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Resumo

rasgeflb ¢ um fator de troca de nucleotideos guanina (GEF) hipotético e altamente
conservado. Esse gene contém um dominio RASGEFN com um motivo ziper de leucina e um
dominio RASGEF com trés sitios de localizacdo nuclear. A expressao do mRNA do rasgefib em
macréfagos € induzida por diferentes agonistas de receptores do tipo Toll (TLRs), tais como LPS
(TLR4), GPI-mucina (TLR2) e Poli I:C (TLR3). A fim de expressar a proteina recombinante, nds
clonamos o ¢cDNA do rasgef1b no vetor pQE-30, utilizado para transformar bactérias E. coli (XL1-
Blue). A His-RasGEF1b expressa em bactérias foi purificada utilizando tampao com alto conteudo
de uréia, seguido por cromatografia de afinidade utilizando resina carregada com niquel. A
expressdo da proteina foi confirmada em gel 2D, analise por espectrometria de massa e Western
blotting utilizando um anticorpo monoclonal anti-His. Além disso, o cDNA do rasgef1b foi inserido
em um plasmideo que permite a fusdo do epitopo FLAG (pFLAGCMV2) com a proteina
RasGEF1b. O pFLAGCMV?2 codificando o cDNA do rasgef1b foi utilizado para transfectar células
HEK293T e a expressdo protéica foi avaliada com gel 2D gel e Western blotting utilizando um
anticorpo monoclonal anti-FLAG. A proteina reconhecida pelo anti-FLAG mostrou um peso
molecular aparente de 56 kDa e ponto isoelétrico de 7,25. Utilizando a técnica de centrifugagdo
diferencial e anticorpos monoclonais para as proteinas especificas das diferentes fragdes
subcelulares, n6s demonstramos que a proteina FLAG-RasGEF1b estava presente principalmente
nas fracdes de nucleo e de membranas pesadas. Através do alinhamento entre seqiliéncias da
RasGEF1b de diferentes espécies filogeneticamente distintas vimos que esta proteina ¢ altamente

conservada com similaridade de 57% a 97% em relacao a RasGEF 1b murina.



Abstract

rasgeflb is a highly conserved putative Guanine Exchange Factor (GEF) containing a
RASGEFN domain with a leucine zipper and a RASGEF domain with three sites of nuclear
localization. In macrophages expression of rasgef/b mRNA is induced by different TLR agonists,
such as LPS (TLR4), GPI-mucin (TLR2) and Poli I:C (TLR3). In order to express the recombinant
protein, we cloned the rasgefib ¢cDNA into a pQE30, used to transform E. coli (XL1Blue). The
recombinant His-RasGEF1b expressed in bacteria was purified using high urea content buffer,
followed affinity chromatography using a nickel resin. The expression of the His-RasGEF1b was
confirmed in 2D gel, mass fingerprint analysis and Western blot using an anti-HIS mAb. In
addition, the rasgeflb cDNA was inserted into a plasmid, which allows the insertion of the FLAG
epitope (pPFLAGCMV2) with the recombinant protein. The pFLAGCMV2 encoding the rasgef1b
cDNA was used the transfect HEK293T cells and protein expression evaluated with 2D gel an
Western blot using an anti-FLAG mAb. The protein recognized by the anti-FLAG showed and
apparent molecular weight of 56 kDa and the predicted isoeletric point of 7.25. By using differential
centrifugation, and mAbs specific proteins of different cellular fractions, we demonstrated that the
protein FLAG-RasGEF1b was mainly present in the nuclear and heavy membrane fractions.
Through the alignment among sequences of the RasGEF1b from phylogeneticlly distinct species we
observed that this protein is highly conserved with similarity between 57% and 97% with the murin

RasGEF1b.
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TNF — fator de necrose tumoral
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V - volts
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1. Introducéo

1.1. A Doenca de Chagas e o Trypanosoma cruzi

Tripanosomiase Americana ou Doenga de Chagas ¢ uma parasitose encontrada em
mamiferos do continente Americano, causado pelo protozoario Trypanosoma cruzi (Mastigophora,
Kinestoplastidae). Dados soroldgicos indicam que entre 16 a 18 milhdes de pessoas estdo infectadas
com o agente causador, 7. cruzi, ¢ cerca de 100 milhdes de pessoas consideradas em risco. A
Doenca de Chagas ¢ uma das mais sérias parasitoses da América Latina, e, considerando-se que esta
doenga afeta principalmente individuos em idade produtiva, ela tem grande impacto negativo no

desenvolvimento econdmico deste continente (1).

O ciclo de vida do parasita 7. cruzi ¢ heteroxénico, e o parasita também ¢ encontrado em
triatomineos hemat6fagos, os quais sdo responsaveis pela transmissao natural aos humanos e outros
mamiferos (2). Os epimastigotas replicam-se extracelularmente no intestino médio do hospedeiro
invertebrado. Ao chegarem ao reto, eles se diferenciam para o estdgio infectivo, o de
tripomastigotas metaciclicos, os quais sdo eliminados nas fezes durante a hematofagia do barbeiro
no hospedeiro vertebrado. Tripomastigotas metaciclicos circulantes na corrente sanguinea podem
infectar qualquer célula nucleada, diferenciando-se em amastigotas e dando inicio a divisao bindria.
Quando as células tornam-se cheias de parasitas, os amastigotas diferenciam-se em tripomastigotas
sanguineos e sdo liberados para o ambiente extracelular e podem infectar outras células nucleadas,
transformando-se novamente em amastigotas e continuando a replicacdo. Uma vez na corrente
sanguinea, os tripomastigotas vao disseminar a infeccdo para outros 6rgdos do hospedeiro
vertebrado. Alternativamente, os tripomastigotas sanguineos podem infectar o aparelho bucal
sugador do vetor, transformarem-se em epimastigotas e, entdo, perpetuarem o ciclo de vida do T.
cruzi (2). A forma mais comum de infeccdo em humanos ¢ pelo contato com fezes contaminadas
pelo T. cruzi, excretadas pelos insetos triatomineos (Reduviidae, Hemiptera), popularmente
denominados “barbeiros”. Esta doenga também pode ser transmitida por transfusdo de sangue,

transplante de 6rgdos, via placentaria, ou acidente em laboratdrios (3).
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1.2.  Imunopatogénese da Doenca de Chagas

No hospedeiro vertebrado, a infec¢do por 7. cruzi tem inicio com uma fase aguda curta,
caracterizada por alta parasitemia, seguida de uma fase indeterminada assintomatica e uma fase
cronica longa mantida por poucos parasitas (4 € 5). A fase aguda inicia-se através das manifesta¢des
locais, quando o 7. cruzi penetra na conjuntiva (sinal de Romafa) ou na pele (chagoma de
inoculacdo). Estas lesdes aparecem em 50% dos casos agudos dentro de 4 a 10 dias apos a picada do
barbeiro, regredindo em um ou dois meses. Concomitantemente, os linfonodos satélites sdo
comprometidos e no conjunto forma-se o complexo cutdneo e/ou conjuntivo linfonodal. Esta fase ¢

acompanhada de parasitemia e parasitismo tecidual elevados (6).

A fase indeterminada ¢ definida como o periodo clinicamente silencioso que segue a fase
aguda. Os individuos apresentam evidéncias sorologicas e/ou parasitologicas de infec¢ao, mas
permanecem assintomaticos e ndo exibem sinais eletrocardiograficos de envolvimento do coragdo e
nem anormalidades em raios-X do trato digestivo. Estudos ultraestruturais tém demonstrado que as
células inflamatorias presentes sdo em sua maioria linfocitos e macrofagos, e poucos

polimorfonucleares (7).

A miocardite cronica e progressiva ¢ a faléncia cardiaca, as quais estdo associadas com
aumento do tamanho do coracdo, degeneracdo de midcitos, fibrose intersticial severa e o
espessamento das membranas basais caracterizam o quadro patologico da fase cronica cardiaca da
Doenga de Chagas. Sem duvida alguma, na fase cronica da doenca com suas formas clinicas
sintomaticas o fato anatémico mais importante na patogenia da doenga ¢ o surgimento de uma

fibrose difusa nem sempre relacionada com o foco inflamatério (8).
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1.3. Imunidade Inata e o Trypanosoma cruzi

Viarios estudos demonstram que antes do estabelecimento da imunidade adquirida o sistema
imune inato desempenha um papel crucial para a resisténcia do hospedeiro durante a fase aguda da
infeccdo com patdgenos intracelulares (9-12). Dentro de poucas horas ou dias depois da infecgdo, o
sistema imune inato pode ser ativado, através de receptores especificos, por estruturas caracteristicas
de certos patogenos (por exemplo, lipopolissacarideo e estruturas repetitivas de manose) (13-18).
Macréfagos expostos a tais componentes microbianos sintetizam altos niveis de citocinas com
multiplas atividades no sistema imune. Estas citocinas pré-inflamatérias ativam vérias funcdes do
sistema imune inato que sdo essenciais para a resisténcia do hospedeiro aos patdgenos antes do

desenvolvimento de uma resposta imune especifica (9-12).

Os macrofagos expostos a protozoarios parasitas produzem interleucina (IL)-12 que ¢
responsavel por iniciar a sintese de interferon-y (IFN-y) pelas células “natural killers” (NK) (9-
12,16). Uma vez estimulados com IFN-y, os macrofagos tornam-se altamente responsivos a
estimulagdo por produtos de parasitas, um evento que leva ao aumento da sintese de quimiocinas e
citocinas pro-inflamatérias. Quando expostos a parasitas vivos, os macréfagos estimulados com
IFN-y desempenham uma fun¢do efetora através da producdo de altos niveis de RIN (radicais
intermediérios de nitrogénio), os quais sdo altamente toxicos aos diferentes protozodrios, tais como

oT. cruzi (19).

Nos ultimos anos, a identifica¢do e a caracterizacdo de moléculas de protozodrios parasitas
que desencadeiam a producado de citocinas € RIN pelas células do sistema imune inato tém sido alvo
de estudo por véarios grupos de pesquisa. Diferentes estudos tém relatado as atividades
imunoestimulatorias e regulatérias de ancoras de glicosilfosfatidilinositol (GPI) derivadas das
membranas de protozoarios, tais como Plasmodium falciparum, Trypanosoma brucei e T. cruzi (20-

21).

Em estudos realizados em nosso laboratorio, foi demonstrado que a ativagao de macrdofagos
pelo T. cruzi ¢ estagio especifica. Assim, apenas a forma tripomastigota sanguinea (ou obtida de
tecido de cultura) ou a forma amastigota sdo capazes de induzir a sintese de citocinas e RIN por

macrofagos. Baixa atividade foi observada nas formas epimastigotas e tripomastigotas metaciclicas
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(22). Além disso, a ancora de GPI foi identificada como a por¢ao ativa das GPI-mucinas dos
tripomastigotas responsavel por desencadear as diferentes fung¢des dos macréfagos. Mais
precisamente, foi demonstrado em nosso laboratorio, que as ancoras GPI, altamente purificadas de
GPI mucinas, ativam o Toll-Like-Receptor-2 (TLR-2) em concentragdes picomolares (23-25).
Dentre as citocinas que os macrofagos produzem sob o estimulo das GPI-mucinas, das formas
tripomastigotas de cultura, estio TNF-a, IL-12, IL-6, IL-1 (22) e citocinas quimiotaticas como

RANTES, KC, MIP2 e IP-10 (26).

Para melhor entendimento sobre a ativacdo do sistema imune inato pelo 7. cruzi, nosso
laboratorio tem estudado a indugdo e a expressdao de genes por macrofagos expostos a forma
tripomastigota do parasita. Devido ao fato de as GPI-mucinas serem potentes estimuladoras dos
macrofagos, e estas células serem uma das principais componentes no processo inflamatoério no
coragdo chagdsico (26-29), também foi investigado, no nosso laboratorio, o padrdo de expressdo
génica em macrofagos ativados por glicolipidios de 7. cruzi. Varios RNA mensageiros de
macrofagos inflamatdrios cultivados na auséncia ou presenga de GPI-mucinas e/ou IFN-y foram
comparados pela técnica de differential display reverse transcriptase-polymerase chain reaction
(DDRT-PCR) (30,31). Utilizando a técnica de Northern blot reverso (RNB) (32), foi confirmada a
expressdo diferencial de alguns genes em macréfagos estimulados com GPI-mucinas e IFN-y e no
tecido cardiaco de camundongos experimentalmente infectados com 7. cruzi. Entre os transcritos
diferencialmente expressos, foi encontrado um novo gene, de copia Unica, altamente conservado nos
genomas humano e murino, que codifica uma proteina hipotética com homologia entre genes da
familia dos Fatores de Troca de Nucleotideos Guanina (GEFS) (33-35). Este gene, rasgefib,
inicialmente denominado gpiy4, codifica uma proteina hipotética que contém dois dominios
relacionados a RasGEFN e RasGEF, dominios comuns a familia dos GEFs, envolvidos na ativagdo

de membros da familia das Ras-GTPases (36).
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1.4. RasGEFs

Os proto-oncogenes ras codificam GTPases de membrana que desempenham um papel
central na transducdo de sinais de fatores de crescimento e diferenciacdo, antigenos imunes e
componentes da matriz extracelular. Proteinas da superfamilia Ras e proteinas regulatérias

relacionadas t€m sido altamente conservadas no curso evolutivo dos eucariotas (37).

As proteinas GTPase pequenas (small GTPase proteins), assim chamadas devido ao seu
baixo peso molecular (20-35 kDa), sdo evolucionariamente conservadas e encontradas entre varios
reinos de organismos. A primeira GTPase pequena a ser isolada foi H-Ras e as pequenas GTPases
tém sido agrupadas na superfamilia Ras. Baseando-se na seqiiéncia de aminoacidos das GTPases
pequenas de mamiferos, estas podem ser subdivididas em subfamilias Ras, Rho, Arf, Rab, Ran e
Rad/Gem. A subfamilia Ras inclui H-Ras, K-Ras (4A e 4B), N-Ras, E-Ras, R-Ras, TC21/R-Ras2,
M-Ras/R-Ras3, RalA, RalB, RaplA, Rap1B, Rap2A, Rap2B, Rap2C, Ritl, Rit2, RheB ¢ RhebL1.
Os membros da familia Ras melhores caracterizados sao H-Ras, K-Ras e N-Ras, os quais regulam
uma variedade de processos bioldgicos que contribuem para a progressao do ciclo celular e, em
condi¢des patofisiologicas, ao cancer (38).

Assim como as proteinas G heterodiméricas, as GTPases pequenas agem como “trocadoras
moleculares™ ciclando entre duas formas interconversiveis: inativa, quando ligadas a guanosina
difosfato (GDP) e ativas, ligadas a guanosina trifosfato (GTP). A conversdo entre os estados GTP e
GDP-ligados ¢ firmemente regulada por dois tipos de proteinas: fatores de troca de nucleotideos
guanina (GEFs) e as proteinas ativadoras de GTPase (GAPs) (39). Um terceiro componente, 0s
inibidores da dissociacdao de guanina (GDI), pode inibir ou bloquear as a¢des das GAPs e dos GEFs
(40).

Sistemas compostos de GTPases, GAPs ¢ GEFs permitem grande versatilidade na
construcao de vias de sinalizagdo. Os sinais podem ser amplificados (um GEF pode ativar varias
GTPases), integrados (varias vias ativam os mesmos GEF e GAP, e o comportamento de uma
GTPase depende do efeito total de todos seus GEFs e GAPs), ou dividido (uma GTPase induz
varios efeitos). Essa versatilidade permite que pequenas GTPases mediem diferentes fungdes

bioldgicas entre diferentes organismos (41). A localizacgdo intracelular das Ras-GTPases pode ainda
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ser controlada pelas frenil-transferases e outras enzimas que regulam o ancoramento das Ras-
GTPases as membranas celulares (40).

A atividade GTPase de cada proteina G pequena € variavel mas relativamente muito lenta e €
estimulada por GAPs. A maioria das GAPs, tais como a GAP de Ras e a GAP Rab3, sdo especificas
para cada membro ou subfamilia das proteinas G pequenas (39, 42, 43), mas algumas GAPs, tais
como p190, uma GAP ativa nas proteinas Rho/Rac/Cdc42, mostram uma especificidade mais ampla
de substrato (44).

Proteinas GEF causam ativacdo por catalisarem a troca de GDP por GTP, enquanto que as
GAPs inativam a Ras aumentando a taxa de hidrolise de GTP. O GEF interage primeiramente com a
forma GDP-ligada para formar um complexo binario de uma proteina G pequena-GEF. Entdo, o
GEF, neste complexo, ¢ substituido pelo GTP para originar a forma GTP-ligada. A maioria dos
GEFs, tal como o Son of Sevenless (Sos) e Rab3GEF, sdo especificos para cada membro ou
subfamilia das proteinas G pequenas (39, 45, 46), mas alguns GEFs, tal como Dbl, um GEF ativo

nas proteinas Rho/Rac/Cdc42, mostram maior especificidade de substrato (47 e 48).

Virios GEFs associados aos membros da subfamilia Ras foram isolados e caracterizados em
células de mamiferos como Sos, RasGRF, RasGRF2, RasGRP (RasGRP1), C3Gm, Vav, entre
outros (49-53). Em células de mamiferos, o primeiro RasGEF a ser isolado foi designado RasGRF
ou Cdc25Mn (54-56). Cerca de vinte novos GEFs ativadores dos membros da subfamilia Ras
(RasGEFs) foram identificados e caracterizados nos ultimos anos, com fungdes de ativacao

GTPases especificas (57).

Os RasGEFs e as proteinas relacionadas aos RasGEFs sdao agrupados com base na
homologia de dominios conservados presentes nas suas estruturas. O segmento de homologia ao
RasGEF Cdc25 de S. cerevisiae ¢ o dominio que determina os RasGEFs serem agrupados desta
maneira. O dominio GEF ¢ essencial para que os RasGEFs desempenhem a sua funcdo catalitica
(58). Além do dominio catalitico Cdc25, alguns RasGEFs possuem ainda outros dominios
importantes e funcionais. Por exemplo, o RasGRF1, o Sosl e o Sos2 possuem os dominios de
homologia Dbl (DH, Dbl homology) e plequistrina (PH, pleckstrin homology) que estdo arranjados
em conjunto. O dominio DH parece também promover a troca de guaninas em GTPases da sub-
familia Rho, enquanto o dominio PH participa nas interagdes proteina-proteina ou proteina-lipidios

(59,60) .
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Pouco se sabe sobre os membros RasGEFla, RasGEF1b e RasGEFlc. A proteina GEF
codificada pelo gene rasgefa ¢ essencial para a agregagao celular, agindo em nivel de ativacdao da
adenil-ciclase em Dictyostelium. Células de Dictyostelium sem o gene rasgefb apresentam
desenvolvimento inicial prejudicado, embora elas eventualmente formem corpos de frutificacao
finos, mas normalmente proporcionais. Além disso, essas células se movem rapidamente, de forma
incomum, e interferem no crescimento celular. Em mamiferos e outros organismos, estes membros

necessitam de melhor caracterizagdo (61-63).

O rasgef1b contém o dominio RasGEFN, um dominio do tipo Cdc25, um padrao de ziper de
leucina, que estd normalmente envolvido em associagdes com outras proteinas, e trés motivos de
localizagdo nuclear. Mais importante, parece ser o primeiro exemplo de um GEF cuja expressao ¢
induzida e mantida durante o processo de ativagdo de macrofagos/linfocitos (36). Estd bem
estabelecido que as proteinas cinases ativadas por mitégenos (MAPKs) estdo envolvidas na
proliferacdo de linfécitos T durante a estimulacdo por mitégenos (64,65), como também a sintese de
citocinas pro-inflamatdrias por macrofagos expostos a agonistas dos receptores do tipo “Toll”
(TLR) (66 e 67). Embora Ras seja um passo inicial que desencadeia a fosforilagdo de algumas
MAPKSs, os eventos moleculares posteriores que controlam a ativacdo dessas proteinas sdo
desconhecidos. Além disso, a localizagdo nuclear desse GEF pode indicar um papel alternativo na
ativacdo leucocitdria. Entdo, o papel da proteina RasGEF1b codificada pelo gene rasgefib na
ativacao de eventos iniciais e fungdes desempenhadas pelos macréfagos ativados e linfocitos T deve
ser investigado (36). Estes achados poderao, eventualmente, fornecer um melhor entendimento nos
eventos cruciais da relagdo parasita-hospedeiro como a ativacdo do sistema imune inato pelo 7.

cruzi e a patogénese da Doenca de Chagas.
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2. Justificativa

Os fatores de troca de guanina, RasGEFs, sdo componentes celulares fundamentais no
processo de ativagdo das Ras-GTPases em resposta a uma diversidade de estimulos extracelulares.
Nos ultimos cinco anos uma série de RasGEFs foi identificada, porém estudos mais aprofundados
merecem ser levados adiante a fim de determinar a real participagdo dessas proteinas na ativagao

das diferentes Ras-GTPases em diferentes processos celulares.

Foi identificado, recentemente, em nosso laboratorio, um novo RasGEF cuja expressdo foi
significativamente induzida em macréfagos murinos e humanos expostos a GPI-mucinas de 7. cruzi.
A expressao desse gene, rasgeflb, foi também induzida por LPS. Embora a expressao do rasgefib
encontrou-se constitutiva em alguns 6rgdos como cérebro, pulmdo e intestino, um aumento
significativo nos niveis do seu mRNA foi observado no timo, bago, rim, figado, coracdo e em
linfonodos apos 20 dias de infeccdo com 7. cruzi. Esses resultados sugerem que, no decorrer da
doenga de Chagas, o rasgefib tenha um importante papel na ativacdo de outros componentes

celulares e consequentemente no estabelecimento de uma resposta imune celular.

De nosso conhecimento, este ¢ o primeiro membro da familia RasGEF cuja expressao ¢
induzida. Assim, acreditamos que a caracterizacdo molecular e funcional do rasgef1b possibilitard o
melhor entendimento da participacdo dos RasGEFs na resposta imune celular desencadeada por
GPI-mucinas e também por outros padrdes moleculares associados a patégenos (PAMPs) ativadores
dos TLRs, como LPS e poli I:C. Além disso, estes estudos iniciais poderdo inferir qual seria o papel

das Ras-GTPases em processos infecciosos e, mais especificamente, na Doenga de Chagas.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo Geral

Expressar a proteina RasGEF 1b recombinante em sistema procarioto e eucarioto.

3.2.  Obijetivos Especificos

3.2.1. Analisar a sequéncia de aminoacidos da proteina hipotética RasGEF 1b utilizando ferramentas

de bioinformatica;

3.2.2. Amplificar a regido codificadora do gene rasgef1b;

3.2.3. Clonar a regido codificadora do gene rasgef1b no vetor procaridtico pQE-30;

3.2.4. Expressar a proteina His-RasGEF1b recombinante em bactérias;

3.2.5. Confirmar a expressao da proteina recombinante por Western Blotting;

3.2.6. Confirmar a expressdo da proteina recombinante por espectrometria de massa;

3.2.7. Produzir anticorpos contra a proteina recombinate His-RasGEF 1b em coelhos e galinhas;

3.2.8. Transfectar células HEK293T com plasmideo codificando RasGEF1b associada ao peptideo
FLAG (FLAG-RasGEF1b);

3.2.9. Determinar a localizagdo celular da proteina FLAG-RasGEF1b em células transfectadas

através de fracionamento celular e eletroforese bidimensional.
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4. Materiais e métodos

4.1. Analise da proteina RasGEF1b utilizando ferramentas de bioinformatica

A andlise da seqiliéncia de aminoacidos da proteina RasGEF1b foi feita com o programa
Protparam. Os alinhamentos de sequéncias de aminoacidos da proteina RasGEF1b entre diferentes
espécies, de seqiiéncias de RasGEF1a, RasGEF1b e RasGEF1¢ humanas e de seqiiéncias RasGEF1b
e RasGEFlc murinas foram realizados com o programa Clustal W. A constru¢do da arvore
filogenética foi feita através do programa Phylip, com um bootstrap de 1000 réplicas. A andlise de
dominios conservados foi feita com o Protein-protein BLAST. A andlise de existéncia de peptideo
sinal foi feita com o SignalP, e a de possiveis sitios de modificagdes pos-traducionais foi feita
através dos seguintes programas: NetAcetl.0 server, NetNglyc, NetOGlyc, NetPhos, YinOYang 1.2.
Prediction Server e Prosite. A andlise da possivel localizagdo subcelular foi feita através dos
programas PTarget, NucPred, DbSubLoc e Psort. A andlise da estrutura secundéria da proteina
RasGEF1b foi feita através do programa HNN Secondary Structure Prediction Method e a
modelagem da estrutura terciaria foi feita utilizando o programa ESyPred3D Web Server 1.0. Os
modelos de estrutura terciaria foram visualizados e analisados utilizando o programa Pymol . O

grafico de Ramachandran foi construido utilizando o Procheck v.3.5.4.

4.2. Extracdo do RNA total de células RAW 264.7 estimuladas com RNA de fita-dupla ou

endotoxina bacteriana

Células RAW 264.7 (macrofagos murinos de linhagem continua) foram cultivadas em meio
DMEM com 10% de soro bovino fetal ¢ 40 ug/mL de gentamicina, a 37° C em 5% CO,. Estas
células foram estimuladas com RNA de fita-dupla (poly- rl:rC, 100pg/ml) ou endotoxina bacteriana
(LPS, 100mg/ml). O RNA total das células foi isolado utilizando o reagente Trizol (Life
Technologies). O reagente Trizol foi acionado a cultura de células e essas amostras foram incubadas
a temperatura ambiente por 5 minutos. Adicionou-se 0,2mL de cloroférmio para cada ImL de Trizol
adicionado. As amostras foram homogeneizadas por 15 segundos e posteriormente incubadas a

temperatura ambiente por 2 a 3 minutos. Apos essa etapa, foram centrifugadas a 12000 x g por 15
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minutos a 4°C e foi observada a separagdo das fases fendlica e aquosa. A fase aquosa foi transferida
para um novo tubo, onde foi adicionado 0,5mL de isopropanol, para cada ImL de Trizol utilizado
na fase de homogeinizacdo inicial. As amostras foram incubadas a temperatura ambiente por 10
minutos e centrifugadas por mais 10 minutos a 4°C. O RNA precipitado foi lavado com etanol 75%
e o RNA precipitado no fundo do tubo foi eluido com H,Opgpc. A quantificagdo do RNA foi feita
através de espectrofotometria. A concentragao foi determinada levando-se em conta que uma
unidade de O.D. (Abs 260 nm) corresponde a uma solu¢ao com 40ug/mL de RNA . As leituras a
260 e 280, respectivamente, serviram como pardmetro na estimativa do grau de contamina¢do do

acido nucléico com proteinas. Os valores considerados satisfatorios foram aqueles entre 1,7 a 2,0.

4.3. RT-PCR para deteccédo da expressdo do cDNA do rasgeflb

Um micrograma de cada RNA total proveniente das células RAW 264.7 foi utilizado para
uma reacdo de transcri¢ao reversa, na presenca de 200U da enzima SuperScript II ( Gibco, BRL);
tampao da enzima; 2,5mM de dNTP; 0,1M de 1,4-dithiothreitol (DTT); inibidor de RNAse ¢ um
primer oligo d(T). Os iniciadores utilizados na reagdo de PCR, para amplificarem a regido
codificadora do RasGEF1b foram HindNH2 (5°-
CCCAAGCTTGGGAGTATGCCTCAGACGCCCCCCTTC-3’) e APACOOH (5°-
GAAGGGCCCAACTCTGCCCAAAAGGC-3).

4.4. Amplificacdo da regido codificadora do gene rasgeflb

Para a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) foram utilizados 2uL de cDNAs moldes
obtidos por reacao de transcriptase reversa de células de macrofagos murinos: cDNA de macréfagos
controle (ndo estimulados), cDNA de macrofagos estimulados com moléculas tGPI e cDNA de
macréfagos estimulados com 7. cruzi (formas tripomastigotas). Nesta reacdo, foram utilizados
0,4ul de enzima DNA-polimerase Taq (5U/uL, Phoneutria Biotechnology. & Services); 0,4ulL de

Pfu (2U/uL, Stratagene) e uma mistura contendo, nas concentragdes finais: 2ul. dNTPs (2mM
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dATP, 2mM dCTP, 2mM dGTP, 2mM dTTP); 2ulL de Tampao Taq 10X (Phoneutria); 1puL do
iniciador 5’-GCTGTCGACGGGAAAGTATGC-3" (iniciador SalF); 1 uL do iniciador 5’-
TCCAAAGCTTAAACTCTGCCC-3’ (iniciador HindR); 11,6uL de H,O Milli-Q autoclavada. O
volume final da reagdo foi de 20uL. A reag@o ocorreu por 35 ciclos de 94°C/45 segundos, 55°C/2
minutos, 72°C/2 minutos e 30 segundos e um ultimo ciclo de extensdo a 72°10 minutos. Os
produtos de amplificagdo foram submetidos ao fracionamento eletroforético em gel de agarose 1%.
Apds a adigdo de tampao 6X de amostra para DNA (0,25% azul de bromofenol; 0,25%
etilenoglicol; 30% de glicerol em H,0), os fragmentos foram fracionados no gel em TAE 1X (0,04
M Tris-acetato; 0,001 M EDTA) contendo brometo de etidio (0,5 pg/mL). Os DNAs fracionados no

gel foram observados em luz ultravioleta (U.V.).

Dois microlitros dos produtos obtidos nas PCRs realizadas com cDNAs de macrofagos
murinos estimulados com moléculas GPI e com cDNAs de macrofagos murinos estimulados com 7.
cruzi foram reamplificados nas mesmas condi¢des da reagdo anterior. Os DNAs foram fracionados

em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio.

A purificagdao dos fragmentos do gel e demais purificagdes de fragmentos de géis foram
feitas com o “Kit GFX PCR DNA and GEL Band Purification” (Amersham Biosciences Ltd,
Buckinghamshire, England), seguindo o protocolo indicado pelo fabricante. Os fragmentos de DNA
do gel correspondentes ao tamanho molecular do cDNA do gene rasgef1b foram cortados e pesados
em um unico tubo de microcentrifuga. Foram adicionados 300uL de “Capture buffer”, volume que
correspondia ao peso obtido em miligramas dos fragmentos do gel. A mistura foi incubada a 60°C
por 15 minutos. A coluna do “Kit” foi colocada no tubo coletor ¢ a agarose dissolvida aplicada na
coluna. O sistema foi incubado por 5 minutos a temperatura ambiente. O sistema foi brevemente
centrifugado por 30 segundos (14000 x g) e o tubo coletor esvaziado. Foram adicionados a coluna
500uL do tampdo de lavagem (10mM Tris-HCI pH 8,0; 0,1mM EDTA) e o sistema foi centrifugado
novamente. O tubo coletor foi trocado por um tubo de microcentrifuga novo e 20uL de TE (10mM
Tris pH 8,0; ImM EDTA pH 8,0) foram aplicados na coluna. O sistema foi incubado por 5 minutos

a temperatura ambiente e centrifugado a 14000 x g por 1 minuto.
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45. Clonagem no vetor pCR® TOPO 2.1 (Invitrogen)

Do volume obtido na purificagdo dos fragmentos do gel, 7,8 uL foram incubados a 72°C por
10 minutos em um tubo de microcentrifuga contendo 2mM de dNTPs, Tampao 10X e Taq DNA
polimerase. Depois disso, a 4ul. dessa reacdo, foram adicionados 1 uL de solugdo salina (1,2M
NaCl; 0,06M MgCL) e IuL do vetor pCR® TOPO 2.1. Esses reagentes foram incubados a
temperatura ambiente por 30 minutos. A transformagdo bacteriana foi feita adicionando 2uL do
produto da ligagio do pCR® TOPO 2.1 com o ¢cDNA do rasgeflb ¢ 50uL de células bacterianas
XL1-blue (E. coli) quimicamente competentes. A mistura foi incubada no gelo durante 30 minutos.
Apos este tempo foi feito choque térmico pela incubagdo por 1 minuto a 42°C, seguido pela
incubacdo em gelo por 1 minuto. As bactérias foram incubadas, sob agitacdo, a 37°C por uma hora
em meio LB sem antibidtico. Aliquotas da suspensdo bacteriana foram plaqueadas em meio LB 4gar
contendo 100pg/mL de ampicilina. As placas foram colocadas na estufa, permanecendo a 37°C por
18 horas. Algumas colonias obtidas nessa transformacdo foram repicadas, utilizando uma ponteira
estéril, em uma placa contendo LB agar e 100pug/mL de ampicilina. O restante do contetido da
ponteira foi dissolvido 30uL de tampao de lise (10mM Tris pH 8,0; EDTA 0,1mM; 0,1 % Tween®
20). As misturas foram aquecidas a 95°C por 10 minutos e centrifugadas a 12000 x g por 2 minutos.
Foram utilizados 4uL. do sobrenadante de cada tubo para PCR. As reacdes foram realizadas nas
mesmas condi¢des citadas anteriormente (4.4), sendo que, alternativamente, foram utilizados dois
iniciadores: M13 direto e reverso, os quais flanqueiam o sitio multiplo de clonagem do vetor pCR®

TOPO 2.1.

Foi feita extracdo de DNA plasmidial em baixa escala de duas colonias positivas utilizando o
“Kit QIAprep Miniprep” (Qiagen), de acordo com o protocolo indicado pelo fabricante. Cada
coldnia foi cultivada em 4mL de LB contendo 100ug/mL de ampicilina a 37°C, sob agitagao, por 18
horas. As culturas bacterianas foram centrifugadas a 10000 x g por 5 minutos. Os sobrenadantes
foram descartados e os sedimentos obtidos solubilizados em 300uL do tampao de ressuspensao P1
(50mM Tris.Cl pH 8,0; 10mM EDTA; 100uL/mL RNase A) cada. Foram adicionados 300uL de
tampao de lise P2 (200mM de NaOH; 1% SDS (p/v)) por tubo e feita a inversdo dos mesmos cerca

de seis vezes. Os tubos foram incubados a temperatura ambiente por 5 minutos. A mistura, foi
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adicionado tampao de neutralizagdo N3 (3M acetato de potassio pH 5,5) gelado, 300uL por tubo,
seguido de incubagdo no gelo por 5 minutos. Os contetdos foram centrifugados a 14000 x g por 1
minuto. As duas colunas foram equilibradas com 1mL do tampao QBT (750 mM NaCl; 50mM
MOPS, pH 7,0; 15% isopropanol (v/v); 0,15% Triton®X-100(v/v)) cada. Os sobrenadantes foram
aplicados nas colunas e estas foram lavadas quatro vezes com 1mL do tampao de lavagem QC (1,0
M NaCl; 50mM MOPS pH 7,0; 15% isopropanol (v/v)). Os tubos coletores foram descartados e
substituidos por tubos de microcentrifuga. Os fragmentos de DNA foram eluidos com 800uL de
tampao de eluicdo QF (1,25M NaCl; 50mM Tris.Cl pH 8,5; 15% isopropanol (v/v)) e sedimentados
com 560uL de isopropanol a temperatura ambiente. Apds centrifugacdo a 14000 x g por 5 minutos,
os sobrenadantes foram removidos e aos sedimentos foram adicionados 700uL de etanol 70%,
seguindo a mesma centrifugacdo anterior. Os sobrenadantes foram removidos e os sedimentos

secaram em temperatura ambiente por 10 minutos e foram dissolvidos em 30uL de TE.

As digestdes enzimaticas de 3uL do produto de extragdo plasmidial das colonias do cDNA
do rasgef1b clonado no pCR® TOPO 2.1 e da constru¢do pcDNA3.1/V5-HisrasgefIb foram feitas
com as enzimas BamH 1, EcoR 1, Hind 111, Sac 1, Kpn 1 e Xho 1 (Promega Corporation, Madison,
WI). Foram utilizados, para cada reagdo, 1uL de cada enzima, tampdo 10X especifico para cada
enzima segundo catdlogo do fabricante, BSA10X e H,O Milli-Q autoclavada suficientes para
reagoes de 20uL. As misturas foram incubadas a 37°C por 1 hora e 30 minutos e fracionadas em gel

de agarose 1% corado com brometo de etidio. O gel foi observado em luz U.V.

4.6.  Clonagem no vetor procariotico pQE-30 (Qiagen)

A digestdo enzimatica de 20uL da construgio pCR® TOPO 2.1rasgef1b foi feita com 2pL da
enzima de restricdo Hind 111, 3uL de BSA 10X, 3uL de tampao E 10X e 2ulL de H,O Milli-Q
autoclavada. A reagdo foi incubada a 37°C por 6 horas e o resultado verificado em gel de agarose
1% corado com brometo de etidio (0,5u/mL), observado em luz U.V. O fragmento digerido foi

cortado do gel com bisturi, pesado e purificado. O DNA foi eluido em 20uL de TE e digerido com a
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enzima de restricao Sal I (Promega), utilizando os mesmos reagentes para a digestdo anterior, com
tampao proprio. O fragmento digerido foi extraido do gel com um bisturi, pesado e purificado. O

DNA foi eluido em 20uL de TE.

Quinze microlitros do vetor pQE-30 (Figura 1) foram digeridos utilizando 2uL da enzima
Hind 111 e os outros reagentes necessarios para uma reagao cujo volume final foi de 15uL. A reagdo
foi incubada a 37°C por 6 horas e o fragmento digerido foi cortado do gel e purificado. O DNA foi
eluido em 20uL de TE, cuja quantidade foi digerida com 2uL da enzima Sal/ I, mais 3uLL de tampao
D 10X, 3uL de BSA 10X e 2 uL de H,O Milli-Q autoclavada, por 6 horas a 37°C. Foram utilizados,
para a reacdo de ligacdo, 3uL do vetor pQE-30 e 5uL do inserto do cDNA do rasgefib, ambos
digeridos com Sal 1 e Hind 111 , 1pL de T4 DNA ligase (Promega) e 1puL de tampao 10X (Promega).

Cinco microlitros do produto de ligacdo foram transformados em bactérias XL1-blue
quimicamente competentes, de acordo com os protocolos de transformacdo descritos anteriormente.
Das colonias obtidas da transformagdo, dez foram escolhidas para diagndstico por PCR utilizando
os pares de iniciadores usados na amplificacdo inicial e o SalF juntamente com um iniciador
flanqueando a regido de clonagem do pQE-30 (pQE-30R). Os procedimentos foram os mesmos
utilizados para o diagnostico das colonias obtidas da transformagio pCR® TOPO 2.1rasgeflb. Os

produtos de PCR foram fracionados em gel de agarose corado com brometo de etidio.

Foi feita extracdo de DNA plasmidial em baixa escala de trés colonias, escolhidas entre as
ultimas 10, utilizando o “Kit QIAprep Miniprep” (Qiagen, Hilden, Germany). A extragdo ocorreu
conforme as instru¢des indicadas pelo fabricante, como descrito anteriormente. Um novo
diagnostico por PCR das trés colonias foi realizado, desta vez utilizando uma combinagdo entre os
iniciadores SalF e HindR; SalF e pQE-30R; pQE-30F (outro iniciador flanqueador do sitio multiplo
de clonagem do pQE-30) e pQE-30R; pQE-30F e HindR. Os produtos amplificados foram

fracionados em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio.
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Figura 1. Mapa do vetor pQE-30 (Qiagen). As setas apontam para os sitios de restri¢do das enzimas
Sal 1 e Hind 1II presentes no sitio multiplo de clonagem do vetor. Esses sitios estio também
presentes nos iniciadores utilizados para a clonagem do rasgef1b no pQE-30. PTS5, promotor T5 de
fago reconhecido pela RNA polimerase de E. coli; RBSII, sitio sintético de liga¢do do ribossomo;
MCS, sitio multiplo de clonagem; Ampicilin, gene de resisténcia a ampicilina.
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4.7.  Sequenciamento do cDNA do rasgeflb clonado no pQE-30

Um micrograma dos plasmideos obtidos na clonagem contendo o inserto de interesse foi
sequenciado utilizando os iniciadores SalF e HindR e o “DYEnamic TM ET Terminator Kit”
(Amersham, Bioscienses) no sequenciador automatico Mega BACE 1000 DNA Analysis System no
Nucleo de Anélise de Genoma e Expressao Génica (NAGE, ICB- UFMG). A analise da procura por
homologia em banco de dados de seqiiéncias nucleotidicas do Centro Nacional de Biotecnologia e
Informagao (NCBI) foi realizada utilizando-se 0 algoritmo BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) (54).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
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4.8. Expressdo da proteina recombinante em bactérias

Trés colonias do pQE30rasgeflb, uma colonia do vetor pQE-30 e uma colénia do vetor
pQE-40 com o ¢cDNA do gene da enzima dihidrofolato redutase clonado (pQE-40DHFR) foram
inoculadas em 4mL de meio LB com 100ug/mL de ampicilina, cada. As misturas foram incubadas,
sob agita¢do, a 37°C, por 18 horas. Foi feito o ino6culo 1:200 de cada colonia em 20mL de LB com
ampicilina. A absorbancia a 600nm em espectrofotometro foi verificada com 1mL de cada in6culo
até¢ a O.D. desejada (entre 0,4 ¢ 0,6). A indugdo foi feita com IPTG (isopropiltio-B-galactosidase) a
ImM concentragdo final. No momento em que o IPTG foi adicionado (Oh), retirou-se 1,5mL de
cada inoculo, que foi centrifugado a 10000 x g por 2 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
sedimento solubilizado em 50uL de H,O Milli-Q autoclavada e tampao de amostra 6X para
proteina. As amostras foram estocadas a —70°C. Apos 4 horas (4h) e 18 horas (18h) de inducdo,
foram realizados os mesmos procedimentos, sendo retirada a mesma quantidade de bactérias. Os
extratos protéicos totais foram fracionados em SDS-PAGE 12% e corados com Coomassie blue. Os
géis foram feitos a partir de uma solucao estoque (p/v) de acrilamida 29,2 % e bis-acrilamida 0,8 %
diluida para uma concentragao final de 12 % em Tris-HCI 375mM, pH 8,8; e SDS 0,1% (p/v) para
preparacdo do gel de separacdo e, diluida a 4 % em Tris-HCI 125mM, pH 6,8; SDS 0,1% (p/v) para
preparacdo do gel de aplicagdo e concentragdo das amostras. A polimerizacdo dos géis de
concentracdo e separacao ocorreu na presen¢a de persulfato de amonio e TEMED (Sigma-Aldrich,
Inc.) nas concentracgdes finais de 0,1 % e 1:2000, v/v, respectivamente. As amostras de proteinas
foram preparadas em tampao de amostra (Tris-HCI 0,0625M, pH 6,8 contendo SDS 2%, glicerol
10%; azul de bromofenol 0,0005%; B-mercaptoetanol 2,5%), homogeneizadas em “vortex” e
fervidas por 5 minutos a 90 — 100°'C. A eletroforese foi realizada a 200V por cerca de 45 minutos,
em tampao Tris-glicina (Tris base 25mM pH 8,3, glicina 250mM, SDS 0,1%). O gel foi corado com
azul de coomassie (Coomassie blue R250 0,25%, metanol 50%, 4cido acético 10 %) durante 2 horas
em temperatura ambiente e lavado vérias vezes com solugdo descorante total (metanol 30%, acido
acético 10%). O peso molecular da proteina foi comparado com padrdo de peso molecular de

proteinas Bench Mark TM Protein Ladder (Invitrogen).
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4.9.  Western Blotting com anticorpo anti-His

Alternativamente, as amostras foram fracionadas em SDS-PAGE 12,5% e transferidas
eletroforeticamene para uma membrana de PVDF. A membrana foi incubada em solucdo de
bloqueio (PBS 1X 0,01M de NaHPOy; 0,15M de NaCl, pH 7,2; 5% leite em pd desnatado; 0,1%
Tween® 20), por 1 hora, sob agita¢do, a temperatura ambiente. Nessa mesma solucdo, foi feita uma
dilui¢do de 1:4000 do anticorpo monoclonal anti-histidina (RGS.HisAntibody (100) Isotype mouse
IgG;, Qiagen). A membrana foi incubada na solu¢do com anticorpo, nas mesmas condicdes, por 1
hora e, posteriormente, lavada com solucdo de bloqueio por trés vezes, 10 minutos de duragao cada
lavagem. A membrana foi entdo incubada na solucdo de bloqueio com o segundo anticorpo, IgG de
cabra anti-IgG de camundongo conjugado com peroxidase (Sigma), diluido 3000 vezes. Foram
feitas trés lavagens, 15 minutos cada, em solug¢do de bloqueio, solugdo PBS 1X com 0,1% de
Tween® 20 ¢ solucdo PBS 1X. A revelacdo foi feita em camara escura, utilizando a solucao
substrato “ECL plus Western Blotting Detection System” (Amersham Bioscienses) em filme Raio-

X (Kodak).

4.10. Determinacdo da solubilidade da proteina recombinante

Uma coldnia selecionada foi induzida por 4 horas com IPTG, num total de 50mL de cultura
bacteriana, conforme descrito anteriormente. Esse volume foi dividido igualmente em dois tubos (1
e 2) e ambos foram centrifugados a 6000 x g por 15 minutos a 4°C. O sedimento celular do tubo 1
foi solubilizado em 2,5mL de tampao de lise (50mM NaH,;PO4. 300mM NaCl; 10mM Imidazol pH
8,0). O sedimento obtido do tubo 2 foi solubilizado em 2,5mL de tampao de lise contendo 0,25% de
Tween® 20. Os tubos foram mantidos por 30 minutos no gelo. Em seguida, ambos os lisados foram
sonicados seis vezes com pulsos de 10 segundos em poténcia 30 e intervalo de 10 segundos entre
cada pulso. Os sonicados foram centrifugados a 10000 x g por 30 minutos a 4°C. Os sobrenadantes

foram reservados e denominados 1A e 2A originados dos tubos 1 e 2, respectivamente. O sedimento
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do tubo 1 foi solubilizado em 2,5mL de tampao de lise e reservado como amostra 1B. O sedimento
do tubo 2 (2B) foi solubilizado em 2,5mL de tampio de lise contendo 0,25% de Tween® 20 e re-
extraido por sonicagdo conforme descrito anteriormente. O sobrenadante obtido da re-extracdo foi
denominado 2B, ¢ o sedimento denominado 2B,. Fragdes das amostras 1A, 1B, 2A, 2B, 2B, ¢ 2B,
foram fracionadas em SDS-PAGE 12,5%. O gel de poliacrilamida foi posteriormente corado com

“coomassie blue”.

4.11. Purificagdo da proteina recombinante His-RasGEF1b

Uma colonia (1) foi inoculada em 500mL de meio LB com ampicilina (100mg/mL) e a
cultura bacteriana cresceu conforme condi¢des descritas anteriormente. Na ODgg 0,5 foi adicionado
ImM de IPTG. Apos 4 horas, a cultura foi centrifugada a 7000 x g por 10 minutos, a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento solubilizado em 25 mL de tampao de lise. As bactérias
foram lisadas através de trés ciclos de congelamento (- 70'C) e descongelamento (banho-maria a
42°C) e depois sonicadas em trés pulsos de 30 segundos, poténcia de 30% em sonicador (Fisher
Scientific), intercalados por 30 segundos no gelo, para liberacao total das proteinas citoplasmaticas.
O lisado foi centrifugado a 7000 x g por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o
sedimento solubilizado em 25mL de tampao de lise contendo 8M de Uréia. Esse volume foi filtrado
em filtro 0,45um imediatamente antes da purificagdo no sistema Akta Explorer (Amersham

Bioscienses).

O método cromatografico utilizado para a purificacao da His-RasGEF1b foi afinidade pelo
niquel utilizando a coluna “HiTrap™ Chelating” (Amersham Bioscienses) de 1mL, carregada com
0,5mL de NiSO4 (100mM). A coluna foi equilibrada com 5 CV (volumes de coluna) com o tampao
de corrida (50mM NaH,PO4, 300 mM NaCl, 8M Ur¢ia), sendo o fluxo utilizado de 1mL/min. Apds
a injecdo dos 25mL do extrato protéico a coluna foi lavada com 10mL do tampao de corrida para
lavar as proteinas ndo ligadas. A proteina His-RasGEF1b foi entdo eluida da coluna com o tampao

de eluicdo (50mM NaH,PO4 300mM NaCl, 8M Uréia, 500mM de imidazol) e coletada em 10
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fragdes de 1mL cada. Para finalizar, a coluna foi reequilibrada com 5 CV com o tampao de corrida.

As fragdes foram fracionadas em SDS-PAGE, posteriormente corado com Coomassie blue.

A troca de tampdo da proteina purificada foi feita com a coluna “HiTrap™ Desalting
Column” (Amersham Bioscienses) de SmL. A coluna foi equilibrada com 5 CV de PBS 1X e ImL
da amostra foi injetado na coluna. O total de 20 fracdes de 0,5mL cada foi coletado. O fluxo
utilizado foi de 2mL/min. Foram fracionados, em SDS-PAGE 12,5%, 10uL de cada fracdo obtida

nesse processo.

4.12. Eletroforese bidimensional

Para a realizagdo da Isoeletrofocalizacdo (IEF), a amostra protéica foi incubada a
temperatura ambiente, a 20 rpm durante 30 minutos. Ao tampdo IEF (8M Uréia, 4% CHAPS, 2M
Thiouréia, traco de azul de bromofenol) foram acrescentados 10mg/mL de DTT , 0,2% de anf6litos
especificos para a “strip” utilizada ¢ o volume da amostra protéica. A mistura foi agitada por 1 hora
e centrifugada por 30 minutos a 11500 x g. O sobrenadante foi retirado e aplicado na bandeja IEF. A
“strip” (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) foi colocada na bandeja com amostra e apds 10
minutos foi adicionado 6leo mineral. A rehidratacdo da “strip” foi feita de forma passiva durante 4
horas, sem corrente, ¢ de forma ativa, durante 12 horas, a 50V (Volts) no equipamento “PROTEAN
IEF Cell” (Bio-Rad). A Isoeletrofocalizacdao foi realizada a 500V por uma hora, 1000V por uma
hora, 8000V por 2 horas e 8000V até serem acumulados 40000V/hora. A “strip” foi retirada da
maquina e o excesso de 6leo mineral drenado. A “strip” foi equilibrada em tampao de equilibrio
(6M Ur¢ia; glicerol 30%; SDS 2%; 50mM Tris-HCI pHS,8; trago de azul de bromofenol) contendo
10mg/ml de DTT, por 15 minutos, sob agitagdo em bandeja descartavel. O tampao foi trocado por
outro contendo 25mg/ml de iodoacetamida e a amostra incubada por 15 minutos, sob agitacdo, a
temperatura ambiente. A “strip” foi retirada da bandeja, lavada com tampao de corrida SDS-PAGE,
colocada sobre o gel de poliacrilamida 12%, e selada com agarose 0,5% em tampao de corrida. A
eletroforese foi realizada sob 150V. Apds a corrida, o gel foi corado com Coomassie blue G250 2%,

compativel com anélise por espectrometria de massa.
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Alternativamente, a amostra protéica foi transferida para uma membrana de nitrocelulose,
para a técnica de Western Blotting, ja descrita. O gel corado e o filme revelado foram digitalizados e
normalizados. As imagens foram analisadas pelo programa “PDQUEST-7.3.0” (BioRad) para
identificar a posi¢cdo das proteinas nos géis utilizando como referéncia os marcadores de pl e de
peso molecular. A utilizagdo do programa PDQUEST-7.3.0 permite considerar varios critérios para
analise das proteinas presentes nos géis: abundancia, mudangas induzidas ou desenvolvidas na

expressao, modificacdes e presenca de uma fragdo particular.

4.13. Microcaracterizacao dos “spots” retirados de gel bidimensional

Os “spots” com maior probabilidade de serem a proteina RasGEF1b foram retirados do gel
com bisturi estéril, eluidos e digeridos com tripsina. Primeiramente, cada spot foi lavado com
400uL de acetonitrila 50% / bicarbonato de amdnio 25mM por 15 minutos , no “vortex”. O processo
foi feito trés vezes. Os “spots” foram desidratados com 200uL de acetonitrila por 5 minutos e
secados rapidamente em “speed vac”. Dez microlitros de tripsina (20ng, Promega) foram
adicionados a cada “spot” e os tubos foram mantidos no gelo por dez minutos. Em seguida foram
adicionados 20uL de bicarbonato de amoénio (50mM) e os tubos foram incubados a 37°C por 16
horas. A tripsina foi entdo transferida para um tubo novo e ao tubo que continha o spot foram
acrescentados 30uL de acido formico 5%/ Acetonitrila 50%, por 30 minutos. Esse processo foi feito
duas vezes. As amostras foram concentradas até o volume de 10uL, passadas em “ZipTip” coluna
C8 (Eppendorf AG, Germany) e eluidas em 8puL de acetonitrila 50% / TFAO0,1%. As amostras foram
analisadas no Maldi/Tof-Tof (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), no Laboratério de
Toxinologia do Departamento de Fisiologia e Farmacodinamica do Instituto Oswaldo Cruz, Rio de

Janeiro-RJ.

4.14. Imunizacéo dos coelhos e galinhas com a proteina recombinate His-RasGEF1b

Ap0s a purificagdo da proteina recombinate His-RasGEF1b expressa em bactérias, através de

cromatografia de afinidade por coluna de niquel, em HPLC, iniciamos os experimentos de
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imunizagdo. As amostras contendo a proteina His-RasGEF1b foram fracionadas em SDS-PAGE
12% e os géis corados com Coomasie blue. Foram aplicados em trés géis 50pg, e em outros trés géis
150pg de proteina recombinante. A banda relativa ao peso molecular da proteina His-RasGEF1b foi
cortada do gel e triturada em nitrogénio liquido com um pistilo. A proteina triturada foi colocada em
um tubo de microcentrifuga de 1,5mL; e a este foi adicionado adjuvante de Freund Sigma) em
quantidade igual ao volume da proteina triturada. Esta etapa foi realizada um dia antes das trés
imunizagdes em galinhas e coelhos. Foram utilizados trés coelhos (Oryctolagus cuniculus) e trés
galinhas (Gallus gallus) para os experimentos de imunizacdo. O coelho e a galinha 1, controles,
foram imunizados apenas com o adjuvante de Freund, completo ou incompleto. Os coelhos ¢ as
galinhas 2 e 3, foram imunizados com 50ug e 150ug da proteina His-RasGEF1b respectivamente,
juntamente com a quantidade de adjuvante de Freund correspondente ao volume de proteina
triturada. Na primeira imunizagdo foi utilizado o adjuvante de Freund completo, e nas posteriores
foi utilizado o adjuvante incompleto. A imunizagdo foi feita através de inje¢ao intramuscular na
coxa dos coelhos € no musculo peitoral das galinhas, com um intervalo de 15 dias entre cada
imunizacdo. Foi coletado SmL de sangue dos coelhos antes da primeira imunizagao, e 15 dias apos a

terceira imunizagao. Os ovos das galinhas foram coletados no mesmo periodo.

4.15. Extracéo dos anticorpos de coelhos e galinhas

Ap0s a retirada do sangue dos coelhos, este foi colocado em um tubo de 15mL, e centrifugado a
3000 rpm a 4°C por 15 minutos. O sobrenadante foi retirado ¢ o soro utilizado para os ensaios de
ELISA. A extracdo dos anticorpos IgY de galinha foi feita diretamente da gema do ovo. Apos
coletar os ovos, a gema foi separada da clara e solubilizada em 25ml de PBS 100mM. A esta
mistura, adicionou-se 25mL de cloroféormio e agitou-se até ser obtida uma fase semi-solida. Logo
apos, centrifugou-se a 1200 x g por 30 minutos. O sobrenadante foi retirado, e adicionou-se PEG
6000 solido até atingir uma concentragdo final de 12% (p/v). Agitou-se novamente até obter uma
mistura homogénea a qual ¢ centrifugada a 15700 x g por 10 minutos. O sobrenadante foi

descartadoe o sedimento solubilizado em 2mL de PBS 100mM.
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4.16. ELISA com soro dos coelhos e anticorpos de galinhas

Inicialmente uma placa com 48 pocos e uma placa com 96 pogos foram sensibilizadas com
100uL/pogo de proteina His-RasGEF1b a 5Sug/ml em tampao carbonato (15mM Na,COs, 35mM
NaHCOs, pH 9,6). As placas foram incubadas “overnight” a 4°C. O volume foi desprezado por
inversdo das placas e em seguida adicionado 110uL de tampdo de bloqueio (PBS1x, 2% leite em po
desnatado) e incubado por 1 hora e 30 minutos a 37°C. Em seguida, o soro dos coelhos e anticorpos
das galinhas foram diluidos em tampao de incubagdo (PBS1x, 2% leite em p6 desnatado, 0,05%
Tween®20) numa concentracdo variando de 1:20 a 1:1280. Nos 48 pogos da placa, foram
adicionados sucessivamente 100uL dos soros dos coelhos antes da primeira, e apds a terceira
imunizacdo, nas diferentes concentragdes. O mesmo foi realizado nos 96 pocos com os anticorpos
de galinha. Foi feita uma incubacao por 1 hora e 30 minutos a 37°C e em seguida lavado seis vezes
com tampao de lavagem (0,23M NaCl, 0,05% Tween®20). O anticorpo secundario foi diluido em
tampao de incubagdo numa concentragdo de 1:10000. Foi utilizado o anticorpo anti-IgG coelho
(Promega) e o anticorpo anti-IgY (Sigma), ambos conjugados com peroxidase. A incubacao foi feita
com 100uL em cada pogo, inclusive no branco (pogos controles sem anticorpos primarios), por 1
hora a 37°C e em seguida lavado por seis vezes com tampao de lavagem. A revelacdo foi feita com
10ml de tampao citrato-fosfato (0,05M Na3;CsHsO7 . 2H,0; 0,05M Na,H,PO, .H,0) contendo 10pL
de TMB e 3uL de H,0; 40 volumes. A reagdo foi parada com H,SO4 1:20 e a leitura feita a 450nm

em espectrofotometro.

4.17. Transfeccdo das celulas HEK 293T com o plasmideo pFLAG contendo a regido

codificadora do rasgeflb

Células HEK 293T (fibroblastos de rim de embrido humano) foram cultivadas em meio
DMEM (Dulbecco’s MEM) com 10% de soro bovino fetal (Gibco) e 100unidades/mL de

penicilina/streptomicina, a 37°C em 5% CO,. A transfec¢do foi feita pelo método de fosfato de
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calcio, com 2ug do plasmideo pFLAGCMV2 (Sigma) (Figura 2) contendo a regido codificadora do
gene rasgeflb e, como controle, com 2ug do vetor vazio pcDNA3.1/V5-His (Invitrogen). A
passagem das células foi realizada em placas de 10 cm de diametro, de forma que no dia da
transfec¢do a confluéncia estava 70%. Para a transfeccdo, o meio foi trocado e apds 4 horas o
complexo de DNA foi adicionado em cada placa. O complexo ¢ formado adicionando-se CaCl, 2M
ao DNA a ser transfectado e, a essa mistura, HeBs 2X (0,28M NaCl; 0,05M Hepes; 1,5mM
NaH,PO,). As células foram incubadas em estufa a 37°C, durante a noite, o meio foi retirado e as
placas lavadas com PBS. Novo meio foi reposto e as células permaneceram na estufa por cerca de

16 horas.

CMV promoter hGH polyA

SV40 origin

N-Terminal
pPFLAG-CMV

f1 origin

pBR322 origin

Figura 2. Mapa do vetor pFLAG-CMV2 (Sigma). A seta aponta para o sitio de restri¢ao da enzima
Hind 111 presente no sitio multiplo de clonagem do vetor. Esse sitio estd também presente nos
iniciadores utilizados para a clonagem do rasgef1b no pFLAG-CMV2. CMV promoter: promotor do
citomegalovirus humano; SV40, fl1 origin, pBR2 origin: origens de replicagdo; amp’: gene de
resisténcia a ampicilina. A clonagem do cDNA do rasgef1b neste vetor foi feita e cedida pelo Dr.
Aristobolo Mendes da Silva.
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4.18. Fracionamento subcelular

Para o fracionamento subcelular, 10" células foram lavadas em PBS gelado e ressuspendidas
em ImL de tampao de homogeneizagdo (20mM Hepes-KOH, pH 7.5; 10mM KCI; 1,5 mM MgCl2;
ImM Na-EDTA; 1mM DTT; 250mM sacarose; 0.1mM PMSF e 8ug/ml de aprotinina). Apods
incubagao no gelo por 10 minutos, as células foram homogeneizadas por 20 passagens através de
uma seringa de insulina de 1mL e centrifugadas a 700 x g, por 10 minutos, a 4°C, para remover
nucleos e debris celulares. O sobrenadante foi coletado e centrifugado a 10000 x g, por 25 minutos,
a 4°C. O sedimento resultante foi utilizado como fracdo de membrana pesada. O sobrenadante foi
coletado e centrifugado a 100000 x g, por 60 minutos, a 4 °C, para originar a fragdo de membrana
leve (sedimento) e o citosol (sobrenadante). Os sedimentos foram normalizados em tampao de
homogeneizagdo (68). Para identificar cada fracdo subcelular, foi feito “Western Blotting” com
anticorpos contra proteinas especificas de cada fracdo. Para o nucleo, foi utilizado o anti-histona 4
(Santa Cruz) na dilui¢do de 1:2000, para a fragdo de membranas pesadas o anti-calreticulina diluido
1:1000 vezes, para a fragdo de membranas leves o anti-rab 4, 1:200 vezes, e para o citosol o anti-
actina (Sigma) 1:3000 vezes. Foi utilizado o anti-FLAG (Sigma), diluido 6000 vezes, para a
localizagdo subcelular da proteina RasGEF1b expressa em fusdo com o peptideo FLAG. Anticorpos
secundarios anti-coelho diluidos 5000 vezes foram utilizados para a revelacdo dos anticorpos anti-
histona, anti-calreticulina e anti-Rab4. Anticorpos secundarios anti-camundongo diluidos 2000
vezes foram utilizados para a revelagdo dos anticorpos anti-actina e anti-FLAG.

As amostras correspondentes as fragdes de membrana pesada das células transfectadas foram
submetidas a eletroforese bidimensional, coradas com Coomassie coloidal e/ou tranferidas para

membrana de nitrocelulose para a realizacdo de Western Blotting com anti-FLAG.
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5. Resultados

5.1. Analise da proteina RasGEF1b utilizando ferramentas de bioinformatica

A utilizagdao de programas de bioinformatica que fazem predigdes in silico sobre uma dada
seqiiéncia fornecida ¢ ideal para obter informagdes, mesmo que hipotéticas, sobre proteinas ainda
ndo caracterizadas. A partir da seqiiéncia de aminoécidos de uma proteina, pode-se fazer predi¢cdes a
cerca de modicagdes pos-traducionais na seqii€éncia protéica, estruturas secundarias, estrutura
terciaria e at¢é mesmo de interagdes com outras proteinas. Os resultados gerados guiam o trabalho
experimental e fornecem subsidios para perguntas biologicas pertinentes a proteina analisada. Uma
vez que a proteina RasGEF1b estd em processo de caracterizacdo, foi feita uma andlise preliminar
utilizando ferramentas de bioinformatica para serem obtidas predi¢des sobre sua estrutura.

Segundo o Prosite (69), a proteina RasGEF1b possui um dominio RasGEF, na por¢ao N-
terminal, entre os aminoacidos 34 a 161, e um dominio catalitico, de troca de nucleotideos guanina,
situado entre os aminoacidos 205 a 453. A assinatura de dominio de fatores de troca de nucleotideos
guanina da proteina Ras estd no dominio catalitico, entre os aminoécidos 371 a 401. O dominio
RasGEFN conttm um =ziper de leucina codificado pelos aminodcidos 72-93
(LFMHPYELMAKVCHLCVEHQRL), ¢ o dominio RasGEF contém trés motivos de localizagao
nuclear PVKKKHR, PVSRLKK, ¢ PFERDRK codificados pelos aminoacidos 276 a 282, 316 a 322
e 421 a 427, respectivamente. Além disso, o programa detectou um sinal de direcionamento para
microcorpusculos entre os aminoacidos 471 a 473 (Figura 3). Verificou-se que a seqiliéncia da
proteina RasGEF1b humana apresenta alta similaridade com a proteina murina. As unicas
diferengas sdo substitui¢des conservadas de 12 aminodcidos, com 97,6% de homologia.

O programa pTarget fornece predigdes de localizacdo subcelular de uma seqiiéncia
protéica (70). Para a proteina RasGEF1b a predicdo de localizacao ¢ de 81,4% no citoplasma
celular. O programa DBsubloc (Database of Protein Subcellular Localization) prediz localizagao
subcelular para seqiiéncias eucariotas (71). Segundo este programa, a localizagdo da RasGEF1b ¢
nuclear, com 74% de exatiddo. O programa Psort (72) também atribuiu o maior score (0,6) para
localizagdo nuclear. Entretanto, estes dois ultimos resultados sdo contrapostos pela predicao

fornecida pelo programa NucPred, cujo score para a RasGEF1b ¢ 0,64. Neste programa, somente
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seqliéncias com “score” acima ou igual a 0,8 sdo preditas para terem localizagao subcelular nuclear,

com 93% de exatidao (73).
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Mou=e: 201 HNFHCLHAIISGMUEPUSPRLERIWANUVET AHFD ILEHQMDE ZSHIYHYRT ALRFAAQREL 260
NENSIME T IS G W S B KR T F VR DL D T e N O D DS S NS PN PR A LEGL D QRS
Human: 201 HNIHSLMAIISGINUSEUWSELEETWARUVET AHTD ILEHQMDE SSHIYHYRT ALERFAAQESL 260

Mou=se: 2561 TAHSSREKIVIFIISLLIED INTLHEGCUHRLFHGITVHTIEEIWEL AKQUSEIMTTIEQUVEC 220
IO NS  TWIDE TS LL I D ITELNEFC N DN VN O W E LA K NS CM VR T E O
Human: 261 TAHSSEEKIVIPFESLLIED IYTLHEGCANRLPHGHUVNIEEFWEL AHQISETMTWEQVEC 320

Meomaes: 431 |PFERPDREPLOYLL EVPWEEEDAL YL ARYEZECPEMM IEEDEWEELEE ELLCRGT | 272
FPEERDEERLO TS+ VEVE SEDALILASTESE G PEN+ IDKDEWESLES SLL R
Human: 221 |PIERFDREILOYLLTVPUVWEFSEDALYLASYESECPENHIEEDEWESLEE SLLGERG | 272

Figura 3. Analise comparativa de similaridade entre as proteinas hipotéticas humana e murina
codificadas pelo gene rasgeflb. Na parte superior da figura estd esquematizada a localizagao dos
dominios RasGEFN (dominio CD25-like) e RasGEF presente nos homologos humano e murino. Na
parte inferior da figura ha o alinhamento de aminoécidos da proteina hipotética RasGEF1b murina e
humana. Os dominios RasGEFN e RasGEF estao em cinza, italico e sublinhados. O ziper de leucina
presente no dominio RasGEFN esta negritado sublinhado. Ha trés motivos de localizagdao nuclear no
dominio RasGEF: PVKKHR, PVSRLKK e PFERDRK, codificados pelos aminoacidos 276-282,
316-322 e 421-427, respectivamente, os quais estdo no interior da caixa azul. Os aminoacidos GRV
dentro da caixa vermelha indicam direcionamento para microcorpusculos (36, modificada).
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O programa Protparam computa vdarias propriedades fisico-quimicas que podem ser
deduzidas de uma dada seqiiéncia protéica (74). Segundo este programa, a proteina RasGEF1b
possui 473 aminodcidos, apresenta peso molecular de 55273,4 Daltons e ponto isoelétrico tedrico
8.19. O ponto isoelétrico de uma proteina ¢ o pH na qual o polipeptideo tem carga elétrica nula e
entdo ndo se move em um campo elétrico (86). A determinacdo do ponto isoelétrico é importante
para os experimentos de isoeletrofocalizagdo, que baseiam-se no ponto isoelétrico das moléculas
para separa-las eletroforeticamente. Essa informag¢do fornecida pelo programa foi utilizada para os
experimentos de eletroforese bidimensional.

r

A meia-vida de uma proteina ¢ uma predicdo do tempo gasto para que metade da
quantidade da proteina na célula desapareca depois da sua sintese. O ProtPram relaciona a meia-
vida de um proteina com o aminodcido presente no seu N-terminal e fornece a predi¢cdo de meia-
vida para trés organismos modelos (humano, E.coli e levedura). O papel do N-terminal originou-se
de observacdes em que a identidade do residuo N-terminal de uma proteina desempenha um papel
importante na determinacdo da estabilidade in vivo (74). Resultados relacionados a meia-vida da
RasGEF1b mostram que, em reticulocitos de mamifero, in vitro, a meia-vida ¢ de 30 horas. Em
leveduras seria superior a 20 horas, in vivo, e, em Escherichia coli, in vivo, superior a 10 horas. O
indice de instabilidade foi computado como 47.38, o que classifica a proteina como instavel.

O grau de hidropaticidade de um peptideo ou proteina ¢ calculado como a soma dos
valores de hidropaticidade de todos os aminoacidos dividida pelo nimero de residuos na sequéncia.
O valor fornecido de hidropaticidade para a sequéncia da RasGEF1b ¢ -0.439. Este valor atribui
uma caracteristica hidrofilica 8 RasGEF1b, sugerindo uma localizagdo celular citoplasmatica. Todos

os resultados deste programa nao levam em conta qualquer modificagdo pos-traducional anotada.

O peptideo sinal esta relacionado com o transporte e sinalizagdo de proteinas para diferentes
compartimentos celulares, além de discriminar entre proteinas soliiveis e de membrana. A seqiiéncia
sinal estd na por¢do amino-terminal da proteina e a marca para ser translocada para o limen do
reticulo endoplasmatico. No lumen do reticulo endoplasmadtico, as proteinas recém-sintetizadas sao
modificadas de diversas formas. O programa SignalP utiliza redes neurais (neural networks, NN) e
modelos Hidden Markov (HMM) em eucariotos (75). O programa fornece predi¢des sobre presenca
de peptideo sinal em uma dada seqiiéncia protéica. Todos os “scores” SignalP3-NN fornecidos para
a RasGEF1b foram muito baixos, caracteristicos de proteinas nado-secretadas. O modelo Hidden

Markov calcula a probabilidade de uma sequéncia submetida conter um peptideo sinal ou ndo. O
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modelo eucaridtico HMM também relata a probabilidade de um sinal de ancora. A predicdo dada
por este modelo para a RasGEF1b foi de uma proteina ndo-secretada, com probabilidade zero de

conter peptideo sinal e zero de conter sinal para ancora.

Apoés a remocao da sequéncia sinal, os peptideos sdo enovelados, as pontes dissulfeto sdo
formadas e muitas proteinas sdo glicosiladas. As glicoprotéinas sdo geralmente ligadas aos
oligossacarideos através dos residuos de asparagina e esses oligossacarideos N-ligados sdo diversos.
Depois de modificadas, as proteinas podem se direcionar para uma variedade de destinos
intracelulares. No compexo de Golgi, oligossacarideos O-ligados sdo adicionados e os N-
oligossacarideos sdo entdo modificados. Os programas utilizados forneceram varias predigdes de
modificagdes pos-traducionais como glicosilacdo, fosforilagdo, sulfatacdo e miristilagdo. Estas
modificagdes podem alterar a localizacdo da proteina, influenciar na estabilidade e na sua
conformag¢do, na sua capacidade de interagdo com membranas ou dominios hidrofébicos de outras

proteinas e até mesmo na sua funcao (86).

Nao ha probabilidade de proteinas sem peptideo sinal serem expostas a maquinaria de N-
glicosilacdo e entdo ndao devem ser glicosiladas in vivo, embora haja motivos potenciais para este
tipo de modificagdo. Segundo os programas Net N Glyc 1.0 server (76) e Net O Glyc 3.1 server
(77), nao ha sitios potenciais para N ou O- glicosilagdo. O programa Yin O Yang 1.2 (78) forneceu
predicdes para 5 sitios de modificagdes O- GlcNac nas posigdes 4, 190, 243, 278, 283 (na seqiiéncia
da RasGEF1b de 473 aminoacidos). O programa NetAcetl.0 Server fornece predi¢des para
subtratos de N-acetiltransferase A (NetA) (79). Nao foram encontrados residuos de serina, treonina,
alanina ou glicina nas posigdes 1-3, necessarias para este tipo de modifica¢do. Segundo o programa
NetPhos 2.0 server, que fornece predicdes para sitios de fosforilagdo (80), ha 11 sitios para
fosforilagdo em serinas, 5 em treoninas € 9 em tirosinas. O Prosite forneceu sete possiveis sitios de
fosforilagdo pela caseina cinase II (entre os aminodcidos 23-26, 94-97, 143-146, 168-171, 180-183,
214-217, 364-367) dois provaveis sitios de N-miristilagdo (41-46, 300-305), um sitio de sulfatagdo
por tirosina (116-130) e um sitio de fosforilagao por proteina cinase dependente de cGMP e cAMP
(249-252) (Tabela 1 e Figura 4). As fosforilagdes ndo dependem da presencga de peptideo sinal e
podem ainda ocorrer, dependendo da exposicao espacial ao solvente dos provaveis sitios a serem

fosforilados.
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Tabela 1 — Possiveis modificagdes pos-traducionais da proteina RasGEF 1b

Tipo de Modificagdo pds-traducional Aminoécidos Posicao dos aminoacidos na seqiiéncia
envolvidos protéica
0O-GIcNa T 4
T 190
k 243
k 288
a 283
Fosforilag@o por Caseina cinase 11 SaeD 23-26
SegD 94-97
SgeE 143-146
SqyE 168-171
TatD 180-183
ThiE 214-217
Ssre 364-367
Proteina cinase dependente de cAMP e RKkT 249-252
GMP
Fosforilagao por Proteina cinase C SsR 69-71
TyR 148-150
TdR 182-184
SeR 247-249
TaK 329-331
SsR 364-366
Twk 414-416
SIR 464-466
Sulfatagdo ewtetfpYdfrderm 116-130
N- miristilagcdo GSleAL 41-46
GNfnSL 300-305

1 mpqgtppfsam fdssgynrnl ygsaedscgg lyyhdnnlis gslealighl vpnvdyypdr

O-GlcNac CKIl Phospho N-myristoylation
61 tyiftfliss rifmhpyelm akvchicveh grisegdgdk ngmrkiapki Iglitewtet

121 fpydfrderm mrnlkdlahr masgeeqtyr knvggmmgqcl irklaalsqy eevlaklsst

Tyrosine sulfation site
181 atdritvikt kpgsiqrdim tvcsdpytla qqlthieler Inyigpeefv qafvgkdpld

241 ndkscyse rnleayve wfnrlsylva teicmpvkkk hrarmieyfi dvarecfnig
CAMP_PHOSPHO_SITE

301 nfnsimaiis gmnmspvsrl kktwakvkta kfdilehgmd pssnfynyrt alrgaagrsi

361 tahssrekiv ipffsllikd iyflnegcvn ripnghvnfe kfwelakqvs efmtwkqvec

421 pferdrkvlq yllsvpvfse dalylasyes egpenniekd rwksirssll grv

Figura 4. Esquema da distribuigdo das modificagdes pds-traducionais preditas por programas de
bioinformatica para a proteina RasGEFIb. Em verde, O-glicosilagdo (O-GlcNac); em azul,
fosforilagdo por caseina cinase II (CKII Phospho); em vermelho, N-miristilacdo (N-myristoilation)
em laranja, sitio para fosforilacdo por proteina cinase dependente de cAMP e GMP e em cinza sitio
para sulfatacdo (Tyrosine sulfation site).
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O Clustal W ¢ um programa com a finalidade geral de alinhamento multiplo de sequéncias
de DNA ou proteinas (81). Ele produz alinhamentos multiplos biologicamente significativos de
seqiiéncias divergentes. Este programa calcula a melhor correspondéncia para as seqiliéncias
selecionadas e as alinha de forma que as identidades, as similaridades e as diferengas possam ser
vistas. Utilizando este software, foi feito o alinhamento da sequéncia da proteina RasGEF1b entre
diferentes espécies filogeneticamente distantes, para analisar a homologia entre elas (Figura 5). As
seqiiéncias utilizadas foram derivadas de: camundongo, Mus musculus; homem, Homo sapiens;
galinha, Gallus gallus; 1a, Xenopus tropicalis; peixe-zebra, Danio rerio; ourico-purpura,
Strongylocentrotus purpuratus e abelha, Apis mellifera. O alinhamento comecga da sequéncia maior,
de abelha, seguido das demais proteinas, todas alinhadas de acordo com a similaridade entre a
sequéncia da RasGEF1b de Mus musculus. O alinhamento gerado foi utilizado pelo programa
Phylip (58) para gerar uma arvore filogenética consenso. Como esperado, as sequéncias humana e
de camundongo estiao agrupadas em um ramo com um valor de bootstrap de 996 (Figura 6).

Foi feita, entdo, uma analise de dominios conservados através de dominios depositados no
banco de dados do NCBI (82). As sequéncias das proteinas sdo comparadas entre si (utilizando
blastp) e entdo sdo combinadas em grupos guiadas por um processo de similaridade. Todas as
proteinas analisadas contém o dominio RasGEF, relacionado com a catalise da troca de nucleotideos

guanina da proteina Ras (Tabela 2).
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Mus musculus

Homo sapiens

Gallus gallus

Xenopus tropicalis

Danio rerio
Strongylocentrotus purpuratos
Apis mellifera MDDHE  QSTVES ' LGPGVKVVDCEKKSSMREEEVLL NGVP PLEGPDGVA ' REAM ' TGQVPPCDLLNQ LVKAG' LSLSNREEGRSTV AGNSERLRREA

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
B FEERY FERTY RN EEER FEER EEE FEER PERR EEPEY EEER FEREY EEPEY EREN EEER PR EETE PEER EEE B |

Mus musculus
Homo sapiens
Gallus gallus MDSS ' QLMLPAWKMLGKPNPL?PWGOREEQRSFHCDRALWHLGLKMLYFADGRDALWLSAFLSTKHTEK
Xenopus tropicalis
Danio rerio
Strongylocentrotus purpuratos

Apis mellifera PVRLETSLSVKSS VTKEEVTVARGGKVVDERSHETKENN / 'ASSTSE WEPVG  VHRPEN KPEDSSDESHPNSNASSDOG  TTNTSSNHVLREASASS
210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
EEETY EETR PR PR FEEE PEER FERE FREE PEEr) FEETY PEEE FEER FEPES PETE FERRY Py EEEEl FEr FEPrY PEee |
Mus musculus MPQTPP SAMFDSS-G 'NENL  Q-SAEDSCGGL - 'HDNNLLSGSLEAL ' QH
Homo sapiens s e e
Gallus gallus SAGMEQMCFNDRDRTSDCS------ LSKTLER. .. ... .—==—————————- | U c P,
Xenopus tropicalis R— LV......-SFH... .-_.K.E..SE. -
Danio rerio s PV. G.TN. .K.. K-AK.ED E.. .. ... .. ..... E.
Strongylocentrotus purpuratos MKE VMKELTTK _ERKR.GL- LOE-SKA.V Q.G .T..T...FV..
Apis mellifera TVGCP CEDNDPDCARRCLGGLAGLGTKVQTTNSASL. . . .AGGVGGKGSGSAGTG.G.VNG.GTDHQD RDGA. NTEHA.V R.G..V....... V..
310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
PETY FETRY PERTY EEPEY FPER PR FEPS PEEE] PERR EERed Prrel P
Mus musculus LVPNVD " 'PDRT TFLLSSELFEMHP ' ELMAKVCHLCVEHQRLSEGDGDKNOM-K
Homo sapiens R e e ..DP.S...
Gallus gallus J S e e R ...PVQ... e e e e e
Xenopus tropicalis ... . ceeeealLlSLLLLRLLLVML NCPGLLLS.V oL oo e ieeiee e To.  TN.D.-M
Danio rerio LG TUA L S T D ..DPQAL.ARV. . .. .. ooe-..-.KS..E.T. LST..D-L
Strongylocentrotus purpuratos ...TAT .. . L.A.. _H K.HQ.LND..QV. _TSKLV.REVW. _FG.NLM. . .S. .. .. .. ... ... H... TOKC A DP-.L
Apis mellifera M..TEE .. A L.A....A .. K.H..LGE..A..EHQ.N.NGEG-G.E"L V.RLV...A..... e e-....V_.SHVRS TQKV.AVDA-AA
410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
SO DU TN R NN PN DU PUUT DOURY PR DU PR DU PRSI DUR PO RORSY PR DU PR
Mus musculus KNVOOMMOCL ' "KLAALSQ 'EEVLAKLSSTAT-D-LTVLKTKPQS D MTVCSDP 'TLAQOLTH ELERLN' GPEEFVOAFVOKDPLDNDKSC SE
Homo sapiens e e _N.
Gallus gallus ceoo.LLONLL.oL..TV. NoLoL
Xenopus tropicalis . N. ...S.T R N I V. S
Danio rerio ALLLT.T LLTT. - S T
Strongylocentrotus purpuratos .SAG.L..G. ..T.EK .D...RVNTA.S-E_MHA_RAN.A_F_.MN .D..PH.HV..._.... ... .TN ....
Apis mellifera E_SALL_N.LLR.T..ER ..G..R.ATE..TEQ.A LP.RKH.V. TEL.PSATV.......V.....S - .AKES.--HLETSFKD
510 520 530 540 550 560 570 580 590 600
SR REEEY FEFTY PEPE] FEPEY PEPE] FEFPY PEETY PEESY FEEPS PEETS Ry BEPRY FESE PEPE) PEPT FEPTY PP PPy NEre |
Mus musculus KKTHNLEA VEWEN-ZLS 'LVATE CMPVKKKH-ARM E DVARECFN ' GNFENSLMA ' SGMNMSPVSHLKKTWAKVKTAKFD  LEHOMDPSSNE N
Homo sapiens e e i el P e el -
Gallus gallus T N
Xenopus tropicalis e
Danio rerio H..AS.. e VoL e el
Strongylocentrotus purpuratos L. .K.... ... e ST
Apis mellifera M.......S V. KHP V.V O WET. o e aaaas SS
610 620 630 640 650 660 670 680 690 700
EEET] EETR PEERY FEPEY PREE PEER EEPES PRt P
Mus musculus TALRGAAQRSLTAHS-SREK' V' PFFSLL KD LNEGCV/
Homo sapiens e e A
Gallus gallus AL

Xenopus tropicalis

Danio rerio e A.
Strongylocentrotus purpuratos _V.o.L - .S.KMA
Apis mellifera ST.KA.MW. _AG.TD-E VooooolVLalL S.
710 720
EERS) ERE EEEEY FERTY Eee
Mus musculus ESEGPENN EKD-WKSLH=SSLLGHV
Homo sapiens ... ... o
Gallus gallus (RS R I I
Xenopus tropicalis ... ... H ... . .T...ALLL A
Danio rerio ... ... L I
Strongylocentrotus purpuratos
Apis mellifera .C.P.D..P..E. V. A.K-==———-

Figura 5. Alinhamento entre seqiiéncias da proteina RasGEF1b derivadas de varias espécies
filogeneticamente distintas utilizando o Clustal W. Por meio deste alinhamento ¢ possivel observar
os aminoacidos conservados (pontos) e distintos (letras) desta proteina entre os diversos
organismos. Cores diferentes representam aminoacidos diferentes.



43

\m

Hs

100

Figura 6. Filogenia da proteina RasGEF1b de espécies representativas evolutivamente distantes. Os
valores numéricos nos ramos sao valores de “bootstrap”. Am, Apis mellifera; Dr, Danio rerio; Gg,
Gallus gallus; Hs, Homo sapiens; Mm, Mus musculus; Sp, Strongylocentrotus purpuratus; Xt,

Xenopus tropicalis. -100, escala.



Tabela 2 — Estrutura de dominios conservados da proteina RasGEF 1b entre diversas espécies

Espécie

Dominios conservados *

Mus musculus

=

S0 i00 150 200 250 300 S50 401 450 473

[ RasGEF
Homo sapiens
i 50 ina 150 200 250 i 350 i 450 473
RasGEFN RasGEF

Gallus gallus

1 100 200 30 400 s00 573

*

RasGEFH RasGEF

Xenopus tropicalis

-

5 Lon 150 200 250 S0 350 i 450 472

RazGEFN RasGEF
Danio rerio
1 50 100 150 2 250 S F50 i 450 473
RasGEFH RasGEF
Strongylocentrotus
purpuratus i 50 100 150 20 250 ] 350 4010 433
Apis mellifera
I1 1?0 200 F00 4l|Nl 5l|10 6?0 ?IH

* RasGEFN (dominio N-terminal fator de troca de nucleotideos guanina associado a proteina Ras),
RasGEF (dominio fator de troca de nucleotideos associado a Ras).

Outros membros da familia RasGEF tém suas seqiiéncias de aminoacidos depositadas no

banco de dados do NCBI. Uma vez que o estudo da proteina RasGEF1b iniciou-se com o estudo de

cDNAs de macrofagos murinos, foi feito o alinhamento entre as sequéncias de RasGEF1b e

RasGEflc murinas (Figura 7a). Apesar de a seqiiéncia da RasGEFla murina ainda ndo estar

depositada no banco de dados, ha a seqiiéncia humana. Foi feito entdo, o alinhamento entre as
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proteinas dos trés membros RasGEF1a, RasGEF1b e RasGEF 1¢ humanos para ser verificado o grau
de homologia entre eles (Figura 7b). Este tltimo alinhamento comeg¢a na maior proteina, RasGEF1c,

seguida das demais. Todos os membros RasGEF analisados apresentam dominios RasGEFN e

RasGEF altamente conservados (Tabela 3).
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A)

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
rasGEFlb MPQTPPFSAMFDSSG NiNL QSAEDSCGGL ~HDNNLLSGSLEAL QHLVPNVD  PDAT TFLLSSELFMHP ' ELMAKVCHLCVEHQRLSEGDGDK
rasGEFlc ..2.LTA.D.VTPGSLSPPPTE.T.GEQA.QPLL.GAPS.A..DT. ....TA. .EKA sescsvse E.0..L.F..... . .DKPVL.

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
rasGEFlb NOM:-K APK LOLLTEWTETFP DF:DE-MM:NLKDLAH-MASGEEQT “KNVQOMMQOCL rKLAALSQ EEVLAKLSSTATD:LTVLKTKPQOS D M
rasGEFlc AV .FGA.L....A..... .R..EE.ST GH.T.VVG. SPCD.-..GSR.H.LL.T.HQ...S.G.GP.S.VG----.DKP S 'RTKP.A. H.ELL

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
rasGEFlb TVCSDP TLAQQLTH ELE LN GPEEFVQAFVQKDPLDNDKSC SE KKT: NLEA VEWFN- LS LVATE CMPVKKKH A M E DVARECFN G
rasGEFlc G..... o P O \ .AGT.P .D--..N.V. Koooo.C oLl «..AL.. . e ee .

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
rasGEF1lb NFNSLMA SGMNMSPVSH-LKKTWAKVKTAKFD LEHQMDPSSNF N HTAL-GAAQ-SLTAHSS-EK V PFFSLL KD LNEGCVN:LPNGHVNFE
rasGEFlc f et et e ee e cesecc e ce.....TG..C. [ A ce e cee e ieeaa. - .

410 420 430 440 450 460 470

rasGEFlb KIWELAKQVSEFMTWKQVECPFE D KVLQ LLSVPVFSEDAL LAS ESEGPENN EKD WKSL:SSLLG:V
rasGEFlc ..L......G. eeeceees. . Q.PSITH. .VTA. eeeGoliie . 8..8QT..E........[..KT

B)

50 60 70 80 90 100
rasGEFla .«...SVV S LGPSCSG V PGMGE GGGAG SGD. GH.T....... ME.
YasGEFlD -----c-cem e eeeeeeeeececeeeeeeaa- MPOT-PPFSAMFDS - - - SG/NFNL QSAEDSCGG- - - L HDNNLLSGSLEAL QHLV
rasGEFlc WEPGGRAAAAAAGGAPVRGAEARTGSCPWAGPGVPARREPAD....-LSA.D.VTP---GSLSPPPTEPTDGEQA. ---QPLL.GAPS.A.

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
rasGEFla .T.. ceee . V P HD L.2.GO ...QK LEAGPE AKLKS SA V ..K....A KA AE A T VT CD ENG V
rasGEFlb PNVD PD'T T LLSS LEFMHP ELMAKVCHLCVEHQ-LSDPDSDKNOM:K APK LOLLTEWTET P D DE MM-NLKDLAH® ASGEEQ--T
rasGEFlc .TA. .EKA eesesecs . IE.R..L.Recces . .DK.VL..ARV. .FG..L....A..... .R..QE.ST GH...VVG .P-CDE--A

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
rasGEFla K.A A..T.S.LLS... ..LO.L'E.L/PPAV.KGP ..... PAA.K. LG..C..LV.. «.. ..D.VSS ..DLM. VSHM.S...HRE-.RGDL
rasGEF1lb KNVOOMMOCL FKLAALSQ EEVLAK SSTSTD:LTVLKTKPQOS D TVCNDP TLAQOLTH ELE-LN GPEEFVQAFVOKDPLDNDKSC SE
rasGEFlc .FEMH.LL.A.HQ..... GP.G.VGADKP---- SYRTKP.A. H.ELLG..S...... «e.Vo....RH. ..........N....AST.P.F.D-

310 340 390 400
rasGEFla T.. S... DN . PN TS |
rasGEFlb KKT NLEA VEWFN LS LVATE CMPVK KH Al M E DVARECEFN GNENSLMA SGMNMSPVS LKK WAKVK AK D LEH DPSSN N
rasGEFle -..S.... .K. e QV.. F T T T T T T S oo e .TG..C.

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
rasGEFla ...0..T. . M N ee....V.N.FV.. .HK HT.H ..... K.... S H.....T .K.K. S AL ..E..FV. .
rasGEFlb TAL GAA: SLTAHSS EK V PFEFSLL KD LNEGCAN LPNGHVN EKFWELAKQVSE MTWK VECP E'D'K L LLTVPV SEDAL LAS E
rasGEFle ... ...H ....... T ee.Licie Gl ..Q.AS. TH. .V.A. T....G.

510 520
rasGEFla ....... V...S. T TT N A
rasGEFlb SEGPENH EKD WKSLESSLLGRV
rasGEFlc «.5...QT..E...A.... KT

Figura 7. Alinhamento das seqiiéncias de aminoacidos dos membros RasGEFa, b e ¢ e esquema de
dominios conservados. Em A, alinhamento entre RasGEFb e ¢ murinos. Em B, alinhamento entre
RasGEFa, b e ¢ humanos.
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Tabela 3 - Estrutura de dominios conservados entre RasGEFs A, B e C.

Proteina Espécie Representagdo em dominios conservados
RasGEF1b | Mus musculus 1 50 100 150 ann E) 300 350 i 450 473
RasGEFH RasGEF
RasGEFlc | Mus musculus 1 01 10 150 200 250 300 350 4 465
R
RasGEFH RasGEF
RasGEF1b | Homo sapiens 1 si 100 150 200 250 300 350 400 450 473
RasGEFH RasGEF
RasGEF1c | Homo sapiens 1 100 200 300 400 s0E
1 ———
RasGEFH RasGEF
RasGEFla | Homo sapiens 1 50 1on 150 a0 250 F0 350 4 450 4E1
e
RasGEFH RasGEF

O esqueleto covalente de uma proteina tipica contém centenas de ligagdes individuais.
Devido a livre rotacdo possivel em volta dessas ligagdes, a proteina pode assumir varias
conformagdes. Entretanto, cada proteina tem uma fun¢do quimica ou estrutural especifica, sugerindo
fortemente que cada proteina tem uma unica estrutura tridimensional.

O termo estrutura secundaria se refere a conformacdo local de alguma parte de um
polipeptideo. Alguns poucos tipos de estrutura secundaria sdo particularmente estaveis e ocorrem
em uma grande variedade de proteinas. As mais proeminentes sao as conformagdes o e f3.

Na estrutura de a hélice o esqueleto polipeptidico ¢ firmemente girado em torno de um eixo
imaginario desenhado longitudinalmente no meio da hélice, e as cadeias laterais dos aminoacidos
sao dipostas do lado de fora da hélice. Na conformagdo B, o esqueleto da cadeia polipeptidica ¢
extendido em forma de zigzag, e, quando as cadeias sdo dispostas desta forma lado a lado, podem

formar vérias pregas, originando o arranjo folha 3 pregueada (86).

A provavel estrutura secundaria da proteina RasGEF1b foi analisada com o programa HNN
Secondary Structure Prediction Method (83). A predi¢cdo fornecida mostra que a seqiiéncia estd
organizada em a-hélices, folhas-B e voltas (coils), sendo que, a maioria dos aminoacidos esta

organizada estruturalmente em a-hélices (Figura 8).
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Figura 8. Analise in silico da estrutura secundaria da proteina RasGEF1b. O programa “HNN
Secondary Structure Prediction Method” forneceu uma predicdo de estrutura secundaria para a
proteina RasGEF 1b baseada na sequéncia de aminoacidos desta proteina. A) Representagdo de cada
aminoacido da proteina RasGEF1b em diferentes estruturas: alfa hélice (Hh), Folhas beta (Ee) e
voltas aleatérias (random coil, Cc). Abaixo estdo as porcentagens referentes a cada tipo de estrutura
secunddria, considerando-se 100% os 473 aminoacidos da proteina RasGEF1b. B) Grafico
representativo das estruturas secundarias e sua disposi¢do na proteina RasGEF1b. Conforme a
legenda, a estrutura do tipo a-hélice esta representada em azul, as voltas (coils) estdo representadas
por roxo e as folhas estdo em vermelho.
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O arranjo tridimensional de todos os 4&tomos de uma proteina se refere a estrutura terciaria
desta proteina. Considerando altos niveis estruturais, as proteinas sdo classificadas em dois grandes
grupos: proteinas fibrosas, as quais tém as cadeias polipeptidicas arranjadas em grandes folhas,
consistindo de um Uunico tipo de estrutura secundaria; e proteinas globulares, que tém as cadeias
polipeptidicas laterais enoveladas em uma forma esférica ou globular, frequentemente contendo
varios tipos de estruturas secundarias. Utilizando o programa de modelagem Esypred, foi feita uma
modelagem da proteina RasGEF1b baseando-se em um modelo de uma sequéncia de alta
similaridade do Protein Data Bank (PDB). A proteina modelo utilizada para a modelagem foi o Sos
(g1/4389274|pdb|IBKD|S), um RasGEF bem caracterizado, cuja estrutura cristalografica foi feita

junto com a proteina Ras, mostrando a interagdo entre as duas proteinas.

O Esypred constréi modelagens protéicas em trés dimensdes a partir de estruturas
trdimensionais depositadas no Protein Data Bank, baseando-se no alinhamento entre sequéncias
com maiores similaridades. A estrutura tridimensional final é construida usando o pacote de
modelagem do Modeller (83). Utilizando este programa, construimos um modelo tridimensional
hipotético para a RasGEF1b, destacando a organizagdo das estruturas secundarias nesta proteina
(Figura 9a). O modelo 1bkd cadeia S foi utilizado como molde para a modelagem. Este modelo
apresenta identidade de 23% (similaridade 46%) sobre os 473 aminodcidos da RasGEF1b murina

(Figura suplementar 1).

Também construimos um modelo de interagdo da RasGEF1b com a proteina Ras, baseado
em um modelo existente criado a partir de dados cristalograficos (Figura 9b). Este modelo
disponivel representa a interagdo da proteina Ras com o GEF Sos (Figura 9c). Quando ¢ feita a
sobreposi¢ao do modelo da RasGEF1b com o modelo Sos ligado a Ras, os mesmos dominios da
RasGEF1b parecem estar envolvidos na interacdo (Figura 9d). Para vizualizarmos as modelagens,
utilizamos o programa Pymol. O Pymol ¢ um programa molecular de graficos projetado para a
visualizacdo em tempo real e geragdo rapida de imagens moleculares de alta qualidade, graficos e
animagdes. O programa permite a visualizacdo em 3D das proteinas, destacando densidade,
superficies, e rotacdes. Inclui também a edigdo, renderizagdo, e producdo de filmes moleculares.
Editamos as modelagens construidas destacando a superficie das proteinas, particularmente os
aminoacidos hidrofébicos. Acreditamos que a interagdo RasGEF-Ras ocorra através destes

aminoacidos e, pela vizualizacio dos modelos observamos que hd uma cavidade altamente
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hidrofobica (Figura 10a) onde a Ras provavelmente se liga (Figura 10b). Com um giro de cento e
oitenta graus na molécula Ras “ligada”, ¢ possivel observar a presenc¢a de aminoacidos hidrofobicos

(Figura 10c), provavelmente envolvidos na interagao.

A qualidade do modelo foi avaliada pelo grafico de Ramachandran gerado pelo programa
PROCHECK v.3.5.4. Este programa verifica a qualidade estereoquimica de uma estrutura protéica
produzindo graficos de plotagem, analisando a geometria do modelo como um todo e residuo por
residuo (84). O grafico de Ramachandram apresentou 87,5% de residuos em regides mais
favoraveis, e apenas 0,2% dos residuos em regides nao permitidas (ASN 455) (Figura 11), sendo

assim considerado um bom modelo.



Figura 9. Modelos tridimensionais de estruturas terciarias destacando a organizagdo das estruturas secundarias nas proteinas. (A)
RasGEF1b; (B) RasGEF1b ligada a Ras; (C) Sos ligada a Ras; (D) Sobreposi¢ao de RasGEF1b a Sos ligada a Ras.
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(B) (©

(A)

Figura 10. Modelagens tridimensionais de superficie destacando hidrofobicidade. Os aminoacidos estdo divididos em altamente
hidrofobicos (laranja), hidrofébicos (laranja claro), ndo hidrofobicos (amarelo) e restantes (branco). (A) RasGEF1b e em destaque no
circulo azul o sulco hidrofébico onde provavelmente a Ras se encaixa; (B) RasGEF1b ligada a Ras (seta); (C) Vista da por¢do da

proteina Ras que provavelmente interage com o sulco da RasGEF1b.
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A regido do Sos (massa molecular de cerca de 150 kDa) que ¢ funcional para a troca de
nucleotideos guanina na Ras abrange cerca de 500 residuos e contém blocos de sequéncias que
sdo conservados em outros fatores de troca de nucleotideos especificos para Ras, tais como o
CDc25, Sdc25 e o fator de liberagdo de nucleotideos guanina em Ras (GRF) (39). A estrutura do
modelo refere-se ao complexo da H-Ras humana (Human Harvey-Ras, residuos 1-166) com a
regido de fator de troca de nucleotideos guanina do Sosl humano (residuos 568 a 1044)
cristalizado. O dominio catalitico da Sos apresenta um sulco hidrofébico e ao redor dele hd um
arranjo de interagdes polares e carregadas entre Sos ¢ Ras (99).

A partir dos modelos existentes e gerados, foi feita uma andlise sobre os possiveis
aminodcidos da proteina Sos que interagem com a Ras e o seu equivalente estrutural da
RasGEF1b baseada no alinhamento das seqiiéncias de aminodcidos das proteinas Sos e Ras. Por
se tratar de uma analise inicial, restringimos a busca para intera¢des entre atomos de nitrogé€nio e
oxigénio, com as distincias entre os 4tomos variando de 0.0 a 3.0 A e de 0.0 a 4.0 A (Tabela 4).
As interagdes que podem ocorrer nesta distdncia sdo pontes de hidrogénio entre as moléculas.
Como ndo se sabe com qual Ras a RasGEF1b interage, uma conclusdo sobre os aminoacidos

responsaveis pela interagdo entre as duas moléculas poderia ser erronea.
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Ramachandran Plot
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Estatisticas da Plotagem
Residuos em regides mais favoraveis (A,B,L) 364 87,5 %
Residuos em regides permitidas adicionais (a,b,l,p) 43 10,3 %
Residuos em regides generosamente permitidas (~a,~b,~l,~p) 8 1,9 %
Residuos em regides ndo permitidas 1 0,2 %
Niimero de residuos ndo-glicina e nao-prolina 416 100,0 %
Numero de residuos finais (exceto glicina e prolina) 2
Numero de residuos glicina (tridngulos) 13
Niumero de residuos prolina 17
Niimero total de residuos 448

Figura 11. Ramachandran Plot do modelo tridimensional da proteina RasGEF1b. O grafico
representa a disposicdo dos aminoacidos ao longo de um gradiente que varia de regides
favoraveis (vermelho) a regides nao permitidas (branco). O Unico residuo da regido ndo permitida
¢ a Asparagina de nimero 455.
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Tabela 4 — Lista de contatos entre atomos de oxigénio e hidrogénio entre a proteina Ras ¢ a Sos e
o equivalente estrutural em RasGEF1b

Equivalente
estrutural em
Lista de contatos - atomos de N ¢ O RasGEF1b
(modelo 1BKD: Sos(S) + Ras(R)) (Alinhamento
da estrutura
primaria)
distancia: 0.0 - 3.0 Angstrons
Sos Ras Distancia*
Trp 809S NEI Gly 60R O 2.86 *** Val 234
Asn 879S O Arg 73R NH1 2.41 *** Asn 274
His 911S NE2 Asp 54R OD1 2.90 *** Phe 345
Tyr 912S OH Tyr 71R OH 2.79 *** Tyr 346
Thr 935S OG1 Ala 59R O 2.84 *** Lys 379
Gln 61R NE2 2.70 *** Lys 379
Glu 942S OE1 Ser 17R OG 2.61 *** Glu 386
Asn 944S OD1 Tyr 32RN 2.75 *** -
Glu 1002S OE2 Arg 68R NH2 2.83 *** -
Asp 1007S OD1 Arg 102R NH2 2.70 *** Asp 440
distancia: 3.0 - 4.0 Angstrons
Sos Ras Distancia
Arg 826S NE Glu 63R OEI 3.16 *** Glu 260
Arg 826S NH2 Glu 63R OE1 3.74 * Glu 260
Glu 63R OE2 3.73 * Glu 260
Thr 829S OG1 Glu 63RO 334 * Asn 263
Ser 876S N GIn 70R OE1 3.57 * Ser 271
Ser 876S OG GIn 70R OE1 3.02 *** Ser 271
Ser 881S N Asp 69R OD2 3.08 #** Ser 276
Ser 881S OG Asp 69R OD1 3.83 * Ser 276
Asp 69R OD2 3.46 * Ser 276
Val 103R N 3.99 * Ser 276
Ser 908S OG Gln 70R NE2 3.68 * Ser 342
Asp 910S O Tyr 40R OH 3.68 * Asn 344
Lys 913S NZ Glu 37R OE2 3.08 *** Gln 357
Phe 930S N Tyr 64R OH 3.99 * Phe 374
Gly 93ISN Tyr 64R OH 340 * Phe 375
Gly 931S O Gln 61R NE2 348 * Phe 375
Thr 935S N Ala 5S9R O 397 * Lys 379
Thr 935S OG1 Thr 58R O 3.58 * Lys 379
Asn 936S ND2 Pro 34R O 3.02 #** Asp 380
Lys 939S NZ Asp 57R O 3.01 *** Phe 383
Gly 9435 O Asp 30R O 3,01 *++ Gly 387
Tyr 32R N 3.98 * Gly 387
Gln 25R NE2 352 % Gly 387
Asn 944S OD1 Asp 30RO 3.65* -
Tyr 32RO 3.46 * -
Asn 944S ND2 Tyr 32RO 311 *** -
Glu 1002S OE2 Arg 68R NH1 3.69 * -
Lys 1003S NZ Gln 95R OEI 3.40 * -

* Distancia calculada em Angstrons (A)
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Utilizando o modelo trimensional da RasGEF1b construido verificamos a localizacao
espacial e a area de acessibilidade ao solvente dos aminoacidos sujeitos a fosforilagdo por cinases
preditos por programas de bioinformética (Tabela 5). Alguns destes aminoacidos estdo no interior
da molécula, e mesmo sendo sitios potenciais de fosforilagio ndo tém acesso ao solvente e
acessibilidade a maquinaria de fosforilacao (Figura 12a). Outros aminoacidos apresentam a area
de acessibilidade ao solvente baixa, porém, dependendo da orientacdo da cadeia lateral, o
aminoacido pode adquirir uma conformacdo na qual a hidroxila (OH) esteja mais exposta ao
solvente (12 b). Os aminoacidos que apresentam area de acessibilidade ao solvente alta estdo
expostos na superficie da molécula e podem facilmente ser fosforilados (Figura 12¢). Segundo
estes critérios de acessibilidade os aminoacidos receberam diferentes probabilidades de serem de

fosforilados (tabela 5).

Tabela 5 - Probabilidades de fosforilagdes inferidas a partir do modelo tridimensional

Cinase Aminoacido a ser fosforilado Area acessivel ao Probabilidade de ocorrer a
solvente* fosforilagdo**
Caseina cinase II 23 (Serina) 249 Alta
94  (Serina) 41,5 Alta
143 (Serina) 1,2 Indefinida
168 (Serina) 42,8 Alta
180 (Treonina) 37,4 Alta
214 (Treonina) 0,2 Muito baixa
364 (Serina) 23,0 Indefinida
Cinase dependente de 252 (Treonina) 0 Muito baixa
cAMP e cGMP
Cinase C 69 (Serina) 0,5 Muito baixa
148 (Treonina) 25,9 Indefinida
182 (Treonina) 0,2 Indefinida
247 (Serina) 3,5 Muita baixa
329 (Treonina) 42,0 Alta
364 (Serina) 23,0 Indefinida
414 (Treonina) 40,7 Alta
464 (Serina- ndo ha no - Indefinida
modelo construido)

* Area calculada em Angstrom ao quadrado ( A?).

** Probabilidade inferida considerando a exposi¢do do aminoacido na superficie da molécula e sua acessibilidade a
maquinaria de fosforilagdo. O tamanho da enzima ndo ¢ considerado.

Probabilidade Alta: a area acessivel ao solvente é consideravel.

Indefinida: dependendo da rotagdo que o aminoacido adiquirir na molécula ele pode adquirir uma conformagdo na
qual a hidroxila (OH) esteja mais exposta e disponivel ao solvente.

Muito baixa: o aminoacido estd enterrado na molécula (a hidroxila ndo estd exposta), sendo pouquissimo provavel
ocorrer a fosforilagao.




54

A)

B)

C)

Figura 12. Exemplos de aminoacidos com diferentes probabilidades de serem fosforilados. A)
Serina 252 com baixa probabilidade; B)Treonina 182 com probabilidade indefinida e C) Treonina
168 com alta probabilidade.
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5.2.  Expressdo do mRNA do rasgeflb em células Raw 264.7 estimuladas com poli 1:C ou
LPS

Utilizando a técnica de RT-PCR, foi feita a analise da expressao do rasgefib em células
Raw 264.7 estimuladas com LPS e poly-rl:rC (agonistas de receptor do tipo Toll). Os resultados
indicam que a expressdo do mRNA do rasgef1b ¢ estimulada em 2 e 4 horas apds tratamento das
células com cada um dos agonistas, quando comparadas com células ndo estimuladas (Oh)

(Figura 13).

- poly-rl:rC  LPS

0 2 4 2 4 Tempo (horas)

1584

Figura 13. Analise, por RT-PCR, da expressdo do rasgeflb em células RAW264.7 (macrofagos
murinos de linhagem continua) estimuladas com RNA de fita-dupla (poly-rl:rC, 100ug/ml) ou
endotoxina bacteriana (LPS, 100ng/ml). O RNA total extraido das células, nos tempos indicados,
foi transcrito reversamente e a primeira fita cDNA a qual foi utilizada como molde nas reagdes de
PCR (28 ciclos) para a amplificacdo com iniciadores especificos para o cDNA correspondente ao
mRNA do rasgeflb. Apbs fracionamento dos produtos de PCR, o gel de agarose foi corado em
brometo de etidio e as bandas visualizadas em luz ultravioleta.
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5.3. Amplificacdo do cDNA do rasgeflb de macrdéfagos murinos

Com o objetivo de expressar o rasgeflb recombinante em bactérias, utilizou-se PCR para
amplificar a regido codificadora do gene rasgef1b, gerando-se um produto de 1422 pb. As bandas
mais intensas observadas no gel de agarose, corado com brometo de etidio, foram aquelas obtidas
utilizando como molde o cDNA obtido de RNA extraido de macréfagos tratados com GPI-
mucinas € o de macrofagos estimulados com o parasita 7. cruzi (forma tripomastigota) (Figura
14). Apos a clonagem desses fragmentos no vetor pPCR® TOPO 2.1, foi verificado, por PCR do
DNA extraido das colonias obtidas, que duas coldnias selecionadas continham o ¢cDNA do
rasgeflb. As PCRs com o DNA extraido das col6nias de bactérias transformadas foram

realizadas com os mesmos iniciadores da primeira amplificagdo (dados ndo mostrados).

tGPI T.cruzi M

Figura 14. Amplificagdo da regido codificadora do rasgeflb (seta) utilizando como molde
cDNAs de macrofagos murinos estimulados com glicosilfosfatidilinositol derivados da
membrana de 7. cruzi, forma tripomastigota (tGPI) ou estimulados com o parasita Trypanosoma
cruzi. M, marcador de tamanho molecular (kb).
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5.4.  Perfil de restricdo do cDNA do rasgeflb clonado no vetor TOPO 2.1

Para verificar a presenca de sitios de restricdo no cDNA do rasgef1b clonado, foram feitas
digestdes enzimaticas dos plasmideos extraidos de colonias positivas (5 e 6). Os fragmentos
gerados pelas enzimas de restrigdo estdo representados na Figura 15 (a e b). A digestdo do
plasmideo obtido da colonia 6 com a enzima BamH 1 forneceu dois fragmentos correspondentes
aos dois sitios de restricdo previstos para essa enzima presentes na posicdo 759 e 309 pb da
seqiiéncia codificadora do gene, com base na compara¢do com o marcador de tamanho molecular
utilizado. As digestdes do DNA plasmidial da colonia 6 com as enzimas EcoR 1, Hind 111, Sac 1,
Kpn 1 e Xho I também forneceram fragmentos compativeis com sitios presentes na seqiiéncia do
rasgeflb, a saber: EcoR 1, 1500 pb; Hind 111, 1482 pb; Sac 1, 281 pb; Kpn 1, 205 pb e Xho 1, 513
pb (comparagdo com o marcador de tamanho molecular utilizado). O controle positivo das
reacOes de digestdo foi o plasmideo pcDNA3.1/V5-His (Invitrogen) contendo o ¢cDNA do
rasgef1b clonado, gentilmente cedido pelo Dr. Aristobolo Mendes da Silva.

Hindlll  Sacl Kpnl Xhol
Kb M/ \ V56 cV5 6 COM

43

0.56

Figura 15. Perfil de restri¢io enzimatica do cDNA do rasgefIb clonado no pCR® TOPO 2.1. As
digestdes feitas com o DNA plasmidial da colonia 6 forneceram fragmentos com tamanho
molecular esperado de acordo a analise da presenga dos sitios de restricdo das enzimas utilizadas
para as digestdes na sequéncia do rasgeflb, depositada no Banco de dados do NCBI. M,
marcador de tamanho molecular; C, cDNA do rasgef1b clonado no pcDNA3.1/V5-His.
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5.5. Clonagem do gene rasgeflb no vetor pQE-30 e sequenciamento do produto gerado

O vetor pQE-30 foi escolhido para a clonagem do cDNA do rasgefIb por permitir a
expressdo em bactérias de uma proteina recombinante em fusdo com residuos de histidina de
maneira a facilitar posteriormente sua purificagdo. Os iniciadores utilizados na amplificagdo da
regido codificadora do rasgef1b, para a clonagem no pQE-30, contém sitios para as enzimas de
restricao Sal I (GCTGTCGACGGGAAAGTATGC) e Hind 11
(TCCAAAGCTTAAACTCTGCCC). O DNA plasmidial extraido da colonia 6 e do vetor pQE-
30 foram digeridos com essas enzimas, possibilitando a formagao de extremidades coesivas para
a ligacdo entre o inserto e o vetor. Apds a ligacdo, foi feita a transformacdo em bactérias
competentes. Deste experimento, foram escolhidas, aleatoriamente, 10 colonias para testes por
PCR. Foram utilizados dois pares de iniciadores para as reagdes. Um dos pares continha os dois
iniciadores utilizados na amplifica¢do inicial ¢ o outro continha o iniciador que se anela no
inserto clonado e outro no vetor pQE-30 (Figura 16a). Trés colonias positivas nos testes de PCR
foram escolhidas para a extracdo plasmidial em pequena escala. Outros testes, utilizando 4
combinagdes entre os pares de iniciadores que flanqueiam a regido codificadora do gene e o par
de iniciadores que flanqueiam o sitio multiplo de clonagem do pQE-30, foram realizados e as trés
coldnias mostraram-se novamente positivas (Figura 16b). O DNA plasmidial obtido da colonia 2
foi parcialmente seqiienciado utilizando os iniciadores SalF e HindR. Duas sequéncias obtidas
com cerca de 800 nucleotideos, cada, foram agrupadas, gerando o consenso mostrado na Figura
6. A andlise da sequéncia consenso obtida utilizando o programa BLAST mostra uma

similaridade de 96,7% do gene rasgefi1b humano e murino (Figura 17).
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A.
SalF/ HindR SalF/ pQER
Kb
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SalF/HindR SalF/HindR pQEF/pQER pQEF/HindR
Kb

—_—— N
OSANO

Figura 16. a) Teste das colonias derivadas da clonagem do cDNA do rasgef1b no pQE-30 com
os iniciadores SalF e HindR e com o SalF e o pQE-30 reverso (pQER). b) Teste, por PCR, das
trés colonias recombinantes utilizando os iniciadores da clonagem inicial e os iniciadores que se
anelam no vetor pQE-30 (pQEF e pQER).
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AGAAATCTGCATGCCTGTGAAGAAGAAGCACCGAGCGAGGATGATCGAGTATTTCATCGA

TGTGGCTCGAGAGTGTTTCAACATTGGAAACTTCAATTCTTTGATGGCAATCATCTCTGG
TGTGGCTCGAGAGTGTTTCAACATTGGAAACTTCAATTCTTTGATGGCAATCATCTCTGG

TATGAATATGAGCCCGGTCTCGAGACTTAAGAAAACCTGGGCCAAAGTGAAGACTGCAAA
TATGAATATGAGCCCGGTCTCGAGACTTAAGAAAACCTGGGCCAAAGTGAAGACTGCAAA

GTTTGACATTCTTGAGCATCAGATGGATCCATCCAGCAATTTCTACAACTACAGAACGGC
GTTTGACATTCTTGAGCATCAGATGGATCCATCCAGCAATTTCTACAACTACAGAACGGC

TCTCCGAGGGGCAGCGCAAAGGTCCCTGACTGCTCACAGTAGCAGAGAGAAGATTGTGAT
TCTCCGAGGGGCAGCGCAAAGGTCCCTGACTGCTCACAGTAGCAGAGAGAAGATTGTGAT

ACCATTCTTCAGTCTCTTAATCAAAGACATTTATTTCCTCAACGAGGGCTGTGTCAACCG
ACCATTCTTCAGTCTCTTAATCAAAGACATTTATTTCCTCAACGAGGGCTGTGTCAACCG

TCTTCCAAATGGCCATGTCAACTTTGAGAAATTTTGGGAACTGGCCAAACAAGTGAGTGA
TCTTCCAAATGGCCATGTCAACTTTGAGAAATTTTGGGAACTGGCCAAACAAGTGAGTGA

ATTTATGACATGGAAACAGGTGGAGTGTCCGTTCGAGCGGGACCGGAAGGTCTTACAATA
ATTTATGACATGGAAACAGGTGGAGTGTCCGTTCGAGCGGGACCGGAAGGTCTTACAATA

CCTGCTCTCCGTGCCTGTATTCAGTGAAGATGCGCTCTACTTGACTTCATACGAGAGTGA
CCTGCTCTCCGTGCCTGTATTCAGTGAAGATGCGCTCTACTTGGCTTCATACGAGAGTGA

AGGACCCGAAAATAATATAG, GACAGATGGAAGTCTTTAAGGTCCAGCCTTTTGGG
AGGACCCGAAAATAATATAG, GACAGATGGAAGTCTTTAAGGTCCAGCCTTTTGGG
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Figura 17. Sequenciamento da regido codificadora do rasgefib clonado no vetor pQE-30. O
alinhamento indica uma homologia entre a sequéncia do rasgeflb humana ¢ de camundongo
depositadas no Banco de Dados do NCBI.
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5.6. Expressdo da proteina RasGEF1b recombinante em sistema procarioto

A célula hospedeira escolhida para a expressdo da proteina recombinante foi a bactéria
Escherichia coli, de linhagem denominada XL1-Blue, baseado nas caracteristicas convenientes
de cultura dessa cepa, sistemas de expressdo génica bem desenvolvidos e a habilidade da
produgdo da proteina necessaria em larga escala. Entretanto, como em qualquer sistema de

expressao procaridtico, nao ha modificagdes pds-traducionais na proteina recombinante (87-90).

As colonias de nimero 1 e 2 foram escolhidas aleatoriamente para indugdo da expressao
da proteina recombinante com IPTG. A regido codificadora do gene da proteina dihidrofolato
redutase clonado no vetor pQE-40 foi utilizado como controle positivo. Essa proteina
recombinante, quando expressa, contém seis histidinas na por¢ao aminoterminal. O vetor pQE-30
sem inserto foi utilizado como controle negativo. Na auséncia de IPTG, ndo houve expressao de
nenhuma das proteinas recombinantes. Quatro horas apds indu¢do com IPTG, tanto o controle
positivo, quanto as duas colonias de RasGEF1b apresentaram as respectivas proteinas expressas.
Dezoito horas apos indugdo nao houve alteragcdo aparente no nivel da RasGEF1b recombinante
(Figura 18a). As massas das proteinas His-RasGEF1b e dihidrofolatoredutase recombinante
comparadas com o padrdo utilizado foram confirmadas com as massas teoricas dessas proteinas.
No caso da dihidrofolatoredutase a massa tedrica esperada ¢ 26 kDa, e para a RasGEF1b 56 kDa,

somadas a massa correspondente as seis histidinas (~1 kDa).

Para verificar se a banda correspondente a proteina induzida corresponde a RasGEF1b
recombinante ligada as seis histidinas, foi feito Western Blotting com anticorpo monoclonal anti-
histina. Também foi utilizada, nesse experimento, a colonia contendo o gene da proteina
recombinante dihidrofolatoredutase como controle positivo. O anticorpo reconheceu as histidinas
das proteinas analisadas (Figura 18b). O reconhecimento da His-RasGEF1b pelo anti-histidina
confirma a expressdao dos seis aminoacidos na mesma janela de leitura da proteina RasGEF1b,
possibilitando, entdo, a posterior purificacao da proteina recombinante com sistema de quelato de

niquel, que apresenta alta afinidade pelas histidinas.
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Figura 18. Inducdo da expressdo da His-RasGEF1b. A) Os extratos totais bacterianos da colonia
1 (Coll), do pQE-30 (vetor vazio), da DHFR (dihidrofolato redutase clonada no pQE-40) e o
marcador de massa molecular (M) foram fracionados em SDS-PAGE, posteriormente corado
com Coomassie blue. Houve expressao da proteina recombinante His-RasGEF1b as 4 e 18 horas
apods indug¢do com IPTG (seta). B) Western blot da colénia 1 utilizando anticorpo monoclonal
anti-histidina. O anticorpo primario de camundongo IgG; anti-histidina foi utilizado na dilui¢ao
de 1:4000 e o anticorpo secundario IgG de cabra anti-IgG camundongo conjugado com
peroxidase foi diluido 3000 vezes. A revelagao foi feita através de quimioluminescéncia.
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5.7.  Solubilizacéo da proteina His-RasGEF1b recombinante produzida em E. coli

Ap0s expressar a proteina His-RasGEF1b e confirmar sua expressdo com um anticorpo
monoclonal anti-histidina, testamos a sua solubilidade. A presenca da His-RasGEF1b foi
constatada na fracdo insoluvel dos extratos de bactérias XL1-Blue induzidas por IPTG. Nao se
pode prever, com exatiddo, quais proteinas serdo expressas de forma soluvel em E. coli. A
formagdo de corpos de inclusdo pode ser influenciada por varios fatores, incluindo a natureza da
proteina, a célula hospedeira, as condi¢des de crescimento e indugdo e o nivel de expressao

resultante da escolha do vetor.

O teste de solubilidade foi realizado para verificar se His-RasGEF1b estava presente na
fragdo soluvel ou insoluvel do extrato das proteinas totais bacterianas. Com o tampao de lise
utilizado, contendo ou nio Tween® 20 na concentragdo de 0,25%, a proteina recombinante
permaneceu no sedimento, no qual estavam as proteinas insoluveis (Figura 19). Foi feita a re-
extracdo por sonicagdo e centrifugacdo, porém a proteina recombinante permaneceu insoluvel
(2B, resultados ndo mostrados). Este experimento permitiu definir que a purificacdo da

RasGEF1b deveria ser sob condi¢des desnaturantes.

Tampdo de lise +
Tampdo de lise 0,25% de Tween® 20
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Figura 19. Solubiliza¢do da His-RasGEF1b. As amostras do teste de solubilidade 1A, 1B, 2A e
2B foram fracionadas em SDS-PAGE 12%, corado com Coomassie blue. O sedimento do tubo 2
(2B) foi solubilizado em tampdo de lise contendo 0,25% de Tween® 20. A proteina His-
RasGEF1b permaneceu na fracdo insolivel do extrato protéico total bacteriano (seta).
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5.8. Purificacdo da proteina His-RasGEF1b recombinante por cromatografia de

afinidade

Ap0s ser verificada a presenca da His-RasGEF1b na frag¢do insoluvel do extrato protéico
das bactérias, partimos para a sua purificacao, sob condigdes desnaturantes, em coluna HiTrap™
Chelating contendo niquel. As proteinas com um ou mais residuos de histidinas se ligam na
coluna de niquel com uma afinidade maior do que as interagdes antigeno—anticorpo ou enzima-
substrato. O método cromatografico de afinidade utilizado para a purificagdo da His-RasGEF1b
forneceu bons resultados, uma vez que a proteina recombinante foi detectada em grandes
quantidades em algumas fragdes eluidas da coluna. Entretanto, a desanilizagao feita

posteriormente acarretou uma perda significativa de proteina.

Foram utilizados 500 mL de cultura bacteriana contendo a constru¢cdo pQE-30rasgefib
para a expressao da proteina His-RasGEF1b com a finalidade de purifica-la. Como nao houve
alteracdo nos niveis de expressdo da proteina recombinante apos 4h, a indu¢do com IPTG foi
feita durante este periodo. Posteriormente, as bactérias foram lisadas com tampao contendo uréia,
para solubilizar a proteina de interesse. A purificagdo da proteina recombinante foi feita através
de uma coluna de afinidade contendo niquel e para a posterior troca de solvente (desalting)
utilizou-se uma coluna de gel filtragdo. O primeiro cromatograma obtido representa a passagem
da amostra pela coluna de afinidade, onde ¢ possivel visualizar o pico referente ao inicio da
eluicdo e sua absorbancia correspondente (Figura 20a). A proteina foi eluida com o tampao
fosfato contendo 500mM de imidazol, concentragdo que faz com que as proteinas que t€m
histidinas ligadas ao niquel da coluna sejam deslocadas e coletadas. Os eluatos obtidos (Al a
A10) continham a proteina recombinante, o que foi observado em SDS-PAGE (Figura 20b). A
partir de meio litro de cultura bacteriana foi possivel obter cerca de Img de proteina
recombinante. Foi feita a desalinizagdo para a troca de tampdes desses eluatos. O tampao de
eluicdo contendo 8M de uréia foi trocado por PBS 1X (Figura 21a). As fragcdes obtidas dessa
desanilizagdo foram fracionadas em SDS-PAGE para ser verificado em qual delas esta presente a
proteina His-RasGEF1b (21b). Apos a desanilizacdo foi verificada uma perda de até 80%

comparada ao rendimento inicial.
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Figura 20. Purificagdo da proteina His-RasGEF 1b recombinante por cromatografia de afinidade.
a) O cromatograma obtido da purificagdo da proteina recombinante com a coluna HiTrap™
Chelating mostra a entrada do lisado total na coluna e a elui¢ao das proteinas nao ligadas (X1), e
0 pico correspondente a absorbancia das fragdes purificadas. b) Fracionamento dos eluatos Al a
A10 em SDS-PAGE corado com Coomassie blue. A proteina His-RasGEF1b esta presente em
todos os eluatos conforme mostram as figuras (painel da esquerda eluatos 2 a 5, painel da direita,
eluatos 6 a 10). Foram fracionados, juntamente com os eluatos, aliquotas das proteinas totais
bacterianas da coldnia 1 nos tempos 0 e 4h, o lisado total que foi aplicado na coluna de afinidade
(LIS), e a fragdo obtida da etapa de lavagem da coluna durante a purificagao (LAV).
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Figura 21. Desanilizagdo do eluato A4 originado da purificagdo por cromatografia de afinidade.
A) O cromatograma mostra que durante a passagem do eluato A4 pela coluna de gel filtragao a
proteina His-RasGEF1b ¢ liberada nas primeiras fracdes de eluigdo, livre do tampdo contendo
uréia (sal) e imidazol (I), que sdo liberados posteriormente.

B) As amostras de 1 a 9 obtidas do “desalting” do eluato A4 foram fracionadas em SDS-PAGE.
A proteina His-RasGEF1b foi eluida primeiramentre, sendo visivel nas fragdes em A2, A3 e A4.
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5.9. Eletroforese bidimensional e analise por espectrometria de massa da proteina His-
RasGEF1b purificada

Na eletroforese bidimensional (2-D PAGE) (91), as proteinas s3o separadas de acordo
com a carga pela focalizagdo isoelétrica (IEF) na primeira dimensao e com a massa molecular na
segunda dimensdo. O ponto isoelétrico tedrico da RasGEF1b ¢ §8,19; o qual sofre variacdo para
8,25 com a adicdo dos seis aminodcidos histidina. A proteina RasGEF1b recombinante foi
submetida a separacdo em gel 2D (Figura 22a) e o “spot” referente a esta proteina foi confirmado
por Western blotting (Figura 22b). Esse spot especifico foi retirado do gel, reduzido,
carboxiamidado e digerido com tripsina. Depois da digestdo, a amostra foi analisada por
espectrometria de massa associada a desor¢do a laser assistida por matriz. O resultado dessa
analise gerou sequéncias de peptideos correspondentes (fingerprint) aos fragmentos da proteina
RasGEF1b (Figura 23). Através da fragmentagdo dos peptideos gerados pela digestio com
tripsina, as massas dos peptideos na mistura foram precisamente medidas utilizando o MALDI
Tof-Tof para produzir uma impressdo digital das mesmas. Isso permitiu encontrar o tamanho

total da proteina RasGEF1b recombinantee a sua identificagdo em bancos de dados (Figura 24).
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Figura 22. Eletroforerese bidimensional da proteina RasGEF1b recombinante obtida a partir da
fracdoA3. A amostra foi separada na primeira dimensao numa faixa de pl de 3 a 10 e na segunda
dimensdao por SDS-PAGE 12%. As massas moleculares relativas estdo indicadas na parte
esquerda da figura (kDa). O gradiente de pH ¢ ndo-linear e a orientagao ¢ 3-10 (esquerda para
direita). (A) Gel SDS-PAGE corado com Coomassie blue coloidal com a proteina RasGEF1b
dentro do circulo vermelho. (B) Western Blotting utilizando um anticorpo monoclonal anti-

histidina.
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Figura 23. Analise por espectrometria de massa do “spot” corresponte a proteina RasGEF1b
(Figura 21b). (A) Espectro dos peptideos gerados pela tripsinizagdo do “spot” correspondente a
proteina recombinante RasGEF1b. (B) Os peptideos seqilienciados formam o “fingerprinting” da
RasGEF1b recombinante e estdo sublinhados na seqiiéncia de aminoacidos da proteina.
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Figura 24. Os peptideos da primeira analise por espectrometria de massa (Figura 23a) sdo
seqiienciados em uma segunda analise MS/MS. Em A, MS/MS do fragmento precursor de massa
1440,72 Daltons; em B, MS/MS do fragmento precursor de massa 1064,5 Daltons.
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O sangue de coelhos e os ovos das galinhas foram coletados imediatamente antes da

primeira e 15 dias apds a terceira imunizagao. Os anticorpos foram purificados de acordo com os

protocolos descritos em Materiais € Métodos e um ensaio de ELISA foi realizado para a anélise

da producdo de anticorpos anti-His-RasGEF1b. Nao houve producdo de anticorpos contra a

proteina recombinate, tanto em coelhos quanto em galinhas como pode ser visto a partir das

leituras das absorbancias antes e apos as imunizagdes (Tabelas 6 e 7 respectivamente).

Tabela 6 - ELISA com soro dos coelhos

Pré imune Imune
Diluicao Adjuvante 50ug 150pug Adjuvante 50ug 150ug
1:20 0.247 0.492 0.092 0.939 0.266 0.115
1:40 0.126 0.188 0.042 0.825 0.123 0.066
1:80 0.067 0.115 0.027 0.643 0.061 0.038
1:160 0.037 0.076 0.002 0.400 0.018 0.026
1:320 0.021 0.021 0.000 0.196 0.003 0.009
1:640 0.008 0.012 0.003 0.097 0.007 0.008
1:1280 0.002 0.003 0.003 0.032 0.001 0.002
Branco 0.003 0.000 0.001 0.001 0.001 0.002
Tabela 7 - ELISA com anticorpos das galinhas
Pré imune Imune
Diluicdo| Adjuvante 50ug 150ug Adjuvante 50ug 150ug
1:20 |1.121/0.840|1.37311.404]1.060(1.061{0.964| 0,94 | 1.468|1.840|1.105|1.023
1:40 ]0.736]0.492|0.756|0.834|0.5990.629|0.671 | 0.637]0.936 | 0.826 | 0.696 | 0.825
1:80 ]0.388]0.250/0.492|0.5280.390|0.387[0.312/0.302]0.495]0.418/0.456|0.514
1:160 10.220]0.181]0.312]0.312]0.272]0.254]0.203 0.227|0.3240.221 |0.306|0.313
1:320 [0.145[0.141/0.189]0.189[0.158/0.166|0.148[0.148/0.196 |0.115]0.203 | 0.274
1:640 ]0.130{0.113/0.123]0.114[0.122|0.119]0.115]0.117[0.128|0.125]0.138|0.199
1:1280 [0.101]0.168]0.097[0.095|0.133/0.098|0.085]0.1280.147[0.129]0.100|0.146
Branco |0.144/0.066|0.177/0.072]0.086]0.078]0.075]0.085]0.087]0.0970.084[0.113

Diluicao: representa a titulagdo dos anticorpos dos animais

Branco: representa os pogos controles sem anticorpo dos animais
Adjuvante: representa soros de animais que foram imunizados somente com adjuvante
Imune: representa soros de animais imunizados com a proteina His-RasGEF1b
50ug e 150ug: representam as doses de proteinas utilizadas nas imunizacdes dos animais das
colunas “Imune”.
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5.11. Localizacgdo subcelular da proteina FLAG-RasGEF1b em sistema eucarioto através
de centrifugacao diferencial e eletroforese bidimensional

O desafio da analise protedmica estd na tarefa de examinar grande numero de proteinas
mantendo alta sensibilidade para a deteccao de proteinas com baixo nimero de copias. Nao ha
passo de amplificagdo para proteinas, andlogo ao método da reacdo em cadeia da polimerase,
para amplificar DNA ou RNA. Isso significa que proteinas muito abundantes, sem fracionamento
e enriquecimento das amostras bioldgicas, mascaram as proteinas pouco abundantes. A maioria
das proteinas regulatérias como as cinases, fosfatases ou GTPases existem em baixo numero de
copias, mas com localizagao subcelular bem especifica (92).

As células HEK 293T transfectadas com pFLAGrasgef1b foram lisadas com tampao de
lise (10mM KCIl) e entdo centrifugadas a 700 x g por 10 minutos para sedimentar o nucleo e
debris celulares. O sobrenadante foi centrifugado novamente a 10,000 x g por 25 minutos para
obter o sedimento de membranes pesadas. O sobrenadante correspondente foi centrifugado
novamente a 100,000 x g para gerar o sedimento de membranas leves e o sobrenadante citosolico.
Anticorpos monoclonais foram utilizados para proteinas especificas das diferentes fragdes: a-
histona-4 para fracdo nuclear, a-calreticulina para membranas pesadas, a-rab4 para membranas
leves e a-actina para o citosol. Utilizando anticorpo monoclonal anti-FLAG, foi demonstrado que
a proteina FLAG-Rasgef1b est4 presente, principalmente, nas fragdes de nicleo e de membranas
pesadas, como indicado pela forte reatividade com anti-histona e anti-calreticulina,
respectivamente (Figura 25).

Dois principais problemas tém impedido o desenvolvimento de procedimentos rapidos e
padronizados para fracionamento subcelular. Primeiro, diferentes compartimentos celulares
compartilham propriedades fisicas similares e co-fracionam pelo menos em alguma extensdo em
gradientes convencionais. Segundo, as culturas de tecidos sdo mais comumente utilizadas para o
fracionamento, porque as células podem ser mais facilmente manipuladas, diferente dos tecidos
animais. Entretanto, depois da homogeiniza¢do, as culturas de células sdo mais dificeis de
fracionar do que a maioria dos tecidos, presumidamente devido as diferengas na organizagdo do

citoesqueleto. A completa purificacdo €, com poucas excecoes, dificilmente possivel (93).
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Figura 25. Fracionamento subcelular de células HEK293T expressando a proteina FLAG-
RasGEF1b utilizando o método de centrifugagao diferencial. N (nucleo); MP (membranas
pesadas); ML (membranas leves); (C) citosol.
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Apos ser determinado que a proteina FLAG-RasGEF1b esta localizada principalmente na
fracdo de membranas pesadas, esta fracdo foi submetida a eletroforese bidimensional e Western
blotting com anticorpo monoclonal anti-FLAG (Figura 26). O ponto isoelétrico (PI) da proteina
RasGEF1b em fusdo com o peptideo FLAG foi determinado como sendo 7.14. Esta alteracao de
PI se deve a inclusdo do peptideo FLAG (metionina- 4cido aspartico- tirosina- lisina- acido

aspartico- acido aspartico- acido aspartico- acido aspartico- lisina), que possui carater acido.

kDa B.
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Figura 26. Gel bidimensional da fragdo de membranas pesadas das células HEK 293T
transfectadas com o vetor pcDNA3.1 (controle negativo; A, B) ou transfectadas com
pFLAGrasgef1b (C, D). O gradiente de pH dos géis ¢ ndo linear e a orientagdo ¢ 3 a 10 (esquerda
para a direita). A amostra foi separada na primeira dimensdo numa faixa de pl de 3 a 10 e na
segunda dimensao por SDS-PAGE 12%. As massas moleculares relativas estdo indicadas na
esquerda (kDa). Coloracdo por coomassie coloidal (A,C); Western blotting com anti-FLAG
(B,D); o “spot” correspondente a proteina FLAG-RasGEF1b no filme de raio X de Western
Blotting esta indicado dentro do circulo vermelho.
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6. Discussao

A habilidade do Trypanosoma cruzi em ativar macrofagos, €, pelo menos em parte,
atribuida as ancoras de glicosilfosfatidilinositol de glicoproteinas (GPI-mucinas) expressas na
superficie do estagio tripomastigota do parasita. As técnicas de DDRT-PCR (differential display
reverse transcriptase-polymerase chain reaction) e de Northern blot reverso (reverse Northern
blot) foram utilizadas para estudar a modulagdo da expressdo génica em macroéfagos murinos
expostos a GPI-mucinas e em tecidos cardiacos de camundongos infectados com 7. cruzi. Entre
varios cDNAs identificados como derivados dos mais abundantes mRNAs presentes em
macrofagos estimulados com GPI-mucinas, quando comparados a células ndo estimuladas, foi
confirmado, em nosso laboratdrio, a expressao diferencial dos genes Al, interleucina 18, e gpi74
(o qual foi re-denominado rasgef1b). Alguns desses genes mostraram-se também com expressao
acentuada em tecido cardiaco (Al, rasgefib e DAP-12) de animais infectados. Também foi
verificada a expressdo do rasGEF1b em clones de linfocitos Th1 e Th2 murinos pré ativados por
mitégenos, mas ndo em linfocitos sem pré ativagdo. Esses resultados mostram uma correlagao
entre a expressao do rasGEFI1b, a ativacdo de macréfagos e de linfocitos. A expressdo do
rasgef]b mostrou-se também acentuada em monocitos humanos estimulados com GPI-mucinas
ou LPS. A seqiiéncia completa do transcrito do gene rasgef1b incluindo a regido 5' flanqueadora
foi definida. Constatou-se que o gene rasgeflb possui uma unica coOpia, presente em
camundongos, € em humanos, e apresenta homologia a diferentes membros da familia dos fatores

de troca de nucleotideos guanina (36).

O objetivo principal desta dissertagdo de mestrado foi expressar a proteina RasGEF1b,
codificada pelo gene rasgefib, em sistema procarioto e eucarioto. Para a expressdo em bactérias,
a regido codificadora do rasgefib foi amplificada e clonada no vetor de expressdo pQE-30, em
fusdo com seis aminoacidos histidina. Isso permitiu a purificagdo da proteina recombinante em
cromatografia de afinidade, utizando uma coluna carregada com niquel. A proteina His-
RasGEF1b foi obtida em grandes quantidades e sua seqiiéncia foi confirmada por espectrometria
de massa. Quanto ao sistema eucarioto, a seqiiéncia codificadora do gene rasgef1b foi clonada no
vetor pFLAG, em fusdo com o peptideo FLAG, de nove aminoacidos. A expressdo da proteina
FLAG-RasGEF1b ocorreu em células de mamifero e sua localizagdo foi determinada através de

centrifugacdo diferencial e eletroforese bidimensional.
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O gene rasgef1b foi inicialmente denominado gpiy4, porém, devido a sua homologia com
outros membros da familia RasGEF, sua seqiiéncia no banco de dados do NCBI, por anotagao
génica, teve seu nome alterado para rasgef1b. Este gene mostra-se muito conservado entre varias
espécies filogeneticamente distantes. O dominio RasGEF esta relacionado com a fungdo catalitica
da troca de GDP por GTP pelos RasGEFs. Esta homologia corrobora com a nossa hipotese que o
rasgeflb tem como principal funcdo a troca de nucleotideos guanina de proteinas Ras. Apds
purificarmos a proteina recombinante produzida em bactérias, tentamos produzir anticorpos
policlonais para esta proteina, porém, ndo obtivemos nenhum resultado positivo. Isso pode ser
explicado pela alta conservagao da proteina RasGEF1b entre varias espécies (Figura suplementar

2), com producdo e fungdo estabelecidas e conservadas.

Proteinas com grande similaridade na sua sequéncia primaria, e/ou com similaridade
estrutural e funcional, pertencem a uma mesma familia protéica. Uma forte relacdo evolucionaria
¢ geralmente evidente dentro de uma familia protéica. Duas ou mais familias com pouca
similaridade na sequéncia primaria fazem uso de um mesmo motivo estrutural principal e tém
similaridades funcionais. Estas familias sdo agrupadas em superfamilias. Motivos estruturais
tornam-se especialmente importantes em definir familia de proteinas e superfamilias. Sistemas de
comparagoes e classificagdes aperfeicoados para proteinas levam inevitavelmente a elucidacao de
novas relacdes funcionais. Dada uma funcdo central de proteinas em sistemas vivos, estas
comparagoes estruturais podem ajudar a iluminar varios aspectos da bioquimica, de evolucao de

proteinas individuais para a historia evolucionaria de vias metabdlicas completas (86).

A sequéncia de rasgefib contém dois dominios relacionados a RasGEFN e RasGEF. O
dominio RasGEFN ¢ um dominio presente em subtipos de GEFs para pequenas GTPases do tipo
Ras. A cristalografia de Sos-1 revelou que o dominio RasGEFN estd em uma a-hélice com papel
estrutural (94). O RasGEFN também apresenta padrao de ziper de leucina que estd normalmente
envolvido na associagdo com outras proteinas. O dominio RasGEF ¢ também encontrado em
GEFs especificos para proteinas Ras. Dominios similares tém sido encontrados em leveduras
como CD25 (95) e SCD25 (96), e estdo envolvidos no controle da divisdo celular. No dominio
RasGEF do rasgefib ha trés sitios de enderegcamento nuclear. De fato, outros GEFs tais como
RCC1 (97) e CDC42 (98) foram encontrados, respectivamente, localizado e direcionado para o

nucleo sob certas condigdes fisiologicas. Entdo, os motivos de localizagdo nuclear presentes no
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dominio RasGEF do rasgeflb podem indicar que este GEF pode agir em associacdo com uma

GTPase tipo Ras encontrada no nucleo da célula (36).

Ap6s as modificagdes pds-traducionais, as proteinas podem ser direcionadas para diversos
compartimentos celulares, como por exemplo, o nicleo. Uma sequéncia sinal direciona a proteina
para o nucleo (a sequéncia de localizagcao celular, NLS) e nao ¢ removida. Muitas vezes a NLS
esta localizada na por¢do amino-terminal, mas esta sequéncia pode estar localizada em qualquer
parte da sequéncia de aminoacidos de uma proteina nuclear. A importacao nuclear ¢ mediada por
um nimero de proteinas que circulam entre o citosol e o nucleo, incluindo as importinas a.e f e a
pequena GTPase Ran (86). Dois programas utilizados forneceram predi¢cdes de localizacao
citoplasmatica (pTarget e NucPred) e outros dois, forneceram predi¢do de localizagdo nuclear
(DBsubloc e Psort). E possivel que a RasGEF1b esteja localizada em ambos os compartimentos,
citosol e nucleo. Entretanto, a localizagdao no citosol ndo é condizente com os resultados obtidos
no laboratério, os quais indicam a localizagdo nuclear e membranas pesadas da proteina FLAG-
RasGEF1b. O GEF Sos ¢ trazido do citoplasma para o receptor ativado numa maneira
fosfotirosina-dependente através de proteinas adaptadoras tais como a Grb2. A Grb2 contém
dominios SH3 que sdo ligados constitutivamente a regido carboxi-terminal rica em prolina do
Sos, e o complexo Grb2-Sos ¢ recrutado para os receptores ativados por interagdes entre o
dominio SH2 de Grb2 e os residuos de fosfotirosina no receptor. Porque a Ras esta localizada na
membrana, a ativagdo do receptor resulta no aumento da efetiva concentragao de Sos proximo a
Ras, facilitando a troca de nucleotideo guanina (99). Outra hipotese seria a localizacdo do
RasGEF1b na membrana proximo a Ras para que exerca a sua fungdo e talvez no citoplasma
quando inativo, assim como o GEF Sos.

O fracionamento subcelular permite a separacdo de organelas baseado nas suas
propriedades fisicas e consiste em dois passos principais: rompimento da organizagdo celular e
fracionamento do homogenato para separar as diferentes populagdes de organelas. O homogenato
pode entdo ser fracionado por centrifugagdo diferencial em varias fracdes. Foi detectada a
presenca da proteina FLAG-RasGEF1b nas fragdes de membrana pesada e de nticleo, sendo nesta
ultima, em menor quantidade. A fracdo de membranas pesadas compreende a membrana
plasmatica, o complexo de Golgi e o reticulo endoplasmatico (68). Entretanto, o fracionamento
muitas vezes ndo ¢ completo, e uma pequena contaminacdo entre as fragdes pode ocorrer (93).
Experimentos de imunofluorescéncia estio em andamento para a confirmag¢do por microscopia

confocal da localizacao subcelular da proteina FLAG-RasGEF1b recombinante.
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A modelagem de uma proteina pelo método de homologia baseia-se no conceito de
evolugao molecular. Em outras palavras, parte do principio de que a semelhanca entre as
estruturas primarias desta proteina e de proteinas homologas com estruturas tridimensionais
conhecidas implique possivelmente em similaridade estrutural entre elas (100).

A sobreposicdo da modelagem tridimensional da RasGEFIb com o Sos mostra a
existéncia de dominios bastante conservados, particularmente o dominio que interage com a Ras.
E possivel que a RasGEF1b interaja com a Ras da mesma forma que a Sos. Estudos de mutagdes
sitio-dirigidas baseadas em modelagem tridimensional podem fornecer maiores informagdes
sobre o tipo de interagdo RasGEF-Ras e quais os aminoacidos envolvidos. Neste sentido, deve ser
salientado que, em experimentos de co-imunoprecipitagdo realizados pelo Dr. Aristobolo Mendes
da Silva, a proteina FLAG-RasGEF1b co-precipitou com outra proteina reconhecida por um

anticorpo anti-Ras.

No momento, a fun¢ao da RasGEF1b ¢ uma incognita. Portanto, serdo necessarios estudos
que estabelecam sua atividade funcional. De posse de futuros resultados, poderemos entdo,
determinar o envolvimento do rasGEFIb na ativagdo de receptores do tipo Toll, dando
continuidade a uma via de sinalizagdo celular estimulada pelo 7. cruzi e outros agentes

infecciosos ainda por ser elucidada.
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7. Perspectivas

As descobertas deste e de outros trabalhos do nosso laboratorio relacionados com o gene
rasgeflb sugerem as proximas etapas de investigacdo. Acreditamos que a obten¢cdo de maiores
quantidades da proteina recombinante, na forma soluvel, permitird a realizacdo de outros estudos
funcionais, como por exemplo, a analise da sua interagdo com a proteina Ras, através de
experimentos de precipitagdo ou de co-imunoprecipitagdo. Nestas analises, poderemos estudar o
processo de troca de GDP por GTP resultando na ativacdo da GTPase na presenca His-

RasGEF1b recombinante.

Estamos iniciando a analise de macrofagos murinos estimulados com agonistas do tipo
Toll através da técnica de ‘“shotgun” associada a espectrometria de massa. Com esta técnica,
pretendemos caracterizar a proteina RasGEF1b nativa. Para a produg¢do de anticorpos,
pretendemos sintetizar um epitopo antigénico para a imunizagdo de animais. Além disso, um
refinamento na modelagem serd necessario para guiar o trabalho experimental, sendo de grande
interesse o estudo da interacdo Ras-RasGEF1b por mutagénese sitio-dirigida. A localizagdao da

RasGEF1b, como mencionado, sera confirmada por experimentos de microscopia confocal.
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8. Conclusao

A andlise da seqiiéncia de nucleotideos da regido codificadora do gene gpiy4 demonstrou
a existéncia de dominios RasGEF e RasGEFN, e sua classificagdo como membro hipotético da
familia RasGEF denominado rasgefib. A seqiiéncia de aminoacidos da proteina codificada por
esse gene, RasGEF1b, ¢ altamente conservada em diferentes espécies filogeneticamente distintas.
A homologia entre as seqiiéncias analisadas variou de 57% a 97%.

A proteina recombinante His-RasGEF1b foi expressa em sistema procarioto e sua
seqliéncia foi confirmada por espectrometria de massa. Nao foi possivel produzir anticorpos
policlonais contra a RasGEF1b recombinante em coelhos e galinhas. Acreditamos que isso se
deve a alta similaridade entre a proteina murina e a de galinha e, possivelmente, a de coelho.

A proteina FLAG-RasGEF1b foi expressa em sistema eucarioto e esta localizada

principalmente nas fracdes de membrana pesada e ntcleo.
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9. Dados suplementares

Figura suplementar 1

Database: PDB protein database, 25,879 sequences; 5,763,090 total letters

JF gum%m274mdm15KDﬁ553 Chain S, Complex Of Human H-Ras With Human
Sos-1
Length=439

Score = 80.1 bits (196), Expect = le-15, Method: Composition-based stats.
Identities = 88/382 (23%), Positives = 172/382 (45%), Gaps = 46/382 (12%)

Query 40  SGSLEALIQHLVPNVDYYPDRTY IFTFLLSSRLFMHPYELMAKVCHLCVEHQRLSEGDGD 99
+G++ LI+ L ++ YD ++ TFL+RF PEL++ L +E +E
Sbjct 30  AGTVIKLIERLTYHM--YADPNFVRTFLTTYRSFCKPQELLS----LI1ERFEIPEPRFR 83

Query 100 KNQMRKIAPKILQLLTEWTETFPYDF-RDERMMRNLKDLAHRMASGEEQTYRKNVQQMMQ 158
K ++ + ++L + W E YDF RD +++ +++ + + + +K V+ + +

Sbjct 84 KEY 1QPVQLRVLNVCRHWVEHHFYDFERDAYLLQRMEEF---1GTVRGKAMKKWVESITK 140

Query 159 CLIRKLAALSQYEEVLAKLSSTATDRLTVLKTKPQSIQR-DIMTVCSDPYTLAQQLTHIE 217
+ RK SS T + ++P I+ D++T+ P +A+QLT +E
Sbjct 141 11QRKKITFQ-——-----—- SSPPTVEWHI--SRPGHIETFDLLTL--HPIETIARQLTLLE 187

Query 218 LERLNYIGPEEFVQAFVQKDPLDNDKSCYSERKKTRNLEAYVEWFNRLSYLVATEICMPY 277
+ +PEV+ K+ D++ + K R+ WF +  +V TE
Sbjct 188 SDLYRAVQPSELVGSVWTKE--DKEINSPNLLKMIRHTTNLTLWFEKC-—~IVETE----- 238

Query 278 KKKHRARMIEYFIDVARECFNIGNFNSLMAI ISGMNMSPVSRLKKTWAKVKTAKFDILEH 337
+ R ++ I++ +  + NFN ++ ++S MN SPV RL T+ ++ + + ILE
Sbjct 239 NLEERVAVVSRIIEILQVFQELNNFNGVLEVVSAMNSSPVYRLDHTFEQIPSRQKKILEE 298

Query 338 QMDPSSNFYNYRTALRGAAQRSLTAHSSREKIVIPFFSLLIKDIYFLNEG---CVNRLPN 394
+S+Y +L S +PFF + + +1  EG  + R
Sbjct 299 AHELSEDHY----—————- KKYLAKLRS INPPCVPFFGIYLTNILKTEEGNPEVLKRHGK 348

Query 395 GHVNFEKFWELAKQVSEFMTWK 416

+NF K ++A+ E  ++
Sbjct 349 ELINFSKRRKVAEITGEIQQYQ 370

Figura Suplementar 1. Blastp da sequéncia da proteina RasGEF1b com a seqiiéncia 1bkd


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cblast/cblast.cgi?blast_RID=1153142672-6758-8890157248.BLASTQ1&blast_rep_gi=4389274&hit=4389274&blast_CD_RID=1153142672-6758-181365338047.BLASTQ4&blast_view=onepair&hsp=0&taxname=none&client=blast
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=4389274&dopt=GenPept
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Figura suplementar 2

Database: All non-redundant GenBank CDS translations+PDB+SwissProt+PIR+PRF excluding
environmental samples,794,285 sequences; 1,308,253,377 total letters

>|7 gi|50746537|ref|XP_420541.1| [El PREDICTED: similar to RasGEF domain family,
member 1B; GPI-gamma

4; likely ortholog of mouse GPI-gamma 4 [Gallus gallus]

Length=573

Score = 890 bits (2301), Expect = 0.0, Method: Composition-based stats.
Identities = 429/473 (90%), Positives = 457/473 (96%), Gaps = 1/473 (0%)

[

MPQTPPFSAMFDSSGYNRNLYQSAEDSCGGLYYHDNNLLSGSLEALIQHLVPNVDYYPDR 60
MPQTPPF+AMFDSSGYNRNLYQS ED CGGLYYHDNNLLSGSLEALIQHLVP+VDYYPDR
Sbjct 102 MPQTPPFAAMFDSSGYNRNLYQSKEDGCGGLYYHDNNLLSGSLEALIQHLVPSVDYYPDR 161

Query

Query 61  TYIFTFLLSSRLFMHPYELMAKVCHLCVEHQRLSEGDGDKNQMRKIAPKILQLLTEWTET 120
TYIFTFLLSSRLFMHPYELMAKVCHLC+E QRLSE DKN++RKITAPKILQLLTEWTET
Sbjct 162 TYIFTFLLSSRLFMHPYELMAKVCHLCIEQQRLSEPVQDKNRIRKIAPKILQLLTEWTET 221

Query 121 FPYDFRDERMMRNLKDLAHRMASGEEQTYRKNVQQMMQCL IRKLAALSQYEEVLAKLSST 180
FPYDFRDERMMRNLK+LA R+ SG+E YRKNVQQ++Q L+RKLA +SQYEEVLAK+++T
Sbjct 222 FPYDFRDERMMRNLKELAQRITSGDEM-YRKNVQQLLONLLRKLATVSQYEEVLAKINAT 280

Query 181 ATDRLTVLKTKPQSIQRDIMTVCSDPYTLAQQLTHIELERLNY IGPEEFVQAFVQKDPLD 240
+TDRLTVLKTKPQSIQRDI+TVC+DPYTLAQQLTHIELERLNY IGPEEFVQAFVQKDPLD
Sbjct 281 STDRLTVLKTKPQSIQRDIITVCNDPYTLAQQLTHIELERLNY IGPEEFVQAFVQKDPLD 340

Query 241 NDKSCYSERKKTRNLEAYVEWFNRLSYLVATEICMPVKKKHRARMIEYFIDVARECFNIG 300
NDKSCY +RKK+RNLEAYVEWFNRLSYLVATE ICMPVKKKHRAR+IEYFIDVARECFNIG
Sbjct 341 NDKSCYGDRKKSRNLEAYVEWFNRLSYLVATEICMPVKKKHRARVIEYFIDVARECFNIG 400

Query 301 NFNSLMAIISGMNMSPVSRLKKTWAKVKTAKFDILEHQMDPSSNFYNYRTALRGAAQRSL 360
NFNSLMAT 1 SGMNMSPVSRLKKTWAKVKTAKFD I LEHQMDPSSNFYNYRTALRGA QRSL
Sbjct 401 NFNSLMAIISGMNMSPVSRLKKTWAKVKTAKFDILEHQMDPSSNFYNYRTALRGATQRSL 460

Query 361 TAHSSREKIVIPFFSLLIKDIYFLNEGCVNRLPNGHVNFEKFWELAKQVSEFMTWKQVEC 420
TAHSSREKIVIPFFSLLIKDIYFLNEGC NRLPNGHVNFEKFWELAKQVSEFMTWKQVEC
Sbjct 461 TAHSSREKIVIPFFSLLIKDIYFLNEGCANRLPNGHVNFEKFWELAKQVSEFMTWKQVEC 520

Query 421 PFERDRKVLQYLLSVPVFSEDALYLASYESEGPENNIEKDRWKSLRSSLLGRV 473
PFERDRK+LQYLL++PVFS+DALYLASYESE PEN+1EKDRWK+LRS+LLGRV
Sbjct 521 PFERDRKILQYLLTIPVFSDDALYLASYESESPENHIEKDRWKTLRSTLLGRV 573

Figura Suplementar 2: Blastp entre as seqiiéncias das proteinas RasGEF1b murina com uma
proteina hipotética de galinha.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=search&term=50746537%5bPUID%5d
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=50746537&dopt=GenPept

Tabela suplementar 1 - Representa¢ao dos aminoacidos por codigos de letras

Aminoécidos

Nome completo

Cadigo de letra Unica

Cadigo de trés letras

Alanina A Ala
Arginina R Arg
Asparagina N Asn
Acido Aspértico D Asp
Cisteina C Cys
Glutamina Q Gln
Acido Glutamico E Glu
Glicina G Gly
Histidina H His
Isoleucina I Ile
Leucina L Leu
Lisina K Lys
Metionina M Met
Fenilalanina F Phe
Prolina P Pro
Serina S Ser
Treonina T Thr
Triptofano \Y Trp
Tirosina Y Tyr
Valina A% Val

83
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10. Enderecos Eletrénicos

Protparam: http://br.expasy.org/cgi-bin/protparam

Clustal W: http://www.ebi.ac.uk/clustalw/

Protein-protein BLAST, blastp: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/

SignalP: www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/

NetAcet: www.cbs.dtu.dk/services/NetAcet/

NetNglyc: www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/

NetOGlyc: www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc

NetPhos: www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/

YinOYang 1.2. Prediction Server: www.cbs.dtu.dk/services/YinOYang/

Prosite: http://www.expasy.ch/prosite

PTarget: bioinformatics.albany.edu/~ptarget/

NucPred: www.sbc.su.se/~maccallr/nucpred/

DbSubLoc: www.bioinfo.tsinghua.edu.cn/dbsubloc.html

Psort: http://www.psort.org/

HNN Secondary Structure Prediction Method: http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/secpred_hnn.pl
ESyPred3DwebServerl.0: http://www.fundp.ac.be/sciences/biologie/urbm/bioinfo/esypred/).
Pymol: http://pymol.sourceforge.net/

PROCHECK v.3.5.4: http://www.biochem.ucl.ac.uk/~roman/procheck/procheck.html
PHYLIP: http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html


http://br.expasy.org/cgi-bin/protparam
http://www.ebi.ac.uk/clustalw/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetAcet/
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/
http://www.cbs.dtu.dk/services/YinOYang/
http://www.expasy.ch/prosite
http://www.sbc.su.se/%7Emaccallr/nucpred/
http://www.bioinfo.tsinghua.edu.cn/dbsubloc.html
http://www.psort.org/
http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/secpred_hnn.pl%20ESyPred3DwebServer1.0
http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/secpred_hnn.pl%20ESyPred3DwebServer1.0
http://www.fundp.ac.be/sciences/biologie/urbm/bioinfo/esypred/
http://pymol.sourceforge.net/
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13.

14.
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	 Células HEK 293T (fibroblastos de rim de embrião humano) foram cultivadas em meio DMEM (Dulbecco’s MEM) com 10% de soro bovino fetal (Gibco) e 100unidades/mL de penicilina/streptomicina, à 37ºC em 5% CO2. A transfecção foi feita pelo método de fosfato de cálcio, com 2μg do plasmídeo pFLAGCMV2 (Sigma) (Figura 2) contendo a região codificadora do gene rasgef1b e, como controle, com 2μg do vetor vazio pcDNA3.1/V5-His (Invitrogen). A passagem das células foi realizada em placas de 10 cm de diâmetro, de forma que no dia da transfecção a confluência estava 70%. Para a transfecção, o meio foi trocado e após 4 horas o complexo de DNA foi adicionado em cada placa. O complexo é formado adicionando-se CaCl2 2M ao DNA a ser transfectado e, à essa mistura, HeBs 2X (0,28M NaCl; 0,05M Hepes; 1,5mM NaH2PO4). As células foram incubadas em estufa a 37ºC, durante a noite, o meio foi retirado e as placas lavadas com PBS. Novo meio foi reposto e as células permaneceram na estufa por cerca de 16 horas.
	Para o fracionamento subcelular, 107 células foram lavadas em PBS gelado e ressuspendidas em 1mL de tampão de homogeneização (20mM Hepes-KOH, pH 7.5; 10mM KCl; 1,5 mM MgCl2; 1mM Na-EDTA; 1mM DTT; 250mM sacarose; 0.1mM PMSF e 8(g/ml de aprotinina). Após incubação no gelo por 10 minutos, as células foram homogeneizadas por 20 passagens através de uma seringa de insulina de 1mL e centrifugadas a 700 x g, por 10 minutos, à 4ºC, para remover núcleos e debris celulares. O sobrenadante foi coletado e centrifugado a 10000 x g, por 25 minutos, a 4°C. O sedimento resultante foi utilizado como fração de membrana pesada. O sobrenadante foi coletado e centrifugado a 100000 x g, por 60 minutos, a 4 ºC, para originar a fração de membrana leve (sedimento) e o citosol (sobrenadante). Os sedimentos foram normalizados em tampão de homogeneização (68). Para identificar cada fração subcelular, foi feito “Western Blotting” com anticorpos contra proteínas específicas de cada fração. Para o núcleo, foi utilizado o anti-histona 4 (Santa Cruz) na diluição de 1:2000, para a fração de membranas pesadas o anti-calreticulina diluído 1:1000 vezes, para a fração de membranas leves o anti-rab 4, 1:200 vezes, e para o citosol o anti-actina (Sigma) 1:3000 vezes. Foi utilizado o anti-FLAG (Sigma), diluído 6000 vezes, para a localização subcelular da proteína RasGEF1b expressa em fusão com o peptídeo FLAG. Anticorpos secundários anti-coelho diluídos 5000 vezes foram utilizados para a revelação dos anticorpos anti-histona, anti-calreticulina e anti-Rab4. Anticorpos secundários anti-camundongo diluídos 2000 vezes foram utilizados para a revelação dos anticorpos anti-actina e anti-FLAG.

