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IC56
Producio de complexos de septinas de Ciona intestinalis

STROZI, H. ; ARAUJO, A.

heitor.strozi@usp.br

As septinas sdo proteinas do citoesqueleto que ligam GTP, conservadas em todos os animais e fungos, que
se agrupam em complexos hetero-oligoméricos que podem se polimerizar em filamentos e estes assumirem
estruturas de maior complexidades como anéis e redes. Suas funcdes celulares sdo determinantes para
eventos como a citocinese entre muitos outros que dependem de remodelamento de membranas.(1) Em
humanos, os 13 genes que codificam quatro subgrupos de septinas, que se combinam para formarem os
hetero-filamentos.(2) Apesar da importancia dessas proteinas, seu mecanismo de agdo molecular ainda
nio é bem compreendido. Buscando um modelo mais simples para esclarecer esse mecanismo, as quatro
septinas de Ciona intestinalis, um organismo modelo considerado basal aos vertebrados, foram escolhidas
como objeto de estudos. Assim, o conjunto de septinas de C. intestinalis pode ser encarado como um
modelo de estudo minimalista, porém completo, para entender como se da a organizagdo dos complexos
e filamentos.(3) As construgdes para expressdo heterdloga das septinas de C. intestinalis idealizadas
durante o doutoramento da Sinara T. do Brasil Morais. Neste trabalho as septinas foram expressas ou co-
expressas de formas diferentes para a producdo e montagem dos complexos CiSEPT2/6/7, CISEPT6/7/9
e CiSEPT2/6/7/9. Estes complexos foram purificados por cromatografia de afinidade, seguida por
cromatografia por tamanho (SEC) e utilizadas em experimentos de cristaliza¢do e de avaliagdo do estado
oligomérico através de SEC-MALS. Para o complexo 2/6/7/9 foram identificadas 2 massas diferentes:
466 kDa (40.045%) e 324 kDa (£0.016%), além de um pico de menor massa. Para o complexo
6/7/9 foram observadas 2 massas: 225,2 kDa (40,015%) e 183,5 kDa (40,032%). Assim, a analise
do complexo CiSEPT2/6/7/9 mostrou uma fragdo majoritaria correspondente a um octdmero, mas o
heterocomplexo 6/7/9 mostrou-se mais heterogéneo, com praticamente 50% de sua fragdo composta
apenas por 7/9. Os ensaios de cristalizacdo levaram a formag3o de cristais do complexo 2/6/7/9. Porém,
a baixissima resolucdo da difracdo impediu a resolucdo de sua estrutura. Tais resultados permitirdo o
refinamento da condi¢do na qual o cristal 2/6/79 foi obtido e a continuidade da sua caracterizaggo.
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