acumulo dos
RNAsm correspondentes. No promotor



do gene desta albumina 2S foram
encontrados trés elementos ACGT que
interagem, in vitro, com a proteina
Opaco2 de mitho (Vincentz ef al., 1997).

Mauri et al. (1993) demostraram
que a proteina Opaco2 é capaz de
complementar a mutagao gen4” (mutante
nulo) em células de Saccharomyces
cerevisiae. Este fato evidencia a
correspondéncia  funcional existente
entre estas proteinas, que apresentam
50% de similaridade e 40% de
identidade na sequéncia de aminoéacidos
de seus Dominios Basicos. A proteina
GCN4 € um dos fatores de regulacac de
transcricdo de  eucariotos melhor
caracterizado. Homodimeros  desta
proteina interagem com o DNA através
de seu dominio bZIP e sua capacidade
de ativar a transcricao € mediada por
uma pequena regido rica em residuos
acidos . Quando células de leveduras
sao submetidas a uma dieta pobre em
aminoacidos, a proteina GCN4 ativa a
transcricdo de um grande numero de
genes relacionados a vias biossintéticas
de aminoacidos. O envolvimento da
proteina Opaco2 na regulagdo da
expressdo de enzimas da via
biossintética de aminoacidos aliado a
sua similaridade estrutural e funcional
com a proteina GCN4 de leveduras,
sugere que a Opaco2 possa estar
envolvida com o controle do balango
geral de aminoacidos no endosperma de
milho. Além disto, o grande numero de
efeitos pleiotropicos provocados pela
mutacac opacoZ indica que a proteina
Opaco2 deve desempenhar um
importante papel na coordenagdo da
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expressao de varios genes de
diversas vias metabolicas durante o
desenvolvimento do endosperma de
milho, sorgo e Coix.
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Apresentacdo da Tese e Objetivos

Apesar da grande importédncia e
dos extensivos estudos realizados com o
regulador de transcricdo Opaco2, pouco
se sabe sobre 0s mecanismos que
regulam sua prépria expressao. Pouco
também se conhece sobre o processo
de dimerizacdo deste ativador
transcricional.

Esta tese descreve os esforgos
iniciais realizados com o objetivo de
identificar elementos reguladores cis e
trans envolvidos no controle da
expressao do gene OpacoZ.

Também e descrita uma
metodologia para avaliar as
propriedades de dimerizagao do ativador
Opaco2 de Coix. Tal metodologia foi
usada para identificar a influéncia da
quinta repeticdo do ziper de leucinas na
taxa de dimerizacao do ativador
transcricional Opaco?2.

Os objetivos especificos principais
foram:

1. Produzir peptideos recombinantes,
correspondentes a regiao bZIP da
proteina Opaco2 de Coix, contendo
substituicdes de aminodacidos;

2. Estabelecer um meétodo de
purificacdo para os peptideos
recombinantes;

3. Estabelecer uma metodologia
para verificar as propriedades de
dimerizacdo dos  peptideos
recombinantes;

4. Avaliar a influéncia da quinta
repeticdo do ziper de leucinas
nas propriedades de dimerizacao
dos peptideos recombinantes;

5. Investigar a presenca de fatores
protéicos em extratos nucleares
de endosperma de Coix capazes
de interagir com possiveis
elementos cis presentes no
promotor do gene Opaco2 de
Coix;

6. Avaliar as interacdes entre os
elementos reguladores gquanto a
especificidade de ligacdo durante
0 desenvolvimento da semente;

Durante a realizagdo deste
trabalho foram efetuados diversos
ensaios na 4drea de biologia molecular.
O conhecimento de tais praticas
permitiu realizar colabora¢gbes com
grupos de pesquisa de diversas areas.
Apesar de ainda nao ter sido possivel
redigir artigos cientificos com os
resultados presentes nesta tese, a



colaboragdo com um grupo de pesquisa
da Faculdade de Ciéncias Médicas -
Unicamp  permitiu realizar  uma
publicagdo cientifica na drea de
transdugao de sinal em animais:

Insulin modulates leptin-induced
STATS3 activation in rat hypothalamus.
Joseé B.C. Carvalheira, Rodrigo M. P.
Siloto, Inara lIgnacchitti, Sigisfredo L.
Brenelli, Carla R.O. Carvalho, Adilson
Leite, Licio A. Velloso, José A. R.
Gontijo, Mario J. A. Saad. (2001). FEBS
Letters 500: 119-124.

A colaboracao do nosso grupo de
pesquisa constituiu na analise da
interacdo do regulador transcricional
STAT3 em seu sitio alvo de DNA
durante a indug&o por insulina e leptina.
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Resultados

Producao e purificacao das proteinas
recombinantes O2Cx-ABL e O2Cx-L

O peptideo O2Cx-ABL inclui a
regiao acida Slll, o dominio Basico e 0
Ziper de Leucinas da proteina Opaco2
de Coix, enquanto que o peptideo O2Cx-
L corresponde apenas ao dominio ziper
de leucinas desta proteina (Figuras 1.4 e
3.1). Estas proteinas foram produzidas
utilizando-se um sistema de expressao
de proteinas bacteriano.

Com esta finalidade foram
construidos os plasmideos pETO2Cx-
ABL e pETO2Cx-L através da insergao
do fragmento O2Cx-ABL e O2Cx-L no
vetor pET3C (Figura 5.1). Os fragmentos
foram inseridos na regiao de
policlonagem entre os sitios das enzimas
Ndel e BamHI. Neste vetor a expressao
do fragmento O2Cx-ABL € controlada
pelo promotor de bacteriéfago T7. Os
plasmideos pETO2Cx-ABL e pETO2Cx-
L apresentam o gene de resisténcia a
ampicilina (bla) e origem de replicagao,
ambos originarios do pBR322.

Tais plasmideos foram inseridos
em bactérias E cofi BL21 (DE3) plLys-S.
Esta linhagem foi utlizada por diversas
razbes. Ela apresenta delecbes dos
genes Jon e ompT que codificam
proteases indesejaveis no processo de
producdo de proteinas heterdlogas
(Grodberg e Dunn, 1988).

A marca "DE3" indica a presenca
de um bacteriéfago integrado no
genoma bacteriano responsavel pela
produgao da T7 RNA polimerase. Esta
enzima é extremamente seletiva para
seu promotor (pT7). O gene que
codifica esta polimerase, por sua vez
estd sob o controle do promotor
lacUV5, cuja atividade pode ser
induzida por IPTG.

A linhagem bacteriana usada
contém ainda © plasmideo plLys-S.
Esse plasmideo codifica o gene da
lisozima T7, que é uma proteina
bifuncional capaz de clivar o envoltério
de proteoglicano da parede
bacteriana, facilitando desta forma o
processo lise das células. A lisozima
T7 apresenta também capacidade de
ligar-se a T7 RNA polimerase, inibindo
sua atividade. A completa inibicao da
T7 RNA polimerase e especialmente
interessante na produgdo de proteinas

toxicas para as bactérias. O
plasmideo apresenta também um
gene confere resisténcia a

cloranfenicol, que é utilizado como
marca seletiva.

Conforme mostra a Figura 3.2 a
inducdo com IPTG resultou na
produgdo de proteinas de peso
molecular de aproximadamente
18 kDa e 9 kDa compativeis com 0s
valores preditos de 15,8 kDa e 9,7kDa



para as proteinas O2Cx-ABL e 0O2Cx-L
respectivamente.

As celulas bacterianas foram
lisadas por cicios sucessivos de
congelamento e  descongelamento
seguido de um ciclo de sonicacdo. As
proteinas recombinantes permaneceram
na fragdo soluvel do lisado (Figura 3.2,
colunas 4). Uma vez que as proteinas
bZIP de um modo geral sao termo-
estaveis (lzawa et al,, 1993), a primeira
etapa de purificagdo constituiu-se na
incubagdo do extrato bacteriano a 80°C.
Este tratamento, conforme mostrado na
Figura 3.2 (colunas 5), permitiu a
eliminacdo de um grande numero de
proteinas  bacterianas, praticamente
isolando as proteinas de interesse.
Como a proteina O2Cx-ABL seria
utiizada em ensaios de ligagao com
DNA, os acidos nucléicos foram
precipitados através da adicao de
polietilenoimina (PEIl). Apds esta etapa,
as proteinas foram precipitadas com
sulfato de amdnio a 80% de saturagdo e
lavadas com a mesma solugcdo de
suifato de aménio para completa
remogao de residuos de PEL.

A etapa seguinte de purificacdo
consistiu-se de um processo de
cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) utilizando resina de troca idnica.
Devido ao elevado ponto isoelétrico
estimado para as proteinas O2Cx-ABL e

Q2Cx-L (p!=9,2 e pl=8,14
respectivamente), optou-se pela resina
catibnica POROS HS (PerSeptive

Biosystems) em um tampao de pH 7,3

para O2Cx-ABL e 6,8 para O2Cx-L
com um gradiente salino de 0 a 2M de
NaCl. Os cromatogramas que
representam esta etapa ja mostram
um componente protéico majoritario
para cada um dos casos (Figura 3.3).
De fato a andlise, através de SDS-
PAGE, do pool das fragbes eluidas
demonstra a presenca das proteinas
de interesse praticamente puras
(Figura 3.2, colunas 6).

A ultima etapa do processo de
purificacao tambem foi realizada
através de CLAE, utilizando-se a
resina de fase reversa POROS R2
(PerSeptive Biosystems) em um
gradiente de acetonitrila. Os
cromatogramas obtidos (Figura 3.4)
mostram um componente majoritario
com tempo de retengdo entre 25 e 27
minutos para OQ2Cx-ABL e 24 a 28
minutos para Q2Cx-L. A andlise em
SDS-PAGE  das fragfes eluidas
confirmou o elevado grau de pureza
das proteinas 02Cx-ABL e 02Cx-L
(Figura 3.2, colunas 7).

Devido a natureza volatii do
solvente utilizado, as fragoes contento
as proteinas recombinantes foram
reunidas, distribuidas em fragbes de
0,5ml, liofilizadas e armazenadas a ~
20°C. A andlise espectrofometrica da
amostra indicou a recuperacao final de
1,8mg para O2Cx-ABL e 2,5mg para
02Cx-L.
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Regido rica em
prolinas Regiao acida Regido basica Ziper de leudnas
, T ;

| Proteina Opaco2

Figura 3.1: Representagcao esquematica das proteinas Opaco2, O2Cx-ABL e O2Cx-L. Os
diferentes dominios da proteina Opaco2 de Coix e nas proteinas recombinantes O2CX-ABL e
O2Cx-L estdo representados em roxo para a regido rica em prolinas, vermelho para os dominios
acidos, azul para o dominio basico e verde para o Ziper de Leucinas. Abaixo dos esquemas
encontra-se representada a sequiéncia da proteina recombinante O2Cx-ABL, a cor amarela indica
a segiéncia de aminoacidos originarios plasmideo pET3C.

Figura 3.2: Analise eletroforética das etapas de produgio e purificagio da proteina
recombinante O2Cx-ABL e O2Cx-L produzidas em E. coli. Em A encontra-se: 1. Padrdo de
pesos moleculares "low" (Gibco BRL). 2. Extrato de bactérias transformadas com o plasmideo
PETO2Cx-ABL antes da indugao, 3. Extrato de bactérias transformadas com o vetor pETO2Cx-ABL
e induzidas com IPTG, 4. Fragdo solivel do extrato bacteriano, 5. Fragdo solivel apos
desnaturacéo térmica a 80°C por 3 minutos, 6. Apés a primeira etapa cromatografica de purificagdo
em resina de troca idnica POROS HS (PerSeptive Biosystems), 7. Apés a segunda etapa
cromatografica de purificagdo em resina de interagdo hidrofébica POROS R2 (PerSeptive
Biosystems). Em B encontra-seo mesmo que em A, porém com o plasmidio pETO2Cx-L.
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Figura 3.3: Cromatograma do ensaio de CLAE utilizando resina de troca idnica. For utilizada
coluna AP-1 (Waters) contendo 10x80 mm de resina POROS HS (PerSeptive). Em A foi injetada
amostra de 10ml da proteina O2Cx-ABL, lavando-se a coluna com 50ml de Tampao Hepes 25mM
pH7.3 contendo 1mM de EDTA e 5SmM de DTT. A proteina foi eluida com um gradiente salino de O
a 2M de NaCl no mesmo tampdo. Em B foi injetada a amostra de 10mi da proteina O2Cx-L |
lavando-se a coluna com 50mi de Tampdo MES 25mM pH6,8 contendo 1mM de EDTA e 5mM de
DTT. O fiuxo de 2mi/min foi mantido durante todas as etapas das cromatografias. A linha em azul
representa a absorbancia & 220nm e a linha pontilhada representa concentragio de NaCl (M)
injetada na coluna.
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Figura 3.4: Cromatograma do ensaio de CLAE em fase reversa. Foi utilizada coluna AP-1
(Waters) contendo 10x80 mm de resina POROS RZ (PerSeptive). Em A foi injetada amostra de
10ml da proteina ©O2Cx-ABL e em B foi injetado o mesmo volume de proteina O2Cx-L. Apds
lavagem da coluna com 50 mi de solugdo 2% de acetonitrila contendo 0,065% de TFA. As
proteinas foram eluidas com um gradiente de 2 a 50% de acetonitrila em 30min, € 50 a 100% de
acetonitrila em 10min. O fluxo de 2mi/min foi mantido durante todas as etapas da cromatografia. A
linha em azul representa a absorbancia a 220nm e a linha pontilhada representa percentagem de
acetonitrila injetada na coluna.
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Analise funcional da proteina O2Cx-ABL
purificada

A atividade da proteina O2Cx-ABL
purificada foi confirmada através da sua
capacidade de ligagado a sitios alvo no
DNA. Com esta finalidade, foram
realizados ensaios de retardamento da
mobilidade eletroforética em gel de
poliacrilamida (EMSA) com fragmentos
de DNA do promotor de a-coixina
contendo sitios de ligagdo para a
proteina Opaco2: o sitio GCN4 like motif
(GLM) (5-TGACTA-3) e o sitio
palindromo 5-GACATGTC-3’ (Yunes, et
al., 1994b). Representando os diferentes
sitios alvos foram utlizados os
fragmentos de DNA CxPCxN, CxPCxN-
gim e CxPCxN-palind. De acordo a
Figura 3.5 o fragmento CxPCxN,

sitio “G C N4-Like
motif”

A

5" -GCTCTAGATGACAAAATIIGAC
3’ -CGAGATCTACTGTTTT

(] 1
i)

\

TGATCC

apresenta os dois sitios alvos intactos.

Os fragmentos CxPCxN-gim e
CxPCxN-palind apresentam
substituicoes que inativam
isoladamente  os  sitios  alvos

palindromo e GLM, respectivamente.

Conforme mostra a Figura 3.6 os
ensaios de EMSA com os fragmentos
CxPCxN-glm =} CxPCxN-palind
resultaram na formacgao de apenas um
complexo do DNA:proteina, enquanto
que o fragmento CxPCxN resultou na
formacdo de dois complexos de
mobilidade eletroforética distinta.

Estes resultados indicam que a
proteina 0O2Cx-ABL recombinante
purificada encontra-se ativa, mantendo
a capacidade de interagir com as
seqiéncias alvo de DNA.

palindome

AGACATGTCATCTCTAGCT TAGAATTCC 3"
’“?fz% CAGTAGAGATCGAATCTTAAGG-5' CxPCxN

GAGATCGAATCTTAAGG-5'

5’ -GC TCTAGATGACAAAMTP&MTAGGA?;ACA@E\C TCTAGCTTAGARTTCC-3" (v oy om

3'—CGAGATCTACTGTTTTAFCTGETCCTtTGT

5' -GCTCTAGATGACAAAA'
3' -CGAGATCTACTGTTTT

(]

NGACATGTC 'GTCH
He

FLACAG

TCTCTAGCTTAGAATTCC_3'CxPCxN-paﬁndA
'AGAGATCGAATCTTAAGG-5'

Figura 3.5: Fragmentos de DNA utilizados nos ensaios de EMSA com a proteina O2Cx-ABL
purificada. O fragmento de DNA dupla fita CxP-CxN apresenta os sitios de ligagdo para Opaco2
GCN4-like-motif (GLM) (5-TGACTA-3') em verde e o plalindrome (5'-GACATGTC-3') em azul. O
fragmento CxP-CxN glm apresenta apenas o sitio GCN4-like-motif (GLM) e o fragmento CxP-CxN
palind apresenta apenas o palindromo. As substituicdes nos fragmentos CxP-CxN gim e CxP-CxN
palind estdo assinaladas em vermelho (Vettore 1998, Yunes et al., 1994b).
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Figura 3.6: Ensaios de EMSA com a proteina 02Cx-ABL recombinante purificada. Nas
colunas 1 foram utilizados 200 fmoles de cada sonda. Nas colunas 2 foram utilizados 200 fmoles
da sonda acrescidos de 4 ng da proteina O2Cx-ABL recombinante purificada. As posicoes de
migracao da sonda livre e dos complexos C1 e C2 encontram-se assinaladas.

Determinacao da estrutura secundaria
da proteina O2CxABL recombinante

A estrutura secundaria da regiao
bZIP de Opaco2 de Coix foi analisada
através de ensaios de dicroismo
circular.

A Figura 3.7A mostra o espectro
de dicroismo circular da proteina O2Cx-
ABL. De acordo com com Greenfield e
Fasman (1969) os valores minimos de
elipticidade encontrados em 222 e 208
nm indicam que a proteina O2Cx-ABL
assume uma estrutura secundaria do
tipo a-hélice.

A adicdo de fragmentos de DNA
correspondentes ao sitio de ligagéo de
Opaco2 (CxPCxN) resultou em redugao
adicional de elipticidade. Este resultado

indica aumento da extensao da o-
hélice na presenga de DNA.

Com a finalidade de verificar a
mudan¢a do estado de enovelamento
da proteina O2Cx-ABL foi realizada
uma curva de desnaturagdo térmica
com a proteina O2CxABL (Figura
3.7B). Nesta curva € possivel observar
a mudanca de estado entre proteinas
enoveladas e proteinas
desenoveladas. A temperatura de
desnaturacao foi de 37,52°C +0,96,
sendo calculada a partir da regressao
sigmoidal. A constante de equilibrio
calculada foi de 3,73 X 10°M de
acordo com a metodologia descrita por
Marky e Breslauer (1987).
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Figura 3.7: Andlises de dicroismo circular com a proteina O2CxABL. Em A enconira-se o
espectro de dicroismo circular da proteina O2Cx-ABL (22uM) em tampao fosfate (100mM)

contendo 5mM de DTT na auséncia de DNA (

) e na presenca de 11uM de DNA especifico (m).

Em B encontra-se a curva de desnaturacio térmica da proteina O2Cx-ABL calculada a 222nm. Em

vermelho esta representada a regressao sigmoidal.

Ensaios de dimerizacao das proteinas
recombinantes

Os experimentos de dimerizagéo
foram inicialmente realizados com ©
objetivo de estabelecer uma metodologia
capaz de distinguir a formagao de
homodimeros e heterodimeros das
proteinas O2Cx-ABL e O2Cx-L. Para isto
foi escolhida a técnica de SDS-PAGE.

Para manter a estabilidade dos
dimeros nas condigbes desnaturantes
do SDS-PAGE, foi usado 0 cross-linker
BS® (Bis-Sulfosuccinimidyl) (Pierce). A

quantificagdo das proteinas em seus
diferentes estados de dimeriza¢ado foi
possibilitada pela incorporagdo de
fosforo radioativo nas proteinas
O2Cx-ABL pela enzima Caseino
Quinase Il (recombinante de milho). O
sitio de fosforilagdo para esta enzima
encontra-se no dominio Basico da
proteina O2Cx-ABL e por isso ndo
deve alterar as propriedades de
dimerizagdo mediada pelo ziper de
Leucinas.

Conforme mostra a Figura 3.8A,
na auséncia de cross-linker a proteina



02Cx-ABL migra predominantemente na intermediarias entre mondmeros e
posicdo mondémero. A adicdo de BS® na  homodimeros (colunas 3 a 10). Tais
solucdo promove a formagdo de bandas correspondem aos
homodimeros estaveis nas condicbes heterodimeros entre O2Cx-ABL e
desnaturantes de SDS-PAGE (Figura 02Cx-L. A quantificagao das bandas
3.8A segunda coluna). Adicionando-se correspondentes aos heterodimeros
quantidades crescentes da proteina (Figura 3.8B) mostra que a titulacao
02Cx-L (nao marcada radioativamente) das proteinas O2Cx-L atingiu 0 ponto
verifica-se a formagdo de bandas de saturagao.

- + |+ + + | + |+ [+ ] + | + cross-linker

0 | 0 | 38 | 78 156 312|624 [1248 [2496 4992 [ O2CxL (nM)

<— 02Cx-ABL:02Cx-ABL
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Figura 3.8: Andlise da dimerizacao das proteinas O2CxABL e 02CxL. Foram feitas reagoes de

estabilizacdo dos dimeros com 630nM de O2Cx-ABL, acrescentando-se quantidades crescentes

da proteina L. Foi usado 1 mM de BS3 como cross-linker e as reagbes foram incubadas a 15 G,

por 30 minutos. Em A esta representada a autoradiografia do gel de SDS-PAGE. Em B encontra-

se a curva de saturacao referente a quantificagao das bandas correspondentes aos.



Estudo dos mecanismos de dimerizacio
do ativador Opaco?2

A eficdcia da metodologia de
andlise de dimeros permitiu a realizagao
de ensaios visando estudar oOs
mecanismos de dimerizagdo da proteina
Opaco2 de Coix.

Para estudar tais mecanismos
foram inicialmente exploradas as
diferengas entre as proteinas bZIPs de
origem vegetal relacionadas
filogeneticamente & Opaco2 de Coix. A
Figura 3.9 A mostra o alinhamento da
Familia VIil das bZIPs de origem vegetal
segundo a classificagdo de Vincentz et
al. (manuscrito em preparagao).

O alinhamento da Figura 3.9 A
mostra a similaridade entre as bZIPs, na
regido que corresponde ao dominio
basico. Na sequéncia que corresponde o
ziper de Leucinas, sdo observadas
varias diferencas.

Na Figura 3.9 B sdo mostrados os
aminoacidos presentes nas posigcoes "e"
e "g" responsaveis pela formacao de
interacdes eletrostaticas do tipo ponte
salina entre as o-hélices. Assim como
esperado, na maioria destas posicdes
sdo conservados aminoacidos com
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cargas positivas (arginina e lisina em
azul) ou negativas (acido aspartico e
glutamico em vermelho), capazes de
formar pontes salinas. Também sao
conservados aminoacidos capazes de
formar ponte de hidrogénio
(asparagina, glutamina, serina e
treonina). Na posicao "e" da terceira e
quinta repeticbes sao encontrados
porém aminoacidos de cadeias
laterais hidrofébicas.

Na Figura 3.9 C sdao mostrados
0s aminoacidos presentes nas
posicbes "a" e "d" que promovem
interagdes hidrofébicas, orientando o
posicionamento das a-hélices.
Observa-se neste caso que nas trés
primeiras repeticbes tais aminoacidos
sao bastante conservados. Porém na
regido central do ziper de Leucinas, na
quarta e quinta repeticdo, a posigado
“d" apresenta uma certa
heterogeneidade de  aminoacidos
(drea destacada em amarelo). Nesta
mesma regido, a posi¢ao "a”" da quinta
repeticdo apresenta somente
aminoacidos contendo aneis
aromaticos na cadeia lateral ausentes
nas outras posicoes "a".



|<- regido basica ->||<-—-———————————-—- ziper de leucinas-—-—————-—-—-——-——————- >|
OHP1Zm RLORRKQSNRESARRSRSRKAAHLNELEAQVAQLRVENSSLLRRLADVNQKFNEAAVDNRVLKADVETLRAKVEMAEDSVKRVT
OHP2Zm RQQOREKQSNRESARRSRSRKAAHLNELEAQVAQLRVENSSLLRRLADVNQKFNEAAVDNRVLKADVETLRAKVEMAEDSVERVT
BEEBOs RLORRKQSNRESARRSRSRKAAHLNELEAQVSQLRVENSSLLERLADVNQKYNDAAVDNRVLKADVETLRAKVEMAEDSVKRVT
BLZ1Hwv RLERRKQSNRESARRSRSREKAAHLNELEAQVSQLRVENSSLLERRLADVNQKYNGAAVDNRVLKADVETLRAKVEMAEDSVKRVT
RISBZ10s KVEKRKESNRESARRSRSREAARLKDLEEQVSLLRVENSSLLRRLADANQKYSAAATDNRVLMADI EALRAKVEMAEESVKMVT
02Jt RVERKRKESNRESARRSRYRKAAHLKELEDQVEQLKAENSCLLRRLAALNQKYNEANVDNRVLRADMETLRAKVEMGEDSLKRVM
025b RVRKRKESNRESARRSRYRKAAHLEDLEDQVDKLKAENSCLLRRLAALNQKYNHATVDNRVLKADMETLRAKVEMGEDSLERI L
022m RVRKRKESNRESARRSRYRKAAHLKELEDQVAQLKAENSCLLRRIAALNQKYNDANVDNRVLRADMETLRAKVEMGEDSLKRVT
5PATa KANKRKESNRDSARRSRSRKAAHAKELEEQVSLLRVANNSLMRHLADVSHRYVNISIDNRVLKANVETLEAKVKMAEETMKRVT
BLZZ2Hv KUNKRKESNRDSARRSRSRKAAHTHKELEEQVSLLRVANNSLMRHLADVSHRYVNTAT DNRVLKANVETLEAKVEMAEETMKRIT
BZOZH4AL KRARRMLSNRESARRSRERKQEQMNEFDTQVGQLRAEHSTLINRLSDMNHKYDAAAVDONRILRADIETLRTKVEMAEETVERVT
BZOZH1AL KESRRMLSNRESARRSRRREQEQTSDLETQVNDLKGEHSSLLKQLSNMNHKYDEAAVGNRILKADIETLRAKVEMAEETVKRVT
HBF1Gm KRVRRMLSNRESARRSRRRKQAHLTELETQVSQLRVENSSLLKRLTDISQKYNEAAVDNRVLEADVETLRTKVEMAEETVKRVT
CERF2Pc KRVERMLSNRESARRSRRRKQAHMTELETQVSQLRVENSSLLERLTDISQRYNDAAVDNRVLKADIETMRAKVEMAEETVKRVT
BZOZH3AL KRVKRMLSNRESARRSRRRKQAHLSELETQVSQLRVENSKLMKGLTDVTQTENDASVENRVLKANIETLRAKVEKMAEETVKRLT
BZOZHZAL KRIRRMNSNRESAKRSRERKQEYLVDLETQVDSLKGDNSTLYKQLIDATQOFRSAGTNNRVLEKSDVETLRVKVKLAEDLVARGS
RITAlOs KRMRRMVSNRESARRSREKRKQAHLADLETQVDQLRGENASLFKQLTDANQQFTTAVTDNRILKSDVEALRVKVKMAEDMVARGA
RISBZ40s KRVRRMVSNRESARRSREKRKQAHLADLESQVDQLRGENASLFKQLTDANQQFTTSVTDNRI LKSDVEALRVKVEMAEDMVARGA
RISBZ50s KRIRRMVSNRESARRSRRRKQAQLSELESQVEQLKGENSSLFKQLTESSQQFNTAVTDNRI LKSDVEALRVKVEMAEDMVARAA
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|<- regido basica ->| |< ---ziper de leucinas---—-=—-————————=————=— >|
OHP1Zm EQ RE LR N K AD KD R K ES T
OHPZ2Zm EQ RE LR N K A D KD R 3% E S T
REBOs EQ RE LR N K AD KD R K E S T
BLZ1Hv EQ RE LR N K AD KD R K E S T
RISBZ10s EQ RE LR N K AD MD R K E S T
02Tt EQ KE LR N K N D RD R K E S M
025b EQ KE LR N K T B KD R K E S E
02Zm EQ KE LR N K ND RD R K E S 27
SPATa EQ R A MH SR 8D KN EK ET T
BLZZHv EQ RA MH S R A D KN EK ET ]
BZO2H4AL DQ RE IR N K AD RD R K ET )
BZOZ2H1AE EQ KE LQ N K A G KD R K ET T
HBF1Gm EQ RE LR S K AD KD R K ET T
CPRF2Pc EQ R E LR S R AD XD REK ET T
BZOZH3At EQ RE MG TT S E KN R K ET T
BZOZ2HZAL EQ KD ¥Q TQ anN KD R K EL s
"EHITAlOs EQ R E FQ N Q VD KD R K EM A
RISBZ40s EQ RE g N Q VD KD R K EM A
RISBZ50s EQ K E FQ s Q vD KD R K EM A

. * - - *

Posigdo abcdefgabecdefgabecdefgabedefgabedefgabecdefgabedefgabedefgabedefg
Repetigdo { o >|=——— > | ———— |- >|- >| >| > | ———— >
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continua



| <= Tegidd bastca =»| |[$orm=s—mmem=em—mmromanaa ziper de leucinag—------——-—————- >|

OHP1Zm L L Vv L N L L ¥ F A N L vV L v A v v
OHPZ2Zm L L vV L N L L V¥V F A N L Vv L v A v v
REBOs L L Vv L N L L V Y A N L vV L v A v

BLZ1Hv L L Vv L N L L V XN N L Vv L Vv A v v
RISBZ10s L L v L N L L A Y A N L I L v A VoV
02Jt L L vV L N L L L ¥ A N L M L Y G L V
028b L L vV L N L L L s N L M L v g L I
Q2Zm L L Vv L N L I L Y A N L M L Vv G L WV
SPATa A L vV L N L L v ;41 S N L VM L v A M Vv
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BZOZH4AL M F VvV L H L L M Y A N L I L v A v v
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RISBZ50s L L Vv L N L L § . | N L vV L v A v A
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Figura 3.9: Comparagdo da seqiiéncia de aminoacidos das bZIPs vegetais pertencentes 2a
Familia VIIl segundo a classificagdao de Vincentz ef al (ndo publicado). A seqiiéncia de cada
regido bZIP foi alinhada usando CLUSTAL W. Os asteriscos indicam os residuos conservados em
todas as sequéncias. As posides de cada aminoacido bem como o nimero de repetigbes foram
obtidos usando o programa Coils2 (http:/mmw.ch.embnet.org/software/COILS_form.html) (Lupas et
al., 1991). As seqiéncias das proteinas foram cedidas pelo Prof. Dr. Michel Vincentz. Os numeros
de acesso para cada proteina no National Center of Biotechnology Information
(http://mamw.nebi.nim.nih.gov/) sdo: OHP1Zm (JQ2147), OHP2Zm (JQ2148), REBOs (BAA36492),
BLZ1Hv (CAA71795), RISBZ10s (BAB39173), O2Jt (S42493), O2Sb (S56073), O2Zm (S06022),
SPATa (T06767), BLZ2 (CAA71795), BZO2H4At (T47621), BZO2H1At (AAG25727), HBF1Gm
(TO7154), CPRF2Pc (S16321), BZO2H3At (AAF67360), BZO2H2At (AAG25728), RITA10s
(T03990), RISBZ40s (BAB39174) e RISBZ50s (BAB39175). Em A encontra-se o alinhamento da
regido bZIP de todas as proteinas. Em B, destacam-se os aminoacidos das posigdes "e" e "g" da
a-hélice. Em vermelho estdo os aminoacidos de carater acido e em azul os aminoacidos de carater
basico. Em C, destacam-se os aminoacidos das posigdes "a" e "d" da a-hélice.

Com o objetivo de avaliar a
influéncia dos aminoacidos das posigoes
"a" e "d" da quinta repeticgdo na
especificidade de dimerizagdo, foram
realizados estudos de efeito de
substituicao destes residuos.

Para isto, foram elaboradas
substituicdes nas proteinas O2Cx-ABL e
0O2Cx-L. Tais mutagdes pontuais foram
obtidas por PCR, conforme descrito em
"Materiais e Métodos". A Figura 3.10A

mostra as substituicbes realizadas nas
proteinas O2Cx-ABL e O2Cx-L.

As proteinas mutantes foram
produzidas e purificadas conforme
descrito para O2Cx-ABL e O2Cx-L.
Nos experimentos de dimerizacdo as
proteinas normais (ndo mutadas)
foram denominadas O2Cx-ABLns e
02Cx-Lns (ns=nao substituida).

A Figura 3.10B mostra uma
analise das proteinas purificadas em
SDS-PAGE. As substituicbes nao



causaram alteracdo no padrao de
migra¢do em SDS-PAGE em nenhum
mutante. Nota-se nesta Figura que as
proteinas normais e mutantes
apresentaram alto grau de pureza,
permitindo a realizagdo de ensaios
precisos de analise de dimerizagdo. Nos
ensaios para determinagao da influéncia
do residuo na posicao "a", foram
realizadas titulagdes com quantidades
crescentes da proteina O2Cx-Lns,
mantendo a mesma quaniidade de
proteinas O2Cx-ABL (normal e
mutantes). As curvas de saturagao
referentes aos heterodimeros (Figura
3.11A) mostram que a dimerizagao foi
um pouco maior para a proteina O2Cx-
ABLV, onde um residuo de valina
substitui o de tirosina normalmente
presente na posi¢cao "a" (Figura 3.10A).
A substituicdo deste residuo por outro de

fenilalanina (proteina  O2Cx-ABLF)
causou diminuicdo na taxa de
dimerizagao, enquanto que a
substituicdo pelo residuo de serina
(proteina Q2Cx-ABLS) inibiu
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significativamente a formacao de
heterodimeros (Figura 3.11A).

O mesmo procedimento foi
realizado para avaliar a influéncia do
residuo na posicao "d" da quinta
repeticac no Ziper de Leucinas. Neste
caso foi analisada a taxa de
dimerizacédo da proteina O2Cx-ABLns
com as proteinas O2Cx-L normal e
mutantes (Figura 3.11B). As curvas de
saturagcdo neste caso mostram que
substituicdo do residuo de alanina por
residuos de leucina e isoleucina
(proteinas 02Cx-L1 e O2Cx-LL}
causou aumento na taxa de
dimerizagdao. A  substituicao por
residuos de serina e treonina
(proteinas 0O2Cx-LT e Q2Cx-LS)
causou diminuicdo na formagdo de
heterodimeros.



Regiao acida Regido basica Ziper de leucinas
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02Cx -ABLns
02Cx -ABLF
02Cx -ABLS
02Cx -ABLV
02Cx -Lns
02Cx -LI
02Cx -LL
02Cx -LS
02Cx -LT

Figura 3.10: Proteinas O2Cx-ABL e 02Cx-L normais e mutantes. Em A encontra-se uma
representagdo esquematica dos diferentes dominios nas proteinas recombinantes O2CX-ABL e
0O2Cx-L onde em vermelho esta representado o dominio acido, em azul o dominio basico e em
verde o Ziper de Leucinas. Abaixo dos esquemas encontram-se representadas as sequéncias
referentes ao Ziper de Leucinas das proteinas normais e mutantes, com destaque em vermelho
para os aminoacidos substituintes nas mutagdes pontuais. Ao lado de cada seqgliéncia encontra-se
0 nome da proteina recombinante. As proteinas com terminagéo "ns" equivalem a proteina normal,
sem qualquer substituicdo. Em B encontra-se a andlise eletroforética em SDS-PAGE (15%) das

proteinas recombinantes purificadas.
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Figura 3.11: Comparac¢io das propriedades de dimerizagdo das proteinas mutantes. Foram
feitas reacOes de estabilizacdo dos dimeros com 125nM das proteinas O2CxABL (normal ou
mutante) marcadas por fosforilagdo, acrescentando-se quantidades crescentes da proteina O2Cx-
Lns (normal ou mutante). Foi usado 1 mM de BS3 como cross-linker e as reagdes foram incubadas
a 15°C, por 30 minutos. Em A encontra-se representacdo grafica da dimerizacéo entre a proteina
0O2Cx-Lns e proteinas O2Cx-ABL (normal ou mutantes). Em B encontra-se representacdo grafica
da dimerizacdo entre O2Cx-L (normal ou mutantes) e O2Cx-ABLns.
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Figura 3.12: Analise da dimerizagdo das proteinas mutantes. S3o apresentadas as mesmas
reagdes descritas na Figura 3.11, mostrando porém o erro experimental encontrado em cada
reacdo, realizada em duplicata. Em A encontra-se representacdo grafica da dimerizagdo entre a
proteina O2Cx-Lns e proteinas O2Cx-ABL (normal ou mutantes). Em B encontra-se representacio

grafica da dimerizag¢do entre O2Cx-L (normal ou mutantes) e O2Cx-ABLns.



Interacd@o de proteinas nucleares com o
promotor do gene Opaco?

A interacdo de proteinas nucleares
do endosperma de Coix com o promotor

do gene OpacoZ foi analisada
inicialmente através de EMSA. Nestes
experimentos foram utilizados

fragmentos de DNA correspondentes a
regibes previamente identificadas por
Vettore (1998), como regides
possivelmente envolvidas na regulacdo
da expressao do gene OpacoZ2 de Coix.

A Figura 3.13 resume 0s resultados
do efeito de diversas dele¢bes na regiao
promotora do gene OpacoZ2 de Coix na
expressdo transitoria do gene reporter
gus, conforme descrito por Vettore
(1998). A Figura 3.13 mostra ainda a
posicao relativa dos diversos elementos
deste promotor e a posicdo dos
fragmentos PO2Cx-Rl, PO2Cx-RII,
PO2Cx-Gbox utilizados como sondas
nos ensaios de EMSA.

A Figura 3.14 mostra a formacao
de complexos de DNA-proteina com
migracdo refardada nos ensaios de
EMSA com as trés sondas. Estes
resultados demonstram a presenga de
fatores protéicos nos extratos nucleares
de endosperma Coix imaturo capazes
de interagir com sitios alvos presentes
nas trés sondas de DNA testadas.
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A presenca de duas bandas,
uma de baixa (C1) e outra de alta
mobilidade eletroforética (C2) no
ensaio com a sonda pO2Cx-Rl (Figura
3.14A) Ja as outras duas sondas
produziram apenas um complexo
cada, de baixa mobilidade para a
sonda pO2Cx-Rll (Figura 3.14B) e de
alta mobilidade para a sonda pO2Cx-
Gbox (Figura 3.14c¢).

Observa-se ainda na Figura 3.14
que a taxa de formacado dos
complexos DNA-proteina é
dependente do estagio de
desenvolvimento do endosperma.

A formacdo dos complexos C1 e
C2 com a sonda pO2CxR! aumenta
do estagio | até o estagio 1ll, guando
atinge sua concentragdo maxima,
diminuindo no estagio IV e
desaparecendo no estagio V (Figura
3.14A). A formagao do complexo com
a sonda pO2CxRil aumenta do
estagio | até o estagio llI, diminuindo
abruptamente no estagio 1V (Figura
3.14B). O complexo com a sonda
pO2CxGbox atinge o nivel maximo no
estagio If, diminuindo gradativamente
até o estagio IV (Figura 3.14C).
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Estigios de desenvolvimento das sementcs
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Figura 3.14 - EMSA: Formacao dos complexos DNA-Proteina durante o desenvolvimento do
endosperma de Coix. As colunas 1 mostram os resultados obtidos utilizando-se de 2 a 8 fmoles
das sondas correspondentes na auséncia de proteinas nucleares. Nas colunas 2 a 6 observa-se a
formacdo dos complexos DNA-proteina resultante da adicdo de 2ug de proteinas de extrato
nuclear de endospermas de Coix dos estagios de desenvolvimento de | a V, respectivamente. A, B
e C correspondem as sondas pO2Cx-Rl, pO2Cx-RIl e pO2Cx-Gbox. A migra¢ao dos diferentes
complexos formados e da sonda livre encontra-se indicada na lateral esquerda dos géis. O
diagrama localizado abaixo das Figuras A, B e C representa a posi¢ao das sondas no promotor do

gene Opaco2.

Especificidade dos complexos

O grau de especificidade das
interacoes DNA-proteina para as trés
sondas foi avaliado através de
experimentos de competicdo em
ensaios de EMSA.

A Figura 3.15 mostra que a adi¢ao

de fragmentos de DNA iguais ao das
sondas, porém nao marcados
(competidor especifico) resultou na

diminuicdo ou até desaparecimento dos
complexos C1 de DNA-proteina quando
se utilizou um excesso molar de 30 e 50
vezes. A adicao de fragmentos de DNA
do mesmo tamanho, contendo uma

sequéncia de nucleotideos diferente
da sonda (competidor inespecifico) e
no mesmo excesso molar, resultou
apenas em uma leve redugao na
quantidade dos complexos C1 em
cada experimento.

O complexo C2 resultante da
incubagdo com a sonda pO2CxRI
(Figura 3.15A) nao apresentou
especificidade pela sequéncia de
nucleotideos da sonda, pois com a
adicido de competidor inespecifico
(colunas 7 e 8), sua intensidade
diminuiu consideravelmente em
relacdo a reagao sem competigao
(coluna 2).
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Estes resultados demonstram Coix que apresentam capacidade de
claramente a existéncia de pelo menos interagir especificamente com

trés regides do promotor de Opaco2 de proteinas nucleares.
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Figura 3.15 - Determinagao da especificidade da ligacdo de proteinas nucleares nas
sondas PO2CxRl, PO2CxRIl e PO2CxGbox através de EMSA. Em A, observa-se o
experimento de competicao com a sonda PO2CxRI: A coluna 1, apresenta o resultado obtido
com 6 fmoles da sonda PO2Cx-RI na auséncia de proteinas nucleares. Na coluna 2 observa-se
a formacdo dos complexos DNA-proteina resultantes da incubagao de 3ug de proteinas do
extrato nuclear de endospermas de Coix (estagio Il) com 6 fmoles da sonda PO2Cx-RI. As
colunas 3 a 6 apresentam os resultados obtidos com a mesma reagao da coluna 2, porém com
um excesso molar 5, 10, 30 e 50 vezes do fragmento PO2CxRI nac marcado (competidor
especifico), enquanto que nas colunas 7 e 8 apresentam a mesma reagao gue na coluna 2 na
presen¢a de um excesso molar 30 e 50 vezes de um fragmento de DNA do mesmo tamanho,
nao marcado, com sequéncia totalmente diferente daquele utilizado como sonda (competidor
inespecifico). Em B estao representados os resultados obtidos de forma idéntica que em A,
porém utilizando-se 2 fmoles da sonda PO2Cx-RIl. Em C, s@o apresentados os resultados de
forma idéntica que em A, porém utilizando-se 2 fmoles da sonda PO2Cx-Gbox. A migragao dos
diferentes complexos formados e da sonda livre encontra-se indicado na lateral esquerda dos
géis. O diagrama abaixo das figuras A, B e C representa as posigbes relativas das sondas
PO2Cx-RI, PO2Cx-RIl e PO2Cx-Gbox no promotor do gene Opaco2.

Interacdo de proteinas nucleares com o
promotor durante o ciclo circadiano

Ciceri et al, (1999) relataram a
ocorréncia de variagbes diurnicas no
nivel de transcritos do gene Opaco2 em
milho. Devido a proximidade filogenética
entre milho e Coix decidiu -se avaliar a
relacao entre as proteinas nucleares que

ciclo diurnico.

interagem com o promotor de Opaco2
e o controle da transcri¢cao durante o

Com esta finalidade foram
realizados ensaios de EMSA
utilizando-se extratos nucleares de
endospermas imaturos de Coix
coletados ao meio dia e a meia noite.



A escolha destes horarios de coleta foi
baseada nos resultados descritos por
Ciceri, et al., (1999) que os apontaram
como aqueles em que ocorre a maior
diferenca no acumulo dos transcritos de
Opaco?Z.

Os resultados destes experimentos
estdo representados na Figura 3.16. A
analise dos resultados mostra que 0s
complexos formados com cada uma das
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sondas ndo apresentaram diferencas
significativas de  mobilidade ou
intensidade quando foram utilizadas
quantidades equivalentes de proteinas
nucleares extraidas de sementes
coletadas ao meio dia ou a meia noite.
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Figura 3.16 - Andlise da variacdo da interacéo de proteinas nucleares com promotor do
gene Opaco2 durante o ciclo ditirnico através de EMSA. Em A, B e C sdo apresentados 0s
ensaios de EMSA com as sondas PO2Cx-RI, PO2Cx-RIl e PO2Cx-Gbox, respectivamente. Nas
colunas 1 sdo apresentados os ensaios com 10 fmoles de cada sonda na auséncia de proteinas
nucleares. Nas colunas 2 observa-se a formagdo dos complexos DNA-proteina resultantes da
incubagdo de 3ug de proteinas do extrato nuclear de endospermas de Coix coletados ao meio
dia (estégio Ill) com 10 fmoles de sonda. Nas colunas 3 observa-se a formagao dos complexos
DNA-proteina resultantes da incubagao de 3ug de proteinas do extrato nuclear de endospermas
de Coix coletados a meia noite (estagio ll) com 10 fmoles de sonda. A migrag@o dos diferentes
complexos formados e da sonda livre encontra-se indicado na lateral esquerda dos géis. O
diagrama abaixo das figuras A, B e C representa as posi¢des relativas das sondas PO2Cx-Rl,
PO2Cx-Rll e PO2Cx-Gbox no promotor do gene Opacoz2.

Caracterizacdo das proteinas que
interagem com o promotor de Opaco2

Visando a caracterizagdao dos
fatores protéicos presentes nos
complexos identificados através de

EMSA, foram realizados dois tipos de
experimento: Southwestern Blot e
cromatografia de afinidade a DNA.
No experimento de
Southwestern Blot foi observada
interagdo da sonda PO2Cx-Gbox



(Figura 3.13) com duas proteinas
nucleares de pesos moleculares
distintos (Figura 3.17). Comparando a
posicao das bandas reveladas com a
sonda com um padrao de peso
molecular, foi possivel determinar a

39

no estagio final de desenvolvimento
de semente de Coix.

Experimentos similares de
Southwestern Blot onde foram
utilizadas as sondas PO2Cx-Rl e
PO2Cx-RIl nao foram capazes de

massa molecular aparente das  detectar interacdo com proteinas
proteinas ligantes de 24 e 55kDa  nucleares.
(Figura 3.17). Este ensaio revelou
também que as proteinas ligantes
encontram-se em pequena quantidade
Estagios de desenvolvimento
I1 V

62,1 kDa

51,2 kDa

38.2kDa

26 kDa

20.2 kDa

A

Figura 3.17 - Ensaio de Southwestern Blot para determinacdo do peso molecular
aproximado das proteinas nucleares de Coix que se ligam na sonda PO2Cx-Gbox: Dez
microgramas de proteinas nucleares de endospermas de Coix foram incubadas por 5 minutos a
temperatura ambiente com tampao de amostra 3X (Tris HCI pH6,8 125mM, SDS 0,2%, Glicerol
45% e azul de bromofenol 0,025%), separadas em SDS-PAGE 10%, eletrotransferidas para
membrana de nitrocelulose (Hybond-C, Amersham) utilizando-se um aparelho Multiphor
Novablot (LKB) e incubadas com a sonda PO2Cx-Gbox. Nas colunas 1 a 3 encontram-se 0s
extratos nucleares de endospermas de Coix dos estagios Il, lll e V respectivamente. Os pesos
moleculares indicados ao lado foram marcados na membrana com o auxilio do padrao de peso
molecular BenchMark Prestained Protein Ladder (Gibco BRL).



Os experimentos de cromatografia
de afinidade a DNA foram realizados
com 0 objetivo de isolar e possivelmente
identificar as proteinas que interagem
com a regido promotora do gene
OpacoZ. Tais experimentos basearam-
se na metodologia descrita por Nordhoff
et al. (1999).

Para padronizar a técnica de
cromatografia de afinidade foi utilizado
como modelo o proprio regulador de
transcricdo Opaco2 e seu sitio de
ligacdo no promotor de a-coixina incluido
no fragmento CxPCxN (Figura 3.5).
Conforme mostra a Figura 3.18, apesar
da resina de afinidade ter capturado a
proteina O2Cx-ABL, 0 ensaio revelou a
presenca de outras proteinas,
principalmente uma de alto peso
molecular. Como o ensaio foi realizado
utilizando-se a proteina 0O2Cx-ABL
recombinante purificada, as bandas
adicionais de alto peso molecular
observadas correspondem a proteinas
presentes na soroalbumina bovina
adicionada ao tampdo de ligagao,
condicdo necessdria para maximizar a
interacédo da proteina O2Cx-ABL com ©
DNA (Figura 3.18 coluna 2).

QO ensaio de padronizagao mostrou
ainda a presenca de uma proteina de
baixo peso molecular que de acordo com
0s controles provém da propria resina de
afinidade e provavelmente corresponde
a estreptoavidina (Figura 3.18 coluna 5).

Uma vez padronizada a
metodologia, foram realizados ensaios
de cromatografia de afinidade utilizando-
se os fragmentos PO2Cx-Rll e PO2Cx-
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Gbox. Devido a baixa abundéncia dos
reguiadores nos extratos nucleares
impossibilitando  sua  visualizagao
através de coloragcdo com Comassie
Blue e a impossibilidade de utilizagao,
as proteinas isoladas foram
identificadas através de incorporacgao

de fosforo radioativo através de
fosforilacdo  seguida de  auto-
radiografia

Os resultados obtidos com os
experimentos de cromatografia de
afinidade utilizando-se os fragmentos
PO2Cx-RIl, PO2Cx-Gbox e CxPCXN
mostram que foi possivel selecionar
diversas proteinas marcadas através
de fosforilagdo com CKil e PKA
(Figura 3.19).

No caso da fosforilagdo com
CKIl, nota-se a presenca majoritaria
de proteinas de aproximadamente 25
e b0kDa nos experimentos com
quaiquer os fragmentos utilizados
PO2CxRIi, PO2Cx-Gbox e CxPCXN
(Figura 3.19; colunas 12 e 3
respectivamente). Porem, no ensaio
com PO2Cx-Gbox, nota-se a presenca
de uma proteina exclusiva de
aproximadamente 22kDa, indicando
claramente tratar-se de uma proteina
capaz de ligar-se especificamente ao
sitio alvo presente neste fragmento de
DNA ligado & resina (Figura 3.19,
coluna 2). Observou-se ainda a
presenca de uma proteina de
aproximadamente 12kDa nos ensaio
com as resinas contendo PO2Cx-RI!
(Figura 3.19, coluna 1) e PO2Cx-Gbox
(Figura 3.19, coluna 2).
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Figura 3.18: Anilise do experimento de cromatografia de afinidade com a proteina 02Cx-
ABL recombinante purificada. As solugdes de ligagdo, lavagem bem como as particulas
magnéticas de poliestireno (Dynabeads) foram submetidas a eletroforese em dois geéis
desnaturantes (SDS-PAGE). Um dos géis foi corado com Comassie blue-R250 (Sigma). As
proteinas do segundo gel foram transferidas para membrana de nylon e submetidas & anélise
através de Western Blot com anticorpo policlonal anti-Opaco2 de Coix. A coluna 1 apresenta um
controle contendo 300ng da proteina O2Cx-ABL. A coluna 2 apresenta uma amostra da mistura
de ligagdo contendo inicialmente 300ng O2Cx-ABL, apds a separagao das dynabeads. As colunas
3 e 4 apresentam amostras das solugdes recuperadas apos as duas lavagens sucessivas das
dynabeads. A coluna 5 apresenta as proteinas eluidas das Dynabeads..

O ensaio realizado com marcagao
por PKA das proteinas selecionadas
pela resina contendo o fragmento
PO2Cx-Gbox resultou na identificagdo
de proteinas de peso molecular aparente
diferente das selecionadas no
experimento com CKIlI (Figura 3.19,
colunas 2 e 9).

No caso da resina contendo o
fragmento PO2Cx-RIl nao foi observada
a fosforilagdo de nenhuma proteina
selecionada (Figura 3.19, coluna 8).
Enquanto que o ensaio com a resina
contendo o fragmento CxPCxN, resultou

na selegcao de uma unica proteina de
aproximadamente 49kDa.

Os controles realizados na
auséncia de extratos nucleares (Figura
3.19, colunas 5 e 12), bem como
aqueles realizados na auséncia de
DNA conjugado as  particulas
Dynabeads (Figura 3.19, colunas 6 e
13) demonstram a especificidade do
método de selegao utilizado.
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Figura 3.19 - Andlise do experimento de cromatografia de afinidade com fragmentos do promotor do
gene Opaco2.. Trinta microgramas de extrato nuclear de endospermas de Coix foram adicionados em 60ul de
tampao de ligagao (Tris 20mM pH7,5, KCI 100mM, EDTA 2mM, DTT 2mM, NP40 0,04%, poli didC 1ug/ul e
glicerol 20%) e incubados com dynabeads contendo diferentes fragmentos de DNA conjugados. Apds
sucessisvas lavagens no mesmo tampéo as dynabeads contendo proteinas conjugadas foram ressuspendidas
em dez microlitros de tampéo de fosforilagdo (Tris [pH7,5] 20mM, MgCl, 10mM, DTT 1mM) contendo uma
unidade da enzima Casein Kinase Il (CKIl) ou uma unidade de Protein Kinase A (PKA). As proteinas foram
fosforiladas com de 2uCi de ['yPaz] dATP, incubadas com tampao de amostra de proteinas (50mM Tris-HCI [pH
6.8], 8%glicerol, 1%SDS, 1%pBmercaptoetanol, 2nMEDTA, azul de bromofenol), desnaturadas a 100°C por 5
minutos e submetidas a eletroforese em SDS-PAGE 15%. O gel foi seco e submetido e exposto em filme de
raios-X. Nas colunas 1 e 8 observamos o experimento com o fragmento PO2CXRIl. Nas colunas 2 e 9
observamos o experimento com o fragmento PO2CXGbox. Nas colunas 3 e 10 observamos o experimento
com o fragmento CxPCxN. Nas colunas 4 e 11 foi realizado o experimento sem a adi¢éo das kinases (CKIl ou
PKA). Nas colunas 5 e 12 foi realizado o experimento de cromatografia de afinidade na auséncia de proteinas
nucleares. Nas colunas 6 e 13 foi realizado o experimento com dynabeads sem qualquer fragmento de DNA
conjugado. As colunas 7 e 14 contém dois microgramas de proteinas nucleares fosforiladas com CKIl ou PKA
nas mesmas condicdes descritas anteriormente. As setas indicam a posicao das bandas descritas em
"Resultados e Discussdo". Os numeros ao lado correspondem ao peso molecular em kDa.
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Discussao

Producao e purificacdo das proteinas
O2CxABL e O2Cx-L

A  metodologia  utiizada na
producdo e purificagdo de O2Cx-ABL e
Q2Cx-L. baseou-se na metodologia
descrita anteriormente por Vettore
(1998). Os fragmentos de DNA O2Cx-
ABL e O2Cx-L transferidos para o vetor
de expressado pET3C codificam a regido
bZIP acrescida da regiao acida Sllt que
antecede o dominio basico € o dominio
ziper de Leucinas respectivamente,
(Figura 3.1). A regido 4&cida Sl
constituida por 23 aminodcidos, &
caracterizada pela presenca de um
elevado numero de residuos &cidos,
quatro acidos asparticos e cinco acidos
giutdmicos. Apesar de ndo existirem
relatos demonstrando que esta regiao
exerca algum efeito na afinidade de
ligacdo com DNA, decidiu-se por sua
inclusdo na proteina O2Cx-ABL com a
finalidade de reduzir o carater
excessivamente basico do peptideo
contendo apenas o dominio basico e
ziper de leucinas (BL). O ponto
isoelétrico estimado para o peptidec BL
é de aproximadamente 10,5. A inclusao
da regido acida Slll no peptideo ABL
resulta na reducdo do ponto isoelétrico
para aproximadamente 9,2. Como
sistemas de expressdo bacterianos em
geral apresentam-se mais eficientes na
producdo de proteinas com um conteudo

de carga total melhor balanceada,
decidiu-se pela producdo do peptidio
ABL. O ponto isoelétrico estimado de
8,14 para a proteina O2Cx-L pareceu
satisfatorio para o sistema bacteriano
de expressao.

A estratégia adotada resultou em
altos niveis ‘de expressdo das
proteinas Q2Cx-ABL e 02Cx-L,
conforme demonstra a comparagao da
analise eletroforética dos extratos
bacterianos obtidos antes e apés a
indugdo da expressaoc por IPTG
(Figura 3.2, colunas 2 e 3). As
proteinas recombinantes foram
produzidas na forma soiuvel, portanto
facilitando o processo de purificacao.

O processo de purificagao da
proteina recombinante foi realizado
em trés etapas: (1) lise das bactérias;
(2) remogao dos contaminantes mais
abundantes; (3) polimento da fragédo
protéica purificada.

A utilizagcdo da cepa BL21 (DE3)
pLys-S, uma hospedeira capaz de
produzir uma lisozima endogena,
simplificou o processo de lise, que foi
realizado em varios ciclos de
congelamento e descongelamento.
Alguns ciclos adicionais de sonicagao
garantiram a lise completa e propiciou
uma  consideravel redugdo da
viscosidade do extrato, permitindo



desta forma sua clarificagdo através de
centrifugacao.

Devido a termo-estabilidade da
regido bZIP, a desnaturacdo térmica foi
utiizada como primeira etapa de
remogido de contaminantes. Apesar de
sua alta eficiéncia na remocdo de
contaminantes de natureza protéica,
este processo nao € capaz de remover
os 4dcidos nucléicos presentes em
grande abundancia no extrato. A
remocdo dos acidos nucléicos consiste
em uma importante etapa de purificagao
neste caso, pois a proteina O2Cx-ABL
apresenta capacidade de interagir com
DNA. Apesar da especificidade de
ligacdo, o excesso de DNA pode
promover aiteragbes na afinidade e
especificidade de ligagdo DNA-proteina.
No intuito de evitar tais perturbagdes, os
acidos nucléicos foram removidos do
extrato atraves de precipitagdo com
polietilencimina. A eliminagao de um
grande numero de bandas de proteinas
contaminantes do  eletroferograma
(Figura 3.2, coluna 5) demonstrou
claramente a alta eficiéncia dos
processos intermediarios adotados no
processo de purificacao.

QO carater basico da proteina
recombinante Cx02-ABL foi explorado
na primeira etapa de polimento do
processo de purificagdo. Esta etapa
constitui-se de uma cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE), utilizando-se a
resina de perfusdo catibnica POROS HS
(PerSeptive). Para a etapa final de
polimento foi realizada uma segunda
cromatografia utilizando-se a resina de
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perfusao de fase reversa POROS R2
(PerSeptive). Esta etapa
cromatografica além de promover um
maior grau de pureza, teve também
como obijetivo retirar 0 excesso de sal
e facilitar o processo de concentrar a
proteina através da evaporagdo do
solvente volatil.

A andlise eletroforética das
diversas etapas de purificacao mostra
uma proteina final com elevado grau
de pureza (Figura 3.2, coluna 7),
demonstrando a eficacia do processo
de purificacdo desenvolvido.

Os ensaios funcionais da
proteina 0O2Cx-ABL, baseados na
capacidade de interagdo com sitios
alvos no DNA demonstraram a
manuteng@o de sua atividade apds o
processo de purificagdo (Figura 3.6).

Os resultados mostrados na
Figura 3.6 demonstram que a proteina
recombinante purificada manteve a
capacidade de interagir isoladamente
com os sitios GLM e palindromo
(Complexos C1), bem como, de
interagir simultaneamente com os dois
sitios formando os Complexos C2.
Estes resultados estao de acordo com
0 comportamento descrito por Yunes
et al. (1998).

Estudos de dimerizacdo da proteina
Qpaco2 de Coix

As proteinas do tipo bZIP
constituem uma das mais conhecidas
classes de reguladores de transcricao
presentes em eucariotos. Seus



mecanismos de dimerizacdo e interacao
com DNA tém sido avaliados em bZIPs
modelo de leveduras (proteina GCN4) e
animais (proteinas CREB, Jun e Fos).

As propriedades estruturais da
regido bZIP demonstram que ela
assume uma estrutura do tipo a-hélice
gue abrange tanto o ziper de Leucinas
quanto o dominio Basico. Apesar disto
ja foi verificado que algumas bZIPs
apenas adquirem esta conformagao
estrutural na presenca de seu sitio de
interagdo com DNA.

O processo de dimerizagao de
bZIPs estd intimamente relacionado com
o0 processo de interagdo com DNA.
Varios estudos tém demonstrado que as
proteinas do tipo bZIP podem interagir
com o DNA de duas maneiras distintas:
(i) formando dimeros e  depois
interagindo com o DNA,; (ii) interagindo
primeiramente com 0 DNA na forma de
monémeros e depois dimerizando
(Kohler et al., 1999; Metallo e Schepariz,
1997; Wu et al., 1998).

Apesar de muitos estudos terem
abordado as propriedades de ligagao do
ativador Opaco2 no DNA, pouco se
conhece a respeito de seus mecanismos
de dimerizagao.

Os resultados dos ensaios de
dicroismo circular mostrados na Figura
3.7 indicam que a proteina recombinante
O2Cx-ABL apresenta uma estrutura do
tipo o-hélice em solugcdo aquosa. Isto
indica que esta bZIP deve interagir com
0 DNA na sua forma dimérica.
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O aumento da elipticidade, ou
aumento do conteudo de a-hélice, na
presenca de fragmentos de DNA alvo
para Opaco2 (Figura 3.7A) deve-se
provavelmente a inducao do
enovelamento da regido basica devido
a interagao com o DNA.

Foi elaborado um experimento
para detectar a taxa de dimerizagao
da regido bZIP da proteina Opaco2
de Coix. Neste experimento foi
possivel distinguir a formagéao tanto de
homodimeros 02Cx-ABL.O2Cx-ABL
quanto de heterodimeros 02Cx-
L:02Cx-ABL em SDS-PAGE (Figura
3.8A). A titulagcao das proteinas 02Cx-
ABL com O2Cx-L causou um
incremento da populagao de
heterodimeros até um ponto proximo
ao da saturagao (Figura 3.8B). Na
ultima coluna da Figura 3.8A nota-se
entretanto um  decaimento na
formacdo de heterodimeros. Tal
decaimento deve-se provaveimente a
formacdo de complexos protéicos de
alto peso molecular resultantes do
excesso da proteina O2Cx-L.

O modelo experimental de
analise de dimerizagao em gel foi
aplicado na avaliagdo da influéncia
dos residuos "a" e "d" da quinta
repeticdo do ziper de leucinas. Para
isto foram produzidas proteinas O2Cx-
ABL contendo substituicbes no
residuc da posicdo "a" e proteinas
02Cx-L contendo substituigdes no
residuo da posigao "d".



Os resultados da substituigdo do
residuo de tirosina presente na posigao
“a" podem ser observados na Figura
3.11A. A substituicdo por fenilalanina,
que ocorre naturalmente em outras
bZIPs como OHP1 e OHP2 de milho e
RITA1, RISBZ4 e RISBZ5 de arroz
(Figura 3.9) causou uma diminuigdo
significativa na taxa de dimerizagao.
Apesar de similares, tais aminoacidos
parecem exercer papéis distintos no
mecanismo de dimerizagdo. Tais
resultados sugerem que a posi¢ao "a" na
quinta repeticao pode exercer um papel
importante na formacgéo de
heterodimeros entre Opaco2 ¢ OHP em
milho.

A substituicho da tirosina por
aminoacidos de cadeia lateral pequena,
sem anel aromatico, tambem influenciou
a taxa de dimerizagao. A substituicdo por

um residuo de valina, presente na
posicdo "a" de outras repefticoes
manteve a taxa de dimerizagao

enquanto que a substituicdo por serina
causou um decaimento significativo
nesta taxa. Tais resultados indicam que
residuos hidrofilicos de cadeia lateral
pequena nesta posicdo podem dificultar
a formagao de dimeros.

O efeito da substituicao do residuo
de alanina presente na posi¢ao "d" pode
ser observado na Figura 3.11B. A
substituicdo por um residuo de
isoleucina, que ocorre naturalmente na
bZIP SPA de trigo ocasionou uma
elevada taxa de heterodrimerizagao. A
substituicdo por leucina, um aminoacido
similar que normalmente esta presente
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nas posicoes "d" das outras repetigdes
néo exerceu efeito tao elevado.

A substituicdo da alanina por
residuos hidrofilicos (treonina e serina)
causou uma diminuicdo na taxa de
dimerizag&o.

Os resultados dos experimentos
de dimerizacdo foram comparados
com analises computacionais de
predicdo de formacéo de estrutura do
tipo coiled-coil. Esta andlise foi
realizada via Internet, na péagina
http://www.ch.embnet.org/software/CO

ILS_form.html, usando o programa
COILS2 (Lupas, et al 1991).
Este programa compara a

sequéncia inserida com um banco de
dados de seqliéncias de proteinas que
formam estrutura do tipo coiled-coil e
define uma pontuacao de semelhanca.
Comparando esta pontuagao com a
distribuicdo de pontuagbes em
proteinas de estrutura globular e
coiled-coil, o programa calcula a
probabilidade da sequéncia inserida
adotar uma conformagao do tipo
coiled-coil (Lupas, et al 1991).

Na analise das substituicbes da
posicdo "a" pelo programa COILS2
(Figura 4.1A), nota-se grande
semelhanga com os resultados
experimentais obtidos.

A substituicdo do residuo de
tirosina pelo residuo de fenilalanina ou
serina diminuiu a probabilidade de
formagao de coiled-coil na regiao da
substituicio. A substituicdo pelo



residuo de valina aumentou um pouco
tal probabilidade.

No caso da andlise das
substituicoes no residuo "d" (Figura
4.1B), as semelhangas com 0s
resultados experimentais nao foram tao
condizentes. A substituicdo do residuo
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de alanina por isoleucina diminuiu
consideravelmente a probabilidade de
formacao de coiled-coil. No caso da
substituigao pelos residuos de leucina,
treonina ou serina houve concordancia
com os resultados experimentais
obtidos.

1,0
08
—— 02Cx-ABLns A
06 || —oxrair
h —— 02Cx-ABLS
= —— 02Cx-ABLY
. ek
8 i
8§ 02
E 0 0 1 L
Le]
['}]
e
E 1,0
E 08[
5 !
a —— 020U
06| - 02Cx-LL B
| | —o2cxts
— 02Cx-LT
04/
02
0'0 A i A '} i L L
10 20 30 40 50 60 70 80

Posicdo do residuo

Figura 4.1: Analise computacional da formagao de estrutura tipo coiled-coil. A seqgléncia de
aminoacidos correspondente a regido bZIP de Opaco2 de Coix foi analisada remotamente pelo
programa COILS2 via Internet, na pagina http://www.ch.embnet.org/software/COILS_form.htm. Foi
utilizada a matriz de MTK com a janela de 14 residuos. As setas indicam as posicdes das
mutagdes no residuo da posigéo "a" ou "d". Em A encontra-se a andlise das proteinas contendo as
substituigdes na posicdo "a" da quinta repeticdo: em preto a proteina normal, (residuo de tirosina),
em vermelho a substituicdo por fenilalanina, em verde serina e em azul valina. Em B encontra-se a
analise das proteinas contendo as substituices na prosigdo "d" da quinta repeticio: em preto a
proteina normal, (residuo de alanina), em vermelho a substituicdo por isoleucina, em verde leucina,

em azul serina e em marrom treonina.



Apesar de nao se ajustarem
exatamente ao modelo computacional,
os resultados  experimentais da
influéncia dos residuos na posicao "d"
indicam que a dimerizagcao esta

relacionada com a hidrofobicidade do
aminoacido nesta posicao. De fato, os
valores de hidrofobicidade dos residuos
escala de

analisados segundo a

serina

treonina

alanina

leucina
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Einsberg (1984) (Figura 4.2), indicam
uma relagao direta entre a
hidrofobicidade e a taxa de
dimerizagao. Tais resultados podem
contribuir para o aperfeicoamento do
programa COILS2 na predicdao da
formacao de estrutura secundaria em
bZIPs.

isoleucina

I —_—
-0,50 0,25 0,00

———— e
0,25 0,50 0,75

Valores de hidrofobicidade (Einsberg)
Figura 4.2: Padrdao de hidrofobicidade de aminoacidos. Os valores de hidrofobicidade dos
aminoacidos analisados na posicdo "d" estdo plotados no grafico segundo o padrio de Einsberg
(1984). A cor vermelha indica menor hidrofobicidade e a cor azul indica maior hidrofobicidade.

Os experimentos de analise de
dimerizacdo em SDS-PAGE forneceram
resultados satisfatérios quanto a
influéncia dos residuos "a" e "d" da
quinta repeti¢cdo. Tais resultados porém,
foram de carater qualitativo. Ensaios
quantitativos poderiam ser realizados
através de curvas de desnaturagdo
térmica usando dicroismo circular,
conforme mostrado na Figura 3.7B para

a proteina O2Cx-ABL. Tais ensaios
poderiam determinar a influéncia de
cada substituicdo no valor da
constante de dissociagado e da energia
livre.

A regulacado do gene Opaco2

A proteina Opaco2 de milho € um
dos poucos reguladores de transcrigdo



do tipo bZIP de plantas cuja fungao
regulatéria in vivo foi claramente definida
até o momento. As diversas fung¢des da
proteina Opaco2 foram identificadas
principalmente através do efeito da
mutacdo sobre a expressdo de diversos
genes. Além do mais, a proteina Opaco2
é expressa em um UGnico tecido, o
endosperma, durante um curto periodo
do ciclo de vida da planta. Tais fatos
tornam a proteina Opaco2 um
interessante modelo para o estudo de
mecanismos moleculares envolvidos na
regulacao da expressao génica.

Apesar do extenso conhecimento
acumulado sobre a importdncia da
proteina Opaco2 na regulagdo da
expressdo de diversos genes no
endosperma de sementes de cereais,
pouco se conhece de sua propria
regulagao.

Gallusci et al. (1994) identificaram
inicialmente no promotor do gene
Opaco2 de mitho possiveis regioes
contendo elementos reguiadores do tipo
cis. Entretanto, posteriormente nenhum
estudo adicional de caracterizagao
destas regides foi relatado.

Ciceri, et al. (1999) demonstraram
que o acumulo de transcritos de Opaco2
de milho obedece a um cicio circadiano,
onde o nivel mais elevado é observado
ao meio dia enquanto que 0 mais baixo
ocorre & meia-noite. Os mesmos autores
mostraram ainda que o endosperma nao
esta diretamente envolvido na percepgao
da luz, mas que provavelmente as
flutuagdes durante o ciclo refletem o
fluxo diario de metabdlitos para este
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tecido. As variagbes diarias nos niveis
de transcritos de Opaco2 foram
observadas também no mutante 02T
que codifica a proteina sem o dominio
bZIP, sugerindo portanto que a
proteina Opaco2 nao esta envolvida
no seu préprio controle diurnal (Ciceri,
et al., 1999).

Ciceri et al (1997) haviam
também anteriormente demonstrado
que a atividade de ligacdo da proteina
Opaco2 aos sitios alvos no DNA
depende de modificagdo  pos-
traducional por fosforilagdo. De acordo
com estes autores, as formas
hipofosforiladas e nao fosforiladas
desta proteina ligam-se ac DNA com
maior afinidade do que as formas
hiperfosforiladas in vitro. Estes autores
mostraram também que o estado de
fosforilagao apresenta  variacao
diurnal. O conjunto destes resultados
indica que a variagdo diurnal da
atividade do regulador Opaco2 é
controlada em dois niveis distintos:
regulacdo transcricional e modificagao
pés-traducional.

A reqido promotora do gene OpacoZ2

O estudo da regulagdo da
transcricdo de um gene requer
inicialmente o conhecimento detalhado
do seu promotor. A investigacdo da
presencga de elementos cis
previamente descritos na regiao
flanqgueadora 5' pode fornecer pistas e
informagdes importantes sobre
possiveis reguladores envolvidos no
controle de transcricdo de um gene.




A proximidade filogenética entre
milho, sorgo e Coix e a grande
semelhanca funcional entre suas
proteinas Opaco2, sugerem que a
regulacio da expressdo do gene
Opaco2 é também conservada nestas
plantas.

De fato, a analise do alinhamento
de uma regido de aproximadamente 1Kb
das regides flanqueadoras ' dos genes
OpacoZ2 deste cereais revela a presenca
de diversos motivos conservados (Figura
4.3). O grau de similaridade entre as trés
seqliéncias aumenta com a proximidade
do codon de inicio de tradugao.

Inicio de transcricao dos genes OpacoZ2

O elemento TATA-box esta
presente na grande maioria dos
promotores de eucariotos. Utilizando o
programa Matinspector (Quandt et al,
1995}, foi possivel identificar o elemento
TATA-box repetidas  vezes nos
promotores de OpacoZ2. Em Coix e sorgo
foram encontrados trés seqiéncias com
elevados indices de similaridade com a
matriz que define este elemento. Ja no
promotor de milho foram encontradas
apenas duas sequéncias (Figura 4.3).

Os sinais de inicio de transcricao
dos genes Opaco2 de milho e Coix
foram mapeados atraves de Primer
Extension por Vettore (1998). No gene
de Coix foram identificados trés sinais de
inicio de transcri¢ao, ¢7 e ¢2 localizados,
respectivamente, a 41 pb e 72 pb abaixo
do TATA 3, e ¢3 a 48 pb abaixo do TATA
2 (Figura 4.3). As sequéncias dos sinais
de inicio de transcricdo identificados nos
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promotores dos genes OpacoZ de
milho e Coix apresentaram alto grau
de correlagdo com a matriz proposta
por Bucher (1990). Ainda segundo
este autor, a distancia consenso entre
o TATA-Box e 0 inicio de transcrigdo &
geralmente de aproximadamente 30
pb, entretanto esta distdncia ocorre
somente em 60% dos promotores
analisados, indicando portanto que
esta distdncia nac é um fator essencial
para o funcionamento de um promotor.

Varios reguladores de transcri¢ao
de plantas pertencentes a classe das
bZ|Ps, tais como, CPRF1, OBF1, e
HBP-1a apresentam fases de leitura
(ORFs) na regido 5 ndo-traduzida de
seus RNAsm (Meshi e lwabuchi 1995).
Os RNAsm de Opaco2 também
apresentam este tipo de sequéncia-
lider. A regido 5 nao traduzida do
gene OpacoZ2 de milho apresenta trés
ORFs adicionais. Lohmer et al. (1993)
demonstraram o envolvimento de dois
deles no controle do processo de
proteina Opaco2. Na sequéncia-lider
do gene OpacoZ de Coix foi detectada
a presenca de cinco ORFs. Entretanto,
Vettore (1998) observou, através de
experimentos de expressao transitoria,
que a retirada dos cddons de iniciagao
adicionais ndo proporcionou elevacgao
do nivel de expresséo do gene.

Elementos requladores cis presentes
nos promotores dos genes Opacoz

Com a finalidade de investigar a
presenca de possiveis elementos cis
nos promotores dos genes Opaco2, as




sequéncias destes genes foram
submetidas a uma analise com o
programa SIGNAL SCAN (Prestridge,
1991) utilizando o banco de dados
PLACE de elementos reguladores cis de
plantas (Higo et al, 1999). Este
programa permite buscar elementos cis
reguladores de transcrigdo. A andlise foi
realizada remotamente, via Internet, na
pagina http://www.dna.affrc.go.jp/
htdocs/PLACE/signalscan.html.

Dezenas de possiveis elementos
reguladores cis foram detectados
através desta analise. Porém, apenas
alguns deles encontram-se localizados
‘em regides conservadas dos promotores
dos genes OpacoZ de milho, sorgo e
Coix (Figura 4.3).

Dentre esses elementos, destaca-
se o palindrome Gbox (5-CACGTG-3')
(Menkens et al., 1995). Este elemento,
conservado nos promotores dos genes
Opaco2 (Figura 4.3), estd envolvido na
ativacdo transcricional mediada por
proteinas bZIP em diversos processos
fisioldgicos em plantas (Katagari e Chua,
1992). Por exemplo, os estudos com ©
promotor do gene da [-faseolina
demonstraram que a presen¢a do motivo
G-Box é necessaria para a obtengao de
altos niveis de expressao deste gene em
sementes de tabaco (Burow et al,. 1992).

Qutra  seqUéncia interessante
identificada foi o motivo 5'-AGAAA-3'
(polen-box) representado por seis copias
conservadas nos promotores de
Opaco2. Este motivo esta envolvido na
regulacdo de transcricdo em polen (Bate
& Twell, 1998). Apesar de sua atividade
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nos promotores de Opaco2 nao ter
sido relatada, analises de expressao
realizadas em diferentes tecidos de
tabaco transgénico indicaram
atividade do promotor de Opaco2 em
pdlen em nivel similar ao descrito para
semente (Gallusci et al., 1994).

Além destes elementos cis,
foram também identificados
sequéncias correspondentes  aos
elementos Ravi1-A (5'-CAACA-3),

amylase-box (5'-ATGGATA-3) e GT-1
(6'-Ga/ga/tAAa/t-3').

O elemento RAV1-A representa o
sitio de ligagdo para o regulador RAV1
presente em rosetas e raizes de
Arabidopsis thaliana (Kagaya, et al.,
1999), enquanto que elemento
amylase-box € encontrado no
promotor de genes que codificam o-
amilase em arroz, trigo e cevada
(Huang, et al 1990).

O elemento GT-1 e encontrado
em varios promoiores de genes
regulados por luz (ver revisdo em
Villain et al. 1996) e representa o sitio
de ligagdo para o regulador GT-1
(Buchel et al, 1999; Zhou, 1999). Le
Gourrierec et al. (1999) demonstraram
que este regulador & capaz de ativar a
transcricao, estabilizando o complexo
TFHA-TFIID-TATAboOX.

Cabe destacar ainda que foi
encontrada no promotor de Opaco?2 de
milho a seqliéncia 5-GTTGACGT-3'
que corresponde ao sitio de ligagao
para ¢ regulador Opaco2. Lohmer et
al. (1991) demonstraram que Opaco2
& capaz de inferagir com esta



sequéncia e ainda ativar a transcricao do
seu proprio gene em milho. Conforme
pode ser observado na Figura 4.3, esta
seqléncia encontra-se ausente no
promotor de Coix.

Analise do promotor do gene OpacoZ de
Coix

O experimento de andlise de
delecao do promotor do gene OpacoZ2 de
Coix realizado por Vettore (1998) (Figura
3.13) mostra que determinadas regides
do promotor influenciam a atividade
transcricao em endosperma de milho. De
acordo com estes resultados, a presenga
das regides DIill e a DVIIl estimulam a
atividade do promotor, enquanto que a
regidao DIl inibe sua atividade. Estes
resultados sugerem a existéncia de
diferentes elementos cis atuando como
alvo tanto para ativadores quanto para
repressores de transcri¢ao.

QO estudo realizado por Vettore
(1998) foi utilizado como base para
ensaios de interagdo com proteinas
presentes em extratos nucleares de
endosperma de sementes de Coix em
desenvolvimento. Para estes estudos
foram escolhidas as regioes que
apresentaram maior influéncia na
atividade do promotor.

Inicialmente  foram realizados
ensaios do tipo EMSA, nos quais foram
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utilizadas como sondas os fragmentos
pO2Cx-Rl, pO2Cx-Rll e pO2Cx-Gbox.
Conforme mostra o esquema da
Figura 3.14, estes fragmentos cobrem,
respectivamente, as regides Dll, DIll e
DVIIl, regides estas que exercem
maior efeito na atividade do promotor,
segundo o0s ensaios descritos por
Vettore (1998).

Os ensaios de EMSA
demonstraram que os trés fragmentos
testados, PO2Cx-Rl, PO2Cx-Rll e
PO2Cx-Gbox, sdo capazes de
interagir com proteinas nucleares de
endospermas de Coix (Figura 3.14).
Cada fragmento foi capaz de formar
apenas um complexo especifico com
proteinas nucleares .

Os resultados de EMSA da
Figura 3.14 mostram também que os
niveis das proteinas ligantes nos

extratos nucleares dependem do
estagio de desenvolvimento da
semente. Observa-se que a

intensidade dos complexos DNA-
proteina nos trés casos coincide com
a fase de alta atividade de transcrigao
do gene Opaco? que aumenta do
estagio | até o estagio Ill, diminuindo
entdo até o estagio V (Vettore et al,
1998).
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A especificidade de formacao dos
complexos identificados foi analisada
através de ensaios de competigao
(Figura 3.15). Os resultados destes
experimentos mostram que a formagao
dos complexos DNA-proteina  foi
especifica para todos os fragmentos de
DNA, com exce¢do da formacdo do
complexac C2 no fragmento PO2Cx-RI
gue nao resistiu a competicdo com
fragmentos de DNA nio relacionados.

A baixa mobilidade eletroforética
dos complexos C1 detectados com as
sondas PO2Cx-Rl e PO2Cx-RIl, pode
indicar que as proteinas formadoras
desses complexos sdo de alto peso
molecular ou s8o produzidos pela
interacdo com mais de uma proteina. Ja
a alta mobilidade do complexo C1 com
na sonda PO2Cx-Gbox indica
provaveimente a participacao de um
unico componente protéico de baixo
peso molecular.

A capacidade demonstrada pelas
proteinas  presentes nos  extratos
nucleares de interagir com 0S
fragmentos de DNA testados, formando

complexos estaveis, sugere que ftais

proteinas possivelmente representam
fatores envolvidos na regulagcao da
transcricdo do gene Opaco2 Neste
caso, as proteinas que interagem com
os fragmentos PO2Cx-RIl e PO2Cx-
Gbox, que incluem respectivamente as
reqgides DHI e DVIII do promotor (Figura
3.13), representariam ativadores da
transcricdo. Esta hipotese € corroborada
pela observacdo de que a etapa do
desenvolvimento da semente em gue se
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obteve maior intensidade de formagao
dos complexos coincide com aguela
que apresenta os niveis mais elevados
de ftranscricao do gene Opaco2
(Figura 3.14).

O fragmento PO2CxRI inclui a
regiao DIl do promotor do gene
Opaco2 de Coix que de acordo com
0S ensaios de expressao descritos por
Vettore (1998) deve incluir elementos
cis que exercem controle negativo na
expressac do gene (Figura 3.13).
Assim sendo, a proteina ou proteinas
nucleares que participam da formagao
do complexo com o fragmento
PO2CxRI representam repressores de
transcricdo  do gene OpacoZ2.
Entretanto, o resultado do ensaio de
EMSA mostra que a maior intensidade
de formagdo dos complexos coincide
tambeém com a fase do
desenvolvimento da semente gue
apresenta  maior atividade de
transcricdo do gene Opaco2. Este
resultado sugere um mecanismo de
modutacao no qual a interagdo com o
elemento cis presente no fragmento
DIll resultaria em ativagcdo, enquanto
que a ocupacdc simultanea dos
elementos cis dos fragmentos DIl e
Dil resultaria em repressao.

Devido ao relato previo de
variagdo diurnal nos niveis de
transcritos do gene OpacoZ em milho
(Ciceri et al, 1999), decidiu-se
verificar se as proteinas formadoras
dos complexos identificados estariam
envolvidas no controle desta variagao.



Os resultados de EMSA utilizando-
se extratos nucleares de endospermas
imaturos de Coix coletados ac meio dia
€ a meia noite mostram ndo haver
variagdo significativa nos niveis das
proteinas formadoras dos complexos
testados (Figura 3.16). Este resultado,
portanto, indica que as proteinas
associadas aos fragmentos nao estdo
envolvidas no controle diurnal da
expressac do gene OpacoZ2 de Coix.

Com a finalidade de estimar a
massa molecular das  proteinas
envolvidas na formagdo dos complexos
identificados nos ensaios de EMSA,
foram realizados experimentos de
Southwestern Blot. Apenas o fragmento
PO2CX-Gbox apresentou capacidade de
interagir com proteinas fracionadas em
SDS-PAGE. A sonda PO2Cx-Gbox
interagiu  intensamente com uma
proteina de 24 kDa, e com menor
intensidade com uma proteina de 55 kDa
(Figura 3.17).

A presenca de duas bandas no
Southwestern Blof e uma unica no
EMSA, apesar dos dois ensaios terem
sido realizados utilizando-se como sonda
o mesmo fragmento de DNA, pode ser
explicada pelas diferentes condicoes
utilizadas nestes ensaios. Sao duas as
principais diferengas nos dois ensaios. A
primeira diz respeito ao periodo de
formagdo dos complexos DNA-proteina,
que no caso do EMSA séo produzidos
antes da eletroforese, enquanto que no
Southwestern Blot 0s mesmos Sao
formados posteriormente a eletroforese.
A segunda diferenca reside no fato gque
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no EMSA as proteinas associadas ao
DNA encontram-se na sua estrutura
nativa, inclusive se for o caso na sua
forma polimérica funcional. Ja as
proteinas ligantes do ensaio de
Southwestern Blot sao submetidas a
eletroforese na forma desnaturada.
Portanto, no ensaio de Southwestern
Blot as proteinas fracionadas pela
eletroforese sao submetidas a um
processo de renaturagdo antes do
ensaio de ligagdo com as sondas
nucleotidicas.

Levando-se em conta estas
diferencas, a presenga da banda de
55 kDa de menor intensidade no
resultado de Southwestern Blot
(Figura 3.17) poderia ser interpretada
como a presenca da forma dimérica
da proteina responsavel pela banda
de maior intensidade. A relagdo entre
0s pesos moleculares aparentes das
proteinas ligantes identificadas através
deste ensaio corrobora esta hipotese.
A menor iniensidade da banda
correspondente a proteina de menor
peso molecular indica que um numero
muito reduzido dos dimeros resistiu ao
processo de desnaturagdo. Se esta
hipétese estiver correta, o complexo
C1 observado no ensaio EMSA com 0
fragmento PO2Cx-Gbox seria
resultante da ligagdo da proteina
dimérica com o sitio alvo presente no
fragmento utilizado como sonda.

O experimento de Southwestern
Blot mostra ainda maior intensidade
de formacdo de compiexos DNA-
proteina nos estagios Il e Il de



desenvolvimento do gque no estagio V.
Este resultadoc coincide com ©
comportamento observado no ensaio de
EMSA (Figura 3.14).

A auséncia de complexos DNA-
proteina nos experimentos de
Southwestern Blot quando foram
utilizados como sondas os fragmentos
PO2Cx-Rl e PO2Cx-Rll pode ser
explicada se a formacdo destes
complexos depender da associagdo de
diferentes subunidades protéicas. Neste
caso ndo seria possivel renaturar o
complexo protéico, pois estas
apresentariam migragdes eletroforéticas
distintas.

Isolamento e identificacio das proteinas
que interagem com o promotor de

Opaco2

Os resultados da interagdo DNA-
proteina demonstram claramente que
proteinas nucleares do endosperma de
Coix sdao capazes de interagir
especificamente com o promotor de
Opaco2 de Coix. Portanto, para
esclarecer 0os mecanismos envolvidos na
regulagdo da transcricdo do gene
Opaco2 foram realizados ensaios para
isolar e possivelmente identificar a
natureza dos possiveis reguladores
detectados.

Baseados nos resultados positivos
obtidos com EMSA e Southwestern Blot
com o fragmento PQO2Cx-Gbox foram
realizadas tentativas de selecdo de
clones de cDNAs codificadores do fator
proteico detectado nos  extratos
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nucleares. Foram testadas duas
estratégias, a primeira delas atraves
da selecdo dos clones a partir de
biblioteca de expressdo de cDNA de
endosperma de Coix, utiizando-se a
mesma sonda e condigdes descritas
para o Southwestern. A segunda
estratégia baseou-se na expressac
dos mesmos cDNAs em levedura.
Neste caso a selecao dos clones
expressando o fator protéico foi
realizada através do metodo One
Hybrid System (Clontech). Porém, as
duas estratégias testadas néo
forneceram resultados satisfatérios.

Como alternativa, foi aplicada
uma nova metodologia descrita por
(Nordhoff et al., 1999). Originalmente,

esta metodologia baseia-se no
isolamento de  reguladores de
transcricdo a partir de extratos

nucleares através cromatografia de
afinidade a DNA, seguido da
caracteriza¢ao e possivel identificacao
através de espectrometria de massa.

Inicialmente, visando padronizar
esta metodologia foram realizados
ensaios © proprio ativador de
transcricdo Opaco2 de Coix e um
fragmento de DNA (CxPCxN), que
inclui um sitio alvo de ligagdo para
este regulador. Os resultados obtidos
no ensaio de padronizagdo (Figura
3.18) demonstram claramente que a
resina de afinidade contendo o sitio
alvo apresentou capacidade de
ligacdo para a proteina Opaco2.

Uma
metodologia,

vez padronizada a
a mesma foi entao



aplicada no isolamento das proteinas
que interagem com os fragmentos
PO2Cx-RlIl e PO2Cx-Gbox do promotor
de OpacoZ.

O fragmento PO2Cx-Rl nédo foi
utilizado neste experimento por ter
apresentado interagbes nao especificas
com proteinas nucleares. Este fato
poderia dificultar a interpretagdo dos
resultados obtidos na cromatografia de
afinidade.

Apesar dos ensaios de
padronizagdo com a proteina Opaco2
purificada haverem sido realizados com
quantidade suficiente de proteina para
ser visualizada em SDS-PAGE corado
com Comassie Blue ou prata, o0 mesmo
ndo ocorreu guando foram utilizados
extratos nucleares. Isto porgue as

proteinas ligantes  dos  extratos
encontram-se presentes em niveis
abaixo do limite de detecgdo das

técnicas de coloracao utilizadas. Por
isso, com a finalidade de aumentar a
sensibilidade de deteccao optou-se por
marcar as proteinas isoladas na
cromatografia de afinidade através da
incorporagdo enzimatica de 2p  por
intermédio das proteina-quinases PKA
(proteino-quinase A) e CKIl (caseina-
guinase |Il). A justificativa para a
utilizacdo de proteina-quinases baseou-
se no fato de que a atividade da maioria

dos reguladores transcricionais €
modificada através de fosforilacac
(Yamaguchi, ef al, 1998; Janknecht,
1992).

Os resultados dos experimentos de
cromatografia de afinidade (Figura 3.19)
mostram que as resinas preparadas
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foram capazes selecionar a partir dos
extratos nucleares diversas proteinas.
As proteinas selecionadas além de
apresentar afinidade pelo sitio alvo
obrigatoriamente apresentam sitios de
fosforilagcao para as proteina-quinases
CKil e/ou PKA.

O fragmento de DNA CxPCxN,
que foi utilizado como controle,
resultou na selecdo de uma proteina
fosforilada por PKA, de peso
molecular aparente de 49 kDa (Figura
3.19). O peso molecular desta
proteina € compativel com o predito
para a sequéncia de aminoacidos da
proteina Opaco2 de Coix (45kDa).
Este resultado, aliado ao fato de que a
proteina Opaco2 ¢é eficientemente
fosforilada in  vitro pela PKA
{resultados ainda nao publicados pela
Dra. Alba Chiesse da Silva), indica
que a resina de afinidade foi capaz de
selecionar a partir de extratos
nucleares de endosperma de Coix a
proteina Opaco2.

A resina de afinidade conjugada
ao fragmento PO2Cx-Gbox selecionou
uma proteina exclusiva de
aproximada-mente 22kDa fosforilada
pela proteina-quinase CKIl. Uma
proteina de peso molecular aparente
de aproximada-mente 30 kDa
fosforilada pela proteina-quinase PKA
foi também selecionada com a mesma
resina de afinidade. A semelhanca
entre 0s pesos moleculares aparentes
das proteinas selecionadas com
aquela identificada através de
Southwestern Blot com a sonda



PO2Cx-Gbox, indica provavelmente
tratar-se da mesma proteina.

O fragmento PO2Cx-Gbox inclui
além do motivo G-box a sequéncia de
um dos TATA-boxes presentes no
promotor (Figura 4.4). O valor do peso
molecular da proteina identificada nos
experimentos de Southwestern Blot e na
cromatografia de afinidade (22kDa) é
muito proximo ac valor de 22,3kDa
predito de para o fator basal de
transcricdo TBP (tata binding protein) de
milho (Vogel et al., 1993). A presencga de
sitios de fosforilagao para CKIl constitui-
se em outra propriedade comum entre
TBPs e a proteina identificada pelo
fragmento PO2Cx-Gbox (Maldonado e
Allende, 1999). O conjunto destas
informagdes sugere que a proteina
detectada nos experimentos de EMSA e
Southwestern Blot e selecionada no
experimento de cromatografia de
afinidade representam provavelmente a
proteina de endosperma de Coix que se
liga ao TATA-box do gene OpacoZ2.
Neste caso as demais proteinas
selecionadas por este fragmento
poderiam representar fatores protéicos
associados a TBP.

As demais bandas cbservadas nos
experimentos de cromatografia de
afinidade ndo foram selecionadas de
forma exclusiva pelas diferentes resinas
de afinidade (Figura 3.19). Estas podem

ser resultantes de interagoes
inespecificas, ou ainda, representar
componentes de complexos muti-

protéicos. A heterogeneidade do padrao
de proteinas selecionadas nao permitiu a
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caracterizagao através de
espectrometria de massa, conforme
planejado.

O experimento de cromatografia
de afinidade foi realizado com a
intencao  inicial de isolar e
posteriormente identificar as proteinas
que interagem com o promotor do
gene Opaco2. A identificacao seria
realizada através de  digestao
proteolitica seguida de espectrometria
de massa, utilizando a metodologia
descrita por Nordhoff et al. (1999).

Porém, a heterogeneidade de
peptideos selecionados nas
cromatografias de afinidade nao

permitiu a utilizacao da espectrometria
de massa na identificacdo das
proteinas selecionadas.
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Materiais e Métodos

Material vegetal

As sementes Coix lacryma -jobi L.
var. Adlay foram obtidas da coiegao de
germoplasma do Departamento de
Genética da Universidade Estadual de
Campinas. As plantas foram mantidas
em fecundagdo aberta na area
experimental do Centro de Biologia
Molecular e Engenharia Genética da
Unicamp.

Oligonucleotideos sintéticos

Os oligonucleotideos nao
fosforilados, dessalinizados foram
sintetizados sob encomenda pela

GIBCO BRL. Custom Primers. A Tabela
5.2 mostra a  sequéncia  dos
oligonucleotideos sintéticos utilizados
como iniciadores nas diversas reagdes
de PCR (Polymerase Chain Reaction).

Construcao do vetor de expressio
pETO2Cx-ABL e pETO2Cx-L

Os O2Cx-ABL. e
Q2Cx-L correspondentes
respectivamente a reqido codificadora da
regido bZIP e Ziper de Leucinas da
proteina Opaco2 de Coix, foram obtidos
através de PCR. Foi utilizado como
molde o plasmideo pCO2-1 contendo o
cDNA de OpacoZ2 de Coix (Vettore et al.,

fragmentos

1998). Foram  utlizados como
iniciadores 0s oligonuclectideos
AB502Cx e BL302Cx para o

fragmento O2Cx-ABL e BL302Cx e
BL502Cx para o fragmento O2Cx-L
(Tabela 5.2). As reagbes de PCR
foram realizadas em ftrinta ciclos de
desnaturagdo a 94°C por um minuto,
anelamento a 40 °C por um minuto,
extens&o com a enzima Tli polimerase
(Promega) a 72 °C por um minuto e
um ultimo ciclo de dez minutos a
72°C.

Os iniciadores utilizados
adicionaram aos fragmentos
amplificados sequéncias
correspondentes aos  sitios  de

restricdo Ncol na extremidade 5, e
Hindil na extremidade 3. Os
fragmentos amplificados, apos
digestao com Ncol e Hindill, foram
inseridos no vetor pET 3C (Novagem),
resultando no plasmideo pETOZ2Cx-
ABL e pETO2Cx-L (Figura 5.1).

Producéo e purificacdo das proteinas
02Cx-ABL e O2Cx-L recombinantes

produzida em bactéria
Bactérias E. coli da linhagem
BL21 pLys-S (DE3) foram
transformadas com o plasmideo
pETO2Cx-ABL ou pETO2Cx-L.




meio  2YT
de ampicilina e

Cinguenta mililitros de
contendo 60ug/mi
25ug/ml de  cloranfenicol foram
inoculados com uma colénia
transformada do vetor pETO2Cx-ABL ou
pETO2Cx-L e incubados a 37°C durante
uma noite sob agitacdo. Duzentos e
cinguenta mililitros do mesmo meio
foram inoculados com bactéria suficiente
para obter DOsxo de 0,1 e incubados a
37°C sob agitagdo até a DOego alcancar
o valor de 0,7. A expressdao das
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proteinas recombinantes foi entdo
induzida através da adicao de 1mM de
IPTG seguido de incubacdo a 37°C
sob agitacao por trés horas. As células
foram coletadas por centrifugacao e
suspensas em 5ml de tampao de lise
(Tris HCI 100 mM pH 7,5, EDTA 5mM,
Benzamidina 5mM, DTT 5mM). As
suspensdes foram congeladas em
nitrogénio liquido e armazenadas por
uma noite a -70°C.

pET O2Cx-ABL
4991pb

Figura 5.1: Esquema do plasmideo pETO2Cx-ABL. O promotor viral T7 esta representado em
vermelho, em azul claro a regido de policlonagem do plasmideo pET3C contendo o fragmento que
codifica a regido bZIP de Opaco2 de Coix em marrom. Em roxo encontra-se representado o
terminador T7. O gene bla, que confere resisténcia a ampicilina encontra-se representado em
verde, e a origem de replicagdo do plasmideo (or) em cor de laranja. O plasmideo pETO2Cx-L
obedece ao mesmo esquema descrito para o plasmideo pETO2Cx-ABL.

A lise das células foi completada
através de cinco ciclos de congelamento
em nitrogénio liquido e descongelamento
em banho-maria a 37°C. As suspensdes
resultantes foram submetidas a cinco
ciclos de sonicacdo de 15 segundos
para reducdo da alta viscosidade

proporcionada pelo DNA bacteriano.
Os extratos foram centrifugados a
12.000 rpm por 20min a 4°C, e os
sobrenadantes coletados.

Os sobrenadantes foram
incubados sob constante agitacdo a
80°C por 3min e em seguida resfriados



em banho de gelo. As proteinas
desnaturadas foram entdo removidas
através de centrifugacao a 12.000 rpm a
4°C por 30 minutos.

As proteinas dos sobrenadantes
foram precipitadas através de salting out
pela adicdo de sulfato de aménio a 80%
de saturagdo a 0°C. As suspensdes
obtidas foram armazenadas 4°C.

Os precipitados foram recolhidos
através de centrifugacdo a 12.000 rpm
por 30min e dissolvidos em tampéo PEI
(Tris HCI 20 mM pH 7,5, NaCl 1M, EDTA
5mM, DTT 2mM). As solucdes foram
centrifugadas nas mesmas condigdes e
aos sobrenadantes foi adicionada
solugdo de polietilenoimina 5% (m/V)
suficiente para uma concentragdo final
de 0,5% (m/v). Os precipitado contendo
DNA  bacteriano foram  removidos
através de centrifugacdo. As proteinas
presentes nos sobrenadantes foram
novamente precipitadas com sulfato de
amdnio a 80% de saturacdo e mantidas
a 4°C por uma noite. O excesso de
polietitenoimina foi eliminado através de
trés lavagens sucessivas do precipitado
40ml de tampao de lavagem (Tris HCI
20mM pH 7,5, sulfato de amdnio 80% de
saturacdo, EDTA 5mM, DTT 2mM). As
amostras contendoe as  proteinas
recombinantes O2Cx-ABL ou 02Cx-L
foram armazenadas em solugdo de
sulfato de aménio 80% a 14°C.

Etapas cromatograficas da purificacdo
da proteina O2Cx-ABL _recombinante
A proteina O2Cx-ABL precipitada

em suifato de aménio foi dissolvida em 5
mi de tamp&o A (Hepes 25mM pH 7.3,

EDTA 1mM, DTT 5mM). A amostra foi
centrifugada a 12.000rpm por 30min a
4°C e injetada em uma coluna AP-1
(10x100mm, Waters) contendo
aproximadamente 6ml da resina de
troca idnica POROS HS (PerSeptive)
previamente equilibrada com o tampao
A. Apds a injecdo da amostra a coluna
foi lavada com 50ml de tampao A. As
proteinas foram eluidas utilizando-se
um gradiente salino linear de 0 a 2M
de NaCl em tampédo A. O fluxo foi
mantido em 2m/min durante todo o
processe  cromatografico. Foram
coletadas fracdes de 1ml que foram
analisadas através de SDS-PAGE. As
fragbes contendo a proteina O2Cx-
ABL recombinante foram reunidas em
uma unica amostra.

A proteina O2Cx-L precipitada
em sulfato de amédnio foi submetida ac
mesmo processo, com a diferenga de
gue ao inves de tampao A, foi usado
tampdo A' (MES 20mM pH 6,2, EDTA
1mM, DTT 5mM).

ApoOs a primeira etapa
cromatografica, as amostras foram
injetadas em uma coluna AP-1
(10x100mm, Waters) contendo
aproximadamente 6ml da resina de
fase reversa POROS R2 (PerSeptive)
previamente equilibrada com solugao
B (acetonitrila 2%, acido
trifluoroacético 0,065% v/v). Apos a
injecdo das amostras as colunas
foram lavadas com 50ml de solugao B.
As proteinas foram eluidas com um
gradiente de 2 a 50% de acetonitrila
em 30 min, e 50 a 100% de
acetonitrila. A acetonitrila 100% foi
adicionada 0,05% de acido



triflucracético. O fluxo de 2mi/min foi
mantido durante todas as etapas da
cromatografia.

Foram coletadas fragdes de 1ml
que foram analisadas atraves de
SDS-PAGE. As fragdes contendo a
proteina  0O2Cx-ABL ou  O2Cx-L
recombinantes foram reunidas e as
amostras resultantes foram divididas em
fracbes de 0,5ml, que foram liofilizadas e
armazenadas a -20°C.

A quantificacdo das proteinas
02Cx-ABL e 02Cx-L recombinantes
recuperadas foi realizada através de
espectrometria a 205nm (Scopes, 1974).

Ensaios de dicroismo circuiar

Os ensaios com o uso de
espectroscopia de dicroismo circular
foram realizados utilizando-se um
aparelho da marca Jasco no Laboratério
Nacional de Luz Sincroton em
colaboracao com ¢ Dr. Carlos Ramos.

Os ensaios de andlise de espectro
foram realizados com 22uM da proteina
Q2Cx-ABL em tampdo fosfato de sédio
100mM contendo 5mM de DTT usando
uma cubeta com capacidade para 250pl.
Foram também realizados ensaios
contendo 11puM do fragmento de DNA
CxP-CxN. Nos ensaios de dicroismo
circular foram descontados os espectros
correspondentes ao tampdo e ao
fragmento de DNA na solugao.

A curva de desnaturagdo térmica
foi realizada nas mesmas condicoes dos
ensaios de analise de espectro, porém
usando 20uM de proteina O2Cx-ABL
recombinante. O controle da temperatura
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foi realizado acoplando-se um banho
refrigerado ao aparetho de leitura.
Foram realizadas medicdes em
comprimento de onde de 220 nm, na
faixa de temperatura de 10°C a 70°C
em intervalos de 5°C. Cada leitura foi
realizada em um intervalo de tempo de
20 minutos para permitir a
estabilizagdo das proteinas na
temperatura desejada.

A determina¢do da constante de
dissociagcdo (Kd) foi calculada a a
partir na mudanga de elipticidade
usando a metodologia descrita por
Marky e Breslauer (1987) e citada por
Jelesarov (1998) :

2
Kd = 2 [proteina totall f U

1-fu

onde [proteina total] eguivale a

concentracao total de proteina e f u a
fracao de monbémeros obtida por:

fu=al8]
A [e]max

onde:

A[6]=[6] - [0]p

A [e]max = [e]M = [e]D
e:

[6] = velipticidade média na
temperatura de desnaturacgao,

[0]o = elipticidade do dimero,

[6]m = elipticidade do mondémero.



Ensaios de dimerizacao

As proteinas recombinantes
(02Cx-ABL e O2Cx-L) foram utilizadas
em ensaios para analisar a taxa de
dimerizagéo. Para  distinguir as
populagbes de mondémeros,
homodimeros e heterodimeros, foi
utilizada a técnica de SDS-PAGE. A
estabilizacao de tais complexos foi
obtida pela adicao do cross-finker bis
sulfosuccinimidil- substrato (BS®) (Pierce
Co., IL, USA).

Para possibilitar a quantificacao
do experimento de dimerizacdo, a
proteina recombinante OQ2Cx-ABL foi
marcada por fosforilagdo com a enzima
caseino kinase tipo H — subunidade
catalitica de Zea mays, recombinante em
bactéria (Calbiochem), na presenga de 1
uCi de [-?P]-ATP, em tampdo de
fosforilagdo (Hepes pH 7,5 20 mM,
MgClz 10 mM, DTT 1mM).

Cinglienta nanogramas de O2Cx-
ABL foram dissolvidas em tampao de
dimeriza¢do (50 mM de Hepes pH 7.5,
150 mM de NaCl e 5 mM de DTT)
contendo diferentes quantidades de
proteinas 0O2Cx-L. As proteinas foram
desnaturadas a 80°C por 5 minutos e
renaturadas a 15°C por 30 minutos para
permitir a formacdo de heterodimeros.
Foi entdo adicionado o cross-finker BS®,
suficiente para 1uM em 20ul de reagao,
incubando-se por mais 20 minutos a
15°C. As proteinas foram desnaturadas
a 80°C com 10ul de tampao de amostra
de proteinas.

As proteinas foram separadas em
SDS-PAGE (15%) . Os géis foram secos
¢ submetidos a andlise em um aparelho
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Phospholmager (Fujifilm FLA 3000)
onde as bandas correspondentes aos
heterodimeros foram quantificadas.

Producéo das proteinas O2Cx-ABL e
02Cx-L com substituicdes pontuais

As substituicoes dos
aminoacidos presentes na posi¢ao "a"
da quinta repeticdo no ziper de
Leucinas foram obtidas através da
técnica de PCR. Como pode ser
observado na Figura 5.2A o vetor
pETO2Cx-ABL foi usado como molde
em reacbes de PCR na amplificacao
dos fragmentos | e Il. Na amplificacao
do fragmento I, foi inserida uma
mutacdo silenciosa através do
oligonicleotideo ABL-SB que gerou um
sitio para a enzima de restrigao Sal |
(Figura 5.2 destaque amarelo). Na
amplificacdo do fragmento |, a mesma

mutagdo foi inserida com o
oligonucleotideo  ABL-SXF.  Esse
mesmo oligonucleotideo gerou a

substituicdo do residuo de tirosina da
posicdo "a" na quinta repeticdo do
ziper de leucinas por um residuo de
fenilalanina (Figura 5.2A destague em
vermelho). O fragmento | foi digerido
com as enzimas Xbal e Sal |,
enquanto que o fragmento Il foi
digerido com Sal | e BamHl.

QO fragmento Il foi ligado ao
fragmento | pelo sitio de Sall, gerando
o inserto O2Cx-ABLF (Tabela 5.1) que
foi posteriormente inseridc no
ptasmidio pET3C, entre os sitios de
Xbal e BamHl.
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Os fragmentos O2Cx-ABLS e
O2Cx-ABLV contendo as substituicdes
da tirosina para serina e valina
respectivamente (Tabela 5.1) foram
obtidos de maneira similar a descrita
para O2Cx-ABLF. Neste caso foram
usados os oligonucleotideos e ABL-SXV
respectivamente.

As substituicbes dos aminoacidos
presentes na posicdo "d" da quinta
repeticdo no ziper de Leucinas foram
obtidas de maneira similar a descrita
anteriormente. Neste caso, porém, foi
usado o vetor pETQO2Cx-L como molde
(Figura 5.2B) na obtengao dos
fragmentos 02Cx-L mutantes. Os
oligonucleotideos , L-SXL, L-SXi, L-SXS
e L-SXT (Tabela 5.2) foram usados na
obtencdo dos fragmentos QO2Cx-LL,
O2Cx-LI, Q2Cx-LS e  02Cx-LT,
respectivamente.

A Tabela 5.1 descreve claramente
as substituicoes obtidas em cada
fragmento, 0s nomes de cada vetor €
proteina, os aminoacidos trocados e a
posicao da substituicdo na a-hélice.

O processo de produgdo e
purificacdo das proteinas mutantes foi
exatamente o0 mesmo usado para a
producado das proteinas normais O2Cx-
ABL e 02Cx-L. O peso molecular
observado em SDS-PAGE e o grau de
pureza obtido para essas proteinas
também foram idénticos aos observados
para as proteinas normais.

Avaliacéo da influéncia das mutacdes

pontuais na dimerizacao
A influéncia dos residuos "a" e "d"

da quinta repetigdo do Ziper de Leucinas
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no processo de dimerizagao foi
avaliada atravées dos ensaios de
dimeriza¢ao descritos anteriormente.

Foram realizadas titulagbes das
proteinas O2Cx-ABL com quantidades
crescentes de 02Cx-L.. Nestes
ensaios porém, foram utilizados 10ng
de O2Cx-ABL em cada reagao.

Nos ensaios para determinacdo
da influéncia do residuo "a", foram
realizadas titulagdes com quantidades
crescentes da proteina O2Cx-Lns,
mantendo a mesma quantidade de

proteinas Q2Cx-ABL (normal e
mutantes).
Ja nos ensaios para

determinac¢ac da influéncia do residuo
"d", foi realizado o inverso, titulando-se
a proteina O2Cx-ABLns (normal) com
quantidades crescentes de 0O2Cx-L
(normal e mutantes).

Obtencao dos extratos nucleares de
endospermas Coix

Sementes de Coix lacryma jobil..
de cinco estagios de desenvolvimento
(I, 0, W, IV e V) (Targon, et al., 1992)
foram colhidas e imediatamente
congeladas em nitrogénio liquido. Os
extratos nucleares foram preparados a
partir dos endospermas imaturos
conforme a técnica descrita por Maier,
et al (1987) para endospermas de
milho, com algumas modificagdes.

Todos os procedimentos foram
realizados a 4°C. Cinco gramas de
endospermas isolados de sementes
de cada estagio de desenvolvimento
foram macerados em 50ml de tampao
de homogeneizagao (Tris HC! 25mM,



pH 8,5; EDTA 25mM; Sacarose 0,44M;
Ficol 400 2,5% (m/v); Dextran T-40 0,5%
(m/v); Triton X-100 0,5%  (v/v});
espermina 2mM; espermidina 0,5mM; §-
mercaptoetanol 10mM).
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O homogeneizado foi filtrado em
malha 40 e posteriormente em malha
100. O filtrado foi centrifugado a 1.000
g por ¢inco minutos.

Tabela 5.1: Descricao dos peptidios contendo substituicdes no Ziper de Leucinas

Fragmento Vetor Proteina Posi¢cao da | Aminodido | Amincacido
substituico | substituido | substituinte

Q2Cx-Lns pETO2Cx-Lns Q2Cx-Lns "d"
Q2Cx-L1 pETO2Cx-LI 02Cx-LI "d" alanina isoleucina
02Cx-LL pETO2Cx-LL 02Cx-LL "d" alanina teucina
02Cx-LS pETO2Cx-LS 02Cx-LS 'd" alanina serina
Q2Cx-LT pETO2Cx-LT Q2Cx-LT “d" alanina treonina
02Cx-ABLns | pETO2Cx-ABLns | O2Cx-ABLns ‘a" ] )
02Cx-ABLF | pETO2Cx-ABLF | O2Cx-ABLF "a" tirosina fenilalanina
02Cx-ABLS | pETO2Cx-ABLS | O2Cx-ABLS "a" tirosina serina
02Cx-ABLV | pETO2Cx-ABLV | 02Cx-ABLV "a" tirosina valina

O sedimento foi suspenso em um
total de 10 mi de tampao de
solubilizagdo (Tris HClI 50mM, pH 8,5;
MgCl. 5mM; glicerol 25% (v/v); B-
mercaptoetanol 10mM), e centrifugado a
20.000 g por vinte minutos.

O sedimento enriquecido em
nucleos foi suspenso em 1ml de tampao
de lise (Hepes 20mM pH 7.,5; MgCl»
5mM; glicerol 25% (v/v); NaCl 0,5M;
EDTA 0,2mM; PMSF 0,5mM DTT
0,5mM; espermidina 5mM) e incubado
em banho de gelo por 45 minutos.

A suspensaoc resultante  foi
centrifugada por dez minutos em
microcentrifuga. O sobrenadante foi

coletado e submetido a dialise contra
100ml de tampéao de didlise (Hepes
20mM, pH 7.,5; Glicerol 20% (v/v); KCI
100mM; EDTA 0,2mM; PMSF 0,5mM,;
DTT 0,5mM). O extrato foi entdo
dividido em aliquotas e armazenado a
-70°C.

A quantificacdo de proteina
presente nos extratos foi realizada
através do meétodo descrito por
Bradford, et af (1976) utilizando-se o
Kit Protein Assay (Biorad).

No caso das proteinas com terminagio "ns", ndo ha aminoacidos substituintes e substituidos pois estas

proteinas correspondem 2 proteina Opaco2 normal.




Obtencao de fragmentos de DNA para
producdo de sondas

Os fragmentos de DNA utilizados
como sondas nos ensaios EMSA foram
obtidos atraves de amplificagdo por
PCR, ou através do anelamento de
oligonucleotideos sintéticos.

As reagbes de PCR foram
realizadas utilizando-se como iniciadores
os oligonucleotideos PO2CxRi dir,
PO2CxRI rev, OLD e Gb (Tabeia 5.2)
para amplificar as regides PO2Cx-Rl e
PO2Cx-Gbox, respectivamente (Figura
3.7). Como molde foi utilizado o
plasmideo pCO2-Gus (Vettore, 1998).
Este plasmideo apresenta o promotor do
gene Opaco2 de Coix controlando a
expressao do gene Gus. As reagbes de
amplificagdo foram realizadas em trinta
ciclos, constituido de desnaturagao a
94°C por um minuto, anelamento a 50°C
por um minuto e extensao pela Tag DNA
polymerase (Gibco BRL) a 72°C por um
minuto e um ultimo ciclo de dez minutos
a 72°C. Os oligonucleotideos utilizados
como iniciadores adicionaram nas
extremidades 5 dos fragmentos
amplificados seqgléncias correspon-
dentes acs sitios de restricdo Xhol e
BamHl, respectivamente, nos
fragmentos PO2Cx-Gbox e PO2Cx-RI.
Os fragmentos amplificados foram
previamente digeridos com as
respectivas enzimas de restricao antes
da reagao de marcagao.

Baseado na seqléncia nucleotidica
do promotor, foram sintetizados dois
oligonucleotideos complementares entre
si correspondentes as regides -779 a
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-806 (PO2CxRIi dir) e -789 a -820
(PO2CxRII rev). Trés microgramas de
cada oligonucleotideo foram
misturados em 50yl de tampdo de
anelamento (Tris-HC! 10mM pHS,0,
EDTA 1mM, NaCi 150mM) seguido
dos seguintes periodos de incubagdes
sucessivos: 15 minutos a 65°C, 15
minutos a 42°C, 15 minutos a 37°C e
15 minutos a temperatura ambiente. O
fragmento de DNA resultante foi
denominado PO2Cx-RH (Figura 5.3).

Os fragmentos CxPCxN,
CxPCxN-glm e CxPCxN-palind,
utilizados nos experimentos de EMSA
com a proteina O2Cx-ABL purificada,
foram obtidos de maneira similar a
descrita para PO2Cx-RIL.

Marcacao das sondas para EMSA e
Southwestern blot

Duzentos e cinguenta
nanogramas de cada fragmento de
DNA dupla fita obtido foram

misturados com 30uCi de [aP%] dCTP
(3000Ci/mmol, 10mCi/ml - Amersham)
em 50ul de tampao de Klenow (Tris-
HCI 50mM pH 7,6, MgCl, 10mM),
contendo 0,4mM de dGTP, dATP e
dTTP. Trés unidades de Large
Fragment of DNA polymerase |
(Klenow fragment) (Gibco-BRL) foram
adicionadas na reag¢do, que foi
incubada a 37°C por 45 minutos.

As sondas foram purificadas em
gel de poliacrilamida 5% e as
atividades especificas determinadas
através de contagem Cerenkov em um



contador liquido de cintilagado Rackbeta

POZ2CXRII dir
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1217 (LKB).

5'-CTAAAATGTAGARAGTCACAGGARARA-3 ' —P»
<4 3 -TTACATCTTTCAGTGTCCTTTTTTGTTCTTGAATTAT-5 "
PO2CxXRII rev

CxP

5 -GCTCTAGATGACAAAATTGACTAGGAGACATGTCATCTCTAGCTTA-3 ' — P
o4— 3’ -ACTGTTTTAACTGATCCTCTGTACAGTAGAGATCGAATCTTAAGE-S

CxP~-glm

CxN

5 -GCTCTAGATGACAAAATTGACTAGGAGACATTTCATCTCTAGCTTA-3* — P
o— 3’ -ACTGTTTTAACTGATCCTCTGTAAAGTAGAGATCGAATCTTAAGG-5 '

CxP-palind

CxN-glm

5 -GCTCTAGATGACAAAATTAATTAGGAGACATGTCATCTCTAGCTTA-3 " ~ P
44— 3’ ~ACTGTTTTAATTAATCCTCTGTACAGTAGAGATCGAATCTTAAGG-5

CxN-palind

Figura 5.3: Obtencdo dos fragmentos PO2Cx-RIl, CxPCxN, CxPCxN-gim e CxPCxN-palind.
Trés microgramas de cada par de oligonucleotideos, sintetizados sob encomenda pela GIBCO
BRL Custom Primers, foram misturados em tampéao de anelamento e incubados em temperaturas
decrescentes para anelar sua regido complementar. As setas indicam a dire¢ao da polimerizagéo
para 0 preenchimento das extremidades e conseqilente formag@o dos respectivos fragmentos
PO2Cx-RIil, CxPCxN, CxPCxN-gim e CxPCxN-palind.

Ensaios de EMSA com a proteing O2Cx-
ABL purificada

A determinacao da atividade da
proteina purificada foi realizada através
de ensaio de EMSA. A formagdo de
complexos DNA-Proteina foi analisada
através da adigdo de 4 ng da proteina
02Cx-ABL com 400 fmoies do fragmento
de DNA em tampao de ligagao (Hepes
10mM, pH 7,5 NaCl 50mM, DTT 1mM,
EDTA 1mM, BSA 2mg/ml, ssDNA
0.25ng/ul, Glicerol 10%) por 5 minutos a
temperatura ambiente. Foi entao
adicionado fragmento de DNA marcado
radioativamente (2 a 10 fmol) (cerca de

10.000¢cpm), totalizando um volume de
50pl de reagao. A mistura foi incubada
por 20 minutos a temperatura
ambiente. Adicionaram-se entao 5yl
de Tampao de amostra de EMSA
(Tris-HCI 250mM pH7,5, gliceroi 40%,
azul de bromofenol 0,2%, xileno
cyanol 0,2%). Nos experimentos de
competicdo, os competidores foram
adicionados ao tampdo de ligagao
antes da adicdo dos extratos
protéicos.

As amostras foram submetidas a
eletroforese em gel ndo desnaturante
de poliacrilamida 5% (30:1 acrilamida-



bisacrilamida), preparado em TBE 0,25X
(Trizma base 50mM, Acido Bérico
42mM, EDTA 0,5mM) contendo 5% de
glicerol. O tampao de corrida utilizado foi
TBE 0,25X. O gel foi pré-corrido por 30
minutos a 20V.cm™ . A eletroforese foi
realizada a 400V, 4°C por cerca de 150
minutos. O gel foi seco e submetido a
auto-radiografia por 12 a 24 horas.

Ensaio de EMSA com extratos nucleares

A formacdo de complexos DNA-
Proteina foi analisada através da adigao
de extrato nuclear (1 a 3ug) em Tampao
de Ligagdo (Tris-HCI 10mM pH 7,5, NaCl
100 a 300mM, DTT 1mM, Nonidet NP4 0
0,02%, EDTA 1mM, poly didC 20 a
40ng/pl, Glicerol 10%) por 5 minutos a
temperatura ambiente. Foi entao
adicionado fragmento de DNA marcado
radioativamente (2 a 10 fmol) {cerca de
10.000cpm), tofalizando o volume de
50ul de reagdo. A mistura foi incubada
20 minutos a temperatura ambiente.
Adicionaram-se entao 5yl de Tamp&ao de
Amostra de EMSA. As demais condigdes
utilizadas no ensaio foram similares as
descritas para o ensaio EMSA com a
proteina O2Cx-ABL recombinante.

Ensaio de Southwestern Blot com
extratos nucleares

Amostras contendo dez
microgramas de proteinas nucleares de
endospermas de Coix dos estagios !l, Il
e V de desenvolvimento foram
submetidas a eletroforese em SDS-
PAGE e transferidas para membrana de
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nitrocelulose (Hybond-C, Amersham).
A membrana foi incubada durante a
noite a 4°C em tampao de renaturagéo
(Tris-HCI 10mM pH7,4, EDTA 1mM,
NaCl 50mM, Triton X-100 1%, solugao
de Denhart's 1X e 100ng/ml de DNA
de esperma de salmio). A membrana
foi adicionalmente lavada por duas
vezes e incubada a temperatura
ambiente em 6ml da mesma solugao
acrescentada de 2,0x10° com da
sonda PO2Cx-Gbox. O excesso de
DNA marcado foi removido através de
quatro lavagens com a solugdo de
renaturacdo. A membrana foi seca e
submetida a auto-radiografia.

Conjugacdo de fragmentos de DNA
em particulas paramagnéticas

Os fragmentos de DNA dupla fita
utilizados no ensaio de cromatografia
de afinidade foram obtidos a partir do
anelamento de  oligonucleotideos
sintéticos ou através de amplificagdo
por PCR, conforme descrito
anteriormente para as sondas de
EMSA. O fragmento correspondente a
regido PO2Cx-RII biotinilada foi obtido
através do anelamento dos
oligonucleotideos: PO2CxRll-rev e
PO2CxRIl-bio (Tabela 5.2) de maneira
similar aquela descrita para o
fragmento PO2CX-RIl na Figura 5.3. O
fragmento contendo o sitio de ligagao
para o ativador de transcricao Opaco2
foi obtido a partir do anelamento dos
oligonucleotideos CxP e CxN-bio {de
maneira similar 2 mostrada na Figura
5.3). O fragmento correspondente &



regido PO2Cx-Gbox foi obtido por PCR
com os oligonucleotideos OLD e Gbox-
bio (Tabela 5.2). Os oligonuclectideos
com a terminacg&o “bio” apresentam uma
molécula de biotina na extremidade 5'.

No caso dos fragmentos obtidos
por anelamento de oligonucleotideos, as
extremidades naoc pareadas foram
preenchidas em 50ui de tampao de
Klenow (Tris-HC! 50mM pH7,6, MgCI2
10mM), contende 0,4mM de dCTP,
dGTP, dATP e dTTP. Trés unidades de
Klenow (Gibco) foram adicionadas na
reacdo, que foi incubada a 37°C por 45
minutos.

Uma amostra da reagao de
preenchimento contendo dez picomoles
de DNA biotinilado foi adicionada a 10ug
de esferas magnetizadas de poliestireno
conjugadas com estreptoavidina
(Dynabeads — Dynal) em 20ul de tampéo
Tris HCI 5mM pH7,5, EDTA 0,5mM e
NaCl 1M. A solucdo foi incubada a
temperatura ambiente por 15 minutos
sob agitagcdo em um homogeneizador
orbital (Marconi}). Com a finalidade de
remover 0 excesso de DNA biotinilado
as Dynabeads imobilizadas através de
magnetismo foram lavadas trés vezes
em 40ul do mesmo tampao.

Cromatografia de afinidade a DNA com a
proteina O2Cx-ABL purificada

Trezentos nanogramas da proteina
02Cx-ABL purificada foram adicionados
em 20ul de tampdo de ligagdo (Hepes
10mM pH7.9, KCI 50mM, EDTA 1mM,
DTT 10mM e BSA 2mg/mi) e incubados
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a temperatura ambiente por § minutos.
As  particulas de poliestireno
magnéticas (Dynabeads) contendo
DNA conjugado foram suspensas no
tampao de ligagdo contendo a
proteina recombianante O2Cx-ABL e
incubadas a temperatura ambiente por

20 minutos sob agitacdo em
homogeneizador orbital. As
Dynabeads imobilizadas por
magnetismo foram lavadas duas

vezes a temperatura ambiente por 3
minutos com 40ul de tampdo de
ligagao.

Andlise da cromatografia de afinidade
com O2Cx-ABL purificada

Amostras das solugbes de
ligacdo, de lavagem bem como das
Dynabeads foram incubadas com
tampéao de amostra de proteinas (Tris-
HCI 50mM pH 6,8, glicerol 8%, SDS
1%, pmercaptoetanocl 1%, EDTA 2mM,
azul de bromofenol) a 100°C por 5
minutos e submetidas a eletroforese
em dois géis de SDS-PAGE 15%. Um
dos géis foi corado com comassie blue
R-250 (Sigma), e 0 segundo foi
submetido a andlise de Western blot.

Na andlise por Western blot as
proteinas foram transferidas para uma
membrana de Nylon (Hybond-N,
Amersham), utilizando-se o aparelho
Muitiphor Novablot (LKB) conforme as
condigbes descritas por Ausubell et al.
(1994). Apos a transferéncia, a
membrana foi incubada em solugédo de
blogueio (2,5mM Tris, 137mM NaCl,
0,7mM KCI, 0,05%Tween20, 5%



molico) a 4°C por uma noite. Em seguida
a membrana foi incubada na solugéo
tampao 2,5mM Tris, 137mM NaCl,
0,7mM KCI, 1% molico contendo
anticorpo primario anti-Opaco2 de Coix
(1:10.000) por uma hora. Apds trés
favagens de 5 minutos com solugdo de
lavagem (2,5mM Tris, 137mM NaCl,
0,7mM  KCI,  0,05%Tween20), a
membrana foi incubada com anticorpo
secundario monoclonal anti-lgG (1:5000)
conjugado com fosfatase alcalina
(Sigma). O excesso desse anticorpo foi
removido atraves de trés lavagens por 5
minutos com a solugao de lavagem. A
membrana foi incubada por 5 minutos
em tampao de revelacao (Tris 100mM
pH 9,0 contendo 100mM de NaCl) e em
seguida incubado no escuro por 10
minutos com 5ml do  substrato
guimioluminescente  CSPD  (Tropix)
diluido 1:2.000 no mesmo tampdo. A
membrana foi submetida a auto-
radiografia.

Cromatografia de afinidade a DNA com
extratos nucleares

Trinta microgramas de extrato
nuclear de endospermas de Coix foram
adicionados a 60yl de tampao de ligagdo
(Tris 20mM pH 7,5, KCI 100mM, EDTA
2mM, DTT 2mM, NP40 0,04%, poli didC
1ug/ul e glicerol 20%) e incubados a
temperatura ambiente por 5 minutos. As
Dynabeads contendo DNA conjugado
foram suspensas no tampéo de ligagao
contendo as proteinas nucleares e
incubadas a temperatura ambiente por
20 minutos sob agitacdo em um

72

homogeneizador orbital. As
Dynabeads foram imobilizadas por
magnetismo e lavadas duas vezes a
temperatura ambiente por 20 minutos
com 120ul do mesmo tampdo de
ligacéo.

Analise da cromatografia de afinidade
com extratos nucileares

As Dynabeads contendo
proteinas conjugadas foram
suspensas em 10 pl de tampao de
fosforilagao (Tris 20mM pH 7,5, MgCl,
10mM, DTT 1mM) contendo uma
unidade de caseina-quinase Il (CKI
originaria de milho, produzida em
bactérias} ou proteina-quinase A
(PKA, obtida a partir de coragao de
boi). As proteinas selecionadas pelas
Dynabeads foram fosforiladas através
da adicdo de 2uCi de [yP*)] dATP
{3000Ci/mmol, 10mCi/ml -
Amersham), incubando-se a 30°C por
30 minutos. A reagao de fosforilagao
foi interrompida com a adicdo de 1yl
de EDTA 0,5M.

Foram adicionados 5upl de
tampdo de amostra de proteinas
diretamente nas reacoes de
fosforilagdo. As proteinas foram
desnaturadas a 100°C por 5 minutos e
submetidas a eletroforese em SDS-
PAGE 10%. O gel foi seco e auto-
radiografado.



Tabela 5.2: Seqguéncias dos oligonuclectideos sintéticos utilizados.
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PET-X 5-GAGAGCACAACGGTTTCCCTC-3'

ABL-SB 5-GAGGCTAATGTCGACAACAGG -3'

ABL-BS 5-TTAGCAGCCGGATCCATGACC-3'

ABL-SXV 5-TGTTGTCGACATTAGCCTCATTGACCTTTTGG -3'
ABL-SXF 5-TGTTGTCGACATTAGCCTCATTGAACTTTTGG -3
ABL-SXS 5-TGTTGTCGACATTAGCCTCATTTGACTTTTGG -3
L-SXL 5-CCCTGTTGTCGACATTCAGCTC -3'

L-SXI 5-CCCTGTTGTCGACATTAATCTC -3'

L-SXS 5'-CCCTGTTGTCGACATTTGACTC -3'

L-SXT 5-CCCTGTTGTCGACATTGGTCTC -3'

BL502Cx 5-AAGACATATGAAAGCCGCTCAC-3'

AB502Cx 5-GATCATATGGTGAGGCTTGC-3'

BL302Cx 5-GTGAGCTCGGATCCATGACCCG-3'

PO2Cx R dir 5-TGTACGTTTCAAGGATCCTTTC-3'

PO2Cx Rl rev 5-ACATTTTAGAGTAAGCTTGAC-3

OLD 5-CTATCTCGAGCTTGGCTTATTAC-3'

Gb 5-TCGTCACGCTACATACAT-3'

Gbox-bio 5'Bio*-TCGTCACGCTACATACAT-3'

* A denominagao "Bio" na extremidade 5' dos oligonucleotideos equivale a uma molécula de

biotina covalentemente ligada.
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n Conclusdes

1 - Foi estabelecido um novo processo 6 - Através desta metodologia foi

de producao e purificagdo das demonstrado que a quinta
proteinas 02Cx-ABL e 0O2Cx-L repeticdo do ziper de leucinas na
recombinantes em larga escala em proteina Opaco2 de  Coix
bactéria. influencia a dimerizagdo. Isto
2 - As proteinas O2Cx-ABL & 02Cx-L indica que a estrutura coiled-coil

se estende até essa regido do

recombinantes purificadas ) )
ziper de leucinas.

apresentaram alto grau de pureza.

7 - Os ensaios de dimerizagdo
indicaram que a substituicao da
tirosina por fenilalanina na posi¢ao
"a" da quinta repeticao influencia
significativamente a taxa de
dimerizagao.

3 - Ensaios de ligacao demonstraram
que a proteina Q2CX-ABL recom-
binante purificada apresentou
atividade de ligacdo a sitios alvos
especificos, podendo ser util em
estudos de interagéo DNA-proteina,
e no estabelecimento de sua 8 - Os ensaios de dimerizagéo

estrutura tridimensional através das indicaram ainda que a influéncia
técnicas de ressonancia magnética da posicao "d" na quinta repeticao
nuclear e difragcao de raios-X. esta relacionada com a

hidrofobicidade do residuo,
indicando assim outro possivel
mecanismo de dimerizacéo.

4 - Os ensaios de dicroismo circular
demonstraram que a proteina
recombinante purificada O2Cx-ABL
e capaz de formar a-hélice mesmo 9 - Os ensaios de dicroismo circular

na auséncia de DNA. Isto fornece permitiram calcular a constante de
indicios sobre a maneira pela qual a dissociacdo da a proteina O2Cx-
proteina Opaco2 interage com o ABL. O calculo desta constante
DNA. para as proteinas O2Cx-ABL e

5 - Foi estabelecida uma metodologia OZCX'I_‘ contfzndo mutagoes
baseada em SDS-PAGE para pontuais podera fornecer valores
precisos sobre as propriedades de

analisar a formag¢ao de dimeros e SR
dimerizagao.

heterodimeros da proteina Opaco2
de Coix. 10 - Foram identificadas trés regides
do promotor do gene Opaco2 que



apresentaram capacidade de ligacao
com fatores protéicos presentes em
extratos nucleares de endospermas
imaturos de sementes de Coix.

11 - Foi demonstrado que a intensidade

12

maxima de formag¢ao dos complexos
DNA-proteina detectados para as
trés regides do promotor coincide
com o estagio de desenvolvimento
do endosperma em que ocorre 0
maior acumulo de transcritos do
gene Opaco2. Uma indicagdo de
que os fatores protéicos envolvidos
na formagdo dos complexos
constituem moduladores envolvidos
na regulagao da expressédo do gene
Opaco2.

- Ensaios de EMSA com extratos
nucleares de sementes coletadas ao
meio dia e meia noite sugerem que
os fatores protéicos detectados nao
estao envolvidos no controle diurnal
de transcrigdo do gene OpacoZ.

13 - A comparacao entre os resultados

da anaélise de dele¢@o do promotor e
os dos ensaios de EMSA sugere um
padrao complexo de modulagdo
para a transcrigdo do gene Opaco2,
envolvendo a participagcao de
ativadores e repressores.

14 - Os resultados dos ensaios de

15

EMSA, Southwestern Blot, e de
cromatografia de afinidade indicam a
participacac de complexos multi-
protéicos na regulagao da
expressao do gene OpacoZ.

- Os resultados de Southwestern e
cromatografia de afinidade da regiao
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representada pelo fragmento
PO2Cx-Gbox sugerem a
participagao da proteina TBP (tata
binding protein) na formacgao dos
complexos DNA-proteina.
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