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Avaliacdo in vitro da interac3ao entre septinas e a toxina bo-
tulinica

MAMANI, E. C.}; ARAUJO, A. P. U.!
eloy.cm@usp.br

Hnstituto de Fisica de Sdo Carlos - USP

As neurotoxinas botulinicas (BoNTs) sdo potentes toxinas com atividade proteasica, que clivam proteinas
SNARE provocando uma paralisia flacida. Os efeitos terapéuticos da neurotoxina botulinica sorotipo A
(BoNT/A) duram de 3 a 12 meses, dependendo da indicagdo clinica. (1) A extraordinaria longevidade
da BoNT/A apresenta um desafio para o tratamento médico do botulismo, mas é vantajosa para suas
aplicagdes terapéuticas. (2) No entanto, os mecanismos que governam a agdo duradoura da BoNT/A
nas células neuronais sdo pouco compreendidos. De fato, a estabilizacdo da LCA pode ser um resultado
da sua ligac3o fisica as proteinas relativamente estaveis do citoesqueleto, como é o caso das septinas
(3), que sdo descritas formando suportes para o recrutamento de proteinas e regulam maltiplos eventos
de sinalizacdo. Porém, as vias especificas envolvidas na estabilizacdo da LCA pelas septinas ainda ndo
foram identificadas. Assim, sabendo que a estrutura de uma LCA recombinante ja foi determinada e
estdo disponiveis, propomos os objetivos a seguir: Produzir a LCA recombinante em sistema bacteriano
a fim de permitir analises da interacdo in vitro entre LCA e SEPT2 e SEPT7, visando determinar
se ha interacdo direta com essas septinas; paralelamente, produzir um mutante inativo da protease
LCA (L428A/L429A), que ja foi demonstrado in vivo ser mais susceptivel a degradagdo e perder (no
caso de SEPT2) ou reduzir drasticamente (para SEPT7) a interagdo com septinas. Adicionalmente,
verificar se a interacdo de LCA ocorre também com o complexo SEPT2-6-7 e, em caso positivo, se tal
interacdo influencia na sua polimerizacdo e/ou estabilizagdo. Uma vez confirmada a interacdo, realizar
ensaios biofisicos e cristalograficos a fim de caracterizar os complexos formados em nivel molecular.
Em decorréncia da pandemia, os experimentos, iniciados em janeiro, foram interrompidos em marco e
reiniciados em maio, de forma que o projeto encontra-se em fase inicial.
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