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RESUMO

A proteina STI1 foi descrita como uma molécula relacionada ao estresse térmico de
leveduras, e por isso é denominada Stress-Inducible Protein 1. Sua homdloga humana é
a Hop (Heat-shock organizing protein). Ela tem expressdo praticamente ubiqua e é
encontrada em vesiculas intracelulares, complexo de Golgi ou dispersa no citoplasma.
Estudos indicam que esta proteina participa de varios eventos celulares como
desenvolvimento de astrécitos, diferenciacdo de neurdnios, neuroprotecéao,
neuritogénese, formagao da memoria em ratos e proliferagcao celular em tumor de ovario.
Além disso, a STI1 foi também recentemente caracterizada como ligante da GTPase
Rnd1. As GTPases de baixa massa molecular sdo um grupo de moléculas que ciclam
entre as formas ativa e inativa. Aquelas pertencentes a subfamilia Rnd possuem pouca
atividade GTPasica intrinseca, encontrando-se constitutivamente ativas, sendo desse
modo diferentes das outras Rho GTPases. A proteina Rnd1 é encontrada principalmente
no cérebro, e esta envolvida em varios mecanismos celulares, como a inibicao de fibras
de estresse e a indugdo da desorganizagado do citoesqueleto de actina e adesao focal.
Além disso, Rnd1 esta presente na extensao inicial de neuritos em células PC-12, e no
desenvolvimento de dendritos em neurénios hipocampais de ratos. Foi demonstrada que
a interagdo da STI1 com a Rnd1 pode interferir na fenomenologia (colapso do cone de
crescimento) desencadeada pelo eixo Sema3A/Plexina-A1. Por outro lado ainda nao foi
determinado quais s&o as vias de sinalizagdo que estdo a jusante da interagdo STI1-
Rnd1, responsaveis por esta interferéncia. Desse modo, as proteinas recombinantes
GST, GST-RhoA G14V e GST-RBD foram expressas para a realizagdo de ensaios de
pulldown visando elucidar o papel de STI1 na atividade de p190RhoGAP e seu substrato
RhoA. Primeiramente foi possivel detectar que a presenca de STI1 ao inativar Rnd1,
leva também a inativagdo de sua ligante p190RhoGAP. Porém, nao foi possivel
esclarecer o papel desta proteina na atividade de RhoA bem como sua atuagdo na
atividade de cofilina. A produgdo de anticorpo monoclonal anti-Rnd1 também foi um
objetivo do presente trabalho, porém apesar da indicagdo da presenca de anticorpos
anti-Rnd1 em soro policlonal, ndo foi possivel detectar a clone positivo para este
anticorpo na producéo de hibridomas.

Palavras-chave: GTPases, Rnd1, STI1, atividade.



ABSTRACT

STI1 protein has been described as a yeast thermal stress-related molecule, and
therefore called Stress-Inducible Protein 1. Its human counterpart is Hop (Heat-shock
organizing protein). It has virtually ubiquitous expression and is found in intracellular
vesicles, Golgi complex or dispersed in the cytoplasm. Studies indicate that this protein
participates in several cellular events such as astrocyte development, differentiation of
neurons, neuroprotection, neuritogenesis, memory formation in rats and cell proliferation
in ovarian tumor. In addition, STI1 has also recently been characterized as GTPase Rnd1
linker. Low molecular weight GTPases are a group of molecules that cycle between
active and inactive forms. Those belonging to the subfamily Rnd have little intrinsic
GTPase activity, being constitutively active, thus being different from the other Rho
GTPases. Rnd1 protein is found primarily in the brain, and it is involved in several cellular
mechanisms, such as inhibition of stress fibers and induction of actin cytoskeleton
disorganization and focal adhesion. In addition, Rnd1 is present in the initial extension of
neurites in PC-12 cells, and in the development of dendrites in hippocampal neurons of
rats. It has been shown that the interaction of STI1 with Rnd1 can interfere in the
phenomenology (growth cone collapse) triggered by the Sema3A / Plexin-A1 axis. On the
other hand, it has not yet been determined which are the signaling pathways that are
downstream of the STI1-Rnd1 interaction, responsible for this interference. Thus, the
recombinant GST, GST-RhoA G14V and GST-RBD proteins were expressed for
pulldown assays to elucidate the role of STI1 in p190RhoGAP activity and its RhoA
substrate. First, it was possible to detect that the presence of STI1 when inactivating
Rnd1 also leads to the inactivation of its p190RhoGAP ligand. However, it was not
possible to clarify the role of this protein in RhoA activity as well in cofilin activity. The
production of anti-Rnd1 monoclonal antibody was also an objective of the present work,
but despite the presence of anti-Rnd1 antibodies in polyclonal serum, it was not possible
to detect the positive clone for this antibody in the production of hybridomas.

Key words: GTPases, Rnd1, STI1, activity.
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1. INTRODUGAO

O desenvolvimento do sistema nervoso depende de uma arquitetura complexa de
redes neuronais. O surgimento e alongamento de neurbénios no tempo e lugar certo sao
essenciais para a correta conexao neural e perfeito funcionamento cerebral (DA SILVA e
DOTTI, 2002). A proteina STI1 e a GTPase de baixa massa molecular Rnd1 séo
expressas no sistema nervoso central e ambas estdo envolvidas no crescimento de
neuritos e na plasticidade do citoesqueleto (NOBES et al.,, 1998; LOPES et al., 2005;
ZANATA et al., 2002b; DE SOUZA et al., 2014).

STH, também conhecida como stress inducible protein 1, HOP ou STIP1, foi
descrita como uma co-chaperona que regula as atividades de Hsp70 e Hsp90 (ROHL et
al.,, 2015; revisado por BAINDUR-HUDSON et al., 2015) e posteriormente como um
ligante da proteina prion celular, PrPc (ZANATA et al., 2002a LOPES et al., 2005). Ela
possui como importante caracteristica a presenca de trés dominios TRP que séo
responsaveis pela sua interacdo com as chaperonas e é expressa em neurbnios e
células da glia no desenvolvimento do sistema nervoso (NICOLET e CRAIG, 1989).

A GTPase Rnd1 pertence a familia Rho e assim como as outras proteinas deste
grupo participa na regulagdo da polaridade celular, transcricdo génica, progressao da
fase G1 do ciclo celular, dindmica dos microtubulos, vias de transporte vesicular e uma
variedade de atividades enzimaticas (ETIENNE-MANNEVILLE e HALL, 2002) Além
disso, quando superexpressa atua regulando a formagado de fibras de estresse e a
plasticidade do citoesqueleto de células COS-7 (CHARDIN, 2006; ZANATA et al., 2002).

Tendo em vista os mecanismos das proteinas STI1 e Rnd1 descritos em diversos
processos bioldgicos, surgiu o questionamento da possibilidade destas atuarem de
forma conjunta. De fato nosso grupo recentemente demonstrou (DE SOUZA et al., 2014)
que STI1 interage fisicamente com Rnd1, podendo interferir na sinalizacédo mediada pelo
eixo Sema-3A/plexina-A1/Rnd1 (ZANATA et al., 2002b). Por outro lado ainda nao esta
claro como a interacdo STI1-Rnd1 pode modular o colapso do citoesqueleto. Desse
modo, compreender como os diferentes sinais bioquimicos sdo integrados durante
eventos relacionados ao desenvolvimento do sistema nervoso e mecanismos

moleculares pelos quais estes sinais determinam o comportamento celular em diferentes
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condigbes fisiologicas tornam esse tema relevante. Por este motivo, investigar a
regulacéo da proteina Rnd1 pela STI1 no contexto da sinalizacdo desencadeada pela

interacdo Sema-3A/plexina-A1/Rnd1 justifica a execugéo deste trabalho.

1.1. OBJETIVO GERAL

Caracterizar a via de transdugao de sinal a jusante da interagdo Rnd1-STI1 e

desencadeada pelo eixo Sema-3A/plexina-A1/Rnd1.

1.1.1. Objetivos especificos

e Analisar a atividade da GTPase RhoA, sob condigcbes de superexpressdo de
Rnd1 e STI1, através de ensaios de pulldown com a proteina GST-RBD (dominio

de ligagao da proteina Rhotekin a RhoA ativa).

¢ Analisar a atividade funcional de p190RhoGAP, por ensaios de pulldown com a
proteina GST-RhoA-G14V (mutante constitutivamente ativa da proteina RhoA),

sob condigdes de superexpressao de Rnd1 e STI1.

e Produzir anticorpo monoclonal anti-Rnd1 para uso nos ensaios de pulldown.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. PROTEINA STI1 (STRESS-INDUCIBLE PROTEIN-1)

2.1.1. Estrutura da STI1

A proteina STI1 foi descrita pela primeira vez por Nicolet e colaboradores em
1989 a partir do isolamento e caracterizacdo de um gene do fungo Saccharomyces
cerevisiae. Verificou-se neste estudo que ela possui massa molecular de 66 kDa e
atividade relacionada a chaperona Hsp70 em resposta a estresse térmico, sem
apresentar entretanto nenhum homélogo em mamiferos (NICOLET e CRAIG, 1989).
Mais tarde, porém, constatou-se que esta proteina € homodloga a STI1 humana (hSTI1),
também conhecida como Hop, que possui 42% de sua sequéncia de aminoacidos
idéntica a da STI1. Ela é encontrada no citoplasma, complexo de Golgi, vesiculas
citoplasmaticas e uma pequena fragao na superficie celular (HONORE et al.,1992).

Quanto a sua estrutura, esta proteina apresenta 3 dominios TPR (repeticao de
tetratricopeptideos) formados por 34 aminoacidos, tornando-a capaz de ligar as porgdes
C-terminais de Hsp90 e Hsp70 (SMITH, 2004). A atividade da STI1 como uma
adaptadora destas proteinas de choque térmico pode ocorrer de forma independente ou
simultanea, como descrita por (CHEN E SMITH, 1998). Ao estabelecer a ligacédo entre
Hsp70 e Hsp90, a STI1 possibilita a transferéncia de peptideos para dobramento e
maturagao de proteinas, e desse modo, € tida como uma co-chaperona (ROHL et al.,
2015).

2.1.2. Fungdes da STI1

Em trabalho publicado por Zanata e colaboradores em 2002, a STI1 é
apresentada como um ligante de superficie celularda PrPc (proteina prion celular). Esta
€ uma sialoglicoproteina da membrana plasmatica presente em neurdnios e outros tipos
celulares com funcgdes bioldgicas ainda sob investigagcdo. Sabe-se, porém, que ela esta
envolvida em processos de modulagdo de sobrevivéncia neural e transdug¢ao de sinal.
Empregando o principio da hidropaticidade complementar (BRENTANI, 1988) foi

possivel caracterizar um dominio de 15 aminoacidos na mSTI1 230-245) COM UM MesmMo
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perfil hidropatico complementar ao do dominio 106-126 da proteina PrPc (MARTINS et
al., 1997). A interagao STI1-PrPc foi assim caracterizada como responsavel pela indugao
de sinais de sobrevivéncia em neurdnios (ZANATA et al., 2002a, CHIARINI et al., 2002).
Além disso, foi demonstrada a super expressdo destas proteinas em gioblastoma
humano, estando correlacionado com maior taxa de proliferagao e crescimento do tumor
bem como pior progndstico (LOPES et al., 2014).

STI1 é expressa em uma variedade de neurfnios e células da glia durante o
desenvolvimento do sistema nervoso e também sua expressdo se mantém no individuo
adulto. Ja foi demonstrado que sua delecao é letal para embribes e que animais
heterozigéticos que expressam metade dos niveis normais para esta proteina
apresentam maior sensibilidade a injurias cerebrais (SANTOS et al., 2015). Desse modo,
também ja foi descrita a sua participagdo em diversos eventos celulares tais como:
desenvolvimento de astrécitos, diferenciagcdo de neurbnios, neuroprotecéo por prevenir
apoptose via ativagao de PKA em neurdnios da retina de ratos, neuritogénese, formagao
da memodria em ratos e proliferacao celular em tumor de ovario (WANG et al., 2010;
HAJJ et al., 2013; ARANTES et al., 2009; CAETANO et al., 2009; CHIARINI et al., 2002;
LOPES et al., 2005; ZANATA et al., 2002b).

Recentemente foi caracterizada a presenca de um sinal de direcionamento de
STI1 para o nucleo (DANIEL et al., 2008; LONGSHAW et al., 2004). Foi demonstrada
também sua secregdo por astrécitos, em condi¢des de estresse, em co-cultivo com
neurdnios disparando nestes ultimos uma cascata de sinalizagdo neuroprotetora. Em
2013, Hajj e colaboradores demonstraram a secregdo de STI1 via vesiculas
extracelulares mesmo sem a presenca de nenhum sinal de secrecgéo (LIMA et al., 2007,
ARANTES et al., 2009; CAETANO et al., 2009). Seu direcionamento para a porgao
extracelular da membrana plasmatica se da provavelmente por associagcdo com
proteinas de membrana (HONORE et al.,, 1992) ou devido a sua secregdo nao
convencional em vesiculas extracelulares, em associacdo com as proteinas Hsp70 ou
Hsp90 (CALDERWOOQOD et al., 2007; GASTPAR et al., 2005). Caetano e colaboradores
(2009) propéem um mecanismo de internalizagdo da STI1 independente da presenca de
PrPc, via lipid rafts. Estes sdo micro dominios de membrana ricos em colesterol, que

podem incluir ou excluir varias proteinas, e desse modo, participam da ativagdo de sinais



16

de neuritogénese e diferenciacédo (SIMONS e SAMPAIO, 2011; GRIDER et al., 2009;
DANG et al., 2012; ZHAO et al., 2009).

Por fim, a mais recente revisdo sobre a STI1 destacou que apesar de sua fungao
biolégica nao estar totalmente clara, sua participagdo em eventos do desenvolvimento
embriolégico é evidente e consistente com a relagdo desta com o cancer. Além disso, a
variagdo de sua sequéncia e dominios sugere que esta proteina é resultado de sua
evolucao em diferentes papéis bioldgicos (BAINDUR-HUDSON et al., 2015).

2.1.3. STI1 e o citoesqueleto de actina

A proteina STI1 é amplamente expressa no citoplasma e em trabalho publicado
por Willmer e colaboradores (2013) mostrou ter importante papel na regulacédo da
dindmica do citoesqueleto e formacdo de pseudopodia durante a migragao de células
endoteliais. Isso ocorre pois esta proteina liga-se diretamente a tubulina e se colocaliza
com microtubulos.

Em 2014, nosso grupo mostrou que a STI1 liga-se de forma especifica a GTPase
Rnd1 levando ao bloqueio do colapso do citoesqueleto induzido pela interagcdo entre
Rnd1 e Plaxina-A1. Além disso, foi mostrado também que na co-expressao de STI1 e
Rnd1 em células PC-12 ocorre a inibicao da formacao de novos processos € aumenta o

estabelecimento de neuritos maiores.

2.2. GTPASES DE BAIXA MASSA MOLECULAR E RND1

GTPases sao interruptores moleculares que ciclam entre dois estados
conformacionais: um estado ativo, ligado a GTP, e outro inativo, ligado a GDP, sendo
responsaveis pela hidrolise de GTP para GDP. Quando em seu estado ativo, essas
moléculas reconhecem proteinas alvo, geram resposta até que a GTP seja hidrolisada,
ou seja, passe para a forma inativa. Esta troca de estados é facilitada por duas classes
de proteinas: GEFs (Guanine nucleotide Exchange Factors) e GAPs (GTPase Actvating
Proteins). A primeira atuando na troca de GDP por GTP, e a segunda, GTP por GDP
(revisado por LUO, 2000).
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Dentro das GTPases, a superfamilia Ras tém se destacado visto que seus
membros regulam varias atividades celulares. Esta & subdividida em cinco grandes
grupos: Ras, Rab, Arf, Ran e Rho (revisado por ETIENNE-MANNEVILLE e HALL, 2002).
As RhoGTPases, assim como os outros membros da superfamilia Ras, também atuam
como interruptores moleculares, e além disso, sdo cruciais em varios eventos celulares
como transporte de membrana, regulagao transcricional, controle do crescimento celular
e desenvolvimento (VAN AELST e D’'SOUZA-SCHOREY, 1997).

As moléculas Rho possuem também papel importante na regulagéo da actina do
citoesqueleto de células eucaridticas e medeiam as mudangas morfologicas vistas
durante o desenvolvimento neural como a formacao de fibras de estresse e adesdes
focais (revisado por LUO, 2000).

A familia de GTPases Rnd (Rnd1/Rho6, Rnd2 e Rnd3/RhoE) foi caracterizada por
Nobes e colaboradores em 1998. Este grupo mostrou que as Rnds n&o possuem
afinidade por GDP e estdo constitutivamente ativas. Estas tém expressdes
diferenciadas, Rnd1 é expressa em diversos tecidos, como cérebro, ovario de ratas
prenhas, miométrio de mulheres durante a gravidez, pulmao, figado e células endoteliais
(Kim et al., 2005; NOBES et al., 1998). Rnd2 é muito expressa em espermatides e
espermatocitos, localizando-se na vesicula acrossémica, endossomos primarios em
células HelLa e cérebro (FUJITA et al., 2002; NOBES et al,. 1998). Rnd3 é ubiquamente
expressa, entretanto o seu nivel de expressao varia muito dependendo do tecido
analisado (ISHIKAWA et al. 2003; NOBES et al. 1998). Em 2012 Oinuma e
colaboradores demonstraram que uma sequéncia de cinco aminoacidos KERRA (Lys-
Glu-Arg-Arg-Ala) na por¢cao N-terminal é responsavel por ancorar Rnd1 e Rnd3 nos lipid

rafts, sendo este o local de atividade destas proteinas nas células estudadas.

2.2.1. Fungdes das GTPases

Estudos bioldgicos iniciais tém sugerido que as proteinas Rnd tém papel
fundamental na regulagdo celular por neutralizar as fungdes bioldgicas da GTPase
RhoA, mas a base molecular deste antagonismo € desconhecido. Possiveis mecanismos

através dos quais as proteinas Rnd podem funcionar como antagonistas da RhoA
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incluem sequestro de efetores moleculares da RhoA, inibicdo de GEFs e ativacédo de
GAPs para RhoA - como a p190RhoGAP,quando Rnd1 e Rnd3 estdo localizadas nos
lipid rafts (microdominios da membrana ricos em colesterol e esfingolipidios).Isso ocorre
pois esta estimula a hidrélise de GTP, levando a inativagdo de RhoA. Foi visto também
que em células COS-7 sua atividade aumenta quando ha superexpressdo de Rnd1 e
Rnd3. Desse modo, a p190RhoGAP possui papel importante no crescimento axonal e
desenvolvimento neural, além disso, mais recentemente a superexpressao de seu gene
codificante foi associada a 2% dos tumores em geral.(OINUMA et al., 2004; RUSHTON,
2003; CHARDIN, 2006; BINAME et al., 2016)

Em precursores neurais, a superexpressao da GTPase Rnd1 inibe a formacéao
das fibras de estresse e induz a desorganizagédo do citoesqueleto de actina e adesdes
focais, causando a perda de adesdo & matriz extracelular (VAYSSIERE et al., 2000).No
contexto do desenvolvimento do sistema nervoso foi demonstrado que Rnd1 possui alta
expressao no cortex cerebral e no hipocampo durante a formagao de sinapses e possui
também papel na formacao espinhal (ISHIKAWA et al., 2003). Além disso, Zanata e
colaboradores (2002b) demonstraram também que Rnd1 interage com o dominio
citoplasmatico da proteina plexina-A1, um receptor para a semaforina-3A (Sema3A).
Esta interacdo induz o colapso do citoesqueleto em células COS-7 e o rearranjo dos
cones de crescimento de neurdnios da raiz ganglionar de embrides de aves.

De acordo com Xiang e colaboradores (2016), a desregulagdo de Rnd1 chama
atencao na tumorigénese. Enquanto sua superexpreesao esta associada a metastase
em canceres mamarios, estudos mostram que ela também inibe a tumorigénese
mamaria ao restringir o sinal Ras-MAPK. Ja em carcinoma de células esofagicas esta
proteina esta superexpressa. Desse modo, fica claro sua importadncia no contexto de

migragao e crescimento celular.
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FIGURA 1 - ESQUEMA DO FUNCIONAMENTO DAS GTPASES. FONTE: LUO (2000).
Traduzido pela autora.

2.3. RND1, STI1, VIA DA SEMAFORINA 3A E ATIVIDADE DE RhoA

As semaforinas constituem uma grande familia de proteinas secretadas ou de
membrana plasmatica que tém papel importante no direcionamento de axénios durante o
desenvolvimento do sistema nervoso. A fungdo das semaforinas (Sema) no sistema
nervoso € mediada pelas plexinas, as quais podem ser classificadas em quatro
subfamilias: plexina-A1-4, plexina-B1-3, plexina-C1 e plexina-D1. O membro melhor
caracterizado da familia das semaforinas é a Sema-3A, a unica representante da familia
que é secretada e atua como molécula quimiorepelente em cones de crescimento de
neurénios migratérios, e uma grande variedade de moléculas esta envolvida na via de
sinalizacdo desencadeada pela Sema-3A. Embora a maioria das semaforinas se ligue
diretamente a plexinas, Sema-3A requer um complexo de receptor formado por plexina-
A1/2 e a neuropilina (LUO et al., 1993; OINUMA et al., 2004; TAKAHASHI et al., 1999).

Algumas semaforinas atuam como sinais repulsores, que induzem o colapso de
cones de crescimento ou induzem a mudanga de diregdo migratoria de axénios, em
relagdo as células que expressam tanto as formas ligadas a membrana quanto as
secretadas (PUSCHEL, 2007).
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Na auséncia de um sinal extracelular, as plexinas assumem uma conformagao
estrutural em que a sua porgéao citoplasmatica torna-se inativa (Takahashi et al., 1999). A
ligacao direta, por exemplo, a SEMA-4D, ou indiretamente via um co-receptor de
membrana Nrp1(Neuropilina-1 para a SEMA-3A) promove a ativagcdo das plexinas
(OINUMA et al., 2004 e TAKAHASHI et al., 1999)

Curiosamente, a delegao da porgao extracelular das plexinas resulta na ativagao
constitutiva dessas proteinas (OINUMA et al., 2004). Dessa forma foi que Zanata e
colaboradores (2002b) mostraram que a co-expressdo da porgao citoplasmatica da
plexina-A1 e da GTPase Rnd1 em células COS7 seria suficiente para induzir o colapso
do citoesqueleto nestas células. Neste mesmo trabalho os autores sugerem a
participacao da via de sinalizagdo que envolve a proteina LIMK1 e a proteina cofilina-1
na despolimerizacdo (colapso) do citoesqueleto nos ensaios de colapso de cones de
crescimento induzidos pela interagdo Rnd1/plexina-A1 citoplasmatica.

Os efeitos das proteinas Rnd1 e Rnd3 estao diretamente associados a inibicdo da
proteina RhoA, através da ativagao da proteina p190RhoGAP,que funciona como a GAP
mais abundante de RhoA em células (Wennerberg et al., 2003). A proteina
p190RhoGAP deve ser translocada para os lipid rafts para entdo promover a inativacéao
de RhoA. Esse papel de recrutador da p190RhoGAP para os lipid rafts € desempenhado
pela Rnd1 (OINUMA et al., 2012). Interessantemente, Carcea e colaboradores (2010)
sugeriram que via de sinalizacdo Sema3A/plexina-A seria regulada pela internalizagcéo
de Sema-3A via lipid rafts, dando as primeiras pistas para um provavel envolvimento
destes microdominios de membrana na sinalizacdo desencadeada pela Rnd1 via
plexina-A1 e indo ao encontro dos resultados posteriormente obtidos por Oinuma e
colaboradores (2012).

Mais recentemente, nosso grupo caracterizou a proteina STI1 como uma parceira
molecular da Rnd1 e que esta interagao reverte parcialmente o colapso do citoesqueleto
de células COS-7, induzido pela interagédo de Rnd1/plexina-A1 (DE SOUZA et al., 2014).
Além disso, foi observada uma redugao na extensao de prolongamentos dos neuritos em
diversas linhagens celulares de origens neuronais (DE SOUZA et al., 2014). Entretanto

0S mecanismos bioquimicos que estdo envolvidos nesta regulagdo da Rnd1 pela
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interacdo com a proteina STI1 ainda precisam ser estudados, uma vez que somente
mudancas morfoldgicas foram evidenciadas.

Portanto, a partir de dados publicados pelo nosso grupo (DE SOUZA et al., 2014),
levantamos a hipdtese de que a regulacdo da Rnd1 pela STI1 poderia envolver o
deslocamento de Rnd1 para fora dos lipid rafts e concomitante inativagcdo da
p190RhoGAP e ativagdo da GTPase RhoA. Como consequéncia, haveria reversao no
estado de fosforilagdo da proteina cofilina-1 e levando a inibicdo do colapso do
citoesqueleto. Assim, tivemos como foco principal deste trabalho a compreensao dos

mecanismos moleculares desencadeados pela interagdo Rnd1-STI1.
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FIGURA 2 - ESQUEMA DE ATUACAO DA GTPASE Rnd1 NA ACTINA. Sema3A: semaphorina-
3A; Nrp-1: neuropilina-1; Rnd, Rac e Rho: GTPases; LIMK e cofilina: mensageiros na cascata de
sinalizacdo. FONTE: em escala de cinza: ZANATA et al. (2002b); em vermelho: adicao da
autora.
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3. METODOLOGIA
3.1. OBTENCAO DOS VETORES DE INTERESSE

O plasmideo para a expressao da proteina pcDNA3/HA-Rnd1 foi cedido por Dra.
IzumiOinuma (Laboratoryof Molecular Neurobiology, Graduate School of Biostudies —
Kyoto University). Os plasmideos pGEX-4T-2/RBD (Rho Binding Domain da proteina
Rhotekin efetora de RhoA), pGEX-4T-4/RhoA (G14V), GFP-p190RhoGAP e
pcDNA3/HA-Rnd1AN (Com a sequéncia de aminoacidos KERRA para localizagéo da
proteina nos lipid rafts deletada) foram cedidos por Dr. Hironori Katoh do mesmo
laboratorio.

Fonte dos demais plasmideos utilizados neste trabalho: pBK-myr-myc-plexina-A1
(Porgao citoplasmatica) (RHOM et al., 2000), pEGFP-Rnd1 (RHOM et al., 2000) e
pEGFP-STI1 (ZANATA et al., 2002a)

3.2. EXPRESSAO DAS RECOMBINANTES GST, GST-RBD, GST-RhoA G14V,
GST-Rnd1 E 6His-Rnd1

3.2.1. Transformacao bacteriana

A transformacao para expressdo das recombinantes GST-RBD, GST-RhoA e
GST-Rnd1 foi realizada em E. coli BL21 (DE3) STAR eletrocompetente. Em seguida, as
bactérias foram plagueadas em meio agar 2xYT (16g/L de triptona, 10/L de extrato de
levedura, 5g/L de NaCl e 15g/L de agar) adicionado de ampicilina 50ug/uL e incubadas a
37°C durante a noite.

Ja para a expressado de 6His-Rnd1, a transformacao foi realizada em bactéria
eletrocompetente E. coli M15 que foi plagueada em meio LB (10g/L de triptona, 5g/L de
extrato de levedura, 10g/L de NaCl e 15g/L de agar) com os antibiéticos ampicilina

(50ug/pL) e canamicina (30ug/uL) devido a resisténcia da bactéria e do vetor.
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3.2.2. Producgao das proteinas recombinantes

Foram selecionadas 4 colbnias que cresceram na placa apds a transformagao e
fez-se uma expressado em pequena escala (mini-expressao) para escolher a colénia com
melhor express&o para posteriormente utilizar esta para larga escala, como descrito por
Sambrook e Russel (2001). Estas foram inoculadas em 3mL de meio 2xYT com 50ug/uL
de ampicilina por 16 horas no agitador a 37°C. A partir destes pré-indculos foram
realizados os in6culos na diluicdo 1:50 em 10mL de meio adicionado de antibiético e
mantidos a 37°C sob agitagcao até que atingissem D.O entre 5,0 e 6,0 quando medidas
em 600nm. Nesse momento foi adicionado 0,1mM de IPTG e a indugcao da expressao
das recombinantes GST, GST-RhoA G14V e GST-RBD seguiu-se inicialmente de forma
igual, por 2h a 37°C. Porém, apos verificar a formagéo de corpusculos de inclusdo na
expressdo de GST-RBD, esta passou a ser induzida a 30°C, pelo mesmo tempo (tabela
1). Os sedimentos das culturas induzidas e ndo induzidas foram entdo submetidos a
uma separagao eletroforética por SDS-PAGE (12% de poliacrilamida) e corada com azul
de Coomassie para verificagdo do clone com melhor taxa de expressao (SHAPIRO et al.,
1967). Para expressdo em larga escala, utilizou-se processo analogo ao de pequena

escala, aumentando-se apenas os volumes dos pré-inéculos (20mL) e inéculos (500mL).

BL21 Star (DE3) IPTG Temperatura de Tempo de
inducao expressao
GST 0,1mM 37°C 2h
GST-RhoA 0,1mM 37°C 2h
GST-RBD 0,1mM 30°C 2h

TABELA 1 - CONDIGOES DE INDUGCAO DAS RECOMBINANTES UTILIZADAS NO

PULLDOWN PD.
FONTE: A autora (2017).

Quanto a indugédo das recombinantes GST-Rnd1 e 6His-Rnd1 utilizadas para

imunizagcdo dos camundongos, os parametros utilizados estao descritos em na tabela 2.
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Recombinante | Sistema de IPTG Temperatura de | Tempo de
expressao inducao expressao
GST-Rnd1 BL21 Star 0,1mM 37°C 2h
(DE3)
6His-Rnd1 M15 1mM 37°C 4h

TABELA 2 - CONDICOE§ DE INDUGCAO DA EXPRESSAO DAS RECOMBINANTES
UTILIZADAS NA IMUNIZACAO DOS ANIMAIS.
FONTE: A autora (2017).

3.2.3. Obtencéao dos lisados bacterianos

Para lise das recombinantes GST, GST-RBD, GST-RhoG14V

constitutivamente ativa de RhoA), a serem utilizadas nos ensaios de pulldown,e GST-

(forma

Rnd1 para imunizagcdo de animais, os sedimentos de bactéria referentes a 200mL de
cultura obtidos na expressao de larga escala foram ressuspendidos em 20 de tampé&o de
lise (1xPBS, 2mM DTT, 2mM MgCl,, 10% Glicerol,1% Triton X-100, 1TmM PMSF) e
lisados em 4 ciclos na prensa de French. Apds a lise centrifugou-se a 15000xg por 10
minutos. O sobrenadante foi entéo filtrado com filtro de 1,2 ym. Ja para obter o lisado da
6His-Rnd1, utilizou 12mL de tampao de lise desnaturante (500mM NaCl, 200mM Tris-
HCI pH 8,0, 5% glicerol, 2mM PMSF, 6M ureia e 10mM imidazol) com o qual
primeiramente realizou-se uma lise quimica de 45 minutos em banho de gelo para
posterior lise mecanica com quatro ciclos na French Press. O lisado foi entido
centrifugado a 4000xg por 30 minutos a 4°C. Em seguida, este foi filtrado e congelado.
As recombinantes utilizadas para imunizagdao GST-Rnd1 e 6His-Rnd1 seguiram
para protocolo de purificagdo por cromatografia de afinidade a glutationa-sepharose e

niquel.

3.3. ENSAIOS DE PULLDOWN

3.3.1. .Transfeccdo de células HEK 293T pelo método de co-preciptagdo de

fosfato de calcio e obtencéo de extrato celular
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Células HEK 293T foram cultivadas em meio MEM (meio minimo essencial,
Cultilab) com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab) e 40 mg/ml de antibidtico
gentamicina (Garamicina Mantecorp) e mantidas em incubadora umida a 37°C com
tensao de 5% de CO,. Apds 24 horas do seu repique, ao atingirem 70% de confluéncia,
as células foram transfectadas pelo método de co-precipitagado por calcio como descrito
por Sambrook (1989) com total de 12ug dos plamideos de interesse.

Para a obtengao dos extratos celulares realizou-se uma lise rapida. As placas de
cultivo (apés 10 horas da transfeccao) foram lavadas com PBS gelado e as células
recuperadas ja no tampao de lise PBS (50mM Tris-HCL pH 7,4; 150mM NaCl; 1mM
DTT; 1,5mM MgCly; 4mM EDTA; 10% glicerol; 1% Triton X-100 acrescido inibidores de
proteases e de fosfatases). Estas centrifugadas por 1 minuto a 4000xg e o

sobrenadante foi entdo coletado e usado nos ensaios de pulldown.

3.3.2. Transfecgao de células COS-7 com o Lipofectamina 2000 para ensaio de
pulldown com GST-RhoA

Células COS-7 (5x10°) foram cultivadas em meio DMEM (Gibco) com 10% de
SFB e 40mg/mL de antibidtico gentamicina em placas p60. Apdés 24 horas de seu
repique as células foram transfectadas com o reagente Lipofectamina 2000 (Invitrogen)
na condi¢cdes de interesse com os plasmideos pEGFP-Rnd1, pEGFP-STI1 e pEGFP-
p190RhoGAP com a mesma massa total de DNA, seguindo protocolo indicado pelo

fabricante.
3.3.3.  Pulldown com GST-RBD e GST-RhoA G14V

Os ensaios de pulldown foram realizados de acordo com método descrito por
Zanata e coladoradores (2002b), utilizando-se matriz de glutationa-sepharose
(Amersham-Biosciences.). previamente equilibrada com tampéo de ligacdo (250mM
NaCl, 200mMTris-Hcl pH 7,5). Esta é entdo incubada com as proteinas recombinantes
em volumes previamente padronizados, GST-RBD (90uL) ou GST-RhoA G14V (250uL)

por 1h a 4°C. Em seguida, a matriz previamente equilibrada com os lisados bacterianos



26

contendo as proteinas é lavada com tampao de lavagem (50mM Tris-Hcl pH 7.4, 150mM
NaCl, 1TmM DTT, 1,5mM MgCl,, 4mM EDTA, 10% glicerol, 1% Triton X-100, inibidores de
protease) e entao incubada com os extratos de células HEK293T transfectadas com os
vetores de interesse por 2h a 4°C. As amostras sdo centrifugadas 2 minutos 1000xg e
lavadas 2 vezes. Na segunda lavagem o tampao é totalmente retirado e adiciona-se
tampédo de amostra 2,5x redutor. Estas sao fervidas por 10 minutos a 95°C e o
sobrenadante é aplicado em SDS-PAGE 12% ou SDS-PAGE gradiente 8% a 12%. Em
seguida, faz-se a transferéncia das amostras para membrana de nitrocelulose e reagao
de Western blotting. No pulldown com GST-RBD busca-se a deteccdo de RhoA ativa
com anticorpo primario anti-RhoA (SantaCruz) (1:500), ja no ensaio com GST-RhoA
G14V a proteina de interesse é a pEGFP-p190RhoGAP e o anticorpo utilizado é anti-
GFP (1:1000).

3.3.4. Pulldown GST-RBD com estimulo de acido lisofosfatidico

Visando facilitar a deteccdo de RhoA ativa, realizou-se também ensaio de
pulldown em que as células foram tratadas com &acido lisofosfatidico como descrito por
Kranenburg e colaboradores (1999). Para isto, células HEK 293T foram transfectadas
pelo método de precipitagdo por fosfato de calcio com os plasmideos de interesse e
anteriormente a obtencéo do extrato celular, as células foram carenciadas por 16 horas
com meio MEM sem SFB. Realizou-se entdo o estimulo com 1uM de LPA por 10

minutos. Em seguida prosseguiu-se para a obteng¢do do lisado celular como ja descrito.

3.4. PRODUCAO DE ANTICORPO MONOCLONAL ANTI-Rnd1

3.4.1. Imunizagéo dos animais

As imunizagbes de dois grupos de quatro camundongos Balb/c foram feitas com
base no descrito por Harlow e Lane (1998), com algumas adaptagdes, utilizando 12 ug
das proteinas recombinantes previamente purificadas. Foram imunizados oito animais,

sendo quatro com GST-Rnd1 e quatro com 6His-Rnd1
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Apos 7 dias da ultima imunizagao os animais foram sangrados via periorbital para
coleta do soro para verificagdo da resposta imune. Os soros dos camundongos foram
testados por reagdes de Western blotting contra extratos totais de células HEK
transfectadas com o vetor HA-Rnd1, e aquele com melhor resposta passou para o

procedimento de fusdo para producéao do anticorpo monoclonal.

3.4.2. Fusédo de células mieldides e esplendcitos de camundongos imunizados

contra Rnd1

O animal md3, desafiado com GST-Rnd1, que apresentou boa resposta na
imunizacéo, verificada por Western blotting, foi imunizado mais uma ultima vez com
20ug de proteina purificada via intravenosa, 72h antes de ser sacrificado para a
realizacao da fusdo. O animal foi entdo anestesiado com quetamina (100mg/Kg), xilazina
(20mg/Kg) e acepromazina (3mg/Kg) via intraperitoneal. Fez-se pungdo cardiaca,
sacrificio com KCI e imersao do animal em acool 70% para retirada cirurgica do bagco em
fluxo laminar. Este foi macerado em meio RPMI sem soro, filtrado e centrifugado 600xg
por 10 min. O pellet foi ressuspendido no meio residual, e em seguida os eritrocitos
foram lisados em tampéo de lise (150mM NH4CI, 10mM NaHCO3, 0,1mM EDTA, pH 7,2)
por 5 minutos em banho de gelo. Adicionou-se 25mL de SFB e centrifugado novamente
nas mesmas condi¢cdes. Misturou-se célula de mieloma P3X63Ag8.653 (ATCC n°® CRL-
1580TM) e esplendcitos na razdo de 1:5. Centrifugou-se 600xg por 10 minutos. Em
seguida foi gotejado 1mL de PEG 50% (pré-aquecido 37°C) na mistura de células
durante 1 minutos sob agitagdo constante. Gotejou-se entdo 1mL de SFB por 1 minutos
nas mesmas condi¢cées por duas vezes. Por fim, 7mL de meio RPMI sem soro foram
gotejados por 2 minutos também sob agitagéo e centrifugou-se 600xg por 5 minutos. O
pellet foi entdo ressuspendido no volume de 10 placas em meio sem soro que é

calculado de acordo com a seguinte equacéo (1):

(n? células mieloma+esplendcitos)

(1) n2%deplacas (P) = (95 x5X10°)
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Foram plaqueados 100uL da suspensdo de células em cada pogo. Apds 24h
foram adicionados 100pL de meio RPMI HAT em cada pogo. Este meio foi utilizado em
mais duas trocas e entdo passou-se a usar meio RPMI HT por trés trocas.

A presenca ou auséncia de anticorpos produzidos contra Rnd1 nos

sobrenadantes da cultura foi avaliada pelos métodos de ELISA e Western blotting.

3.4.3. Varredura dos hibridomas para detec¢cdo de anticorpos anti-Rnd1 pelo
método de ELISA

A presenca ou auséncia de anticorpos produzidos contra antigeno recombinante
nos sobrenadantes de cultura foi avaliada através de ensaio imunoenzimatico ELISA. As
placas para ELISA foram sensibilizadas com 100ng de proteina recombinante 6His-Rnd1
em 50uL de tampao carbonato por pogo durante a noite a 4°C. Bloqueou-se as placas
com 200uL por pogo de PBS+BSA 1% por 1h a 37°C. Incubou-se 100uL dos
sobrenadantes dos hibridomas selecionados por 2h a 37°C. Apds esse tempo, a placa
foi lavada 5 vezes de 2min com agua destilada. Incubou-se 100uL de anticorpo
secundario anti-mouse HRP GE® por 1h a 37°C. A placa foi lavada com agua destilada
novamente e revelou-se a reagdo com 100uL de TMB (3,3',5,5'-Tetrametilbenzidina)
Sigma® por pogo durante 30min. A reagao foi parada com 50uL de H,SO4 1M e fez-se
leitura em filtro de 450nm.

A formacéao de células ocupando pelo menos metade de cada pogo foi um critério
para selecionar os clones que seriam submetidos ao ELISA. Outro o critério utilizado foi
a coloracdo do meio. Aqueles pogos que passaram de meio rosa para amarelado
também foram submetidos a varredura. Desse modo, o sobrenadante de 59 pocgos foram
submetidos ao ELISA.

3.4.4. Varredura dos hibridomas para deteccdo de anticorpos anti-Rnd1 por
Western Blot

Extrato de células 293t transfectadas com o plasmideos GFP-Rnd1 foi submetido
a SDS-PAGE 12%, em seguida as proteinas foram transferidas para membrana de

nitrocelulose e esta foi bloqueada com TBST leite 1%, para a realizacdo de Western
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blotting. Os sobrenadantes de 14 pocos que ainda ndo haviam sido testados por ELISA
foram utilizados.

4. RESULTADOS

4.1. EXPRESSAO DAS PROTEINAS RECOMBINANTES PARA ENSAIO DE
PULLDOWN

As expressdbes das proteinas recombinantes GST-RhoA G14V
(constitutivamente ativa), GST-RBD e GST foram padronizadas a partir de expressdes

em pequena escala como descrito na metodologia (tabela 1).

26 kDa- “«—GST

B Ml _ L NI _ 1 _ M _i _H ]
= o Ty —— 8 ==

35 kDa- e CET-RBD

c M _L__M__L_ M _1_ _M_ _1

GST-RhoA

FIGURA 3 - EXPRESSAO DAS PROTEINAS RECOMBINANTES GST (A), GST-RhoA G14V (B)
E GST-RBD (C) EM PEQUENA ESCALA. Ap6s inducdo (I) da expressao das proteinas
recombinantes conforme descrito na tabela 1, realizou-se SDS-PAGE para verificar a expressao
das proteinas de interesse a partir da comparagao com culturas bacterianas nao incubadas com
IPTG, controles ndo-induzidos - NI). E possivel observar que as trés proteinas recombinantes
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foram expressas corretamente, e qualquer colénia poderia ser utilizada para a expressao em
larga escala.
FONTE: A autora (2017).

Visto que a expressao das proteinas em pequena escala foi bem sucedida, partiu-
se entdo para a expressao destas em larga escala. Em SDS-PAGE corado com azul de
Coomassie é possivel verificar que as proteinas de interesse foram adequadamente

expressas (Figura 4).

GST GST-EhoA _GST-RBD

NI | Ml | NI |
47 kDa-| S - —
36 kD
a- —
26 kDa- -
- —
-~ .. . &

FIGURA 4 - EXPRESSAO DAS PROTEINAS GST, GST-RhoA E GST-RBD EM LARGA
ESCALA. Apos expressao em larga escala seguindo os mesmos parametros da expressdo em
pequena escala, realizou-se SDS-PAGE para confirmar a expresséo das proteinas de interessa
a partir da comparagédo com as culturas bacterianas nao induzidas (n&o incubadas com IPTG —
NI). Dessa forma, é possivel observar que as proteinas de interesse foram adequadamente
expressas em larga escala.

FONTE: A autora (2017).

4.2. ANALISE DO PAPEL DE STI1 NA ATIVIDADE DE p190RhoGAP ATRAVES
DE ENSAIO DE PULLDOWN COM GST-RhoA G14V

O ensaio de pulldown com a forma constitutivamente ativa de Rho (RhoA G14V)
teve como objetivo capturar p190RhoGAP funcionalmente ativa e avaliar a possivel
participacao da proteina GFP-STI1 em sua regulacéo. No primeiro ensaio com células
HEK 293T transfectadas nas condigdes de interesse, a reagao de Western blotting com

anticorpo anti-GFP (Figura 5) ndo evidenciou a presenca de p190RhoGAP. De acordo
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com Oinuma e colaboradores (2012) a presenca da GTPase Rnd1 deveria ativar
p190RhoGAP, aumentando sua ligacao com a recombinante GST-RhoA G14V (OINUMA
et al., 2012), ou seja, deveria ter sido detectada uma maior quantidade de p190RhoGAP
na linha 2 quando comparada a linha 3. Ainda, a quantidade de p190RhoGAP que
deveria ser observada na linha 1 deveria ser similar a da linha 3, mas certamente menor
que da linha 2, caso nossa hipotese estivesse correta. Entretanto nao foi possivel
detectar a presenga de p190RhoGAP em nenhuma das condi¢gdes experimentais

avaliadas. O pulldown com a proteina GST foi utilizado como controle negativo.

GFP-p190RhoGAP + + +

HA-Rnd1 + + -

GFP-5THH + - -

1 3
Pulldown GS5T-RhoA G14V
p190RhoGAP
(anti-GFP)
Pulldown GS5T

Lisados Celulares | e = ==

FIGURA 5 - ENSAIO DE PULLDOWN PARA AVALIACAO DO PAPEL DE STI1 SOBRE A
ATIVIDADE DA p190RhoGAP. Extratos de células HEK 293T foram transfectados com os
vetores indicados na figura e submetidos a pulldown com a recombinante constitutivamente ativa
GST-RhoA G14V para detectar atividade da p190RhoGAP. A reagédo de Western blotting com o
anti-GFP (1:1000) evidenciou a expressao da proteina p190RhoGAP nos lisados celulares,
entretanto nenhuma p190RhoGAP foi detectada nas condigdes experimentais deste ensaio.
FONTE: A autora (2017).

Como nao foi possivel verificar a atividade de p190RhoGAP em células HEK
293T, optou-se entdo por utilizar a linhagem COS-7, a qual também foi utilizada em
abordagem experimental semelhante (OINUMA et al., 2012). Assim, estas células foram
transfectadas utilizando lipofectamina nas mesmas condi¢cdes, substituindo apenas o
pCDNA3/HA-Rnd1 pelo pEGFP-Rnd1 devido a sua maior eficiéncia de expresséao, e

submetidas a pulldown.
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Na figura 6A pode ser observado que GFP-STI1 inativa GFP-p190RhoGAP, uma
vez que menor quantidade desta interage com GST-RhoA G14V (comparar linha 3 com
linhas 2 e 1), sugerindo que STI1 pode interferir na sinalizagdo mediada por esta
proteina ativadora de GTPases. O rendimento dos extratos celulares totais obtidos foi
baixo, provavelmente pela toxicidade do reagente de transfec¢ao, motivo pelo qual néo
houve massa suficiente para realizar convenientemente o controle de carregamento total
de proteina neste ensaio (painel inferior da Fig. 6A).

Ainda, ndo ha diferenca entre a quantidade de p190RhoGAP imobilizada nas
condigbes de presenca e auséncia de Rnd1 (comparar linha 1 e 2), resultado este que
contraria dados anteriormente publicados (Wennerberg et al, 2003). Uma vez que a
interacao direta entre p190RhoGAP e STI1 nao foi ainda demonstrada, acreditamos que
a diminuicdo da atividade de p190RhoGAP ocorra de forma indireta através de Rnd1,
dando assim subsidios para a sustentagcdo da hipotese deste trabalho. No gel com
coloragao de Coomassie (figura 6B) € possivel verificar que a massa de GST-RhoA
G14V foi a mesma para cada uma das trés condi¢cdes de pulldown, demonstrando que o
enriqguecimento de p190RhoGAP (Fig. 6A) é reflexo da presenca da forma ativa nos
extratos e nao artefato experimental provocado por diferentes massas de GST-RhoA

G14V imobilizadas na matriz cromatografica.
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A
GFP_p190RhoGAP + + o+
GFP_Rnd1 - + o+
GFP_STH - - +
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FIGURA 6 — ANALISE DO PAPEL DA PROTEINA STI1 NA ATIVIDADE DE p190RhoGAP EM
CELULAS COS-7 ATRAVES DE ENSAIO DE PULLDOWN. Extratos de células COS-7
transfectadas com os vetores de interesse foram submetidos a pulldown com a recombinante
ativa GST-RhoA G14V para detectar a atividade de p190RhoGAP. Assim, foi possivel verificar
que a proteina STI1, ao inativar Rnd1, diminui também a atividade de p190RhoGAP (A). Ja o
SDS-PAGE com coloragdo de Coomassie mostra que a mesma massa de recombinante foi
utilizadas nas trés condic¢des de pulldown (B).

FONTE: A autora (2017).

4.3. ANALISE DO PAPEL DA PROTEINA STI1 NA ATIVIDADE DE RhoA ATRAVES
DE ENSAIO DE PULLDOWN

4.3.1. Padronizacdo dos ensaios

Antes de realizar os ensaios de pulldown com GST-RBD foi feita uma reacao de
WB com extrato de células HEK 293T nao transfectadas para determinar se é possivel
detectar a expressao enddégena de RhoA sem a necessidade de superexpressa-la, como
previamente descrito na literatura para a linhagem COS-7 (OINUMA et al. 2012). Desse
modo, como visto na figura 7 é possivel detectar diretamente a expressdo endoégena

desta GTPase com anticorpo anti-RhoA.
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FIGURA 7— EXPRESSAO DE RhoA EM CELULAS HEK 293T. Reacdo de WB com membrana
de nitrocelulose com 40 ug extrato de células HEK 293T néao transfectadas. Foi utilizado anti-
RhoA na diluigdo 1:200 como anticorpo primario e anti-camundongo (1:4000) como secundario.
FONTE: A autora (2017).

Em ensaios de pulldown, ainda que a proteina recombinante GST-RBD interaja com
menor afinidade a Rho-GDP do que Rho-GTP (REN et al. 1999), caso se empregue uma
quantidade excessiva de GST-RBD imobilizada na matriz glutationa-sepharose podera
ocorrer uma significativa ligagdo de RhoA inativa. Neste caso, a quantidade de RhoA
ativa no sistema in vitro poderia ser superestimada. Desse modo, foi estabelecido o uso
de 15ug da proteina de interesse imobilizada a matriz cromatografica (OINUMA et al.
2003). Sendo assim, para padronizagdo do volume de lisado bacteriano contendo a
proteina recombinante GST-RBD a ser utilizada nos ensaios de pulldown, realizou-se
uma curva com massas conhecidas de BSA (figura 8). Assim, foi possivel estimar qual o
volume de extrato bacteriano bruto conteria a massa ideal para este tipo de ensaio, nas

condi¢des de expressdo descritas.
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FIGURA 8 - ESTIMATIVA DA MASSA DE GST-RBD EM VOLUME DE EXTRATO TOTAL
BACTERIANO A PARTIR DA COMPARACAO COM DIFERENTES MASSAS CONHECIDAS DE
BSA. Para estabelecer o volume necessario de lisado de bactéria contando a proteina
recombinante GST-RBD para os ensaios de pulldown tomou-se separadamente diferentes
volumes daquele, incubou-se com a mesma quantidade de matriz glutationa-sepharose, e as
proteinas imobilizadas foram resolvidas por SDS-PAGE e comparadas com as massas
conhecidas de BSA. Verificou-se assim que o volume ideal de lisado para se obter 15ug da
proteina de interesse seria, neste experimento representativo, de aproximadamente 125pL.
FONTE: A autora (2017).

Além disso, realizou-se outro experimento utilizando diferentes volumes do lisado
bacteriano contendo a proteina recombinante GST-RBD para pulldown com extrato de
célula transfectadas ou ndo com os vetores pCDNA3/HA-Rnd1 e pEGFP-p190RhoGAP.
Os volumes de lisado bacteriano expressando a proteina recombinante GST-RBD
incubados com a resina de glutationa-sepharose foram 45, 90 e 180uL. Desse modo,
apos a reacao de WB (Figura 9) com anticorpo anti-RhoA, verificou-se que o volume
mais adequado para os ensaios de pulldown, de modo que n&o houvesse ligagoes

inespecificas, foi de 90uL para este lote de extrato bacteriano preparado.
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FIGURA 9 — PADRONIZACAO DO VOLUME ADEQUADO DE LISADO BACTERIANO DA
PROTEINA RECOMBINANTE GST-RBD PARA ENSAIO DE PULLDOWN. Para padronizar o
volume de lisado bacteriano contendo GST-RBD, realizou-se pulldown com diferentes volumes
ligados a resina glutationa-sepharose, (linhas 1 e 2 - 45uL, 3 e 4 - 90uL, 4 e 5 - 180uL). Foram
utilizados 50ug de extrato de células HEK 293T nao transfectadas (1,3,5) e de células
transfectadas com os vetores HA-Rnd1 e GFP-p190RhoGAP (2,4,6).A reacdao de WB foi
realizada com anticorpo primario anti-RhoA (1:500) e anticorpo secundario anti-camundongo
(1:4000).

FONTE: A autora (2017).

Outro parametro avaliado para os ensaios de pulldown GST-RBD foi o tempo de
transfeccdo das células HEK293T, visto que foi optado pela deteccdo da RhoA
endogena e dados da literatura sugerem que apenas 0,5 a 1% desta permanece ativa
perante um estimulo bioquimico (REN et al., 1999) buscou-se detecta-la em seu pico de
atividade. Para tal, inicialmente foram realizadas transfecgcées com o vetor pCDNA3/HA-
Rnd1, e os extratos foram obtidos apds 12 e 24 horas. Em seguida, realizou-se pulldown
com estas amostras (Figura 10 A). Para controle negativo, extratos de células HEK 293T
nao transfectadas foram utilizados. Desse modo, foi possivel verificar uma maior
expressao de RhoA ativa no extrato obtido com 12 horas de transfec¢ao, havendo um
declinio de sua atividade com 24 horas. Em seguida, Para confirmar se o melhor tempo
para deteccao de RhoA-GTP é apds 12 horas de transfecgdo, realizou mais um ensaio
de pulldown, desta vez com extratos obtidos com tempos menores, sendo eles: 8, 10 e
novamente 12 horas. Neste foi possivel observar que apés 10 horas se da a maior
deteccdo de RhoA ativa (Figura 10B), e desse modo este tempo passou a ser padrao

para 0s ensaios.
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FIGURA 10 — PADRONIZACAO DO TEMPO DE TRANSFECCAO DE HA-Rnd1 PARA
MELHOR DETECCAO DE RhoA ATIVA. Para determinar o melhor tempo de detecgdo de RhoA
ativa foi realizado pulldown de células HEK 293T transfectadas com vetor HA-Rnd1 e os extratos
obtidos apo6s 12 e 24 horas (A). Em seguida foram testados também os tempos 8, 10 € 12 horas
na mesma condigao de transfecgao (B). Como controle células nao transfectadas (NT) também
foram utilizadas. Na reacdo de WB constatou-se que o extrato com maior quantidade de RhoA
ativa foi o obtido apds 10 horas de transfec¢do. O anticorpo primario utilizado nesta reacgao foi
anti-RhoA (1:500) e anti-camundongo (1:4000) como secundario.

FONTE: A autora (2017).

4.3.2. Pulldown GST-RBD

Desse modo, apds estas padronizacbes, foi possivel realizar a captura da
GTPase RhoA ativa visando reproduzir dados da literatura. Todavia, os resultados
obtidos ndo foram os esperados, como descritos Oinuma e colaboradores (2003), visto
que atividade de RhoA n&o pareceu ser maior na presenc¢a de Rnd1 AN (mutada) do que

na presenca de Rnd1 WT (selvagem) (figura 11).
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FIGURA 11 — ANALISE DA ATIVIDADE DE RhoA NA PRESENCA DA GTPase Rnd1
SELVAGEM. Células HEK 293T foram transfectadas nas condi¢des especificadas na figura. Os
lisados celulares foram submetidos ao ensaio de pulldown para deteccdo da atividade da
proteina RhoA. Como controle negativo do ensaio foi feito pulldown somente com a proteina
recombinante GST. A reagdo de Western blot foi feita com o anticorpo anti-RhoA (1:500). O
anticorpo secundario anti-camundongo foi utilizado na concentragédo 1:4000.

FONTE: A autora (2017).

Visto que o resultado obtido foi diferente do esperado e levando em consideragao
que talvez a quantidade de RhoA ativa disponivel nas células HEK 293T seja muito
pequena para detecta-la adequadamente, ainda que em condi¢des favoraveis, buscou-
se estimular sua atividade através de tratamento com 20mM de acido lisofosfatidico
(LPA) como descrito por Kranenburg e colaboradores (1999). Visando entao determinar
o tempo de exposicdo das células ao LPA que poderia levar a maior detecgdo da
proteina alvo, realizou-se pulldown com extratos de células tratadas por 0, 1, 3, 10 e 30
minutos. Desse modo, determinou-se que o tratamento por 10 minutos € o que mais

favorece a detecgao de RhoA ativa (Figura 12).

0 1 _F 10 30

Pulldown G5T-RED - - ‘

Lisados celulares h .

FIGURA 12 — PADRONIZACAO DO TEMPO IDEAL DE TRATAMENTO DAS CELULAS HEK
293T COM LPA PARA DETECCAO DE RhoA ATIVA. Células HEK 293T foram submetidas a
tratamento com acido lisofosfatidico (LPA) por diferentes tempos (0, 1, 3, 10 e 30 minutos). Em
seguida seus extratos foram submetidos a ensaio de pulldown para detecgdo de RhoA ativa.

RhoA
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Para a reagcao de WB foram utilizados os anticorpos anti-RhoA e anti-camundongo nas diluigcbes
ja citadas. Verificou-se entdo que a maior atividade de RhoA foi detectada nas células tratadas
por 10 minutos.

FONTE: A autora (2017).

Ao determinar que ao tratar as células por 10 minutos com LPA a deteccao da
atividade de RhoA era maior, utilizou-se disto para realizar um novo ensaio de pulldown
sob as condi¢cdes de interesse, em que os plasmideos pEGFP-p190RhoGAP, pEGFP-
Rnd1 e pEGFP-STI1 foram transfectados. O resultado porém também foi diferente do
esperado (figura 13A) pois apesar de ter sido possivel detectar o antagonismo de Rnd1
frente a atividade de RhoA (linha 2), a presenga da proteina STI1 ndo reverteu esta
condicdo, como visto na linha 3, em que a deteccdo de RhoA ativa deveria ser
semelhante aquela detectada na linha 1.

Em SDS-PAGE com coloragdo de Coomassie (figura 13B) contata-se que a
massa de extrato bacteriano da recombinante GST-RBD utilizada no ensaio foi
aproximadamente a mesma para as trés condi¢cdes, descartando assim a possibilidade

de o resultado obtido ter sido causado por diferengas de carregamento na matriz

cromatogréfica.
GFP-p190RhoGAP + + +
GFP-Rnd1 - + +
GFP-5TH - - +
1 2 3
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FIGURA 13 — ANALISE DO PAPEL DA PROTEINA STI1 NA ATIVIDADE DE RhoA EM
CELULAS HEK293T ATRAVES DE ENSAIO DE PULLDOWN. Células HEK 293T foram
transfectadas nas trés condigdes especificadas na figura. Apés 48 horas de transfecgdo as
células foram tratadas por 10 minutos com LPA, lisadas e submetidas a pulldown. Ao contrario
do esperado, nao foi possivel detectar maior atividade de RhoA na presenca de STI1 quando
comparada a sua auséncia (A). SDS-PAGE com coloragdo de Coomassie mostra que a mesma
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massa de lisado bacteriano da recombinante GST-RBD foi utilizada para as trés condigdes do
pulldown (B).
FONTE: A autora (2017).

4.4. EXPRESSAO E PURIFICACAO DE GST-Rnd1 PARA PRODUGAO DE
ANTICORPO MONOCLONAL

Para a producgéo de anticorpos monoclonais anti-Rnd1, foi realizada a expresséao
em larga escala e subsequente purificagdo do antigeno recombinante GST-Rnd1. Apds
padronizagcédo das condigcdes em expressdes em pequena escala (Figura 14) o antigeno
foi purificado por cromatografia de afinidade com coluna de glutationa-sepharose. Na
coloracédo do gel de policrilamida com azul de Coomassie (Figura 15), é possivel
observar que apesar de grande quantidade da proteina permanecer no sedimento que
corresponde a fragao insoluvel da proteina (Figura 16, linha P), é possivel obté-la em
quantidades satisfatorias e na forma soluvel ja nas primeiras fragdes eluidas apds as

lavagens (linhas E1-ES5).

47 kDa -

FIGURA 14 - MINI-EXPRESSAO DO ANTIGENO RECOMBINANTE GST-Rnd1. Apés indugéo (1)
da expressao da proteina recombinante conforme descrito na tabela 2, realizou-se SDS-PAGE
para verificar a expressdao das proteinas de interesse a partir da comparacdo com culturas
bacterianas n&o incubadas com IPTG (culturas ndo-induzidas - NI).

FONTE: A autora (2017).
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FIGURA 15 - PURIFICACAO DA PROTEINA RECOMBINANTE GST-Rnd1 COM RESINA DE
GLUTATIONA-SEPHAROSE. Gel de poliacrilamida 12% mostrando as etapas da purificagao de
GST-Rnd1. A GST-Rnd1 foi convenientemente eluida na fracao E1, apesar de grande parte
permanecer no sedimento (linha P). FNL- Fracao nao ligada, L1- lavagem um, L2- lavagem
dois, E1 — eluato um, E2- eluato dois, E3- eluato trés, E4- eluato quatro, E5- eluato cinco, P-
sedimento contendo a fragao insoluvel da proteina.

FONTE: A autora (2017).

4.5.EXPRESSAO E PURIFICACAO DE 6His-Rnd1 PARA PRODUGAO DE
ANTICORPO MONOCLONAL

Em paralelo a imunizagdo dos animais com a recombinante GST-Rnd1, realizou-se
também a expressao e purificacdo de 6His-Rnd1. A partir da padronizagdo das
condigbes para a expressdao em pequena escala (Figura 16) foi feita a purificacdo em
larga escala da proteina 6His-Rnd1. As diversas etapas do processo de purificagdo

estdo mostradas no SDS-PAGE corado com azul de Coomassie (Figura 17).
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FIGURA 16 - MINI-EXPRESSAO DA RECOMBINANTE 6His-Rnd1. Apds indugdo (l) da
expressao da proteina recombinante conforme descrito na tabela 2, realizou-se SDS-PAGE para
verificar a expressao da proteina de interesse a partir da comparagao com culturas bacterianas
nao incubadas com IPTG, ou seja, controles ndo-induzidos - NI).

FONTE: A autora (2017).
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FIGURA 17 - PURIFICACAO DA RECOMBINANTE 6His-Rnd1 COM COLUNA DE NIiQUEL. Gel
poliacrilamida 12% mostrando as etapas da purificagdo da recombinante 6His-Rnd1. A proteina
foi majoritariamente eluida na fragdo E2, apesar de ainda apresentar proteinas contaminantes
com massa molecular superior a Rnd1. FNL- Fragao néo ligada, L1- lavagem um, L2- lavagem
dois, E1 — eluato um, E2- eluato dois, E3- eluato trés, E4- eluato quatro, E5- eluato cinco.
FONTE: A autora (2017).

4.6. TESTE DE SORO POLICLONAL GST-Rnd1

Apoés a terceira imunizagdo com GST-Rnd1 foi coletado soro dos animais para

testar sua eficiéncia. Para tal realizou-se ensaio de Western Blot com 1ug da proteina
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recombinante GST-Rnd1 como controle positivo e 40ug de extrato de células HEK 293T
transfectadas com o plasmideo pcDNA3/HA-Rnd1 em gel de poliacrilamida 12%. Desse
modo, para detectar a presenca ou nao de anticorpos anti-Rnd1 no soro dos animais
utilizou-se as seguintes diluigdes: 1:250, 1:500 e 1:1000 (Figura 18).

No teste do soro do animal 01 (figura 19A), as bandas correspondentes a altura
da GTPase Rnd1 (30kDa) apareceram de forma muito branda em todas as diluicdes. A
transfeccgao foi confirmada utilizando anti-HA (coluna c(t) — figura 18A).

Ja na reacao com o soro do animal 02 nao foi possivel detectar sua interagcdo com
a proteina em nenhuma diluicdo, indicando a auséncia de anticorpos anti-Rnd1, apesar

da presenca de banda no controle positivo (figura 18B).
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FIGURA 18 - REACAO DE WESTERN BLOT PARA TESTE DE SORO POLICLONAL ANTI-
Rnd1 DOS ANIMAIS 01 E 02. Extrato de células HEK 293 transfectadas com plasmideo
pcDNA3/HA-Rnd1 foram imobilizadas em membrana de nitrocelulose apés SDS-PAGE. Nas
colunas do controle positivo com a recombinante o soro foi utilizado na diluigdo 1:4000. Ja nas
colunas com os extratos foi realizada 3 diluigoes (1:250, 1:500 e 1:1000). O anticorpo secundario
utilizado em ambas as reagdes foi anti-camundongo-HRP (1:2000).

FONTE: A autora (2017).

Desse mesmo modo, realizou-se o teste da eficiéncia da imunizacdo dos animais
mO03 e m04, utilizando ensaio de Western Blot e diferindo apenas nas diluicbes testadas
do soro, visto que os primeiros animais ndo apresentaram boa resposta. Sendo assim,
os soros foram testados somente nas concentragdes 1:250 e 1:500 (figura 19), de modo

qgue o animal m03 apresentou melhor resposta.
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FIGURA 19 - REACAO DE WESTERN BLOT PARA TESTE DE SORO POLICLONAL ANTI-
Rnd1 DOS ANIMAIS 03 E 04. Extrato de células HEK 293T expressando HA-Rnd1 foi resolvido
por SDS-PAGE e as proteinas transferidas para membrana de nitrocelulose. Foram realizadas 2
diluigdes dos soros (1:250, 1:500). Para controle da transfecgao foi utilizado anticorpo anti-HA na
diluigdo 1:1000. O anticorpo secundario anti-camundongo foi utilizado na concentragao 1:4000 e
o anti-coelho 1:5000.

FONTE: A autora (2017).

Apos a verificagao de que o animal m03 apresentou melhor resposta imune contra
o antigeno de interesse, realizou-se entdo mais dois ensaios visando a confirmagao da
presenca de anticorpos anti-Rnd1 no soro deste animal. Primeiramente, através de
ensaio de Western Blotting, com 40ug de células HEK 293T expressando ou n&o as
proteinas GFP, GFP-Rnd1 e HA-Rnd1, foi possivel confirmar que o soro apresentava-se
reativo quanto a presenga de anticorpos anti-Rnd1(figura 20) tornando o animal apto

para o procedimento de fusao.
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FIGURA 20 - CONFIRMAQAO DA PRESENCA DE ANTICORPOS ANTI-Rnd1 NO SORO DO
ANIMAL 03 EM REACAO DE WESTERN BLOTTING. Em membrana de nitrocelulose com
extrato de células 293T transfectadas com os plasmideos pCDNA3/HA-Rnd1, pEGFP-Rnd1,
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pEGFP e células nado transfectadas, o soro do animal 03 foi novamente testado na diluicdo
1:350. Como controle da transfecgdo utilizaram-se anticorpos anti-HA (1:1000) e anti-GFP
(1:1000). O anticorpo secundario anti-camundongo foi utilizado na diluicdo 1:4000 e o anti-coelho
em 1:5000.

FONTE: A autora (2017).

Concomitante a retirada do baco do animal m03 para a coleta das células que
seriam fusionadas para a produgdo dos hibridomas secretores de anticorpos
monoclonais, foi obtido soro hiper-imune a partir do sangue total do mesmo animal. Este
soro hiper-imune foi testado para a presenca de anticorpos anti-Rnd1 pelo método de
ELISA(HARLOW & LANE, 1998). No grafico 1 € apresentado o resultado do teste do
soro coletado logo apds a ultima imunizagdo (sangramento 1) e o soro hiper-imune
(sangramento 2). Como controle negativo, utilizou-se soro de animal ndo desafiado
experimentalmente com antigenos recombinantes (soro ndo-imune). Desse modo, foi
possivel perceber que o soro do animal apresentava-se reativo para a presenca de
anticorpos anti-Rnd1 e que diluicdo limite aproximada para a deteccédo especifica de

6His-Rnd1 neste tipo de ensaio era 1/1600 em comparag¢ao ao soro nao-imune.
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GRAFICO 1 - COMPARAGAO ENTRE SORO DO ANIMAL 03 OBTIDO EM DUAS
OCASIOES E SORO NAO-IMUNE QUANTO A PRESENGA DE ANTICORPOS ANTI-
Rnd1. Pelo método de ELISA realizou-se uma comparagao quanto a presencga de anticorpos no
soro policlonal do animal 03 obtido logo depois da ultima imunizagdo, do sangramento realizado
no dia da fusdo e de um soro nao imune. Foram feitas oito diluicbes, sendo que nas menores os
soros do animal imunizado apresentaram titulos bem maiores em relagdo ao soro ndo-imune.
FONTE: A autora (2017).
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Sendo assim, ficou comprovado que o animal escolhido estava apto para fornecer
células adequadas & producdo de hibridomas secretores de anticorpos monoclonais

reativos para Rnd1.

4.8.TESTE DE SORO POLICLONAL ANTI-6His-Rnd

Os soros obtidos dos animais imunizados com a proteina recombinante 6His-Rnd1
também foram testados por Western Blot em membrana de nitrocelulose com extrato de
células HEK 293T transfectadas com o plasmideo pCDNA3/HA-Rnd1 (figura 21). Os
soros dos quatro animais foram testados em 3 diluigbes (1:250, 1:500, 1:1000), porém

nenhum destes apresentou anticorpos reativos para HA-Rnd1.

FIGURA 21 — REACAO DE WESTERN BLOT PARA TESTE DE SORO POLICLONAL ANTI-
Rnd1 DOS ANIMAIS 05 A 08. Reagao de Western Blotting em membrana de nitrocelulose com
extrato de células HEK 293T transfectadas com plasmideo pCDNA3/HA-Rnd1. Foram realizadas
3 diluicbes dos soros (1:250, 1:500 e 1:1000). Para controle da transfeccgao foi utilizado anticorpo
anti-HA na diluigdo 1:1000. O anticorpo secundario anti-camundongo foi utilizado na
concentracdo 1:4000 e o anti-coelho 1:5000.

FONTE: A autora (2017).

4.9. VARREDURA DOS HIBRIDOMAS

Apés a realizagdo da fusdo das células do animal 03, foram testados os
sobrenadantes dos pogos de cultura celular, a partir dos critérios ja citados, quanto a

presenca de anticorpos anti-Rnd1. Esta varredura foi realizada primeiramente por
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ELISA, em que a maioria dos sobrenadantes apresentaram valores de absorbancia
proximos ao dos controles negativos (soro ndo-imune e meio de cultura completo -
dados nao mostrados). Entretanto, alguns pogos tinham sobrenadantes que
apresentaram valores de absorbancia ligeiramente (0,5 a 1 vez) superiores ao do
controle negativo. Estes sobrenadantes foram testado novamente por reagdo de
Western Blot (figura 22). Sendo assim, dos 192 pogos de fusdo, 72 foram testados,

porém todos apresentaram-se negativos (tabela 3).

Sobrenadantes testados

Anti-GFP

FIGURA 22 - VARREDURA DOS HIBRIDOMAS POR WB Apods a realizagdo de ELISA, os
sobrenadantes dos pocos que apresentaram valores de absorbancia superiores a 50% do valor
do controle negativo foram testados novamente para a presenca de anti-Rnd1 por reacdo de
WB. Todos os hibridomas mostraram-se consistentemente negativos para a secreg¢do de
anticorpos anti-Rnd1.

FONTE: A autora (2017).

Assim, dos 192 pocos de fusdo, 69 foram testados, porém todos apresentaram-se

negativos (tabela 3) quanto a presenca de anticorpos monoclonais anti-Rnd1.

n° de pogos testados n° de pogos positivos
ELISA 58 0
Western Blot 14 0

TABELA 3 - VARREDURA DOS HIBRIDOMAS.
FONTE: A autora (2017).
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5. DISCUSSAO

5.1.STI1 E A ATIVIDADE DE p190RhoGAP

Para avaliar a regulacédo da proteina STI1 sob a atividade de p190RhoGAP,
realizou-se ensaio de pulldown com a recombinante constitutivamente ativa GST-RhoA
G14V. Isto porque de acordo com Oinuma e colaboradores (2012) a ativacéo funcional
dessa GAP pode ser mensurada pelo aumento da sua capacidade de se associar ao seu
substrato, a RhoA ativa. Assim, células HEK293T foram transfectadas pelo método de
precipitacao de calcio nas condi¢cdes de interesse e submetidas ao ensaio. Porém, nao
foi possivel detectar p190RhoGAP ativa em nenhuma das condicbes mesmo com sua
superexpressao (figura 6). Isto pode ter sido causado pela dificuldade da transfecc¢ao de
um plasmideo tdo grande como o de p190RhoGAP prejudicando assim sua detecgéo na
forma ativa.

Em vista disso, uma nova linhagem celular foi utilizada, a de células COS-7.
Estas foram transfectadas com lipofectamina nas mesmas condi¢cbdes do primeiro ensaio,
e apesar de ter ocorrido perda de células, provavelmente devido a toxicidade deste
reagente, foi possivel realizar o pulldown. Assim como esperado, observamos na figura 7
que a proteina STI1 participa da regulacado da atividade de p190RhoGAP inativando-a
através de sua ligagdo com Rnd1, ndo sendo mais possivel a sua deteccao (linha 3 —
figura 7). Por outro lado, na condicdo de superexpressdao apenas de Rnd1 e
p190RhoGAP (linha 2 — figura 7), sua atividade mostra-se similar a condicao em que
somente a proteina alvo é superexpressa (linha 1 — figura 7).

Os resultados previamente obtidos pelo grupo mostram que STI1 liga-se de forma
especifica a Rnd1, e que esta interacido leva ao bloqueio do colapso do citesqueleto
mediado por esta GTPase em células COS-7 (DE SOUZA et al., 2014). Ja no trabalho
publicado pelo grupo do Dr. Neguishi, foi mostrado que Rnd1 quando ativa, aumenta
também a atividade de p190RhoGAP ao recruta-la para se localizar nos lipid rafts
levando também a inativagdo de RhoA (OINUMA et al.,, 2012). Assim, os resultados
desta dissertagdo vém a corroborar com os dados da literatura, mostrando que a
atividade de p190RhoGAP é também regulada pela proteina STI1, devido a sua

interacdo com Rnd1. Porém, os mecanismos dessa regulagdo ainda precisam ser
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elucidados, e nosso grupo propde dois: (1) STI1 ao interagir e inativar Rnd1, impediria
que esta se ligue a p190RhoGAP, de modo a torna-la também inativa, ou (2) STI1 ao
interagir com Rnd1 estaria ocupando o mesmo sitio de ligagdo que seria usado para a

interacdo com p190RhoGAP, de modo a n&o permitir sua ativagao.

5.2.STI1 E A ATIVIDADE DE RhoA

Para avaliar o papel da proteina STI1 na atividade de RhoA, realizou-se pulldown
tendo como isca a recombinante GST-RBD. Esta proteina efetora, também conhecida
como Rhotekin binding domain, liga-se especificamente a RhoA ativa (BISHOP & HALL,
2000; ASPENSTROM, 1999; .REN et al., 1999) Desse modo, os ensaios foram
realizados sob diferentes condi¢des de transfecgdo com os plasmideos HA-Rnd1,
(selvagem e mutado), p190RhoGAP e STI1.

Para isso, primeiramente foi necessario padronizar alguns parametros, dentre eles
verificar se era possivel a detecgcdo de RhoA enddégena em células HEK293T assim
como descrita por Pescatore et al. (2012) em células VSMC. Logo, a figura 8 mostra a
presenca de banda indicativa desta GTPase em células nao transfectadas. Em seguida,
partiu-se para o a padronizacdo de volume de extrato bacteriano expressando a
recombinante GST-RBD que seria ligado a resina de glutationa-sepharose nos ensaios
de pulldown. Isto porque apesar de a recombinante ligar-se com muito menor afinidade a
GDP-RhoA, em relacédo a GTP-RhoA, se houver uma quantidade excessiva desta “isca”
podem ocorrer ligagdes significativas com a forma inativa, gerando uma subestimada
deteccdo de RhoA ativa. Desse modo, o volume de 90uL do extrato bacteriano foi
estabelecido como ideal para os ensaios nas condigbes de expressao estabelecidas,
pois com este volume foi possivel detectar em reagdo de WB bandas satiSfatérias (figura
10), levando em conta que apenas 0,5 a 1% de toda RhoA encontra-se na forma ativa
(REN et al., 1999)

Apesar disso, 0s primeiros ensaios ainda apresentaram problemas na detecgéo da
GTPase ativa quando as células HEK 293T foram transfectadas para produzir as
condi¢des de interesse. Desse modo, foi necessario também padronizar o tempo para

obtencao do extrato celular apds a transfecgéo. Assim, realizou-se pulldown a partir de
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extratos com diferentes tempos de expressao, sendo eles 10, 12, e 24 horas no qual foi
possivel verificar que o tempo ideal para a detec¢cdo de RhoA ativa € de 10 horas apds
transfeccao dos vetores ja que em seguida sua atividade comega a decair (figura 11).

Com a padronizacio destes parametros foi realizado o ensaio de pulldown com as
primeiras condi¢cdes de interesse, ou seja, com células transfectadas com HA-Rnd1WT
(selvagem) e HA-Rnd1AN (mutado) na tentativa de reproduzir os resultados obtido por
Oinuma e colaboradores (2012). Nestas condigbes esperava-se que a atividade de RhoA
fosse maior na presenca de Rnd1 mutado. Isso porque este proteina mutante apresenta
uma delecdo na porcao N-terminal KERRA composta por 7 aminoacidos, a qual seria a
responsavel pelo antagonismo desta frente a RhoA. Todavia, nossos resultados
apresentaram-se de forma contraria ao esperado (figura 12).

Uma possivel justificativa para este resultado, deve-se ao fato de que os ensaios
publicados pelo grupo citado aconteceu em condigdes de superexpressdo de RhoA, o
que poderia levar a detecgdo mais eficiente desta. Desse modo, visando aumentar a
quantidade de RhoA ativa presente na célula para pulldown, porém sem a sua
superexpressao, foi utilizado o acido lisofosfatidico (LPA) . Este fosfolipidio é conhecido
por sua capacidade de aumentar a atividade de RhoA, além de induzir a fosforilacdo da
cadeia leve de miosina e conduzir a formacao de fibras de estresse e adesdes focais
(SEUFFERLEINS & ROZENGURTL, 1994; ZHANG et al., 1997; KRANENBURG et al.,
1999). Assim, seguiu-se para a padronizagao do tempo de exposi¢ao das células que
seriam submetidas a pulldown ao LPA. Em pulldown com células HEK 293T tratadas
com LPA, o extrato daquelas expostas por 10 minutos (figura 13), resultou em maior
detecgéo da atividade de RhoA, sendo este o tempo estabelecido para o ensaio sob as
condi¢des de interesse.

A vista disso, considerando que o estimulo de LPA resultaria em RhoA ativa
suficiente para sua detecgao de forma mais eficiente, realizou-se pulldown das células
transfectadas nas condicdes de interesse. O resultado porém apresentou-se diferente do
esperado (figura 14A), ja que apesar de ter sido possivel observar diminuicdo da
atividade de RhoA pelo antagonismo de Rnd1 (OINUMA et al., 2012), a reversao deste
fendbmeno esperado pela interagdo de STI1 com Rnd1 (DE SOUZA et al., 2014) que

levaria ao aumento de atividade de RhoA n&o ocorreu.
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Dentro os fatores que explicariam este resultado destacamos a ativagdo de RhoA
por estimulo de LPA, ja que isto ocorre por uma via diferente da que é alvo deste estudo.
De acordo com Moolenaar e colaboradores (1997), esta ativacdo se da quando o
receptor de membrana de LPA se liga a Rho através de subunidades livres da proteina
G e de um intermediario ainda desconhecido. Assim, & possivel que a capacidade de
STI1 reverter o antagonismo de Rnd1 que levaria ao aumento da atividade de RhoA sé
ocorra quando sua regulacdo depende apenas do eixo Rnd1-p190RhoGAP. Além disso,
€ preciso considerar que a linhagem celular HEK293T que foi submetida ao tratamento é
de origem humana, enquanto que as utilizadas nos trabalhos citados N1E-115 e NIH 3T3
sado células de origem animal , o que pode levar a diferentes resultados. Além disso,
existe a possibilidade de a ativagao por LPA nao ter sido totalmente eficaz, ja que outros
fatores do cultivo celular como o numero de passagens, podem tornar as células pouco
responsivas ou irresponsivas.

Desse modo, a deteccdo de RhoA ativa com estimulo de LPA, ainda que tenha sido
mais eficaz que sem o tratamento, pode nao ter sido ideal e ndo mimetizar condigbes de
superexpressao, como visto em trabalho de Oinuma e colaboradores (2012), que

poderiam favorecer a obtencao dos resultados esperados

5.3.PRODUCAO DE ANTICORPO MONOCLONAL ANTI-Rnd1

A producédo de um anticorpo monoclonal anti-Rnd1 foi o terceiro objetivo deste
trabalho, ocorrendo paralelamente aos ensaios de pulldown. Para isso foi expressa e
purificada a proteina recombinante a GST-Rnd1. Por causa da fusdo com a etiqueta
GST que possui maior imunogenicidade devido a seu tamanho (~26kDa) e ter origem no
Schistosoma japonicum (HARPER et al. 2013) de modo que tipicamente leva a uma
resposta mais robusta em um hospedeiro mamifero, optamos também pela expressao e
purificagdo do antigeno recombinante 6His-Rnd1. Assim, um segundo grupo foi
imunizado com este antigeno, na intencdo de driblar uma possivel imunogenicidade
dominante do hospedeiro frente a porcdo GST, quando comparada a por¢ao Rnd1 do

mesmo antigeno.
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Na purificagcdo do antigeno recombinante GST-Rnd1 foi possivel observar que
grande parte deste nao ligou-se adequadamente a coluna cromatografica (coluna FNL —
figura 13) de glutationa-sepharose. Isso pode ter ocorrido devido a saturagdo da resina,
visto que sua capacidade de ligagao € de aproximadamente 5mg/ml e utilizamos 500uL
desta matriz cromatografica. Apesar disso e de a proteina Rnd1 possuir caracteristicas
hidrofobicas (NOBES et al., 1998a) consideramos que sua expressao e purificagao foi
satisfatoria. Isto porque ela foi obtida na forma soluvel e seu rendimento nas fracbes
eluidas foi estimado em aproximadamente 3,2 mg/ml, o que é mais do que suficiente
para a imunizagcado dos animais.

Quanto a expressao e purificagdo do antigeno 6His-Rnd1, foi possivel observar
que seu rendimento foi um pouco menor, e com a presenga de alguns contaminantes ou
bandas de degradacgao (figura 15). Porém, ainda assim consideramos satisfatorio para
seguir com a imunizagdo dos animais, visto que a concentragcdo obtida do antigeno
recombinante foi de aproximadamente 1,25 mg/ml.

Apoés a imunizagdo dos animais dos dois grupos, GST-Rnd1 e 6His-Rnd1, seus
soros policlonais foram testados quanto a presenca de anticorpos anti-Rnd1 por reacao
de Western Blot. Na figura 16 (A e B), dos soros dos animais m01 e m02, nao foi
possivel observar a presenca de banda correspondente a altura de Rnd1 no extrato de
células HEK293T transfectadas com HA-Rnd1, apesar de aparecerem em seus controles
positivos (antigeno recombinante). Ja na figura 17, correspondente ao soro do animal
mO03, pode-se observar banda na altura esperada, enquanto que o soro m04 nao
apresentou bons resultados. Desse modo, o animal m03 foi o escolhido para o
procedimento de produgao de anticorpos monoclonais com hibridomas.

Com o objetivo de confirmar a eficiéncia do soro do animal antes de prosseguir
para o procedimento de fusdo, mais dois testes foram realizados. Primeiramente,
utilizando extrato de células HEK293T néo transfectadas, e transfectadas com os
plasmideos pEGFP, pEGFP/Rnd1 pCDNA3/HA-Rnd1 realizou-se reacao de Western
Blot. Foi possivel observar entdo que este possui anticorpos anti-Rnd1, porém a
presenca de forte banda correspondente a Rnd1 enddgena (HEK293T ndo transfectada)
sugere certa inespecificidade, visto que esta € mais intensa do que a presente na reagao

dos extratos com superexpressdo da proteina alvo (figura 18). Além disso, o soro do
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animal m03 obtido em duas ocasides (apds ultima imunizagao — sangramento 1 e no dia
do sacrificio do animal — sangramento 2) foi utilizado em ensaio de ELISA para
comparagdao com soro nao-imune em diferentes diluicdes (grafico 1). Assim, foi
constatado que os soros policlonais eram reativos para a presenga de anticorpos anti-
Rnd1 e que a dilui¢cao limite para a detecg¢ao especifica de 6His-Rnd1 neste ensaio era
de 1:1600.

Com os resultados obtidos em Western Blot e ELISA comprovando a reatividade
do soro do animal m03 para a presenca de anti-Rnd1, partiu-se entdo para a producao
dos hibridomas que consiste na fusdo esplendcitos do animal com células de mieloma
P3X63Ag8.653. Para a varredura dos hibridomas utilizou-se de duas técnicas:
primeiramente ELISA do sobrenadante de 58 pocos da fusdo que foram selecionados
seguindo critérios como aqueles cujas células ocuparam mais da metade da area do
poco sendo visivel a olho nu e mudanga de sua coloragcdo (HARLOW & LANE, 1998).
Em seguida foi realizado Western Blot daqueles cujos valores foram ligeiramente
maiores que o controle negativo. Todavia, todos os 72 pogos testados apresentaram-se
negativos quanto a presenga de anticorpos monoclonais anti-Rnd1. Assim, apesar da
obtencdo de alguns clones secretores de anticorpos reativos para a proteina Rnd1
recombinante, nenhum anticorpo monoclonal produzido reagiu adequadamente com a
Rnd1 produzida em células eucaridticas. Uma possivel explicagdo para tal resultado
pode residir no fato que os epitopos imunologicamente mais relevantes no antigeno
recombinante e presentes durante a fase de varredura por ELISA (6His-Rnd1) ndo

estivessem mais disponiveis no antigeno expresso nas células HEK293 (HA-Rnd1).
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. CONCLUSAO

¢ Nossos dados indicam que a proteina STI1 ao interagir e inativar a GTPases
Rnd1, regula também a atividade de p190RhoGAP, levando a sua inativagao.

e Nao foi possivel concluir o papel de STI1 na atividade de RhoA visto que nas
condicdes testadas os resultados obtidos foram contrarios ao esperado.

e Apesar do soro policlonal do animal imunizado com GST-Rnd1 mostrar-se reativo
para a presenca de anticorpos anti-Rnd1, néo foi possivel produzir anticorpo
monoclonal reativo para Rnd1 expresso por células de mamifero.

e Os animais imunizados com 6His-Rnd1 n&o apresentaram soro policlonal

responsivo para a presenca de anticorpos anti-Rnd1.
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