SECRETARIA
DE
POS-GRADUAGAO
\ LB.

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

INSTITUTO DE BIOLOGIA

CARLA CRISTINA POLO

“CARACTERIZACAO MOLECULAR DE DOMINIOS
FUNCIONAIS DE MIOSINAS DE DROSOPHILA
MELANOGASTER”

Este exemplar ocivasponde & redagdo final
da tese defendida pelo(a) candidaio (a)
/ Dissertagdo apresentada ao Instituto de

g Biologia para obten¢do do Titulo de
7 //g;;: \ =
"//‘ 7 —% //{?; = "7‘// Mestre em Biologia Funcional e

& aprovada pela Comiss&o Jjjlgador—a. Molecular, na drea de Bioquimica.

Orientador Prof. Dr. Mario Tyago Murakami

CAMPINAS
2012



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

Polo, Carla Cristina, 1987-

P766c Caracterizag&o molecular de dominios funcionais de
miosinas de Drosophila melanogaster / Carla Cristina Polo.
— Campinas, SP: [s.n], 2012.

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

1. Drosophila melanogaster. 2. Modelos bioldgicos.
3. Miosina tipo V. 4. Cauda globular. 5. Miosina tipo
XV_ 6. Dominio FERM. [|. Murakami, Mario Tyago. Il
Universidade Estadual de Campinas. Instituto de Biologia.
Il Titulo.

Informacdes para Biblioteca Digital

Titulo em Inglés: Molecular characterization of Drosophila melanogaster myosins
functional domains

Palavras-chave em Inglés:

Drosophila melanogaster

Biological models

Myosin type V

Globular tail

Myosin type XV

FERM domain

Area de concentragido: Bioquimica

Titulagao: Mestre em Biologia Funcional e Molecular

Banca examinadora:

Mario Tyago Murakami [Orientador]

Adriana Franco Paes Leme

Ana Carolina Migliorini Figueira

Data da defesa: 18-04-2012

Programa de Pos Graduacao: Biologia Funcional e Molecular



Campinas, 18 de abril de 2012

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Mario Tyago Murakami (Orientador) ////’m V‘\

Assinatura

. =) ,‘ ) {

Profa. Dra. Adriana Franco Paes Leme M%\W 2>
ssinatura _*

2}/: __"f’

AL Lo
ra

B SSiH?A

Assinatura

Profa. Dra. Ana Carolina Migliorini Figueira

Prof. Dr. Roberto Ruller

Profa. Dra. Andréa Balan Fernandes

Assinatura



AGRADECIMENTOS

Agrade¢o muito ao Dr. Mdrio Murakami, pela oportunidade e orientagdo desde a
iniciacdo cientifica e por me incluir em uma linha de pesquisa desafiadora, recém-

comecada, como a das miosinas.

Ao Dr. Daniel Trindade, ja que tudo que aprendi de biologia molecular eu devo a
ele, obrigada pela co-orientacdo, dedicacdo, paciéncia, carinho e acima de tudo a

amizade.

Aos meus amigos insepardveis, tanto de laboratério como da vida, Joice Paiva,
Aline Sampaio e Andrey Nascimento; MUITO OBRIGADA pela companhia na alegria,
na tristeza e pelos ensinamentos. Os dias no laboratdrio sdo muito melhores quando eles

estao presentes.

A Dra. Tatiana Brasil, Dra. Camila dos Santos e Dra. Priscila Giuseppe,
pesquisadoras do grupo; que de uma maneira ou de outra, estdo sempre dispostas a nos

ajudar a resolver problemas.

Aos meus amigos do LNBio Cristiane Tambascia, Germana Righetto, Fernanda
Basei, Kelven Severiano, Gustavo Mercaldi, Leandro de Assis, Mariana Moraes, Bruna,

Renata Rocha, Caroline Bondarik; pelas conversas, conselhos e risadas.

As técnicas de laboratério; Andréia Navarro, Givanil Garrido, Celisa Tonoli (BBE)

e Jackeline Zanella (LPP) por sempre estarem dispostas a ajudar.

Aos membros das bancas examinadoras oficial e suplente, tanto da defesa, como da
qualificacdo; que contribuiram enormemente para a melhora da dissertacdo e se

dispuseram a ler tudo tdo atentamente.



A CAPES, CNPq e FAPESP:; pelo suporte financeiro para desenvolvimento de todo
este trabalho juntamente a pds-graduacio da BFM/IB-UNICAMP, especialmente a
Andréia Vigilato.

Aos meus pais Pedro e Vilma, pelo amor, dedicacdo, confianca e apoio a vida

inteira e, principalmente agora, me incentivando a continuar.

Ao Daniel Tavares; obrigada pelo amor, carinho, amizade e paciéncia.



SUMARIO

AGRADECIMENTOS
LISTA DE FIGURAS

LISTA DE TABELAS

LISTA DE ABREVIATURAS
RESUMO

ABSTRACT

I= TRIFOAUECEO .cnnneeannenannneneneeaneincnnercneissnesesssessssssnssssnssssssssssssssssssssnssssnsans

1

1. Miosinas nao-convencionais 1
2. Miosinas de Drosophila melanogaster 4
6

3. Miosinas alvo
N RO F: T | 1 R 7
I O BT I V2 RR 9
3.3 CLASSE XV ettt bttt ataaanatanatannnatnnntnnnnnnnnnnnnnnnnnnn 13

II- ODBJEIVOS .uuueneneeoeneincneenennecnssesnnsssnsssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssassssanss 17

1. Objetivos gerais 17

2. Objetivos especificos 17

- Material @ MEtOAOS .......uuuanneeennneeneeeeennnnnneeeereereeeessssssssecsssesssssssssnee 19

1. Analise in silico para a selecao de alvos 19
2. Clonagem 20
2.1 Construgdo de oligonucleotideos iNiciadores ........cocueeverierieniieriieiieieeie e 20
2.2 Extracdo de RNA de Drosophila melanogaster...........ceeoveeeerieeieeiieeeniesieeeienns 22
2.3 Sintese da fita complementar de DNA (CDNA) ....oooviiiiiienieieiieeceece e 22
2.4 Amplificagdo dos fragmentos de gene a partir do cDNA por Reagdo em Cadeia da
POIMETASE (PCR) ..viiiiiiieieieie e e e e ettt eeaa e e e eaaeeeeeanaeeeenneas 23
2.5 Clonagem em PGEM T-€aSY ...c.eevuieruiriiriiniinieeiteiteeeeete ettt 24
2.6 Clonagem em vetores de expressdo pET28a e pET28aSUMO ........ccccceveviiieccnnennn 27
3. Expressao de proteinas recombinantes 29
3.1 TeStes de EXPIESSAOD .....eeuuiiuiiiiiiiiiiiiiieiie ettt et e 29
3.2 EXpressao em 1arga €SCala.......coievierierieiiinieiienieciceeee e e 33
3.3 LASE COIULAT ...t 33
4. Cromatografia liquida 34
4.1 Afinidade a metal imobilizado (IMAQC) ....cccuviiiiiiieeeiiieeieeeeee et 34

4.2 Exclus@o molecular (SEC) ...uuviiiiiiiieiiieeeee ettt svae e e 34



5. Dosagem das amostras 35

6. Espalhamento Dinamico de Luz (DLS) 36
7. Dicroismo Circular (CD) 36
T L ESPECIIO ..ttt ettt ettt et ettt et e et 36
7.2 DeSNAtUTraCaAO LEIMICA vevvveeurerrieeieerieerieeeteeesteeeteeesueeenseesseesnssessseessaessseessseessseenns 37

8. Desnaturacio térmica monitorada por fluorescéncia de sonda extrinseca (DSF) 38

9. Proteoélise limitada 39
0.1 Teste de ClIVAZEIM ....c.eeuviriiiiiiiieiieict ettt ettt et s 39
0.2 PrOTEOLISE ...c.eeeniieniiene ettt ettt ettt e st e 39
10. Cromatografia analitica de exclusao molecular e 39
11. Espalhamento de raios X a baixos dngulos (SAXS) 40
12. Ensaios de Cristalizacao 41

TV- ReSultados € DiSCUSSAO coveeeennnnnneneeeeeeeeenenneereeeeeeseeeessssssssssssessssesssssnes 43

1. Analises in silico 43
1.1 Dominio quinase da Miosina III (Isoforma C) ........ccoceevierieniinniiniinieiiesieeeene 43

1.2 Cauda globular da miosina V (ISoforma C).......cccceevuiriirienieniienieiceicnie e 45

1.3 Dominio FERM da miosina XV (Isoforma C) ........ccccceoevviiieiiiiieciiieeeeiee e 47

2. Clonagem 49
3. Teste de expressao de proteinas recombinantes 52
4. FERM-f (Miosina XV) 54
4.1 Expressdo em larga escala e lise Celular..........cocovieririiiiiiiniiiiiienieiec e 54

4.2 Cromatografia liquida de Afinidade a metal (IMAC) ....cccevoierienienienieiieeieeeeeene 55

4.3 Cromatografia liquida de exclusdo molecular (SEC) .......cccoovvieniieniiiniienieinieeenn 56

4.4 Espalhamento Dindmico de Luz (DLS)......cccceoriiiiiiiniiiiieiceeeeeeeeceeceeceen 57

4.5 DicroiSmo Circular (CD) ...uuvveieeei it eararee e e 58

5. Cauda globular (Miosina V) 59
5.1 Construc@o C- terminal da cauda globular (GLOB_2/SUMO) .....cccccovuvriiriiniiniieiieieeieennen 59
5.2 Cauda globular inteira (GT-f/6XNIS) .....ceoviiriiiiiiiiiiiiieiteee e e 63
5.3 CONCIUSOES PATCIALS ..evvevriireeiieiieiiete ettt ettt ettt et ettt ettt et sat et s e a e e eanes 85

Ve CONCIUSAO oanonnannnannnnevnnnvneaananninsnennsnsssasssssssssssssssssssssssssssssssssssassssasse O 7
VI= PErSPECIIVAS ..uuveeeeeennneiisesirnnssssssssnsssssssssnsssssssssssssssssssnsssssssssnsasssssssnsasse O

VII- Referéncias BiDlIOGrAfiCAS ..........ueeeeeveeeereeeeerueeeeeseeecssaneecsaseessnnensess 91



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Dominios funcionais caracteristicos das miosinas. 2

Figura 2. Classes de miosinas. 3

Figura 3. As diferentes classes de miosinas encontradas em Drosophila melanogaster. 4
Figura 4. Principais processos que envolvem a miosina III (174p) em D. melanogaster. 8
Figura 5. Alinhamento entre os dominios quinase da miosina III de inseto e humano. 9

Figura 6. Descri¢do molecular das miosinas de classe V. 11

Figura 7. Alinhamento entre as caudas globulares de inseto (DmGTMyoV), levedura (ScGTMyoVa) e
humano (HsGTMyoVa). 12

Figura 8. Dominios MyTH4-FERM-SH3 da miosina VIIa. 15

Figura 9. Alinhamento entre os dominios FERM das miosinas XV humana, camundongo, e de inseto junto ao
primeiro dominio FERM da classe VIla. 16

Figura 10. Localiza¢io de cada um dos dominios alvos em relagiio as miosinas inteiras . 20

Figura 11. Diagrama de fases para a cristalizacio de proteinas. 42

Figura 12. Anilises in silico do dominio quinase da miosina III (KIN-f) de D. melanogaster. 45

Figura 13. Consenso da predi¢do de ordem/desordem da cauda globular da miosina V de D. melanogaster.46
Figura 14. Construcdes desenhadas para o dominio cauda globular da miosina V de D. melanogaster. 47

Figura 15. Anilises in silico do dominio FERM (FERM-f) da miosina XV de D. melanogaster. 49

Figura 16. Amplicons de pupa e adulto a partir de cDNA total de D. melanogaster em gel de agarose a 1%.

50

Figura 17. Confirmagio dos clones de cada construgio por PCR em gel de agarose a 1%. 51
Figura 18. SDS-PAGE a 13% de testes de expressio positivos. 53

Figura 19. Cromatografia por afinidade a metal do dominio FERM (FERM-f) fusionado a 6xhis. 56

Figura 20. Cromatografia por exclusdo molecular do dominio FERM (FERM-f) fusionado a 6xhis. 57

Figura 21. Espectro de dicroismo circular do dominio FERM (FERM-f) em ultravioleta (UV) visivel (195 a
260nm). 59

Figura 22. Cromatografia por afinidade a metal da porcdo C-terminal da cauda globular (GLOB_2) da
fusionada a SUMO. 61



Figura 23. Cromatografia por exclusdo molecular da porcdo C-terminal da cauda globular (GLOB_2)
fusionada a SUMO. 62

Figura 24. Cromatografia por afinidade a metal da cauda globular inteira (GT-f) fusionada a 6xhis. 65

Figura 25. Cromatografia por exclusdo molecular da cauda globular inteira (GT-f) fusionada a 6xhis. 66

Figura 26. Espectro de dicroismo circular para a cauda globular inteira (GT-f) na faixa UV-visivel (195 a 260

nm). 68

Figura 27. Curva de desnaturacdo térmica da cauda globular inteira (GT-f) monitorada por dicroismo circular
a 222 nm. 69

Figura 28. Desnaturacio térmica da cauda globular inteira (GT-f) monitorada por fluorescéncia com aditivos.

71

Figura 29. Desnaturacdo térmica da cauda globular inteira (GT-f), monitorada por fluorescéncia em
diferentes pHs. 72

Figura 30. Desnaturacdo térmica da cauda globular inteira (GT-f) monitorada por fluorescéncia em diferentes

concentracdes de cloreto de sédio. 72

Figura 31. SDS-PAGE 13% da proteélise limitada por tripsina (10ug mL™") da cauda globular inteira (GT-f).
74

Figura 32. Modelagem molecular da cauda globular inteira (GT-f) destacando possivel loop exposto clivado

por tripsina. 75

Figura 33. Perfil cromatografico de exclusdo molecular analitica (ASEC) da cauda globular inteira (GT-f) e
clivada (cGT-f). 77

Figura 34. Determinagiio do massa molecular da cauda globular inteira (GT-f) e clivada (cGT-f). 78

Figura 35. Determinacdo do raio hidrodinadmico da cauda globular inteira (GT-f) e clivada (cGT-f) por

cromatografia de exclusdo molecular analitica (aSEC). 79
Figura 36. Curva de espalhamento da cauda globular inteira (GT-f). 81

Figura 37. Grifico de Kratky da curva de espalhamento de SAXS para a cauda globular inteira (GT-f). 82

Figura 38. Gréfico de Guinier calculado a partir da curva de espalhamento da cauda globular (GT-f) pelo
programa PRIMUS. 82

Figura 39. Curva de distribui¢do de distdncias P (r) calculada pelo programa GNOM a partir dos dados

experimentais de SAXS com exposi¢io de 30seg da amostra contendo a cauda globular inteira (GT-f). 83

Figura 40. Sobreposicdo do modelo atdmico da cauda globular inteira (GT-f) calculado pelo servidor I-
TASSER ao envelope a baixa resolucdo calculado a partir dos dados de espalhamento de raios X a baixos

angulos (SAXS). 84



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Oligonucleotideos iniciadores construidos para cada alvo. 21
Tabela 2. Condigdes testadas em expressdo analitica dos dominios alvo. 32
Tabela 3. Concentra¢des dos produtos de PCR extraidos de gel de agarose a 1%. 49

Tabela 4. Condigdes de expressdo para obtengdo de alvos soltiveis. 52
Tabela 5. Solugdes utilizadas para experimentos com FERM (FERM-f) fusionado a 6xhis. 55

Tabela 6. Determinacio de raio hidrodindmico (Rh) e dispersidade do dominio FERM (FERM-f). 58

Tabela 7. Solugdes utilizadas para os experimentos com a construcdo C-terminal da cauda globular

(GLOB_2) fusionada a SUMO. 60

Tabela 8. Solugdes utilizadas em experimentos com a cauda globular inteira (GT-f) fusionada a 6xhis. 64

Tabela 9. Média dos principais pardmetros extraidos do experimento de espalhamento dinamico de luz (DLS)

para a cauda globular inteira (GT-f). 67

Tabela 10. Contetido de estrutura secunddria da cauda globular inteira (GT-f). 68

Tabela 11. Determinacao de parametros moleculares da cauda globular inteira (GT-f) e clivada (cGT-f) por

cromatografia de exclusdo molecular analitica (aSEC). 77

Tabela 12. Comparacdo entre pardmetros moleculares para a cauda globular inteira (GT-f) e clivada (cGT-f)

determinados por diferentes técnicas. 79

Tabela 13. Comparacio dos raios calculados para a cauda globular inteira (GT-f). 83



LISTA DE ABREVIACOES

Arg: arginina

aSEC: analytical size exclusion chromatography (cromatografia por exclusdo molecular analitica)
BLAST: Basic Local Alignment Search Tool

CD: circular dichroism (dicroismo circular)

cDNA: 4cido desoxirribonucleico complementar

C-terminal: carboxi terminal

DLS: dynamic light scattering (espalhamento dinamico de luz)
DNA: 4cido desoxirribonucleico

dNTP: desoxinucleotideo fosfatado

ddNTP: didesoxinucleotideo fosfatado

DSF: differential scanning fluorescence

EDTA: 4cido etilenodiamino tetra-acético

FERM-f: construcdo inteira do dominio FERM da miosina XV
FPLC: fast performance liquid chromatography

GLOB_I: constru¢do N-terminal da cauda globular da miosina V
GLOB_2: constru¢do C-terminal da cauda globular da miosina V
GST: glutationa S- transferase.

GT-f: construcdo inteira da cauda globular da miosina V

IMAC: immobilized metal ion affinity chromatography (cromatografia por afinidade a ion metalico
imobilizado)

IPTG: isopropil B-D-1-tiogalactopiranosideo

KIN-f: constru¢cdo do dominio quinase inteiro da miosina III

LB: Luria Bertani

mRNA: dcido ribonucleico mensageiro

N-terminal: amino-terminal

PCR: polimerase chain reaction (reacdo em cadeia da polimerase)
PMSF: fluoreto de fenilmetilsulfonil

RNA: 4cido ribonucleico

SDS-PAGE: eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de s6dio



SEC: size exclusion chromatography (cromatografia por eclusdo molecular)
TFS: tampao fosfato salino

Tm: temperatura de transi¢do /melting temperature

Rh: raio hidrodinamico

Rg: raio de giro

X-gal: 5-bromo-4-cloro-indolil-B-D-galactopiranosidio



RESUMO

As miosinas pertencem a uma familia de proteinas motoras que através da hidrdlise de ATP
sdo capazes de se movimentarem pelas fibras de actina. Sua estrutura € dividida em trés
dominios principais: motor, responsdvel pela hidrélise do ATP; regulador, envolvido na
ligacdo de cadeias leves de calmodulina e a cauda, que tem papel essencial na mediacdo de
interagdes com cargas celulares, como organelas, dcidos nucleicos e outras proteinas. O
organismo modelo para insetos, Drosophila melanogaster, possui 11 miosinas pertencentes
a 8 classes sendo que informacdes funcionais e bioquimicas sdo escassas, € estruturais,
inexistentes. Apesar dos grandes avancos obtidos nos estudos de miosinas humanas, as
miosinas de inseto ainda sd@o pouco caracterizadas ndo havendo estudos comparativos,
como por exemplo, para a determinacdo de conservacio de parceiros moleculares entre os
diferentes filos da classificacdo de Lineu. Neste contexto, foram selecionados os seguintes
dominios de inseto para caracteriza¢cdo molecular: quinase da miosina III, cauda globular da
miosina V e FERM da miosina XV. A partir do cDNA da pupa e adulto do inseto foram
amplificados os fragmentos de genes de interesse e clonados em vetor de clonagem, pGEM
T-easy, e posteriormente de expressao, pET28a e pET28aSUMO. Apds testes em diversas
condi¢des no sistema bacteriano, as constru¢des cauda globular da miosina V (GLOB_2 e
GT-f) e dominio FERM-f da miosina XV foram obtidos na fracdo solivel e com
rendimento suficiente para estudos estruturais. O protocolo de expressdao em larga escala
assim como de purificacio foram estabelecidos para cada uma dessas construcdes. Estudos
biofisicos por aSEC, DLS, CD e SAXS foram realizados para a proteina GT-f da miosina
V., mostrando a proteina monomérica com alto conteido de hélices-alfa corroborando as
andlises in silico e com as caudas globulares de miosinas ort6logas ja descritas. Além disso,
sua termoestabilidade foi avaliada com Tm de 46 °C e que sua estabilidade ¢é alterada pela
adicao de alguns ligantes, mas nao pela forca idnica como verificado para a cauda globular
da miosina Va humana. A estrutura a baixa resolucdo da GT-f foi determinada pelos
experimentos de SAXS, mostrou uma proteina monomérica com forma alongada (Dmax
=100 A). Para a constru¢do FERM-f, apesar do sucesso alcancado no protocolo de
expressdo e purificacdo, a amostra permaneceu polidispersa € com uma estrutura random
coil, inviabilizado futuros experimentos. Acredita-se que a auséncia do dominio MyTH4,
gerou a perda de estabilidade do dominio FERM-f e serd necessdria a clonagem dos dois
dominios fusionados para garantir a estabilidade estrutural e funcional.

Palavras-chave: miosina V, cauda globular, dominio FERM, Drosophila melanogaster.



ABSTRACT

Myosins belong to a motor protein superfamily that uses the ATP hydrolysis to move along
actin filaments. Its structural architecture comprises three main domains: motor, responsible
for ATP hydrolysis; regulator, which binds calmodulin light chains; and tail, responsible for
cellular cargoes binding. Drosophila melanogaster, an insect model, has 11 myosins
belonging to 8 different myosin classes; however functional and biochemical data are
scanty, and, structural, absent. Although the great advances on investigating human and
yeast myosins with the elucidation of molecular partners and molecular mechanisms
involved in signaling, there are no comparative studies among different phyla. Therefore, in
order to gain insights into insect myosins, in silico analysis were performed and some
domains like kinase (myosin III), globular tail (myosin V), and FERM (myosin XV) were
selected for biophysical and structural studies. From pupa and adult cDNAs, the target
genes were amplified and cloned into pGEM- T-easy, pET28a and pET28aSUMO vectors.
After expressions tests, the myosin V globular tail constructs, GLOB_2 and GT-f, and
myosin XV FERM-f were obtained in soluble fraction and in sufficient amounts for
structural studies. aSEC, DLS, CD e SAXS biophysical studies were performed to myosin
V GT-f, showing that the protein is monomeric with predominance of alpha-helix in
accordance with the in silico atomic model. The stability of GT-f was assessed with a Tm
of 46 °C and some molecules are able to increase the stability, while the ionic strength has
no difference like was observed for the human globular tail of myosin Va. The low
resolution structure determined by SAXS experiments confirmed the monomeric state and
its elongated molecular shape (Dmax = 100 A). The FERM-f construct, although the
purification and expression protocol were standardized, the sample remained polydisperse
with a random coil structure, disabling other biophysical experiments. It is supposed that
the absence of the MyTH4 domain in the FERM-f domain results in loss of stability, and
cloning and expression of fused domains will be necessary to guarantee structural and
functional stability.

Keywords: Drosophila melanogaster, myosin V, globular tail, FERM domain.



I- Introducao

1. Miosinas nao-convencionais

As miosinas sdo uma superfamilia de proteinas motoras, amplamente distribuidas pelos
diferentes tipos celulares, que através da hidrélise de ATP, sdo capazes de gerar energia
para o seu deslocamento sobre filamentos de actina, desempenhando um importante papel
na movimentacdo de organelas, no transporte de proteinas e RNA, na manutencdo da
arquitetura celular, na transducdo de sinais e morfogénese (WHEATLEY et al., 1995;
TZOLOVSKY et al., 2002; ROYOU et al., 2004; MERMALL et al., 2005).

As miosinas, em geral, compartilham de trés dominios caracteristicos: dominio motor
conservado (cabeca) que possui um sitio de liga¢do para actina e outro para hidrdlise de
ATP; adjacente a este se encontra o0 dominio regulatério (pesco¢o) contendo normalmente
até seis motivos IQ, com consenso de sequéncia IQxxxRGxxxR, o qual possui sitio de
ligagdo para fons Ca>* e cadeias leves de calmodulina; e na por¢do C-terminal localiza-se o
dominio cauda, cuja algumas possiveis funcdes sdo (I) a ancoragem e posicionamento do
dominio motor, (II) dimerizagdo e (III) interacio com os componentes celulares a serem
transportados (figura 1) (BONAFE e SELLERS, 1998; SELLERS, 2000; ODRONITZ et
al., 2007).



Dominio motor

(cabeca)

Dominio
regulatério

(pescoco)

Dominio cauda

Figura 1. Dominios funcionais caracteristicos das miosinas (miosina V): dominio motor (cabeca) que contém
os sitios de ligacdo para ATP e actina; pescoco, o qual liga cadeias leves de calmodulina, e dominio cauda,
responsavel pela ligag@o as cargas moleculares. Adaptado de Spudich (2001).

Inicialmente as miosinas eram divididas em dois grupos (I e II) dependendo de seu
arranjo quaterndrio funcional, onde aquelas pertencentes ao grupo I eram exclusivamente
monomeéricas e as pertencentes ao grupo II eram diméricas, geralmente estabilizadas por
uma regido coiled-coil. Entretanto, com a crescente descoberta de novas classes,
convencionou-se a classificacdo em miosinas convencionais, constituida pelas miosinas II,
e as ndo-convencionais (nomeadas cronologicamente em algarismos romanos),
representando todas as outras classes (CHENEY e MOOSEKER, 1992). A classificacdo é
feita com base na similaridade das sequéncias dos dominios motores, onde pode haver
delecdes ou substituicdes de aminodcidos (TZOLOVSKY et al., 2002). Até o presente
momento foram descritas 35 classes de miosinas, além das 6rfas de classe, na qual estdao
proteinas as quais ndo foram classificadas devido a sua estrutura peculiar e seus padrdes

distintos de dominios (figura 2) (ODRONITZ et al., 2007).



Numero de miosinas por classe

Myot (381)

Myot9(27)
Myo18 (61)

Myo17 (70)
Myot6 (16) &
Myo15 (45)

Myot1 (127) Mhe (617)
Myo10 (37)
Myol (60)

Myo8 (53)

MyoT (1)

Myo3 (41)
MY 59 pavos (107) Myot (1)

Figura 2. Classes de miosinas. Representacdo das 35 classes, além das 6rfas de classe, ja descritas até o
momento e o nimero de proteinas classificadas em cada uma delas. A nomenclatura € feita em algarismos
ardbicos (Myol, Myo2, Myo5, Myo2l1, etc...), com excecdo da classe 2 que € representada como Mhc, e a
classe 6rfa é apresentada como Orph. Adaptado de Odronitz e Koolmar (2007).

Organismos multicelulares podem expressar de 10 a 40 genes que codificam em torno
de seis classes de miosina, o que mostra a grande importancia desta familia de proteinas
para o funcionamento celular. Diferentes genes podem codificar miosinas de uma mesma
classe e cada um desses genes pode ainda sofrer splicing alternativo do mRNA, gerando
diferentes isoformas e resultando em uma grande variabilidade funcional; fato que torna
bastante interessante o estudo dessas proteinas (EMERSON e BERNSTEIN, 1987). Assim,
a utilizacdo de organismos modelos é uma ferramenta fundamental para estudos
bioquimicos comparativos, a fim de determinar diferentes funcionalidades entre proteinas

ortélogas. Nesse trabalho, é utilizado o organismo modelo para insetos, a Drosophila

melanogaster.



2. Miosinas de Drosophila melanogaster

As Drosophilas ou moscas das frutas sdo organismos pertencentes ao filo Arthropoda,
classe Insecta e ordem Diptera com cerca de dois mil gé€neros ja descritos; sdo bastante
conhecidas pelo fato de serem pequenas moscas que habitam os mais diversos tipos de
ambientes em que hd frutos em decomposi¢cdo e leveduras. A espécie mais conhecida do
género Drosophila € melanogaster, sendo um organismo muito utilizado para modelos de
pesquisa em genética ja que seu genoma foi completamente mapeado e sua vida diploide €
bastante curta (ciclo de vida de 12 dias) (DANG et al, 1998).

Assim como a maioria dos seres eucariotos, as Drosophilas apresentam miosinas nos
seus diversos tipos celulares, em diferentes fases de sua vida. Um fato interessante é que
elas exibem vadrias classes de miosinas, sendo a maioria ortélogas aquelas encontradas em
organismos vertebrados como ratos e humanos. Foram identificadas no inseto miosinas
nao-convencionais da classe I (com 3 genes), classe III (classificada por Odronitz e
colaboradores [2007] como classe XXI), classe V, classe VI, classe VII (2 genes), classe

XV, classe XVIII e classe XX (figura 3).

Legenda dos dominios:

Motor
MyTH1
MyTH4

colied-coil
Motivo 1Q
Dilute
SH3

P Quinase
| 1;1_[ )

Figura 3. As diferentes classes de miosinas encontradas em Drosophila melanogaster. llustragdo dos
diferentes dominios (legenda) presentes nas miosinas descritas pelo servidor CyMoBase (ODRONITZ e
KOLMAR, 2007).

Cada uma delas apresenta particularidades no dominio motor, bem como variagdes
nos dominios IQ do pescogo e principalmente na composi¢cdo e no tamanho do dominio

cauda, sugerindo que cada uma delas possam desempenhar diferentes funcionalidades ou



mesmo possuir especificidade para diferentes compartimentos/componentes celulares. O
dominio cauda € muito varidvel quanto ao tamanho e funcionalidade, variando de acordo
com a classe. Neles ainda estdo inseridos muitos dominios ou subdominios funcionais,
(coiled- coil, MyTH1, MyTH4, SH3, Dilute ¢ FERM) os quais interagem as cargas
moleculares celulares. H4 ainda, aqueles dominios que podem estar localizados
anteriormente a cabeca reguladora, tais como SH3 e quinase (YAMASHITA et al., 2000;
TZOLOVSKY et al., 2002).

H4 ainda a classe 6rfa na qual estdo inclusas proteinas que apresentam
caracteristicas peculiares, seja no dominio motor, no pesco¢o ou na cauda, e, portanto nao
podem ser enquadradas em nenhuma das classes, até que estudos mais especificos sejam
feitos (TZOLOVSKY et al.,2002).

As miosinas de classe I, de modo geral, possuem um dominio motor caracteristico e
uma cauda curta, e estdo envolvidos em fendmenos como ligacdo a membrana, associacdo a
vesiculas e proteinas (MORGAN et al.,1994). Elas diferem de outras miosinas pelo fato de
apresentarem uma pequena cadeia pesada e ndo formar filamentos grossos (POLLARD e
DOBERSTEIN, 1991). Em D. melanogaster ja foram descritas Myola (gene Myo31DF),
Myolb (gene Myo61F) e Myolc (gene Myo95E), sendo que as duas primeiras foram
bastante estudadas do ponto de vista estrutural. Elas diferem principalmente no motivo IQ e
no tamanho da cauda (MORGAN et al., 1994). Ja a miosina Myolc contém um dominio
cauda caracteristico dessa classe; aparentemente a cauda se liga a fosfolipidios e filamentos
de actina (TZOLOVSKY et al.,2002).

As miosinas de classe VI consistem de um dominio motor N-terminal, um curto
pescoco com somente um dominio 1Q, uma cauda central e um dominio de ligacdo a cargas
moleculares C-terminal (HASSON e MOOSEKER, 1994) (figura3). A classe VI ¢é
representada pelo gene Jaguar, expresso em cé€lulas foliculares migratérias de D.
Melanogaster, bem como também nas células de borda que migram por entre as células
enfermeiras e se alojam na regido anterior do odcito, desempenhando importante funcao na
oogénese. Insetos deficientes nesse gene apresentam malformagdes nas patas e asas que
podem levar a letalidade, indicando que este gene é essencial na morfogénese do disco
imaginal e das células epiteliais foliculares (DENG, 1999; PETRITSCH et al., 2003). Essa
classe foi inicialmente descrita em Drosophila (KELLERMAN e MILLER, 1992) e



apresenta propriedades celulares unicas devido sua movimentacdo na dire¢do da
extremidade negativa dos filamentos de actina, direcdo oposta a de miosinas de outras
classes conhecidas NOUGUCHI et al., 2006; WELLS et al., 1999).

As miosinas de classe VII incluem em Drosophila melanogaster, Myo7a (gene
crinkled) e Myo7b (gene Myo28B) que apresentam 74% de similaridade entre si. A Myo7a
apresenta na regido do pescoco cinco motivos IQ e uma regido em coiled-coil na cauda que
permite a sua oligomerizacdo de maneira a formar duas porcdes distintas. Myo7a possui
importante papel no transporte de membrana e fungao dos estereocilios (TZOLOVSKY et
al., 2002), ja Myo7b apresenta quatro motivos IQ e exerce sua fun¢do na adesdo celular e
na fagocitose (YANG et al., 2005).

A miosina classe XVIII (Mhcl), possui uma estrutura bastante complexa e de alta
expressao durante o ciclo de vida de D. melanogaster. Das sete isoformas traduzidas, duas
sdo altamente expressas enquanto as outras cinco sdo expressas em menor quantidade
(TZOLOVSKY et al., 2002).

O gene Myo29D possui um dominio motor que ndo apresenta similaridade a
nenhuma das classes descritas até o momento e, portanto, recentemente foi classificada
como pertencente a classe 20 (exclusiva de insetos). Além disso, esse gene apresenta trés
exons na por¢do 5’ do gene que sofrem splicing alternativo produzindo pelo menos trés
isoformas, sendo que duas destas estdo presentes durante todos os estigios de
desenvolvimento de Drosophila. A proteina codificada por Myo29D apresentou 45% de
similaridade com a miosina das classes V, VII e X de diferentes espécies, suficiente para
que seja considerada uma miosina, porém, ndo para ser classificada como membro de
alguma dessas classes. Ela também apresenta um pequeno dominio transmembrana em sua
cauda, rico em residuos de prolina e teve sua funcdo implicada no trifego de membrana,

transducdo de sinal e manutencdo da arquitetura celular (TZOLOVSKY et al., 2002).

3. Miosinas alvo

Do ponto de vista funcional, as miosinas de classe III, V e XV s@o bastante
interessantes funcionalmente e ainda pouco exploradas do ponto de vista bioquimico e

estrutural.



3.1 Classe 111

As miosinas de classe III sdo as mais divergentes, em relacdo ao tamanho e funcdo,
e seus papéis sao fundamentais em funcdes sensoriais. Segundo Morgan e colaboradores
(1994), desempenham importante papel no sistema visual, transportando calmodulina, uma
proteina regulatéria Ca**-dependente envolvida na transdugdo de sinais.

Os genes MYO3A e MYO3B, responsdveis pela transcricdo de miosinas III em
humanos, encontram-se localizados no cromossomo 10pl1. Mutacdes no gene MYO3A
pode gerar a sindrome da perda progressiva da audi¢ao (DFNB30), enquanto mutagdes no
gene MYO3B resultam na sindrome de Bardet-Biedl, caracterizada por obesidade (DOSE e
BURNSIDE, 2000).

Em D. melanogaster, o gene ninaC, o qual codifica a miosina III, ao sofrer
mutacdes, resulta em fendtipo de deficiéncia visual e aberragdes eletrofisioldgicas,
mostrando seu papel fundamental na fototransducdo, assim como na degeneracdo de
receptores luz-dependentes. O gene possui duas diferentes isoformas, pl74 e pl132
(MONTELL e RUBIN, 1988).

As proteinas codificadas por ninaC possuem um dominio quinase responsavel pelo
feedback negativo na regulacdao da foto-resposta. Delecdes do domino quinase de pl174
geram, além de defeitos na resposta eletrofisioldgica, a degeneracdo da retina e perda da
sua localizacdo nas microvilosidades do rabdomero, ja que esse dominio fosforila diversos
substratos incluindo a outra isoforma do gene, p132. Ambas as isoformas ligam cadeias
leves de calmodulina, porém sugere-se que pl74 seja necessdria para a localizagdo de
calmodulina e de foto-receptores e integridade do rabdomero. Enquanto, p132 tem papel
importante no transporte de fotoreceptores de membrana (figura 4) (HICKS et al., 1996;
LEE e MONTELL., 2004; LI et al., 1998; NG et al., 1996; PORTER et al., 1992; PORTER
et al., 1993; WILLIAMS, 1991).



Motivos IQ

Figura 4. Principais processos que envolvem a miosina III (174p) em D. melanogaster. (1) A interacdo
através do pescogco com calmodulina € requerida para a adaptacdo e termina¢do da foto-resposta. (2) O
dominio quinase fosforila o canal receptor transiente de fons (TRP) que entdo se liga a proteinas relacionadas
a funcéo de foto-transducéo (criado a partir de Li et al., 1998).

Apesar da identidade de 49% entre os dominios quinases de miosina humana e de
inseto (figura 5), sugere-se que possuam diferentes especificidades de substrato, uma vez
que ndo foram realizados estudos estruturais a fim de caracterizar os dominios quinases de

miosinas III (KOMABA et al., 2003).
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Figura 5. Alinhamento entre os dominios quinase da miosina III de inseto e humano. Ambos possuem 287
residuos (SMART) de 1 a 287. Os residuos em vermelho s@o aqueles conservados entre as sequéncia havendo
41% de identidade (KOMABA et al., 2003). Alinhamento feito pelo servidor ClustalW
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) e CLC Protein Workbench 5.0.

3.2 Classe V

As miosinas V sdo uma das classes mais estudadas de motores moleculares, sendo
identificadas em uma grande variedade de espécies incluindo artrépodes. Geralmente, as
miosinas V sdo abundantes em tecido neuronal e nas bordas dos enterdcitos participando na
manutengio da homeostase celular pela mediacdo do trifego intracelular (BONAFE e
SELLERS, 1998; KRENDEL e MOOSEKER, 2005; OLKKONEN e IKONEN, 2006;
TRYBUS, 2008).

Camundongos knockout para o gene da miosina V possuem coloracdo aberrante da
pele devido a deficiéncia no trifego de melanossomos, e algumas semanas, depois morrem
devido a danos cerebrais. Em humanos, mutacdes e deficiéncia na miosina V ou proteinas
adaptadoras, causam a sindrome de Griscelli tipo I ou Elejade caracterizada por falhas na
pigmentag¢do e severa deficiéncia neuroldgica. A miosina V estd envolvida, também no

traifego de receptores de membrana como o dcido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol
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propidnico (AMPA) e receptores de acetilcolina, mostrando a sua importincia em
processos de sinalizacdo e manutencdo das jungdes sindpticas neuromuscular e neuronais
(CORREA et al., 2008; MENASCHE et al., 2003; PASTURAL et al., 1997; RODER et al.,
2008, RODER et al., 2010; RUDOLF et al., 2011; SELLERS AND KNIGHT, 2007;
VOLPICELLI et al., 2002).

De maneira geral, as miosinas dessa classe possuem um dominio motor conservado
seguido de seis motivos 1Q regulatério e uma cauda caracteristica, apresentando trechos de
coiled-coil intercaladas com regides coil, e um dominio globular. A cauda globular é
responsavel pela estabilizacdo da forma inibida da miosina V sendo que experimentos de
criomicroscopia eletronica mostraram a inibicio do dominio motor, formando uma
estrutura coneflower-like, (figura 3 e 6B) (BONAFE & SELLERS, 1998). Este dominio &€,
também, responsdvel pela ligacdo a carga molecular através de interagdes diretas ou
indiretas com vesiculas e organelas. (figura 6). (LI et al., 2006; LIU et al., 2006). A cauda
contém ainda sitios de ligacdo para adaptadores moleculares como pequenas GTPases,
PTEN e RILPL2, envolvidos em vias de crescimento, tamanho e forma de células
neuronais (KREIS et al., 2010; LISE et al., 2009; RODER et al., 2010; ROLAND et al.,
2009; VAN DIEPEN et al., 2009.
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F-actina ¥ Dominio motor
¥ MotivosIQ
¥ Coiled-coil
GT gk I—
Cargo —»
(A) (B)

Inativa

Figura 6. Descri¢do molecular das miosinas de classe V. (A) Ilustracdo da forma inativa da miosina, quando
a cauda globular (GT) se liga ao dominio motor (estrutura coneflower-like) e a forma ativa, quando devido a
estimulos celulares e aumento de substrato no ambiente, a cauda globular se desliga do dominio motor que
interage com filamentos de actina e a cauda globular se liga a sua carga molecular. (B) Dominios que
compdem a estrutura das miosinas V em geral, adaptado de Pashkova e colaboradores (2005). (C) Estrutura
resolvida por difracdo de raios X de Myo2p de S. cerevisiae a 2,2A (PASHKOVA et al., 2006). A miosina de
levedura € um excelente modelo para a classe V, mostrando possiveis sitios de ligacdo a carga a ser
transportada.

Em D. melanogaster foi identificado somente um gene para miosina V (gene didum
ou MyoV), com alta similaridade em nivel de estrutura primdria a de vertebrados. Ela é
responsavel por vérias funcdes celulares, tais como trafego de vesiculas, transporte de RNA
e acoplamento mecanico-quimico da actina ao citoesqueleto de microtibulos, sendo
expressa em muitos tecidos em diferentes fases da vida do inseto. Experimentos de
expressdo e localizacdo demonstraram a importancia da miosina V na espermatogénese
larval, especificamente na individualizagdo do espermatozdide para a formacdo de cones
ricos em actina e na cabeca. Experimentos de localizacdo por northern blot identificaram o
transcrito do gene em células somadticas e germinativas de testiculos, ovario, cérebro, olhos
e intestino. A delecdo ou truncagem do dominio cauda em miosinas V de inseto resulta em
alta frequéncia de letalidade das larvas, principalmente para os individuos machos
(BONAFE e SELLERS, 1998; MACIVER et al., 1998; MERMALL et al., 2005).

Em suma, as propriedades cinéticas e mecanicas e os mecanismos intracelulares das

miosinas V tém sido amplamente estudados (CRAIG e LINKE, 2009; DESNOS et al.,
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2007; OKE et al., 2010; KOGEL et al., 2010; LU et al., 2010; RUDOLF et al., 2011;
SAKAMOTO et al., 2008; SELLERS e VEIGEL, 2006; SELLERS e VEIGEL, 2010;
TEHVER e THIRUMALALI 2010; WEISMAN, 2006), porém informacdes estruturais a
respeito de regulacdo e funcdo sdo escassos, principalmente para insetos, sendo Myo2p de
S. cerevisiae a estrutura de miosina V até hoje resolvida por cristalografia de raios X,

possuindo identidade de 24% com a ort6loga humana (figura 7) (HEUCK et al., 2010;

PASHKOVA et al.,

2006).
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Figura 7. Alinhamento entre as caudas globulares de inseto (DmGTMyoV), levedura (ScGTMyoVa) e
humano (HsGTMyoVa). O gradiente de vermelho a azul, mostra os residuos mais conservados até os sem
conservagdo (ClustalW/CLC Protein Workbench 5.0). A identidade entre elas é baixa, porém a cauda de
inseto possui maior identidade com as de mamifero do que as de outros invertebrados (BONAFE e
SELLERS, 1998).
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O dominio cauda de D. melanogaster estd mais relacionado ao de humano em
comparacdo ao de invertebrados, contendo um niimero compardvel de por¢ado colied-coil e
seguido pela cauda globular. Devido a proximidade de estrutura do dominio cauda de inseto
ao de mamifero infere-se que podem desempenhar funcdes préximas, tais como o
transporte de vesiculas. Por outro lado, divergéncias na estrutura primdria podem indicar

outros possiveis alvos moleculares (BONAFE e SELLERS, 1998; RUDOLF et al., 2011).

3.3 Classe XV

A classe XV sdo as miosinas de maiores cadeias ja descritas; seu gene possui 66
exons, sendo que o segundo exon codifica um dominio rico em prolina na regido N-
terminal da miosina tanto de camundongo (gene shaker) como humano (gene Myol0) ndo
possuindo homologia a qualquer outra proteina. O dominio cauda ndo possui nenhuma
regido predita para coiled-coil, porém hé similaridade com as miosinas de classe VII, pelo
fato de possuir os dominios MyTH4, FERM e SH3.

Sisyphus ou MYO10A é o gene representante da classe XV em D. melanogaster e é
expresso na progressiao dos estdgios larvais. A regido N-terminal € curta e o seu pescogo
apresenta quatro motivos 1Q, sendo que adjacente hd uma pequena regidao coiled-coil. A
isoforma mais longa possui 5 exons e representa pouco mais de 5% da quantidade total de
mRNA para esta miosina, por outro lado, a isoforma mais curta é expressa em grande
quantidade e nesta dois exons estdo ausentes (TZOLOVSKY et al.,2002). A miosina XV de
D. melanogaster € necessaria no processo de fechamento dorsal, onda hd movimentacao
epitelial e morfogénese embriondria. Durante esse processo as células epiteliais exibem
protrusdes celulares: lamelopddios e filopddios, responsaveis pelo fechamento dorsal.
Dentre esses, as cargas moleculares reconhecidas pelo dominio FERM estido a DE-caderina
(proteina de adesao focal) e diversas proteinas reguladoras de microtibulos que também
possuem papel fundamental no fechamento dorsal (BERG e CHENEY, 2002; FAIX E
ROTTNER, 2006; JACINTO et al., 2002; LIU et al., 2008; MERMALL et al., 1998).

Os subdominios FERM (superfamilia F, erezin, radixin and moesin) interagem com
dominios citoplasmaticos de proteinas de membranas integrais como CD44, CD43 e
ICAM2 funcionando como conectoras entre a membrana celular e o citoesqueleto de actina.

No caso das miosinas, esse dominio foi descrito em diferentes classes, tais como XV e VII,
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possuindo importancia fundamental nos sistemas auditivo e vestibular (ANDERSON et al.,
2000; CHRISHTI et al., 1998; YONEMURA et al., 1998). Zhang e colaboradores (2004),
mostraram que o dominio FERM da miosina XV humana se liga a B-integrinas e as
transporta para as extremidades filopodiais, sendo necessaria para a extensao dos filopédios
e aderéncia ao substrato.

Mutagdes no gene na regido cauda da miosina XV de camundongo estdo associadas
a surdez, assim como para o ortol6go em humanos. Experimentos de impregnagdo por
imunofluorescéncia mostraram que a miosina XV estd presente no corpo celular e
estereocilios de pélos (LIANG et al., 1999; PROBST et al., 1998; WANG et al., 1998).

Wu e colaboradores (2011) resolveram a estrutura tridimensional do dominio SH3-
MyTH4-FERM da miosina VIla de camundongo (gene myo7a) (figura 8), trazendo
informacdes valiosas quanto a variedade de cargas moleculares capazes de se ligarem a
proteina, entretanto, nenhum desses dominios foram caracterizados estruturalmente em
miosinas de insetos. O complexo MyTH4-FERM da miosina X humana, teve sua estrutura
resolvida por cristalografia de raios-X resolvida a 2,55A, mostrando a composi¢ao

predominantemente de hélices-alfa, mas também de folhas-beta (HIRANO et al., 2011).
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Figura 8. Dominios MyTH4-FERM-SH3 da miosina VIla (camundongo) resolvidos por difracio de raios X a
2,8A , mostrando a composicdo de hélices-alfa e folhas-beta do dominio FERM em destaque (WU et al.,
2011).

O alinhamento entre os dominios FERM descritos, mostra que a conservagao
priméria entre eles € baixa (figura 9). Tendo em vista a baixa conservacdo entre o0s
dominios FERM das miosinas VII, X e XV estudos em busca da caracterizagdo estrutural
sao de grande interesse para a identificacdo das cargas moleculares dessas proteinas e suas
possiveis funcdes celulares. Além do mais, ndo foram, ainda, feitos estudos estruturais com

dominios FERM pertencente a cauda de miosina XV de nenhum organismo.
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e 2
myo10_FERM QEMTST GSCKIT INEHET GE= VEKH IRGEAM EoERNMEANE 50
shaker2_FERM osu‘rsr! !GSCKIT INEHET GEM VEKE IRGEAM D=RNM AN 50
myo7a_ FERM KETQIFHKEE FPBBTDEAFE VENSEKEKkDE caonNBATRELL HsH-ecEsBE 4
sisyphus FERM GHSARRQ IMN LPEBAERVVN TRESEVEADN 1AElcALBcy EsEAeQBERE so0
Conservation
=0 e
myo10_FERM EBINGHVDKNI ESRTHVABVL AKFEKLAAT ElGD=PWKFY FKLYCFLDTH 100
shaker2 FERM EJINGEVDKN! ESRTHVABVL AKFEKLAATH EBGDEPWKFY FKLYCFLDTH 100
myo7a_ FERM VHIABKVLEV PENDEFFBFV RHLTDWIKKE RE--B----- ------. 1K@ 84
sisyphus_FERM LMic | laGDNF TMPLEADEY! LDVTTELLKE cB--B----- --------. 82
Conservation
.zai.ao ~28'20 »28i00
myo10_FERM HMPKDSVEFA EMFEQAHEBvV I1HEHHBABEE HLavLAABRL QllQlDYTIH 150
shaker2 FERM BMPKDSVEFA EMFEQANMEBV 1HEHHBABEE BLavLAABRL o DYTHH 150
myo7a_FERM @EVPSLTYQV FMKMTIT vPEKDEvMEDS MFHYYQERP - REYHKET 133
sisyphus FERM Bll- - -PFYL1 HCRS FEL KREPAEMELY MEVLFNQNAP D E.LLLIL 127
Conservation
-2180 -27ISO
myo10_FERM HEEE 1 BrLBE lvsm-ll 1SQSTKTFTP BERLEKRRTS HLEGHTHRES 197
shaker2 FERM HEEE I BrLEE Mysvall 1SQSTKTFTP MERLEKRRTS BLEGHT Rls 197
myo7a_FERM I ll ILQLG IH --------- B-kFBepksy BrsiIBkBLEBE 165
sisyphus_FERM VP RDMA LHR«=-=«=-=«-- B---BapLsH §PAMEENK 166
Conservation
214) -27'20
myo10_FERM FRTGSVIV KEEEEQMLDM WIKEEVESAR I IDK MNQ MB 246
shaker2 FERM FRTGSVEV KBEEEQMLDM WIKEEV SAR IDK MNQ MB 246
myo7a_FERM LVPQDLHEI VEPDD----- ------H-wk HENvAY ks KEENKE 201
sisyphus_FERM LPKPALEI IBPAQ----- ------ B-wv l QSAﬂII AlLSP KN 203
Conservation
v
myo10_FERM lel‘r Ll 263
shaker2_FERM 263
myo7a_FERM 21e
sisyphus_FERM ls Fl 220
Conservation

Figura 9. Alinhamento entre os dominios FERM das miosinas XV humana (gene myol0), de camundongo
(gene shaker2), e de inseto (gene sisyphus) junto ao primeiro dominio FERM da classe VIIa (camundongo).
Os residuos marcados na escala em vermelho escuro até azul correspondem da maior a menor conservagao
(ClustalW/ CLC Protein Workbench 5.0).
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II- Objetivos

1. Objetivos gerais

Obtencdo de informacdes estruturais dos dominios funcionais das miosinas nao-
convencionais de classe III, V e XV, presentes em Drosophila melanogaster através de

ferramentas cromatograficas, biofisicas e por espalhamento e/ou difrag¢do de raios X.

2. Objetivos especificos

2.1. Selecdo dos dominios alvos através de andlises in silico

2.2. Clonagem e expressdo em escala analitica para verificacdo das

construgdes expressas na fracao soldvel
2.3. Escolha de, ao menos, um alvo para caracterizagdo estrutural
2.4. Expressao e purificacdo em larga escala do alvo selecionado

2.5. Caracterizagdo espectroscopica do alvo através de técnicas como
dicroismo circular (CD- Circular Dichroism), espalhamento dindmico de luz (DLS -
Dynamic Light Scattering) e espalhamento de raios X a baixos angulos (SAXS -

Small Angle X-ray Scattering)

2.6. Ensaios de cristalizacdo e tentativas de determinacdo da estrutura

tridimensional por cristalografia de raios X.
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II1I- Material e Métodos

1. Analise in silico para a seleciao de alvos

Foram identificados genes codificadores de miosinas de D. melanogaster e seus
possiveis splicings em bancos de dados como NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/),
Uniprot (http://www.uniprot.org/), FlyBase (http://flybase.org/) e Cymobase (ODRONITZ
e KOLLMAR, 2007), os quais originam diferentes isoformas de proteinas a partir de um
mesmo gene.

Para cada uma das proteinas traduzidas foram feitas andlises em dois niveis
estruturais: predicdo de enovelamento, através dos servidores FoldIndex (PRILUSKY et
al., 2000), DISOPRED2 (WARD et al., 2004) e DisEMBL (LINDING et al., 2003a),
indicando as possiveis regides ordenadas e desordenadas, e predicdo de estrutura
tridimensional da molécula, através de modelagem molecular pela utilizacdo do servidor I-
TASSER (ZHANG, 2008), o qual consiste na constru¢io de um modelo baseado em
proteinas com alto grau de similaridade ou proteina homdloga descrita no Protein Data
Bank (http://www.pdb.com).

Preditores, como DisEMBL e DISOPRED?2, calculam, a pontuagdo referente a cada
aminodcido da sequéncia; pontuagdes acima de 0,05 para DISOPRED2 e 0,5 para
DisEMBL, indicam proteina desordenada. DISOPRED?2 utiliza-se da média geométrica em
seu algoritmo, o que pode resultar na distribuicdo errdnea da pontuacdo, uma vez que a
faixa de pontuacdo dos residuos ordenados é muito estreita, enquanto a faixa dos
desordenados, muito ampla. Seu banco de dados compreende 715 proteinas, onde 176550
residuos sdo classificados ordenados e 4590, desordenados (PRILUSKY er al., 2005;
WARD et al., 2004)

O preditor FoldIndex, por outro lado, implementou um algoritmo capaz de calcular a
pontuagdo total da sequéncia, gerando somente a pontua¢do final, sendo abaixo de 0,0,
considerada desordenada. O banco de dados de FoldIndex € composto por 39 proteinas e
dominios, descritos na literatura como desordenados, e 151 proteinas ordenadas, descritas

no Protein Data Bank (PRILUSKY et al., 2005).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.uniprot.org/
http://flybase.org/
http://www.pdb.com/
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Os estudos foram direcionados para os dominios cauda das miosinas a fim de
determinar possiveis cargas moleculares. Portanto, foram selecionados dominios e
desenhadas algumas constru¢des para a da cauda globular da miosina V isoforma C
(GLOB_1, GLOB_2 e GT-f), do FERM da miosina XV isoforma C (FERM-f) e quinase da
miosina III isoforma B ou p174 (KIN-f) (figura 10).

g = | Myoll

- . o gl wox

Cabeca Cauda

Figura 10. Localiza¢do de cada um dos dominios alvos em relagdo as miosinas inteiras. O dominio quinase
da miosina III se localiza na regido anterior da cabeca, enquanto os dominios cauda globular (Myo V) e
FERM (MyoXYV) estdo localizados na cauda.

2. Clonagem

2.1 Construcdo de oligonucleotideos iniciadores

A partir da selecio dos alvos, foram desenhados oligonucleotideos iniciadores
correspondentes as sequéncias nucleotidicas de cada fragmento de interesse da proteinas,
capazes de hibridizar com a extremidade 5’ (do no caso iniciador sense) e 3” (no caso do
iniciador antisense) aos genes. As andlises de sequéncia de nucleotideos pelo servidor
Webcutter 4.0 (HEIMAN, 1997), foram imprescindiveis para a verificacdo das enzimas de
restricdo as quais ndo possuiam sitios de clivagem ao longo da sequéncia do fragmento
alvo. Todos os oligonucleotideos sense foram desenhados com dois sitios de restricao tendo
em vista que os fragmentos de genes seriam clonadas em diferentes vetores. Os iniciadores
antisense além de conter um sitio de restricdo, também possuiam codon stop, para a

terminacdo da traducdo. A seguir, utilizando a ferramenta Oligo Analyser, foram calculados
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tamanho, temperatura de melting (Tm) e possiveis hairpins baseando-se no conteido de
citosinas e guaninas das sequéncias. A tabela 1 mostra os oligonucleotideos iniciadores

desenhados com os respectivos sitios de restri¢do.

Tabela 1. Oligonucleotideos iniciadores construidos para cada alvo. Os iniciadores sense possuem sitio de
restricdo para BamHI (negrito) e Ndel (sublinhado) enquanto os anti-sense possuem sitio de Xhol (negrito e
itdlico). O tamanho dos amplicons a serem gerados variam entre 500 e 1200pb. As temperaturas de melting
(Tm) especifica e total estd descrita para cada iniciador (°C).

. Tamanho
Pr;thI;IID S Oligonuclotideo Amplicon
Classe ( ) OO (pb)
Sense Anti-sense
DM21F101 DM21R282
DmMyo3
Kinase GGATCCCATATGCT  CTCGAGTTAGAGGA 576
111 Isoforma B GCAGATTATCGCCG  ATGGATGCTCCACC
(Isoforma B)
NP 523503.2 (KIN-f) CCACT ATCTCAAC
Tm total=71,3°C Tm total= 71,4
Tm especifica= 64,1°C Tm especifica= 67,5
DM5F1418 DM5R1794
Cauda GGATCCCATATGAT CTCGAGTTATCCAGA
lobular GAAGTTCCACAGCA  TTAAGATGCGACGG 1152
g
(GT-f) GCGATCTG TAGT
Tm total=71,8°C Tm total= 68,8°C
Tm especifica= 66,1°C Tm especifica= 64,5°C
DM5F1418 DMS5R1572
DmMyo5 Cauda
globular: N- GGATCCCATATGAT CTCGAGTTAATCATT
AV - GAAGTTCCACAGCA  GTTGAGAATCGCTG 486
(Isoforma C) Terminal GCGATCTG GCACTAT
NP_724569.1
(GLOB—I) Tm total=71,8°C Tm total=69,8°C
Tm especifica= 66,1°C Tm especifica= 66,0°C
DMSF1603  pmsR1754
Cauda
globular: C- GGATCECAIATINE  cregagTTATTGCAT 477
Terminal TCGGG TTGTCGGGCGTTCAG
(GLOB.2) o qaierpgc  Tmioul=605C
Tm especifica= 66,4°C mespecethica= 6o,
DM15F2725
DmMyol5 DM15R2941
FERM GGATCCCATATGTC  CTCGAGTTAGAAGC
XV (Isoforma C) (FERM-f) AGC?FAC(T}%SQSAGA TGCTGCCGAAGAG 672
NP_572669.2
- Tm total= 68,6°C
Tm total=71,5°C Tm especifica= 61,8°C
Tm especifica= 64,6°C



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_523503.2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_724569.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_572669.2
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2.2 Extracdo de RNA de Drosophila melanogaster

Os insetos foram disponibilizados pela Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto
(FMRP- USP), pelo departamento de Biologia Celular e Molecular, sendo a Profa. Dra.
Enilza Maria Espreéfico responsédvel pelo Laboratorio de Biologia Celular e Molecular do
Cancer.

Dez individuos de Drosophila melanogaster selvagens, sendo 5 machos e 5 fémeas, e
10 pupas foram coletados. Posteriormente, os individuos foram desacordados com gis
carbonico (CO,) e estocados em tubos de centrifuga. Em seguida o tubo foi congelado em
nitrogénio liquido. As pupas coletadas estavam em diferentes estdgios da fase pupar.

O método TRIzol de extragdo de RNA, amplamente utilizado, é composto por
agentes desnaturantes fortes tais como fenol, isotiocianato de guanidina e outros reagentes
que mantém a integridade do RNA na ruptura de tecidos. Os tubos foram, entdo, estocados
em gelo e a cada um deles foi adicionado TRIzol® RNA Isolation Reagent (Invitrogen) e os
individuos triturados. Seguindo o protocolo do fabricante, 0 RNA extraido foi armazenado
a -80°C; o posterior acréscimo do cloroférmio permite a separacdo em fase aquosa e
organica, sendo o RNA presente na fase aquosa e precipitado pela adi¢ao de isopropanol.

Apo6s a lavagem com etanol 75% (v/v) tratado com dietilpirocarbonato (DEPC) 0,1%
(v/v), as amostras para estoque a -80°C foram resuspendidas em etanol 75% (v/v) DEPC, e
aquelas para uso imediato, resuspendidas em dgua tratada com DEPC.

As ribonucleases (RNAses) representam grande preocupacgdo, pois sdo capazes de
degradar e prejudicar a integridade do RNA. Essas enzimas sdo provenientes de diversas
fontes como tecidos (pele), ou, até mesmo, dos materiais utilizados no experimento,
portanto, todas as precaugdes foram tomadas, incluindo o uso de dgua DEPC para a

suspensdo dos precipitados, a fim de garantir a inativacao de RNAses.

2.3 Sintese da fita complementar de DNA (cDNA)

O processo de separagcdo das fases na extracdo do RNA, mesmo quando realizada
com precaucdo, pode resultar na contaminac¢io da amostra com DNA total, portanto, para a
eliminacdo de quaisquer tracos de DNA total, a amostra foi tratada com a

desoxiribonuclease I (DNAse I), uma endonuclease capaz de clivar o DNA nas ligacOes
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fosfodiéster, promovendo sua degradacdo. Na reacdo de sintese de cDNA, foi utilizado o
oligo pd(N)s, um hexdmero randdmico que permite a cépia de mRNA de fragmentos que
nao possuem a cauda de poli (A); sendo que sua temperatura de extensdo é a 37°C.

As concentracdes de RNA, tanto de pupa como de adulto, foram determinadas em
comprimento de onda de 260 nm no equipamento NanoDrop (ThermoScientific) para o
cédlculo da propor¢do de DNAse I (Invitrogen) a ser adicionada, de acordo com as
instrugdes do fabricante. Em seguida, a reacdo foi inativada pelo aumento da temperatura
(65°C) e adi¢do de EDTA, o qual € capaz de quelar os fons essenciais para a atividade
DNAse.

Ap6s tratamento com DNAse I, os RNAs correspondentes a pupa e adulto foram
tratados com os reagentes do kit First Strand cDNA Synthesis® Kit (GE) nas quantidades
recomendadas pelo fabricante e aquecidos em termociclador a 37°C, durante lh, para a

sintese da fita complementar de DNA dos genes de interesse.

2.4 Amplificacdo dos fragmentos de gene a partir do cDNA por Reacdo
em Cadeia da Polimerase (PCR)

A reacdo em cadeia da polimerase ou PCR, descrita em 1986 por Kary Mullis, permite
a producdo de grandes quantidades de um determinado fragmento de DNA, in vitro, a partir
de uma unica copia de cDNA. Os desoxiribonucleotideos fosfatados (dNTPs) sdo os

nucleotideos e a base da reacdo, compondo os novos fragmentos de DNA gerados.

A. Montagem da reacao

A fim de garantir maxima eficiéncia na amplificacdo dos genes das construcoes alvo,
utilizou-se a enzima Platinum® Taq DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen), nas
quantidades recomendadas pelo fornecedor.

As condigdes para que a amplificagdo dos genes fosse efetiva consistiu de 5 min a
94°C para garantir a desnaturagdo total do DNA. Para o anelamento dos oligonucleotideos
iniciadores a sequéncia de DNA, foram montados diferentes ciclos levando-se em conta: a
temperatura de melting (Tm) média da regido especifica e Tm média de todo o iniciador

(incluindo os sitios de restri¢do) (equacao 1)


http://tools.invitrogen.com/content/sfs/manuals/platinumtaqhifi_pps.pdf
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Tay. Tmespeciﬁca‘ 4°C
(1)
TaZ: Tmespecifica+ Tmto_ml
2
Tas: Tmyg-4°C

Portanto, a ciclagem foi constituida de 6 ciclos com Ta;= 60°C, 10 ciclos com Ta=
64°C e 20 ciclos com Taz= 66°C. Para a temperatura de extensdo, utilizou-se 2 min a 68°C,
considerando que esta € a temperatura 6tima para atividade da enzima Platinum® Taqg DNA
Polymerase High Fidelity em termociclador GeneAmp® PCR System 9700 (Applied

Biosystems).

B. Confirmacio da amplificacio e extracao dos fragmentos de interesse

Para a andlise da reacdo de amplificacdo, aliquotas dos produtos da PCR foram
aplicadas em gel de 1% agarose, que apds a corrida por diferenca de potencial, foram
expostas por 10 seg em luz ultravioleta, para verificacdo dos tamanhos dos produtos
amplificados.

Com resultados positivos, todo o volume da PCR foi aplicado em gel de 1%, agarose
para nova eletroforese, e exposto em luz ultravioleta para recorte das bandas
correspondentes aos fragmentos. Para a extracdo do DNA do gel, utilizou-se o QIAquick

Gel Extraction® Kit (Invitrogen), de acordo com as instru¢des do fabricante.

2.5 Clonagem em pGEM T-easy

A. Reacio de ligacio

Os insertos amplificados e purificados foram dosados no equipamento NanoDrop, a 260
nm para o cdlculo do volume a ser utilizado para a reacdo de ligacdo em vetor do sistema
pGEM® T-easy (Promega), de acordo com o protocolo do fabricante. A reagdo permaneceu

por 16 h a 4°C.
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Os vetores de sistema pGEM T-easy sdo linearizados contendo uma timina em sua
por¢cdo 3°que favorecera a ligacdo dos produtos de PCR, os quais por agdo da DNA Taq
polimerease possuem uma adenina na regido 5°. Para a inser¢do dos fragmentos no vetor, a
T4 DNA ligase foi empregada, promovendo a ligacdo da extremidade 5fosfato do

fragmento a extremidade 3 hidroxil do vetor, nesse caso, de maneira coesiva.

B. Transformacio da ligacio em pGEM T-easy em E. coli DH5a

Sabendo que o fendbmeno de incorporacdo de DNA do meio pela bactéria é um
fendomeno raro, as bactérias DH5a competentes foram preparadas com cloreto de célcio,
cuja finalidade € neutralizar as cargas negativas da membrana bacteriana mantida a baixas
temperaturas. Quando submetidas a um choque térmico de 42°C, sdo formados poros na
membrana bacteriana, permitindo que o DNA recombinante seja permeado para o interior
da célula bacteriana. Portanto, as reacdes de ligacdo foram transformadas em cepa de E.
coli DH50 termocompetentes, na qual incuba-se a bactéria por 30 min em banho de gelo, 1
min e 30 seg a 42°C em banho-maria e novamente em banho de gelo por 1 min. Meio
Luria-Bertani (LB) foi adicionado as bactérias que, entdo, permaneceram crescendo a
200rpm por 1h a 37°C. As culturas foram plaqueadas em meio LB com 12g L de 4gar,
100pg mL! ampicilina (antibidtico de selecdo do vetor) e 12 mg mL-' de X-gal

As placas permaneceram na estufa bacteriana a 37°C por cerca de 16 h e
posteriormente armazenadas a 4°C.

Ap6s crescimento, o clone recombinante foi identificado em meio seletivo contendo
X-gal. O vetor pGEM T-easy possui os promotores de T7 e SP6 RNA polimerase que
flanqueiam a regido do poly-linker dentro da regido codificadora para a [-galactosidase.
Quando o fragmento ou inserto de interesse € ligado, ha interrupcao na regiao codificadora
da enzima, sendo assim, as bactérias recombinantes ndo sio capazes de degradar o X-gal,
um andlago da lactose, e a col6nia permanece na coloragdo branca. As colonias, que por
outro lado, que ndo possuem o inserto, sdo capazes de degradar o X-gal em galactose e 5-

bromo-4-cloro-3-hidroxiindol, resultando na coloracdo azul.



26

C. Selecdo de clones por reacio em cadeia da polimerase (PCR)

Foram selecionadas 8 coldnias brancas resistentes a ampicilina (possiveis clones
positivos) da placa de cada uma dos genes e inoculadas em SmL de meio LB 100 pg mL"!
ampicilina para crescimento a 200 rpm durante 16 h a 37°C.

Uma aliquota de cada cultura foi adicionada a uma reacdo de PCR com reagentes do
kit Platinum® Taq DNA Polymerase (Invitrogen), contendo os oligonucleotideos
iniciadores do sitio de clonagem de pGEM T-easy, M13 sense e anti-sense . Os ciclos para
a amplificacdo dos insertos compreenderam a desnaturagdo do DNA durante Smin a 94°C;
35 ciclos constituidos de: desnaturacao durante 30 seg a 94 °C, anelamento durante 30 seg
a 55°C e extensdo durante 2 min (Iseg para cada base) a 72°C; e um hold para extensao
final de 7 min a 72°C. A reacdo foi interrompida pelo resfriamento a 4°C. A confirmagao
dos clones contendo o fragmento de tamanho esperado ocorreu pela aplicacdo de uma
aliquota dos produtos em gel 1% agarose e, posteriormente, visualizados em luz
ultravioleta.

As culturas dos clones positivos, contendo os fragmentos de tamanho esperado, foram
centrifugados a 6800g durante 3min e os precipitados submetidos as purificacoes

plasmidiais do kit QIAprep® Quiagen, para posterior sequenciamento.

D. Confirmacao de clones por sequenciamento

Levando em conta os tamanhos de algumas constru¢des, como GT-f e FERM-{,
serem superiores a 500 pares de bases, a probabilidade de haver mutagdes, delecdes e
inser¢Oes sdo altas, portanto, foram realizados os sequenciamentos dos clones de todas as
constru¢des pelo método automatizado adaptado ao de Sanger (1975).

Assim, a fim de verificar possiveis mutacdes, delecOes ou inser¢des de bases, as
reacoes contendo os clones foram sequenciados em equipamento 3130 XL (Applied
BioSystems), utilizando os iniciadores do vetor, nesse caso, M13 sense ou anti-sense.

O método enzimatico € baseado na atividade natural de polimerizagdo de
nucleotideos pela DNA polimerase, capaz de estender a cadeia através adicdo de
nucleotideos complementares a uma fita-molde, a terminacdo da cadeia consiste pela adi¢do
de didesoxirribonucleotideos (ddNTPs). Os ddNTPs sao anédlogos aos nucleotideos, pois

possuem um hidrogénio (H) na extremidade 3 no lugar da hidroxila (OH), e, assim,


http://tools.invitrogen.com/content/sfs/manuals/platinumtaqhifi_pps.pdf
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nenhum outro nucleotideo poderd se ligar através da ligacdo fosfodiéster. Este processo
resulta na termina¢do da sequéncia de nucleotideos (SPEED, 1992).

Para que a reagdo ocorra, o DNA plasmidial é desnaturado em fitas simples para que
os iniciadores do vetor, M13 sense ou anti-sense, possam anelar a fita molde. Tanto os
iniciadores como os nucleotideos sdo marcados por fluorescéncia para serem detectados em
gel. Apds o anelamento do iniciador a fita de DNA sdo adicionados os quatro dNTPs e os
quatro ddNTPS, marcados com diferentes cores em tubos separados; a medida que os
ddNTPs sdo incorporados, diferentes tamanhos de fragmentos sdo sintetizados, sempre
terminados com o mesmo ddNTP. A seguir, 0 DNA produzido em cada tubo € desnaturado
e aplicado em gel de poliacrilamida a fim de separar os fragmentos de DNA de diferentes
tamanhos, podendo ser visualizados em diferentes comprimentos de onda pelo
sequenciador. Os resultados sdo gerados na forma de um cromatograma para cada reagdo,

onde cada nucleotideo € representado de diferentes cores.

2.6 Clonagem em vetores de expressdo pET28a e pET28aSUMO

A. Digestdo dos insertos de pGEM T-easy

Os clones de cada construg@o, confirmados por sequenciamento, foram submetidos
a reacdo de digestdo do vetor pGEM T-easy utilizando as enzimas FastDigest®
(Fermentas), correspondentes aos sitios de restricao presentes na sequéncia de cada gene.

Os fragmentos foram desenhados de forma a conter os sitio de restricdo de Ndel e
Xho! para clonagem em pET28a, um vetor cuja expressao funciona sob o controle da
transcricdo da T7 RNA polimerase de bacteriéfago e IPTG ou lactose sendo os indutores
preferenciais para a indug@o da proteina alvo. O vetor possui uma fusdo de seis histidinas
(6xhis) na regido N-terminal e C-terminal. Nos experimentos aqui descritos, foram
utilizados somente a fusdo no N-terminal.

Para a clonagem em pET28aSUMO, os fragmentos continham, o sitio de BamH/.
Este vetor possui uma fusdo SUMO, uma espécie de ubiquitina, envolvida na estabilizacdo
de proteinas in vivo, e consequentemente, na melhora da solubilidade. A fusdo do SUMO
estd localizada na regido N-terminal do polilinker e, posteriormente, pode ser clivada pela

protease ULP.
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Diferente do pGEM T-easy, os vetores de expressdo ndo sdo linearizados
necessitando de digestdo com as mesmas enzimas de restricdo utilizadas na digestdo dos
insertos.

A reagdo foi preparada a partir do protocolo do fabricante, seguido de incubagdo
durante 2 h a 37°C. Para verificacdo e extracdo, os insertos de tamanho esperado foram
aplicados em gel de 1% agarose para posterior extracdo, utilizando o QIAquick Gel

Extraction Kit® Qiagen.

B. Reacao de ligacao dos insertos em pET28a e pET28aSUMO

Os insertos e vetores extraidos foram dosados. Para a reac@o de ligacao foi utilizada
a enzima T4 Ligase ® (Fermentas), de acordo com as instrucdes do fabricante, na

proporcdo de 1:3 (vetor: inserto), permanecendo durante 16 h a 4°C.

C. Transformacio da reacdo de ligacido em cepa de E. coli DH5a

Todo o volume das reagdes foi transformado em DHS5a competente através de choque
térmico, como j4 descrito anteriormente, plaqueado em LB contendo 12 g L™ de 4gar e 50
ug ml" de canamicina e estas incubadas em estufa bacteriana durante 18 h a 37°C, para

crescimento.

D. Selecao de clones por pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

Em teoria, clones contendo vetores cujo inserto foi ligado, sdo resistentes a
canamicina, ja que a sequéncia codificadora da resisténcia € reconstituida com a entrada do
fragmento de interesse, caso contrdrio, clones sem inserto, ndo reconstituem o gene de
resisténcia e, portanto, nao cresceriam em meio contendo canamicina. Por outro lado, além
do inserto, outros fragmentos de DNA, principalmente da propria bactéria, podem ser
incorporadas ao vetor e reconstituirem o gene de resisténcia; consequentemente crescem na

placa, gerando clones negativos. Por essa razdo se faz necessaria a confirmagdo por PCR.

Oito coldnias (clones) de cada constru¢do foram selecionados e inoculadas em 5 mL
de LB contendo 50 pg mL™" canamicina, para crescimento a 200 rpm durante 16 h a 37°C.
A PCR foi montada, como ja descrito anteriormente, utilizando os iniciadores do sitio de

clonagem dos vetores em uso, T7 sense e anti-sense, com a finalidade de pré-selecionar os



29

clones que contém os insertos com tamanho esperado. O produto da reagdo foi aplicado em
gel de 1% agarose para a visualizacao.

O volume das culturas dos clones positivos foram centrifugados e os precipitados
submetidos as purificagdes plasmidiais do kit QIAprep® Quiagen, para envio das amostras

ao sequenciamento.

E. Confirmacio de clones por sequenciamento

Selecionados os clones positivos, novamente, estes foram submetidos a confirmacao
da sequéncia de nucleotideos, a fim de verificar possiveis dele¢des, mutagdes ou insercoes
de bases, assim como se procedeu na clonagem em pGEM T-easy, porém utilizaram-se os
iniciadores correspondentes aos sitios de clonagem dos vetores pET28a e pET28aSUMO
(T7 sense ou anti-sense).

Os clones de cada construcdo, apds a confirmagdo por sequenciamento, foram

transformados em diferentes cepas de expressao.

3. Expressao de proteinas recombinantes

3.1 Testes de expressdo

Com a finalidade de estabelecer um protocolo de expressdo para cada construcio, de
maneira a obter as proteinas na fracdo soluvel e em quantidades razodveis, foram realizados
testes de expressdo, variando condi¢des tais como: cepa bacteriana, meio de cultura,

concentracao de indutor, tempo e temperatura de expressao.

A. Cepas

A escolha das cepas de E.coli utilizadas baseou-se nas possiveis caracteristicas que a
proteina expressa pudesse apresentar, de maneira a melhorar a sua expressdo. No
laboratério temos as seguintes cepas disponiveis: BL21(DE3)ASlyD pRARE (Novagen),
SHuffle T7 (BioLabs), Origami 2 (DE3) (Noavegen), Artic Express (DE3) (Agilent

Technologies). A maioria das cepas eram eletrocompetentes, portanto foram transformadas
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com a adicdo de plasmidio (~60ng) a bactéria em eletroporador GenePulser XCell

(BioRad).

A eletroporacdo é um método bastante eficiente, o qual consiste na preparacdo das
células com solucdo aquosa, a fim de tornd-las competentes e aptas a receberem o DNA. As
células sdo submetidas a alta voltagem, provocando a desestabilizacdo da membrana
externa e a formacao de poros, possibilitando a entrada do DNA para o interior da célula.

As pré-culturas de cada cepa, para o teste de expressdo, forma crescidas a 200rpm,

durante 16 h, a 37°C.

B. Meio de cultura

Ao meio Luria-Bertani (LB) foram adicionadas diferentes concentracdes de IPTG
para a expressdo de E. coli. Além do LB, o meio complexo ZYP-5052 (0,5% extrato de
levedura, 1% N-Z-amina, 50 mM Na,HPO, 50 mM KH,;PO4 25 mM (NH4),SO4 2 mM
MgSO4, 0,2x metais, 0,5% glicerol, 0,05% glicose, 0,2% a-lactose) de auto-inducao,
descrito por Studier (2005), também foi testado, sendo a lactose utilizada como molécula
indutora. O meio de auto-inducdo com 100 mM de fosfato de sédio, a partir da lactose,
induz a expressdo da proteina apds o consumo da glicose (fase lag). As solucdes estoque de
cada reagente, tais como, fosfato, glicose, sulfato de magnésio e mistura de metais, foram
autoclavadas ou filtradas em filtros de 0,22 um.

Os testes para ambos os meios de cultura foram realizados em frascos de 250 mL
contendo 50 mL de meio, quais eram inoculados 1% (v/v) de pré-cultura. Para o meio

complexo de auto-indugdo, as pré-culturas foram preparadas em LB.

C. Concentracao do indutor

O IPTG foi testado em concentracdes de 0,1 mM a 0,5 mM. Apés a cultura atingir
determinada turbidez a 600 nm, o indutor foi adicionado. O IPTG foi utilizado, somente,
em meio LB.

Outro indutor testado foi a lactose, em concentracdo de 0,2% (v/v) e, somente, no
meio complexo de auto-indugdo. A a-lactose € adicionada no preparo do meio, ndo sendo

necessdria a verificacdo da turbidez.
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A lactose, por agdo da [-galactosidase, é convertida em alolactose; esta leva a
liberacdo do repressor lac do sitio de ligagdo no DNA e induzird a expressdao de T7 RNA
polimerase do promotor lacUVS, desbloqueando o promotor T7lac. Esse mecanismo
permitird a expressao das proteinas alvo pela T7 RNA polimerase. Portanto a utilizacdo do
meio de autoinducdo, muitas vezes, pode resultar em maior rendimento de proteina
expressa, uma vez que as células bacterianas passardo a expressar somente apos

crescimento maximo, quando cessa a glicose (STUDIER, 2005).

D. Tempo e temperaturas

A cada condi¢do testada foram coletados 10 mL de cultura, imediatamente apds o
in6culo das bactérias, como controle (ndo induzido). Esse volume foi centrifugado a 3220
xg, durante 20 min a 4°C; o sobrenadante e precipitado foram congelados a -20°C.

Foram realizadas posteriores coletas ao longo da indu¢do em tempos de 2, 4, 6 € 18 h.
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Tabela 2. Condicdes testadas em expressdo analitica dos dominios alvo, incluindo cepa, meio, indutor,
temperatura e densidade 6tica (D.O.) para cada construgdo.

Temperatura
Construcao Cepa Indutor .
O
12,
BL21 DE3 IPTG: 0.5
ASlyD LB M 37—20, 0,5
PRARe, 37530,
BL21 DE3 IPTG: 0.1;
ASlyD 0,3;0,5;
LB, auto- 30—-25;
GT-f PRARe, - duc ImM 37 0,4
N induc¢do
Origami ¢ Lactose:
0,2%
BL21 DE3
GLOB_1 o LB PTG 0.2 12, 20, 30, 37 0.6
ET2 — PRARe, , 20, 30, )
pET28a U 0,25; ImM
Origami, Artic
Express
BL21 DE3
ASlyD
GLOB_2 pPRARe, LB IPTG: 0,2 12,20, 30, 37 0,6
Origami, Artic
Express
BL21 DE3
ASlyD IPTG: 0,25;
FERM-f PRARe, LB 12, 20, 30, 37 0,6
L 0,2; 0,5
Origami, Artic
Express
GLOB-1 - - - - R
IPTG: 0,3;
Origami, LB, auto- 0,4
GLOB-2 12, 20, 30, 37 0,4;0,6
Shuffle inducédo Lactose:
pET28aSUMO
0,2%
Artic
IPTG: 0,3;
FERM-f Express LB 05 12, 30 0,4;0,6
Shuffle '
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E. Lise celular
Ao término da expressdo, todos os precipitados celulares estocados foram suspensos
em solugdo de lise (250uL de 1x PBS, 170uL B-PER [ThermoScientific], 5 mM
benzamidina, 1 mM PMSF).
As amostras foram incubadas, sob agitacdo, durante 10 min, a temperatura ambiente
e, posteriormente, submetidas a sonicacdo. O lisado foi centrifugado a 20817 xg durante 20

min, a 4°C; o sobrenadante foi separado e o precipitado, suspenso em PBS pH 7.,4.

F. Verificacao por SDS-PAGE

Aliquotas das amostras de precipitados e sobrenadantes foram aplicados em gel
desnaturante poliacrilamida SDS-PAGE 13% (LAEMMLI, 1970) em cuba de eletroforese,
a fim de verificar a expressdo das proteinas alvo na fracdo soldvel ou insolivel. O gel foi

corado com Coomassie Blue.

3.2 Expressdo em larga escala

Determinadas as melhores condi¢des para cada construcao (descritas no capitulo IV),
a expressdo foi realizada em volumes de 1 L e, somente, apds a confirmacao da eficiéncia
do protocolo, em volumes maiores (3 a 4 L). Ao término da expressdo, centrifugou-se a

cultura a 8230 xg, durante 15 min. O extrato bacteriano foi estocado a -20°C.

3.3 Lise celular

O extrato bacteriano foi submetido a lise celular utilizando, para cada 1 L de
expressao, 20 mL de solugdo de lise para suspensdo. As solucdes para cada proteina estdo
descritas nas tabelas 5, 7 e 8, apresentadas no capitulo IV. O extrato permaneceu incubado,
sob agitacao moderada, durante 30 min, a 4°C.

Ap6s a fragilizagdo da parede bacteriana pelo uso de lisozima, o extrato bacteriano
foi lisado por French®Press (Thermo Spectronic) a 25000 psi, em célula de 40 K, para
rompimento efetivo e liberacdo do material citoplasmatico. Seguiu-se com a centrifugacao

a 30000 xg, durante 1 h, a 4°C.
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4. Cromatografia liquida

4.1 Afinidade a metal imobilizado (IMAC)

A cromatografia por afinidade, em geral, sendo um método seletivo e reversivel, é
capaz de ligar proteinas em uma matriz, baseando-se em afinidades biol6gicas conhecidas
entre as moléculas; essa interagdo varia de acordo com as caracteristicas estruturais das
moléculas. Para tanto, o ligante deve ser imobilizado em matriz sélida de maneira a
preservar sua estabilidade e atividade. Para este projeto foi utilizada a cromatografia de
afinidade a metal imobilizado (IMAC), sendo niquel o metal divalente. A afinidade pelo
metal imobilizado se da pela cadeia lateral de alguns aminodcidos. O residuo que possui
maior afinidade ao niquel € a histidina, capaz de coordenar interacdes com o ion metélico,
portanto utiliza-se uma fusdo com seis histidinas (6xhis), que pode estar localizada na
por¢cdao N-terminal ou C-terminal da proteina alvo. A presenca de uma fusdo garante maior
afinidade e eficdcia na separacdo. Para que a proteina seja expressa com a fusdo 6xhis foi
utilizado o vetor pET28a e pET28aSUMO que possuem a sequéncia de codificacio para os
residuos de histidina anterior ao sitio de clonagem com Ndel, no poly-linker..

Desta maneira, com o extrato bruto livre de suspensdes, este foi injetado com fluxo
de 1 mL min" em coluna HiTrap Chelating® 5 mL ou 1 mL (GE), carregada com 50 mM
sulfato de niquel e acoplada a um sistema Fast Performance Liquid Chromatography
(FPLC) Akta® (GE). A coluna foi pré-equilibrada com solucdo tampéo (mesma solucio de
lise, conferir no capitulo 1V, tabelas 5, 7 e 8), seguido da eluicdo da proteina de interesse
com fluxo de 1 mL min-' em solug¢do tampdo com 500 mM imidazol e com monitoramento
da absorbancia a 280 nm. As fracdes de toda a purificacdo (exceto flowthrough e lavagem
da coluna) foram coletadas.

Aliquotas de cada fracdo foram aplicadas em gel SDS-PAGE 13% e, apés
eletroforese, corado com Coomassie Blue, a fim de identificar as fracdes correspondentes a

proteina alvo.

4.2 Exclusdo molecular (SEC)
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Com a finalidade de obter uma amostra pura e livre de moléculas agregadas que
possam prejudicar experimentos posteriores, foi realizada uma cromatografia de exclusio
molecular (SEC).

Esta técnica se baseia na separagdo das moléculas pelo seu tamanho. A matriz de
agarose ou dextrana empacotada em coluna permite que as moléculas permeiem por seus
poros de tamanhos varidveis. Esses poros permitem que a fase mével (solugdo tampiao) se
desloque tanto pelo interior como exterior da coluna. O tempo de eluicdo depende da
capacidade da proteina de atravessar os poros, e moléculas maiores do que os granulos
passardo exteriormente a matriz, sendo estas eluidas no volume morto da coluna (Vy), o
qual geralmente corresponde as proteinas grandes ou agregados de proteinas. A exclusao
molecular € usualmente utilizada em passos finais de purificacdo, a fim de remover
impurezas remanescentes de etapas anteriores (CUTLER, 2004).

A amostra proveniente da cromatografia por afinidade foi concentrada para um
volume final de 2 mL, centrifugada a 20817 xg e aplicada com fluxo de 0,3 mL min', na
coluna HiLoad Superdex 75® 16/60 (GE) acoplada ao sistema FPLC e monitorada a
eluicdo a 280 nm. As solucdes utilizadas para cada uma das proteinas estdo descritas no
capitulo IV - tabelas 5, 7 e 8.

O grau de pureza das proteinas foi verificado por SDS-PAGE 13% e coloragdo com

Coomasie Blue.

5. Dosagem das amostras

A amostra concentrada, proveniente da cromatografia de exclusdao molecular, foi
incubada com guanidina e dosada em pela leitura da absorbancia a 280 nm. A partir dos
valores dos coeficientes de extingdo molar (¢) obtidos através do servidor ProtParam

(http://ca.expasy.org) e dos valores da absorbancia a 280 nm, foi possivel a determinacao

da concentragdo molar das proteinas, pela equagcdo de Beer-Lambert (2):

Azgo = E&. L C (2)
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Onde Ajgy corresponde a absorbancia medida a 280 nm, L, ao caminho 6tico da
cubeta em centimetros (cm), C, a concentracdo molar (mg mL™’ Da'l) e €, o coeficiente de

extin¢ao molar em 280nm (M'lcm'l).

6. Espalhamento Dinamico de Luz (DLS)

Também chamada de espectroscopia de correlacio de fétons, o espalhamento
dindmico de luz € uma técnica capaz de medir o coeficiente de difusdo translacional do
movimento browniano em solucdo de uma molécula, através do espalhamento de luz
monocromatica (SCHIMTZ, 1990).

Essa técnica forneceu dados fundamentais para seguir com as etapas posteriores,
como a determinacdo da qualidade da amostra, avaliando a polidispersividade da amostra e
raio hidrodindmico (Rh). Tais pardmetros sdo extrapolados a partir do coeficiente de
difusdo translacional, usando a equacao de Stokes-Eistein.

Para tanto, as amostras foram centrifugadas a 20000 xg durante 10 min, a 4°C.
Foram utilizadas cubetas de safira de 3 mm de caminho 6tico em equipamento DynaPro
810 DLS (Wyatt Technology Corporation) com controlador de temperatura peltier. As
medidas foram realizadas em angulo de 90°C de deteccdo, a 18°C, onde foram feitas 50
medidas com 5 seg de aquisicdo e intervalo de 1 seg, utilizando o software DYNAMICS

v.6.10.1.2.

7. Dicroismo Circular (CD)

7.1 Espectro

A obtencdo de proteinas recombinantes € de grande valia quando sua funcgdo
bioldgica € mantida. Dessa maneira, estudos de dicroismo circular foram significativos para
avaliacdo da estrutura secunddria das proteinas alvo. Sabe-se que o enovelamento correto
das proteinas garante a manutencdo de sua atividade, mostrando que funcdo e estrutura
estdo fortemente relacionadas. A luz circular polarizada emitida sobre a amostra pode
resultar em diferentes absorcdes de suas componentes direita e esquerda; a radiagdo gerada
possui uma polarizacdo eliptica, a qual € detectada e convertida em sinal de dicroismo.

Este, por sua vez, serd observado quando o croméforo for um centro quiral (opticamente
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ativo). Os cromoéforos de interesse em proteinas incluem ligacdo peptidica (240 nm) e
pontes dissulfeto (260 nm) (KELLY e PRICE, 2000; KELLY et al., 2005).

O experimento de dicroismo circular (CD) para a determinacdo do contetido de
estrutura secundaria realizou-se em ultravioleta distante (195-260 nm), em
espectropolarimetro Jasco J-810 Spectropolarimeter (Jasco International Co.) acoplado ao
controlador de temperatura peltier ¢ com cubeta de quartzo de 2 mm caminho 6tico. Cada
uma das amostras, incluindo os padrdes, foram diluidos em dgua, para uma concentracio
final de 3 uM (em solugdo descrita nas tabelas 5, 7 e 8, do capitulo IV) e centrifugados a
20000 xg durante 10 min. A dilui¢cdo das amostras em dgua milli-Q teve como finalidade
diminuir a concentragdo de sais da amostra para diminuicao do sinal ruido nas leituras. A
coleta de dados foi realizada a uma velocidade de varredura de 50 nm min'l, resposta de 4
seg, sensibilidade de 100 mdeg, largura da banda de 1 nm e 20 acumulacdes. Os resultados
foram analisados pelo software SpectraManagerll, sendo expressos em elipcidade residual

média (deg cm” dmol ™ residual™).

7.2 Desnaturagdo térmica

N

A estabilidade das proteinas estd relacionada a energia livre de Gibbs de
desenovelamento (AG,), a qual diminui com o aumento da temperatura até tornar-se zero
no equilibrio, quando as concentracdes de moléculas enoveladas e desenoveladas sdo
iguais; esta temperatura é a chamada temperatura de transicao/melting (Tm) (PRIVALOV,
1979; SCHELLMAN, 1997; VEDADI et al., 2006).

Como na sessdao anterior, a diluicdo foi, também, realizada em d4gua, e,
posteriormente, centrifugada. A desnaturacdo foi monitorada a 208 e 222 nm, de 20 a
100°C, com taxa de aquecimento de 1°C min"'. Os mesmos pardmetros foram utilizados
para 100 a 20°C, a fim de verificar possivel renaturacdo proteica. Os resultados foram
analisados pelo software SpectraManagerll e expressos em porcentagem de fracdo

desenovelada.
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8. Desnaturacao térmica monitorada por fluorescéncia de
sonda extrinseca (DSF)

Ensaios para o monitoramento da fluorescéncia pela adicao de moléculas e ligantes,
também conhecido como thermal shift ou differencial scanning fluorescence (DSF), foram
realizados para avaliar aumento ou diminuicao na estabilidade das proteinas alvo.

A estabilidade de proteinas pela adicdo de ligantes e moléculas ndo especificas é
muito importante, para auxiliar os experimentos de cristalizacdo (ERICSSON et al., 2006;
VEDADI et al., 2006).

Utilizou-se a sonda fluorescente SYPRO® Orange, a qual fluoresce ao ligar-se a
por¢des proteicas hidrofdbicas expostas, quando tem inicio a desnaturacdo da molécula
com o aumento da temperatura. Para tanto, utiliza-se um equipamento de PCR real-time
(ERICSSON et al., 2006; et al., 2002; POKLAR et al., 1997; VEDADI et al., 2006).

Adicionou-se sais, metais, solventes organicos e diferentes pH as proteinas alvo. As
amostras utilizadas em experimentos com cloreto de sddio foram diluidas em 4gua,
variando a concentragdo final de 0,005 M a 1 M do sal. Os demais ligantes foram diluidos
no tampao da proteina, de modo a permanecer em concentracao final de 10 mM. Em todas
as reacdes, a concentracdo final de proteina e padrao foi de 2 pM e SYPRO® Orange
(Invitrogen) 1:1000 (v/v). As amostras foram incubadas durante 30 min, a temperatura
ambiente e centrifugadas. Os experimentos foram realizados em triplicata, em placas de 96
pocos. A estabilidade foi avaliada de 20 a 90°C utilizando o termociclador 7500 Realtime
PCR System.

O ponto de inflexdo da curva de transicdo (Tm) € calculado utilizando a equacdo (3).

o (Ip — i) (3)
y=li+ 1+ exp(Tm —x)/a

Onde, Ii € a intensidade inicial, Ip a intensidade pos-transicional, a € a inclinac¢do da
reta na faixa de transi¢do e x a temperatura (adaptado de ERICSSON et al., 2006; NIESEN
et al., 2007).
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9. Proteolise limitada

9.1 Teste de clivagem

Para a determinagdo do padrdo de digestdo de proteinas por digestdo triptica, foram
necessdrios testes de temperatura e tempo. Portanto, Img mL™" de amostra foi incubada em
solucdo final de 10 ug mL™" de tripsina, a temperatura ambiente e a 4°C, com tempos 15
min a 4 h.

A reacdo foi interrompida pela adi¢do de 5 mM benzamidina a solugdo, em banho de
gelo, durante 10 min. A efic4cia da clivagem foi analisada por SDS-PAGE 13%, corado

com Coomassie Blue.

9.2 Protedlise

Identificadas as condi¢Oes ideais para clivagem da proteina alvo por tripsina, o
volume total da amostra foi incubado em concentragio final de 10 ug mL" de tripsina,
durante 3 h, a 4°C. O bloqueio da reacdo se deu pela adicdo de 5 mM benzamidina, em
banho de gelo, durante 10 min. A amostra digerida foi aplicada na coluna de cromatografia
de exclusdo molecular analitica, a fim de verificar a presenga de um novo padrao de eluicdo

da proteina digerida em comparacao aquela ndo digerida.

10. Cromatografia analitica de exclusao molecular

A cromatografia por exclusdo molecular analitica (aSEC) visou a estimativa do raio
hidrodinamico e o massa molecular de proteinas alvo, pela utilizacdo da coluna Superdex®
200 GL 5/150 (GE) acoplada ao sistema Akta® Purifier. Moléculas padroes tais como Blue
Dextran (I mg ml']), ferritina (0,3 mg ml']), ribonuclease A, catalase, e ovalbumina (3mg
ml™") foram preparados e diluidos no mesmo tampdo da proteina para serem aplicados na
coluna. A concentracio de 0,3 mg mL™ de amostra foi aplicada com fluxo de 0,2 mL min™".

Ap6s a corrida os pardmetros hidrodindmicos foram calculados. Primeiramente,
determinou-se o volume morto (V) da coluna, o qual equivale ao volume de elui¢cdo do

Blue Dextran 2000. Devido ao alto massa molecular, o Blue Dextran passard externamente
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aos poros da agarose. O volume geométrico (Vc) é um pardmetro que pode ser extraido

pela equacdo (4).

4
Ve =nr?l @
Onde r € o raio e / o comprimento da coluna.
A curva de calibragdo € calculada segundo a equacao (5).
Ve-V0
Kav =3=5 (%)

Onde, V) € o volume morto da coluna, Ve, o volume de eluicdo de cada um dos picos
e Vc, o volume geométrico da coluna. O volume de elui¢ao € calculado pelo volume de
eluente do ponto de injecdo até o centro do pico eluido. Apds aplicar cada uma dos padrdes
e amostras foram calculados os Kav de cada amostra. Uma curva de calibracdo de Kav x
log do massa molecular (M.M.) dos padrdes € desenhada fornecendo a equagdo da reta, a
partir da qual se extrai 0 massa molecular das proteinas de interesse.
Outro parametro importante a ser extraido para proteinas globulares € o raio

hidrodinamico, através da regressdo linear do grafico de V(-log Kav) x raio hidrodindmico

(Rh) conhecidos dos padrdes.

11. Espalhamento de raios X a baixos angulos (SAXS)
Os dados de SAXS foram coletados usando o detector Pilatus (300k, 84 mm x 107

mm) na linha de luz DO1A/SAXSI instalada no Laboratério Nacional de Luz Sincrotron
(LNLS). O comprimento de onda da radiacdo foi ajustado para 1,55 A e a distancia entre
amostra e detector foi de 1594,6 mm resultando em vetor de espalhamento na faixa de 0,01
nm ' a 0,23 nm "' (q = 4nsin6/A, onde 26 é o Angulo de espalhamento).

A amostra (solucdo descrita na tabela 8 do capitulo IV) foi testada nas concentracdes
de 2,5 ¢ 1,5 mg mL"' e previamente centrifugadas a 20000 xg durante 30 min, a 4°C, para a

remocgado de agregados. As medidas foram feitas a temperatura ambiente, com exposi¢ao de
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30, 60, 120 e 180 seg ao feixe de raios X. O tratamento dos dados foi feito em colaboracao
com a Dra. Tatiana Brasil, aluna de p6s-doutorado do Laboratério Nacional de Biociéncias
(LNBio). A integracdo das curvas de SAXS foi feita no software Fit2D (HAMMERSLEY,
1997), o escalonamento feito a partir da concentracdo da amostra e a andlise dos dados
foram feitas pelo programa GNOM (SVERGUN, 1992). A construcdo dos envelopes de
baixa resolucdo foram calculados a partir dos dados experimentais pelo método ab initio
implementado no programa DAMMIN (SVERGUN, 1999). A média dos modelos foi
gerada a partir de 10 envelopes do DAMMIN no programa DAMAVER (VOLKOV e
SVERGUN, 2003). Os envelopes gerados por SAXS e os modelos in silico foram
sobrepostos pelo programa SUBCOMP (KOZIN e SVERGUN, 2001) e para o célculo da
curva tedrica de espalhamento dos modelos in silico foi utilizado o programa CRYSOL

(SVERGUN et al., 1995).

12. Ensaios de Cristalizacao

Os cristais consistem do arranjo tridimensional bem definido de moléculas; sua
formacdo ocorre a partir de duas etapas principais: a nucleacdo e o crescimento, quando a
supersaturagcao proteica € capaz de ultrapassar a barreira de energia de ativagdo. A barreira
representa a energia livre requerida para criar pequenos aglomerados de proteinas,
chamados de nucleos, e, partir dai, caso haja proteina disponivel, poderdo crescer de
maneira ordenada para formar cristais. Caso a solu¢do proteica nio seja supersaturada, a
taxa de nucleacdo serd muito lenta e nenhum cristal se formaré; por outro lado, uma solugao
proteica de concentracdo excessiva levard ao surgimento de estruturas desordenadas, tais
como precipitados, 6leos, géis e tende-se para a zona de precipitacdo, desfavordvel para a

formacdo de cristais (Figura 10) (ASHERIE, 2004; MCPHERSON, 1999).
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Supersaturacdo
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Concentragiio de proteina
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Figura 11. Diagrama de fases para a cristalizacdo de proteinas. A formagdo de niicleos na zona instdvel
ocorre quando ¢ ultrapassada a barreira de energia da curva de solubilidade, com a amostra supersaturada e,
apos a nucleagdo, se desloca para a regido metaestdvel, onde haverd o crescimento de cristais. Amostras muito
concentradas ou em condi¢des com alta concentracdo de precipitantes, levam a zona de precipitacdo, onde
estruturas desordenadas sao formadas (adaptado de Asherie, 2004).

Tendo esses conceitos em mente, as amostras foram dosadas e submetidas a gel SDS-
PAGE 13% para avaliacdo do grau de pureza. Apos a centrifugacdao a 20000 xg, durante 10
min, as amostras foram enviadas ao laboratério de cristalizacdio ROBOLAB, nas
instalacdes do Laboratério Nacional de Biociéncias (LNBio). As gotas sentadas de 0,5 +
0,5 uLL de amostra/solucao foram preparadas em HoneyBee 963 e as solucdes das condi¢des
de cristalizacdo, pelo robd Matrix Maker.

A elaboracdo dos testes iniciais, pelo método da matriz esparsa em gota sentada
(sitting drops), utilizou os seis kits comerciais disponiveis, em placas de 96 pocos:

- Kit 1: Crystal Screen e Crystal Screen 2 (96 condi¢des)- Hampton Research;
- Kit 2: Wizard 1 e 11 (96 condicdes) — Emerald Biosystems;
- Kit 3: PACT (96 condicdes) - Nextal/ Quiagen;
- Kit 4 JCSG + (96 condicdes) - Nextal/ Quiagen;
- Kit 5: SaltRx (96 condi¢des) - Hampton Research;
- Kit 6: Precipitant Synergy (64 condi¢des) — Emerald Biosystems.
Todas as placas foram estocadas em sala com temperatura controlada, a 18°C,

monitorando a formagdo de cristais.
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IV- Resultados e Discussao

1. Analises in silico

Foram encontrados cerca de onze genes pertencentes a oito diferentes classes de
miosinas nao-convencionais em banco de dados, sendo os alvos selecionados
primeiramente com base na identidade a proteinas homdlogas ou ort6logas ja descritas e
estudadas. Os dominios de interesse, consideraram regides das miosinas de importancia
funcional e ainda pouco caracterizadas estruturalmente.

ApOs a sobreposi¢cdo das predigdes, foi estabelecido um consenso entre quais regioes
poderiam se encontrar desenoveladas, e representando possivelmente instabilidade a regido
alvo. Assume-se que proteinas com menor grau de desordem apresentem maior

estabilidade, sendo essencial para os estudos estruturais.

1.1 Dominio quinase da Miosina III (Isoforma C)

O dominio quinase da miosina III de inseto € composto por cerca de 180 residuos.
Considerando o consenso da predi¢do € determinada somente uma pequena regido de
desordem (figura 12A). A partir dessa informacdo, e por andlises de sequéncia, foi
construido um modelo atdmico ilustrado na figura 10B, o que mostra a predominancia de
elementos hélices-alfa em sua estrutura secundaria, corroborando com outras estruturas
quinases descritas e disponiveis no Protein Data Bank. Para a modelagem utilizou-se a
proteina serina/ treonina quinase humana (PDB ID: 2J7T) como modelo, cuja estrutura foi
resolvida por cristalografia de raios X a 2 A (PIKE et al., 2008).

O alinhamento realizado pela ferramenta BLAST (NCBI) mostrou uma identidade
de 40% entre as sequéncias da quinase humana e de inseto, com e-value = 2,3e-43 e score =
280,47; a identidade € alta; ambas possuem o conteido predominante de hélices-alfa.

Ambas sdo serina/ treonina quinases. Na quinase da miosina III humana os residuos
Serl177 e Trel83 sdo descritos como o dominio catalitico. Na sobreposi¢do dessa estrutura
ao modelo construido para a quinase de inseto, esses residuos correspondem a Ser66 e T73,

inseridos um uma mesma hélice. Por outro lado, o preditor de possiveis dominios
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funcionais SMART (http://smart.embl-heidelberg.de), determina que os residuos cataliticos
sdao Aspl30 e Argl32, localizados em um loop préximo a hélice descrita anteriormente.
Sendo assim ela nao poderia ser considerada uma serina/ treonina quinase. Estudos
estruturais, portanto, sdo de grande importancia para determinar os residuos que realmente
compde o sitio ativo e possuem papel catalitico, além da classificagdo dessa dominio dentro
das familias das proteinas quinases.

As regides preditas como desordenadas no modelo, para a quinase de inseto,
localizam-se em regides moéveis (loops) e na extremidade C-terminal da sequéncia.
Embora, somente uma por¢do movel (residuos de 163 a 171) tenha sido predita como
desenovelada, a construcdo possui, também, no minimo mais 5 regides moveis, e
possivelmente consiste de lagos interfaciais do sitio ativo e considerados importantes para
sua funcdo quinase.

Considerando as predi¢des de desordem e a modelagem molecular, para este alvo,

foi selecionado o dominio quinase inteiro, cuja constru¢do recebeu o nome de KIN-f.


http://smart.embl-heidelberg.de/
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i LHRDIRGDNILLTKNGRVKLCDFGLSRQVDSTLGKRGTCIG :
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! KNAENRPMMVEMVEH

Figura 12. Analises in silico do dominio quinase da miosina III (KIN-f) de D. melanogaster. (A) localiza¢ao
do dominio na por¢do N-terminal da proteina, com cerca de 181 residuos. Os residuos marcados em vermelho
correspondem ao consenso das regides preditas como desordenadas; (B) modelagem molecular; modelo
construido pelo servidor I-TASSER (ZHANG, 2008) a partir da molécula da serina/ treonina quinase humana
(PDB 2J7T). As sequéncias possuem identidade de 40%. O modelo foi visualizado pelo programa PyMOL
1.5. Os residuos em vermelhos correspondem aqueles desordenados e os residuos marcados sdo aqueles
correspondentes aos possiveis cataliticos.

1.2 Cauda globular da miosina V (Isoforma C)

A cauda globular possui cerca de 410 (1390-1801) residuos de aminoacidos, com
predominancia de regides ordenadas e algumas desordenadas na porcao central do dominio
(figura 13). Neste caso foi empregada, também, modelagem molecular para auxiliar na
determinagdo de possiveis construgdes para o dominio (figura 14). Sua estrutura foi

modelada a partir da cauda globular da miosina Va de Saccharomyces cerevisae (Myo2p),
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cuja estrutura foi resolvida por cristalografia de raios X a 2,25A (PDB ID: 2F6H) por
Pashkova e colaboradores (2006). Ambas as caudas apresentam estrutura de hélice-alfa,
possuindo baixa identidade de 15%, e- value = 4e-70 e score = 241 (BLAST-NCBI).
Apesar disso, todas a hélices do modelo gerado e do dominio da miosina de levedura
quando sobrepostas, coincidem, variando somente o tamanho dos loops.

H4 discrepancia entre as regides preditas desordenadas pelos servidores, e da mesma
maneira que para o dominio quinase, hd outras regides mdéveis que nao foram preditas.
Portanto, para garantir o sucesso no estudo desse alvo, foram feitas 3 construcdes, levando
em consideracdo o tamanho de sua sequéncia. As regides N-terminal da Metl418 ao
Aspl1572 (GLOB_1) e C-terminal da Alal603 a GIn1754 (GLOB_2), além da construcio
do dominio inteiro, que compreende da Metl418 ao Aspl794 (GT-f) (numeragdo em

relacdo a miosina inteira) (figura 14).

Miosina V- Tamanho total: 1794 aa GT
’—--~~
| @)
. L ]
\~~-——’
\}
Porcdo N-terminal Porcdo C-terminal
! MKFHSSDLDKILQRLLSALTPRTVVGLLPGFPA | i AWKQLIGOLEHFYKQFQHFGLDNCYAEQIF
! YLIFMCIRYTDLTNADDDVRELLSKFVIQIKKM ! ¢ HOLLYFTCAVALNCLMLRGDICMWETGMI I
! HRTPHPIENRVIWLVNSITLLNLMKQYGDVDEY ! i RYNIGCIEDWVRSKKMSNDVLTALAPLNQV
! VKFNTEKQNQQQLKNFNLFEYRRVILDLIVNLY | i SQLLQOSRKSEQDVQTICDLCTSLSTAQVLK
| QALIMQIQGLLDPKIVPAILNND E i VMKSYKLDDYESEITNVFLEKLTEKLNARQ
b e e e e e i 1 MO !
v L e !
GT inteira
! MKFHSSDLDKILORLLSALTPRTVVGLLPGFPAYLIFMCIRYTDLTNADDDVRELLSKFVIQIKKM |
! HRTPHPIENRVIWLVNSITLLNLMKQYGDVDEYVKEFNTEKQNQQQLKNFNLFEYRRVILDLIVNLY |
| OALIMQIQGLLDPKIVPAILNNDEIQRGRQAHGMRSRATSIGASSSPEHGGGPAWKQLIGOLEHFY |
! KQFQHFGLDNCYAEQT FHQLLYFICAVALNCLMLRGDICMWETGMI TRYNIGCTEDWVRSKKMSND |
| VLTALAPLNQVSQLLQSRKSEQDVQTICDLCTSLSTAQVLKVMKSYKLDDYESEITNVFLEKLTEK |
! LNARQMOKSNSDEFTIDQKFIQPFKVVFRYSDIKLEDIELPSHLNLDNSSTTTTTTEIRLLTKPER |
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Figura 13. Consenso da predi¢cido de ordem/desordem da cauda globular da miosina V de D. melanogaster. A
maior constru¢do compreende a GT-f (residuos 1390-1801) e as duas construcdes menores do GLOB_1
(1418-1572) e GLOB_2 (1603-1754) em relacdo a miosina inteira.
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Figura 14. Constru¢des desenhadas para o dominio cauda globular da miosina V de D. melanogaster. A
modelagem molecular foi construida pelo servidor (ZHANG, 2008) e visualizadas em PyMOL 1.5. (A) GT-f
(residuos 1418-1794), (B) GLOB_1 (residuos 1418-1572) e (C) porcdo GLOB_2 (residuos 1603- 1754) da
cauda globular. Os residuos vermelhos sido aqueles correspondentes a regides preditas desordenadas pelos
servidores.

1.3 Dominio FERM da miosina XV (Isoforma C)

O dominio FERM possui cerca de 220 residuos (2725 - 2942), localizado no dominio
cauda da miosina XV. Sua estrutura tercidria foi modelada a partir do dominio FERM da

cauda de miosina VIla de camundongo (PDB ID: 3PVL), cuja estrutura foi resolvida por
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cristalografia de raios X por Wu e colaboradores (2010), com resolucdo de 2,8 A (figura
15B). As sequéncias possuem 16% de identidade somente, com e-value de 2.5e-37 e score
de 269,69 (BLAST-NCBI), correspondendo a uma baixa identidade.

Ha regides de hélices-alfa e folhas-beta, compondo a estrutura secunddria do modelo,
que sdo caracteristicos nos dominios FERM ja descritos estruturalmente (PIKE ez al., 2011;
WU et al, 2011).

Pelo consenso entre os preditores, ndo foi identificada nenhuma regido de desordem
(figura 14A) e, portanto, a constru¢do para o dominio FERM (FERM-f) abrange todo o
dominio (Ser2725 a Phe2942).
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Figura 15. Anadlises in silico do dominio FERM (FERM-f) da miosina XV de D. melanogaster. (A) Nao ha
regides de desordem na estrutura. (B) Este dominio estd localizado na porcao distal da cauda e é constituido
por hélices- alfa e folhas- beta sobrepostas. O I-TASSER utilizou o dominio FERM da miosina VIla de
camundongo (PDB: 3PVL) como modelo; as sequéncias possuem identidade de 16%. A visualiza¢do do
modelo foi feita pelo programa PyMOL 1.5. A construcio FERM-f abrange a Ser2725 a Phe2942.

2. Clonagem

O RNA extraido de amostras de D. melanogaster adulto e pulpa resultaram em 362,2
e 750,8 ng pL'l, respectivamente, que foram suficientes para os experimentos de sintese de

cDNA e amplificagdo dos genes pela PCR (figura 16).
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Figura 16. Amplicons de pupa e adulto a partir de cDNA total de D. melanogaster em gel de agarose a 1%.
Fragmentos: 1- KIN-f; 2- GT-f; 3- GLOB_1; 4- GLOB_2; 5- B41-f. Todos os amplicons sdo correspondentes
ao tamanho esperado em pares de base; MM: marcador molecular.

Ap6s a extracdo em gel, foram medidas as concentragdes de cada produto mostradas
na tabela 3. As razdes 260/280, ndo excederam o limite de 2,0 em geral, indicando que

possivelmente ndo hd contaminacio de proteinas.

Tabela 3. Concentragdes dos produtos de PCR extraidos de gel de agarose a 1%. Apesar da concentracio
razoavel, as razdes 260/280 ndo indica contaminacao por proteinas.

Construcao KIN-f GT-f; GLOB_1 GLOB_2 FERM

[ng pL™] 26,3 12,0 29,4 25,0 20,9

260/280 1.9 2,1 1.8 1.9 2,0

Levando em consideracdo onde houve maior sucesso de amplificagdo (figura 15), os
genes de pupa foram utilizados para posteriores clonagens em vetores de clonagem e
expressdo. A valida¢do da ligacdo dos insertos em vetor pPGEM T-easy, foi verificada pela
PCR dos clones, de coloragdo branca, crescidas em placa.

Com excecdo da GT-f, todos os genes referentes as construcdes foram amplificados

em pelo menos um dos clones testados (figura 17). Com GT-f, posteriormente, foi feita
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uma nova reagdo de ligagdo, transformagdo em DHS5a e verificacdo dos clones, sendo que

apenas um deles apresentava o inserto.

Figura 17. Confirmagdo dos clones de cada construgdo por PCR em gel de agarose a 1%. Os clones
correspondem as construgdes KIN-f, GT-f , GLOB_1, GLOB_2 ¢ FERM-f e apenas alguns deles possuem o
fragmento com o tamanho esperado (indicados pelas setas), exceto para GT-f onde nenhum dos clones
contém o fragmento.

Em torno de 3 clones de cada constru¢do foram submetidos a sequenciamento, sendo
que vdarios apresentaram, mutacao ou inser¢ao de nucleotideos e foram, entdo, descartados.
Todas as construgdes referentes a constru¢do KIN-f apresentaram mutagdo. Somente
aqueles que ndo apresentaram nenhum tipo de modificacdo foram utilizados na clonagem
em vetores de expressao.

Ap6s a digestdo do vetor de clonagem, os insertos mantiveram, em média, as mesmas

concentracdes iniciais e foram ligados em vetores de expressao pET28a e pET28aSUMO.
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A principio, a maioria das confirmacdes dos clones crescidos em placa por PCR obtiveram
resultado negativo. Sendo assim, cerca de trés clones de cada constru¢do, de cada vetor de
expressdo, foram submetidos diretamente ao sequenciamento para confirmacao de possiveis
mutagdes. Pelo menos um clone de cada construcdo foi confirmado em pET28a e

pET28aSUMO.

3. Teste de expressao de proteinas recombinantes

ApOs exaustivos testes de expressao, as constru¢does GLOB_2 (pET28aSUMO), GT-f
e FERM-f (pET28a) foram obtidas fracdo soldvel (tabela 4 e figura 18).

Tabela 4. Condicdes de expressdo para obtencdo de alvos soliveis. A cepa Origami foi aderida como padréo
para estas proteinas, enquanto meio, temperatura, tempo e indutor foram varidveis, resultando em proteinas
expressas cujos parametros foram calculado pelo ProtParam.

Massa

Ponto
Temperatura IPTG Tempo molecular
Construcao  Cepa isoelétrico
(O] (mM) (h) M.M.)
‘ (p.L)
(kDa)
GLOB_2
com fusdo Origami Autoindugdo 20 - 48h 31,7 6,0
de SUMO
GT-f com
fusio de Origami  Autoindugio 37 - 6h 459 7,2
6xhis
FERM-f
com fusdo  Origami LB 37-20 0,3 16h 26,3 6,3
de 6xhis

No gel desnaturante SDS-PAGE 13% foi possivel verificar a alta expressdo dos

alvos, tanto na fracdo soltivel como insoldvel (figura 18).
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Figura 18. SDS-PAGE a 13% de testes de expressdo positivos. S e I correspondem a fragdo solivel e
insoldvel, respectivamente, das constru¢des (A) GLOB_2 em pET28aSUMO com cerca de 31 kDa; (B) GT-f
em pET28a com cerca de 45 kDa ; (C) FERM-f em pET28a com cerca de 26 kDa.

Em estudos estruturais prévios, realizados por Pashkova e colaboradores (2006),
utiliza-se o sistema de expressdo em E. coli, assim como foi utilizado no presente trabalho.
A cepa BL21 (DE3) pLysS foi capaz de expressar a miosina Va da levedura com fusio a
GST; porém BL21 (DE3) pLysS ndo estava disponivel nas instalagdes do Laboratério
Nacional de Biociéncias (LNBio- CNPEM) e portanto utilizou-se para GLOB_2 e GT-f, a
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cepa Origami, uma vez que outras cepas testadas nao foram capazes de expressar a proteina
solivel em nenhuma condigdo.

A cepa Origami possui os genes da tioredoxina redutase (7rxB) e glutationa
redutase (gor), que favorecem a formagdo de pontes dissulfeto no citoplasma; ¢é
recomendada para proteinas com alto conteido de cisteinas. Considerando o fato de que
GLOB_2 possui 1% (5) e GT-f, 2% (8) de cisteinas, o citoplasma oxidativo é de grande
valia. Caso essas constru¢des formem pontes dissulfeto de maneira incorreta durante a
expressdo, acarreta-se na agregacdo da proteina, que passard a ser expressa em corpos de
inclusdo (fracdo insoldvel). A fusdo de 6xhis, gerou resultados satisfatérios quanto a
solubilidade e rendimento de proteinas, como pode ser visto na figura 18.

O mesmo ocorreu para FERM, que possui 5% de cisteinas em sua composicao, e,
portanto, qualquer outra cepa desprovida de mecanismos para auxiliar o enovelamento
proteico apresentaria alta probabilidade de expressao insoldvel; isso foi comprovado pelos
testes de expressao. Apesar de ndo descrever a cepa utilizada, Wu e colaboradores (2011),
responsaveis pelos estudos do dominio FERM de miosina VIla de camundongo, utilizou o
sistema de expressao bacteriano.

Tais resultados mostraram adequados para serem levados para larga escala.

4. FERM-f (Miosina XV)

4.1 Expressdo em larga escala e lise celular

Tendo em vista a factibilidade da expressio de dominios FERM-MyTH4 de
miosinas em E. coli, a expressdo bacteriana tornou-se uma estratégia bastante atrativa e
passivel da obtencdo de grandes quantidades de proteinas (HIRANO et al., 2011a;
HIRANO et al., 2011b; WU et al., 2011). Assim, para a constru¢do FERM-f, clonada com
fusdo de 6xhis, foi utilizada a cepa Origami, expressa em 500 mL de cultura, em
erlenmeyers de 2 L. As células foram solubilizadas em solucdao de lise (tabela 5) e

submetidas a French® press.
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Tabela 5. Solugdes utilizadas para experimentos com FERM (FERM-f) fusionado a 6xhis. Incluem- se as
solucdes utilizadas na lise celular, cromatografia por afinidade a metal (IMAC), por exclusdo molecular
(SEC) e dicroismo circular (CD).
S
50 mM fosfato de sédio, 100
mM NaCl, 5% glicerol, | mM
PMSF, 0,3 mg mL"! lisozima,
pH 7,3
~ 50 mM fosfato de sédio, 100
Solucdo A .
IMAC mM NaCl, 5% glicerol, pH7,3
Solugdo B Tampao A + 500 mM Imidazol
50 mM fosfato de sédio, 100
SEC/ DLS Solugdo C mM NacCl, 5% glicerol, 1 mM
DTT, pH7,3
2,5 mM fosfato de sédio, 5 mM
NaCl, 0,25 mM glicerol, pH7,3

Solucao de Lise

CD Solugdo D

4.2 Cromatografia liquida de Afinidade a metal (IMAC)

Da mesma maneira como foi procedido com as construcdes anteriores, FERM-f foi
submetido a cromatografia por afinidade utilizando as solu¢des A e B (tabela 5), resultando
na purificacdo de proteina com cerca de 26,3 kDa (ProtParam). Entretanto, de forma
andmala a proteina foi eluida em toda a faixa de concentracdo de imidazol (figura 19 e B).
Acredita-se que, a proteina pode apresentar diversas populagdes conformacionais incluindo
aquelas desenoveladas e parcialmente desenoveladas, fato capaz de alterar a afinidade da

proteina ao metal da matriz.
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Figura 19. Cromatografia por afinidade a metal do dominio FERM (FERM-f) fusionado a 6xhis. (A)
Cromatograma relacionando volume eluido (mL), absorbancia (mAU) e solu¢do B (contém imidazol -%) da
amostra aplicada em coluna HiTrap Chelating 1mL acoplada a FPLC, monitorada a 280nm . O pico 1
corresponde aos contaminantes, e que também contém a proteina alvo, com 50mM de imidazol ; o pico 2
corresponde a0 FERM-f, predominantemente, eluido com 125mM de imidazol. (B) SDS-PAGE 13% da
corrida, onde (IN) fracdo insoltivel. A proteina alvo é eluida ao longo de toda a corrida, incluindo flowthrogh
(FT), fragdes correspondentes a FERM-f,com cerca de 26kDa (2).

4.3 Cromatografia liquida de exclusao molecular (SEC)

A cromatografia por exclusdo molecular permitiu a separacio de FERM-f de

proteinas contaminantes de alto e baixo massa molecular sendo eluida em volume de cerca
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de 65 mL de corrida (figura 20A). Com a amostra livre de moléculas contaminantes (figura

20B), foi possivel continuar com os estudos de caracterizacio molecular.
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Figura 20. Cromatografia por exclusdo molecular do dominio FERM (FERM-f) fusionado a 6xhis .(A)
Cromatograma relacionando volume eluido (mL) e absorbancia (mAU) da amostra aplicada em HiLoad
Superdex 75 16/60, monitorada a 280nm por (FPLC); o pico 1 corresponde a amostra que € eluida no volume
morto, onde estdo proteinas de alto massa molecular e FERM-f na forma agregada, o pico 2 corresponde a
FERM-f e pico 3 corresponde a moléculas de baixo massa molecular (B) SDS-PAGE da corrida, onde (IN)
amostra injetada, (1) proteinas de de alto massa molecular eluidos no volume morto da coluna (40mL); (2)
fragdes eluidas no volume de 60 a 70 mL de corrida com pico de SOmAU correspondendo a FERM-f; e (3)
contaminantes de baixo massa molecular eluidos em 100mL até o final da corrida.

4.4 Espalhamento Dinamico de Luz (DLS)
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O experimento de espalhamento dindmico foi realizado com a proteina em
concentracio de Img mL™', em solucdo C (tabelas 5 e 6). A amostra de FERM-f,
apresentou diversas populacdes de agregados, com raios de 9,1 e 64,4 nm, muito maiores
do que o esperado para esta proteina e alta polidispersidade. Apesar das diversas varia¢des
de solucgdo, pH e concentracdo de sal, essa condi¢cao nao foi melhorada, permanecendo com
agregados soldveis. Mais do que as condi¢des experimentais, acredita-se que FERM-f seja
estruturalmente, e talvez, funcionalmente, dependente de outros dominios localizados na

porcao distal da cauda da miosina XV para manter estabilidade.

Tabela 6. Determina¢do de raio hidrodindmico (Rh) e dispersidade do dominio FERM (FERM-f)
determinados por espalhamento dinamico de luz (DLS).

Raio
Polidispersividade Massa
Amostra hidrodinimico

(%) (%)

(nm)
Oligdmero 9,1 7,4 8,6

FERM-f

Agregados 64,3 23,5 80,5

4.5 Dicroismo Circular (CD)

Experimentos de CD mostraram que a FERM-f mostra um espectro tipico de
estrutura desordenada ou random-coil, com banda negativa a 204 nm (Figura 21). Essa
amostra ja apresentava agregados soldveis como verificado por experimentos de
espalhamento dindmico de luz, sendo mais uma indicativa da falta de ordenacgao estrutural.

O dominio FERM, esta geralmente acompanhado de um dominio MyTH4 em
miosinas e em estudos estruturais para a caracterizagdo das caudas de miosinas X e Vlla
tanto de camundongo como de humano, mostra-se a grande importancia a presenca de
FERM ligado ao dominio MyTH4 para ensaios de cristalizacdo, havendo ganho na
estabilidade estrutural de ambos. Tendo isso em mente, acredita-se que a auséncia do
MyTH4, também presente em fusdo a FERM, pode resultar na falta de estabilidade
observada e consequente perda da estrutura e funcdo (HIRANO et al., 2011a; HIRANO et
al.,2011b; WEl et al., 2011; WU et al., 2011)
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A partir dos resultados obtidos, objetiva-se realizar a clonagem e expressdao dos
dominios funcionais fusionados, a fim de verificar essa hipétese e determinar a estrutura

tridimensional.
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Figura 21. Espectro de dicroismo circular do dominio FERM (FERM-f) em ultravioleta (UV) visivel (195 a
260nm). O pico negativo a 204nm indica a estrutura randomica da proteina.

5. Cauda globular (Miosina V)

5.1 Construgdo C- terminal da cauda globular (GLOB_2/SUMO)

A. Expressao em larga escala e cromatografia liqguida por afinidade a metal (IMAC)

Para a expressao em grandes quantidades adotou-se como volume final de expressao
800 mL de meio em erlenmeyers de 2 L.
A lise celular por sonica¢do se mostrou eficiente, o que se deve também a solucdo

de lise utilizada, descrita na tabela 7.
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Tabela 7. Solucdes utilizadas para os experimentos com a construcio C-terminal da cauda globular
(GLOB_2) fusionada a SUMO. Incluem- se as solugdes utilizadas na lise celular, cromatografia por afinidade
a metal (IMAC), por exclusdo molecular (SEC) e dicroismo circular (CD).
I 7T S

50 mM tris-HCI, 100 mM cloreto

de s6dio, 5% glicerol, 1 mM
PMSF, 0,3 mg mL! lisozima, pH

8,0
50 mM tris-HCI, 100 mM cloreto
Solugdo A de sédio, 5% glicerol, ImM
PMSF, 0,3 mg mL", pH 8,0

Solugdo B Tampao A + 500 mM Imidazol

Solucao de Lise

IMAC

50 mM tris-HCI, 100 mM cloreto

e
SEC/CD Solugdo € de sédio, 5% glicerol, 1 mM DTT

O passo seguinte, de cromatografia por afinidade a fon metélico (niquel), permitiu
estabelecer um protocolo para a separagdo da GLOB_2, fusionada a SUMO resultando na
eluicdo da proteina alvo em diferentes concentracdes de imidazol que j4 indica diferentes

estados conformacionais ou oligoméricos da amostra (figura 22).
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Figura 22. Cromatografia por afinidade a metal da por¢do C-terminal da cauda globular (GLOB_2) da
fusionada a SUMO. (A) Cromatograma relacionando volume eluido (mL), absorbancia (280 nm) e
concentracdo da solu¢do B (contendo imidazol- %) para a eluicdo de proteinas da amostra aplicada em
HiTrap Chleating SmL acoplada a FPLC, monitorada a 280 nm em, (1) pico de contaminantes com 7 5SmM
imidazol; (2) pico contendo proteina alvo eluidas de 100 a 50 OmM de imidazol com 500 mAU. (B) SDS-
PAGE 13%. (IS) Fracio insolivel. (IN) Amostra injetada. (FT) Flowtrough. (1) Fragdes correspondentes ao
pico de contaminantes. (2) Fracdes correspondentes a GLOB_2 com cerca de 31 kDa.

Para remover a fusdao SUMO, as fracdes correspondentes a proteina alvo foram
concentradas e dialisadas contra tampdo sem imidazol. Para cada 50 mg mL" de proteina
foi utilizado 10 pug de ULP protease. Apos teste de clivagem por 30 min, uma, duas e 16 h,
nao houve aparente clivagem da amostra, o0 que mostra um possivel impedimento estérico

devido a fusdo ou mesmo a formacgao de agregados ou misfolding.
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C. Cromatografia liquida de exclusdo molecular (SEC)

Mesmo apds a cromatografia de exclusao molecular (SEC), ndo houve separacao total
da proteina alvo de seus contaminantes e a proteina também foi eluida em diferentes picos
(figura 23), sendo que a maior parte da proteina foi eluida no volume morto (Vo),

indicando uma amostra agregada como indicava experimentos anteriores de IMAC e

protedlise.
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Figura 23. Cromatografia por exclusdo molecular da porcdo C-terminal da cauda globular (GLOB_2)
fusionada a SUMO. (A) Cromatograma da proteina aplicada na coluna Superdex 200 10/30, acoplada ao
FPLC. O pico 1, com cerca de 375 mAU corresponde as proteinas eluidas no volume morto (8 mL); os picos
2 e 3 correspondem a eluicdo de GLOB_2, com cerca de 40 e 65 mAU, respectivamente. (B) SDS-PAGE
13%, onde: (IN) amostra injetada, (1) fracdo da amostra eluida no volume morto da coluna (8§ mL) e (2)
fracdes correspondentes aos picos contendo GLOB_2. A maior parte da proteina expressa foi eluida no
volume morto, devido a formacgdo de agregados.
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Experimentos posteriores, tais como espalhamento dindmico de luz (DLS), foram
realizados para esta construcdo, e verificou-se alta polidispersidade com moléculas de raio
hidrodinamico na ordem de 100 a 1000 nm, indicando diversas populagdes na amostra.
Experimento de dicroismo circular mostrou que a proteina nao apresentava um espectro
tipico de proteina enovelada. Além disso, dados similares foram obtidos para a proteina
ortéloga humana do grupo. Apesar das condicdes desfavordveis, a proteina foi submetida a
ensaios de cristalizacdo em fusdo com SUMO, porém ndo se observou o aparecimento de
cristais.

Esses resultados evidenciam que os subdominios da cauda globular ndo possuem
estabilidade quando produzidos isoladamente, requerendo a expressao da cauda globular
full-length (inteira) para garantir conformacdo correta e estabilidade; além disso, ainda ndo
foram descritos estudos estruturais, os quais utilizam a cauda globular truncada,

corroborando aos resultados obtidos. Portanto, passou-se a estudar o dominio inteiro (GT-

f).

5.2 Cauda globular inteira (GT-f/6xhis)

A. Expressio em larga escala e cromatografia liquida de afinidade a metal (IMAC)

Diferente da construcao anterior, a cauda globular foi expressa em erlenmeyers de 2
L contendo 500 mL de cultura, e para a lise celular, foi utilizada French® press,
equipamento que utiliza alta pressdo e rdpida descompressdao, aumentando o rendimento de
proteina sem causar danos por aquecimento, por exemplo, como pode ocorrer na sonicagao.
A solucdo de lise como os tampdes utilizados na purificacdo da GT-f estdo descritos na

tabela 8.
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Tabela 8. Solugdes utilizadas em experimentos com a cauda globular inteira (GT-f) fusionada a 6xhis.

Incluem-se as solucdes utilizadas na lise celular, cromatografia por afinidade a metal (IMAC), por exclusdo

molecular (SEC), dicroismo circular (CD), cristalizacdo e fluorescéncia (DSF).

I

50 mM fosfato de sédio, 300
mM cloreto de sédio, 5%
glicerol, 1 mM PMSF, 0,3
mg mL! lisozima, pH 6,8

50 mM fosfato de sddio, 300
mM cloreto de sédio, 5%

Solucéo de Lise

Solugao A glicerol, 1 mM PMSF, 0,3
IMAC mg mL'l, pH6.8
Solugio B Tampio A + 500mM
Imidazol
50 mM fosfato de sddio, 300
SEC/DLS/ cristaliza¢io Solucdo C mM cloreto de sédio, 5%

glicerol, 1 mM DTT, pH6,8
2,5 mM fosfato de sédio, 5
CD/DSF Soluciao D mM cloreto de sédio, 0,25
mM Glicerol, pH6,8
50 mM HEPES, 100 mM
Cristalizaciao Solugdo E cloreto de sédio, 5%
glicerol, 1mM DTT, pH6,8
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