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RESUMO

As proteinas Rho constituem uma familia de pequenas GTPases monoméricas que
sao reguladoras chave do citoesqueleto. Rho GTPases classicas como RhoA atuam
como switches moleculares, alternando entre um estado inativo de ligagao ao difosfato
de guanosina (GDP) e um estado ativo, de ligagao ao trifosfato de guanosina (GTP).
RhoA é uma proteina ubiquamente expressa e sua atividade tem sido diretamente
associada a uma ampla gama de processos bioldgicos. Ja Rnd1 é uma Rho GTPase
atipica por ser constitutivamente ativa, e tem sido relacionada a regulagao da atividade
de RhoA. E bem estabelecido na literatura que Rnd1 reduz a contratilidade da
actomiosina através da inibicdo de RhoA, via ativacdo da proteina ativadora de
GTPase (GAP) p190RhoGAP. Rnd1 pode ligar-se a diferentes proteinas, sendo uma
destas a proteina STI1. STI1 é reconhecida como uma co-chaperona que age em
conjunto com as chaperonas Hsp70 e Hsp90, promovendo o dobramento correto de
proteinas — sendo essencial a manutencao da proteostase celular. Nosso grupo de
pesquisa demonstrou anteriormente a interacao especifica in vitro entre STI1-Rnd1,
sendo que tal interacéo inibe o colapso do cone de crescimento em células COS-7, e
aumenta a extensao de neuritos em células PC-12. Assim, o presente trabalho teve
por objetivo elucidar se tal interagao proteica € capaz de modular a atividade de RhoA
através da via Rnd1-p190RhoGAP-RhoA. A transfeccdo com polietilenoimina (PEI)
das construcdes utilizadas foi padronizada em células HEK-293T. Para realizar
ensaios pulldown, as proteinas de fusdo GST-RBD e GST-RhoAG14V foram
expressas em bactéria, ligadas a resina Glutationa Sepharose-4B e foi quantificado
quanto de cada proteina fora ligado. Ensaios pulldown de RhoA-GTP foram realizados
utilizando a quimera GST-RBD como bait. Para confirmar a especificidade de ligagao
a forma ativa de RhoA, ensaios de ativacdo de RhoA com Fator de Crescimento
Epidermal (EGF) foram padronizados em células HelLa. Por fim, a atividade de RhoA
foi avaliada via ensaios pulldown em extratos de células HelLa co-transfectadas com
RhoA, STI1 e Rnd1. A co-transfecgdo teve baixa eficiéncia e nao foi possivel
determinar a influéncia da interacdo STI1-Rnd1 sobre a atividade de RhoA. No
entanto, a porcdo de RhoA-GTP parece ser ligeiramente maior no grupo experimental
expressando STI1 e menor em células expressando Rnd1 (quando comparados ao
controle). O entendimento de tal via metabdlica demonstra-se importante pela
perspectiva da relagdo das proteinas estudadas com a oncogénese e a migragao
tumoral. Assim, espera-se que os resultados a obtidos possam colaborar na
construcéo do conhecimento acerca da regulagao do citoesqueleto.

Palavras-chave: Rho GTPases; sinalizagdo celular; STI1; interacdes proteicas;
pulldown.



ABSTRACT

Rho proteins constitute a family of monomeric small GTPases that are key
regulators of the cytoskeleton. Classical Rho GTPases such as RhoA act as molecular
switches, alternating between an inactive guanosine diphosphate (GDP)-binding state
and an active guanosine triphosphate (GTP)-binding state. RhoA is a ubiquitously
expressed protein and its activity has been directly associated with a wide range of
biological processes. Rnd1 is an atypical Rho GTPase as it is constitutively active, and
has been related to the regulation of RhoA activity. It is well established in the literature
that Rnd1 reduces actomyosin contractility through inhibition of RhoA, via activation of
the GTPase-activating protein (GAP) p190RhoGAP. Rnd1 can bind to different
proteins, one of which is the STI1 protein. STI1 is recognized as a co-chaperone that
acts in conjunction with the Hsp70 and Hsp90 chaperones, promoting the correct
folding of proteins — being essential for the maintenance of cellular proteostasis. Our
research group previously demonstrated the specific in vitro interaction between STI1-
Rnd1, with this interaction inhibiting growth cone collapse in COS-7 cells, and
increasing neurite extension in PC-12 cells. Thus, the present work aimed to elucidate
whether such protein interaction is capable of modulating RhoA activity through the
Rnd1-p190RhoGAP-RhoA pathway. Polyethyleneimine (PEI) transfection of the used
constructs was standardized in HEK-293T cells. To perform pulldown assays, GST-
RBD and GST-RhoAG14V fusion proteins were expressed in bacteria, bound to
Glutathione Sepharose-4B resin and how much of each protein was bound was
quantified. RhoA-GTP pulldown assays were performed using the GST-RBD chimera
as bait. To confirm the specific binding to the active form of RhoA, RhoA activation
assays with Epidermal Growth Factor (EGF) were standardized in HeLa cells. Finally,
RhoA activity was assessed via pulldown assays in extracts from Hela cells co-
transfected with RhoA, STI1 and Rnd1. Co-transfection had low efficiency and it was
not possible to determine the influence of the STI1-Rnd1 interaction on RhoA activity.
However, the portion of RhoA-GTP seems to be slightly bigger in the experimental
group expressing STI1 and smaller in cells expressing Rnd1 (when compared to the
control). Understanding this metabolic pathway is important from the perspective of the
relationship between the studied proteins with oncogenesis and tumor migration. Thus,
it is expected that the results obtained will contribute to the construction of knowledge
about the regulation of the cytoskeleton.

Keywords: RhoGTPases; cell signaling; STI1; protein interactions; pulldown.
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1 INTRODUGCAO

O citoesqueleto € uma estrutura extremamente importante a estruturacao e
ao funcionamento celular adequado, sendo essencial a diversos processos da biologia
celular (HOHMANN, 2019). As proteinas que o constituem formam uma rede
complexa, altamente estruturada e dindmica, que possui a capacidade de responder
a estimulos intra e extracelulares (GAO, 2022). A malha do citoesqueleto é constituida
através da polimerizacdo e despolimerizacdo de suas principais proteinas
componentes, assim como pela interacéo entre estas (PAAVILAINEN, 2004).

Tais processos sao regulados por diversas proteinas e moléculas acessorias,
e culminam na formacgao de estruturas organizadas e funcionais (HOHMANN, 2019).
Em enfermidades como o cancer, o descontrole da migragao celular em células
cancerigenas leva a invaséo de tecidos adjacentes e da vasculatura, e, por fim, a
metastase (HALL, 2009).

As proteinas Rho constituem uma familia de GTPases monoméricas
reguladoras cruciais do citoesqueleto. Tal familia possui até o momento 20 membros
identificados em humanos, e seus integrantes podem ser classificados ainda em
classicos e atipicos (MOULY, 2019). As Rho GTPases classicas como RhoA atuam
como interruptores moleculares, alternando entre um estado inativo de ligacdo GDP e
um estado ativo, de ligacao ao GTP. Quando ativas, as Rho GTPases se associam as
membranas e interagem seletivamente com proteinas efetoras e outras proteinas de
scaffolding, estimulando uma ampla gama de processos biolégicos (PHUYAL, 2019).

Entre as proteinas Rho classicas, uma das mais estudadas e conservadas
entre os organismos € RhoA. Sendo uma proteina de expressao ubiqua, a RhoA
humana possui aproximadamente 22 kDa, sendo responsavel pela ativagdo de
proteinas como as quinases associadas a Rho (ROCKs), LIM quinases (LIMKs) e
mDia1 (HOHMANN, 2019; LESSEY, 2012). Assim, a atividade de RhoA tem sido
diretamente associada a formacao, maturacéo e regulagao de estruturas como fibras
de estresse, adesbes focais e protrusbes de membrana (HEASMAN, 2008;
PELLEGRIN, 2007).

No contexto do cancer, RhoA geralmente aparece superexpressa (HAGA,
2016). As mutagdes em RHOA, presentes em diferentes tipos de cancer, acumulam-
se em regides importantes para a interacao com reguladores e efetores, alterando o

interatoma de RhoA. Isso prejudica algumas interagdes enquanto favorece outras, o
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que leva a sinalizagao diferencial de RhoA em células mutantes no gene RHOA
(CROSAS-MOLIST, 2022). Medicamentos que visam efetores a jusante de RhoA,
como ROCK, estao sob investigacdo para potenciais usos como terapias contra o
cancer.

A Rnd1 humana é uma proteina de aproximadamente 26 kDa, e sendo uma
proteina Rho atipica, difere de outros membros da familia proteica por possuir uma
atividade GTPasica muito baixa — ou seja, se encontra constitutivamente ligada ao
GTP (MOULY, 2019). Rnd1 ativa encontra-se associada a membrana plasmatica, em
dominios conhecidos como lipid rafts e tem sido relacionada na literatura a regulacao
da atividade de RhoA - e, portanto, a plasticidade do citoesqueleto. O primeiro efeito
celular promovido por Rnd1 relatado foi sobre a morfologia celular, pois a
superexpressao de Rnd1 em fibroblastos resulta em um fenétipo celular arredondado
(NOBES, 1998).

O primeiro mecanismo descrito para explicar como Rnd1 reduz a
contratilidade da actomiosina é através da inibicao de RhoA (WENNERBERG, 2003).
A ligagao de Rnd1 a outras proteinas efetoras ja foi demonstrada, revelando outros
aspectos da sua fungao em relacéo ao citoesqueleto. Uma das proteinas com a qual
Rnd1 pode interagir € STI1, sendo que tal interacédo inibe o colapso do cone de
crescimento induzido pela interacdo Rnd1-Plexina A1 em células COS-7, e aumenta
a extensao de neuritos em células PC-12 (DE SOUZA, 2014).

Assim como RhoA e outras GTPases (BUSTELO, 2018), a expressao dos
transcritos RND1 € alterada em canceres. As alteracdes da expressdo de RND1 em
tumores sugerem um papel potencial de RND1 na oncogénese. No tecido mamario, a
perda de RND1 induz tumorigénese em células epiteliais mamarias (OKADA, 2015).
Em contrapartida, a reintrodugcdo do gene RND1 em células tumorais mamarias
retarda o crescimento tumoral (OKADA, 2015).

Em células de carcinoma hepatocelular a deplecdo de RND1 causa transigao
epitélio-mesenquimal através da ativagao de RhoA (QIN, 2018). No que diz respeito
ao papel de RND1 na proliferacdo e migracao de células tumorais, os resultados
parecem depender do tipo de tumor (MOULY, 2019). Em células de carcinoma
hepatocelular, o aumento da invasao induzida pela deplecédo de RND1 é mediada pela
ativacao de RhoA (QIN, 2018). RND1 também foi descrito como um fator progndstico
de sobrevivéncia para pacientes com cancer de mama negativo para receptor de
estrogénio (OKADA, 2015), com carcinoma hepatocelular (QIN, 2018; KOMATSU,
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2017) ou glioblastoma (BOYRIE, 2018). Nestes tumores, uma expressao fraca de
RND1 esta correlacionada com um mau prognéstico.

A proteina induzivel por estresse (STI1), € uma co-chaperona expressa na
maior parte dos tecidos. Em conjunto com as chaperonas Hsp70 e Hsp90, ela
promovendo o dobramento correto de proteinas — sendo essencial a manutencéo da
homeostase e da proteostase celular (DA FONSECA, 2020). A STI1 humana € uma
proteina de 543 aminoacidos com uma massa molecular de aproximadamente 62.6
kDa (HONORE, 1992).

Além do citosol e do nucleo, a localizagdo subcelular de STI1 também ja foi
descrita no complexo de Golgi (HONORE, 1992) e na membrana celular (ZANATA,
2002b). O papel do complexo HSP70/HSP90/STI1 €& importante em doencgas
neurodegenerativas e quando comprometida sua funcionalidade, é possivel verificar
o acumulo de fibrilas amildides (LACKIE, 2017).

Ademais, varios estudos ja apontaram STI1 como um biomarcador de cancer —
tanto para o diagnéstico quanto para o progndstico da doencga (LUO, 2018; ZHANG,
2018; BAINDUR-HUDSON, 2015; ERLICH, 2007) — e existem evidéncias crescentes
que ligam tal proteina a migragao celular, e portanto, a regulagao do citoesqueleto de
actina (YIN, 2019; WILLMER, 2013; TSAI, 2012). Sendo assim, STI1 parece ser um

fator relevante na tumorigénese e na invasividade de canceres.

1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo geral

Elucidar se a interagao proteica STI1-Rnd1 possui efeito modulatério sobre a

atividade da proteina RhoA.

1.1.2 Objetivos especificos

e Expressar proteinas de fusao bait, acopla-las a resina Glutationa Sepharose 4B
e quantificar quanta proteina fora acoplada;

e Padronizar a transfeccdo com polietilenoimina dos vetores utilizados em células
HEK-293T,;

e Validar e padronizar a diluigdo de anticorpos para deteccéo via Western blotting;



20

e Validar o pulldown da forma ativa de RhoA, avaliando a especificidade de
interacdo da construcdo GST-RBD via ensaios de ativacao de RhoA em células
Hela;

e Avaliar a atividade de RhoA em células HelLa co-transfectadas com RhoA, STI1
e Rnd1.

1.1.3 JUSTIFICATIVA

Nosso grupo de pesquisa demonstrou a interagdo especifica in vitro entre
STI1 e Rnd1, e ja é bem estabelecido na literatura que Rnd1 diminui a atividade de
RhoA. Considerando que as expressdes de tais proteinas e seus respectivos
transcritos estao alteradas em diferentes tipos de cancer, e ainda que, RhoA possui
papeis relevantes na oncogénese, progressdo e disseminacdo do cancer; a
compreensao da regulagao do citoesqueleto por tais proteinas é de suma importancia.
Entende-se que a elucidagédo da via metabdlica investigada possibilitara a definicao
de potenciais alvos terapéuticos e biomarcadores do cancer, tanto para o diagnostico

quanto para o prognostico.

2 REVISAO DE LITERATURA

O citoesqueleto € uma estrutura extremamente importante a estruturacao e
ao funcionamento celular adequado. Este tem como principais componentes os
microfilamentos de actina, microtubulos, filamentos intermediarios e septinas (TANG,
2017; MOSTOWY, 2012). Sendo vital em diversos processos chave da biologia da
célula, o citoesqueleto é responsavel por conferir a esta sua morfologia, promover a
migracao celular, a citocinese, a organizacdo de componentes e organelas
intracelularmente, e permitir a aderéncia a matriz extracelular (HOHMANN, 2019).

As proteinas que o constituem formam uma rede complexa, altamente
estruturada e dindmica, que é capaz de responder a estimulos intra e extracelulares.
Esta caracteristica permite ndo sé a comunicagéao intercelular, mas garante também
a adaptabilidade necessaria a sobrevivéncia da célula (GAO, 2022; HOHMANN,
2019). A malha do citoesqueleto €&  constituida através  da
polimerizagao/despolimerizacdo de suas principais proteinas componentes, assim

como pela interagao entre estas (PAAVILAINEN, 2004). Tais processos sao regulados
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por diversas proteinas e moléculas acessorias, e culminam na formacao de estruturas
organizadas e funcionais como lamelipodios, filopddios, fibras de estresse, adesdes
focais e o coértex celular (HOHMANN, 2019).

FIGURA 1 - ESQUEMA REPRESENTATIVO DA MALHA FORMADA PELO CITOESQUELETO
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FONTE: Hohmann (2019).

LEGENDA: Estruturas organizacionais de actina, microtubulos e filamentos intermediarios
dentro de uma célula e suas interagdes fisicas. Estédo destacadas estruturas organizadas e funcionais
como lamelipédios, filopddios, fibras de estresse, adesdes focais e o cortex de actina. Notavelmente,
as trés classes de proteinas que compdem o citoesqueleto interagem diretamente umas com as outras.
Azul = filamentos de actina antiparalelos (contrateis); Laranja = filamentos de actina agrupados
paralelamente entre si; Roxo = microtubulos; Verde = filamentos intermediarios; Vermelho = filamentos
de actina agrupados em conformagéao dendritica.

Dentre os componentes do citoesqueleto, a actina € um dos mais estudados
pela sua importancia em fendbmenos celulares como a citocinese, migracéo e a

endocitose. Em organismos multicelulares, o citoesqueleto de actina também gera a
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forga necessaria para diferentes processos de morfogénese, como o dobramento de
epitélios e a navegacédo axonal (MCCORMICK, 2020; PANTALONI, 2001). Ja em
enfermidades como o cancer, o descontrole da migracdo celular em células
cancerigenas leva a invasao de tecidos adjacentes e da vasculatura, e, por fim, a
metastase (HALL, 2009).

As proteinas associadas a actina atuam sobre a G-actina e a F-actina
regulando suas dinamicas e arquiteturas e, em ultima instancia, controlam as
estruturas e os processos celulares pelos quais o citoesqueleto de actina é
responsavel. As proteinas de ligacédo a actina podem ser consideradas um subgrupo
dentre as proteinas associadas a actina. Proteinas que se ligam a F-actina controlam
a nucleacéao, polimerizagao/despolimerizagdo e o crosslinking dos microfilamentos,
enquanto as proteinas de ligagdo a G-actina regulam o tamanho, localizagéo e a
dinamica do grande pool de actina monomérica nas células (GAO, 2022; POLLARD,
2016). Portanto, sob a perspectiva da importancia das proteinas associadas a actina,
a presente pesquisa visa elucidar os efeitos moleculares e morfoldgicos de interagdes

entre proteinas de tal classe.

2.1 PROTEINAS Rho E RhoA

As proteinas Rho constituem uma familia de pequenas GTPases
monomeéricas (20-30 kDa) que sao reguladoras chave do citoesqueleto de actina. Tal
familia possui até o momento 20 membros identificados em humanos, e seus
integrantes podem ser classificados ainda em classicos e atipicos (MOULY, 2019). As
Rho GTPases classicas como RhoA, Cdc42 e Rac1, atuam como switches
moleculares, alternando entre um estado inativo de ligacao ao difosfato de guanosina
(GDP) e um estado ativo, de ligagao ao trifosfato de guanosina (GTP).

A ligacao de um sinal extracelular a um receptor na superficie externa da
membrana celular muda a conformacéo de tal receptor, levando a ativacao intracelular
das proteinas Rho. Tal sinal pode ser um ligante de um receptor acoplado a proteina
G, um fator de crescimento que se liga a um receptor tirosina-quinase, ou ainda, uma
proteina da matriz extracelular ligante de dada integrina (CROSAS-MOLIST, 2022).
Quando ativas, as Rho GTPases se associam as membranas e interagem
seletivamente com efetores a jusante e outras proteinas de scaffolding, estimulando

uma ampla gama de processos biolégicos, que incluem: reorganizagdo do
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citoesqueleto de actina, regulagcdo do trafego de membranas, motilidade celular,
desenvolvimento neuronal, divisdo celular e adesdo (PHUYAL, 2019; HEASMAN,
2008).

O ciclo de ligacao a GDP/GTP depende de trés conjuntos de proteinas: fatores
de troca de nucleotideo guanina (GEFs), proteinas ativadoras de GTPase (GAPs) e
inibidores de dissociagado de nucleotideo guanina (GDIs). Os GEFs facilitam a troca
de GDP por GTP, enquanto as GAPs promovem a hidrélise de GTP em GDP através
da estimulagao da atividade GTPasica intrinseca das proteinas Rho classicas. Ja os
GDls, por sua vez, sédo fatores que interagem com as Rho-GDP cobrindo o grupo
geranilgeranil presente no C-terminal destas, e formam um complexo Rho-GDP-GDI
estavel no citosol (PHUYAL, 2019; LESSEY, 2012).

FIGURA 2 - RESUMO DO CICLO DE ATIVACAO E DESATIVACAO DE RhoGTPases
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FONTE: Crosas-Molist et al (2022).

LEGENDA: llustracéo do ciclo de ativagéo e desativagdo de uma proteina Rho classica. Apés
um ligante extracelular ativar seu respectivo receptor, a conformacgéo da porgao intracelular do receptor
¢é alterada e um GEF interage com tal porg¢éo, sendo ativado. O GEF ativa uma RhoGTPase associada
a membrana, estimulando a troca de GDP por GTP. A GTPase ativada interage com um efetor a jusante
e em seguida uma GAP liga-se a ela. A GAP estimula a atividade GTPasica de Rho, e esta hidrolisa
GTP. A proteina pode ainda ser sequestrada no citosol por uma GDI, inibindo sua associagédo a
membrana. Cadherin = caderina; Cell membrane = membrana celular; Cytoplasm = citoplasma;



24

Extracellular space = espago extracelular; GPCR = receptor acoplado a proteina G; Integrin = integrina;
RTK = receptor tirosina quinase.

Entre as proteinas Rho classicas, uma das mais estudadas e conservadas
entre os organismos é RhoA. A RhoA humana é uma proteina ubiquamente expressa
de aproximadamente 22 kDa, sendo responsavel pela ativagao de proteinas como as
quinases associadas a Rho (ROCKs), LIM quinases (LIMKs) e mDia1 (HOHMANN,
2019; LESSEY, 2012). As proteinas efetoras geralmente sao ativadas por mudancgas
conformacionais, desestruturando conformacdes autoinibitérias e expondo novos
dominios funcionais — permitindo a ligagao as proteinas subsequentes das respectivas
vias (BISHOP, 2000).

Em linhas gerais, a ativagcdo de ROCKs promove a atividade da miosina Il,
através do aumento do nivel de fosforilacdo da cadeia leve reguladora da miosina
(MLC). A fosforilacdo da MLC promove a montagem da miosina Il em filamentos
bipolares, e aumenta a atividade ATPasica da miosina. Juntos, esses efeitos
aumentam a forga contratil gerada pela miosina Il sobre os filamentos de actina
(AMANO, 2010; NARUMIYA, 2009).

As ROCKs ativadas também fosforilam e ativam as LIMKSs. Estas, por sua vez,
fosforilam as cofilinas e inibem o0 mecanismo de quebra de F-actina destas. Por meio
da inibicdo de tal atividade das cofilinas, a estabilidade dos filamentos de actina é
aumentada. Ja a ativacao do fator de nucleagdo mDia1 por RhoA, estimula a
polimerizagao de microfilamentos de actina. Assim, a atividade de RhoA tem sido
diretamente associada a formacgao, maturacao e regulagao de estruturas como fibras
de estresse, adesdes focais e protrusdes de membrana (HEASMAN, 2008;
PELLEGRIN, 2007).
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FIGURA 3 - SINALIZAGAO DE RhoA SOBRE ALGUMAS PROTEINAS EFETORAS
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FONTE: Lessey et al (2012).

LEGENDA: RhoA ativa interage com proteinas efetoras para levar a contratilidade da
actomiosina e estabilizacdo da actina filamentosa. As ROCKs sinalizam através de fosforilagdo da
cadeia leve da miosina e das LIM quinases, aumentando a atividade da miosina Il e a estabilizagao da
F-actina, respectivamente. RhoA ativada também interage com a formina mDia, que nucleia a
polimerizagao de actina. Cofilin = cofilina; LIM Kinase = LIM quinase; MLC = cadeia leve da miosina;
MLC phosphatase = fosfatase da cadeia leve da miosina; Pi = fosfato inorganico; ROCK = quinase
associada a Rho.

No contexto do cancer, RhoA geralmente aparece superexpressa em vez de
ter sua expressao regulada negativamente (HAGA, 2016; DEL PULGAR, 2005). As
mutacdes em RHOA, presentes em diferentes tipos de cancer, acumulam-se em
regides importantes para a interagdo com reguladores e efetores, alterando a
capacidade de RhoA interagir com estas proteinas. Isso prejudica algumas interagdes
enquanto favorece outras, o que leva a sinalizagao diferencial de RhoA em células
mutantes no gene RHOA (CROSAS-MOLIST, 2022).

RHOA esta mutado em 15-25% dos carcinomas gastricos difusos estudados,
sendo Y42C a substituicio mais comum (THE CANCER GENOME ATLAS
RESEARCH NETWORK, 2014). Mutantes expressando RhoAY42C escaparam da
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apoptose por anoikis e promoveram a formagao de colénias organoides intestinais,
independentemente do tratamento com Y27632 (WANG, 2014). O farmaco Y27632
inibe ROCK e PKN (proteina quinase N), entre outras quinases. Estudos seminais
demonstraram que a mutagao Y42C prejudica a ligacao de RhoA a PKN, mas ainda
permite a ligac&o a outros efetores, incluindo ROCK1 e mDIA2 (SAHAI, 1998).

Comumente, a atividade de RhoA é medida através da ligac&o a sua proteina
efetora Rhotekina in vitro (REN, 1999). A proteina mutante RhoAY42C apresentou
ligacao reduzida ao dominio de ligagdo a Rho da Rhotekina (RBD) em ensaios
pulldown (WANG, 2014). No carcinoma gastrico difuso, as mutacdées em RhoA sao
geralmente concomitantes com a perda das mutag¢des em E-caderina ou P53 (WANG,
2014). RhoAY42C cooperou com a perda do supressor de tumor E-caderina,
induzindo cancer gastrico difuso em um modelo murino, fornecendo validacédo de que
RHOAY42C possa ser um oncogene (ZHANG, 2020).

RhoAY42C poderia direcionar sinais para fungbdes pré-tumorigénicas
especificas dirigidas por ROCK nesses canceres, sendo que a mutacdo Y42C
aumentou a estabilidade proteica de RhoA (LIU, 2019). RhoAY42C exibe hidrdlise de
GTP reduzida e um aumento de interacdo com seu efetor ROCK, enquanto a
capacidade de se ligar a GEFs ou GDIs permanece inalterada (ZHANG, 2020).

Tais dados indicam que os ensaios pulldown utilizando RBD podem n&o medir
com precisdo a atividade de RhoAY42C e que, em células cancerigenas, a
cooperagao com outras vias e a sinalizagdo preferencial ainda precisam ser
totalmente compreendidas. Medicamentos que visam efetores a jusante de RhoA,
como ROCK, estdo sob investigagdo para potenciais usos como terapias contra o
cancer (CROSAS-MOLIST, 2022).

2.2 UMA PROTEINA Rho ATIPICA: Rnd1 E SEUS VARIOS LIGANTES

As proteinas Rho atipicas como Rnd1 diferem de outros membros da familia
proteica por possuirem uma atividade GTPasica muito baixa e, portanto, estarem
constitutivamente ligadas ao GTP. Rnd1 ativa encontra-se associada a membrana
plasmatica, em dominios conhecidos como lipid rafts. Isso ocorre devido a sequéncia
KERRA de aminoacidos em sua por¢cdao N-terminal e a sua farnesilagdo na
extremidade C-terminal (OINUMA, 2012). Portanto, a atividade de Rnd1 parece ser
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mais dependente de mecanismos de regulagdo epigenéticos, transcricionais, pos-
transcricionais e pos-traducionais do que da troca de GDP/GTP (RIOU, 2010).

A Rnd1 humana é uma proteina de aproximadamente 26 kDa, e tem sido
relacionada na literatura a regulagao da atividade de RhoA — e, portanto, a plasticidade
do citoesqueleto (MOULY, 2019). O primeiro efeito celular promovido por Rnd1
descrito foi sobre a morfologia celular, devido a redugdo de contratibilidade da
actomiosina. A expressao de Rnd1 induz a perda de fibras de estresse e de adesbes
focais, estruturas que auxiliam na ancoragem de células a matriz extracelular.
Consequentemente, as células tendem a se contrair. Tal observacéo deu origem ao
nome da subfamilia, sendo “Rnd” vindo de “redondo” (round), pois a superexpressao
de Rnd1 e Rnd3 em fibroblastos resulta em um fendétipo celular arredondado (NOBES,
1998).

O primeiro mecanismo descrito para explicar como Rnd1 reduz a
contratilidade da actomiosina é através da inibicdo de RhoA. Rnd1 liga-se ao dominio
central de p190RhoGAP, uma das principais GAPs responsaveis pela regulacao da
atividade de RhoA. Essa interacdo aumenta a atividade GAP de p190 sobre RhoA,
resultando na diminuicdo da atividade desta e, assim, inibindo a formacao de fibras
de estresse (WENNERBERG, 2003). Como um mecanismo regulatorio, a proteina
ROCK1 pode fosforilar p190RhoGAP, o que diminui a ligagdo desta a Rnd1, evitando
assim o efeito inibitério de Rnd1 em RhoA (MORI, 2009).

FIGURA 4 - COMO Rnd1 ANTAGONIZA A ATIVIDADE DE RhoA ATRAVES DE p190RhoGAP

Cell Membrane

FONTE: Adaptado de Mouly et al (2019).

LEGENDA: Ao se ligar ao dominio central de p190RhoGAP, Rnd1 estimula a atividade GAP
de p190 sobre RhoA, resultando na hidrélise de GTP em GDP e, consequentemente, na inativagéo de
RhoA. Cell membrane = membrana celular.
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A ligacdo de Rnd1 a outras proteinas efetoras ja foi demonstrada, revelando
outros aspectos da sua funcdo em relagcao ao citoesqueleto. A proteina esta envolvida
na regulacao da polaridade neuronal, tanto por mecanismos dependentes de plexina
quanto por vias independentes (MOULY, 2019). Rnd1 é capaz de interagir com
diferentes tipos de plexinas, que sdo receptores para as moléculas guia semaforinas.

Dependendo do tipo de molécula efetora que se liga a Rnd1, esta ativa ou
diminui a extens&do de neuritos, e induz ou inibe o colapso do cone de crescimento
(YUKAWA, 2010; HARADA, 2005; OINUMA, 2003; ZANATA, 2002a). Uma das
proteinas com a qual Rnd1 pode interagir € STI1, sendo que tal interagcéo inibe o
colapso do cone de crescimento induzido pela interacdo Rnd1-Plexina A1 em células
COS-7, e aumenta a extensao de neuritos em células PC-12 (DE SOUZA, 2014).

FIGURA 5 - Rnd1 ESTA ENVOLVIDA NA FORMACAO DE CONEXOES NERVOSAS

1 Growth cone collapse
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FONTE: Adaptado de Mouly et al (2019).

LEGENDA: (A) Mecanismos moleculares dependentes de Plexina. 1: A interagdo de Rnd1
com a Plexina A1 estimula a atividade R-Ras GTPase desta, levando ao colapso do cone de
crescimento. Esse efeito ocorre mesmo na auséncia de um sinal de semaforina. Essa interagéo pode
ser inibida por RhoD, que se liga a Plexina no mesmo sitio de ligagdo que Rnd1. 2: Apds estimulagao
por Semaforina 4D (Sema4D), a interagdo de Rnd1 com a Plexina B1 estimula sua atividade R-Ras
GTPase e sua ligagdo com PDZ-RhoGEF, resultando na inibicdo de R-Ras e na ativagdo de RhoA,
respectivamente. Esses mecanismos contribuem para o colapso do cone de crescimento e a retragéo
do neurito. (B) Mecanismos independentes de plexina. A interagdo de Rnd1 com STI1 inibe o colapso
do cone de crescimento induzida pela associagdo Rnd1-Plexina A1 e aumenta a extensao de neuritos.

Assim como RhoA e outras GTPases, a expressao dos transcritos RND1 é
alterada em céanceres (BUSTELO, 2018). RND1 esta diminuido nos subtipos mais
agressivos de cancer de mama (receptor de estrogénio negativo, triplo negativo e
basal) (OKADA, 2015), no carcinoma hepatocelular (QIN, 2018; KOMATSU, 2017) e
no glioma de alto grau (BOYRIE, 2018; CLARKE, 2015). Além disso, a expressao de

Rnd1 é menor nos estagios avancados (grau Ill/IV) do que nos estagios iniciais (grau
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I/ll) de carcinoma hepatocelular (KOMATSU, 2017) e glioma (CLARKE, 2015). Por
outro lado, os transcritos RND1 estdo aumentados em estagios iniciais de tumores de
mama (JIANG, 2003), em linhas celulares de cancer gastrico (NISHIGAKI, 2005) e em
carcinoma espinocelular de eséfago (XIANG, 2016).

As alteragdes da expressao de RND1 em tumores e uma analise in silico que
identificou RND1 como gene supressor de tumor (CHEN, 2018), sugerem um papel
potencial de RND1 na oncogénese. No tecido mamario, a perda de RND1 induz
tumorigénese em células epiteliais mamarias (OKADA, 2015). Em contrapartida, a
reintroducédo do gene RND1 em células tumorais mamarias retarda o crescimento do
tumor (OKADA, 2015). A perda de RND1 em células epiteliais mamarias também
contribui para a progressao tumoral através de: (I) inducdo de células a transicao
epitélio-mesenquimal (EMT), (Il) inducao de proliferacao, e (lll) indugao de capacidade
de migrar e metastatizar. Estes efeitos de progressao tumoral induzidos pela deple¢ao
de RND1 s&do mediados através da ativagao das vias Ras e MAPK (OKADA, 2015).

Em células de carcinoma hepatocelular a deplecédo de RND1 também causa
EMT, mas neste caso através da ativacdo de RhoA (QIN, 2018). Em células
iniciadoras de glioblastoma, a expressdo de RND1 esta inversamente correlacionada
com a expressao de genes mesenquimais, como TWIST1, SNAI1 e SNAI2 (BOYRIE,
2018), sugerindo que RND1 bloqueia o fenétipo mesenquimal. No que diz respeito ao
papel de RND1 na proliferagao e migracao de células tumorais, os resultados parecem
depender do tipo de tumor. A deplecdo de RND1 induz a proliferacdo em carcinoma
hepatocelular (KOMATSU, 2017), enquanto diminui a mesma em carcinoma
espinocelular do eséfago (XIANG, 2016).

O silenciamento de RND1 aumenta a migragao in vitro e a invasao de células
iniciadoras de glioblastoma (BOYRIE, 2018) e células de carcinoma hepatocelular
(QIN, 2018; KOMATSU, 2017). Em células de carcinoma hepatocelular, o aumento da
invasao induzida pela deplegdo de RND1 é mediada pela ativagdo de RhoA (QIN,
2018). RND1 também foi descrito como um fator progndstico de sobrevivéncia para
pacientes com cancer de mama negativo para receptor de estrogénio (OKADA, 2015),
com carcinoma hepatocelular (QIN, 2018; KOMATSU, 2017) ou glioblastoma
(BOYRIE, 2018). Nestes tumores, uma expressao fraca de RND1 esta correlacionada

com um mau prognaostico.
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2.3 STHM: MUITO MAIS QUE UMA CO-CHAPERONA

A proteina induzivel por estresse (STI1), também conhecida por proteina
organizadora de Hsp70-Hsp90 (Hop), € uma co-chaperona expressa na maioria dos
tecidos. Ela age em conjunto com as chaperonas Hsp70 e Hsp90 promovendo o
dobramento correto de proteinas — sendo essencial a manutencdo da homeostase e
da proteostase celular (BHATTACHARYA, 2021; DA FONSECA, 2020). Tendo sido
descrita primeiramente como uma proteina relacionada ao estresse térmico em
Saccharomyces cerevisiae (NICOLET, 1989), a Hop humana é uma proteina de 543
aminoacidos com uma massa molecular de aproximadamente 62.6 kDa (HONORE,
1992).

A anadlise das sequéncias proteicas de STI1/Hop murina (mSTI1) e sua
ortdloga humana revelou que estas possuem identidade de 97.4% e similaridade de
98.9% (BECKLEY, 2020). O estudo de Longshaw et al (2000) apontou dois sitios
possiveis de fosforilacdo da STI1 murina (serina 189 e treonina 198), fosforilados pela
caseina quinase Il e pela quinase dependente de ciclina 1, respectivamente. Outra
publicagdo do mesmo grupo demonstrou que a fosforilagdo de S189 promove a
localizacdo nuclear da proteina, enquanto a fosforilacdo em T198 faz com que esta
permaneca no citosol (LONGSHAW, 2004). Sendo estas quinases especificas de
certas fases do ciclo celular, levanta-se a possibilidade de que a localizagao e a fungéo
de STI1 dependam da fase do ciclo celular. Curiosamente, os sitios de fosforilagéo da
STI1 humana parecem ser conservados em relacdo aos da mSTI1 — ainda que as
funcdes de tais sitios ndo tenham sido descritas para a proteina humana.

Além do citosol e do nucleo, a localizagdo subcelular de STI1 também ja foi
descrita no complexo de Golgi (HONORE, 1992) e na membrana celular (ZANATA,
2002b). Astrécitos e células da glia secretam STI1 como um ligante neurotrdfico,
desencadeando a sinalizagdo através da proteina prion (PrP€) em neurdnios e
promovendo efeitos neuroprotetores (LACKIE, 2017; LIMA, 2007; ZANATA 2002b). O
papel do complexo HSP70/HSP90/STI1 também ¢é importante em doencas
neurodegenerativas, considerando sua fungao na homeostase e proteostase tecidual.
Quando comprometido seu desempenho, é possivel verificar o acumulo de fibrilas
amildides (LACKIE, 2017).

Diversos estudos também ja apontaram STI1 como um biomarcador de cancer

— tanto para o diagndstico quanto para o prognostico da doenga. Tal proteina tem altos
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niveis de expressdo em diferentes tipos de cancer, como carcinomas, cancer
colorretal, gastrico, oral, cerebral e de ovarios (LUO, 2018; ZHANG, 2018; BAINDUR-
HUDSON, 2015; ERLICH, 2007). A superexpressao de STI1 tem sido correlacionada
a progressao tumoral (ZHAI, 2018; HAMBARDZUMYAN, 2016; TSAI, 2012), e o
knockdown/knockout de tal proteina em diferentes células cancerigenas interfere em
varias vias de sinalizagdo, resultando em menor migracdo e proliferagdo celular
(WANG, 2020; YIN, 2019; CHEN, 2017). Portanto, STI1 parece ser um fator
importante na tumorigénese e invasividade de canceres.

Assim, existem evidéncias crescentes que ligam STI1 a migracdo celular, e
consequentemente, a regulagdo do citoesqueleto de actina (YIN, 2019; WILLMER,
2013; TSAI, 2012). No trabalho de 2020 publicado por Beckley e colaboradores, foi
caracterizado que mSTI1 interage com a F-actina através dos dominios TPR2A e
TPR2B. Neste mesmo estudo, foi caracterizado que o knockdown (utilizando
silenciamento por shRNA) e o knockout do gene de STI1 alteraram os niveis de
profilina, cofilina e F-actina nos modelos celulares utilizados. Em relagdo aos
respectivos controles, os niveis de cofilina foram aumentados, enquanto os de profilina
e F-actina diminuiram. Efeitos morfolégicos também foram observados em células

HEK-293T que tiveram seus niveis de STI1 diminuidos por knockdown.

FIGURA 6 - ILUSTRACAO DA VIA DE SINALIZACAO INVESTIGADA

Polimerizacio Atividade
de actina tiosinall

Quebra de
actina

FONTE: O autor (2024).
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LEGENDA: Rnd1 quando ativa (associada a lipid rafts) liga-se ao dominio central de
p190RhoGAP, aumentando a atividade GAP desta sobre RhoA. A atividade de GTPase intrinseca de
RhoA é estimulada e esta hidrolisa GTP em GDP + Pi, tornando-se inativa. Assim, RhoA-GDP néo se
liga as proteinas efetoras (exemplificadas na imagem por mDia e ROCK) e ndo as ativa. Isso tem por
consequéncias as diminuigdes de polimerizagao de F-actina, da contratilidade de actomiosina e o
aumento da quebra de F-actina. O presente trabalho teve por objetivo investigar o efeito da interacéo
STI1-Rnd1 na via de sinalizagc&o descrita. MP = membrana plasmatica; Pi = fosfato inorganico.

3 MATERIAIS E METODOS
3.1 ANTICORPOS E CONSTRUCOES UTILIZADAS
Foram realizados experimentos de padronizagao das diluicbes a serem

utilizadas dos anticorpos para detecgao via Western blotting. Os anticorpos testados
estao identificados na TABELA 1.

TABELA 1 - ANTICORPOS UTILIZADOS

Cédigo de
Especificidade Isotipo Animal de origem Fornecedor i
catalogo
c-Myc Policlonal Coelho Sigma-Aldrich C3956
Doacéao Instituto
GFP Policlonal Coelho
Carlos Chagas -
Laboratorio de
GST-Rnd1 Policlonal Coelho -
Neurobiologia
Laboratorio de
sHis-Rnd1 Policlonal Coelho -
Neurobiologia
IgG de camundongo Policlonal Bode Promega w402B
IgG de coelho Policlonal Bode Sigma-Aldrich A0545
Santa Cruz
RhoA 1gG1 Camundongo ] sc-418 (26C4)
Biotechnology
Laboratdrio de
Rnd1 1gG Coelho -
Neurobiologia
YPYDVPDYA (tag HA) gG+ Camundongo BioLegend 901502
Santa Cruz
YPYDVPDYA (tag HA) IgG Coelho ) sc-805 (Y-11)
Biotechnology

FONTE: O autor (2024).

O vetor vazio e as construcdes utilizadas nos experimentos realizados estao
descritas na TABELA 2.
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TABELA 2 - VETOR E CONSTRUGOES UTILIZADAS

Sitio de
Construcao Vetor Inserto . _
insercao
pBK-CMV-EGFP- pBK-CMV cDNA RhoA murina + tag EGFP Informacao
mRhoA (Stratagene) N-terminal indisponivel
pBK-CMV-c-Myc- pBK-CMV cDNA RhoA murina + tag c-Myc Informacao
RhoA (Stratagene) N-terminal indisponivel
pcDNA 3.1 (-)
pcDNA 3.1 (-) ) - -
(Invitrogen)
cDNA Rnd1 humana + fag HA .
pcDNA3-HA-Rnd1 pcDNAS (Invitrogen) ] Hind Il - EcoRlI
N-terminal
pEGFP-C1 -contém cDNA STI1 murina (tag N-
pEGFP-C1-mSTI1 Kpnl - Sal |
tag EGFP (Clontech) terminal)
pGEX-4T-2-RBD - cDNA equivalente aos
pGEX-4T-2-RBD contém tag GST aminoacidos 2-89 da Rhotekina | BamHI - EcoRI
(Pharmacia Biotech) murina (tag N-terminal)
pGEX-4T-2-RBD - cDNA RhoA humana com
pGEX-4T-2- ] o o
contém tag GST substituicdo da glicina do cédon BamHI - Notl
RhoAG14V . ]
(Pharmacia Biotech) 14 por valina (tag N-terminal)
pRKS5 - contém fag c- cDNA RhoA humana (tag N-
pRK5-c-Myc-RhoA . BamHI - EcoRl
Myc terminal)

FONTE: O autor (2024)

As construgbes pBK-CMV-EGFP-mRhoA e pBK-CMV-c-Myc-RhoA foram
gentiimente doadas pelo Prof. Dr. Andreas Puschel do Laboratério de Mecanismos
Celulares de Diferenciagao Neuronal, Universidade de Munster (Alemanha). O vetor
pcDNA 3.1 (-) foi doado pela Prof. Dra. Bettina Malnic do Departamento de Bioquimica,
Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo. As construgbes pcDNA3-HA-
Rnd1, pGEX-4T-2-RBD e pGEX-4T-2-RhoAG14V foram gentilmente cedidas pelo
Prof. Dr. Hironori Katoh do Laboratério de Neurobiologia Molecular, Universidade de
Kyoto (Japao).

A construcdo pEGFP-C1-mSTI1 foi doada pela Dra. Vilma Regina Martins do
Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo. Por fim, a construgao
pRK5-c-Myc-RhoA foi primeiramente descrita no artigo de Nobes e colaboradores
(1999), e posteriormente depositada pelo Prof. Dr. Alan Hall no banco de dados da

Addgene, de onde tal construcdo foi adquirida (plasmidio #15899).
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3.2 TRANSFORMAGAO BACTERIANA COM OS PLASMIDIOS DE INTERESSE

Para fazer solugbes estoque dos plasmidios (utilizadas posteriormente em
transfecgdes), as construgdes foram transformadas separadamente em Escherichia
coli TOP10. Ja para expressao proteica em bactérias, as construgcbes pGEX-4T-2-
RBD e pGEX-4T-2-RhoAG14V foram transformadas individualmente em Escherichia
coli Rosetta 2 (DE3) pLySs — o antibidtico cloranfenicol (35 ug/mL) também foi utilizado
na selegao de coldnias transformantes de tal strain. Na TABELA 3 estao especificadas
tais construcdes, seus respectivos antibidticos de selecdo e a concentracdo de

trabalho utilizada.

TABELA 3 - ANTIBIOTICOS DE SELECAO DE CADA PLASMIDIO

Construcao Antibiético de selegao Concentragao de trabalho
pBK-CMV-EGFP-mRhoA Kanamicina 50 pg/mL
pBK-CMV-c-Myc-RhoA Kanamicina 50 pg/mL
pcDNAS3.1 (-) Ampicilina 100 pg/mL
pcDNA3-HA-Rnd1 Ampicilina 100 pg/mL
pEGFP-C1-mSTI1 Kanamicina 50 pg/mL
pGEX-4T-2-RBD Ampicilina 100 pg/mL
pGEX-4T-2-RhoAG14V Ampicilina 100 pg/mL
pRK5-c-Myc-RhoA Ampicilina 100 pg/mL

FONTE: O autor (2024)

Brevemente, a uma aliquota de células bacterianas quimiocompetentes foi
adicionado 1 pL de um estoque contendo o DNA plasmidial a 10 ng/pL. Em seguida,
tal mix foi incubado em gelo por 30 minutos. Ao fim da incubacgéo foi realizado o
choque térmico a 42 °C em termobloco por 90 segundos, e a reacao foi colocada
novamente em gelo por 5 minutos. Logo apds, 400 yL de meio LB (NaCl 1% mlv,
peptona 1% m/v, extrato de levedura 0.5 % m/v) foi adicionado e a mistura incubada
em estufa a 37 °C, por 45 minutos.

Depois a reacgao foi centrifugada a 4000 x g por 5 minutos, e o pellet de
bactérias ressuspendido em 200 uL de meio LB. A ressuspensao foi vertida e
espalhada com o auxilio de uma alg¢a de Drigalski em placa de LA (meio LB + agar
1.5% m/v) contendo o antibiético de selecao apropriado, em concentragao adequada



36

—de acordo com o plasmidio que estivesse sendo transformado. Tal placa foi incubada
overnight (12h-16h) em estufa a 37 °C. Assim, checou-se a presencga de colbnias
transformantes, a placa foi selada e armazenada a 4 °C, protegida de luz, até o

momento de utilizagao.

3.3 PURIFICACAO E CONCENTRAGCAO DE DNA PLASMIDIAL

Utilizando uma colbnia transformante selecionada, foi feito um pré-inéculo em
meio Circle Grow® (MP Biomedicals) contendo o antibiético de sele¢cao adequado. Tal
pré-indculo possuia volume equivalente a 5% do volume final do inéculo. O pré-inéculo
foi incubado por 6h—-8h em estufa a 37 °C, sob agitagdo de 180 RPM. Apds tal
incubacao, o pré-indculo foi vertido em meio Circle Grow contendo o antibiético de
selecao necessario (indculo) e cresceu overnight em estufa a 37 °C, sob agitagcéo de
180 RPM.

A partir de tal inéculo foi purificado o plasmidio de interesse, utilizando os kits
de maxiprep PureLink™ Quick Plasmid Maxiprep Kit (Invitrogen) ou QIAGEN Plasmid
Maxi Kit (QIAGEN), segundo as instrugdes de cada fabricante. O DNA plasmidial
purificado teve sua concentracdo medida e sua pureza analisada por
espectrofotometria no aparelho NanoDrop™ Lite (Thermo Fisher Scientific).

Uma razdo Azeo/A2s0 entre 1,8 e 1,95 foi considerada satisfatoria. A
concentracao de plasmidio necessaria a posterior transfeccao era de 0,5-1 pg/uL.
Deste modo, caso a solugdao de DNA plasmidial estivesse mais diluida, esta foi
concentrada em um concentrador Savant™ SPD1010 SpeedVac™ (Thermo Fisher

Scientific). Os plasmidios purificados foram armazenados a -20 °C.

3.4 QUANTIFICACAO DE PROTEINAS PELO METODO DE BRADFORD

Com a finalidade de quantificar as proteinas totais presentes nos extratos
celulares, as amostras foram submetidas ao ensaio de Bradford. Brevemente, 200 pyL
de reagente de Bradford (0.01% m/v Comassie Brilliant Blue G-250, 4.7% m/v etanol,
8.5% ml/v acido fosférico) foi adicionado por pogo de uma placa de 96 pogos.
Quantidades crescentes (0, 1, 2, 3, 4, 5 e 6 yL) de uma solugao de albumina sérica
bovina (BSA) 1 ug/uL foram adicionadas aos pogos contendo o reagente, sendo a

curva-padrao feita em triplicata.
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1 uL de cada extrato celular foi aplicado em pogos contendo reagente de
Bradford. Os extratos também foram quantificados em ftriplicata. A absorbancia foi
medida a 595 nm em espectrofotdmetro Multiskan (Thermo Fisher Scientific), e em

posse dos dados, a regresséo linear foi realizada para quantificacéo de proteinas.

3.5 ELETROFORESE DE PROTEINAS EM GEL DE POLIACRILAMIDA
DESNATURANTE (SDS-PAGE)

Boa parte dos experimentos realizados tiveram como método de separagéo
de proteinas o método de SDS-PAGE (LAEMMLI, 1970). Géis de empilhamento e de
separacao foram preparados seguindo as proporcdes de reagentes descritas por
Harlow e Lane (1988), contendo 4% e 12% de poliacrilamida respectivamente. Fora
adicionado tampao de amostra 5X (250 mM Tris-HCI pH 6.8, 10% m/v SDS, 25% m/v
glicerol, 40 mM DTT, 0.05% m/v azul de bromofenol) as amostras (extratos de células
de mamifero ou pellets de bactéria) e estas fervidas a 95 °C, por 10 minutos.

Logo apds, entre 10 ug e 30 ug (a depender do experimento) de proteinas
foram aplicados ao gel de poliacrilamida, e separadas por eletroforese em sistema
Mini-PROTEAN Tetra Vertical Electrophoresis Cell (Bio-Rad). A separagao
eletroforética foi conduzida utilizando 95 V para o gel de empilhamento (até a
linearizagdo da frente de migracdo proteica) e 180 V para o gel de
resolugcao/separagédo. Como marcador molecular foi utilizado Prestained™ Protein
Ladder (Thermo Fisher Scientific).

3.5.1 Coloragdo com Azul de Comassie

Concluido o SDS-PAGE, a depender da analise, dado gel seguiu a coloragao
com Comassie Blue R250 para detecgao de proteinas totais. Os géis que foram
corados foram incubados com solu¢cdo de Comassie Blue R250 (0.1% m/v Comassie
Blue R250, 10% v/v acido acético, 50% v/v metanol) por 30 minutos sob leve agitagao.
A solucao corante foi removida e substituida por uma solugdo descorante (50% v/v
metanol, 10% acido acético), e novamente tais géis foram incubados por 1 hora, sob

leve agitagao - até a visualizagdo adequada das bandas de proteina.
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3.5.2 Imunodetecgao proteica (Western blotting)

Os géis que seguiram a imunodeteccao tiveram suas proteinas transferidas
para membranas de nitrocelulose com poros de 0,45 ym (Amersham) em sistema
Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad). Um tampdo especifico para
transferéncia semi-dry foi utilizado (48 mM Tris base, 39 mM Glicina, 0.036% m/v SDS,
20% v/v metanol, pH 9.2). Apés 1h de transferéncia eletroforética a 10 V, a membrana
foi corada com Ponceau S 0,2% m/v para que se conferisse a eficiéncia da
transferéncia. Quando necessario, dada membrana foi seccionada para incuba-la com
diferentes anticorpos.

Logo apés, o corante Ponceau S foi retirado por breve agitagao da membrana
em tampéao TBS-T (140 mM NaCl, 50mM Tris-HCI, 0.05% v/v Tween® 20, pH 7.3). Em
seguida, a membrana foi incubada por 1 hora sob agitagdo com solugado 5% m/v de
leite delipidado (Bio-Rad) em TBS-T, para bloqueio de sitios inespecificos. Ao final de
tal incubacgéao, a membrana foi lavada 5 vezes por 5 minutos com TBS-T. O anticorpo
primario selecionado para detecgao (especificados na TABELA 1) foi diluido a dada
concentracdo em TBS-T 0,5% m/v leite, e adicionado de modo a cobrir a membrana.
A membrana ficou incubada overnight sob agitacao com tal anticorpo, a 4 °C.

No dia seguinte, foram feitas 5 lavagens de 5 minutos cada com TBS-T, e
adicionou-se o anticorpo secundario apropriado diluido em TBST 0,1% m/v leite (anti-
camundongo Promega 1:5000 ou anti-coelho Sigma 1:10000). A membrana ficou
incubada 1 hora sob agitagédo, a temperatura ambiente. Ao fim desta, novamente 5
lavagens com TBS-T foram feitas e seguiu-se a revelagéo.

A membrana foi incubada com reagente de detecgdo ECL™ Start ou ECL™
Prime (Amersham) por 3 minutos. A quimioluminescéncia emitida pela reagao da HRP
com o substrato foi captada por um dos seguintes métodos: revelagdo em quarto
escuro ou captagdo em fotodocumentador Amersham Imager 600 (GE Healthcare).
Para revelagdo em quarto escuro foram utilizados fixador e revelador radiografico
(Carestream) em filme de raio-X Autoradiography Film — UltraCruz® (Santa Cruz

Biotechnology).
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3.6 EXPRESSAO EM PEQUENA ESCALA DE GST-RBD E GST-RhoAG14V

Visando purificar através de ensaios pulldown as formas ativadas das proteinas
RhoA e p190RhoGAP, foram expressas as proteinas bait GST-RBD e GST-
RhoAG14V, respectivamente. Os plasmidios utilizados (pGEX-4T-2-RBD e pGEX-4T-
2-RhoAG14V) foram transformados separadamente em Escherichia coli Rosetta 2
(DE3) pLySs, como descrito na se¢ao 3.2.

Para conferir a eficiéncia da expressao proteica, foram feitos experimentos de
mini expressao para cada construcdo, a partir de 4 colbnias transformantes
selecionadas. Tais coldnias foram inoculadas separadamente em 10 mL de meio LB
contendo ampicilina (100 ug/mL) e cloranfenicol (35 pug/mL), e crescidas em estufa a
37 °C, sob agitagao de 180 RPM. Apds os indculos atingirem uma ODeoo de 0.6, foi
adicionado IPTG a uma concentracéo final de 0.5 mM a metade do volume de cada
inéculo. O restante do volume de cada indculo serviu como controle negativo —
expressao nao induzida por IPTG.

Tais in6culos foram incubados por 2 horas em estufa a 37 °C sob agitagéao de
180 RPM — para expressédo de GST-RBD ou GST-RhoAG14V. Ao fim da incubagéo,
estes foram centrifugados a 4000 x g por 5 minutos e os sobrenadantes descartados.
Foi adicionado a cada pellet de bactéria 15 uL de agua deionizada, 15 uL de uréia 8M
em tampao PBS (137 mM NacCl, 2.7 mM KCI, 10 mM NazHPO4, 1.8 mM KH2PO4, pH
7.3) e 10 yL de tampao de amostra 5X.

As amostras foram vortexadas até ressuspensdo completa dos pellets e
aquecidas a 95 °C por 10 minutos. 15 yL de cada amostra foi aplicado em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE, conforme descrito na seg¢ao 3.4) para confirmagdo da
expressao de GST-RBD ou GST-RhoAG14V.

3.7 PRODUGAO DE GST-RBD LIGADA A GLUTATIONA SEPHAROSE 4B E
QUANTIFICACAO DA PROTEINA LIGADA A RESINA

O plasmidio a utilizado na expressdao de GST-RBD (pGEX-4T-2-RBD) foi
transformado em Escherichia coli Rosetta 2 (DE3) pLySs como descrito na segao 3.2.
A partir de uma coldnia transformante selecionada, foi feito o pré-inéculo em 200 mL

de meio LB contendo ampicilina (100 ug/mL) e cloranfenicol (35 ug/mL). Este pré-
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inoéculo foi crescido em estufa a 37 °C sob agitagcao de 180 RPM, até que se atingisse
uma ODeoo de 0.6.

Em seguida, tal pré-inéculo foi inoculado em 2L de LB (adicionado dos mesmos
antibidticos anteriormente citados) e este inéculo foi crescido em estufa, sob as
mesmas condi¢cdes de temperatura e agitacdo utilizadas para o pré-inéculo. Apés
atingida uma ODeoo de 0.8, adicionou-se IPTG 0.5 mM e a expresséo foi induzida em
estufa a 37 °C, sob agitacdo de 180 RPM por 2 horas. Subsequentemente, a amostra
foi centrifugada a 4000 x g por 20 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o
pellet de bactérias ressuspendido em 20 mL de tampao de lise A gelado (50 mM Tris-
HCI pH 7.5, 1% m/v Triton X-100, 150 mM NacCl, 5 mM MgCl2, 1 mM DTT, 0.2 mM
PMSF).

A amostra foi lisada em French Press (4 ciclos) e em seguida centrifugada a
17000 x g por 30 minutos, a 4 °C. Durante tal centrifugagdo, 0.3 mL de resina
Glutationa Sepharose 4B fora equilibrada em tampéao de lise A (3 lavagens). Cada
lavagem consistiu em: resusspender as beads em 0.5 mL de tamp&o de lise A via
inversao do microtubo, recuperar a resina por centrifugagéo (500 x g por 1 min, 4 °C)
e remover o sobrenadante. Ao fim da centrifugacéo, o lisado bacteriano clarificado foi
transferido a um tubo falcon de 50 mL resfriado, ao qual também foram adicionadas
as beads da resina ja equilibrada. O falcon foi rotacionado em homogeneizador
vertical por 1 hora a 4 °C, para ligagao de GST-RBD a resina.

Em seguida as beads foram recuperadas por centrifugagdo (500 x g por 1
minuto, 4 °C) e o sobrenadante descartado. A resina foi ressuspendida em 6 mL de
tampéao de lavagem A gelado (50 mM Tris-HCI pH 7.5, 0.5% m/v Triton X-100, 150
mM NaCl, 5 mM MgCl2, 1 mM DTT, 0.2 mM PMSF) e transferida a um tubo falcon de
15 mL resfriado. Assim, outras 5 lavagens com 6 mL de tampao de lavagem A foram
realizadas. Apos uma ultima etapa de lavagem com tampao de lavagem A + 10% v/v
glicerol, a resina ligada a GST-RBD foi ressuspendida em 4 mL de tampao de lavagem
A + 10% glicerol.

Uma aliquota de 32 uL da resina em tampao de lavagem A + 10% v/v glicerol
foi adicionada de 8 pL de tampao de amostra 5X, e fervida a 95 °C por 10 minutos.
Diferentes volumes de tal amostra — correspondentes a 15, 10 e 5 pL da suspenséo
de beads — foram aplicados em um gel de poliacrilamida 12% (SDS-PAGE, conforme
descrito na secao 3.5). Apods a separacgao eletroforética, o gel foi corado para detectar

proteinas conforme detalhado na sec¢ao 3.5.1. A quantificacdo de GST-RBD ligada a
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resina se deu pela comparagdo com variadas quantidades de BSA. O restante da
resina ligada a GST-RBD foi aliguotado em microtubos (100 uyL por aliquota) e

armazenada a -80 °C.

3.8 PRODUCAO DE GST-RhoAG14V LIGADA A GLUTATIONA SEPHAROSE 4B E
QUANTIFICACAO DA PROTEINA LIGADA A RESINA

A expressao de GST-RhoAG14V em E. coli Rosetta 2 (DE3) pLySs e ligacao
desta proteina a resina especificada se deu de modo similar ao descrito na secéo 3.7.
As unicas diferencas passiveis de nota sdo a construcédo e o método de lise utilizados.

Apés a expressao de RhoAG14V pela bactéria transformada com o plasmidio
pGEX-4T-2-RhoAG14V, o pellet bacteriano foi ressuspendido em 20 mL de tampéao
de lise A gelado e a lise por sonicagéo realizada. A amostra foi sonicada em tubo
falcon de 50 mL gelado por 20 segundos, 15 vezes. Entre cada etapa de sonicagéo a

amostra foi resfriada em gelo.

3.9 CULTIVO CELULAR

3.9.1 Cultivo celular de células HEK-293T e HelLa

Células HEK-293T (ATCC: CRL-1573™ isoladas de rim de embrido humano)
e células HeLa (ATCC: CCL-2™, isoladas de carcinoma cervical humano) foram
cultivadas separadamente in vitro em placas de cultivo de 60 mm, 100 mm ou 150 mm
(Sarstedt). Tais placas foram mantidas em incubadora umidificada contendo 5% de
CO2 na atmosfera, a 37 °C. As células foram nutridas com meio DMEM baixa glicose
(1g/L - Gibco), suplementado de 2 mM de glutamina, 10% (v/v) soro fetal bovino
inativado por aquecimento a 60 °C (Gibco), penicilina (100 U.l./mL) e estreptomicina
(100 pg/mL).

O grau de confluéncia celular foi observado diariamente, a fim de se evitar
inibicdo por contato. Quando dada placa atingiu a confluéncia limite estimada (70% -
90%) foi realizada a tripsinizagao utilizando uma solugéo de tripsina-EDTA 0.25% m/v
(Gibco) para dar sequéncia ao subcultivo. Nao foram utilizadas linhagens com mais

de 20 passagens para os experimentos descritos no presente estudo.
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3.9.2 Padronizacéao de transfeccdo com poletilenoimina em células HEK-293T e

validagao de anticorpos

Transfecgbes em células HEK-293T foram realizadas objetivando avaliar a
expressao proteica das construcdes utilizadas e padronizar a imunodeteccdo. Tal
linhagem foi transfectada utilizando um polimero catiénico como carreador de DNA —
a polietilenoimina (PEI). Inicialmente, 5 x 10° células HEK-293T foram plaqueadas
com meio DMEM baixa glicose completo em placas de 60 mm. Aproximadamente 24h
apos o plagueamento, quando atingida uma confluéncia de 60%-80%, seguiu-se a
transfecgéao.

Assim, 9 ug de DNA plasmidial (cada plasmidio separadamente) e 27 ug de
PEI (solugéao 1ug/uL, pH 7.0) foram diluidos em 400 pyL de meio Opti-MEM™ (Gibco).
Tal mistura foi vortexada por 10 segundos e, em seguida, incubada por 15 minutos a
temperatura ambiente. Logo apds, tal mix foi adicionado por gotejamento a placa de
cultivo (transfeccao), que em sequéncia foi incubada por 12h em incubadora de
cultivo. Apos tal incubacao, o meio foi trocado por meio DMEM completo e uma nova
incubagao por 16h em estufa de cultivo se seguiu.

Quando células foram transfectadas com uma construcdo contendo a tag
EGFP, a eficiéncia de transfeccao foi avaliada visualmente em microscopio de
fluorescéncia Olympus (exemplificado no Anexo 1). Apds a ultima incubagédo as
células foram lavadas duas vezes com tampao TBS 1X (140 mM NaCl, 50 mM Tris-
HCI pH 7.3), e seguiu-se a lise. As placas foram mantidas sobre gelo e foi adicionado
150 uL de tampéo de lise B gelado (560 mM Tris-HCI pH 7.2, 1% m/v Triton X-100, 150
mM NaCl, 10 mM MgCl2, 0.2 mM PMSF) a cada placa, sendo a lise realizada utilizando
raspadores de células (Sarstedt).

Os lisados foram transferidos para microtubos estéreis gelados e mantidos em
gelo por 15 minutos. Em seguida, estes foram centrifugados a 13500 x g por 15
minutos, a 4 °C. Os pellets formados foram descartados e os sobrenadantes
transferidos a novos microtubos estéreis gelados. Para cada amostra (extrato de
células transfectadas com dado plasmidio), 40 uL de sobrenadante foi adicionado de
10 uL de tampao de amostra 5X e em seguida fervido a 95 °C por 10 minutos. Seguiu-
se ao SDS-PAGE (descrito na segao 3.5) e a posterior imunodetecc¢ao de proteinas
(descrita na secao 3.5.2).
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3.10 PADRONIZAGAO DO PULLDOWN DE RhoA-GTP

3.10.1 Padronizacéao do pulldown de RhoA-GTP: ensaio de ativacdo com EGF em
células HEK-293T

Para garantir um ensaio pulldown eficiente, as beads ligadas a GST-RBD
precisavam ser validadas quanto a capacidade de ligagao a forma ativa de RhoA
(RhoA-GTP). Assim, adaptando o protocolo descrito por Pellegrin e Mellor (2008),
ensaios de ativacdo de RhoA via Fator de Crescimento Epidermal (EGF) foram
executados em células HEK-293T. A principal adaptagao foi a mudanca de linhagem
celular — o protocolo original relata o uso de células Hela.

Além disso, era necessario esclarecer se a expressao endogena de RhoA em
células HEK-293T seria suficiente a imunodeteccdo nos experimentos que se
seguiram. No design experimental foram delimitados dois grupos experimentais,
sendo cada um composto por duas placas de cultivo de 100 mm contendo células. O
grupo controle foi composto por células nao transfectadas (avaliagdo da expresséao
endoégena de RhoA), e o grupo transfectado por células transfectadas com o plasmidio
pBK-CMV-EGFP-mRhoA. Uma placa de cada grupo experimental foi submetida
posteriormente a ativagao com EGF.

Inicialmente, em cada placa de 100 mm foram plaqueadas 1.2 x 108 células
HEK-293T em meio DMEM completo. Aproximadamente 24h apds o plaqueamento,
quando atingida uma confluéncia de 60%-80%, seguiu-se a transfec¢do do grupo
transfectado. Para cada placa, 24 ug de DNA plasmidial e 72 pg de PEI foram diluidos
em 800 uL de meio Opti-MEM. O restante da transfecgdo ocorreu como descrito na
secdo 3.9.2.

12h apods a transfecgéo, as placas de ambos os grupos experimentais tiveram
seus meios retirados e foram lavadas duas vezes com tampao PBS. Foi adicionado
meio DMEM 0.1% v/v SFB, e uma nova incubacao overnight em estufa de cultivo se
seguiu. A baixa concentracdo de soro fetal bovino serviu para diminuir a por¢céo de
RhoA e EGFP-mRhoA ativas. O EGF esta presente no soro em concentracdes
expressivas e ativa seu respectivo receptor tirosina-quinase (EGFR). A ativacao de tal
receptor regula a atividade de RhoA através de diferentes vias (TONG, 2016;
MATEUS, 2007).
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No dia seguinte, foi realizada a ativagdo com EGF. Uma placa de cada grupo
experimental teve seu meio retirado e foi lavada duas vezes com PBS. Em seguida,
foi adicionado 4 mL de DMEM contendo EGF (Sigma) diluido a 100 ng/mL. Tais placas
foram incubadas em estufa de cultivo por 3 minutos. Logo apés, o meio foi retirado de
todas as placas e estas foram lavadas duas vezes com tampao TBS gelado (pH 7.3).
As placas foram mantidas sobre gelo e seguiu-se a lise.

A cada uma foi adicionado 500 pL de tampao de lise C gelado (50 mM Tris-HCI
pH 7.2, 1% v/v Triton X-100, 0.1% m/v SDS, 500 mM NaCl, 10 mM MgClz, 0.2 mM
PMSF). A lise foi feita utilizando raspadores de células. Os lisados foram transferidos
para microtubos estéreis e mantidos em gelo por 15 minutos. Em seguida, estes foram
centrifugados a 13500 x g por 15 minutos, a 4 °C. Os pellets foram descartados e os
sobrenadantes transferidos a novos microtubos estéreis gelados.

Em seguida, as proteinas presentes nos lisados foram quantificadas via ensaio
de Bradford (como descrito na segéo 3.4). Durante tal quantificagéo, as beads ligadas
a GST-RBD foram descongeladas em gelo. Ao final da quantificagdo, foram retirados
dos lisados volumes equivalentes a 15 pg de proteina total. Essas aliquotas
recuperadas serviram como inputs (controles de RhoA total) e foram processadas
para SDS-PAGE conforme descrito na segao 3.5.

Do restante dos lisados, volumes equivalentes a 500 ug de proteina foram
transferidos a microtubos estéreis. A estes foi adicionado volume de resina
equivalente a 50 uyg de GST-RBD, e quando necessario, tampéo de lise C gelado até
o volume total do conteudo do microtubo ser = 0,9 mL. Tais microtubos foram entao
incubados em rotagao vertical por 1 hora, a 4 °C (pulldown).

Em seguida, as beads foram lavadas 4 vezes com tampao de lavagem B gelado
(50 mM Tris-HCI pH 7.2, 1% m/v Triton X-100, 150 mM NaCl, 10 mM MgClz, 0.2 mM
PMSF). Cada lavagem consistiu em: resusspender as beads em 0.5 mL de tampao
de lavagem B via inversao do microtubo, recuperar a resina por centrifugagao (500 x
g por 1 min, 4 °C) e remover o sobrenadante. Ao fim das lavagens, o excesso de
tampao de lavagem B foi cuidadosamente retirado utilizando uma seringa.

As proteinas ligadas as beads foram eluidas pela adi¢ao de 25 yL de tampéo
de amostra 2x e subsequente aquecimento a 95 °C, por 10 minutos. As amostras de
controle de RhoA total (inputs) e de pulldown de RhoA-GTP foram detectadas via
Western blotting, conforme descrito nas se¢des 3.5 e 3.5.2. No blotting 1° foi utilizado

anticorpo anti-RhoA sc-418 (Santa Cruz Biotechnology) diluido a 1:1000.
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3.10.2 Padronizagao do pulldown de RhoA-GTP: ensaio de ativagdo com EGF em

células HelLa

Os ensaios de ativacdo com EGF em células HeLa ocorreram de forma similar
ao descrito para células HEK-293T, na secdo 3.10.1. A principal diferenga foi no
design experimental, onde houve apenas o grupo experimental transfectado com pBK-
CMV-EGFP-mRhoA — composto por duas placas de cultivo de 100 mm contendo
células HeLa. Uma das placas deste grupo foi posteriormente ativada com EGF,
sendo a outra placa um controle de células n&o ativadas.

Houveram outras distingbes na execucao dos experimentos que sao dignas
de nota. O nimero de células plaqueadas por placa foi de 1 x 10°. Para diminuir a
porcao ativa de RhoA/EGFP-mRhOA, as células HelLa foram incubadas overnight em
meio DMEM sem SFB. Por fim, na imunodetec¢cao para o blotting 1° foi utilizado
anticorpo anti-GFP (doagao ICC) diluido a 1:2000.

3.11 PULLDOWN DE RhoA-GTP EM CELULAS HelLa CO-TRANSFECTADAS
EXPRESSANDO EGFP-mRhoA E HA-Rnd1

O experimento foi realizado com a finalidade de reproduzir um resultado ja
demonstrado na literatura (OINUMA, 2012). No contexto do artigo citado, tal
experimento ajudou a demonstrar que Rnd1 diminui a por¢do de RhoA-GTP. Foram
delimitados dois grupos experimentais de células HelLa a serem co-transfectadas. O
grupo controle expressaria EGFP-mRhoA, e o segundo grupo EGFP-mRhoA e HA-
Rnd1.

Inicialmente, 1 x 10° células foram plaqueadas por placa de 100 mm.
Aproximadamente 24h apds o plagqueamento, quando atingida uma confluéncia de
60%—80%, seguiu-se as transfec¢des. Para cada placa, 30 ug de DNA plasmidial total
e 90 yg de PEI foram diluidos em 800 puL de meio Opti-MEM. O vetor pcDNA3.1(-)
serviu para completar a massa total de DNA plasmidial quando necessario.

Para o grupo controle, células HeLa foram co-transfectadas com a construgao
pBK-CMV-EGFP-mRhoA e o vetor vazio. Volumes equivalentes a 15 ug da construgao
e 15 pg do vetor foram utilizados no mix de transfecgdo. Ja para o grupo que

expressaria ambas as GTPases, as células foram co-transfectadas com as
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construgbes pBK-CMV-EGFP-mRhoA e pcDNA3-HA-Rnd1. Volumes equivalentes a
15 pg de cada construcao foram utilizados.

Tais transfecgdes ocorreram como descrito na sec¢ao 3.9.2. A lise das células
foi realizada de modo similar ao descrito na secao 3.9.2, sendo a unica diferenga o
volume de tampao de lise B utilizado por placa (500 uL). As concentragdes de proteina
total nos lisados obtidos foram quantificadas pelo método de Bradford, conforme
descrito na sec¢ao 3.4.

Dos lisados dos referidos grupos experimentais, aliquotas equivalentes a 15 ug
de proteina foram retiradas como controles de EGFP-mRhoA total (inputs). O restante
dos lisados foram processados em ensaios pulldown de RhoA-GTP — de modo
semelhante ao descrito na se¢ao 3.10.1. A adaptacao foi o tampao utilizado para
completar volume no microtubo antes do pulldown, que foi tampéo de lise B. As
amostras foram detectadas via Western blotting, conforme descrito nas segbes 3.5 e
3.5.2. No blotting 1° foi utilizado anticorpo anti-GFP (doagao ICC) diluido a 1:2000.

3.12 PULLDOWN DE RhoA-GTP EM CELULAS HelLa CO-TRANSFECTADAS
EXPRESSANDO EGFP-mRhoA, EGFP-mSTI1 E HA-Rnd1

Visando compreender como a superexpressao de EGFP-mSTI1 e HA-Rnd1
afetaria a atividade de RhoA, células HelLa foram co-transfectadas. Foram delimitados
quatro grupos experimentais: o grupo controle expressaria EGFP-mRhoA; o grupo (I)
EGFP-mRhoA e HA-Rnd1; o (Il) EGFP-mRhoA e EGFP-mSTI1; e por fim o (lll) EGFP-
mRhoA, EGFP-mSTI1 e HA-Rnd1.

Inicialmente, 3.5 x 108 células foram plaqueadas por placa de 150 mm.
Aproximadamente 24h apds o plaqueamento, quando atingida uma confluéncia de
60%—80%, seguiu-se as transfec¢des. Para cada placa, 63 ug de DNA plasmidial total
e 189 ug de PEI foram diluidos em 2.5 mL de meio Opti-MEM.

Para o grupo controle, células HeLa foram co-transfectadas com a construgao
pBK-CMV-EGFP-mRhoA e o vetor pcDNA3.1(-). Volumes equivalentes a 21 ug da
construgao e a 42 ug do vetor foram utilizados no mix de transfecgao. O grupo (l) foi
co-transfectado com as constru¢oes pBK-CMV-EGFP-mRhoA, pcDNA3-HA-Rnd1 e o
vetor. Volumes equivalentes a 21 ug de cada construgao e do vetor foram utilizados

no mix de transfeccgao.
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O grupo (Il) foi co-transfectado com as construgées pBK-CMV-EGFP-mRhoA,
pEGFP-C1-mSTI1 e o vetor. Volumes equivalentes a 21 ug de cada construgao e do
vetor foram utilizados no mix de transfec¢do. Por ultimo, o grupo (lll) foi co-
transfectado com as construgbes pBK-CMV-EGFP-mRhoA, pEGFP-C1-mSTI1 e
pcDNA3-HA-Rnd1. Volumes equivalentes a 21 ug de cada construgéo foram utilizados
no mix de transfecgao.

Tais transfecgdes ocorreram como descrito na segao 3.9.2. A lise das células
foi realizada de modo similar ao descrito na secao 3.9.2, sendo a unica diferenca o
volume de tampéao de lise B utilizado por placa (1 mL). As concentragdes de proteina
total nos lisados obtidos foram quantificadas pelo método de Bradford, conforme
descrito na secgéo 3.4.

Dos lisados dos referidos grupos experimentais, aliquotas equivalentes a 15 ug
de proteina foram retiradas como controles de EGFP-mRhoA total (inputs). O restante
dos lisados foram processados em ensaios pulldown de RhoA-GTP — de modo
semelhante ao descrito na secao 3.10.1. A adaptagao foi o tampao utilizado para
completar volume no microtubo antes do pulldown, que foi tampéao de lise B. As
amostras foram detectadas via Western blotting, conforme descrito nas se¢des 3.5 e
3.5.2. No blotting 1° foi utilizado anticorpo anti-GFP (doagao ICC) diluido a 1:2000.

3.13 DENSITOMETRIA E ANALISE ESTATISTICA DE DADOS

Os experimentos descritos nas sec¢des 3.10 e 3.11 foram submetidos a
densitometria de bandas via software Imaged. A por¢cao de EGFP-mRhoA ativa para

dado grupo experimental em cada repeticao foi calculada pela férmula:

Apulldown —p
A — lativ
input

Aputidaown = @rea em pixels quadrados de lisado que passou por pulldown
Ainput = @rea em pixels quadrados de lisado total

P, = razéo correspondente a porgéo ativa de EGFP-mRhoA

Em posse do valor da porgao ativa de EGFP-mRhoA (P,;;,), 0s “tratamentos” de

cada experimento foram normalizados em relagdo aos seus respectivos controles.
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Para os experimentos descritos na sec¢ao 3.10, células (HEK-293T ou HelLa) ativadas
com EGF foram consideradas tratadas, enquanto as nao tratadas (somente privadas
de SFB) foram os controles. Ja no experimento detalhado na secéo 3.11, células HelLa
expressando EGFP-mRhoA foram consideradas o controle, e células expressando
EGFP-mRhoA e HA-Rnd1 foram assinaladas como tratamento.

Assim, as porgdes ativas de EGFP-mRhoA foram normalizadas segundo a

formula:

P ..
ativ :PN

Pcontrole

P, = razéo correspondente a porcéo ativa de EGFP-mRhoA (grupo tratado)
Pontrote = razéo correspondente a porgéo ativa de EGFP-mRhoA (controle)

Py = razao correspondente a porgao ativa de EGFP-mRhoA normalizada

Por fim, a partir destes dados foram realizadas analises estatisticas e gerados
graficos utilizando o software GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, EUA). Os
desvios-padrao foram plotados em tais graficos. Para os experimentos descritos em
3.10, foram realizados testes T de Student bicaudais, com valor de p significativo <
0.05.

4 RESULTADOS OBTIDOS
4.1 VALIDAGCAO DE CONSTRUCOES E DE ANTICORPOS

Inicialmente, para avaliar a expressédo das construcdes a serem usadas nos
experimentos posteriores foram realizadas transfec¢gdes em células HEK-293T, e
subsequente deteccéao via Western blotting. Tais experimentos serviram também para
validar a especificidade e padronizar as diluicdes dos anticorpos testados.

A Figura 7 corresponde a imunodetecgdo de EGFP-mRhoA em extrato de
células HEK-293T transfectadas com pBK-CMV-EGFP-mRhoA. Um extrato de células
ndo transfectadas foi utilizado como controle. E possivel verificar bandas especificas
da construcdo EGFP-mRhoA em torno de 55 kDa, detectadas nos extratos celulares

transfectados — tanto pelo anticorpo anti-GFP, quanto pelo anti-RhoA.
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A banda detectada por volta de 35 kDa pelo anticorpo anti-GFP, no extrato
celular transfectado, é equivalente a clivagem da tag EGFP. Por fim, a banda em 55
kDa detectada pelo anticorpo anti-RhoA no extrato nao transfectado nao é
correspondente a RhoA endégena da linhagem, mas sim a um erro de pipetagem —

ou seja, veio do pogo adjacente.

FIGURA 7 - EXPRESSAO DE EGFP-mRhoA EM CELULAS HEK-293T DETECTADA VIA WESTERN
BLOTTING
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FONTE: O autor (2024)

LEGENDA: Western blotting demonstrando a eficiéncia de expressédo da constru¢cado pBK-
CMV-EGFP-mRhoA. Na parte superior da imagem estdo especificados os extratos celulares néo-
transfectados (-) e transfectados (+). A esquerda estdo representadas as massas moleculares de
proteinas de referéncia do marcador molecular. Na parte inferior estdo descritos os anticorpos primarios
testados em cada reag&o de imunodeteccéo.

A Figura 8 corresponde a imunodetecgdo de c-Myc-mRhoA em extrato de
células HEK-293T transfectadas com pBK-CMV-c-Myc-mRhoA. Um extrato de células
ndo transfectadas foi utilizado como controle. E possivel verificar bandas inespecificas
em torno de 55 kDa, detectadas pelo anticorpo anti-c-Myc em ambos os extratos
celulares (ndo-transfectado e transfectado). A imunodetecgdo com anticorpo anti-
RhoA n&o apresentou nenhum sinal. A falha na detecg¢ao da construgdo c-Myc-RhoA

(= 26 kDa) pode ser indicativo de ineficiéncia de transfeccéo ou de expressao.
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FIGURA 8 - NAO FOI POSSIVEL DETECTAR A EXPRESSAQO DE c-Myc-mRhoA EM CELULAS HEK-
293T VIA WESTERN BLOTTING
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FONTE: O autor (2024)

LEGENDA: Western blotting demonstrando a ineficiéncia de expressao da construgdo pBK-
CMV-c-Myc-mRhoA. Na parte superior da imagem estao especificados os extratos celulares nao-
transfectados (-) e transfectados (+). A esquerda estdo representadas as massas moleculares de
proteinas de referéncia do marcador molecular. Na parte inferior estdo descritos os anticorpos primarios
testados em cada reacao de imunodetecgao.

A Figura 9 corresponde a imunodetecgdo de c-Myc-RhoA em extrato de
células HEK-293T transfectadas com pRK5-c-Myc-mRhoA. Um extrato de células nao
transfectadas foi utilizado como controle. E possivel verificar bandas especificas entre
25 — 35 kDa detectadas por todos os anticorpos testados, e presentes apenas nos
extratos celulares transfectados. Dois lotes diferentes do anticorpo anti-RhoA foram
avaliados.
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FIGURA 9 - EXPRESSAO DE c¢-Myc-RhoA EM CELULAS HEK-293T DETECTADA VIA WESTERN
BLOTTING
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LEGENDA: Western blotting demonstrando a eficiéncia de expressao da construgdo pRK5-c-
Myc-RhoA. Na parte superior da imagem estédo especificados os extratos celulares ndo-transfectados
(-) e transfectados (+). A esquerda estdo representadas as massas moleculares de proteinas de
referéncia do marcador molecular. Na parte inferior estdo descritos os anticorpos primarios testados
em cada reacao de imunodetecgao.

A Figura 10 corresponde a imunodetecgdo de HA-Rnd1 em extrato de células
HEK-293T transfectadas com pcDNA3-HA-Rnd1. Um extrato de células nao
transfectadas foi utilizado como controle. Diferentes anticorpos anteriormente feitos
pela equipe do Laboratério de Neurobiologia estavam disponiveis para detectar tal
construgao (descritos na Tabela 1). Estes foram testados, como mostrado na Figura
10.

Em 10A é possivel verificar uma banda especifica correspondente a HA-Rnd1
em 25 kDa, detectada pelo anticorpo IgG anti-Rnd1 nos extratos de células
transfectadas, conforme indicado pelas setas. Ainda em 10A é possivel constatar que
dado lote do anticorpo policlonal anti-GST Rnd1 ndo demonstrou sinal especifico nas
dilui¢cdes testadas.

Ja em 10B, nota-se que os anticorpos comerciais anti-HA (BioLegend e Santa

Cruz) detectaram especificamente HA-Rnd1 no extrato de células transfectadas (entre
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25-35 kDa). Os anticorpos policlonais anti-GST-Rnd1 (outro lote) e anti-Hise-Rnd1 n&o

apresentaram especificidade significativa nas diluigbes testadas.

FIGURA 10 - EXPRESSAO DE HA-Rnd1 EM CELULAS HEK-293T DETECTADA VIA WESTERN
BLOTTING
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LEGENDA: Western blotting demonstrando a eficiéncia de expresséo da construgdo pcDNA3-
HA-Rnd1. Na parte superior da imagem estao especificados os extratos celulares nao-transfectados (-
) e transfectados (+). A esquerda est&o representadas proteinas de referéncia do marcador molecular.
Na parte inferior estdo descritos os anticorpos primarios testados em cada reagdo de imunodetecgao.
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A Figura 11 corresponde a imunodeteccdo de EGFP-mSTI1 em extrato de
células HEK-293T transfectadas com pEGFP-C1-mSTI1. Um extrato de células nao
transfectadas foi utilizado como controle. E possivel verificar bandas especificas

proximas a 100 kDa, presentes apenas nos extratos celulares transfectados.

FIGURA 11 - EXPRESSAO DE EGFP-mSTI1 EM CELULAS HEK-293T DETECTADA VIA WESTERN
BLOTTING
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LEGENDA: Western blotting demonstrando a eficiéncia de expresséo da construgdo pEGFP-
C1-mSTI1. Na parte superior da imagem estéo especificados os extratos celulares nao-transfectados
(-) e transfectados (+). A esquerda estdo representadas as massas moleculares de proteinas de
referéncia do marcador molecular. Na parte inferior estdo descritos os anticorpos primarios testados
em cada reagao de imunodetecgao.

A TABELA 4 resume os resultados obtidos dos testes de expressdo das
construcdes utilizadas. As proteinas recombinantes expressas em células de
mamifero (linhagens HEK-293T e HelLa) foram detectadas adequadamente apés 12-
16h de expressdo (incubacdo em estufa de cultivo overnight). Ja as proteinas
expressadas em bactéria puderam ser detectadas 2h apds a inducado de expressao
com IPTG 0.5 mM.



54

TABELA 4 - RESULTADOS OBTIDOS DA VALIDACAO DE CONSTRUGOES

Sistema de
_ Proteina _ Método de Expressao
Construcao . expressao _ .
recombinante deteccao validada?
testado
pBK-CMV-EGFP- EGFP-RhoA (RhoA | HEK-293T e _ Sim, em HEK-
. Imunodeteccao
mRhoA murina) HelLa 293T e Hela
pBK-CMV-c-Myc- c-Myc-RhoA ~ ~
. HEK-293T Imunodeteccao Nao
RhoA (RhoA murina)
HA-Rnd1 HEK-293T e Sim, somente em
pcDNA3-HA-Rnd1 Imunodetecgao
(Rnd1 humana) HelLa HEK-293T
EGFP-STI1 HEK-293T e Sim, em HEK-
pEGFP-C1-mSTI1 Imunodetecgao
(ST murina) Hela 293T e Hela
GST-RBD ) Coloracao com
] E. coli Rosetta ]
pGEX-4T-2-RBD (dominio da Azul de Sim
. . 2 (DE3) pLySs )
Rhotekina murina) Comassie
GST-RhoAG14V ] Coloragao com
pGEX-4T-2- E. coli Rosetta ]
(RhoAG14V Azul de Sim
RhoAG14V 2 (DE3) pLySs )
humana) Comassie
c-Myc-RhoA (RhoA
pRK5-c-Myc-RhoA HEK-293T Imunodetecgao Sim
humana)

FONTE: O autor (2024)

Na TABELA 5 encontram-se compilados os resultados da validacdo de

anticorpos. Na coluna intitulada “Intensidade de sinal” foram utilizados “+” e

{31}

para

representar a quantidade de sinal detectada a partir de dado anticorpo. O simbolo “+”

representa um sinal fraco, enquanto “++” simboliza um sinal adequado e “+++” um

demasiadamente intenso. O simbolo

especificidade do anticorpo avaliado.

“ "

representa nenhum sinal ou a auséncia de
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TABELA 5 - RESULTADOS OBTIDOS DA VALIDACAO DE ANTICORPOS

Anticorpo testado

Diluicoes de uso

Proteinas detectadas

Intensidade de sinal

anti-c-Myc (Sigma-

1:1000

c-Myc-RhoA (RhoA

+++

Aldrich) humana)
EGFP-RhoA e EGFP-
anti-GFP (doagéo ICC) 1:2000 STI ++

anti-GST-Rnd1 (Lab.

Neurobiologia)

1:200, 1:500 e 1:1000

N&o demonstrou

especificidade

anti-sHis-Rnd1 (Lab.

N&o demonstrou

Biotechnology)

) . 1:1000 especificidade -
Neurobiologia)
c-Myc-RhoA (RhoA
anti-RhoA (Santa Cruz
1:1000 humana) e EGFP- ++
Biotechnology)
RhoA
anti-Rnd1 (Lab. HA-Rnd1 (com baixa
1:200 e 1:500 +
Neurobiologia) especificidade)
anti-HA (BioLegend) 1:1000 HA-Rnd1 ++
anti-HA (Santa Cruz
1:1000 HA-Rnd1 +

FONTE: O autor (2024)

4.2 EXPRESSAO DAS PROTEINAS DE FUSAO GST-RBD E GST-RHOAG14V,
LIGAGAO A RESINA E QUANTIFICAGAO DE PROTEINA LIGADA

Foram

realizados experimentos de mini

expressdo com 4 colonias

transformadas com pGEX-4T-2-RBD ou pGEX-4T-2-RhoAG14V (conforme descrito
na secgao 3.6). A Figura 12 mostra dois géis de SDS-PAGE com tais coldnias de E.
coli Rosetta 2 (DE3) pLysS transformadas expressando GST-RBD (A) e GST-
RhoAG14V (B). Em 12A as setas indicam as bandas de GST-RBD expressado (= 35

kDa), ja em 12B as setas apontam as bandas de GST-RhoAG14V expressado (entre
40-55 kDa, ~ 48 kDa).
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FIGURA 12 - GEIS CONFIRMANDO AS EXPRESSOES DE GST-RBD E GST-RhoAG14V

A
Col. 1 Col. 2 Col. 3 Col. 4
kba MM + - + - + - + - Indugédo IPTG
130
100
70
55
40
35
25
15
10
B
Col. 1 Col. 2 Col.3 Col. 4
Inducéo IPTG - + - + - + - + MM kDa
130
100
70
55
40
35
25
15

FONTE: O autor (2024)

LEGENDA: Géis de SDS-PAGE demonstrando a eficiéncia de expressao das construgdes
pGEX-4T-2-RBD (A) e pGEX-4T-2-RhoAG14V (B). Na parte superior de cada imagem estdo
especificadas as colénias transformantes selecionadas (1, 2, 3 e 4), bem como os indculos que tiveram
a expressao proteica induzida com IPTG (+) e os sem adigdo de IPTG (-). A esquerda em (A) e a direita
em (B) estéo representadas as massas moleculares de proteinas de referéncia do marcador molecular.
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Apods confirmadas as expressdes de GST-RBD e GST-RhoAG14V, ambas as
proteinas foram expressas em um volume de cultura maior e acopladas a resina
Glutationa Sepharose 4B (processos descritos nas secdes 3.7 e 3.8). A Figura 13
mostra dois géis de SDS-PAGE, feitos para quantificar GST-RBD (13A) e GST-
RhoAG14V (13B). As lanes a esquerda em ambas as imagens contém diferentes
quantidades de BSA, que serviram como padrdes de comparag¢ao de quantidade de
proteina.

Tanto em 13A quanto em 13B, as /lanes a direita mostram diferentes
quantidades de suspensdo da resina ligada as respectivas proteinas, que foram
separadas por eletroforese. Comparando as bandas de GST-RBD em 13A com os
padrboes de BSA, chegou-se a conclusao de que a concentragdo de proteina na
suspensao de resina era de aproximadamente 0,5 ug/ yL. A concentragéo de GST-

RhoAG14YV foi aferida de modo similar em 13B, e estimada em 1 pg/uL.

FIGURA 13 - QUANTIFICAGCAO DE GST-RBD E GST-RhoAG14V LIGADAS AS BEADS

A
BSA (ug) beads (ul)

kba MM 10 5 2,5 1 0,5 15 10 5

130
100
70

55
40

35
25
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BSA (ug) beads (uL)

10 5 2,5 1 0,5 15 10 5

FONTE: O autor (2024)

LEGENDA: Géis de SDS-PAGE para quantificacdo de GST-RBD (A) e GST-RhoAG14V (B)
ligadas a resina Glutationa Sepharose 4B. Na parte superior de cada imagem estédo especificadas as
amostras aplicadas a cada /ane. A esquerda em (A) estdo representadas as massas moleculares de
proteinas de referéncia do marcador molecular.

Deste modo, GST-RBD acoplada a resina Glutationa Sepharose 4B foi
utilizada posteriormente em ensaios pulldown para purificagdo de RhoA-GTP. A
construgdo GST-RhoAG14V, também acoplada a resina, seria utilizada em ensaios
pulldown para captura da forma ativa de p190RhoGAP. No entanto, nao foi possivel

realizar tais experimentos dentro do prazo do estudo.

4.3 ENSAIO DE ATIVACAO COM EGF EM CELULAS HEK-293T

A Figura 14 mostra a imunodetec¢cdo em lisados de células HEK-293T
transfectadas e nao transfectadas com pBK-CMV-EGFP-mRhoA. Além disso, tais
grupos experimentais também foram submetidos a ativagao por EGF (descrito na
secao 3.10.1).

Bandas especificas correspondentes a EGFP-mRhoA podem ser vistas em
torno de 55 kDa apenas nos inputs do grupo transfectado. Nao foi possivel detectar

RhoA endégena (=22 kDa) nos inputs nao transfectados. Os lisados que passaram
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por pulldown com GST-RBD n&o apresentaram bandas de RhoA-GTP enddégena e
nem de EGFP-mRhoA-GTP. Deste modo, ndo foi possivel avaliar se a ativagado com
EGF foi efetiva.

FIGURA 14 - NAO FOI POSSIVEL DETECTAR RhoA ENDOGENA E AVALIAR A ATIVACAO COM
EGF

Inputs
- - + +  transfecgdo

kDa - + - + ativacao
55

40

25

kDa Pulldown RhoA-GTP

55

40

) _

blot 1°: anti-RhoA (SC) 1:1000

FONTE: O autor (2024)

LEGENDA: Western blotting demonstrando a detec¢do apenas de EGFP-mRhoA em células
HEK-293T transfectadas. Na parte superior da imagem estédo especificados os extratos celulares nao
transfectados e transfectados, assim como quais foram ativados com EGF. Ainda na parte superior
estdo mostrados os inputs (controles de RhoA e EGFP-mRhOA totais). Logo abaixo estao os pulldowns
de RhoA-GTP e EGFP-mRhoA-GTP. A esquerda estdo representadas as massas moleculares de
proteinas de referéncia do marcador molecular. Na parte inferior esta indicado o anticorpo primario de
deteccao.

Foram realizadas duas repeticoes do experimento descrito na secéo 3.10.1, e
os resultados destas foram semelhantes (representados na Figura 14). Visto que
apenas EGFP-mRhoA foi detectada, os ensaios subsequentes de ativagdo com EGF

foram realizados apenas em células transfectadas.
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A Figura 15 mostra a imunodetec¢cado de EGFP-mRhoA em células HEK-293T
transfectadas com a construcdo correspondente. Bandas especificas podem ser
vistas nos inputs (controles de EGFP-mRhoA total), em torno de 55 kDa. Os extratos
que passaram por pulldown apresentam bandas especificas entre 55 e 70 kDa,

representativas da porcdo de EGFP-mRhoA-GTP.

FIGURA 15 - A ATIVAGAO DE EGFP-mRhoA NAO FOI EFICIENTE EM CELULAS HEK-293T
Inputs

kDa MM - + ativacao

70

Pulldown RhoA-GTP

kDa MM - + ativacao
70
55 . -
blot 1°: anti-RhoA (SC) 1:1000

FONTE: O autor (2024)

LEGENDA: Imunodeteccado de EGFP-mRhoA e EGFP-mRhoA-GTP em células HEK-293T.
Na parte superior da imagem estéo especificados os lisados de células ativadas (+) e nao ativadas (-)
com EGF. Também na parte superior estdo mostrados os inputs. Logo abaixo estdo os pulldowns de
EGFP-mRhoA-GTP. A esquerda estdo representadas as massas moleculares de proteinas de
referéncia do marcador molecular. Na parte inferior esta indicado o anticorpo primario de detecgéo.

Foram realizadas duas repeticbes deste experimento, e resultados
semelhantes foram obtidos. Foi feita a densitometria de bandas, o processamento de
dados e em seguida a anadlise estatistica (descrito na se¢édo 3.13). O Grafico 1 foi
gerado com a finalidade de ilustrar a diferenga entre as porgdes ativas de EGFP-
mRhoA em células ativadas e n&o ativadas.

Os resultados obtidos sugerem que a ativagao de RhoA via EGF em células
HEK-293T ¢ ineficiente, visto que a densitometria de EGFP-mRhoA-GTP foi similar
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entre os grupos controle e ativado. Caso a ativacao tivesse sido eficiente, esperava-
se uma banda mais intensa no pulldown do grupo experimental ativado — ou seja, uma
por¢cao maior de EGFP-mRhoA-GTP.

GRAFICO 1 - ANALISE DENSITOMETRICA DEMONSTRA ATIVIDADE SIMILAR DE EGFP-mRhoA
EM CELULAS HEK-293T ATIVADAS E NAO-ATIVADAS

1.5

-
o
|

Atividade relativa (UA)
©
(4]
]

o
(=)
|

Controle Ativado

FONTE: O autor (2024).

LEGENDA: Segundo o teste T de Student aplicado ndo houve diferenga significativa entre as
médias do grupo controle e tratado (valor p significativo < 0.05, n = 2). A barra representa o desvio
padrao. UA = unidade arbitraria.

4.4 ENSAIO DE ATIVACAO COM EGF EM CELULAS Hela

Apos a obtencdo dos resultados anteriormente detalhados, ensaios de
ativacao em células HelLa foram realizados — como descreve o protocolo usado como
base (PELLEGRIN, 2008). A Figura 16 mostra a imunodetec¢cdo de EGFP-mRhoA em
células HelLa transfectadas com a construgcdo correspondente. Bandas especificas
sao observaveis nos inputs, em torno de 55 kDa. Os extratos que passaram por
pulldown apresentam bandas especificas entre 55 e 70 kDa, representativas de
EGFP-mRhoA-GTP.



FIGURA 16 - A ATIVAGCAO DE EGFP-mRhoA FOI EFICIENTE EM CELULAS Hela

kDa

70

55

40

kDa

70

55

40

blot 1°:

Inputs
MM - + ativacao
PN
Pulldown RhoA-GTP
MM - + ativacao

-

anti-GFP 1:2000

FONTE: O autor (2024).
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LEGENDA: Imunodetecgdo de EGFP-mRhoA e EGFP-mRhoA-GTP em células HeLa. Na
parte superior da imagem estao especificados os lisados de células ativadas (+) e ndo ativadas (-) com
EGF. Também na parte superior estdo mostrados os inputs. Logo abaixo estao os pulldowns de EGFP-
mRhoA-GTP. A esquerda estdo representadas as massas moleculares de proteinas de referéncia do
marcador molecular. Na parte inferior esta indicado o anticorpo primario de detecgéo.

Foram realizadas duas repeticbes deste experimento e resultados um pouco

distintos foram obtidos — ainda que ambos, aparentemente, indiquem que a ativagao

tenha funcionado. O processamento de dados ocorreu como descrito na se¢ao 3.13.

O Gréfico 2 foi gerado com a finalidade de ilustrar a diferenga entre as porgdes ativas

de EGFP-mRhoA de células ativadas e ndo ativadas. Os resultados obtidos sugerem

que a ativacdo de RhoA via EGF em células HelLa foi eficiente, visto que a

densitometria de EGFP-mRhoA-GTP foi maior no grupo ativado do que no controle.
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GRAFICO 2 - ANALISE DENSITOMETRICA REVELA MAIOR ATIVIDADE DE EGFP-mRhoA EM
CELULAS HelLa ATIVADAS

20—

-
()]
1

Atividade relativa (UA)
T 2

o
|

Controle Ativado

FONTE: O autor (2024).

LEGENDA: Segundo o teste T de Student aplicado ndo houve diferenga significativa entre as
médias do grupo controle e tratado (valor p significativo < 0.05, n = 2). A barra representa o desvio
padrao. UA = unidade arbitraria.

4.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE DE RhoA EM CELULAS HelLa CO-
TRANSFECTADAS COM EGFP-mRHOA E HA-Rnd1

Como descrito na secao 3.11, células HeLa foram co-transfectadas com as
construgdes correspondentes as proteinas EGFP-mRhoA e HA-Rnd1. A Figura 17
mostra a imunodeteccdo de EGFP-mRhoA nestes grupos experimentais. E possivel
ver bandas especificas nos inputs, em torno de 55 kDa. Os lisados que passaram por
pulldown apresentam bandas especificas entre 55 e 70 kDa - equivalentes a EGFP-
mRhoA-GTP.
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FIGURA 17 - CO-TRANSFECCAO DE CELULAS HeLa COM EGFP-mRhoA E HA-Rnd1 DIMINUIU A
PORCAO DE RhoA ATIVA

Inputs
P transfecgdo
+ + RhoA
KDa MM = + Rnd1
70 B
55 —— m—
40
Pulldown RhoA-GTP
kDa MM
70
. . B Y
55
40
blot 1°; anti-GFP 1:2000

FONTE: O autor (2024).

LEGENDA: Imunodeteccdo de EGFP-mRhoA e EGFP-mRhoA-GTP em células HelLa co-
transfectadas com EGFP-mRhoA e HA-Rnd1. Na parte superior da imagem estao especificadas as
transfecgdes realizadas. Também na parte superior estdo mostrados os inputs. Logo abaixo estédo os
pulldowns de EGFP-mRhoA-GTP. A esquerda estdo representadas as massas moleculares de
proteinas de referéncia do marcador molecular. Na parte inferior esta indicado o anticorpo primario de
deteccgao.

Foi realizada uma repeticao deste experimento. O processamento de dados
ocorreu conforme detalhado na secéo 3.13. O Gréfico 3 foi gerado com a finalidade
de ilustrar a diferengca entre as porcoes ativas de EGFP-mRhoA de células
expressando apenas EGFP-mRhoA e células expressando também HA-Rnd1. O
resultado obtido sugere que a superexpressao de HA-Rnd1 diminuiu a atividade de
EGFP-mRhoA.
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GRAFICO 3 - ANALISE DENSITOMETRICA APONTA MENOR ATIVIDADE DE RhoA NO GRUPO CO-
TRANSFECTADO COM HA-Rnd1

-
o

Atividade relativa (UA)
o
o

o
(=)

RhoA RhoA+Rnd1

FONTE: O autor (2024).
LEGENDA: UA = unidade arbitraria.

4.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE DE RhoA EM CELULAS HelLa CO-
TRANSFECTADAS COM EGFP-mRHOA, EGFP-mSTI1 E HA-Rnd1

Visando elucidar uma possivel fungao de STI1 na via Rnd1-p190RhoGAP-
RhoA, células HelLa foram co-transfectadas com as constru¢des correspondentes as
proteinas EGFP-mRhoA, EGFP-mSTI1 e HA-Rnd1 (detalhado na sec¢éo 3.12). Pouco
antes da lise, a eficiéncia de transfecg¢ao foi avaliada visualmente. Nesta etapa foi
constatado que 20% < das células possuiam fluorescéncia de EGFP — o que indicaria
baixa eficiéncia. Duas repeticbes deste experimento foram feitas e resultados
semelhantes foram obtidos.

A Figura 18 mostra a imunodeteccdo de EGFP-mRhoA, EGFP-mRhoA-GTP
e EGFP-mSTI1 nos grupos experimentais delimitados. Bandas especificas nos inputs
proximas a 100 kDa equivalem a EGFP-mSTI1. As bandas dos inputs
correspondentes a EGFP-mRhoA, em torno de 55 kDa, estdo muito fracas —
corroborando com a baixa eficiéncia de transfeccdo observada. Nao foi possivel
detectar HA-Rnd1 nos inputs (= 26 kDa).

Os lisados que passaram por pulldown apresentam bandas especificas entre
55 e 70 kDa - equivalentes a EGFP-mRhoA-GTP. E possivel afirmar que a atividade
de EGFP-mRhoA foi similar no controle (transfectado apenas com EGFP-mRhoA) e
no grupo experimental que expressou EGFP-mRhoA e EGFP-mSTI1. Para o grupo
co-transfectado com as GTPases (EGFP-mRhoA e HA-Rnd1) ndo houve uma
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quantidade detectavel de EGFP-mRhoA ativa. Uma porgdo diminuta de EGFP-
mRhoA-GTP no grupo transfectado com as trés proteinas pode ser observada.
Nao foi possivel seguir as analises descritas na se¢ao 3.13 devido ao fraco

sinal de EGFP-mRhoA nos inputs e ao sinal de background nos pulldowns de EGFP-
mRhoA-GTP.

FIGURA 18 - A TRIPLA CO-TRANSFECGAO FOI POUCO EFICIENTE EM CELULAS Hela

Inputs .
transfecgdo
+ + + + RhoA
: + s + Rnd1
kDa MM - - + + STI1
130 .
100 ——  —
=
70 » o s . : .
55 - —
KkDa MM Pulldown RhoA-GTP
70 3 _ BT
55 5 | —
blot 1°: anti-GFP 1:2000

FONTE: O autor (2024).

LEGENDA: Imunodetec¢cao de EGFP-mRhoA e EGFP-mRhoA-GTP em células Hela co-
transfectadas com EGFP-mRhoA, EGFP-mSTI1 e HA-Rnd1. Na parte superior da imagem estao
especificadas as transfeccdes realizadas. Também na parte superior estdo mostrados os inputs. Logo
abaixo estdo os pulldowns de EGFP-mRhoA-GTP. A esquerda estdo representadas as massas
moleculares de proteinas de referéncia do marcador molecular. Na parte inferior esta indicado o
anticorpo primario de detecgéo.

5 CONSIDERAGOES FINAIS

Trés construgdes foram testadas nesse trabalho para expressao de RhoA: pBK-
CMV-c-Myc-RhoA, pBK-CMV-EGFP-mRhoA e pRK5-c-Myc-RhoA. Como visto nas
Figuras 7, 8 e 9 (sec¢éo 4.1), a Unica constru¢gdo que ndo demonstrou uma expressao
satisfatoria foi pBK-CMV-c-Myc-RhoA. Para avaliar a integridade de tal plasmidio, este
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foi digerido com a enzima de restricdo Xbal e separado eletroforeticamente em gel de
agarose 1 % m/v (Anexo 2). Obteve-se uma banda de tamanho ligeiramente menor
que o ao esperado (=5 kb > 4,5 kb do backbone pBK-CMV + 0,5 kb do inserto myc-
RhoA) e nao haviam outras bandas, indicando auséncia de contaminagdo. Tal
diferenca de tamanho pode indicar algum problema na inser¢gao do cDNA no sitio de
clonagem multipla do vetor.

Foram realizadas duas tentativas de sequenciamento do inserto do plasmidio
(dados nao apresentados), utilizando BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
(Thermo Fisher Scientific) e os primers M13 (Forward e Reverse). Em ambas as
tentativas resultados semelhantes foram obtidos: cromatogramas com baixa
resolucao (picos com grandes porgcdes sobrepostas), picos de fluorescéncia fora do
intervalo de detecg¢ao, amplificacdo de = 1,5 kb a partir do primer Forward e de 30 b
partindo do Reverse.

As transfec¢des com pBK-CMV-EGFP-mRhoA e pRK5-c-Myc-RhoA foram
eficientes em células HEK-293T (Figuras 7 e 9), sendo bandas especificas de EGFP-
mRhoA (= 48,7 kDa > 21.7 kDa de mRhoA + 26.9 kDa da tag EGFP) e c-Myc-RhoA
(= 22.9 kDa > 21.7 kDa de RhoA + 1.2 kDa de c-Myc) reveladas. Os anticorpos anti-
GFP, anti-RhoA e anti-c-Myc demonstraram especificidade de ligacao, e tiveram suas
diluicdes de uso padronizadas (anti-GFP = 1:2000, anti-RhoA = 1:1000 e anti-c-Myc =
1:1000). Nos experimentos de co-transfeccédo que se seguiram foi utilizado o
plasmidio pBK-CMV-EGFP-mRhoA, pois o plasmidio pRK5-Myc-RhoA ainda nao
havia chegado apds aquisicao.

A transfecgdo com pcDNA3-HA-Rnd1 também foi eficiente (Figura 10), sendo
uma banda especifica e de tamanho aproximado ao da construcao revelada (= 27.1
kDa - 26 kDa de Rnd1 + 1.1 kDa da tag HA). Os anticorpos anti-HA comerciais foram
os que demonstraram maior especificidade na diluicdo 1:1000, como visto na Figura
10B. Deste modo, nos experimentos posteriores de co-transfecgao os blots para
detecgao de HA-Rnd1 foram realizados com o anticorpo anti-HA da Santa Cruz, pois
o anticorpo BioLegend chegou apenas ao final do presente estudo.

Trés anticorpos produzidos anteriormente no Laboratério de Neurobiologia
também foram avaliados para detec¢cao de HA-Rnd1: anti-GST-Rnd1, anti-His-Rnd1
e IgG anti-Rnd1. O anticorpo IgG anti-Rnd1 apresentou uma banda especifica no
extrato de células HEK-293T transfectadas (indicada pelas setas na Figura 10B, em

torno de 25 kDa). Apesar da grande quantidade de ligagdes inespecificas (parte
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superior da membrana), € possivel que este seja util desde que se otimize a diluicdo
do anticorpo e as lavagens ao longo do processo de Western blotting.

Por fim, a transfeccdo de HEK-293T com pEGFP-C1-mSTI1 foi eficaz e uma
banda especifica correspondente a EGFP-mSTI1(= 89.4 kDa - 62.5 kDa de mSTI1 +
26.9 kDa de EGFP) pbéde ser detectada pelo anticorpo anti-GFP (Figura 11). As
expressdes de GST-RBD e GST-RhoAG14V em E. coli Rosetta 2 (DE3) pLysS foram
confirmadas por experimentos de mini expressdao (Figuras 12A e 12B,
respectivamente). Tais proteinas foram expressas em larga escala (separadamente)
e ligadas a resina Glutationa Sepharose 4B. Logo apdés, quantificou-se as proteinas
recombinantes ligada as beads (Figuras 13A e 13B). As bandas abaixo de = 35.7 kDa
(em 13A) e = 48.7 kDa (em 13B) sao produtos de degradagao proteica, comuns em
preparacdes deste tipo e ndo afetaram os ensaios de pulldown posteriores
(PELLEGRIN, 2008; BENARD, 2002).

Os ensaios iniciais de ativagdo de RhoA com EGF em células HEK-293T
demonstraram que a RhoA enddgena da linhagem nao é suficiente a imunodeteccao
(Figura 14). Deste modo, os ensaios subsequentes foram realizados somente com
células transfectadas com EGFP-mRhoA. Na Figura 15 observam-se bandas em torno
de 55 kDa nos inputs (RhoA total) e, um pouco mais acima, nos extratos que passaram
por pulldown (RhoA-GTP). No entanto, ndo foi constatada diferenga significativa entre
as porgoes de RhoA-GTP de células ativadas e nao ativadas com EGF (Grafico 1).

Visto que os ensaios de ativagao utilizaram EGF como ativador, uma explicagao
plausivel para tal observacao é de que o nivel de expressao de Receptor de Fator de
Crescimento Epidermal (EGFR) é muito baixo em células HEK-293T (THE HUMAN
PROTEIN ATLAS, [s.d.]). O protocolo utilizado como base para tais ensaios de
ativacdo descreve uma ativacao robusta de RhoA utilizando EGF em células HelLa
(PELLEGRIN, 2008). No entanto, como os experimentos até entdo planejados de
avaliacao da atividade de RhoA em células co-transfectadas seriam realizados em
células HEK-293T, decidiu-se utilizar tal modelo celular nos ensaios de ativagao.

Segundo consulta na base de dados The Human Protein Atlas, a expressao de
EGFR em células HelLa é aproximadamente 7.8 vezes maior do que a expressao em
células HEK-293 (26.4 nTPM HelLa contra 3.4 nTPM HEK-293 - nTPM = numero de
transcritos por milhdo). Considerando que a principal diferenca entre células HEK-293
e HEK-293T é que as ultimas expressam o antigeno T grande de SV40 (o que

aumenta a eficiéncia de transfecgao destas), pode-se afirmar que o transcriptoma de
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ambas as linhagens é muito similar. Assim, parece valida a hipétese de que o baixo
nivel de expressdo de EGFR em células HEK-293T nao permitiu uma ativagao robusta
de RhoA.

Assim, os ensaios posteriores de ativacdo com EGF foram realizados em
células HelLa, conforme descrito no protocolo de referéncia original. Na Figura 16 é
possivel observar um discreto aumento de EGFP-mRhoA-GTP quando comparadas
células ativadas e o controle. A repeticdo apresentada na Figura 16, quando
quantificada, demonstrou um aumento na porcdo de EGFP-mRhoA-GTP em relacéo
ao controle de 1.6 vezes. Ja na outra repeticdo, o extrato de células ativadas
apresentou um aumento de RhoA-GTP bem mais robusto em relagcao ao controle, de
15.3 vezes.

A grande variabilidade dos resultados entre as repeticdes e o numero amostral
pequeno contribuiram para que o teste T ndo apontasse diferenga significativa entre
0s grupos controle e tratado. Tais resultados também explicam o grande desvio
padrao apontado (Grafico 2). Apesar disso, os resultados parecem indicar que a
ativacdo de RhoA via EGF funcionou. Portanto, o aumento na por¢cao de EGFP-
mRhoA-GTP em células HelLa ativadas demonstra a ligagao especifica de GST-RBD
a forma ativa da proteina.

A co-transfec¢cao de EGFP-mRhoA e HA-Rnd1 foi realizada em células HelLa
por duas razdes: para ser fidedigna ao experimento original retratado no artigo de
Oinuma e colaboradores (2012), e pela maior facilidade de manipulagdo de tal
linhagem em relagao as células HEK-293T, que sédo pouco aderentes. Como visto na
Figura 17, aparentemente a por¢ao de EGFP-mRhoA-GTP foi diminuida no grupo co-
transfectado com as GTPases (em relagao ao grupo controle). A densitometria de tal
experimento (Grafico 3) confirma tal observagdo, ainda que nao seja possivel
determinar se ha significancia estatistica — pois apenas uma repetigao foi realizada.

Devido a um erro experimental n&o foi possivel detectar via Western blotting a
expressao de HA-Rnd1. Deste modo, n&o seria correto afirmar que a superexpressao
de HA-Rnd1 foi responsavel pela diminuicdo na porcao de EGFP-mRhoA — ainda que
a literatura existente corrobore com tal alegacgéao.

A co-transfeccao de EGFP-mRhoA, EGFP-mSTI1 e HA-Rnd1 foi realizada em
células HelLa também por estas serem mais aderentes do que a linhagem HEK-293T,
visto que tal experimento foi realizado em placas de 150 mm — o que dificultava a

manipulac&do. Na Figura 18 & possivel visualizar nos inputs em torno de 100 kDa que
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a transfeccdo com EGFP-mSTI1 foi eficiente. Isso contrasta com a imunodeteccgao de
EGFP-mRhoA nos inputs e de EGFP-mRhoA-GTP (pulldown), que foi muito proxima
ao limite de deteccao da técnica. Estes dados corroboram com a observagao pré-lise
das placas, que apontou poucas células com fluorescéncia de EGFP — ou seja, a
eficiéncia de transfeccdo de pBK-CMV-EGFP-mRhoA foi baixa diante da tripla co-
transfeccdo. Nao foi possivel imunodetectar HA-Rnd1 utilizando anticorpo anti-HA
(Santa Cruz), ndo sendo confirmada a co-transfeccao de tal construgao.

Analisando visualmente os pulldowns e considerando o grupo de células
transfectadas com EGFP-mRhoA como controle, & possivel inferir que a co-
transfecgdo com EGFP-mSTI1 aumentou ligeiramente a atividade de EGFP-mRhoA.
Uma suposigao que explicaria tal observagao é que a ligagao de EGFP-mSTI1 a Rnd1
endégena impossibilitaria a ligacdo desta a p190RhoGAP — diminuindo o estimulo a
atividade hidrolitica de RhoA. Considerando que nosso grupo de pesquisa demonstrou
anteriormente a interagao in vitro entre STI1 e Rnd1, e que na literatura a inibicao de
RhoA por Rnd1 ja é bem estabelecida (OINUMA, 2012; WENNERBERG, 2003), essa
seria uma hipotese a se considerar.

Apesar da co-transfeccdo com HA-Rnd1 nao ter sido comprovada/detectada,
ela parece ter diminuido bastante a porcao de EGFP-mRhoA ativa — o que ratificaria
o resultado obtido na Figura 17. Por ultimo, a co-transfec¢gdo com ambas as proteinas
(Rnd1 e STI1) também aparenta ter diminuido a atividade de RhoA — ainda que tal
atividade seja um pouco maior do que a exibida por células co-transfectadas apenas
com HA-Rnd1. Uma hipdétese seria que a interacao entre EGFP-mSTI1e HA-Rnd1
diminuiu a por¢ao de HA-Rnd1 que se ligou a p190RhoGAP — em comparagao com o
grupo co-transfectado apenas com HA-Rnd1. Para confirmar tais suposicées, mais

experimentos sdo necessarios.

5.1 RECOMENDAGOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Foram encontradas grandes dificuldades ao manipular células HEK-293T
transfectadas com as GTPases. Os protocolos utilizados incluem lavagens pré-lise,
nas quais varias células foram perdidas. Considerando a baixa aderéncia de tal
linhagem aliada a transfecgao com proteinas relativas a sinalizacdo de modulagao do
citoesqueleto, aumentar a aderéncia das células cultivadas parece essencial para

otimizar os experimentos propostos.
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Ja foi demonstrado que o revestimento com PEI e poli-D-lisina aumentam a
aderéncia de células HEK-293 (FAUSSNER, 2022; VANCHA, 2004). Faussner e
colaboradores (2022) desenvolveram um protocolo no qual PEI e poli-D-lisina séao
adicionados diretamente ao meio de cultivo, sem a necessidade de um pré-
revestimento com estes reagentes. Ademais, o uso de PEI como fator de adesao
também aumenta a eficiéncia de transfeccdo por reagentes lipidicos (VANCHA, 2004).

Uma conclusdo importante tirada a partir da padronizagédo do ensaio de
ativacao de RhoA é de que a expressao endogena de RhoA em células HEK-293T
nao é suficiente a deteccdo experimental. Portanto, se mostra necessaria a tripla co-
transfeccdo com EGFP-mRhoA, EGFP-mSTI1 e HA-Rnd1 ao experimento de
avaliacao da atividade de RhoA em células HEK-293T.

As transfecgdes transientes fornecem um método para induzir perturbacao
genética em experimentos de biologia molecular e constituem um meio para estudar
a resposta dos sistemas observados. No entanto, a eficiéncia de transfecgao tem uma
faixa 6tima limitada, dependendo da formagao do complexo de DNA-reagente, pH da
solugao, condicao da membrana celular e tipo de célula (KIM, 2010). Além disso,
diferencas na eficiéncia de transfeccdo e no numero de cépias de DNA podem
confundir os resultados experimentais. Outra possivel fonte de variabilidade reside no
fato de que células individuais do mesmo lote podem exibir capacidades diferentes de
expressar proteina recombinante (VITOR, 2018).

Todas as construgdes utilizadas no presente estudo possuiam o mesmo
promotor forte (CMV) e origens de replicagao derivadas do vetor pUC, que geram um
alto numero de codpias plasmidiais. O trabalho de Frei e colaboradores (2020)
demonstrou que, no minimo, tanto a transcricdo quanto a tradugao sao afetadas pela
disponibilidade de recursos intracelulares. No mesmo estudo foi constatado que, a
medida que a quantidade total de cépias plasmidiais aumenta, a expressao proteica
atinge um platé.

O trabalho pioneiro em bactérias de Scott e colaboradores (2010) revelou que
as células possuem uma quantidade finita de recursos intracelulares disponiveis para
expressao génica (por exemplo RNA polimerases, ribossomos, proteases e fontes de
energia), e a competicdo pela utilizagdo de tais recursos ocorre tanto entre genes
exogenos, quanto entre genes exdgenos e endogenos. A competicdo por recursos
implica que se uma unidade transcricional utiliza mais recursos, isso leva a uma

diminuicdo nos recursos disponiveis para operar os processos fisioldgicos celulares,
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ou ainda, para expressar outras unidades transcricionais sintéticas — o que leva a uma
diminuicao artificial em seus niveis de expressao (DI BLASI, 2021). Assim, os cassetes
de expressdo, outrora regulados de forma independente, acabam por se tornar
interligados pelo uso de recursos.

Se negligenciados e ndo incluidos na analise experimental, os efeitos da
competi¢cao por recursos, tanto no nivel da célula hospedeira quanto da construgéo,
podem representar uma fonte de variabilidade de dados. Deste modo, sugere-se a
reavaliacdo do design experimental de co-transfec¢cdo. Caso se deseje manter tal
modelo, a quantidade de DNA plasmidial total por grupo experimental e o tempo de
expressao (pos-troca do meio contendo mix de transfecgdo) devem ser otimizados,

com o intuito de aprimorar a deteccao de EGFP-mRhoA.
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ANEXO 1 - AVALIAGAO VISUAL DA EFICIENCIA DE TRANSFECGAO

A B

LEGENDA: Fotografias de microscopia 6tica (A) e de fluorescéncia (B) de células HEK-293T
transfectadas com EGFP-mRhoA.
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ANEXO 2 - DIGESTAO ENZIMATICA PARA AVALIAGAO DA
INTEGRIDADE DO PLASMIDIO pBK-CMV-c-Myc-RhoA

\x‘ﬂp&
I\

LEGENDA: Eletroforese em gel de agarose 1% (m/v) para analise do plasmidio pBK-CMV-c-
Myc-RhoA apds clivagem enzimatica com Xbal. E possivel observar apenas uma banda de massa

molecular préxima a 4-4,5 kb.



