SECRETARIA
DE

| POS-GRADUACAD

; LB

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

INSTITUTO DE BIOLOGIA

ALINE SAMPAIO PINTO

INVESTIGACOES ESTRUTURAIS DOS DOMINIOS
FUNCIONAIS DAS MIOSINAS CLASSES VIII E XI

PRESENTES EM PLANTAS

Este exemplar ccirasponde & refzgéo final
da tese defendida pelo{a) candidato (a)

7

Adn & Finle - Dissertagdo apresentada ao Instituto de
; , Biologia para a obtengdo do Titulo de
Mestre em Biologia Funcional e

Molecular, na area de Bioquimica.

& aprovada pela Comiss&o Julgadora.

Orientador: Dr. Mario Tyago Murakami

Campinas, 2012



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA POR
ROBERTA CRISTINA DAL EVEDOVE TARTAROTTI - CRB8/7430
BIBLIOTECA DO INSTITUTO DE BIOLOGIA - UNICAMP

Pinto, Aline Sampaio, 1988-

P658i Investigacdes estruturais dos dominios funcionais das
miosinas classes VIl e X| presentes em plantas / Aline
Sampaio Pinto. — Campinas, SP: [s.n.], 2012.

Orientador: Mario Tyago Murakami.
Dissertacé@o (mestrado) — Universidade Estadual de
Campinas, Instituto de Biologia.

1. Cristalografia de proteinas. 2. Biofisica. 3.
Proteinas motores moleculares. 4. Miosinas. |.
Murakami, Mario Tyago. Il. Universidade Estadual de
Campinas. Instituto de Biologia. [ll. Titulo.

Informacdes para Biblioteca Digital

Titulo em Inglés: Structural investigations of the functional domains of plant myosins
(classes VIl and XI)

Palavras-chave em Inglés:

Protein crystallography

Biophysics

Molecular motor proteins

Myosins

Area de concentragdo: Bioquimica

Titulacao: Mestre em Biologia Funcional e Molecular

Banca examinadora:

Mario Tyago Murakami [Orientador]

Andrea Balan Fernandes

Claudio Chrysostomo Werneck

Data da defesa: 29-02-2012

Programa de Pos Graduacao: Biologia Funcional e Molecular



Campinas, 29 de fevereiro de 2012

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Mario Tyago Murakami (Orientador)

Profa. Dra. Andrea Balan Fernandes

Prof. Dr. Claudio Chrysostomo Werneck

Profa. Dra. Carmem Verissima Ferreira

Profa. Dra . Sandra Martha Gomes Dias

Assinatura

Assinatura

Assinatura



“A maioria das ideias fundamentais da ciéncia sdo
essencialmente sensiveis e, regra geral, podem ser

expressas em linguagem compreensivel a todos”

Albert Einstein


http://pensador.uol.com.br/autor/albert_einstein/

AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente aos meus pais por apoiarem e financiarem todos 84 km didrios até o
laboratério, bem como congressos, reunides cientificas e demais eventos que contribuiram para
minha formacao e para a conclusdo desse trabalho. Mas principalmente, agradeco pela confianca no

meu trabalho e por toda a torcida.

Aos meus irmaos que sempre apoiaram meus estudos e aprendizado, perguntando sempre o

que eu fazia e nunca entendendo e nada e, mesmo assim, me deram muita forca e torceram por mim.

Ao meu bebé, Nick, por sempre pedir atencdo e querendo passear enquanto eu precisava

estudar, mas nunca deixando de demostrar tanto carinho e consolo em todos 0os momentos.

Ao Gustavo Cremonesi, por ser sempre um grande amigo, companheiro me apoiando em
todas as etapas dessa jornada académica. Agradeco por todas as vezes que vocé compreendeu minhas

dificuldades, e mesmo aquelas que vocé nao entendeu, agradeco por respeitar.

A Joice Helena e Carla Cristina por tamanha amizade, companheirismo em todos os
momentos dentro e fora do laboratério. Por todas as risadas, aventuras e nos momentos dificeis,

agradeco por estarmos sempre juntas e por fazerem dos meus dias mais animados.

As minhas grandes amigas Lafs, Juliana e Camila, que desde a universidade me deram todo
apoio, carinho e amizade. Agradeco por ter vocés ao me lado e por poder compartilhar cada etapa

dessa jornada com vocé€s mesmo estando longe, porém, nunca ausente. Amo voces.

Ao Daniel MT por todo conhecimento, compreensdo, dedicagdo e apoio em todas as etapas

do desenvolvimento desse trabalho.



Ao Andrey Nascimento, companheiro de grupo, agradeco pela amizade, pelos momentos de
descontragdo, mas principalmente pelos conselhos e dicas que me deu todas as vezes que eu chegava

com um problema ou uma divida.

A todos os membros do grupo BBE (Biofisica e Biologia Estrutural), pela amizade, pela
contribuicdio nesse trabalho, seja ela de forma direta ou indireta. E com pesar que deixo o grupo

nessa nova etapa, levando comigo apenas as boas lembrancas.

A Priscila Giuseppe pela corregio tdo acurada desse trabalho que me ajudou a melhora-lo nos

ambitos tedrico e pratico além de aprimorar meu conhecimento sobre as técnicas desenvolvidas.

Ao meu orientador Mdario Murakami por todos os ensinamentos e conhecimentos me
passados desde a iniciagdo cientifica. Agradeco por me apoiar mesmo quando até eu ja ndo achava
que teriamos bons resultados e por ter me dado essa oportunidade de participar do seu grupo por
quase quatro anos. Todo conhecimento tedrico e pratico que adquiri, devo a experiéncia vivida nesse

periodo.

A banca examinadora, Andrea Balan e Claudio Werneck por aceitarem o convite de avaliar
esse trabalho e por fazerem com tanto apreco e sutiliza contribuindo para um resultado mais

sofisticado e elaborado.

As técnicas Andréia, Givanil, Teresa e Celisa pelo auxilio, orientagdes, por todos os favores e

pela contribuicao nesse trabalho.

As meninas Fernanda Basei, Priscila Ferreira, Germana Righetto e Edmarica Sousa, ndo s6
pela amizade, mas também por todas as vezes que eu fui ao seu grupo pedir alguma coisa emprestada

e vocés sempre me emprestaram de bom grado.

Aos amigos: Aline Santos, Alisson Cardoso, Angela Saito, Carlos Paier, Caroline Bondarik,

Cristiane Tambascia, Gustavo Mercaldi, Kelven Ulisses, Marcos Alborguetti, Rafael Canevarolo,

Vi



Renata Rocha, Sami Yokoo e Vanessa Pegos pelo dia-a-dia no laboratdrio, pela amizade, risadas,

conversas e toda ajuda que eu pedi a vocés. Agradeco por tudo e desejo sucesso a todos.

Agradeco a Deus pelas béncdos e protecio de cada dia, e também pela for¢a, ndo me

deixando desistir diante das dificuldades e por me permitir a realizagao de mais um sonho.

Aos técnicos e responsdveis pelos laboratérios de Espectrometria e Calorimetria (LEC) e
Espectroscopia de Massas (MAS) por ceder o espago e orientacao para desenvolver os experimentos

e andlises que contribuiram para a realizagdo desse trabalho.

A Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPESP), ao Conselho Nacional
de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldogico (CNPq), a Coordenacdo de Aperfeicoamento de

Pessoal de Nivel Superior (CAPES) e a Associagdo Brasileira de Tecnologia de Luz Sincrotron

(ABTLuS — MCT) pelo apoio financeiro.

vii



viii

SUMARIO

LISTA DE ABREVIACOES X
LISTA DE FIGURAS xi
LISTA DE TABELAS Xiv
RESUMO XV
ABSTRACT xvii
1-INTRODUCAO .1
1.1 Caracteristicas gerais das IMIOSINAS. ........ccovuuiiriuiiiriiieeniiee ettt et et e et e e s bt eesbaeesbeeesareeesareens 1
1.2 MI0SINAS A€ PLANTAS ....eoitiiiiiiieiiieeitee ettt ettt e et e et e e st eeeabeeeeabeeenabeeesaeeens 4
1.2.1 Miosinas de Classe VILL........coueoiiiiiiiiiieieee ettt sttt 5
1.2.2 MIOSINAS ClASSE X ...neiiiiiiiiieiiiiete ettt sttt ettt e bt et e sbeesateesaee e 5
1.3 Diversidade de genes de miosinas XI e a redundancia funcional ...........c.ccccoeoiiiiiiiiniiiiniiiinneenneen. 6
2 - JUSTIFICATIVA 8
3-OBJETIVOS 9
3.1 ODJELIVOS ZRTAIS...eeeuvieeurieeiteeeiteeeitieesetteestteesteeesteeessteeesaseeesstaeensseeassaeassseeansseeanseeenssaeessseesnnseesnssees 9
3.2 ODBJELIVOS ESPECITICOS ...eeuviiniiieiiieiieeieeet ettt ettt ettt e e saeeene e aeeeaneeene 9
4 - METODOLOGIA 10
A1 ANGLISE 11 STLICO ..ottt ettt et ettt e beeeanees 10
4.2 Vetores utilizados nesse traballio..........couiiiiiiiiiiiiiiiie e 11
Q) PGEM T €ASY (PFOMEGQ) ......ueeeeiiiiaiiiieiieeete ettt ettt ettt et e et e ettt e st e st e e st e e sabeeeeane 11
D) PET28A (INOVAGEML) ...ttt ettt et ettt et et e et e et e et e e st eesabeeesaseesans 12
C) PET282 SUMO ...ttt st ettt bt e s bt et esbb e s bt e s bt e eabeenseeeanees 13
d) PBTMILO (PLEXA) ..ottt ettt ettt et e bt et eesbteeabeenseeeaneas 14
) PACT (PTOMIEZQ) .ottt ettt et ettt e e e sttt e st e e s bt eesab e e e sabteesabeesnnbeesans 15
4.3 ConStrugao dOS CLOMES. .......eeiuiiiiieriiieieete ettt ettt ettt sre e b e eeneenseesanees 15
4.3.1 PCR (Polymerase Chain Reaction- Reacao em Cadeia da Polimerase).........cccoeevveevcuveenneeennennnns 15

4.3.2 Eletroforese em el de QZArOSE ........ccecueeeriuieeriiieeiiieeiieeesteeesiteeesieeeesreesssaeeeseeessseeesseeessseesssseenns 16



4.3.4 Purificacdo de bandas a partir do gel de agaroSe ..........oocueeueeriiiiiiiniiiieeeie e
4.3.5 Clonagem e€m PGEM-TEOASY......cooouiiiiiiiiiiieeite ettt ettt ettt e st e e s bee e abeeesabeeenes
4.3.6 Subclonagem Nos VEtOres d€ EXPIESSAO .....veeerureerriiieeriieeeriieeeriteeesiteestreestteesteeesseeesseeessseessseesns
4.4 Nomenclatura adOtada...........eeiiiiiiiiiiiie ettt et s
4.5 TESES € EXPIESSAO .uuvvreeererrieeeiitieeeeiitteeeesttteeeaaatreeeaaarteeesastaeessansseeessasseeessnssseeesanssseesssnsseeesensssees
4.6 Preparacio de eXtratos € PUITTICACAO .....cuuieiruriiiriiieeiiie ettt ettt et esbee et eesaneeenes
4.6.1 Dominio SH3 N-terminal da miosina XIa (6xHisSSUMO-A11aSH3) .......c.coovvviiiivieeiieeieinnnnen.
4.6.2 Dominio Dilute C-terminal da miosina XIa (6xHisSUMO-AT11aDilute)......ccccoeeeeeeeeeeeeeieeennnne.
4.6.3 Dominio cauda globular C-terminal da miosina XIg (6xHis-11gGT-f) .....coocviiniiiiniiiiniininns
4.6.4 Dominio cauda globular C-terminal da miosina XIh (6xHis-AT1hGT-ccd) ....cccccvvvviiiiniiinnnennns
4.7 TECNICAS A€ FEfOLAING ..ottt et ettt s e e st e e s abte e s abeeesabeeenaseesnns
4.8 QUANTICACAD € PUIBZA.....cc..viiiiieiiiiee ettt e et e e e et e e e sstaeeeeensaeeeeennsaeeeennnees
4.9 Clivagem cOm SUMODPIOTEASE ........cocueerriiiiiiniiiiieiee ettt ettt ene e e enees
A.10 WESIEETL DLOT ...ttt ettt et ettt et et eanees
411 DICrofSIMO CITCUIAT........coutiiiiiiiieiieeieee ettt sttt ettt e bt e s b e nseesanees
4.12 Espalhamento dinamico de luz (Dynamic light scattering - DLS) .......ccoovviiniiiiniiiiniiiiniceneeens
4.13 ESpectrometria de MASSAS .....cccverveeueerreeiienieeieeeiteetee st et esteeereeseesneeseeeneessnesneessneenneesnneeanees
4.14 Testes de CrIStAlIZACA......cccuiiiriieeeiieeiiee ettt ee et e et e et e et eeeeteesteeesbaeessseeessseeesnseeessseeennseennns
4.15 Confirmacdo de interacao por duplo-hibrido.........c.ceeviiiiiiiiiiiiieiiieeeeeeeeeeee e
S —RESULTADOS

ST ANAISE 171 STLICO ..ottt et ettt e et e et e e e e
5.2 Desenho dos 0ligONUCIEOtIAEOS........oouuiriiiriiiiierieeeeete e
5.3 Clonagem, expressao, purificacdo € analises biofiSICaS........evrviiiriieeriiieeiee e
5.3.1 Construg@0 ATTASHI ... .oiiieeeeeee ettt e et e et e e et e e etr e e ssaaeesssaeesnseeessseeennses
5.3.2 Construgdo 6XHiSSUMO-ATIADIIULE ....c...oooiiiiiiiiiiiieiceeeceteeeeeeee e
5.3.3 Construgdes 6xHis-AT1gGT-f € 6XHis-ATIZGT-CC ..oovuniiriiiiiiiiiiciiececeeeeeeeeee e

5.3.4 Construgdes A11hGT-ccp A11hGT-ccd

6 - CONCLUSAO

7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

16
16
17
18
18
19
19
20
21
22
22
23
24
24
25
26
26
26
27



LISTA DE ABREVIACOES

°C
6xHisTag
ATM
ATP
BCIP

BLAST
B-PER

CD
cDNA
C-terminal
DLS
DMSO
DNA
dNTP
DOC
DTT
E. coli
EDTA
FF
FPLC
gor
GPA
HP
IgG
kDa
LB
MYA
Myo
NBT
NPTN

Grau Celsius

Cauda de seis histidinas

Arabidopsis thaliana myosin - Miosina de Arabidopsis thaliana
Adenosina trifosfato

5-Bromo-4-chloro-3'-indolyphosphate p-toluidine - 5-Bromo-4-Cloro-3'-indolifosfato Toluidina P

Basic Local Alignment Search Tool — Ferramenta de procura de alinhamento local bésico
Bacterial-Protein Extraction Reagent - Reagente de extracdo de proteina bacteriana

Circular Dichroism - Dicroismo Circular

dcido desoxirribonucleico complementar

Carboxi-terminal

Dynamic Light Scattering- Espalhamento dinamico de Luz
Dimetilsulféxido

dcido desoxirribonucleico

Desoxirubonucleotideos Fosfatados

Deoxycholic - Acido deéxicélico

Dithiothreitol

Escherichia coli

Ethylenediaminetetraacetic acid - Acido etilenodiaminotetraacético
Fast Flow - Fluxo répido

Fast Protein Liquid Chromatography - Cromatografia liquida rdpida de proteina
glutationa redutase

Glicina, prolina e alanina

High Performance - Alta performace

Imunoglobulina G

Quilodaltons

Luria-Bertani

Miosina de Arabidopsis thaliana

Miosina

Nitro-blue tetrazolium - Nitro-azul tetrazolio

Nefronectia


http://www.umm.edu/altmed/articles/ethylenediaminetetraacetic-acid-000302.htm

N-terminal
PAGE
pb
PCR
PDB
pl
PMSF
PVDF
RNA
rpm
SAXS
SDS
TCEP
trxR
X-gal

Xi

Amino-terminal

PolyAcrylamide Gel Electrophoresis - Eletroforese em gel de Poliacrilamida
Pares de bases

Polymerase chain reaction - Reagdo em cadeia da polimerase

Protein Data Bank — Banco de dados de proteina

Ponto isoelétrico

Phenylmethylsulfonyl fluoride - Fenilmetilsulfonil fluoridrico.
Polyvinylidene Fluoride- Polivinilideno Fluoridrico

acido ribonucleico

Rotacdes por minuto

Small Angle X-ray Scattering - Espalnamento de Raio-X a baixos dngulos
Sodium Dodecyl Sulfate - Docecil sulfato de s6dio
Tris(2-carboxietil)Fosfina

tioredoxina redutase

X-galactose


http://www.pall.com/main/OEM-Materials-and-Devices/Product.page?id=47593

LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Arquitetura simplificada dos dominios de diferentes classes de miosinas.
Figura 2: Representacdo das 35 classes de miosinas conhecidas.

Figura 3: Esquema comparativo das miosinas classes VIII e XI.

Figura 4: Mapa fisico do vetor pPGEM T easy.

Figura 5: Mapa fisico do vetor pET28a.

Figura 6: Mapa fisico do vetor pET28a SUMO.

Figura 7: Mapa fisico do vetor pBTM116 (pLEXA).

Figura 8: Mapa fisico do vetor pACT.

Figura 9: Esquema explicativo do mecanismo de funcionamento do duplo hibrido.
Figura 10: Desenho esquemadtico das construgdes das miosinas de planta.

Figura 11: Gréficos mostrando os niveis de ordenacdo ao longo das construgdes da cauda
globular.

Figura 12: Alinhamento das sequéncias das maiores constru¢des da cauda globular das
miosinas XIg e XTh.

Figura 13: Alinhamento da regido do dominio SH3 das miosinas classe XI.

Figura 14: SDS-PAGE (8-18%) de tris glicina dos testes de expressao da proteina 6xHis-
AllaSH3.

Figura 15: SDS-PAGE e Western blot das fragdes da purificacdo de afinidade da proteina
AllaSH3.

Figura 16: SDS-PAGE 13% mostrando a clivagem com SUMOprotease da construcéo
AllaSH3.

Figura 17: Dados das anélises por espectrometria de massas das bandas do gel da
purifica¢do da construcao 6xHisSUMO-SH3.

Figura 18: SDS-PAGE da clivagem da proteina HtSUMO-A11aSH3 com SUMOprotease na
resina de niquel.

Figura 19: Fotos do pogos da placa de cristalizacdo da proteina 6xHisSUMO-SH3.

Figura 20: SDS-PAGE 13% da lise e cromatografia de afinidade da construgio
6xHisSUMO-11aDilute em duas diferentes cepas.

.02
03
06
11
12
13
14
15

T B P B VW OB B B BV

.30

p- 41

p43

xii



Figura 21: SDS-PAGE do teste de expressdo da constru¢do 6xHis-11gGT-f.

Figura 22: SDS-PAGE das fracdes da purificacdo de afinidade da proteina 6xHis11gGT-f.

Figura 23: Andlise da expressdo do vetor pET28a vazio.
Figura 24: Fragmento amplificado da constru¢do 6xHis-11gGT-cc.

Figura 25: SDS-PAGE do teste de expressdo da proteina 6xHisTag-11gGT-cc em BL21
(DE3) ASlyD pRARE IIL.

Figura 26: SDS-PAGE do refolding por chaperona artificial.
Figura 27: SDS-PAGE e western-blot da proteina 6xHis-11gGT-cc solubilizada.

Figura 28: Espectro de estrutura secunddria e grafico da desnaturacdo da proteina 6xHis-
11gGT-cc solubilizada.

Figura 29: Fragmento amplificado da constru¢do 6xHis-11hGT-ccp.

Figura 30: SDS-PAGE das fragdes da lise e da cromatografia afinidade da proteina
6xHis11hGT-ccp.

Figura 31: Western blot das fragcdes da afinidade da proteina 6xHis11hGT-ccp.

Figura 32: Modelagem do dominio A11gGT-f identificando as alfa-hélices e a regido do
dominio dilute.

p-
p.
.47

44
45

.48

.48

.49

.49

.50

.51

.52

.52

.57

Xiii



LISTA DE TABELAS

Tabelal: Enzimas de restri¢do utilizadas para a sub-clonagem das construgdes nos vetores
de expressao.

Tabela 2: Dados dos clones selecionados que apresentaram interacdes com a MyoSa de
humano.

Tabela 3: Composic¢do dos meios de cultura restringentes.
Tabela 4: Relagdo de dominios selecionados apds analises in silico.

Tabela 5: Predi¢des das caracteristica fisico-quimicas das construgdes das miosinas Xla,
Xlg e XIh elaboradas pelo ProtParam.

Tabela 6: Sequéncia e caracteristicas dos oligonicleotideos de iniciacdo de cada construgao.

Tabela 7: Condi¢des de testes de expressao realizados para obtenc¢do de proteina soldvel.

Tabela 8: Condigdes de testes de expressao realizados para obtengdo de proteina
6xHisSUMO-A11aDilute solivel.

Tabela 9: Dados obtidos na andlise por DLS para a constru¢cdo 6xHisSUMO-11aDilute.
Tabela 10: Relagao das condi¢des de lise e purificacdo testadas para 6xHis-11gGT-f.

Tabela 11: Dados fisicoquimicos das proteinas 6His-11gGT-f e Fator de elongagdo de E.
coli

Tabela 12: Resultado do teste do gene LacZ (teste do azul) feito em duplicata.

Tabela 13: Resultado do teste de crescimento em meio SD-WLH com concentragio
crescente de 3AT.

.18

.27

.29
.31
. 34

.35
.37

.42

.43
.46

.47

.54

.55

Xiv



RESUMO

As miosinas formam uma superfamilia de proteinas de alto peso molecular com atividade
mecanoquimica capaz de hidrolisar a molécula de ATP e de interagir com os filamentos de actina. A
estrutura das miosinas pode ser divida de modo geral em cabeca motora, pesco¢o e cauda. Sdo
conhecidas 35 classes de miosinas em eucariotos sendo a classe Il de miosinas denominada miosinas
convencionais e as demais chamadas de ndo convencionais. Em plantas sdo somente encontradas as
miosinas ndo convencionais de classe VIII e XI. A classe VIII caracteriza-se por sua alta
processividade sobre os filamentos de actina e a classe XI € a maior classe em nimero de genes,
tendo uma estrutura muito semelhante as miosinas de classe V. Uma terceira classe, a classe XIII, foi
posteriormente descoberta e somente foi encontrada no género Acetabularia apresentando dois
genes, porém essa classificacio € controversa havendo aqueles que dizem que as miosinas da classe
XIII possuem tanta afinidade filogenética com as da classe XI que elas deveriam compor uma tnica
classe. As miosinas VIII e XI desempenham papéis chave no transporte direcional de componentes
intracelulares em plantas, principalmente devido as grandes dimensdes das células de plantas que
ndo sobrevivem utilizando somente a difusdo como mecanismo de transporte intracelular. Neste
trabalho, buscamos selecionar os melhores representantes de cada classe a partir de andlises in silico
para desenvolvermos os testes de expressdo, purificacdo e andlises bioffsicas. Os dominios
selecionados, cauda globular (GT), dilute e SH3, foram clonados em pET28a e pET28aSUMO, os
testes de expressdo com diversas cepas de E coli, mostraram que o dominio dilute expressa em
grande quantidade na fragdo solivel, porém forma agregados impedindo as andlises biofisicas e os
ensaios de cristalizacdo. O dominio SH3 também foi obtido na forma solivel, porém em pouca
quantidade e apresentou migracdo andmala no gel, sendo identificado a partir de andlises de
espectrometria de massas. Foram realizados testes iniciais de cristalizacdo para o dominio SH3, mas
nao resultou na formagdo de cristais adequados a difracdo de raios X. A cauda globular foi obtida
apenas na fracdo insoluvel e submetida a procedimentos de refolding para sua solubilizagdo. Mesmo
conseguindo o reenovelamento da construgdo, a mesma se manteve agregada inviabilizando os testes
de cristalizag¢do. Por outro lado foram analisadas as interacdes da cauda globular da miosina XIh com

presas identificadas por duplo-hibrido realizado pelo nosso grupo com a miosina humana Va. Trés

XV
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das proteinas que interagiram com a miosina Va humana também mostraram sinais de intera¢cdo com
a miosina XIh de Arabidopsis, indicando que mesmo havendo diferencas nas sequéncias
polipeptidicas entre as classes de miosina, a estrutura tercidria se mantém permitindo que ambas

apresentem interagdes com algumas proteinas em comum.
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ABSTRACT

Myosins belong to a superfamily of high molecular weight proteins, presenting
mechanochemical activity by hydrolyzing ATP molecule and ability to interact with actin filaments.
The myosin structure can be divided into motor head, neck and tail. 35 myosin classes are known in
eukaryotic cells, where class II is known as conventional myosins and all others, as unconventional
myosins. Plants possess only unconventional myosins including classes VIII and XI. The class VIII, is
characterized by its high processivity on actin filaments while class XI possesses multiple genes and its
protein structure is very similar to class V myosins. A third class, XIII, was later discovered and only
found in Acetabularia genome presenting two genes. However this classification is controversial,
because some studies shown that class XIII myosins share such high phylogenetic similarity with class
XI that they should form the same class. Myosins VIII and XI play key roles on directional intracellular
components transport in plants, mainly due to the large plant cell size which would not survive only by
the diffusion mechanism for intracellular transport. In this work, we have selected the best
representative targets of each class from in silico analyses to develop the protein expression,
purification and biophysical characterization. The selected domains (globular tail (GT), dilute and SH3)
were cloned into pET28a and pET28aSUMO expression vectors. Results of expression tests with
several E coli strains, showed that dilute domain is expressed in large amounts in the soluble fraction;
however, it aggregates preventing biophysical analysis and crystallization trials. The SH3 domain,
expressed in low soluble concentration, presented an abnormal migration in SDS-PAGE and its identity
was confirmed by mass spectrometry analysis. Initial crystallization tests were conducted with SH3
domain, but owing to the low protein concentration only clear drops have appeared, and no crystals or
aggregates were observed. The globular tail domain, obtained only in insoluble fraction, was subjected
to refolding procedures/ techniques in order to recover its native-like state; however, even the refolded
protein displayed secondary structure, the protein remained aggregated. Furthermore, we analyzed the
interactions between of myosin XIh globular tail with pre-identified proteins by yeast two-hybrid
conducted by our group with human myosin Va. Three proteins that interacted with human myosin Va
also showed interaction with Arabidopsis myosin XlIh, indicating that despite of differences in
polypeptide sequences between the classes XI and V, the tertiary structure may be maintained allowing

both of them to have interactions with common proteins.



1 - INTRODUCAO

1.1 Caracteristicas gerais das Miosinas

Miosinas sdo proteinas motoras que juntamente com os filamentos de actina formam o
sistema actino-miosina que comumente é lembrado por sua acdo na contracdo muscular. Contudo
esse sistema estd presente em uma série de atividades celulares (HASHIMOTO et al., 2008), tais
como migracdo e adesdo celular, transporte e localizagdo de macromoléculas, transduciao de sinal,
supressdao tumoral (KRENDEL & MOOSEKER, 2005), morfogénese celular, contracao e fluxo
citoplasmético (REDDY & DAY, 2001). A miosina € capaz de caminhar ao longo dos filamentos de
actina e a0 mesmo tempo se ligar a alvos celulares denominados cargas (WALTER & HOLWEG,
2008).

As miosinas sdo constituidas de cadeias pesadas, sendo duas nas diméricas e uma nas
monoméricas. As cadeias pesadas sdo a sequéncia polipeptidica da proteina e sua arquitetura geral
compreende, de maneira simplificada, trés regides denominadas cabeca, pescogo e cauda. (Figura 1).
A cabega mecanoquimica (dominio motor) fica, na grande maioria das classes de miosinas, na regidao
N-terminal e suas cadeias pesadas t€ém propriedades ATPésicas (KINKEMA et al., 1994; BERNE et
al., 2004 e HASHIMOTO et al., 2008) sendo que a hidrolise do ATP libera energia para a miosina se
movimentar ao longo dos filamentos de actina (SHIMMEN & YOKOTA, 2004). O pescoco € uma
regido regulatéria do dominio motor que consiste de um ou mais motivos 1Q cuja sequéncia
consenso € IQXXXRGXXXR. O motivo IQ tem como fungdo a ligacdo de cadeias leves como
calmodulina (REDDY & DAY, 2001), sendo que o nimero de motivos 1Q presentes na regido do
pescogo entre as diferentes classes de miosinas varia entre zero e seis (SELLERS, 2000), havendo
excecdes como € o caso da miosina XXXla que apresenta 17 motivos 1Q, e a XXV que apresenta
oito (ODRONITZ & KOLLMAR, 2007). O dominio cauda situado na regidao C-terminal da miosina,
¢ extremamente varidvel em tamanho e estrutura. A regido proximal e medial da cauda pode
apresentar uma conformacao de dupla a-hélice espiralada (coiled-coil), que coordena a dimerizagao
das cadeias pesadas de miosina (KINKEMA et al, 1994, SELLERS, 2000, SHIMMEN &
YOKOTA, 2004 e GOLOMB et al. 2008). A regido distal da cauda, também denominada de cauda
globular, apresenta sequéncia e estrutura Unicas responsdveis por determinar a especificidade no

reconhecimento das cargas em cada classe de miosina (HASHIMOTO et al., 2008).



Revisdo recente sugere que as miosinas sejam agrupadas em 35 classes, além daquelas sem
classe definidas (6rfas), presente nos mais diversos organismos (ODRONITZ & KOLLMAR, 2007).
Durante décadas a unica classe de miosinas conhecida era a encontrada em musculos.
Posteriormente, com a descoberta das miosinas monoméricas, adotou-se a nomenclatura com
algarismos romanos sendo I para as miosinas monoméricas e II para as diméricas. Contudo, com o
advento de mais classes de miosinas estipulou-se a denominacdo das miosinas de classe II como
“convencionais” e as demais classes como “ndo-convencionais” que foram classificadas em ordem

cronoldgica de acordo com sua descoberta (SELLERS, 2000 e ODRONITZ & KOLLMAR, 2007).

‘1' Dominio motor:
Hidrdlise de ATP
Ligaga ti
e p gagdo a actina
‘-'\ Pal
/ A o\

Pescogo:
ligag&o a cadeia leve

~~—.. Cauda proximal e medial:

, Coiled-coil que coordena a
l dimerizagio

Cauda distal (globular):
Dominio de ligag&o a carga

Figura 1: Arquitetura simplificada dos dominios de diferentes classes de miosinas. Sdo mostradas representagdes de
trés diferentes classes de miosina. Destaque para a variagdo no nimero de cadeias leves do motivo IQ na regido do
pescogo, e a presencga de regides especificas na cauda da miosina V que permite a interacdo com o cargo (Adaptado de
TOTH et al, 2005).

Revisdo recente sugere que as miosinas sejam agrupadas em 35 classes, além daquelas sem
classe definidas (6rfas), presente nos mais diversos organismos (ODRONITZ & KOLLMAR, 2007).
Durante décadas a unica classe de miosinas conhecida era a encontrada em musculos.

Posteriormente, com a descoberta das miosinas monoméricas, adotou-se a nomenclatura com



algarismos romanos sendo I para as miosinas monoméricas e II para as diméricas. Contudo, com o

advento de mais classes de miosinas estipulou-se a denominacdo das miosinas de classe II como

“convencionais” e as demais classes como “ndo-convencionais” que foram classificadas em ordem

cronoldgica de acordo com sua descoberta (SELLERS, 2000 e ODRONITZ & KOLLMAR, 2007).
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Figura 2: Representacdo das 35 classes de miosinas conhecidas. O esquema adaptado de ODORNITZ & KOLLMAR
(2007) mostra a representacdo comparativa das classes de miosinas bem como os dominios presentes em cada classe.



1.2 Miosinas de plantas

Dentre as miosinas ndo-convencionais, estdo aquelas pertencentes as classes VIII e XI
encontradas apenas em plantas. A maioria dos estudos com essas classes de miosinas foram
realizados com produtos génicos de Arabidopsis thaliana, uma dicotiledonia considerada organismo
modelo para estudo genéticos e moleculares por apresentar caracteristicas bem delimitadas
(BAKKER et al., 2006), como genoma relativamente pequeno (cerca de 125 milhdes de pares de
base, 25 mil genes e 5 cromossomos), ciclo de vida curto e capacidade de autofecundacdo
(GILMOUR et al., 1988).

Sdo descritas na literatura duas classes de miosinas exclusivas de plantas: classe VIII com 4
genes (MYOS8-A, MYOS8-B, MYOS8-C ou ATM1 e MYOS8-D ou ATM2), e classe XI formada por 13
genes (MYO11-A, MYOI11-B, MYO11-C, MYO11-D, MYOL11-E, MYOI11-F, MYO11-G, MYOl11-
H, MYOI11-I, MYO11-J, MYO11-K, MYOI11-L ou MYAI e MYO11-M ou MYA2). As miosinas
em plantas assim como em outros organismos estdo frequentemente associadas aos filamentos de
actina (REDDY & DAY, 2001) e essa interagdo proporciona grande dinimica intracelular
denominada de fluxo citoplasmdtico que compreende o trifego de organelas como reticulo
endoplasmatico, mitocondria, complexo de Golgi, peroxissomos e vesiculas de endomembranas.
(SHIMMEN & YOKOTA, 2004).

Ainda, pouco se sabe sobre as propriedades funcionais e estruturais das miosinas de planta
quando comparado com outras classes onipresentes em mamiferos em geral (KINKEMA et al.,
1994). No género Acetabularia, foi caracterizada a miosina classe XIII (REDDY & DAY, 2001;
VUGREK et al., 2003), contudo devido a sua alta similaridade com a classe XI ainda existem
controvérsias quanto a sua classificacdo em uma nova classe.

Sao descritos na literatura, dois dominios funcionais em miosinas de plantas: dominio Dilute
e dominio SH3. O dominio Dilute, encontrado em diversas classes de miosina, consiste de uma
regido da cauda globular com cerca de 850 aminodcidos cuja funcdo é desconhecida. Alguns grupos
especulam sua participacdo na estabilidade da cauda e sua relevancia na ligacdo a carga (LI &
NEBENFUHR, 2007; LI & NEBENFUHR, 2008; HASHIMOTO et al, 2008; LI et al, 2008).

O dominio SH3 (Src¢ homology 3 domains) é um dominio pequeno, cerca de 160
aminodcidos, presentes em diferentes proteinas. Sua estrutura em Caenorhabditis elegans foi

resolvida por cristalografia a 2.00 A (LIM et al, 1994), e posteriormente foi determinada sua



estrutura com diversos ligantes por ressonincia magnética nuclear (FENG et al., 1995). O dominio
SH3 se liga em regides ricas em prolina com moderada afinidade e seletividade, preferencialmente
por motivos do tipo PxxP. Suas atividades conhecidas até 0 momento sdo: regulacio de enzimas por
interacdes intramolecular; mudanga de localizagcdo subcelular dos componentes da via de sinalizagdo;
e auxilio na montagem de complexos multi-proteicos (NGUYEN et al., 2000; FERGUSON et al.,
2004).

1.2.1 Miosinas de classe VIII

A primeira miosina de classe VIII foi identificada em Arabidopsis thaliana, e estudos com
miosinas dessa classe revelaram propriedades fisicas unicas como, por exemplo, a alta
processividade ao longo dos filamentos de actina (SELLERS, 2000). Reddy e Day em 2001
descreveram quatro genes de miosinas para a classe VIII de Arabidopsis thaliana, todas com peso
molecular de aproximadamente 130 kDa, apresentando 150 a 200 residuos na regido N-terminal (a
montante do dominio mecanoquimico), trés ou quatro motivos IQ no dominio pescoco, um pequeno
segmento coiled-coil (figura3a) e um pequeno dominio rico em glicina/prolina/alanina (GPA).
Informagdes sobre a estrutura tridimensional e funcao dessa classe de miosinas s@o escassas, todavia,
hipdteses sobre sua fungdo incluem a regulacdo do tamanho do poro do plasmodesmo e translocacao
de vesiculas endociticas (GOLOMB et al., 2008) uma vez que ja mostrado em experimentos de
fluorescéncia que dominio cauda da MyoVIIId (ATM2) quando co-expresso in vivo com diversas

organelas, se co-localiza com endossomos (SATTARZADEH et al, 2008).

1.2.2 Miosinas classe XI

A classe XI de miosina foi a primeira a ser identificada em Arabidopsis thaliana e apresenta
grande similaridade estrutural e funcional com a classe V (HASHIMOTO et al., 2008). Uma
caracteristica que denota essa similaridade € que ambas as classes apresentam seis motivos IQ no
dominio pescoco e uma cauda com segmentos de coiled-coil intercaladas com segmentos nao-
helicoidais (figura 3b) (SELLERS, 2000).

Das classes de miosinas presentes em plantas, os membros da classe XI estdo frequentemente
relacionados ao fluxo citoplasmético (WALTER & HOLWEG, 2008; TOMINAGA et al., 2003). Ja
foram descritos 13 genes de miosinas para a classe XI em Arabidopsis thaliana, entre eles estao os

mais estudados MYA1 e MYA2 (HACHIKUBO et al., 2007). O grande nimero de miosinas na



classe XI pode ser resultado da duplicagdo de genes ou separacio de fun¢do em diferentes tecidos ou
diferentes fases do ciclo de vida (REDDY & DAY, 2001). Utilizando anticorpos contra miosinas XI
purificadas foi observado sua co-localizacio com organelas no tubo polinico de Lilium sp
(YOKOTA et al., 1995), bem como feixes de actina em algas verdes do gé€nero Acetabularia
(YAMAMOTO & KASHIYAMA, 1999). Estudos de imunolocaliza¢@o indicam que duas diferentes
miosinas XI, uma de 170 kDa e outra de 175 kDa, estdo associadas a diferentes tipos de estruturas
membranosas em tubos polinicos de tabaco (Nicotiana tabacun L. cv bright yellow-2 [BY-2])
(YOKOTA et al., 1999). Liu e colaboradores em 2001 demonstraram a interagdo com a membrana
plasmética e de mitocondrias e Holweg e Nick (2004) reportaram que o knockout do gene
Arabidopsis MY A2 (miosina XIm) causa severa inibicdo do crescimento, fertilidade e transporte do

hormoénio auxina.

Figura 3: Esquema comparativo das miosinas classes VIII e XI. Em A: miosina classe VIII e B: miosina classe XI. O
esquema mostra a regido do dominio motor, coiled-coil e caudas proximal e distal.

1.3 Diversidade de genes de miosinas XI e a redundancia funcional
Andlises filogenéticas das miosinas indicam que a origem de plantas floriferas estd associada
com uma ruptura e duplicacao na classe XI e uma tnica duplicac@o na classe VIII. Essas duplicagdes

foram seguidas por sub-funcionalizacdo de miosinas paralogas e especializacdo funcional adicional



em diferentes grupos de plantas, o que provavelmente resultou na duplicagdo de linhagens-
especificas (PAREMYSLOV et al., 2011).

Estudos com cada gene knockout da miosina classe XI de Arabidopsis thaliana mostraram
que quando um unico gene era inativado, o desenvolvimento da planta ocorria normalmente em
condi¢des Otimas de crescimento, sugerindo redundincia funcional das miosinas de planta
(PAREMYSLOV et al., 2008). Sendo assim, PROKHNEVSKY e colaboradores em 2008 sugeriram
que a inativa¢do de mais de um gene de miosina € necessaria para determinar o papel das miosinas
no desenvolvimento da planta, uma vez que notaram que os genes de miosina XI-K, XI-L e XI-M
contribuem para o transporte do complexo de Golgi; que para o transporte de peroxissomos,
miosinas XI-K e XI-L aparecem para cooperar, € o envolvimento da miosina XI-M apenas ocorre se
a miosina XI-K estiver presente, sugerindo a formac¢do de um heterodimero. Ja para o transporte de
mitocondrias as miosinas XI-K e XI-L tém moderada contribuicdo uma vez que as miosinas XI-M e

XI-B, possivelmente, sdo majoritarias nessa funcao.



2 — JUSTIFICATIVA

As miosinas ndo-convencionais apresentam grande importincia em diversos processos
fisiol6gicos da célula como transporte de organelas e vesiculas, formato celular, desenvolvimento
embriondrio e outros. No caso de plantas, existe um ponto critico adicional que sao as super-
dimensdes celulares que ndo permitem a difus@do como dnico mecanismo de transporte intracelular.
Tais proteinas transportadoras usufruem de um sofisticado mecanismo de movimentagdo
mecanoquimico e sua regulacdo e especificidade se baseiam em modificacdes e acoplamento de co-
transportadores proteicos. Estudos estruturais e biofisicos sdo de grande valia nessa drea para
avancarmos na compreensdo das miosinas de plantas, uma vez que tais estudos nos permite
compreender melhor os mecanismos de interacdo entre tais dominios e os ligantes. Deste modo este
trabalho visa fornecer caracterizacdo biofisica, bioquimica e estrutural das miosinas de Arabidopsis
thaliana.

Devido ao desafio de produzir essas proteinas na forma soliivel e em quantidades
necessdrias para os estudos estruturais, iniciamos com vdrias construgoes das diferentes miosinas

de plantas visando a escolha de pelo menos um alvo para as caracterizagoes.



3 - OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

Selecionar, caracterizar dominios das miosinas das classes VIII e XI de Arabidopsis thaliana

que possam ser produzidos de forma soltvel para estudos biofisicos e estruturais e, se possivel,

determinar sua estrutura cristalografica.

3.2 Objetivos especificos

Selec¢do in silico de dominios possivelmente estruturados;

Clonagem;

Expressdo em escala analitica e selecdo das construcdes expressas na fragdo solivel;
Padronizagdo da expressdo em larga escala;

Purificacdo dos dominios funcionais estruturados;

Andlises espectroscépicas (Dicroismo circular [CD] e Espalhamento dinamico de luz
[DLS])

Testes de cristalizagao



4 - METODOLOGIA
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4.1 Analise in silico
A nomenclatura dos genes de miosinas de classe VIII e XI de Arabidopsis thaliana utilizada
neste projeto segue a proposta de Odronitz e Kollmar, e pode ser encontrada no banco de dados de

miosinas CyMoBase (http://www.cymobase.org/cymobase). A sequéncia polipeptidica codificada

por cada gene foi analisada nos bancos de dados NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), TAIR

(http://www.arabidopsis.org/) e UNIPROT (http://www.uniprot.org/). Para a identificacdo dos

dominios presentes em cada um dos genes de miosinas classes VIII e XI foi utilizado o preditor

SMART (http://smart.embl-heidelberg.de/). A partir desses dados, foram realizadas anélises de

predicdo de regides ordenadas e desordenadas das proteinas codificadas por cada gene utilizando os

programas Foldindex (http://bip.weizmann.ac.il/fldbin/findex/), IUPRED (http://iupred.enzim.hu/) e

PRDOS (http://prdos.hgc.jp/cgi-bin/top.cgi) a partir das sequéncia polipeptidicas de cada proteina.

Tais andlises foram feitas com a sequéncia completa da proteina, e posteriormente apenas com a
sequéncia equivalente a regido de cada dominio de interesse. Os dominios preditos como ordenados
foram  submetidos a  modelagem  molecular  através do  programa  Modeller

(http://toolkit.tuebingen.mpg.de/hhpred). As modelagens foram visualizadas no programa Pymol

(DeLANO, 2002), onde foi feita a comparacdo dos modelos com a estrutura secundaria dos dominios
a fim de elaborar as construcdes. As andlises in silico foram realizadas a fim de permitir uma selecdo
mais cautelosa dos alvos possibilitando a escolha daqueles que possam exibir melhores resultados.
Os dominios foram selecionados de acordo com a predi¢do de ordem/desordem e a sua importancia
nas funcgoes da proteina. Utilizando 0 programa Oligo Analyzer

(http://www.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer) foram preditas as temperaturas de

melting da regiao complementar ao cDNA e do oligonucleotideo inteiro além de possiveis formagdes
de grampos em cada oligonucleotideo. Constru¢des que foram elaboradas com a regido do coiled-
coil foram analisadas no preditor Coils Server
(http://www.ch.embnet.org/software/COILS_form.html) que prediz possiveis picos coiled-coil. As
caracteristicas fisico-quimicas de cada constru¢do foi predita pelo programa ProtParam

(http://web.expasy.org/protparam/).


http://www.cymobase.org/cymobase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.arabidopsis.org/
http://www.uniprot.org/
http://smart.embl-heidelberg.de/
http://bip.weizmann.ac.il/fldbin/findex/
http://iupred.enzim.hu/
http://prdos.hgc.jp/cgi-bin/top.cgi
http://toolkit.tuebingen.mpg.de/hhpred
http://www.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer
http://www.ch.embnet.org/software/COILS_form.html
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4.2 Vetores utilizados nesse trabalho

Foram utilizados nesse trabalho diferentes plasmideos com finalidades distintas de acordo com
as necessidades de cada técnica. Estre eles estdo o vetor de clonagem (pGEM-T easy), vetores de
expressdao (pET28a e pET28aSUMO) além dos vetores utilizados para andlises de duplo hibrido
(pBTM116 e pACT).

a) pGEM T easy (Promega)

O sistema de vetor pGEM T-easy € largamente utilizado para a clonagem de produtos de
PCR. O plasmideo possui uma timina ligada a cada uma das extremidades 3°, o que impede a
recircularizacdo do plasmideo e melhora a eficiéncia de ligacdo de produtos de PCR, pois algumas
polimerases termoestdveis, como a Taq, adicionam uma adenina nas extremidades 3’ do fragmento
amplificado (figura 4) (CLARK et al, 1988). Esse vetor possui 3,0 kb e apresenta o gene de
resisténcia a ampicilina como marca de selec¢do, origem de replicacio do fago F1 (ori), sitio multiplo
de clonagem e os promotores T7 e SP6 flanqueando a regido de clonagem. Além disso, possui na sua
constitui¢do parte do gene lacZ que codifica o fragmento amino terminal da enzima (-galactosidase,
utilizada para mecanismo de selecdo nos procedimentos de clonagem. S@o adicionados para

flanquear o sitio de insercao os sitios de reconhecimento das enzimas de restricio EcoR/I e Notl/.

Xmn 1 2009
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Scal 1890 \2707 T7 1
1 start
f1 ori Apal 14
Aatll 20
Sphl 26
BstZ | 31
Amp' Ncol 37
2 PGEM®-T Easy 1acZ Bstz| | 43
Vector T T Roth i
(3015bp) e

EcoR | 52
Spel 64
E’cjoR | 70
Not | 77
BstZ | 77
1 Pst| 88
ori Sall 90
Nde | 97
Sacl 109
BstX | 118
Nsil 127
141

T spe

Figura4: Mapa fisico do vetor Pgem T easy.



b) pET28a (Novagem)

O vetor pET28a (figura 5) ¢ comumente usado para expressdo heter6loga de proteinas em
bactéria possuindo 5.369 pb Apresenta um codificador para o marcador de selecdo canamicina. Sob
controle do promotor T7, esse vetor carrega uma regido codificante para a cauda de histidina (6xHis)
que € expressa fusionada a regido N-terminal da proteina de interesse que serd inserida no sitio
multiplo de clonagem. Estudos mostram que a eficiéncia da cauda de histidina como uma chaperona
nao € considerada como eficiente quando comparada as proteinas GroEL e GroES, entretanto a sua
fusdo a proteina alvo permite facilidades no isolamento desta durante a cromatografia de afinidade
por niquel (HAACKE et al., 2008). H4 uma configuracdo opcional para quem deseja a fusido da

cauda na regido C-terminal. O vetor também trds uma sequéncia substrato para a acao de trombina.
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PspS 11(2230)

Figura 5: Mapa fisico do vetor pET28a.
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¢) pET28a SUMO

O vetor pET28aSUMO ndo ¢ um vetor comercial. Consiste de uma mortificacdo no vetor
pET28a no qual foi adicionada em sua sequéncia original, a sequéncia polinucleotidica que codifica
a proteina SUMO entre os sitios de Nhe/ e BamH/. Tal modificacdo confere um tag de SUMO para a
proteina clonada nesse vetor (figura 6). Diversos estudos apontam tal fusdo como responsével pela
melhoria na solubilidade e no aumento do rendimento da expressao heter6loga de proteinas (BUTT
et al., 2005; MARBLESTONE et al., 2005). Por tanto, esse vetor também foi utilizado para os testes

de expressao desse trabalho a fim de melhorar a solubilidade e o rendimento das proteinas-alvo.
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N-6His

Ndel (4791}

Nhel {4796)

BamHI (5092)
EcoRI(5098)
Sacl{5108)
Sal {5111}
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Xho! (5132)
Aval(5132)

Apoll (3924)

pET28a_SUMO
5633 bp

Xmaf ({729}
Aval (729)

smal{731)

Clal(912)
Apoll {(1988)

Sap/{1920)
Apoll {1489}

Figura 6: Mapa fisico do vetor pET28a SUMO.
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d) pBTM116 (pLEXA)

O vetor pPBTM 116 (figura 7) é um plasmideo comumente utilizado nos procedimentos de
realizacdo de sistema de Duplo-Hibrido em leveduras. Apresenta proximo ao sitio multiplo de
clonagem, uma sequéncia codificante para o dominio proteico de ligacdo ao DNA de do fator de
transcricdo que € transcrito fusionado a proteina de interesse e sob o controle do promotor de ADHI
(Alcohol deydrogenase 1). O plasmideo apresenta 5.693 pb e contém o gene TRP que confere
prototrofia as cepas de leveduras que sdo mutantes auxotréficos para triptofano, funcionando como
um marcador de selecdo, ou seja, leveduras transformadas com esse vetor sdo capazes de crescer em
meio de cultura que ndo apresentam triptofano em sua constituicdo (VOJTEK ez al., 1993; BARTEL
& FIELDS, 1995). Outro marcador de selecdo € a ampicilina que, para o vetor utilizado neste

trabalho, foi substituido por canamicina.
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Bgll (34700 Full (2285)

Figura 7: Mapa fisico do vetor pPBTM116 (pLEXA).
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d) pACT (Promega)

O plasmideo pACT (figura 8) é amplamente utilizado em metodologias de sistema de Duplo-
Hibrido em leveduras, uma vez que permite a transcri¢do do dominio ativador transcricional, GAL 4,
do fator de transcrig¢do, fusionado a sequéncias codificantes de proteinas de uma biblioteca de cDNA
de interesse. Apresenta 5.566 pb, o marcador de selecdo é a ampicilina, e contém o gene LEU, que
confere prototrofia as cepas de leveduras que s@o mutantes auxotréficos para leucina, ou seja,
leveduras transformadas com esse vetor, sdo capazes de crescer em meio de cultura que ndo

apresentam leucina em sua constitui¢dao
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Figura 8: Mapa fisico do vetor pACT.

4.3 Construcao dos clones
4.3.1 PCR (Polymerase Chain Reaction- Reacao em Cadeia da Polimerase)

Com base nas andlises in silico foram desenhados oligonucleotideos, contendo sitios de
restri¢do, para amplificar as regides selecionadas dos dominios escolhidos a fim de facilitar a
clonagem nos vetores de expressdo. O RNA total de flor e folha de Arabidopsis thaliana foi
cordialmente cedido pelo professor Dr. Celso Benedeti, do Laboratério Nacional de Biociéncias. O

RNA foi utilizado na sintese da primeira fita de cDNA com o kit da Fermentas de acordo com as
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instrucdes do fabricante. Inicialmente, as amplificacdes do cDNA foram feitas para as construgdes
Dilute, SH3 e todas as constru¢des da cauda globular da miosina XIg. Em um segundo momento
foram feitas as amplificacOes para as constru¢des da cauda da miosina XIh. As temperaturas usadas
para a amplificacdo por PCR foram baseadas no seguinte cdlculo: A primeira temperatura de
anelamento foi resultado da média das temperaturas de melting especificas dos oligonucleotideos
sense e anti-sense, subtraindo 4°C. A terceira temperatura foi resultado da média das temperaturas de
melting gerais dos oligonucleotideos sense e anti-sense subtraindo 4°C. A segunda temperatura de
anelamento foi a média da primeira e terceira temperaturas. Todo procedimento foi realizado com
dNTP 0,2 mM, MgCl, ou MgSO4 1,5 mM, 0,2 uM de cada oligonucleotideo e 1.0 unidades de Taq
DNA Polimerase Platinum ou High Fidelity em termociclador. As constru¢des 11gGT-f e 11hGT-
ccp foram amplificadas com ciclos diferenciados devido a dificuldade de amplificacio nos
procedimentos padrdes. As temperaturas de anelamento usadas para a amplificagdo da construcio
11gGT-f foram: 47 °C, 52 °C e 60 °C. Para a constru¢do 11hGT-ccp foi usada apenas a média da
maior temperatura de melting dos oligonucleotideos sense e anti-sense, subtraindo 4 °C, resultando

em temperatura de anelamento de 61,2 °C.

4.3.2 Eletroforese em gel de agarose

O resultado das PCRs foi confirmado pela andlise dos fragmentos em géis de agarose 1%
(massa/volume) em TAE (Tris-HCI 40mM; acido acético 20mM; EDTA 1mM), também utilizado
como tampdo de corrida. As amostras foi adicionado um quinto do volume de loading buffer (azul de
bromofenol 25% e sacarose 40%) e um quinto do volume de Gel Red"™. Durante a corrida foi

mantida a voltagem fixa de 100 Volts.

4.3.4 Purificacao de bandas a partir do gel de agarose
As bandas referentes aos insertos amplificados, foram purificados com o uso do kit de

purificacdo de gel da Qiagen conforme especificagdes do fabricante.

4.3.5 Clonagem em pGEM-Teasy

Os insertos amplificados e purificados foram clonado em pGEM-Teasy a fim de facilitar o
sequenciamento dos mesmos. Para a reacdo de ligacdo foram utilizados 25 ng do vetor, 100 ng do
produto de PCR e 0,3 unidades de T4 DNA ligase. A reagcao foi mantida de 14 a 18 horas a 4°C.

Decorrido este periodo, a cepa E coli DH5a foi transformada com cada constru¢do clonada em
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pGEM-Teasy por choque térmico e a cultura foi plaqueada em meio LB sélido com ampicilina e X-
gal. A presenca de X-gal permite a selecdo de colOnias bacterianas que apresentem o inserto da
construgdo de interesse inserido no vetor pPGEM-Teasy uma vez que o vetor possua o gene LacZ que
codifica a enzima [-galactosidase capaz de hidrolisar o X-gal produzindo um precipitado que confere
cor azul as bactérias. Entretanto, quando um inserto € inserido no vetor pGEM-Teasy, ele interrompe
o gene LacZ bloqueando a hidrdlise de X-gal e conferindo as coldnias bacterianas a cor branca. Dez
colOnias brancas de cada constru¢do foram inoculada em 5 mL meio LB liquido com ampicilina.
ApOs o crescimento por 14 a 18 horas a 37 °C, 200 rpm, foram retirados 5 pL da cultura para uma
varredura dos clones por PCR a fim de detectar clones que apresentam os insertos. Para a
amplificacdo dos fragmentos foram utilizados o oligonucleotideos M 13 sense e anti-sense, utilizando
coldnias azuis como controle negativo, uma vez que a amplificacdo do vetor vazio resulta em uma
banda de aproximadamente 250 pb. A presenca dos insertos foi confirmada por andlise em gel de
agarose 1% e as amostras que apresentaram os fragmentos correspondentes as construcdes foram
submetidas a uma mini preparacdo de DNA plasmidial utilizando o kit comercial Mini-prep da
Qiagen, segundo instru¢des do préprio fabricante. Os insertos isolados tiveram sua sequéncia
confirmada por sequenciamento automético utilizando oligonucleotideos sense e anti-sense do

proprio vetor (M13) utilizando o sistema de sequenciamento por sondas disponivel no LNBio.

4.3.6 Subclonagem nos vetores de expressao

Para a sub-clonagem nos vetores de expressdo pET28a e pET28aSUMO, os insertos foram
clivados do pGEM-Teasy utilizando enzimas de restricdo Fast digest da Fermentas, de acordo com
os sitios inseridos nos oligonucleotideos de cada construcio (tabela 1). Para a clivagem dos vetores
de expressao e dos fragmentos em pGEM-Teasy foram utilizados 500 ng do inserto, 1 pg do vetor,
20 unidades de cada enzima do sitio de clonagem e tampao especifico para enzimas Fast digest. As
reacOes foram mantidas em banho seco a 37 °C por 3 horas. Apds andlise em gel de agarose 1%, os
fragmentos e os vetores foram purificados de acordo com o item 4.2.4. A ligacdo dos insertos nos
vetores de expressdo digeridos foi feita utilizando a propor¢do 2:1 (inserto:vetor), 5 unidades/uL da
enzima T4 DNA ligase e tampdo especifico da enzima a 4°C overnight. Para a confirmagdo das
construgdes e andlise de sua sequéncia, foi realizado um sequenciamento automético tendo como

iniciadores os oligonucleotideos sense e anti-sense de cada construgao.
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Tabelal: Enzimas de restricao utilizadas para a sub-clonagem das construcoes nos vetores de expressao. Para a
clonagem das constru¢des nos vetores pET28a e pET28aSUMO foi desenhado um unico par de oligonucleotideo
contendo os sitios de restricio para as enzimas de ambos os vetores.

Construcao Clonagem em pET28a Clonagem em pET28aSUMO Clonagem em pBTM116
All1aSH3 Ndel e Xhol EcoRI e Xhol -
Al11aDILUTE Ndel e Xhol EcoRlI e Xhol -

Al1gGT-f Nhel e Xhol EcoRI e Xhol -
Al11gGT-cc EcoRI e Xhol - -
A11hGT-ccp Ndel e Xhol - EcoRlI e Sall
A11hGT-ced - - EcoRl e Sall

4.4 Nomenclatura adotada

Para as construcdes clonadas no vetor de expressdo pET28a foi usada a abreviacdo 6xHis
antes do nome da construcdo, indicando a presenca da cauda de histidina na regido N-terminal da
construcdo. Para construgdes clonadas em pET28aSUMO, foi utilizada a abreviagdo 6xHisSUMO
indicando a presenca da cauda de polihistidina, também na regido N-terminal seguida da proteina de

fusdo SUMO.

4.5 Testes de expressao

Os plasmideos das constru¢des dos dominios 11aSH3, 1l1aDilute, 11gGT e 11hGT nos
vetores pET28a ou pET28-SUMO foram usados para transformarem diferentes cepas de E coli.
Foram realizados testes de expressdo em escala analitica (50 mL de cultura) para determinar as
melhores condi¢des de indugdo da expressao variando temperatura, agente indutor, tempo de inducao
e cepa de E.coli para cada uma das construgdes. Além do meio LB, utilizado frequentemente para a
cultura de bactérias, também foi testado o meio de auto-inducdo (ZYL 5052) composto por N-Z
amina (caseina enzimdtica hidrolisada) 1%, extrato de levedura 0,5 %, no qual foi adicionado
Na,PO, 25 mM; MgSO4 1 mM; Mix de Metais traco (Fe 50 uM, Ca 20 uM, Mn 10 uM, Zn 10 pM,
Co 2 uM, Cu 2 uM, Ni 2 uM, Mo 2 uM, Se 2 uM, B 2 uM) e solugdo 5052 (0,5% glicerol, 0,05%
glicose e 0,2% de a-lactose). Foram realizados testes com os meios ZYM 5052 e ZYP 5052, cuja
composi¢ao € igual ao ZYL 5052 exceto pela concentracdo de Na,PO4 de 50 mM no ZYM e 100

mM no ZYP. A inducdo da expressdo nesse meio se dd pela lactose presente no proprio meio.
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Ap6s a determinacdo das melhores condicdes, a expressdo foi conduzida em grande escala

(de dois a cinco litros de cultura, dependendo do rendimento observado para cada constru¢ao).

4.6 Preparacao de extratos e purificacao

As proteinas produzidas na forma soluvel, foram purificadas utilizando-se um sistema de
FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography) disponiveis no laboratério da marca Amersham
Pharmacia (GE Healthcare). Devido a presenga da cauda de seis histidinas (6xHis-tag) no N-
terminal das proteinas recombinantes produzidas a partir dos vetores pET28a e pET28aSUMO, as
amostras foram primeiramente submetidas 2 uma cromatografia de afinidade por metal (Ni**). Tal
cromatografia ocorre a partir da interacdo da cauda de histidina fusiona a proteina, com o niquel que
constitui a fase estacionaria presente na matriz da coluna. Uma vez que a proteina se liga a coluna
pela interacdo 6xHis-Ni** as proteinas que ndo apresentam afinidade pela coluna passam
diretamente. No momento da elui¢do € adicionado um tamp@o com concentragdes crescentes de
imidazol que apresenta alta afinidade por niquel. Uma vez que a interacdo Imidazol-Ni** é mais forte
que interacao 6xHis-Ni**, a proteina se desprende e € eluida separada das proteinas contaminantes.

Posteriormente foram realizados outros passos de purificacdo conforme a necessidade e com
base nas caracteristicas bioquimicas da proteina como troca idnica, que seleciona as proteinas a partir

de suas cargas, e exclusdo molecular, que separa as proteinas a partir de seu peso molecular.

4.6.1 Dominio SH3 N-terminal da miosina XIa (6xHisSUMO-A11aSH3)

ApOs a expressdo, a cultura foi centrifugada a 8.440 x g por quinze minutos. O sobrenadante
foi descartado e as células foram ressuspensas em 20 ml de tampao de lise (Tris HC1 50mM pH 7.4;
NaCl 300mM; Triton X-100 0,1%; Glicerol 5%; PMSF 0,5mM; lisozima 0,1mg/mL) por litro de
cultura. A amostra foi incubada com agitacdo durante 30 minutos a 4°C. Em seguida foram
realizados ciclos de sonicacdo: pulsos de 5 segundos e intervalos de 10 segundos, durante 15 minutos
no gelo usando uma amplitude de 40%. A amostra foi centrifugada a 21.700 x g durante uma hora e
o sobrenadante filtrado em filtro de 0,45um (Millipore).

O sobrenadante filtrado foi utilizado como amostra para a cromatografia de afinidade
utilizando a coluna HiTrap Chelating HP (GE Healthcare Life Sciences). A inje¢cdo da amostra e a
lavagem da coluna foram feitas com tampao A (Tris-HCI 50 mM pH 7.4; NaCl 300 mM; Glicerol
5%; PMSF ImM). A elui¢do foi conduzida em duas etapas: 1- gradiente de 0 a 100% do tampao B
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(Tris-HCI 50 mM pH 7,4; NaCl 300 mM; Glicerol 5%; PMSF 1Mm; Imidazol 500 mM) em 20
volumes de coluna até sair o primeiro pico, considerado o pico de contaminante. Durante a elui¢dao
do primeiro pico, o gradiente foi estabilizado até que a UV baixasse; 2- foi injetado 100% de tampao
B para a eluicdo da proteina de interesse, uma vez que se mantivesse o gradiente crescente, a
proteina saia de forma diluida e nao na forma de um pico bem definido, como ocorre quando
injetado 100% de B. A confirmacdo da presenca da proteina 6xHisSUMO-11aSH3 foi feita a partir
de anélises por SDS-PAGE. As fracdes referentes a proteina alvo foram concentradas em filtros
amicon ultra com porosidade de 10 kDa mediante adi¢do de DTT 1 mM.

O segundo passo de purificagdo foi uma gel filtracdo em coluna HiLoad Superdex 75 10/30
(GE Life Science), onde foram injetados 250 uL da amostra. A corrida foi mantida a 0,4 mL/min
utilizando o tampao contendo Tris-HCI 10 mM pH 7.,4; NaCl 100 mM; Glicerol 5%, DTT 1mM. As
fracOes cuja presenga da proteina foi confirmada por SDS-PAGE foram concentradas nas mesmas

condig¢des descritas acima para andlises de espalhamento dindmico de luz e testes de cristalizacdo.

4.6.2 Dominio Dilute C-terminal da miosina XIa (6xHisSUMO-A11aDilute)

ApOs a expressdo, a cultura foi centrifugada a 8.440 x g por quinze minutos. O sobrenadante
foi descartado e as células foram ressuspensas em 20 ml do tampao de lise (Tris HClI 50mM pH 8,0;
NaCl 300mM; Triton X-100 0,1%; PMSF 0,5mM; lisozima 0,1mg/mL) por litro de cultura. A lise foi
entdo realizada com agitacdo da amostra durante 30 minutos a 4°C, e posterior passagem da mesma
por trés vezes no sistema de lise por pressdo, a French Press. O lisado foi centrifugado a 21.700 x g
por uma hora e o sobrenadante foi filtrado em filtro de 0.45um (Millipore).

O sobrenadante filtrado foi utilizado como amostra para a cromatografia de afinidade
utilizando a coluna HiTrap Chelating HP (GE Healthcare Life Sciences). A inje¢do da amostra e a
lavagem da coluna foram feitas com tampao A (Fosfato de Sédio 50 mM pH 7,4; NaCl 200 mM;
Glicerol 5%; PMSF 1 mM; Benzamidina 5 mM; B-mercaptoetanol 2 mM). A eluicdo foi realizada
com gradiente de 0 a 100% do tampao B (Fosfato de S6dio 50 mM pH 7.4; NaCl 200 mM; Glicerol
5%; PMSF 1 mM; Benzamidina 5 mM; B-mercaptoetanol 2 mM) em 10 volumes de coluna. Durante
a eluicdo dos picos, o gradiente foi estabilizado até que a UV baixasse, garantido uma melhor
resolucdo entre os mesmos. A confirmacao da presencga da proteina 6xHisSUMO-11aDilute foi feita

a partir de andlises por SDS-PAGE. As fracdes referentes a proteina foram concentradas em filtros
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amicon ultra com porosidade de 10 kDa mediante adicio de DTT 1 mM para andlises de

espalhamento dindmico de luz.

4.6.3 Dominio cauda globular C-terminal da miosina XIg (6xHis-11gGT-f)

Foram realizados diversos testes com diferentes tampdes e métodos de lise para a purificagio
da proteina 6His-11aGT-f. De modo geral, apds a expressdo, a cultura foi centrifugada a 8.440 x g
por quinze minutos. O sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspensas em 20 ml por

litro de cultura do tampao de lise. Foram realizados dois tipos de lise:

a) Lise por pressao (French press)

ApOs ressuspensas em tampao de lise (varidvel a fim de encontrar aquele que garantisse
maior estabilidade para a proteina) contendo 0,1 mg/mL de lisozima, as células foram
mantidas sob agitacdo por 30 minutos a 4°C. Posteriormente, o lisado foi passado trés vezes
no sistema de lise por pressdo, a French Press. A amostra foi novamente centrifugada a

21.700 x g por uma hora e o sobrenadante filtrado em filtro de 0,45 um (Millipore).

b) Lise quimica

Nas células ressuspensas foram adicionados na seguinte ordem para cada 20 mL de tampao:
DOC 30 mg/mL diluido em &4gua; Lisozima 60 mg/mL diluida em agua; DNAse 2 mg/mL
diluida em glicerol. A amostra foi mantida sob agitacdo a 4°C por 90 min e em seguida foi
centrifugada a 21.700 x g por uma hora a 4°C. O sobrenadante foi filtrado em filtro de 0,45

um (Millipore).

Foram testados como primeiro passo de purificagdo as cromatografias de afinidade e troca-
ionica. Para a purificacdo de afinidade foi utilizada a coluna HiTrap Chelating HP, e o gradiente de
eluicdo consistiu em passar de 0 a 100% do tampao B (contendo Imidazol 500 mM) em 20 volumes
de coluna. Para a purificagdo com troca-ionica foram utilizadas as colunas HiTrap SP FF seguida da
coluna HiTrap Q FF (ambas da GE Life Science) uma vez que a passagem da amostra pelas duas
colunas poderia garantir maior pureza da proteina de interesse. A injecdo da amostra e a lavagem
foram realizadas com o tampao A (Fosfato de s6dio 50 mM pH 7,0; Glicerol 10%; PMSF 1mM;

Benzamidina 5 mM; -mercaptoetanol 2 mM) com as duas colunas conectadas , entretanto, a eluicdo
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foi seguida apenas com a coluna Q, para garantir que apenas a proteina 6hHis-A11gGT-f fosse
eluida. O gradiente de elui¢do foi de 0 a 100% de tampao B (Fosfato de s6dio 50 mM pH 7,0; NaCl
IM; Glicerol 10%; PMSF 1mM; Benzamidina 5 mM; B-mercaptoetanol 2 mM) em 20 volumes de

coluna, sendo que o gradiente era estabilizado durante a saida de todos os picos.

4.6.4 Dominio cauda globular C-terminal da miosina XIh (6xHis-A11hGT-ccd)

Ap6s a expressdo, a cultura foi centrifugada a 8.440 x g por quinze minutos. O sobrenadante
foi descartado e as células foram ressuspensas em 20 ml do tampao de lise (Fosfato de s6dio 50 mM
pH 7,0; NaCl 200 mM; Triton X-100 0,1%; PMSF 1,0 mM; lisozima 0,3 mg/mL) por litro de
cultura. A lise foi entdo realizada com agitacdo da amostra durante 60 minutos a 4°C. O lisado foi
sonicado em amplitude de 60% durante 15 min e centrifugado a 21.700 x g por uma hora e o
sobrenadante foi filtrado em filtro de 0.45um (Millipore).

O sobrenadante filtrado foi utilizado como amostra para a cromatografia de afinidade
utilizando a coluna HiTrap Chelating HP (GE Healthcare Life Sciences). A inje¢do da amostra e a
lavagem da coluna foram feitas com tampao A (Fosfato de S6dio 50 mM pH 7,0; NaCl 200 mM;
Glicerol 5%; PMSF 1 mM; Benzamidina 5 mM; B-mercaptoetanol 2 mM). A elui¢cdo foi realizada
com gradiente de 0 a 100% do tampao B (Fosfato de S6dio 50 mM pH 7,0; NaCl 200 mM; Glicerol
5%; PMSF 1 mM; Benzamidina 5 mM; B-mercaptoetanol 2 mM) em 10 volumes de coluna. Durante
a eluicdo dos picos, o gradiente foi estabilizado at€ que a UV baixasse, garantido uma melhor

resolugdo entre os mesmos. Analise das fracOes coletadas foi feita por SDS-PAGE.

4.7 Técnicas de refolding

a) Chaperona artificial
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Esse procedimento visa reenovelar a proteina durante o processo de purificacdo por afinidade.

Para o a solubilizagdo da proteina 6xHis-11gGT-cc expressa apenas na fragcdo insolivel,

as

células provenientes de quatro litros de expressdao em meio LB na cepa de E coli BL21 (DE3)

ASlyD pRARE II, foram ressuspensas em 40 mL de tampao A (Fosfato de s6dio 50 mM pH 7.4;

NaCl 300 mM; Glicerol 10%; PMSF 1 mM; B-mercaptoetanol 1 mM; lisozima 0,3 mg/mL).

A

amostra foi incubada por 1 hora na camara fria sob agitacdo. Em seguida a amostra foi sonicada

em amplitude de 70%, pulsos de 5 segundos e intervalos de 10 segundos durante 20 minutos.

@)

lisado foi centrifugado a 21.700 x g durante uma hora a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o
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pellet foi ressuspenso em tampao B (Tris HCI 50 mM pH 7,4; NaCl 200 mM; Ureia 8M). Foram
adicionados a amostra ressuspensa, 2 mL de resina Ni-NTA equilibrada com tampdo B. A
amostra mais a resina foram incubadas a 4°C, por uma hora, sob agitacdo. Apds a incubagio, a
resina e a amostra foram transferidas para uma coluna e foi esperado até que a resina
sedimentasse para deixar que a amostra passasse. A resina foi posteriormente lavada com os
seguintes tampdes: C (Tris HC1 50 mM pH 7,4; NaCl 200 mM; Ureia 8M; Imidazol 10 mM) a
fim de remover possiveis contaminantes, D (Tris HC1 50 mM pH 7,4; NaCl 200 mM; Ureia 8M;
B-mercaptoetanol 1 Mm), E (Tris HCl 50 mM pH 7.,4; NaCl 200 mM; Ureia 8M; Triton X-100
0,1%), F (Tris HC1 50 mM pH 7.4; NaCl 200 mM; Triton X-100 0,1%) e G (Tris HC1 50 mM
pH 7.,4; NaCl 200 mM; Ureia 8M; P-ciclodextrina 5 mM) cuja presenca da B-ciclodextrina
garante que as regides hidrofébicas da proteina seja estabilizada contribuindo para o
reenovelamento da proteina. A elui¢do da amostra foi feita com o tampao H (Tris HCI 50 mM

pH 7.4; NaCl 200 mM; Imidazol 300 mM).

b) Diélise

Esse método visa reenovelar a proteina a partir de trocas de tampdao com concentracdes
decrescentes do agente desnaturante. Parte da amostra foi diluida a 0,2 mg/mL em tampao 1
(Fosfato de sédio 50 mM pH 7,0; NaCl 200 mM; Ureia 8M). A primeira troca foi feita com
tampdo com 6M de ureia durante 2 horas. A segunda troca havia 4M de ureia e foi mantida
overnight. No dia seguinte foram usados tampdes com 2M, 1M, 0,5M de ureia e as trocas foram
mantidas durante duas horas cada. A ultima troca foi feita overnight no tampao contendo
Fosfato de s6dio 10 mM pH 7,0 e NaCl 100 mM. A concentra¢do de sal foi diminuida na dltima
troca a fim de se obter uma amostra ideal para andlises de dicroismo circular. Todas as trocas

foram feitas a 4°C sob agitacao.

4.8 Quantificaciao e Pureza
ApOs os passos de purificacdo, a concentracdo da proteina foi estimada por absorbincia de
280 nm utilizando o espectrofotdometro nanodrop (Thermo Scientific). A partir dos valores dos

coeficientes de extingdo molar (¢) obtidos através do programa ProtParam (http://ca.expasy.org) e

dos valores de absorbancia a 280 nm, foi determinada a concentracdo molar da proteina através da

Lei de Beer-Lambert:


http://www.uniscience.com/nanodrop/nanodrop-2000-thermo-scientific

A280=£.l.C

onde Ajgp € a absorbancia medida a 280 nm, 1 € o caminho 6tico (cm), C € a concentracdo molar da
amostra de proteina e € é coeficiente de extingdo molar em 280 nm (M'cm™).

A pureza da amostra foi analisada tanto por eletroforese em gel de poliacrilamida
desnaturante sob condi¢des redutoras (SDS-PAGE) como também através de andlises de

espalhamento dindmico de luz (DLS).

4.9 Clivagem com SUMOprotease

A proteina 6xHisSUMO-11aSH3, foi submetida a clivagem em solu¢do pela SUMOprotease
para ensaios de cristalizacdo. Para cada 1 mg de proteina recombinante foram adicionados 100 pg
de SUMOprotease e a reacdo foi mantida a 4°C por 30 minutos no tampao da propria proteina.

Para a clivagem da proteina de fusdao durante purificacdo por afinidade, foram utilizados 4
mL da resina em suspensdo Ni-NTA superflow (Qiagen). A resina foi centrifugada a 400 x g durante
cinco minutos e o etanol foi retirado. Foram adicionados 2 mL de dgua miliQ e foi realizada uma
nova centrifugacdo nas mesmas condi¢cdes. Em seguida, a dgua foi removida e a resina foi
equilibrada com 2 mL do tampao A (Tris-HCI 50 mM pH 7.4; NaCl 300 mM; Glicerol 5%; PMSF
ImM; Benzamidina 5 mM). A fracdo solavel do lisado foi adicionado e ficou incubado com a resina
por uma hora agitando a 4°C. Em seguida, foi adicionado 1 mg/mL de SUMOprotease € a resina foi
incubada novamente a 4°C por meia hora. A resina com a amostra e a protease foram transferidas
para uma coluna para a sedimentacio da resina e em seguida a coluna foi aberta para a passagem do
das amostras que ndo interagiram com a resina. A resina foi lavada com 2 mL de tampdo A e logo
em seguida foi feita a elui¢do com 4 mL do tampao B (Tris-HCI 50 mM pH 7.4; NaCl 300 mM;
Glicerol 5%; PMSF 1 mM; Benzamidina 5 Mm; imidazol 500 mM) para retirada da proteina SUMO
que estd fusionada a cauda de histidina. As fracdes foram coletadas manualmente em eppendorfs de

2 mL.

4.10 Western blot
A partir de um gel 13% de poliacrilamida contendo as amostras, foi montada a transferéncia

das amostras do gel para a membrana PVDF. Antes da transferéncia, a membrana foi ativada com
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metanol em banho de 10 segundos, seguido de um banho de 4gua miliQ durante 5 minutos. A reagao
transferéncia foi preparada em cuba especifica utilizando trés papeis cromatograficos abaixo do gel,
sobre o gel foi colocada a membrana de PVDF seguindo a orientacdo da corrente elétrica aplicada
que dever seguir do gel para a membrana. Por fim, foram adicionados mais trés papeis
cromatograficos sobre a membrana. O aparato foi banhado pelo tampao Taubin (Tris Base 25 mM;
glicina 192 mM; metanol 10%; SDS 0,1%). A amperagem utilizada para a transferéncia foi
proporcional a drea do gel (1 mA/cm?).

Para o tratamento da membrana apds a transferéncia, a mesma foi banhada por trés vezes de
cinco minutos em TBS-Tween (Tris Base 50 mM, NaCl 150 mM, 0.5% Tween 20, pH 8,4). A
inativagdo de ligagdes inespecificas foi realizada com a solu¢do com 5% de leite em TBS-Tween
(p/v). A membrana foi incubada overnight agitando a 4°C. No dia seguinte, a solu¢cdo de leite foi
descartada e a membrana lavada com TBS-Tween duas vezes de 5 minutos a temperatura ambiente.
A membrana foi banhada com a solugdo de anticorpo anti-poliHistidina na propor¢ao de 1:5000 em
TBS-Tween e mantida sob agitacdo por uma hora a temperatura ambiente. Em seguida a membrana
foi lavada novamente com tampao TBS-Tween por cinco vezes de cinco minutos para a posterior
adi¢do do anticorpo secundario (Anti IgG conjugado a fosfatase alcalina) na propor¢ao de 1:3500
diluido em TBS-Tween. A membrana foi mantida por uma hora agitando em temperatura ambiente.

A revelacdo da membrana foi feita incubando-a na solucdo reveladora, que apresenta
substratos da fosfatase alcalina (Tris-HCI 100 mM pH 9,5; NaCl 100 mM; MgCl, 5 mM; BCIP 0,02
% e NBT 0,03 %) mantida sob agitacio em temperatura ambiente por at€ uma hora. Para parar a

reacdo foi adicionada a solugdo de EDTA 10 mM em TBS-Tween por 5 minutos.

4.11 Dicroismo Circular

Foram realizados experimentos de CD para acessar informagdes sobre o enovelamento da
proteina, fornecendo dados preliminares sobre a estrutura secunddria e as propriedades dinamicas da
mesma. Os espectros para anélise da estrutura secundéria foram realizados com a amostra a 3,64 uM,
e as leituras foram feitas na faixa de 260 a 197 nm, a 50 nm/min com 20 acumulagdes para a mostra
e 10 acumulagdes para o tampao antes e depois da desnaturacdo térmica. O aumento da temperatura
para a desnaturacdo ocorreu de 10 °C a 103 °C a uma taxa de 1 °C/min. Uma vez que as proteinas do

presente trabalho sdo predominantemente ricas em alfa-hélices, o comprimento de onda para a
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andlise foi 208 nm. Os dados foram analisados e tratados no programa OriginPro 8 (Origin Lab

Corporation, Copyright 1991-2007).

4.12 Espalhamento dinamico de luz (Dynamic light scattering - DLS)

DLS fornece informacdes quanto ao raio hidrodindmico da proteina e a monodispersividade
populacional (homogeneidade estrutural) a qual tem sido demonstrada como essencial para o sucesso
dos ensaios de cristalizacao (WARDELL et al., 1993; GOLDBURG, 1999). As anélises foram

realizadas a 18 °C, utilizando 70 pL da amostra com pelo menos 1 mg/mL.

4.13 Espectrometria de massas

A espectrometria de massas é uma técnica largamente utilizada na andlise de moléculas de
tamanhos pequeno ou médio na forma gasosa. O método € bastante sensivel permitindo a anélise
dessas moléculas em baixa concentragdo a partir das diferencas de massa e carga (COLNAGO et al.,
2002). As bandas para andlise fora extraidas do gel de poliacrilamida e digeridas com tripsina
conforme protocolo descrito por Shevchenko e colaboradores em 1996. Os peptideos foram
analisados pelo sistema Esi-Quad-Tof no laboratério de espectrometria de massas do LNBio.

Os dados foram processados e analisados pelo algoritmo Mascot Daemon. Os bancos de
dados utilizados na busca foram Arabidopsis_Sep_2009, NCBI-Arabidopsis_thaliana e NCBI para

todas as entradas.

4.14 Testes de cristalizacao

Foram testados os seis kits iniciais baseados nos kit comerciais (Crystal Screen, Crystal
Screen 2 e SaltRx da Hampton Research; Precipitant Synergy e Wizar I e Il da Emerald Biosystems;
PACT e JCSG+ da Nextal/Qiagen) disponiveis no laboratdrio de cristalizacdo do LNBio. As placas
de 96 pocos foram montadas pelo robd HoneyBee. Gotas contendo 0,5 uL da solugdo do poco foram
equilibradas contra 0,5 uL da solu¢do do poco por difusdo de vapor usando-se método sitting drop.
As placas foram incubadas a 17 °C. A visualizacdo das placas foi feita por meio de lupas e a partir de
fotos tiradas polo robd Rock Imager (Formulatrix) que também fotografa com zoom, e com emissao
de luz UV. A incidéncia de luz UV permite diferenciar cristais de proteina uma vez que a luz UV é
absorvida pelos triptofanos fazendo com que o cristal fique iluminado na gota, diferenciando de um

cristal de sal que nao absorve a UV.
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4.15 Confirmacao de interacao por duplo-hibrido

O sistema de duplo-hibrido foi inicialmente desenvolvido conhecer as interagcdes entre duas
proteinas. Subsequentemente, ele foi aplicado como um método de identificacdo de possiveis

interacdes proteina-proteina, usando livrarias de cDNA fusionadas a um dominio de ativacdo

(WALHOUT et al., 2000).

Membros do nosso grupo realizaram um duplo-hibrido para analisar a interagdo das presas de
uma biblioteca de cérebro fetal humano com o dominio cauda globular da miosina humana Va
(H5aGT-f). A fim de investigar a conservacdo de parceiros moleculares entre as miosinas H5aGT-f e
A11hGT-ccd, foram selecionados os clones que tiveram a interacdo com a miosina humana

confirmada a partir da atividade, ou do repérter LacZ, ou do HIS3 (tabela 2), para analisar sua

interagdo com a miosina de planta.

Tabela 2: Dados dos clones selecionados que apresentaram interacoes com a MyoSa de humano.

PRESA

XYZ

AC10
AB3
AD1

AA10

BA4
AC2
ACo
AF9

AC7
BA6

Proteina Identificada no Screening

(nome original em inglés)

Coiled-Coil And C2 Domain Containing
Ferritin, Heavy Polypeptide 1
Nephronectin Isoform CRA_B

Protein Phosphatase 1, Regulatory
(Inhibitor) Subunit 1A

Ribosomal Protein S7

RPGRIP1-Like

Secretory Carrier Membrane Protein 1
U3 Small Nucleolar Ribonucleoprotein
(Homolog Yeast)

WD Repeat Domain 6

Zinc Finger Protein 428

Validacdo em Levedura

Ativacao do

gene LacZ

Positivo
Positivo
Positivo

Positivo

Positivo
Positivo
Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Crescimento em
SD-WLH
Concentracdo de 3AT /
mM
5 10 20 30 50

X X X X X
X X

X X X X
X X

X

X X

X X X X X
X

>~
>~
>~
>~
>

Interacao

isca-presa

Sim
Sim
Sim

Sim

Sim
Sim
Sim

Sim

Sim

Sim
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A interagdo entre a miosina e a presa ¢ avaliada a partir da reconstituicdo do fator de
transcricdo (figura 9). Fusionado a miosina estd o dominio de ligacio ao DNA do fator de
transcricdo. Fusionado as presas, estd o dominio ativador do mesmo fator de transcri¢io. Quando
separados, tais dominios permanecem inativos. Uma vez que ocorre a interagdo entre a miosina e a
presa, o fator de transcricdo € reconstituido, pois o dominio de ligacio ao DNA e o dominio de
ativacdo agora estdo unidos em uma mesma estrutura. Assim que o fator de transcri¢do se reconstitui
ele se ligar a uma regido promotora para a ativacao da transcricdo de um gene especifico (CHIEN et
al., 1991; YANG et al., 1995; BRUCKNER er al., 2009). No teste de auxitrofia a histidina, o fator
de transcri¢do ativa o gene que codifica a histidina, permitindo que a levedura cresca em meio com
auséncia desse aminodcido, permitindo que haja crescimento apenas de coldnias que tiveram a
ligacdo da miosina com a presa. No teste do gene LacZ, quando o fator de transcricio é
reconstituido, ele se liga ao promotor que ativa o gene LacZ que produz um pigmento que confere
com azul as colonias. Aquelas colonias que ndo se apresentarem azul, indicam que ndo houve

reconstituicdo do fator de transcri¢do e portanto, nao houve interacdo miosina-presa.

Auxitrofiaa Ativacsod
¢dode um
B -— o _
histidina gene especifico Gene LacZ

Figura 9: Esquema explicativo do mecanismo de funcionamento do duplo hibrido. O esquema mostra a
reconstituicdo do fator de transcri¢cdo (FT) a partir da interacdo da miosina (Myo) com a presa (P) e os experimentos
utilizados para a detec¢do dessa interacdo (Adaptado de Briickner e colaboradores em 2009).
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Células da cepa L40 da levedura Saccharomyces cerevisiae foram transformadas inicialmente
com as miosinas H5aGT-f e A11hGT-ccd clonadas em pBTM116 que permite o crescimento da
levedura em meio sem triptofano (meio SD-W). Para controle, uma colonia da levedura foi
transformada com o vetor pBTM116 vazio e outra com a proteina FEZ-pBTM116, para ser usada
como controle positivo, uma vez que esta € capaz de se auto ativar. Apds o crescimento das placas,
as células transformadas foram transformadas pela segunda vez, agora com as presas clonadas em
pACT. O plaqueamento foi realizado em meio SD-WL, devido a capacidade do vetor pACT de
conferir auxotrofia a leucina, permitindo o crescimento da levedura na auséncia deste. A partir das
células crescidas, foram realizados dois experimentos para a confirmac¢do da interagdo (figura 8):

a) Teste de auto-ativacdo do gene LacZ (Teste do Azul)

As colonias de L40 crescidas em meio SD-W foram cobertas com papel de filtro a fim de
que essas se aderissem a ele. O papel filtro foi posteriormente imerso em nitrogénio liquido
por duas vezes de 90 segundos para a lise celular. O papel foi retirado do nitrogénio liquido
e secado na bancada. Em seguida, foi colocado com as colonias voltadas para cima sobre
um segundo papel filtro previamente umedecido com 10 mL de solugdo reveladora (KCl
1,334 g L', MgSO, 0,334 g L', NaH,PO, 7,334 g L' e Na,HPO, 23,334 g L"), 167 uL x-
Gal 20 mg mL" e 27 puL B-mercaptoetanol). Os papeis foram colocados em uma placa de
petri e incubados a 37°C durante 4 horas.

b) Testes da placa SD-WLH

As colonias de L40 crescidas em meio SD-WL foram ressuspensas em 50 uLL de dgua miliQ
e foram plaqueadas em meio restringente SD-WLH (tabela3) contendo 3AT como substrato,
em concentragdes de 0 mM a 50 mM.

Tabela 3: Composicao dos meios de cultura restringentes. Composicdo utilizada para a producdo dos meios de cultura
para o crescimento de cepas de L40.

Componente Composiciio do Meio Restringente / g L'

SD-W SD-WL SD-WLH SD-L

Fonte de nitrogénio 1,4 1,4 1,4 1,4
(NHy),SO4 5,0 5,0 5,0 5,0
Glicose 20,0 20,0 20,0 20,0
Adenina (A) 0,02 0,02 0,02 0,02

Leucina (L) 0,10 -—- --- -
Histidina (H) 0,02 0,02 0,02
Triptqfano (W) --- --- 0,02

Agar 18,0 18,0 18,0 18,0
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S — RESULTADOS

5.1 Analise in silico

Foram analisadas todas as 13 miosinas da classe XI e as quatro miosinas da classe VIII. Sdo
descritos na literatura, os dominios Dilute, SH3 e GrpE em miosinas de Arabidopsis thaliana. As
construcdes elaboradas a partir das andlises in silico estdo esquematizadas na figura 10. Apesar de ndo
ter sido anotado por Odronitz e Kollmar 2007, o dominio GrpE foi encontrado pelo banco de dados do
NCBI nas miosinas da classe XIm e por ter sido predito como ordenado pelo preditor foldindex, foi
selecionado como alvo embora ndo tenham sido realizados experimentos com ele. O dominio GrpE é
homélogo a proteina de mesmo nome com funcio de chaperona que € bastante utilizada em fusdes para
melhorar a solubilidade de proteinas humanas expressas em E. coli (HAACKE et al, 2008;
HAMMARSTROM et al., 2001).

AtMyo1l1la (1-1730)

O G W -

A11aSH3
@ (Ser11-AspSS)

- AllaDilute
' (Ser1525-Glu1681)

AtMyollg (1-1493)

get ) | jsmi=m =
A11gGT-f
T (sen1100-11e1490)

Al11gGT-cc

8
— L am (11e1011-11e1490)

AtMyo11h (1-1516)

(o1 D00 —— o
y A11hGT-ccp
! L - .: (1s01012-1501516)
1 L 2 A11hGT-ccd

(GIn 1097 - 150 1516)

Legenda dos dominios:

e o
=) colied<oil
Moo 1Q

@ Dilute
Qsm

Figura 10: Desenho esquematico das construcoes das miosinas de planta. A representacio esquematica é baseada no
banco de dados CyMoBase (www.cymobase.org). Sdo representados quatro membros das miosinas de classe XI de
Arabidopsis thaliana (AtMyol1la, AtMyol1g, AtMyol1h e AtMyol1m). Abaixo de cada gene estd representada a por¢ao
nas construgdes elaboradas.



Uma vez encontrados os dominios das miosinas de A. thaliana, as sequéncias polipeptidicas
das proteinas inteiras e dos seus dominios foram submetidas a predicdo de ordem/desordem para
encontrar alvos cuja estrutura apresente maior ordenagcdo e consequente estabilidade. Durante as
andlises foi possivel perceber que hé divergéncias entre diferentes preditores em relacido ao nivel de
ordem/desordem dos dominios de uma mesma sequéncia polipeptidica, porém foi estabelecido um
consenso para selecionar os alvos (tabela 4).

Deu-se preferéncia em trabalhar inicialmente com os dominios que apresentam maior dados na
literatura sobre sua importancia no funcionamento das miosinas de planta. Estas construc¢des tiveram
seu oligonucleotideos de iniciagdo sintetizados para dar inicio aos experimentos. Aqueles cujos
oligonucleotideos nao foram sintetizados nessa primeira etapa seriam estudados mais adiante quando

acabado os experimentos com os primeiros alvos selecionados.

Tabela 4: Relacio de dominios selecionados apés analises in silico. O nome da constru¢do se baseou na seguinte
organizagdo: A: Arabidopsis thaliana, em seguida a classe da miosina, o nome ou abreviacdo do dominio, onde GT
(globular tail): cauda globular, e em seguida o nimero da construgéo ou se o dominio foi selecionado por inteiro: f (full).

Miosina Regiao Dominio Construcao Residuos Oligonucleotideos
sintetizados
8c Cabeca Dominio motor (inteiro) A8cMOTOR Vi51-Gsso
11a Cabeca SH3 N-terminal (inteiro) AllaSH3 S11-Ds;s v
11a Cauda Dilute (inteiro) AllaDIL Siszs- v
Eies1
11g Cauda Cauda globular (inteiro) AllgGT-f Si100-T1490 v
11g Cauda Cauda proximal e globular Al1gGT-cc S1100-T1490 v
(fragmento)
11g Cauda GRPE (N-Terminal) Al11mGRPE- Loops-Eg77
1
11g Cauda GRPE (C-Terminal) A11mGRPE- Losg-Eigos
2
11h Cauda Cauda proximal e globular A11hGT-ccp Lioio-Lisi6 v
(fragmento)
11h Cauda Cauda proximal e globular A11hGT-ccd Qi097- v

(fragmento) Lis16
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Andlises de ordenacdo de estrutura preditas pelo programa foldindex, mostraram que a regido da
cauda globular das miosinas XIg e XIh apresenta alto grau de ordenacdo com regides de sutis
desordens (figura 11). Tais niveis de ordenacdo sdo ideais para a expressdo heteréloga de proteinas,
garantindo maior eficiéncia no procedimento. Entretanto, como ji esperado, as construgdes da cauda
que apresentam uma parte do coiled-coil N-terminal, exibem uma quantidade maior de regides
desordenadas, justamente na regido de dimerizacdo da miosina. Mesmo com tais dados, essas
construcdes foram selecionadas a fim de induzir a dimerizacio da miosina para conferir maior
estabilidade para a mesma. O dominio dilute da miosina Xla, se encontra na regido C-terminal da

cauda, em uma por¢d@o com maior grau de ordenagao.

foldIndex

11gGT-cc

!

=-8,58

-1.88

-] @ @ L]
@ 0 o
M M ™
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658

foldIndex
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-1.60

@ =
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T r-d
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@
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Figura 11 Graficos mostrando os niveis de ordenacio ao longo das construcdes da cauda globular. Predicdo feita
pelo programa foldindex. E possivel notar que a cauda globular, tanto da XIg, quanto da XIh, mantém um nivel ideal de
ordenagdo que possivelmente permite maior solubilidade e estabilidade para a constru¢do durante os procedimentos de
expressao heteréloga e purificagdo. Era esperado que as regides referentes ao coiled-coil (por¢dao N-terminal) tivessem
um grau de desordem maior.

A comparacdo entre as sequéncias das maiores construcdes da cauda globular das miosinas
XlIg e XIh pelo programa ClustalW (figura 12), indicou que, embora as regides de conservagdo

fossem numerosas, a homologia de cerca de 60% se deu devido a regido N-terminal da construgdo da

miosinas XIg ser maior que a da construcao da XIh.
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Figura 12: Alinhamento das sequéncias das maiores construcoes da cauda globular das miosinas XIg e XIh. Nota-
se que a sequéncia apresenta regides similares, porém nio ha regides de grande conservagdo na estrutura primaria da
cauda globular das miosinas analisadas.
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Predicoes das caracteristicas fisico-quimicas de cada construgio feitas pelo ProtParam (tabela

5) mostram a composi¢ao de aminodcidos, peso molecular, ponto isoelétrico tedricos.

Tabela 5: Predicoes das caracteristica fisico-quimicas das construc¢des das miosinas XIa, XIg e XIh elaboradas pelo
ProtParam. Os dados sio predi¢des referentes ao nimero de aminoécidos (AA) peso molecular (FW), ponto isoelétrico
(pI), porcentagem de triptofano (W %) e porcentagem de cisteina (C%). Os dados levam em considerag@o a cauda de
histidina e a presenga/auséncia da proteina SUMO na construgdo.

Construcao AA FW (kDa) pl W% A%
6xHis11aSH3 63 7,32 5,43 3,0 1,5
6xHisSUMO11aSH3 171 19,38 5,13 1,2 0,6
6xHis11aDilute 178 20,46 5,52 2,2 2,8
6xHisSUMO11aDilute 183 32,49 5,23 1,4 1,8
6xHis11gGT-f 414 46,22 5,87 1,7 2,2
6xHis11gGT-cc 516 57,64 5,88 1.4 1,7
6xHis11hGT-ccp 527 59,16 5,89 1,1 1,5

5.2 Desenho dos oligonucleotideos

Os oligonucleotideos para as construgdes: AS8cMOTOR, AllmGrpE N- e C-terminal,
AllaDilute, A11aSH3, Al1gGT-f e Al11gGT-cc foram desenhados de modo que um par de
oligonucleotideos de cada construgdo possuisse os sitios de restri¢cdo necessdrios para a subclonagem
nos dois vetores de expressao a serem utilizados (pET28a e pET28a+SUMO). Para as construcoes da
cauda da miosina 11h foram feitos um conjunto de oligonucleotideos com sitios para clonagem em
pET28a e outro conjunto de oligonucleotideos com sitios para clonagem em pBTMI116. A
constru¢do A11hGT-ccp e A11hGT-ccd foram as tunicas a serem clonadas em pBTM116 porque
apresentam uma extensao maior que as demais e foram utilizadas para a confirmac¢do de interagdo
com presas pescadas no duplo-hibrido da miosina humana Va realizado pelo nosso grupo (secio
4.15). A constru¢do A11hGT-ccd € equivalente a construcdo da miosina Va-pBTM116 utilizada nos
experimento de duplo hibrido. A sequéncia, e informacdes de cada oligonucleotideo de iniciacao

estdo descritas na tabela 6.



Tabela 6: Sequéncia e caracteristicas dos oligonicleotideos de iniciaciao de cada construcao. Os dados foram obtidos
a partir de analises no site Oligo Analizer. Tm: temperatura de melting. A Tm geral (TmG) compreende toda a sequéncia
do oligonucleotideo, ja a Tm especifica (TmE) compreende apenas a regido do oligonucleotideo que é complementar a
fita de DNA molde. As regides sublinhadas indicam os sitios de restricao e (‘) indica a regido de clivagem em cada sitio.

Oligonucleotideo Sitios de restricao TmG (°C) TmE (°C)
A8cMOTOR
Sense: G’GATCC G’CTAGC GTCATATCAGAGACTCTAGTACCT BamH/ e Nhe/ 74,8 67,3
GCAAATCCT
Anti-sense: C’'TCGAG TTACCCAATCTGGCCAGTTCTGAAAAACAA Xho! 71,2 67,0
AllaSH3
Sense: G’AATTCTCTCATGTCTGGGTGGAGGAT C EcoR/ 66,7 64,2
Anti-sense: GAGCT’C TTAGTCCTTGGGGTAGACATTATTTAAC Sac/ 66,9 60,7
AllaDilute
Sense: G’AATTC CA’TATG AGCTCTTGGCAAAGCATTATTGAG EcoRI e Ndel 68,5 63,3
Anti-sense: C’TCGAG Xhol! 68,5 65,0
TTATTCATCTTCATTTGTCAATAGAAGTTTTAAGTTGG
All1gGT-f
Sense: G’AATTC G’CTAGC TCAGGATCTGACACTAAGTCAAGGGG EcoR/ e Nhel 62,0 66,1
Anti-sense: C’TCGAG Xhol! 70,3 67,5
TTATATGAAAGATGGATTTTCCAGAAGTTCCTCAGC
A11gGT-cc
Sense: GAATTC ATTAGTGAAGAGAGGCTGAAGAAGGC EcoR/ 67,5 65,3
Anti-sense: C'TCGAG Xho! 70,3 67,5
TTATATGAAAGATGGATTTTCCAGAAGTTCCTCAGC
A11hGT-ccp
Sense: CA’TATG ATAAATGAGGAGAGACTGAAGCAG Ndel 62,2 61,4
Anti-sense: G’ TCGAC TTATATCAAGAAACTGAAAGCTGGG Sall 66,2 59,9
A11hGT-ccd
Sense: G’AATTC CAAGAATCTGATGCAAAGACTCG EcoR/ 65,3 61,0
Anti-sense: G’ TCGAC TTATATCAAGAAACTGAAAGCTGGG Sall 66,2 59,9
A11mGrpE1l
Sense: G’GATCC CA’TATG TTAGAGAAACGGATAAGGACTGACCTG BamH/ e Nde/ 70,7 64,7
Anti-sense: C’'TCGAG Xho! 68,5 64,9
TTATTCATTCGTGATCTTATCCATTAATTCCTGATC
A11mGrpE2
Sense: G’GATCC CA’TATG BamH/ e Nde/ 72,6 67,3
GAAACGGAGGCATTGCTTATTAAAGAACGTG
Anti-sense: C’'TCGAG TTAATCCTGGCTAATCTTGGTGGTCTCTTG Xho! 70,3 66,9

5.3 Clonagem, expressao, purificacao e analises biofisicas
Inicialmente a cepa de E. coli BL21 (DE3) ASlyD pRARE 1I foi transformada com os
plasmideos contendo as construcdes. Quando necessario, os testes de expressao foram conduzidos

em outras cepas, como Origami II, SHuffle e Arctic Express.
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5.3.1 Construcao A11aSH3

O dominio Al11aSH3 foi amplificado por PCR a partir do RNA de flor gerando um fragmento
de aproximadamente 150 pb conforme esperado. Esse fragmento foi excisado do gel, purificado com
o kit de purificacdo de gel da Qiagen e utilizado para a ligacdo no vetor de clonagem pGEM-Teasy.

Andlises por sequenciamento identificaram uma muta¢do na constru¢do AllaSH3 do tipo
transicdo (A—>G) ndo sindnima (Thr 26 Ala) na base de nimero 76 da construcdo. Contudo, como
mostrado da figura 13, a regido onde se encontra a mutacdo nao € altamente conservada e ndo foi
encontrado nos bancos de dados nenhum polimorfismo. Para confirmar que essa muta¢do nao foi um
artefato de técnica, foi realizado uma PCR utilizando-se a DNA polimerase “proof reading" (Taq
DNA polimerase Platinum - Invitrogen) e em seguida, o produto da PCR foi sequenciado. Os
resultados mostraram que a mutacdo estava presente no fragmento amplificado indicando a
existéncia de uma possivel variagdo no aminoécido 26 da construcio. Dessa forma, os experimentos
foram conduzidos com esta variante.

Para a sub-clonagem nos vetores de expressdo pET28a e pET28aSUMO, o fragmento da
constru¢do AllaSH3 foi clivado do pGEM-Teasy com Ndel e Xhol ou EcoRl e Xhol

respectivamente e a construcdo foi novamente sequenciada confirmando a mutagdo notada

anteriormente.
a0 40 EEI '."III

Consensus GSHVWVIED PDEAWIDGEVVEING CTSGKT-AKISNIYPKDEAP.A é
Myo11a GSHVWYED DD AWIDGEY EE NE SEKTHENAENNNYYEPKDEEEFEE-L
Myot 1k GSHWWYEDEDEAWLDGCEYVEINGD LCASER MM KEDSNEY EKDVIEAPR- S
Myod e ESHNHFEIEEVATDDEEYE X DNE ol I cAT TER X M TEENS FDY PEDVEA DA - ©
Myot1d GSONWVIEDEDEAWLDCEVYE. NG NECOT KTEMARYVNAVHPRBEEFEE-L
Myo11e GSHNWIED:DVAWDDGLME FENG 2D VE -:z- TNGKI’ITAK.SI’.YPI{DIIIAPA [
Myod1f CEHVWVEDPELAWICGEV TETEG TN AET v TANGE THWA © SEYPKDTHEHAEE -A
Mya11q =5 I.H.QDPEIAH.DG_‘-.-"NG.D 'JCTSGI{T-AKE:SNTYPKDII."PE -a
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Myod i B D F MWD L AW A D.LD FDNI’ HMET: TEKEM VSPERLFREBPDDEEHN
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Figura 13: Alinhamento da regido do dominio SH3 das miosinas classe XI. No destaque nota-se que ha
predominancia de quase 50% de Lisina (K) na posi¢do do aminoicido mutado. Nao hd padrdo de conservacdo nessa
regido que permita concluir que seria pouco provdvel que a atual mutagdo causasse perdas na estrutura e funcao do
dominio.



Os testes de expressao foram conduzidos em diversas cepas de E. coli e em diferentes meios
de cultura descritos na tabela 7. Os resultados dos testes foram analisados por SDS-PAGE uma vez
que a proteina recombinante fusionada com 6HisTag (pET28a) ou 6HisTag-SUMO (pET28aSUMO)
possui massa molecular calculada de 7,32 e 19,38 kDa respectivamente, de acordo com a predi¢do
dos pardmetros da proteina no site ProtParam (http://web.expasy.org/protparam/).

Tabela 7: Condicoes de testes de expressdo realizados para obtencdo de proteina soliivel. Nota-se que, para a
construcdo AllaSH3, a melhor condi¢do foi a expressdo na cepa Origami II, em meio ZY 5052 quando fusionada a

SUMO. Os resultados tidos como “ndo detectado” indicam que ndo foi possivel ver de forma clara, uma banda no SDS-
PAGE na altura esperada para a construcao.
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Vetor Cepa de E. coli Meio Temp. IPTG Tempo oD Resultado
(mM) de ind.
pET28a BL21 (DE3) ASly D LB 20 °C 0.2 18 hs 0.8— Nao
pRARE 2 1.0 detectado
BL21 (DE3) ASly D LB 30°C 0.2 4 hs 0.8 - Nio
pRARE 2 1.0 detectado
BL21 (DE3) ASly D LB 37 °C 0.2 4 hs 0.8 - Nao
PRARE 2 1.0 detectado
Arctic express LB 30 °C— 0.5 18 hs 0.8 - Nao
12°C 1.0 detectado
pET28aSUMO BL21 (DE3) ASly D LB 20 °C 0.5 18 hs 0.6 — Pouco
pRARE 2 0.8 soluvel
BL21 (DE3) ASly D LB 30°C 0.5 4 hs 0.6 - Pouco
pRARE 2 0.8 soldvel
BL21 (DE3) ASly D LB 37 °C 0.5 4 hs 04— Pouco
PRARE 2 0.6 soldvel
Origami IT ZYL 20 °C - 72 hs - Solivel
5052
Origami 1T ZYM 20 °C - 72 hs - Solivel
5052
Origami IT ZYP 20 °C - 72 hs - Solavel
5052

Andlises da expressdo da proteina 6xHis-11aSH3 em SDS-PAGE (figura 14) revelaram a
auséncia de bandas na altura esperada para a construcio, dessa forma ndo foi possivel caracterizar a
expressdo uma vez que ndo se pode concluir se a proteina realmente ndo foi expressa, ou se ela, por
ter baixo peso molecular, difundiu do gel. Para tentar contornar esse problema, foi feito um novo gel
e este foi fixado com uma solucdo de glutaraldeido 5% em 4gua, e em paralelo, a amostra também
foi analisada em gel de tricina (SHAGGER, 2006) visando melhorar a resolucdo da andlise de
proteinas pequenas. Em ambos os casos ndo foi possivel visualizar a expressdo dessa construcdo em

pET28a.


http://web.expasy.org/protparam/
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Figura 14: SDS-PAGE (8-18%) de tris glicina dos testes de expressao da proteina 6xHis-A11aSH3. Expressdo com
a cepa de E. coli BL21 (DE3) ASlyD pRARE II a 30 e 37 °C e 0,5 mM IPTG, do dominio SH3 clonado em pET28a.
Abaixo da banda do marcador de 10 kDa ndo é possivel visualizar nenhuma banda. A seta indica a regido aproximada
onde deveria aparecer a banda da proteina expressa. Entretanto, esse gel ndo foi fixado com glutaraldeido 5%. M:
marcador de peso molecular; I: fracdo insolidvel; S: fracdo solivel; T: Tempo de indugdo em horas.

Testes de expressdo da construgdo 6xHisSUMO-11aSH3 foram feitos na cepa Origami II nos
meios de auto-inducdo ZYL5052, ZYMS5052 e ZYP5052 em grande escala (2 litros) para melhorar a
visualizacdo da expressdo da proteina em SDS-PAGE. Em seguida, foram realizados passos de
purificacdo (afinidade por niquel e exclusdo molecular) a fim de isolar a proteina recombinante.
Apesar da massa esperada da construcdo 6xHisSUMO-11aSH3 ser de 19,38 kDa, o gel de
poliacrilamida da purificacdo (figura 15) mostrou uma banda majoritaria referente a uma proteina
com o peso molecular de aproximadamente 35 kDa. Todavia a identidade da proteina foi confirmada
através de andlises de espectrometria de massas e, paralelamente, por uma anélise por imunodetec¢io
em membrana. Uma vez que a proteina SUMO migra de forma an6mala no SDS-PAGE, tal

comportamento deve influenciar a migragdo da proteina fusionada a ela.
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Figura 15: SDS-PAGE e Western blot das fracoes da purificacdo de afinidade da proteina A11aSH3. Em A: SDS-
PAGE 13%, € possivel notar que ndo ha bandas referente ao peso esperado (cerca de 20 kDa) da proteina 6xHisSUMO-
Al1laSH3. Todavia, hd uma banda com um peso de aproximadamente 35 kDa. Em B: Revelagdao de imunodeteccao em
membrana com anticorpo anti-His das mesmas fracdes presentes em A. M: Marcador de peso molecular; I: Fracdo
insolivel; S: Fracdo soluvel; FT: Flow-through; Elu: fragdes do gradiente de eluicdo.

Em seguida foi realizado o teste de clivagem com SUMOprotease. Analisando o SDS-PAGE
(figura 16) da amostra purificada por afinidade, antes e depois da clivagem, nota-se a presenca de
duas bandas (15 e 20 kDa) sendo a de maior tamanho mais abundante. Ambas as bandas foram
recortadas e submetidas a andlise por espectrometria de massas para identificar quais proteinas
representam essas bandas. Tal anélise mostrou que a banda de massa molecular maior € a proteina

SUMO (SMT3 de levedura) como esperado, com score alto (459).
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Figura 16: SDS-PAGE 13% mostrando a clivagem com sumoprotease da construcio A11aSH3. Nota-se a presenga
de duas bandas entre 15 e 20 kDa (indicadas pelas setas) como produtos dessa clivagem e nenhuma banda na altura de 5
kDa onde seria esperada uma banda referente ao SH3 clivado. .M: marcador de peso molecular; NC: amostra ndo
clivada; C: amostra clivada.
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A proteina SUMO também foi encontrada na andlise feita para a banda de menor peso
molecular indicando possivel degradacdo (score 428). Mesmo com menor intensidade (score 102),
foi encontrado um peptideo referente ao final da proteina 6xHisSUMO-A11aSH3 também na banda
de tamanho molecular menor, indicando que os métodos de expressao e purificacao foram eficientes
para o isolamento da proteina (figura 17).

Suspeitas de interacdo entre a proteina AllaSH3 e a SUMO apéds a clivagem, foram
levantadas ao analisarmos o comportamento das mesmas durante a purificacdo de afinidade com a
resina Ni-NTA ocorrendo simultaneamente com a clivagem com SUMOprotease. Durante a
passagem da amostra, € possivel ver no gel da figura 18 que a proteina 6xHisSUMO-A11aSH3 ndo
passou direto pela coluna como era esperado, uma vez que, clivada, a proteina perde a cauda de
histidina que interage com a coluna. Entretanto, na elui¢do com imidazol 500 mM tanto a proteina

Al11aSH3 como a SUMO eluem juntas.
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With Smt3, The Yeast Ortholog Of Sumo Ulp1 Protease Domain In Complex With Smt3, The Yeast

Ortholog Of Sumo

gi|2494118 Mass: 199623 Score: 102
emPAl: 0.03 Strong similarity to Arabidopsis myosin
MYA1 (gh|Z28389) [Arabidopsis thaliana]

Figura 17: Dados das analises por espectrometria de massas das bandas do gel da purificacdo da construcio
6xHisSUMO-SH3. Os dados mostram o grafico com nimero de proteinas encontradas em relacdo ao seu score, € 0s
peptideos que identificaram cada proteina (Al1aSH3 e SUMO).
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Figura 18: SDS-PAGE da clivagem da proteina HtSUMO-A11aSH3 com SUMOprotease na resina de niquel.
Nota-se que na injecdo (Im) hd uma banda de aproximadamente 35 kDa. Apds a clivagem esperava-se que a proteina
clivada saisse no Flow-through (FT), porém, a mesma saiu na eluicao (Elu) com imidazol junto com a proteina SUMO,
sendo clara a presenca de duas bandas sobrepostas na altura de aproximadamente 20 kDa.

Devido a proximidade do peso molecular da proteina SUMO com a proteina Al1aSH3, a
separacdo das mesmas por filtracdo em gel torna-se invidvel. Dessa forma foram feitos testes de
cristalizacdo da construcdo sem clivagem. Nos ensaios iniciais foram visualizados um total de
51,48% de gota clara, 36,39% de precipitados e 12,13% de separacdo de fase (Figura 19). A alta
incidéncia de gotas claras indica que a concentragcdo da proteina pode estar baixa para a formacao de

cristais.

Figura 19: Fotos do pocos da placa de cristalizacio da proteina 6xHisSUMO-SH3. Em A: Gota clara; B:
precipitado, C: separagdo de fase; D: suposto cristal malformado. Em E: zoom do suposto cristal malformado utilizando
o robd Rock Maker, permitindo uma melhor visualizacdo da estrutura sendo, entdo definida, como precipitado. Em F: a
mesma regido de E, tirada utilizando luz UV, comprovando que a formacdo em questdo trata-se de um precipitado e ndo
de um cristal.
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Devido a auséncia de cristais nos testes de cristalizacao iniciais, e na dificuldade de obter
uma concentracdo maior de proteina, ndo foram realizados mais testes de cristalizacdo para esta

construcao.

5.3.2 Construcao 6xHisSUMO-A11aDilute

Para os testes de expressao da proteina 6xHisSUMO-A11aDilute, foram usadas condi¢des
descritas na tabela 8. Os resultados dos testes foram analisados a partir de SDS-PAGE tendo como
referéncia o peso molecular estimado da proteina recombinante (32,49 kDa).

Os resultados das cromatografias de afinidade por niquel da proteina recombinante expressa
na cepa Origami Il e BL21(DE3)ASlyD pRARE II foram semelhantes (figura 20). Parte da proteina
se encontra na fra¢do insoluvel, entretanto nas fracdes da eluicdo, é possivel encontrar a proteina
recombinante com razodvel grau de pureza. Andlise por DLS indicou que independentemente da
cepa de E. coli e da presenca/auséncia de TCEP, todas as amostras analisadas o raio hidrodinamico e

a polidispersividade estavam muito altos sugerindo a presenca de agregados (tabela 9)

Tabela 8: Condicoes de testes de expressao realizados para obtencao de proteina 6xHisSUMO-A11aDilute solivel.
Os resultados mostram que, para a construcdo AllaDilute em pET28aSUMO, tanto a expressdo em Origami II em meio
ZY 5052 (L, M ou P), como em BL21 (DE3)ASlyD pRARE II em meio LB foram ideais para a obteng@o da proteina
solivel. Dessa forma, testes de espalhamento dindmico de luz foram feitos para determinar a condi¢@o onde a proteina se
encontrava monodispersa e de forma monomérica.
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Me Temperatu [1] Tempo de
Vetor Cepa de E. coli . . oD Resultado
P io ra IPTG ind.
pET28a BL21 (DE3) ASly D pRARE 2 LB 20 °C 02 18 hs 0.8-1.0 f;’]';izl
BL21 (DE3) ASly D pRARE 2 LB 30°C 02 4hs 0.8-1.0 Pouco
solivel
BL21 (DE3) ASly D pRARE 2 LB 37°C 0.2 4hs 0.8 1.0 Fouco
solivel
P
BL21 (DE3) ASly D pRARE 2 LB 37°C 02 6hs 08-1.0 ouco
solivel
BL21 (DE3) ASly D pRARE 2 LB 20°C 0.5 18 hs 04-60 Insoltvel
BL21 (DE3) ASly D pRARE 2 LB 20°C 1.0 18 hs 0.4-60 Insoliivel
BL21 (DE3) ASly D pRARE 2 LB 37°C 02 4hs 12 Pouco
solivel
BL21 (DE3) ASly D pRARE 2 LB 37°C 0.5 4hs 12 Insoltivel
Arctic express LB 30°C—-12°C 05 18 hs 08-1.0 Ndo
expressa
PET28a N ) Nio
SUMO BL21 (DE3) ASly D pRARE 2 LB 20°C 05 18 hs 06-0.8 expressa
BL21 (DE3) ASly D pRARE 2 LB 30°C 05 4hs 0.6-0.8 Nao
expressa
SHuffle LB 30°C 04 4hs 04-06 Pouco
solivel
BL21 (DE3) ASly D pRARE 2 LB 37°C 0.5 4hs 12 Insoltivel
BL21 (DE3) ASly D pRARE 2 LB 37°C 0.5 4hs 0406 Soliivel
Origami IT ZY5 20°C - 72 hs -- Solivel

052
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Figura 20: SDS-PAGE 13% da lise e cromatografia de afinidade da construcao 6xHisSUMO-11aDilute em duas
diferentes cepas. Em A: Origami II em meio ZY5052, e em B: BL21(DE3)ASlyD pRARE II em meio LB. A analise
mostra que em Origami II ha mais proteina que em BL21(DE3)ASlyD pRARE II, porém, a pureza da proteina esta
maior nesta que na anterior. Em ambos os casos hd quantidade significativa de proteina na fracdo insoldvel. M:
Marcador de peso molecular; I: fragdo insoldvel; S: fragdo solivel; FT: flow through; Elu: fracdes da eluigdo.

Tabela 9: Dados obtidos na anélise por DLS para a construcdo 6xHisSUMO-11aDilute. Foi visto que em ambas as
cepas a proteina esta polidispersa e agregando mesmo na presenga de TCEP. Polid: Polidispersividade.

Cepa Intensidade Raio (nm) % Polid MW-R
(kDa)
Origami IT 315276 54.3 26.3 38603
Origami II + TCEP 279035 56.4 29.0 42125
BL21(DE3) 172299 31.8 57.1 11047
BL21(DE3) + TCEP 148485 32.1 57.1 11234

Esses dados corroboram com WEI em 2011 e WU em 2011 e seus colaboradores que, ao
analisarem fragmentos da cauda globular da miosina X e VII, respectivamente, verificaram que esses
fragmentos sdo instdveis quando isolados e que os experimentos devem ser conduzidos com a cauda
completa que garante maior estabilidade para a constru¢ao. Com base nisso, os experimentos com a
constru¢do 6xHisSUMO-AT1aDilute foram encerrados uma vez que uma amostra agregada diminui

as chances de sucesso dos testes de cristalizacdo.

5.3.3 Construcoes 6xHis-A11gGT-f e 6xHis-A11gGT-cc

a) Construcao A11gGT-f (Ser1100-I1e1490)
A clonagem da constru¢do Al1gGT-f foi diferenciada devido as caracteristicas do

oligonucleotideo de iniciacdo dessa constru¢cdo. Embora fosse de 50°C a temperatura de anelamento

predita para a formacdo de grampos (Hairpin) para os oligonucleotideos da constru¢do 11gGT-f, os
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ciclos para a amplifica¢do partiram de temperaturas de anelamento baixas até uma temperatura mais
especifica (47°C, 55°C e 60°C) pois houve dificuldade para a amplificacdo da construcdo utilizando
o protocolo estabelecido para as demais construgdes. Para evitar a formacdo de dimerizacdo dos
oligonucleotideos, foi adicionado DMSO 2% na reagdo. Apds a amplificacdo, a construcdo foi
clonada em pET28a e pET28aSUMO, porém, os testes de expressao foram conduzidos apenas em
pET28a devido as desvantagens do pET28aSUMO analisadas nos experimentos realizados com
outras construgdes.

Os testes de expressdo foram conduzidos inicialmente na cepa Origami II devido a presenca
de 2,2% de cisteinas na construcdo, valor esse considerado alto podendo dificultar o dobramento
correto da proteina devido a formagdo ndo-especifica de pontes dissulfeto. A cepa Origami II,

apresenta mutagdes nos genes trxR e gor, que sdo responsaveis pelo aumento da formacao de pontes
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dissulfeto no citoplasma, dessa forma, evitando a formacdo incorreta de pontes dissulfeto e a

formacdo de agregados. A figura 21 mostra o teste de expressao a 20, 30, 37°C e um teste onde a

temperatura de crescimento foi 30°C e a temperatura de indugdo foi 25°C. A lise foi realizada com
B-PER e sonicacdo. A proteina apresentou-se na fragdo insoldvel, contudo, como o teste 30-25°C
rendeu uma quantidade maior de proteina, ele foi repetido em larga escala utilizando método de
pressdo para a lise. Nesse caso foi visto que a proteina estava na fracdo solivel indicando que o

método de lise influencia na solubilidade da proteina.
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Figura 21: SDS-PAGE do teste de expressao da construcao 6xHis-11gGT-f. Os testes mostraram a proteina na fragao
insoldvel, porém, em grande quantidade no teste realizado a 30-25°C. A seta destaca a banda da melhor condicio de

expressdo com ~ 45 kDa, o esperado para a construcio seria 46 kDa. Onde I: fracdo insolivel; S: fragdo solivel; M:
Marcador de peso molecular; T: tempo de indug¢do em horas.
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Foram realizadas diversas técnicas de lise (descritas na tabela 10) e de purificagdo a fim de
estabelecer um protocolo onde a proteina estivesse soldvel, pura e monodispersa. A figura 22 mostra
0o SDS-PAGE das fragdes da purificacao de afinidade onde foi visto que parte das proteinas passaram
diretamente pela coluna (fracdo chamada de Flow-through). Durante o gradiente de eluicdo, a
proteina foi observada em trés picos distintos. Tendo em vista que a proteina ndo interage
devidamente com a resina de afinidade, foi realizada uma identificacdo por espectrometria de massa
que revelou que a proteina em questdo era o Fator de elongacdo de E. coli, cuja estrutura
cristalografica ja foi obtida por SONG e colaboradores em 1999. Os dados fisicoquimicos da
constru¢do A11gGT-f e do fator de elongacdo de E coli estdo descritos na tabela 11, onde € possivel
ver que ambas apresentam peso molecular parecido o que fez com que fossem confundidas em gel de
poliacrilamida. O pl teérico também € préximo, o que permitiu a purificagdo do fator de elongacio

por troca idnica.
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Figura 22: SDS-PAGE das fracoes da purificacio de afinidade da proteina 6xHis11gGT-f. Em A: SDS-PAGE das
fracdes da purificacdo por afinidade, onde € possivel ver uma banda acima de 45 kDa na fracdo insoliivel indicando que a
proteina ndo foi expressa completamente soliivel e que parte da proteina passa diretamente pela coluna sem se aderir
como mostrado na fragdo FT. M: marcador de peso molecular; I: fragdo insoldvel; S: fragdo solivel; FT: flow-throug.

Para confirmar a expressao do fator de elongagao de E coli no lugar da 11gGT-f, foi realizada
a expressao do vetor pET28a vazio, nas mesmas condi¢des de expressdo e lise determinadas para a
constru¢do 6xHis-11gGT-f. Os resultados (figura 23) mostraram que na expressdo do vetor vazio €
encontrada apenas uma banda de aproximadamente 45 kDa na fracao soldvel. Contudo, na expressao
da construcdo 6xHis-A11gGT-f, ha a mesma banda na fracdo solivel, porém, além de uma banda,

também na altura de 45 kDa na fracdo insolivel, confirmando que a constru¢do em questdo é
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expressa na fracao insolivel. Devido a presenca de outra proteina de tamanho semelhante na fracao

soluvel, os experimentos com essa constru¢do foram encerrados.

Tabela 10: Relacdo das condicoes de lise e purificacio testadas para 6xHis-11gGT-f. Os testes mostraram que a
maioria das condi¢des ndo proporcionaram o resultado esperado com relagdo a pureza e homogeneidade da amostra.
Entretanto duas condi¢des, marcadas em negrito, resultaram em uma amostra com as caracteristicas necessdrias para a

continuidade dos experimentos.

CEe,pjo Z‘e Lise Purificagio Tampao iﬁf:tl(t)er Observacoes
25 mM Fosfato de
Sédio pH 7.4; 300 Grande parte da proteina
mM NaCl; 5% i no flow-through.
French Afinidade Soero}
press 50 mM Fosfato de Apenas parte da
Sédio pH 7,0; 300 )
mM NaCl: 5% - proteina no flow-
Glicerol through.
50 mM Fosfato de
S6dio pH 7.0: 300 Parte da proteina no
mM NaCl; 10%
BL21 Glicerol ﬂow.-thr,oulgh e amost.ra
(DE3) 50 mM HEPES pH 2 mM p- em pico un1co~com baixa
. concentracdo de B.
ASlyD Afinidade 7,5; 300 mM NacCl; mercaptoetanol
Prare 11 10% Glicerol
25 mM Fosfato de Parte da proteina no
Sédio pH 7.4; 300 flow-through e presenca
Quimica mM NaCl; 5% de contaminantes na
Glicerol fracdo eluida.
50 mM HEPES pH 2 mMp- Presenca de muitos
7,5; 10% Glicerol mercaptoetanol contaminantes.
Troca-idnica p
50 mM Fosfato de Parte da proteina no
Sédio pH 7,0; 10% flow-through e baixo
Glicerol grau de contaminacio
25 mM HEPES pH Pouca proteina e
7,5; 300 mM NaCl; - -
5% Glicerol polidispersa.
50 mM Fosfato de
French - 1 . .
Afinidade sédio pH 7,0; 300 Pouca proteina saindo ao
Origami IT press mM NaCl; 5% i longo da purificagdo.
Glicerol
50 mM Fosfato de 2 mM p- Elui¢do da proteina em
sédio pH 7,0; 300 mercaptoetanol trés picos diferentes.
Quimica Afinidade mM NaCl; 5% Grande parte da proteina
Glicerol no flow-through.
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Tabela 11: Dados fisicoquimicos das proteinas 6His-11gGT-f e Fator de elongacio de E. coli. A tabela mostra que
ambas as protefnas apresentam caracteristicas muito semelhantes o que permitiu a confusdo durante os métodos de

analises.
Proteina N° aminoacidos Peso molecular pI Teorico
6His-11gGT-f 414 46225.5 Da 5.87
Fator de elongacao 393 43182.3 Da 5.30
--11gGT-f em pET28a --- ------ pET28a vazio -----
M s M | s
116,6( - e A
66,2 « - 3

L i e
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Figura 23: Analise da expressao do vetor pET28a vazio. SDS-PAGE 13% mostrando que na expressdo da construgio
6xHis-11gGT-f hd uma banda de aproximadamente 45 kDa na fracdo insolivel (no destaque), que ndo aparece na
expressdo do vetor pET28a vazio. Por outro lado, tanto na expressdo do vetor vazio, quanto na expressdo da construgdo,
ha uma banda também na altura de 45 kDa na fragdo solivel referente ao fator de elongagédo de E coli. M: marcador de

peso molecular; I: fragdo insoldvel; S: fragdo solivel.

b) Construcao A11gGT-cc (Ile1011-11e1490)

Também foi produzida uma constru¢do para a miosina XIg que apresenta uma por¢dao do
coiled-coil, visando que a presenca da regido de dimerizacdo na constru¢do que permita uma maior
estabilidade a proteina. A nova construcao recebeu o nome de A11gGT-cc.

Essa constru¢do compreende nio apenas a regido da cauda como também uma parte do
coiled-coil, uma vez que experimentos realizados pelo nosso grupo com a miosina humana Va,
mostraram que a presenca do coiled-coil permite a dimerizacdo da proteina deixando-a mais estavel.
A construgdo foi amplificada (figura 24) utilizando apenas como temperatura de anelamento a média
da temperatura de melting geral dos oligonucleotideos subtraindo 4°C. Foram realizados 35 ciclos na

presenca da enzima Taq DNA polimerase HiF.
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Figura 24: Fragmento amplificado da construcao 6xHis-11gGT-cc. A seta indica a banda amplificada utilizando
apenas a maior temperatura de anelamento do oligonucleotideo de iniciagdo.

Os testes de expressdo foram conduzidos a 30 e 37 °C. A expressdo do gene alvo foi induzida
com IPTG 0,1 mM nas seguintes cepas de E. coli: BL21 (DE3) ASlyD pRARE II, C41, C43, e
Rosetta-gami 11 pLysS. Em todos os testes, é notdvel uma banda com a massa estimada da

constru¢do 6xHis-11gGT-cc (57 kDa) na fracao insoldvel (figura 25).

30°C 37°C
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Figura 25: SDS-PAGE do teste de expressao da proteina 6xHisTag-11gGT-cc em BL21 (DE3) ASlyD Prare II. A
seta indica a altura esperada para a construcdo onde sido encontradas bandas apenas na fracdo insolivel (I). Nao é
possivel ver bandas significativas, referente a construcio na fracéo soldvel (S). M: marcador de massa molecular; T:
Tempo de indugdo em horas.

Os testes de refolding foram feitos a fim de solubilizar a proteina. O procedimento de
chaperona artificial nao foi eficiente uma vez que a proteina ndo se ligou a resina (figura 26) mesmo

quando o volume de resina foi duplicado.
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Figura 26: SDS-PAGE do refolding por chaperona artificial. Nota-se uma banda com o peso estimado para a proteina
6xHis-11gGT-cc (~56kDa) no insolivel e no flow-throught. A proteina saiu nas diferentes etapas de lavagem e na
eluicdo, porém em quantidades menos significativas. M: Marcador de peso molecular, I: fracdo insoldvel, S: fracdo
solivel, Lav: lavagens, E1: fracao 1 da elui¢c@o, E2: fracdo 2 da elui¢do.

No teste de refolding por didlise houve precipitacido de grande parte da amostra nas trocas finais

do tampao (figura 27a). Entretanto, apds a concentragdo da proteina dialisada, foram obtidos 3,64 uM

de proteina solubilizada confirmada por western blot (figura 27b) para estudos biofisicos da mesma.
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Figura 27: SDS-PAGE e western-blot da proteina 6xHis-11gGT-cc solubilizada. Nota-se uma banda majoritaria com
o peso estimado para a proteina 6xHis-11gGT-cc (~56kDa) na fracdo referente ao precipitado. A mesma banda ¢ vista
nas demais fragdes, indicando que mesmo apds a precipitacio, havia proteina para concentragdo e estudos biofisicos. M:
marcador de peso molecular, P: Peller da amostra dialisada, S: sobrenadante da amostra dialisada, C1: Amostra
concentrada a 1,84 uM, C2: Proteina concertada a 3,64 pM.
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O DLS da proteina 6xHis-11gGT-cc solubilizada e posteriormente concentrada indicou um raio
de 70,2 nm e polidispersividade de 40,5%. Tais dados indicam altos niveis de agregacdo e
heterogeneidade da amostra, inviabilizando os estudos estruturais. Para confirmar o reenovelamento da
proteina, a amostra foi submetida a uma andlise por dicroismo circular. Os resultados de CD (figura
28a) mostraram que a proteina foi reenovelada e apresenta estrutura secundaria de a-hélice, como
previsto nas andlises in silico. Além disso, os experimentos de desnaturacdo térmica (figura 28b)
mostraram que a proteina ndo adotou um comportamento tipico de desnaturacio, confirmando os dados

de DLS que a proteina estd agregada.
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Figura 28: Espectro de estrutura secundaria e grafico da desnaturacao da proteina 6xHis-11gGT-cc solubilizada. Em
A: espectro de dicroismo circular da proteina 6xHis-11gGT-cc apds refolding por método de didlise. Nota-se que a proteina
estd estruturada em o-helice comprovando a eficiéncia da técnica para esta construcdo. Em B: Grafico da desnaturagdo
térmica da proteina 6xHis-11gGT-cc mostrando que mesmo em altas temperaturas a proteina ndo se desnatura
completamente, comprovando seu estado agregado.

5.3.4 Construcoes A11hGT-ccp A11hGT-ced

No decorrer deste trabalho, PARAYSLOV et al. (2011) mostraram que a miosina XlIg,
inicialmente escolhida como alvo, apresentava baixissima expressa e somente nas raizes. Entao,
foram também elaborados oligonucleotideos para novas construgdes contendo coiled-coil para a
miosina XIh. A partir de dados obtidos por microarranjo a miosina Xlh foi apontada por

PARAYSLOV e colaboradores em 2011, como a segunda miosina mais expressa por Arabidopsis



thaliana, seguindo a miosina XIi , que somente ndo foi selecionada para a nova fase de experimentos
devido a presenca de trés splicing alternativos.
Foram elaboradas duas construcdes da miosina Xlh, a primeira denominada A11hGT-ccp,

<

apresenta na sua composi¢do grande extensdo do coiled-coil, por isso recebe o nome de “ccp”
(coiled-coil proximal). A segunda constru¢do A11hGT-ccd apresenta uma regido menor de coiled-

coil, e recebeu o nome de “ccd” (coiled-coil distal) (figura 8).

a) A11hGT-ccp
A construgdo foi amplificada por PCR utilizando temperaturas de anelamento crescentes em

cada ciclo (figura 29). A subclonagem foi feita em pET28a para testes de expressao.
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Figura 29: Fragmento amplificado da construcio 6xHis-11hGT-ccp. A seta indica a banda amplificada com sucesso
utilizando temperatura de anelamento crescente.

O teste de expressdo foi realizado em grande escala (2 litro de cultura) seguido de uma
purificacdo de afinidade. Andlises do SDS-PAGE das fra¢des da purificacdo indicaram uma banda
na altura esperada para a constru¢ido (60 kDa) no Flow-through, lavagem e no primeiro pico de
eluicdo, com 12,0 % de tampao B (figura 30). Para confirmar se houve expressiao da proteina alvo,
foi feito um western blot com algumas fragdes da purificagcdo. O blot ndo revelou nenhuma banda de
forma especifica (figura 31), indicando que possivelmente ndo houve expressdo da proteina, por

motivos ainda ndo esclarecidos.
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Figura 30: SDS-PAGE das fracoes da lise e da cromatografia afinidade da proteina 6xHis11hGT-ccp. Sédo
encontradas vdrias bandas préximas a regido esperada para a construcio, entretanto, elas ndo sdo encontradas em
concentragdes maiores de imidazol. Nas fracdes solivel e insoldvel, também ndo fica nitida a presenca de bandas com
massa molecular estimada para a constru¢@o (indicado pela seta). M: marcador de massa molecular; I: fracio insoludvel;

S: fragdo soldvel; FT: flow-through; Lav: lavagem; Elu: eluicao.
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Figura 31: Western blot das fracées da afinidade da proteina 6xHis11hGT-ccp. Em A: SDS-PAGE das fragdes que
foram transferidas para a membrana de PVDF. Em B: Membrana apds transferéncia e reagdo da fosfatase alcalina.
Nenhuma banda acendeu na membrana e, embora o marcador tenha ficado fraco, foi marcado com lapis, apds a
transferéncia, a altura das bandas do marcadores na membrana, que aparecem na forma de pequenos pontos. M:
marcador de massa molecular; I: fracio insoldvel; S: fracdo solivel; Elu: eluicdo; C: fragdes da elui¢do do primeiro pico
concentradas.

b) A11hGT-ccd — duplo hibrido em levedura
O resultado completo dos testes do gene LacZ (teste do azul) e em meio SD-WLH est4 descrito nas
tabelas 12 e 13, porém a partir desses dados € sugerida a interagdo da miosina de planta 11hGT-ccd com as

proteinas :
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» coiled-coil and C2 domain containing 1A [ Homo sapiens ]

Esse gene codifica um repressor transcricional que se liga a um elemento repressor com 14 pares de
bases conservadas na regido 5°, e regula a expressao do receptor 1A de serotonina em células neurais.
Atividades ligadoras de DNA e repressora transcricional da proteina sdo inibidas por célcio. Mutacdo
nesse gene resulta em retardo mental do tipo ndo sindrémica. A proteina CC2DA contém mais de 1620
aminoacidos (dependendo do éxon usado) e o dominio C2 € predito situando-se entre os residuos 1042-
1202 (NOOR et al.,2008) . A busca no Blast contra o PDB encontrou uma proteina de Arabidopsis

thaliana desconhecida com porcentagem de cobertura de sequéncia de apenas 10%.

» WDR6 WD repeat domain 6 [ Homo sapiens ]

Esse gene codifica um membro da familia de proteinas com WD repetitivo que consiste de regides
conservadas de aproximadamente 40 aminodcidos que podem facilitar a formacdo de complexos
heterotrimérico ou mutiproteico. A proteina codificada interage com quinase 11 serina/treonina, e €
implicada na repressdo do crescimento celular. O dominio WD € constantemente encontrado em
diversas proteinas até mesmo em miosina da classe II (STEIMLE et al., 2001). O blast contra o PDB
da sequéncia polipeptidica do dominio WD encontrou diversas proteinas de Arabidopsis thaliana,
entretanto, a Transducina foi encontrada com 93% de cobertura de sequéncia, seguida pela B-
glicosidase com 81%, essa ultima encontrada em caule, siliques e raizes e estd diretamente ligada a

lignificacdo (ESCAMILLA-TREVINO et al.,2006).

» NPNT nephronectin [ Homo sapiens ]

Nefronectina (NPNT) € uma proteina da matriz extracelular associada com a regeneracdo do epitélio
tubular da necrose tubular nefrotéxica aguda (CHENG, 2008). Além disso, NPNT foi associada com
melanoma maligno onde sua superexpressdo constante em linhagens de células com de melanoma
aumenta a adesdo celular e diminui a migracao das células (KUPHAL et al., 2008). Outros estudos
apontam NPNT responsdvel por um papel importante na via de sinalizacio da MAP quinase, na
migracdo celular e ativagdo da diferenciacdo de integrinas (KAHALI et al. 2010). Além disso, em 2007
Linton e colaboradores associaram a NPNT um dos precursores da formacdo de brotos utéricos do
ducto de Wolffian. J4 em 2011, Patra e colaboradores identificaram que a NPNT estd criticamente

envolvida na diferenciacdo do canal atrioventricular durante o desenvolvimento do coragdo do peixe-



54

zebra (Danio rerio). Curiosamente, nenhum desses sistemas estd relacionado com plantas, dessa forma,
a sequéncia polipeptidica da nefronectina de humanos foi analisada por blast
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) a fim de encontrar uma proteina com sequéncia similar em
Arabidopsis thaliana. Nao foram encontradas proteinas com identidade e similaridade de sequéncia
significativa. O teste do azul foi feito em duplicata e do meio SD-WLH foi feito apenas uma vez,
entretanto, em todas as andlises o resultado foi positivo para a interacdo da 11hGT-ccd com a
Nefronectina. O plasmideo contendo a nefronectina juntamento com o vetor pBTM116 vaizio, ndo

apresentou resultado positivo, descartando uma possivel auto-ativacdo da nefronectina.

Tabelal2: Resultado do teste do gene LacZ (teste do azul) feito em duplicata. O sinal (+) indica que houve interacio
entre a isca e a presa em questdo. O resultado ndo foi igual para os dois experimentos, sendo assim, julgamos como
verdadeira aquela interacao que ocorreu nas duas repeti¢des.

N° Presa Isca Teste 1 Teste 2

01 Protein Phosphatase 1, Regulatory (Inhibitor) Subunit 1A pBTM116

02 Protein Phosphatase 1, Regulatory (Inhibitor) Subunit 1A HsMyoVa

03 Protein Phosphatase 1, Regulatory (Inhibitor) Subunit 1A AtMyoXIh +

04 Ferritin, Heavy Polypeptide 1 pBTM116

05 Ferritin, Heavy Polypeptide 1 HsMyoVa

06 Ferritin, Heavy Polypeptide 1 AtMyoXTh

07 WD Repeat Domain 6 pBTM116

08 WD Repeat Domain 6 HsMyoVa + +
09 WD Repeat Domain 6 AtMyoXTh + +
10 Coiled-Coil And C2 Domain Containing pBTM116 +

11 Coiled-Coil And C2 Domain Containing HsMyoVa +

12 Coiled-Coil And C2 Domain Containing AtMyoXTh A 3
13 Nephronectin Isoform CRA_B pBTM116

14 Nephronectin Isoform CRA_B HsMyoVa +

15 Nephronectin Isoform CRA_B AtMyoXTh + +
16 U3 Small Nucleolar Ribonucleoprotein (Homolog Yeast) pBTM116

17 U3 Small Nucleolar Ribonucleoprotein (Homolog Yeast) HsMyoVa

18 U3 Small Nucleolar Ribonucleoprotein (Homolog Yeast) AtMyoXIh

19 Ribosomal Protein S7 pBTM116

20 Ribosomal Protein S7 HsMyoVa

21 Ribosomal Protein S7 AtMyoXTh
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Tabelal3: Resultado do teste de crescimento em meio SD-WLH com concentracao crescente de 3AT. O sinal (+)
indica que houve interagdo entre a isca e a presa em questdo. O aumento da concentra¢do de 3AT deve diminuir a forca de
interacdo entre a isca e a presa, garantindo que o resultado mostre quais interagdes sio realmente fortes.

N° | Presa Isca 5 mM 10Mm 15mM 25mM 50 mM
01 Protein Phosphatase 1, Regulatory (Inhibitor) Subunit 1A pBTM116

02 Protein Phosphatase 1, Regulatory (Inhibitor) Subunit 1A HsMyoVa

03 Protein Phosphatase 1, Regulatory (Inhibitor) Subunit 1A AtMyoXTh

04 Ferritin, Heavy Polypeptide 1 pBTM116

05 Ferritin, Heavy Polypeptide 1 HsMyoVa +

06 Ferritin, Heavy Polypeptide 1 AtMyoXTh

07 WD Repeat Domain 6 pBTM116

08 WD Repeat Domain 6 HsMyoVa + + + + +
09 WD Repeat Domain 6 AtMyoXTh + + + +
10 Coiled-Coil And C2 Domain Containing pBTM116 + + +

11 Coiled-Coil And C2 Domain Containing HsMyoVa + + +

12 Coiled-Coil And C2 Domain Containing AtMyoXTh + + + +
13 Nephronectin Isoform CRA_B pBTM116

14 Nephronectin Isoform CRA_B HsMyoVa + + + +
15 Nephronectin Isoform CRA_B AtMyoXTh +

16 U3 Small Nucleolar Ribonucleoprotein (Homolog Yeast) pBTM116 +

17 U3 Small Nucleolar Ribonucleoprotein (Homolog Yeast) HsMyoVa

18 U3 Small Nucleolar Ribonucleoprotein (Homolog Yeast) AtMyoXIh

19 Ribosomal Protein S7 pBTM116

20 Ribosomal Protein S7 HsMyoVa + + + +
21 Ribosomal Protein S7 AtMyoXTh
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Apesar do dominio SH3 da miosina XIa fusionado a SUMO ter sido expresso na fracao
solivel e em quantidades razodveis (cerca de Smg/mL), ndo foi possivel a obten¢do de cristais nas
condicOes testadas. Além disso, o dominio SH3 pode estar interagindo com a proteina SUMO
dificultando a purificacdo e clivagem da mesma. Além do mais, foi detectado por espectrometria de
massas, pequenos fragmentos do dominio indicando possivel degradacdo, tornando a construcio
inviavel para estudos cristalograficos. Como alternativa, podem ser realizados estudos estruturais por
ressonancia magnética que permite a resolucdo da estrutura com a proteina em solucdo.

O dominio Dilute ocupa praticamente metade da cauda globular da miosina XIg conforme
mostrado na modelagem da figura 32. Li e Nebenfiir em 2007 modelaram a cauda globular da
miosina XIk de Arabidopsis thaliana a partir da miosina de levedura Myo2p e identificaram, a partir
de duplo-hibrido, uma interac@o entre as hélices 1 e 15 na miosina de planta que € necessdria para a
sua funcionalidade. Isso nos sugere que a cauda globular das miosinas permanece estdvel quando o
dominio se encontra completo, e que partes isoladas desse dominio perdem a estabilidade e
possivelmente a funcionalidade, justificando os altos niveis de agregacao da constru¢do AllaDilute.
Também nido se pode desconsiderar a fusdao do dominio Dilute a SUMO, que pode estar exercendo
uma influéncia sobre a estabilidade da construgao.

Embora o resultado da identificagdo por espectrometria de massas tenha identificado a
proteina recombinante como o fator de elongacdo de E coli, concluimos que o a proteina 6xHis-
Al11gGT-f, expressa na fracdo insolivel possivelmente devido a alta porcentagem de cisteinas na
constru¢do. Outro motivo seria a forma monomérica da proteina que seria instdvel. Entretanto,
estudos realizados com a proteina 6xHis-11hGT-ccp, que apresenta grande parte do coiled-coil para
dimerizacdo, ndo apresentaram sinais de expressdo diante dos testes realizados. Por outro lado,
houve melhoria no rendimento da expressdo da proteina 6xHis-11gGT-cc que apresenta uma
pequena parte do coiled-coil embora essa ainda se mantivesse na fragdo insolivel. Dessa forma,
foram testadas diferentes técnicas de refolding onde o método por didlise se mostrou eficiente para o
reenovelamento da proteina desnaturada como comprovado por espectros tirados por dicroismo
circular. Assim, tornam-se necessdrios novos testes para otimizar essa técnica a fim de obter além da

proteina reenovelada, proteinas monomeéricas.



Figura 32: Modelagem do dominio A11gGT-f identificando as alfa-hélices e a regiio do dominio dilute. Em A:
modelagem da cauda globular da miosina XIg identificando a alpha-hélices (indicadas pela letra H e seu respectivo
nimero) presentes no dominio de acordo com a modelagem da miosina XIk de Arabidopsis thaliana elaborada por Li e
colaboradores em 2007, usando como modelo a miosina Myo2p de Streptomices cerevisae. Nota-se a proximidade das
hélices 1 e 15 que interagem entre si garantindo a funcionalidade do dominio. Em B: destaque em vermelho para o
dominio dilute ocupando grande parte da cauda globular. Mesmo sendo um dominio relativamente grande dentro do
dominio cauda, a sua expressdo isolada do resto do dominio resulta em um proteina instdvel com forte tendéncia a
agregacao.

Os resultados de interacdo por duplo-hibrido sugeriram que embora haja diferencas
significativas quanto a estrutura primdria das miosinas Va humana e Xlh de Arabidopsis thaliana,
ambas apresentam parceiros de interagdo intracelular em comum, revelando que independente da
sequéncia, a estrutura se mantém semelhante mantendo algumas regides de interagdo conservadas.
Mesmo havendo esses parceiros de interagdo em comum entre as miosinas classes Va e XIh, ndo foi
possivel encontrar um parceiro equivalente de humano em Arabidopsis. As andlises utilizando o
recurso por blast ndao encontrou proteinas conhecidas equivalentes as presas que apresentaram
interacdo com a XIh. Apenas foi visto que a sequéncia polipeptidica da proteina WD-Domain que

apresentou interacdo com a XIh, tem sequéncia similar as proteinas transducina e B-glicosidase, que
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sdo proteinas encontradas em Arabidopsis thaliana desempenhando fungdes vitais para a planta
(ESCAMILLA-TREVINO et al. 2006).

Uma intrinseca ressalva do sistema de duplo hibrido € o potencial de detec¢do de interacdes
falsas que ndo apresentam significancia bioldgica. Isso se dd devido a uma artificialidade no sistema.
Portanto, as interacdes devem ser vistas como hipéteses até que sejam validadas no sistema biolégico
adequado. (WALHOUT et al., 2000). Tais validagdes podem ser feitas por meio de técnicas como
fluorescéncia (PARK et al., 2007) ou pull dawn (WALHOUT et al., 2000). Dessa forma, ainda se
fazem necessarios os experimentos de validacdo das interacOes observadas entre as presas € a
miosina XI a fim de confirmar as interacdes e eliminar os falsos positivos uma vez que nao foram

encontrados equivalentes da miosina Va na miosina Xlh.
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