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RESUMO

A GTPase Rndl é um membro da familia Rho de GTPases que
apresenta a peculiaridade de estar constitutivamente em seu estado ativo
(ligado a GTP). Seu papel na célula esté ligado a plasticidade do citoesqueleto,
com especial importancia no desenvolvimento do sistema nervoso. A proteina
STI-1, assim como a Rnd1, é expressa em neurbnios e células da glia. Dentre
suas funcdes estdo neuroprotecdo, neuritogénese, dobramento de proteinas (é
uma co-chaperona), e, mais recentemente, regulacdo do citoesqueleto.
Considerando o papel desempenhado pelas duas proteinas no
desenvolvimento do sistema nervoso, e a literatura cientifica atual, levantou-se
a hipotese de que as duas pudessem atuar em conjunto, e que STI1
possivelmente seria responsavel por regular a atividade da Rndl1l. Assim, o
objetivo deste trabalho foi caracterizar uma possivel interacdo in vitro entre
Rndl e STI1. Para tanto, foram expressas em sistema heterdlogo de E. coli as
GTPases recombinantes Rndl, Rnd2, e RhoD, previamente clonadas em
vetores pGEX 4T2, que confere um tag de GST. Tais proteinas foram
imobilizadas em matriz sdélida de Glutationa-Sepharose e incubadas com
extratos totais de encéfalo de camundongos para ensaios de pulldown. As
proteinas foram eluidas das matrizes com tampdo de amostra. Os eluatos
foram entdo analisados em SDS-PAGE e western blotting com os anticorpos
especificos anti-GST e anti-STI1. Os resultados evidenciaram interagdo
especifica entre GST-Rnd1l e STI1. As trés proteinas citadas foram também

expressas em larga escala e purificadas, para ensaios bioquimicos futuros.



ABSTRACT

The GTPase Rnd1 is a member of the Rho family of GTPases. It has the
peculiarity of being constitutively active (bound to GTP). Its role in the cell is
linked to the plasticity of the cytoskeleton, with special importance on the
development of the nervous system. The protein STI1, as well as Rndl, is
expressed in neurons and glia. Among its functions are neuroprotection,
neuritogenesis, folding of other proteins and, more recently, the regulation of
cytoskeleton dynamics. Considering the role of both proteins on the
development of the nervous system, and the current literature on the issue, we
hypothesized that they could interact, and that STI1 would possibly regulate the
activity of Rnd1. Therefore, the aim of this work was to characterize an in vitro
interaction between Rnd1l and STI1. In order to do so, three GTPases (Rnd1,
Rnd2 and RhoD) were expressed in E. coli heterologous system, using the
pGRX 4T2 vector, which express a GST tag. These proteins were immobilized
in Glutathione-Sepharose solid matrix, and incubated with whole mice brain
extract, in the pull-down assay. The proteins were eluted from the matrix with
sample buffer. They were solved in SDS-PAGE followed by western blot. The
results show a specific interaction between Rndl and STI1. The three
mentioned GTPases were also expressed in large scale, and purified, for future

biochemical assays.
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1 - Objetivos

1.1 — Objetivos Gerais
Caracterizar a interacdo in vitro entre a GTPase de baixa massa

molecular Rndl e a proteina STI1, além de testar a especificidade da interacéo.

1.2 — Objetivos especificos

- Expressar e purificar diferentes GTPases recombinantes.

- Realizar ensaios de pull-down para caracterizar a especificidade de

interacdo entre STI1 e Rnd1.



2 — Introducéo

A GTPase Rndl (Round protein 1) faz parte da familia Rho de GTPases.
Esta familia é constituida por proteinas com funcdo GTPasica, cujas fungdes
estdo basicamente relacionadas com a plasticidade do citoesqueleto — as Rho
GTPases estdo envolvidas em eventos intracelulares que ocorrem desde a
formacdo do tubo polinico em angiospermas, até a formacdo de brotos em
leveduras e de estereocilios cocleares em mamiferos. Em humanos, a espécie
com mais GTPases descritas, apenas trés foram estudadas extendivamente:
RhoA, Racl e Cdc42. (WHERLOCK e MELLOR, 2002), figura 1.
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FIGURA 1 — ARVORE FILOGENETICA DAS Rho GTPases DE HOMO SAPIENS
FONTE: WHERLOCK e MELLOR, 2002

A hidrélise do GTP nesta familia é regulada pela acdo de outros dois
grupos de proteinas, as GEFs (guanine nucleotide exchange factors) e GAPs
(GTPase activating protein), que sao responsaveis por induzir a GTPase a ,
respectivamente, trocar GDP por uma molécula de GTP citoplasmatico e

hidrolisar GTP a GDP, como mostrado na figura 2. As Rho GTPases estardo
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ativas no seu estado ligado a GTP, e sO assim serdo capazes de transmitir os
sinais “downstream” na via metabdlica. Em outras palavras, as Rho GTPases
sdo sinalizadoras quimicas intracelulares com funcdo relacionada a
modificagdes no citoesqueleto. Seu funcionamento é idéntico aos das
proteinas-G (LUO, 2000).
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FIGURA 2 — ESQUEMA DE FUNCIONAMENTO DE UMA GTPase Rho
FONTE: LUO, 2000.

Os membros da subfamilia Rnd (Rndl, Rnd2 e Rnd3) apresentam a
peculiaridade de estarem permanentemente ligados a GTP, ou seja, estdo
constitutivamente ativos. Isso ocorre devido a uma mutacdo no gene que
codifica aminoacidos-chave responsaveis pela atividade de hidrélise do GTP.
Assim, a fungéo GTPésica das Rnd é reduzida drasticamente. Sua expresséo é
vista principalmente no cérebro e figado para Rndl, testiculos para Rnd2 e
Rnd3 apresenta baixa expressdo em quase todos os tecidos do corpo (NOBES
et al., 1998)



A proteina STI1 (Stress-Inducible protein 1) foi descrita pela primeira vez
em 1989 como uma ligante da chaperona Hsp70 sob situacdes de estresse
térmico de células de Saccharomyces cerevisiae (NICOLET e CRAIG, 1989).
Mais tarde observou-se que STI1 é na realidade uma co-chaperona, atuando
como transportadora de proteinas-cliente de Hsp70 a Hsp90. Sozinha, no
entanto, STI1 ndo apresenta atividade no dobramento de proteinas. Além
disso, apresenta afinidade de ligagcao com PrPc, uma proteina ndo envolvida no
ambito do dobramento de outras proteinas (OUDUNUGA et al., 2004). STI1
tem descrito, ainda, seu papel no desenvolvimento de neuritos
(prolongamentos semelhantes a axénios observados em culturas de células
eucariodticas) (LOPES et al., 2005).

Um fato interessante para este estudo é que alguns trabalhos indicam
Rndl e STI1 presentes na por¢cdo citoplasmatica da membrana celular
(SOUZA, 2012). Esta possivel co-localizagdo, somada a anélise das funcdes
exercidas por ambas as proteinas no sistema nervoso, justifica a tentativa de

caracterizar um modelo de interag&o in vitro entre elas.



3 — Revisao Bibliografica

3.1 — Descricédo das proteinas do estudo

Nobes et al. (2008) foram os primeiros a descrever as GTPases da
subfamilia Rnd. Segundo esse trabalho, Rndl esta localizada, em nivel
intracelular, em juncdes aderentes de fibroblastos e células epiteliais; ela
apresenta baixa afinidade por GDP e rapidamente efetua a troca espontanea
de GDP por GTP em tampao fisiolégico. O estudo mostrou ainda que a funcéo
de Rndl esta fortemente ligada as fibras de actina do citoesqueleto. Sob o
efeito de LPA (&cido lisofosfatidico), fibroblastos rapidamente sintetizam fibrilas
contrateis formadas por actina e miosina (fibras de estresse). Em situac 6es de
superexpressdo de Rndl, a formacao dessas fibras € inibida, e também h& a
perda de sitios de ancoragem que serviriam para a ligagcdo de proteinas da
matriz extracelular com as fibras de estresse. O trabalho de Harada et al.
(2005) mostrou que Rndl interage com a porcao citoplasmatica do receptor
para FGF (fibroblast growth factor) e promove a reorganizac&o do citoesqueleto
para a extensao de neuritos.

O trabalho de Nicolet e Craig (1989) descreveu a proteina STI1 pela
primeira vez. Sua primeira funcao elucidada foi a de co-chaperona, ou seja, €
uma proteina que auxilia as chaperonas no processo de dobramento de
proteinas-cliente. A STI1 apresenta um dominio conservado entre as proteinas
“stress-inducible” das diversas espécies de mamiferos, o dominio TPR
(tetratricopeptideo). Essa regido foi sugerida por Smith et al. (1993) e Blatch e
Lassle (1999), como a responsavel pela formacdo dos macrocomplexos
proteicos com atividade chaperonina. Zanata et al. (2002a) sugeriu STI1 como
ligante da proteina prion celular (PrPc) através de analise de hidropaticidade
complementar de PrPc e comprovou o fato através de ensaios bioquimicos.
Mais recentemente, Willmer et al. (2012) descreveram pela primeira vez a
interacdo entre STI1 e actina na formacdo de pseudopodos de células
cancerigenas. Segundo esse artigo, durante o silenciamento de STI1 com
RNAI, observa-se uma queda na expressdo da GTPase RhoC. Este fato é
extremamente relevante para o presente estudo, por ser o0 primeiro que

relaciona STI1 com uma GTPase da mesma familia de Rnd1.
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3.2 Funcdes bioldgicas dainteracéao

A consequéncia bioldgica da interacdo entre as proteinas deste estudo
esta relacionada ao desenvolvimento do sistema nervoso. Mais
especificamente, na formacéo e extensao de neuritos.

Os neuritos sao estruturas celulares em forma de filamentos, que
comecam a surgir imediatamente apds a diferenciacdo de células tronco em
neurdnios. Sao eles os precursores das extensdes celulares do neurénio —
axonio e dendritos (da SILVA e DOTTI, 2002). Ainda segundo esses autores,
0S neuritos passam por trés estagios bem definidos: protruséao inicial, formacéao
do neurito, e polarizagao (traducéo livre de da SILVA e DOTTI, 2002, p695). Os
modelos de neuritogénese mais estudados séo cultivo priméario de neurdnios do
hipocampo, e células PC12, uma linhagem celular caracterizada por Greene e
Tyschler (1976) (MELDOLESI, 2010).

Em cultivo de células PC-12, a proteina Rndl causa formacao de
processos neuriticos (AOKI et al. 2000; de SOUZA et al. 2014). Ja em cultivo
primario de células do hipocampo, Lopes et al. (2005) mostraram que STI1
induz a neuritogénese quando acompanhada de sua ligante PrPc. Unindo
essas informacdes, mostramos (de SOUZA, 2014) que, quando co-expressas
em células PC12, Rndl e STI1 passam do estagio de protrusdo inicial e
formacdo de neuritos e promovem na célula o estagio de polarizacéo. Isto é,
alguns neuritos passam a estender-se significativamente além dos demais. In
Vivo, esse processo culminara na formacao dos dendritos e axonio.

A dindmica intracelular responsavel pela neuritogénese € uma malha
intrincada de interagcdes moleculares. Segundos-mensageiros, dentre os quais
muitas GTPases da familia Rho, transmitem o0s sinais extracelulares que
indicam a necessidade do prolongamento neuritico em continuar sua extenséo,
ou retrair-se (NEGISHI e KATOH, 2005). Dessa maneira, pode-se interpretar a
neuritogénese como uma competicdo entre regides celulares (os diferentes
neuritos e o corpo celular) por proteinas sinalizadoras que permitirdo efetuar a
resposta aos estimulos extracelulares. Nesse contexto, quando um neurito

inicia sua extensao, ele acumula grande parte das proteinas sinalizadoras
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responsaveis por tal extensao, prejudicando assim o crescimento dos demais
neuritos (van PELT e UYLINGS, 2002).

A extremidade do neurito, onde ocorre a concentracdo de proteinas
sinalizadoras, e ha intensa atividade remodeladora do citoesqueleto, €
chamada de cone de crescimento. Zanata et al. (2002) estudaram a
plasticidade do cone de crescimento, em cultivo de células COS-7 e cultivo
primario de ganglios simpaticos de embrides de galinha. Esses modelos foram
submetidos a acdo de semaphorina-3A (sema-3A), um conhecido agente
repulsor do neurito (em outras palavras, um agente de colapso do cone de
crescimento). A dindmica molecular dessa microrregido celular descreve Rnd1
e RhoD, como ligantes da porcéo citoplasmética de plexina-Al (proteina que
une-se a neuropilina para formar um receptor extracelular de sema-3A), com
funcdo antagobnica (figura 3). Enquanto Rndl liga-se a plexina-Al e transduz o
sinal para o colapso do cone de crescimento, RhoD liga-se a esta e inibe o
colapso (tal antagonismo foi base para a proposi¢cédo de RhoD como antag6nica
a Rnd1 também na interacdo com STI1). E conhecido na literatura que a acdo
de RhoD é regulada pelo mecanismo tipico das GTPases (GEFs e GAPs,
figura 2), enquanto Rndl é tida como constitutivamente ativa (NOBES et al.,
1998). Nesse contexto, surgiu a proposta de que STI1 poderia atuar como
reguladora da atividade de Rnd1, através da interacdo direta entre ambas, de
maneira que Rndl estaria impossibilitada de ligar-se a plexina-Al enquanto
ligada a STI1 (de SOUZA et al., 2014). O presente trabalho garante

sustentacdo bioguimica para tal hipotese.
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FIGURA 3 — ESQUEMA DE ATUACAO DE Rnd1 E RhoD NO CONE DE CRESCIMENTO
LEGENDA - Sema3A: semaphorina-3A; Plexin-Al: plexina-Al; Nrp-1: neuropilina-1; Rnd1,
RhoD, Rac e Rho: GTPases; LIMK e cofilin: mensageiros na cascata de sinalizacao;
actin-depolymerization: despolimerizacdo do citoesqueleto de actina.

FONTE: em escala de cinza: ZANATA et al. (2002b); em vermelho: adi¢do do autor
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4 — Materiais e Métodos

4.1 — Miniexpresséao das GTPases

Sera descrita a miniexpressdo da GTPase Rndl. As demais GTPases foram
expressas e purificadas nas mesmas condi¢cdes, ou com poucas modificagdes
gue serdo devidamente citadas.

Bactérias E. coli da estirpe DH5a foram transformadas com o vetor
pGEX-4t-2 contendo o inserto para expressao do gene Rndl. Esse vetor é
responsavel pela expressdo da quimera proteica GST-Rndl e confere
resisténcia ao antibidtico ampicilina. O “tag” GST da quimera é constituido pela
enzima glutationa-S-transferase (Schistosoma japonicum), que, na natureza,
catalisa o ataque nucleofilico da forma reduzida da glutationa (GSH) a
compostos eletrofilicos variados. Neste estudo, o “tag” GST permite que a
guimera seja purificada a partir da ligagdo com moléculas de glutationa
imobilizadas em matriz de agarose. O vetor também tem a sequéncia
promotora do operon lac, para que a expressdo da proteina possa ser
controlada e induzida por IPTG (anélogo a lactose).

As bactérias transformadas foram cultivadas em meio 2xYTA (16 g/L
Triptona, 10 g/L extrato de levedura, 5.0 g/L NaCl, 100mg/L ampicilina) fixado
com agar. Oito colénias foram entdo selecionadas para miniexpressdo da
proteina GST-Rndl. Bactérias foram cultivadas em meio liquido 2XYTA até
atingir a densidade optica 0,5 lida a 600 nm. Nesse ponto foi adicionado IPTG
na concentragdo 0,1mM, e deixou-se incubar por uma hora, a 37°C e 220 rpm
para que a proteina fosse expressa. Antes da adi¢cdo do IPTG, foi retirado (e
incubado também a 1h, 37°C e 220 rpm) 1 mL da cultura de cada um dos oito
clones a fim de ter o controle de células bacterianas sem a inducédo da
expressdo proteina. Apos a inducéo, as bactérias foram centrifugadas por 5
minutos a 9000g, o meio de cultura foi descartado e as células foram lisadas
com adicdo de tampéo Laemmli (60 mM Tris-Cl pH 6.8, 2% SDS, 10% glicerol,
5% B-mercaptoetanol, 0.01% azul de bromofenol) e fervura por 20 min a 90°C.
As amostras foram resolvidas em SDS-PAGE 10% e coradas com azul de

Coomasie.
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4.2 — Expresséo em larga escala das GTPases

O clone que, na miniexpressao, melhor expressou a quimera proteica foi
selecionado para a expressdo em larga escala. Para tanto, 400 mL de meio
2XYTA liquido foram inoculados com o clone escolhido e a expressdo se deu
como descrita no item 4.1. Ap6s a centrifugacdo final, o precipitado foi
ressuspendido em tampao de lise nativa (PBS gelado, 1mM inibidor de
protease — PMSF) e a lise mecéanica foi feita em prensa de French (1000 psi).
O lisado foi centrifugado por 15 min a 9000g para sedimentar restos celulares,
depois filtrado em membrana 0,45 um e finalmente incubado com Triton X-100
1% por 1h a 4°C para ressolubilizar aglomerados proteicos. O lisado foi entdo
incubado com 300 pL de resina de Glutationa-Sepharose 4B (Pharmacia) por
30 min a temperatura ambiente para a ligacdo proteina-matriz. A resina foi
lavada trés vezes com 1mL de PBS a 0°C, e foram adicionados 300 uL de
tampéo de eluicdo (20mM glutationa reduzida, 100mM Tris-HCI, 120 mM NacCl).
O tampéo de eluicédo foi incubado com a matriz por 10 minutos a temperatura
ambiente. Em seguida foi retirado o primeiro eluato, e mais 300 puL de tampéao
de eluicdo foram adicionados, e o procedimento repetido. Os eluatos com
proteina purificada foram armazenados e 10 uL foram retirados para andlise
em SDS-PAGE.

A segunda GTPase expressa foi GST-RhoD. A principio, foram feitas
expressfes seguindo protocolo idéntico ao utilizado para GST-Rndl. Em
seguida, testamos outros protocolos que alteraram a concentracdo de IPTG

utilizada para indugao e/ou o tempo que os clones ficaram sob indugéo.

4.3 — Expressao das GTPases para ensaio de “pull-down”

A miniexpressdo da GTPase segui-se como descrito no item 4.1. Os

clones que melhor expressaram a proteina foram selecionados e inoculados
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em 400mL de meio 2xYTA liquido até atingir a densidade o6ptica de 0,5 lida a
600 nm, quando foi feita a inducédo por IPTG. Ap6s o tempo da inducao, as
culturas foram centrifugadas a 9000g por 15 minutos. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado ressuspendido em 20 mL de tampé&o de lise proprio
para pull-down (2mM MgCl,, 2mM DTT, 0,1mM PMSF, 10% glicerol, 1% Triton
X-100 diluidos em PBS gelado). A lise foi feita em prensa de French (1000 psi).
O lisado foi centrifugado e filtrado como descrito no item 5.1. O filtrado foi
separado em aliquotas de 1 mL, as quais foram armazenadas em freezer -80°C

para posterior utilizacdo nos ensaios de pull-down.

44 - Estimativa da concentracdo das GTPases no extrato

bacteriano

Apos expressao das GTPases para o ensaio de pull-down, foi feita uma
estimativa das concentracbes. Em um mesmo gel de poliacrilamida foram
aplicadas cinco quantidades de albumina sérica bovina (20, 30, 40, 50 e 60 pg)
e uma quantidade estimada de cada uma das quatro proteinas recombinantes
expressas (GST-Rndl, GST-Rnd2, GST-RhoD e GST), de maneira que a
guantidade de recombinante ficasse dentro dos limites da curva de BSA (ver
tabela 3). As quantidades aplicadas foram determinadas com base em
experiéncia pessoal. O gel foi corado com corante de Coomasie, e analisado

visualmente.

4.5 — Obtencao de extrato de cérebro de camundongo

O cérebro de um camundongo adulto ou embrido (especificado nas
figuras) foi homogeneizado mecanicamente em tampédo TLB (50mM Tris-HCI
pH 7,4; 150mM NaCl; 1mM DTT; 1,5mM MgCl,; 4mM EDTA; 10% glicerol; 1%
Triton X-100; 1mM PMSF; 1mM NaF; 1mM ortovanadato de sodio (NazgVO,))
por 30 minutos a 0°C e imediatamente utilizado no ensaio de pull-down. Os
animais foram utilizados em acordo com as determinacfes do comité de ética
da UFPR.
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4.6 — O ensaio de pull-down

O ensaio de pull-down foi realizado como descrito em Zanata (2002b).

Basicamente, as aliquotas de GTPases expressas, que estavam
estocadas em freezer -80°C, foram incubadas cada uma com 30 pL de matriz
Glutationa-Sepharose 4B e incubadas por 1h a 4°C para a ligacdo das GST-
GTPases com a matriz. A resina de Glutationa-Sepharose foi precipitada por
centrifugacdo 1 min 8000 rpm e lavada cinco vezes com tampédo de ligacao
(250 mM NaCl; 200 mM Tris-HCI pH 7,4). A resina ent&o foi incubada com o
extrato de encéfalo de camundongo durante 2h a 4°C. Apoés incubagdo a matriz
foi lavada cinco vezes com tampdao de lavagem especifico (50 mM Tris-HCI pH
7,4; 150 mM NaCl; 1mM DTT; 1,5 mM MgCl, ; 5mM EDTA; 10% Glicerol; 0,1%
Triton X-100; diluicdo em agua Mili-Q). As proteinas foram desligadas da matriz
por adicdo de tamp&o de amostra e fervura por 20 minutos a 90°C. A resina foi
sedimentada por centrifugacdo a 500g 5 min e o sobrenadante analisado em
SDS-PAGE 10%. As proteinas do gel foram entdo transferidas a uma
membrana de nitrocelulose para andlise em western blotting (os anticorpos

utilizados estédo especificados nas figuras).

4.7 — Anticorpos
Os anticorpos utilizados foram obtidos por Souza (2012) e estédo

discriminados em cada figura.
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5 — Resultados

5.1 Expressao e purificagcdo das GTPases

Foram realizados testes de condicdes de expressdo para a GTPase

RhoD. Os resultados obtidos foram estendidos a Rnd2, e as condi¢cdes para
Rnd1 e GST foram obtidas de Souza (2012) (Tabela 1).

[1IPTG (mM) tempo de expressao (h)
Rnd1 0,1 2
Rnd2 0,4 4
RhoD 0,4 4
GST 0,1 2

TABELA 1 — CONDIGOES DE EXPRESSAO DAS GTPases
FONTE: Rnd1E GST (SOUZA, 2012); Rnd2 E RhoD, O AUTOR.

Para analisar a expressao das GST-GTPases deve-se resolver em SDS-
PAGE os extratos bacterianos. A cultura que sofreu indugcdo por IPTG deve
apresentar, em seu padrdo de bandas, uma banda correspondente a proteina
codificada pelo inserto no vetor, ao passo que a cultura que néo sofreu inducao
nao apresentara essa banda. Nas figuras, a massa molecular correspondente a

altura dessa banda estara destacada por um retangulo vermelho.

5.1.1 GST-RhoD

RhoD, assim como as demais GTPases, foi expressa como uma
guimera proteica, em fusdo com a proteina GST. A principio, foi feito um teste
da expressao de RhoD em oito clones, como visto na figura 4. Depois disso, foi
feita uma tentativa de aperfeicoar as condigcdes da expressdo alterando a
concentracdo de IPTG e o tempo de inducdo. Para tanto, o clone 2 foi
escolhido.

A concentracdo de IPTG que forneceu melhores resultados foi 0,4mM
(ver figura 5). Essa concentragao foi entdo utilizada para o teste de tempos de
expressao.

Percebe-se que a expressédo da GST-RhoD foi melhor nas condicdes de

0,4 mM de IPTG para inducéo, e tempo de inducéo igual a 4 horas (figura 6).
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Essas condi¢cdes foram utilizadas na expressdo em larga escala (figura 7). Os
eluatos foram combinados e congelados em freezer -20°C.

CLONE1 CLONE2 CLONE3 CLONE4 CLONES CLONE6 CLONE7 CLONES

NI I NI | NI I NI I NI I NI I NI | NI |

B o
s

FIGURA 4 — MINIEXPRESSAO INICIAL DE GST-RhoD
LEGENDA: NI, ndo induzido com IPTG,; I, induzido com IPTG
FONTE: O AUTOR

CLONE 2

0,1 mM 0,2 mM 0,3 mM 0,4 mM

FIGURA 5 — MINIEXPRESSAO DE GST-RhoD SOB DIFERENTES CONCENTRAGOES DE
IPTG

LEGENDA: NI, ndo induzido com IPTG,; I, induzido com IPTG; 0,1 a 0,4mM, concentra¢cdes
de IPTG; MW, massa molecular em kDa.
FONTE: O AUTOR
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CLONE 2

2h 3h 4h

NI | NI | NI |

FIGURA 6 — MINIEXPRESSAO DE RhoD SOB DIFERENTES TEMPOS DE EXPRESSAO
LEGENDA: NI, ndo induzido com IPTG; |, induzido com IPTG
FONTE: O AUTOR

CLONE 2

CONTROLE ELUATOS

MW NI | VOID RES EL.1 EL.2 EL.3

FIGURA 7 — EXPRESSAO EM LARGA ESCALA E PURIFICAQAO DE GST-RhoD
LEGENDA: NI, ndo induzido com IPTG; I, induzido com IPTG; MW, massa molecular em
kDa; VOID, extrato bacteriano apds incubag¢do com a matriz; RES, resina ou matriz apés
eluicdo; ELUATOS, fra¢8es liquidas eluidas da matriz.

FONTE: O AUTOR
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5.1.4 GST-Rnd1

A proteina GST-Rnd1 ja teve seu protocolo otimizado anteriormente por
Souza, 2007. As condi¢des utilizadas foram 0,1 mM IPTG e 2h de tempo de
inducdo. O clone 6 da mini-expresséo (figura 8) foi utilizado na expressao em

larga escala (figura 9).

CLONE1 CLONE2 CLONE3 CLONE4 CLONES CLONE6 CLONE7 CLONES

NI I NI | NI NI | NI | NI | NI NI I

FIGURA 8 — MINIEXPRESSAO DE GST-Rnd1
LEGENDA: NI, ndo induzido com IPTG,; I, induzido com IPTG
FONTE: O AUTOR
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CLONE 6

CONTROLE ELUATOS

MW NI | VOID RES EL.1 EL.2 EL.3

97

66

45

14

FIGURA 9 — EXPRESSAO EM LARGA ESCALA E PURIFICACAO DE GST-Rnd1
LEGENDA: NI, ndo induzido com IPTG; |, induzido com IPTG; MW, massa molecular em
kDa; VOID, extrato bacteriano ap6s incubagdo com a matriz; RES, resina ou matriz apos
eluicdo; ELUATOS, fragdes liquidas eluidas da matriz.

FONTE: O AUTOR

5.1.5 GST-Rnd2

A proteina GST-Rnd2 foi expressa sob 0,4mM IPTG por 4h a 30°C. A
expresséo e purificacdo foram bem sucedidas. Os eluatos foram armazenados
separadamente em freezer -80°C.

CLONE 1 CLONE 2
NI NI

I
;

FIGURA 10 — MINIEXPRESSAO DE GST-Rnd2
LEGENDA: NI, ndo induzido com IPTG,; I, induzido com IPTG
FONTE: O AUTOR
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CLONE 1

CONTROLE ELUATOS

MW NI | VOID RES EL.1 EL.2 EL.3 EL.4 EL.5

" /4

FIGURA 11 — EXPRESSAO EM LARGA ESCALA E PURIFICACAO DE GST-Rnd2
LEGENDA: NI, ndo induzido com IPTG,; I, induzido com IPTG; MW, massa molecular em
kDa; VOID, extrato bacteriano ap0s incubag¢do com a matriz; RES, resina ou matriz apés
eluicdo; ELUATOS, fra¢c8es liquidas eluidas da matriz.

FONTE: O AUTOR

5.1.6 GST

A proteina GST foi expressa sob 0,1 mM IPTG por 2h a 30°C. A partir do
clone 1 foi realizada expressdo em larga escala, mas ndo a purificacdo. O
volume total do cultivo de bactérias (400mL) foi decantado por centrifugacéo,
lisado em prensa de French (1000 psi) e ressuspendido em tampao de lise
préprio para pull-down (ver materiais e métodos). O volume final (20 mL) foi

aliqguotado e congelado a -80°C para os ensaios de pull-down.
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FIGURA 12 — MINIEXPRESSAO DE GST
LEGENDA: NI, ndo induzido com IPTG; |, induzido com IPTG
FONTE: O AUTOR

5.2 Estimativa da concentracdo de proteina recombinante nos

extratos bacterianos para ensaios de pull-down

ApOs a expressdo em larga escala de todas as GTPases e de GST, as
aliquotas de extrato bacteriano foram testadas quanto a concentracdo de
proteina recombinante. A quantidade de resina Glutationa-Sepharose 4B

utilizada, por volume de extrato, esta descrita na tabela 2.

_ volume de matriz (uL) volume de extrato (pL)
Rnd1 30 500
Rnd2 30 1000
RhoD 30 1500
GST 30 150

TABELA 2 - VOLUME DE MATRIZ POR VOLUME DE EXTRATO
FONTE: O AUTOR
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Apo6s incubacdo e lavagens (ver materiais e métodos), as

amostras foram aplicadas em gel para a comparacdo com uma curva de

concentracdo de albumina sérica bovina (figura 13).

BSA (ug)
20 30 40 50 60 Rndl Rnd2 RhoD  GST
o - by
-

FIGURA 13 — TESTE DE CONCENTRAGAO DAS PROTEINAS RECOMBINANTES

LEGENDA: BSA, Albumina sérica bovina
FONTE: O AUTOR

Em seguida foi feita uma estimativa visual das concentracbes de

proteina, descrita na tabela 3.

[18/L
Rnd1 0,1
Rnd2 0,06
RhoD 0,02667
GST 0,2

TABELA 3 — CONCENTRAGAO ESTIMADA DE PROTEINA RECOMBINANTE NOS

EXTRATOS
FONTE: O AUTOR

A estimativa da quantidade de proteina foi utilizada, posteriormente, para

aplicacao de quantidades equivalentes no ensaio de pull-down. Dessa maneira,

a proteina alvo (STI1) teve a mesma quantidade de proteina-isca para se ligar,

em cada condigao.
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5.3 Pull-down

O ensaio de pull-down, como sugere o nome em inglés, consiste na co-
precipitacdo de macromoléculas que estejam ligadas devido a sua interacao,
seja ela direta ou por moléculas intermediarias. A proteina GST, presente em
todas as recombinantes, liga-se com grande afinidade a seu substrato, a
glutationa reduzida (GSH), imobilizada na resina Glutationa-Sepharose. A forca
da ligagcdo GST-GSH é suficiente para sedimentar as proteinas recombinantes
juntamente com as microesferas de matriz em suspensao. Qualquer proteina
gue interaja com a recombinante sera também precipitada, desde que sua
interagcao seja suficientemente forte.

As proteinas precipitadas sdo separadas do sobrenadante e resolvidas
em SDS-PAGE seguido de western blot. As bandas mais intensas representam
maior quantidade de proteina alvo (STI1) precipitada junto com a proteina isca

(recombinantes).

Pull-down (Animal adulito)

GST-RhoD

—— 2 A
5% co o ae®
o Gt ot & WB

66 kDa - | en—_pb — — | o— ”| a-STI1
53 kDa - g . . a-GST

Input

FIGURA 15 - PULL-DOWN |

LEGENDA - Input: 10 pyL de extrato de cérebro de camundongo adulto; GST, GST-RhoD,
GST-Rnd2, GST-Rnd1: proteinas isca; GTPyS: forma nao hidrolisavel de GTP; WB:
western blot; a-STI1 e a-GST, anticorpos.

FONTE: O AUTOR
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Pull-down (Animal E17)

GST-Rndz2 GST-Rnd1

il
Input c’g(“?ﬁ’ A 5;«1‘5 g WE

66 kDa - -y, - a-STH
' bt 5
Seor Swad

53 kDa -
a-GST

FIGURA 16 — PULL-DOWN Il
LEGENDA — Input: 10 pL de extrato de cérebro de camundongo E17; GST, GST-Rnd2,
GST-Rnd1: proteinas isca; GTPyS: forma nao hidrolisavel de GTP; WB: western blot; a-

STI1 e a-GST, anticorpos.
FONTE: O AUTOR
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6 — Discussao

6.1 Expresséo e purificacdo das GTPases

Apesar da similaridade funcional entre as proteinas, observam-se
diferencas na qualidade das expressdes e purificacdes de cada GTPase
utilizada. Tais diferencas séo derivadas da variacdo de sequéncia polipeptidica
entre cada uma delas, que, quando super-expressas pela célula bacteriana,

geram varia¢gdes bioguimicas nos produtos finais.

6.1.1 RhoD

As figuras 4, 5 e 6 mostram que foi valida a iniciativa de otimizar as
condigcdes de expressdo de GST-RhoD. Embora os dados das figuras n&o
tenham sido tratados quantitativamente, pode-se concluir, a partir da
comparacao das bandas destacadas das figuras 4 e 6, que as condi¢des finais
de expressdo renderam quantidade significativamente maior de proteina
recombinante.

Dessa maneira, a expressao em larga escala e a purificacdo da proteina
alcancaram bons rendimentos, embora aquém das demais proteinas
expressas. Na figura 7, a andlise das canaletas n&o induzida (NI) e induzida (1)
nos indica que a expressdo foi tdo boa quanto o esperado a partir da
miniexpressdo. O VOID nos mostra que, apdés a incubacdo da resina de
Glutationa—Sepharose com o0 extrato bacteriano, quase nenhuma proteina
recombinante restou no extrato (conclui-se isso, pois a banda maior, presente
em | e ausente em NI, volta a desaparecer em VOID). Ou seja, a ligacdo GST-
matriz se deu como o esperado. Ja a analise da canaleta onde foi aplicada a
resina (RES) nos indica que, apds a eluicdo, restou proteina na fase sodlida.
Duas possibilidades podem explicar esse fato: ou a eluicdo nao foi eficiente, e
restou proteina ligada a matriz, ou a proteina recombinante tornou-se insoltvel
no tampéao de elui¢céo, precipitando assim juntamente com a resina na etapa de

centrifugacéo.
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Foram feitos dois testes para abordar o problema da proteina insoltvel.
Primeiro, repetimos o ensaio diluindo o extrato: partimos de um meio de cultivo
com metade do volume original, e fizemos a lise no mesmo volume de tampéao.
Em seguida, utilizamos um tampao mais exigente: o dobro da concentracao de
glutationa reduzida. Ambos os testes foram realizados para averiguar,
respectivamente, se: a proteina recombinante em fase sodlida estaria
precipitando por altas concentracfes, ou a porcao GST da proteina ndo estaria
desligando-se da matriz. Os resultados obtidos por ambos os testes nédo
diferiram do resultado mostrado na figura 7.

Situagbes como essa sdo comuns em purificagdes de grandes
guantidades de proteina em E. coli, e ha relatos na literatura sobre como
contornar esse problema. Por exemplo, Macinkovic et al. (2013) abordaram-no
trabalhando com proteinas quiméricas que foram corpos de incluséo
(agregados proteicos insoliveis que precipitam na primeira etapa de
centrifugacéo apoés a lise das bactérias). Esses pesquisadores mostraram que
a adicdo de 2M ureia ao tampédo de lise favorece a solubilidade da
recombinante, mantendo niveis de até 85% de atividade da GST. Essa etapa
sera testada em nosso laboratério futuramente.

Nos eluatos de RhoD observam-se bandas bem marcadas na altura
aproximada de 50kDa (esperado: GST 26kDa + RhoD 21kDa = 47kDa) e
outras bandas na altura de 26 kDa, indicando provavel degradacéo da proteina
recombinante.

O vetor pGEX 4T2 codifica para a traducéo do inserto ligado a GST. A
sequéncia polipeptidica que une ambas as proteinas possui um sitio de
clivagem por trombina, para facilitar a clivagem. Como no gel € observada uma
banda na altura aproximada de GST, é possivel que a bactéria possua uma
enzima de hidrolise de ligacfes peptidicas que atue sobre sitio semelhante ao
da trombina. Isso explicaria a presenca de uma banda na altura esperada para
GST. No entanto, se essa hipétese fosse admitida, seria esperado observar
bandas na altura de GST também nas demais purificacbes, jA que todas
utilizaram a mesma cepa de E. coli.

Em sintese, a purificacdo de GST-RhaoD foi satisfatoria, e aliquotas da

proteina estéo a disposicdo para ensaios bioquimicos futuros.
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6.1.2 Rnd1

A figura 8 nos mostra que as condi¢cdes de expressao de Rndl, obtidas
de Souza_(2012), foram excelentes. Isto porque as canaletas | mostram uma
grande banda, em comparacdo com NI, que n&o apresentam tal banda. Essa
banda é referente a inducao por IPTG, ou seja, trata-se do produto génico do
inserto no plasmideo pGEX-4T2 (GST-Rnd1, no caso), regulado pelo operon
lac.

Apesar de as condi¢cdes terem sido repetidas na expressao em larga
escala, a eficiéncia da expressdo ndo foi tdo boa quanto na miniexpressao
(comparar figura 8, clone 6, com figura 9, NI e I). Isso se deve, provavelmente,
a variacdes esperadas para cada repeticdo do experimento. Ainda assim, a
ligacdo com a resina foi eficiente (figura 9, canaleta VOID: nao restou proteina
recombinante).

Surgiu, na purificacdo de GST-Rndl, o mesmo problema ocorrido em
GST-RhoD: ha ainda muita proteina que permanece na fase sélida apos a
eluicdo. No caso de Rndl1, como se observa a partir da canaleta RES da figura
9, a quantidade de proteina presa a fase solida € muito maior que em RhoD.
Também foram testadas variagcdes no tampé&o de eluicdo assim como diluicdo
do extrato no tampado, sem resultados melhores. Portanto, para Rndl seria
especialmente interessante aplicar uma etapa de ressolubilizagdo com ureia,
como explicado para RhoD. Em purificagdes futuras, serd realizado tal
procedimento.

Apesar de pouco concentrados em comparagao com a resina, os eluatos
de GST-Rnd1l ndo apresentaram concentracdes detectaveis (pelo método de
coloracao por Coomasie) de proteina degradada.

Assim como para RhoD, purificacdo foi satisfatoria, e aliquotas da

proteina estéo a disposicdo para ensaios bioquimicos futuros.

6.1.3 Rnd2

As condi¢cdes de expressdo de Rnd2 foram adotadas em semelhanca as

de RhoD. Analisando a figura 10 da mesma maneira que as miniexpressoes
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anteriores, vemos que o resultado foi bastante eficiente. A expressao em larga
escala foi a melhor obtida neste estudo. Comparando NI e | da figura 11,
vemos que a expressao pela bactéria foi muito boa. Em seguida, vemos que
restou proteina recombinante na canaleta VOID (comparac¢do VOID com NI), o
gue indica que a resina nao capturou toda a GST-Rnd2 do extrato bacteriano.
E possivel que isso represente a saturacdo dos 300 pL de resina utilizados
(mesmo volume das demais recombinantes). Ou seja, se houvesse sido
utiizado maior quantidade de resina no extrato bacteriano de GST-Rnd2,
poderiamos ter purificado maior quantidade de proteina, 0 que nao ocorreria
para as outras GTPases, ja que seus VOIDs ndo apresentaram a banda da
proteina recombinante.

Vemos, novamente, retencdo da recombinante na fase sodlida apos a
eluicdo (canaleta RES). Ainda assim, a concentracdo de proteina final nos
eluatos foi muito expressiva. Observa-se pequena gquantidade de proteina
degradada na altura aproximada de 26 kDa (canaleta ELUATOS, figura 11).

Assim como para RhoD e Rndl, purificacéo foi satisfatoria, e aliquotas

da proteina estédo a disposi¢do para ensaios bioquimicos futuros.

6.1.4 GST

A proteina GST né&o foi purificada por haver estoque suficiente no
laboratorio. Foi, no entanto, realizada a expressédo em larga escala a partir das
condi¢cOes estabelecidas por Souza (2012). A miniexpressdo demonstrou que
tais condicbes foram adequadas (figura 12, comparacdo NI e I). O clone
escolhido para a expressdo em larga escala foi o que melhor expressou a
proteina na miniexpressao: o primeiro (CLONE 1, figura 12).

Como descrito em materiais e métodos, o volume final de cultivo foi

lisado em prensa de French e estocado em aliquotas de 1 mL.

6.2 Pull-down
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O ensaio de pull-down demonstrou interagdo entre a proteina STI1 e a
Rndl1l. Embora STI1 tenha aparentemente ligado a GST, a ligacdo com Rndl
foi visivelmente mais forte. Além disso, a comparag¢do com as outras GTPases
(Figuras 14 e 15) nos indica que Rnd1 € a que mais afinidade possui com STI1.

Dentre as muitas GTPases envolvidas com alteragdes de citoesqueleto,
foram escolhidas RhoD e Rnd2 por suas caracteristicas particulares. Segundo
Zanata, 2002b, RhoD interage com a porcao citoplasmatica de plexina Al de
maneira antagénica a que Rnd1 interage. Essa interacéo seria uma das etapas
da cascata de sinalizacdo que induz ao colapso do cone de crescimento. Essa
hipétese de antagonismo entre as GTPases foi estendida ao presente estudo,
e RhoD foi selecionada como uma candidata a antagbénica de Rnd1 também na
interacdo com STI1 (apenas no sistema in vitro. Nenhum dado foi obtido
acerca da interacdo RhoD-STI1 in vivo). Os resultados corroboraram essa
hipotese: RhoD foi a proteina com menor ligagdo a STI1.

Por sua vez, Rnd2 foi escolhida por ser a proteina conhecida com maior
similaridade de sequéncia a Rnd1 (54% de identidade). O intuito da insercéo
dessa GTPase foi testar a especificidade da interacdo STI1-Rndl: se a
proteina mais similar a Rnd1 n&o interage com STI1 com tanta afinidade, como
foi demonstrado (figura 15), a interagdo bioguimica STI1-Rnd1l n&o pode ser
atribuida a artefatos de técnica. Assim, tal interacdo e sua consequente funcédo
in vivo recebem apoio tedrico para a caracterizacao detalhada dos seus efeitos
bioldgicos, como vista em de Souza et al. (2014).

O ensaio de pull-down ndo garante que a mecanica de interacdo seja
direta entre as proteinas. Entretanto, o ensaio de binding, realizado em de
Souza (2014), mostra que ha interacdo direta entre STI1 e Rndl, sem

proteinas intermediarias.

6.2.1 O primeiro ensaio de pull-down

A figura 14 mostra o ensaio de pull-down entre trés GTPases e STI1.
Vemos que a ligagéo mais forte ocorreu entre Rnd1 e STI1, e que praticamente
ndo houve interagdo entre STI1 e RhoD ou Rnd2. A interagdo entre GST e

STI1 carece de explicacdes, pois ndo ha na literatura interacdo descrita para
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essas proteinas. Podemos hipotetizar que a GST recombinante, ndo fusionada
a uma GTPase, interaja com outras proteinas do metabolismo de E. coli,
formando complexos proteicos pelos quais STI1 possua afinidade.

A utilizacdo de GTPyS é uma técnica para diferenciar a GTPase no seu
estado ativo e inativo. Esta forma de GTP né&o é hidrolisavel, de maneira que a
GTPase, quando ligada a esta molécula, ndo podera hidrolisa-la, mantendo-se
assim permanentemente ativa. No caso de RhoD, como GTPase tipica, é
importante definir sua interagdo com STI1 em estado ativo ou inativo. J& no
caso das Rnds, com baixa atividade GTPésica, é tendéncia que estejam
consitutivamente ligadas a GTP. Entretanto é possivel que, nas condi¢cbes de
expressdo e purificacdo da proteina recombinante, ocorra o desacoplamento
de GTP da proteina. Por essa razao, foi adicionado GTPyS as Rnds.

Como mencionado na revisdo bibliografica, recentemente foi publicado
um artigo relacionando STI1 e RhoC. Por ndo dispormos do vetor para a
expressdo de RhoC com tag de GST, essa molécula n&do foi incluida no
trabalho. Serd interessante, no futuro, repetir os ensaios incluindo RhoC entre

as proteinas isca.

6.2.2 O segundo ensaio de pull-down

A figura 15 mostra a ligacdo de STI1 a Rndl e Rnd2. Nesse caso, para
eliminar a hip6tese de ativacédo variavel das Rnds, foi adicionado GTPyS a
ambas. Como esperado, ndo houve mudan¢ca na afinidade de STIL.
Observamos nessa figura que a afinidade maior de STI1 é por Rndl, e
corroboramos assim sua especificidade.

Deve-se ressaltar que, neste ensaio, a fonte de STI1 foi extrato de
cérebro de embrido de camundongo aos 17 dias de gestacéao (E17). Esse fato
€ importante pois, no modelo de estudo, a interacdo Rnd1-STI1 ocorre no
desenvolvimento do sistema nervoso. Assim, partimos do principio que, em
estagios embrionarios, STI1 estivesse nas condi¢Oes originais de ligacdo a
Rnd1.
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7 - Concluséao

- As condicbes de expressdo das proteinas recombinantes foi
aperfeicoada, a partir de variagcbes na concentracdo de IPTG e tempo de
expressao.

- Trés proteinas recombinantes (GST-RhoD, -Rndl e —Rnd2) foram
expressas, purificadas e armazenadas para ensaios bioquimicos futuros.

- Quatro proteinas recombinantes (GST, GST-RhoD, -Rndl e —Rnd2)
foram expressas e aliquotadas para ensaios de pull-down.

- Foram realizados dois ensaios de pull-down.

- Caracterizou-se interacao especifica entre Rnd1 e STI1.

Este trabalho mostrou, com sucesso, a interacdo especifica entre a
GTPase Rndl e a proteina STI1. Este fato esta integrado com um conjunto
maior de dados, que foram publicados em 2014, em artigo intitulado “STI1
antagonizes cytoskeleton collapse mediated by small GTPase Rndl and
regulates neurite growth”, na revista Experimental Cell Research (Anexo). E o
primeiro trabalho na literatura cientifica a abordar a interagcédo entre as citadas

proteinas, e demonstrar sua relevancia biologica.

7.1 Perspectivas futuras

O delineamento de experimentos futuros estd baseado em artigos
recentes. Goh e Manser (2012) mostram que os efetores de Rndl, 2 e 3
regulam a atividade destas prevenindo-as da degradacdo. Assim, pretendemos
realizar uma curva da concentracdo de Rnd1 transfectada em HEK293, sozinha
ou co-transfectada com STI1, sob a acdo de drogas que inibam a sintese de
proteinas (como a ciclohexamidina).

Oinuma et al. (2012) mostraram um mecanismo de regulagdo para as
Rnd que consiste em compartimentalizacdo subcelular. Quando direcionadas
aos lipid rafts, essas proteinas apresentam maior interacdo com seus efetores,
enquanto no citoplasma essa interagdo é diminuida. Assim, pretendemos

realizar um experimento que analise a presenca de STI1 e Rnd1 em fracdes de
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membrana, em especial nos lipid rafts, sob a acdo de uma droga que

desestabiliza 0s rafts (metil-B-ciclodextrina).
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