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1. Introducéo

1.1. Organelas desprovidas de membrana

O planeta Terra e os seres que nele habitam vivem em constante mudanca. Para
uma célula, perceber essas mudancas e agir sobre elas é de fundamental importancia
para a sobrevivéncia. A capacidade de transformacéao, resposta, reproducéo ou qualquer
outra atividade celular depende de reacBes bioquimicas que precisam ser controladas
com precisdo no espaco e no tempo®. Uma forma eficiente de modular tais reacées e
regular as atividades celulares conforme a necessidade do organismo em um dado
momento é a compartimentalizacéo®.

As organelas séo os “pequenos 6rgaos” da célula. Elas reunem fungdes celulares
especificas por meio da compartimentalizacdo dos componentes de uma determinada
reacao bioquimica, permitindo o controle espaco-temporal sobre processos metabadlicos
e vias de sinalizacdo®. As organelas mais conhecidas, tais como, nticleo, mitocondria,
reticulo endoplasmatico, lisossomo e cloroplasto, sdo envoltas em uma membrana
lipidica. Estas tém suas fun¢des bem caracterizadas, ja que sao estudadas desde o inicio
do século XIX®. Entretanto, as células também possuem as chamadas organelas
desprovidas de membrana (MLOs — Membraneless Organelles), unidades funcionais
celulares que ndo sdo delimitadas por uma bicamada lipidica®. As MLOs constituem
complexos supramoleculares formados principalmente por proteinas e acidos nucleicos
gue estdo presentes tanto no nudcleo (p. ex., nucléolo, corpos de Cajal e speckles
nucleares) quanto no citoplasma (p. ex., granulos de estresse, corpusculos de
processamento (P), corpos de Balbiani e centriolo)®®. Muitas destas MLOs foram
identificadas ha décadas, entretanto diversas questdes acerca dos mecanismos atraves
dos quais essas organelas se formam e da relacdo entre suas caracteristicas fisicas e

funcdes bioldgicas permanecem sem resposta.
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Figura 1 | Representagcdo esquematica das MLOs presentes nas células eucari6ticas. Esquema
representando os possiveis condensados persentes no nucleo, citoplasma e membrana plasmatica de
células eucaridticas. Alguns compartimentos mostrados na imagem s&o tipicos de células especificas e
nao necessariamente aparecem em qualquer célula, como por exemplo os corpos de Balbiani. (BANANI
SF et al., 2017).

Estudos pioneiros revelaram a natureza dinamica das MLOs(9., Em 2005, foi
mostrado que os corpos de Cajal se comportam como “esferas semifluidas suspensas
no nucleoplasma”(”). Entretanto, a natureza fisica desses complexos ainda permanecia
desconhecida. Somente em 2009, Brangwyne, Julicher e Hyman reportaram que os
granulos P (corpos contendo proteina e RNA presentes nos embrides de Caenorhabditis
elegans) apresentam propriedades liquidas e sdo formados pelo fenémeno de separacédo
de fases liquido-liquido (LLPS — Liquid-liquid phase separation)?, Esse processo fisico
ocorre quando uma solucdo supersaturada de um determinado componente se separa
espontaneamente em duas fases, uma densa e outra diluida, que coexistem de maneira
estavel®. A natureza liquida dos corpos P foi evidenciada pela sua aparéncia
arredondada, devido a baixa tenséo superficial, capacidade de sofrer eventos de fusao
e fissdo e intercambio dindmico entre seus componentes™. Dois anos depois,

observacdes similares foram feitas para o nucléolo®2.



A LLPS é um fendmeno bem conhecido na quimica de polimeros®®. Todavia, o
conceito de que a LLPS é o principio formador das MLOs surgiu apenas recentemente.
Li et al. (2012)®* mostraram que corpos liquidos formados por proteina e RNA,
reconstituidos in vitro a partir de seus componentes purificados, sdo capazes de
promover a nucleagdo de actina, demonstrando definitivamente o papel da LLPS na
formacdo das MLOs. Diversas evidéncias experimentais sugeriram que proteinas e
outras macromoléculas bioldgicas, como RNA, sdo capazes de formar condensados
espacialmente organizados apresentando diferentes estados de materiais, como liquido,
gel ou agregado s6lido®517),

Estudos genéticos e de protedmica identificaram os componentes proteicos de
diversas MLOs(821  Estes estudos mostraram que a multivaléncia, ou seja, a
capacidade de interagcbes multiplas, € uma caracteristica comum entre proteinas que
sofrem LLPS. A multivaléncia pode estar presente tanto em proteinas enoveladas quanto
desordenadas. No primeiro caso, dominios proteicos enovelados contendo superficies
de interacdo definidas interagem de maneira especifica para formar oligdmeros que
podem realizar interacbes multivalente com outras proteinas. No segundo, motivos
lineares de sequéncia de aminoacidos estdo presentes em regides desordenadas e
servem como arcabouco para a formacado de complexos proteicos multivalentes. Ainda,
a caracteristica de multivaléncia pode surgir da combina¢do de dominios enovelados e
regides intrinsecamente desordenadas em proteinas. Logo, a presenca de regides
intrinsecamente desordenadas (IDRs — Intrinsically disordered regions) ou de sequéncias
inteiramente desordenadas (IDPs - Intrinsically disordered proteins), ou seja, que ndo
apresentam uma estrutura tridimensional definida em seu estado nativo, é uma
caracteristica frequente em proteinas que fazem LLPS®2, Muitas IDRs/IDPs s&o
formadas por pequenas repeticbes de aminoacidos especificos, conhecidas como
dominios de baixa complexidade (LCDs — Low complexity domains)®?2-24. A formacao de
complexos supramoleculares por proteinas enriquecidas em IDRs e LCDs leva a
formacdo de MLOs com diferentes propriedades de materiais. Por exemplo, 0s corpos
de Balbiani sdo condensados sélidos estabilizados por fortes interacdes entre regides
proteicas que adotam conformacéo em fita-B?V. Ainda, diversos granulos de proteina e
RNA sédo dinadmicos e de natureza liquida. As proteinas ligantes de RNA (RBPs — RNA-
binding proteins) sdo conhecidas por apresentarem uma arquitetura em dominios

modular e multivalente, uma caracteristica importante para a LLPS®5),



Além de servirem como regides de conexao entre dominios enovelados, as IDRs
podem mediar interacdes que promovem a LLPS®9). Kato et al. (2012)?") mostraram que
solucdes concentradas de diferentes IDRs podem formar hidrogéis espontaneamente em
funcdo do tempo. Além disso, Kim et al. (2013)@® descreveram mutagdes associadas a
doencas nas IDRs de hnRNPA1 e hnRNPA2B1 que resultam na aceleracéo da formacéao
de estrutura fibrilares sélidas in vitro. Diversos trabalhos subsequentes mostraram que
proteinas contendo IDRs, cujas sequéncias encontram-se associadas a determinadas
patologias, como hnRNPA1 e FUS (Fused in Sarcoma), também sdo capazes de formar
condensados liquidos®®-31). Estes achados reforcam a importancias das IDRs/IDPs para
a LLPS e fornecem um racional inicial para o entendimento da abundancia de desordem
no proteoma eucariotico.

As IDRs/IDPs capazes de realizar LLPS sao frequentemente ricas em
aminoacidos polares ndo-carregados (glutamina, asparagina, glicina, serina e prolina),
aminoacidos polares (arginina, lisina, aspartato e glutamato) e aminoacidos aromaticos
(fenilalanina e tirosina). Entretanto, estes aminoacidos ndo estdo randomicamente
distribuidos na sequéncia primaria da proteina, mas sim dispostos em pequenos motivos
lineares contendo alternancia de cargas e repeticdes degeneradas®'3?), Esta preferéncia
de sequéncia sugere a existéncia de um conjunto de forcas interatbmicas que promovem
a LLPS. Estas forcas provavelmente incluem interacdes eletrostaticas, dipolo-dipolo, pi-
pi, cation-pi, hidrofébicas e ligacdes hidrogénio (Figura 2)©337), Estudos de mutacao sitio-
dirigida mostraram a importancia de cada tipo de residuo para a LLPS®®, Enquanto as
regides ricas em glicina estabilizam o estado liquido dos condensados, regides ricas em

serina e glutamina promovem agregacéo solida®®).
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Figura 2 | Forgas interatdmicas que dirigem a LLPS. As interagbes importantes para a LLPS incluem

pi-pi, cétion-pi, interacdes eletrostaticas e contatos entre fitas-B cruzadas. (GOMES; SHORTER, 2019).

As MLOs frequentemente contém acidos nucleicos, principalmente RNA. Além
disso, as proteinas presentem em MLOs possuem dominios ou motivos de ligacao a
RNA e, de modo geral, o RNA promove a LLPS de diversas RBPs(“0-42),
Interessantemente, a modulacédo da LLPS por RNA é dependente da estequiometria de
interacdo, de forma que alta razdo RNA/proteina pode inibir a LLPS®344), Ainda, diversos
estudos mostraram que o RNA pode afetar a propriedade de material dos condensados
proteicos®%49), |sto sugere que estes corpos estdo funcionalmente relacionados ao
metabolismo de RNA e aos mecanismos pdés-transcricionais de regulacéo da expressao

génica®?,

1.2. Proteinas ricas em glicina

As proteinas ricas em glicina (GRP — Glycine-Rich Proteins) sdo caracterizadas
pelo alto conteddo em glicina (40% a 70%) e pela presenca de motivos de sequéncia
compostos por repeticdes ricas em glicina, geralmente do tipo (Gly)n-X, onde X é
qualguer aminoacido®“647), A GRP-1 de Petunia sp foi a primeira proteina rica em glicina

descrita na literatura. Essa proteina apresenta 384 aminoacidos em sua sequéncia, dos
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quais 67% séo glicinas®®. A GRP-1 é encontrada associada a parede celular da planta,
sugerindo um papel estrutural para estas proteinas®). Apés a identificacdo da GRP-1,
muitas outras GRPs foram descobertas em outras espécies de plantas e mamiferos. As
GRPs formam um grupo de proteinas com grande heterogeneidade estrutural e
funcional. A variedade de padrdes de expresséao e localiza¢des subcelulares sugerem o
envolvimento destas proteinas em diversos processos fisiol6gicos, como estrutura da
parede celular, defesa contra infeccao, ligantes extracelulares de proteinas cinases,
resposta a multiplos estresses abibticos, controle do tempo de floracdo e
desenvolvimento, dentro outros“?,

A superfamilia das GRPs é dividida em diferentes classes de acordo com a sua
organizacdo em dominios®®. As GRPs da classe | possuem um dominio rico em glicina
formado por repeticbes do tipo (GlyGlyX),. A maioria das proteinas desta classe
encontram-se associadas a parede celular e, portanto, apresentam uma funcao
estrutural®). As GRPs da classe Il possuem um dominio rico em glicina formado por
repeticbes da sequéncia (GlyGlyXXXGIlyGly), seguido de uma regido carboxi-terminal
rica em cisteina. As GRPs da classe Il sdo caracterizadas pelo baixo conteddo em
glicina, quando comparadas as demais classes, e pela presenca de repeticbes do tipo
(GlyXGlyX). Freguentemente, estas proteinas apresentam um dominio de oleosina
conservado. Essas trés primeiras classes apresentam um peptideo sinal na regido
amino-terminal de suas sequéncias. A GRPs da classe IV possuem um dominio de
interac&o com acido nucleico e sédo conhecidas por ligarem a RNA. Esta classe apresenta
a maior diversidade de dominios enovelados conectados aos motivos ricos em glicina,
levando a divisdo em quatro subclasses (IVa a 1Vd). A subclasse 1Va é caracterizada por
apresentar um motivo de reconhecimento de RNA (RRM — RNA Recognition Motif). A
classe IVb, além do RRM, possui um dominio zinc finger do tipo CCHC. A classe IVc
contém um dominio cold shock (CSD — Cold Shock Domain) e dois ou mais dominios
zinc fingers. A classe 1Vd apresenta dois dominios RRMs. Ja a classe V engloba as GRPs

com padrdes mistos de repeticdes de glicina®?:50.52),
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Figura 3 | Diferentes classes de proteinas ricas em glicina. A superfamilia das proteinas ricas em
glicina se divide em cinco classes, de | a V. A classe IV se divide em quatro subclasses de IVa a IVd.

(MANGEON et al., 2010).

A classe IV de GRPs se destaca por agrupar as proteinas ligantes de RNA (RBP
— RNA binding proteins), que sdo conhecidas por participarem dos mecanismos pos-
transcricionais de regulacdo da expressdo génica®’5%%2) Qs principais dominios
enovelados encontrados nas GRPs de classe IV sdo RRM e CSD. O dominio RRM
constitui o dominio ligante de RNA mais amplamente distribuido na natureza e é
frequentemente encontrado em diversas RBPs, como proteinas ligantes de cauda poliA,

proteinas associadas a snRNPs (small nuclear ribonucleoproteins), fatores de splicing,
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etc®3, Este dominio apresenta uma assinatura molecular caracteristica da interagdo com
RNA, formada por dois motivos de sequéncia conservados: RNP1, cuja sequéncia
consenso € (K/IR)G(F/Y)(G/IA)FVX(F/IY) e RNP2, cuja sequéncia consenso é
(L/)(F/Y)(VIN)(G/K)(GIN)L®, J& o dominio CSD é conhecido pela habilidade de ligar-se
tanto a RNA quanto a DNA. Este nome deriva da familia de proteinas cold shock (CSPs),
pequenas proteinas procaridticas cuja expressdo € induzida pelo frio®). As CSPs
possuem um unico dominio CSD e contribuem para a adaptacao ao frio por atuarem
como chaperonas de RNA®®. Em plantas, os dominios CSD estdo presentes em
diversas proteinas, frequentemente associados a regides ricas em glicina®®.

Apesar das fun¢des dos dominios enovelados presentes nas GRPs de classe IV
serem bem entendidas, o papel das regibes ricas em glicina ainda permanece
desconhecido. As estruturas dos motivos de sequéncia contendo repeticdes de glicina
ainda sdo de dificil entendimento e, portanto, sdo tratadas como algas flexiveis®?,
Algumas dessas alcas interagem entre si através de intera¢cdes fracas apolares dando
origem a estruturas dinamicas que se assemelham a um velcro (Figura 4A)®". Outra
proposta é a formacdo de folhas-B antiparalelas (Figura 4B) como uma potencial
estrutura secundaria formada pelas alcas de glicina presentas nas GRPs®*’). Nesta
estrutura, a cadeia lateral de outros aminoacidos, que nao glicinas, estariam voltadas
para a mesma superficie, formando um dominio hidrofébico capaz de interagir com
outras proteinas ou mesmo membranas celulares, nas quais as GRPs ja foram
encontradas®859), A grande flexibilidade das regides ricas em glicina facilita a interacdo

das GRPs com diversos parceiros moleculares(©.
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Figura 4 | Esquema das possiveis conformacdes dos motivos de sequéncia ricos em
glicina. (A) Predicdo conformacional em velcro dos segmentos ricos em glicina da proteina
AtGRP5. (B) Organizacdo em folha-p das alcas de glicina de PtGRP-1 proposto por Condit et al.
(1986)6D. (SACHETTO-MARTINS et al., 2000).

Funcionalmente, as GRPs de classe IV estdo envolvidas na resposta ao estresse,
principalmente estresse abidtico. A expressdo destas proteinas aumenta
significativamente apds a exposicdo da planta ao frio, tratamento com acido abscicico
(ABA), acido salicilico, ferimento ou estresse hidrico®?. Evidéncias experimentais
sugerem um certo grau de conservagao funcional entre as proteinas dessa familia.
MhGRP-RBP1 é uma GRP de classe IVa presente em Malus hupehensis (macieira). Esta
proteina apresenta algum grau de conservacdo de sequéncia com outras GRPs,
incluindo a proteina AtGRP7 (80% de identidade) de Arabidopsis thaliana®®. MhGRP-
RBP1 é primariamente expressa em tecido foliar e sua expressdo é aumentada apos
exposicdo a seca, alta salinidade, estresse oxidativo e ferimento. Em contrapartida,
guando a planta é tratada com ABA ou acido jasménico, a expressdo de MhGRP-RB1 é
diminuida®®. Portanto, MhGRP-RBP1, uma GRP de classe IV, parece auxiliar a

macieira, uma importante planta agricola, a adaptar-se ao estresse ambiental. De forma
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analoga, o genoma de arroz codifica seis genes de GRPs de classe IV (OsGRP1 a
OsGRP6)®4). O estresse pelo frio aumenta a expressdo destes genes em mais de duas
vezes. A expressao de OsGRP1 e OsGRP6 recupera a adaptacéo ao frio de uma cepa
mutante de Escherichia coli sensivel a temperatura®®. Ainda, a expressdo de OsGRP1
e OsGRP4 é capaz de recuperar a resisténcia ao frio do mutante atgrp7 de Arabidopsis
thaliana, enquanto a expressdo de OsGRP6 promove tolerancia ao congelamento(®4.
Estes resultados confirmam a conservacao funcional dos membros da classe IV de
GRPs.

1.3. AtGRP2

AtGRP2 (Arabidopsis thaliana glycine-rich protein 2), também conhecida como
CSDP2 ou AtCSG2(9, é uma GRP encontrada em Arabidopsis thaliana, a primeira
planta a ter seu genoma completamente sequenciado®®. AtGRP2 ¢ uma RBP de 19 kDa
pertencente a uma familia de proteinas que contém dominios cold shock em A. thaliana
(AtGRP1 a AtGRP4)®%. Dentre estas, AtGRP2 é o membro mais abundantemente
expresso®®). Esta proteina apresenta localizacdo nlcleo-citoplasmatica, porém, no
nicleo, encontra-se principalmente associada ao nucléolo®©”%®), AtGRP2 ¢é
preferencialmente expressa em tecidos embrionarios e que apresentam alta taxa de
divisdo celular, como meristemas, carpelos, anteras e embrices(©6-68), A diminuicdo dos
niveis de expressdo de AtGRP2 promove floracdo antecipada, sugerindo que AtGRP2
funciona como um inibidor geral de floracéo, regulando a passagem da planta do estado
vegetativo para o reprodutor(®-68), Ainda, plantas silenciadas para AtGRP2 apresentam
reducdo do nimero de estames e desenvolvimento anormal de embrides e sementes,
sugerindo o envolvimento de AtGRP2 em processos de desenvolvimento(©6-68),

A expressdo de AtGRP2 é fortemente induzida pelo frio®”%9 e por alta
salinidade(™. Sasaki et al. (2007) mostraram que AtGRP2 é capaz de complementar o
fendtipo de sensibilidade ao frio exibido pelo mutante quadruplo de Escherichia coli BX04
(deletado em proteinas cold shock bacterianas)®. Ainda, AtGRP2 é capaz de promover
a desnaturacédo de DNA dupla-fita, sugerindo uma possivel fungdo como chaperona de
RNA®9, Park et al. (2009)(") mostraram que a superexpressdo de AtGRP2 recupera
parcialmente o fendétipo de tolerancia ao congelamento de mutantes atgrp7 de A.

thaliana. Em contrapartida, o estudo de Sasaki et al. (2013)"Y) mostrou que o mutante
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duplo atgrp2 e atgrp4 apresenta maior tolerancia ao congelamento que plantas
selvagens quando submetido a aclimatacdo ao frio. De maneira analoga, a
superexpressdo de AtGRP2 leva a diminuicdo da tolerancia ao congelamento apés a
aclimatacdo ao frio, sugerindo que AtGRP2 funciona como um regulador negativo da
tolerdncia ao congelamento em A. thaliana. Interessantemente, os mesmos resultados
ndo foram observados em condi¢cdes de ndo aclimatacdo(. E sabido que fatores de
ligacdo a repeticdes ricas em citosina (CBFs — C-repeat binding factors) conferem
tolerancia ao congelamento através da ativacao da expressao de genes regulados pelo
frio (COR — Cold-regulated genes)("273). AtGRP2 regula negativamente a expressao de
CBFs e genes COR durante a aclimatac&o ao frio". Conclui-se, portanto, que a AtGRP2
atua como um inibidor da via de aclimatacao ao frio dependente de CBFs em A. thaliana.
Além disso, AtGRP2 atua como um inibidor da germinacao de sementes. Linhagens de
Arabidopsis que superexpressam AtGRP2 apresentam germinagéo retardada quando
comparadas a plantas selvagens®. A superexpressio de AtGRP2 reduz a expressao
de genes do catabolismo de ABA (CYP707A2) e genes de biossintese de giberelina. Os
niveis de ABA encontram-se significativamente aumentados em plantas que
superexpressam AtGRP2("4), Portanto, é proposto que AtGRP2 atua como um regulador
negativo da germinacdo de sementes através do controle dos niveis hormonais, como
ABA e giberelina. Em relagéo ao estresse salino, Sasaki et al. (2015)("® mostraram que
AtGRP2 possui efeitos negativos sobre a tolerancia ao sal em A. thaliana. AtGRP2 age
como um atenuador da sinalizacao celular induzida pelo estresse salino. A expresséao de
genes CBF ¢é significativamente ativada por altas concentracdes de sal(®7"), Como
AtGRP2 inibe a expressdo de CBFs, é sugerido que essa proteina atenue a via de
sinalizacdo induzida por CBFs em condicbes de estresse salino™. A acdo de
reguladores negativos, como AtGRP2, é essencial para a garantia de uma resposta
adequada aos diversos tipos de estresses abioticos, evitando os efeitos deletérios
oriundos da superativacao das vias de resposta ao estresse durante o desenvolvimento
vegetal.

AtGRP2 apresenta um teor de glicina de 40% e uma arquitetura modular formada
por trés dominios: um dominio cold shock (CSD) N-terminal e dois dominios zinc fingers
C-terminais, do tipo zinc knuckle (ZKD) retroviral CCHC (CX2CXs4HX4C, onde X é
qualguer aminoacido), interligados por regides ricas em glicina®”) (Figura 5A). Ambos os
dominios, CSD e ZKD, sdo conhecidos como ligantes de RNA e suas sequéncias

primarias sdo bem conservadas quando comparadas a de outros dominios do mesmo
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tipo. O CSD conserva residuos hidrofobicos tipicos da interagcdo com RNA, enquanto o
ZKD apresenta o motivo CCHC bem conservado referente a interagdo com 0 zinco
(Figuras 5B e 5C). Essa composicdo estrutural da AtGRP2 é semelhante a da proteina
Lin28, com excecéo das repeticdes de glicina. Lin28 foi primeiramente identificada como
um regulador do tempo de desenvolvimento em Caenorhabditis elegans(’®. Lin28 é uma
RBP evolutivamente conservada formada por um dominio CSD N-terminal e dois
dominios zinc fingers C-terminais (figura 5A)®. Essa proteina é abundantemente
expressa em células embrionarias e sua expressdo diminui com 0 aumento da
diferenciacéo celular(’®9), Recentemente, Lin28, juntamente com outros trés fatores de
transcricao, foi utilizada na reprogramacdo de células sométicas em células tronco
pluripotentes induzidas®?. Ao nivel molecular, Lin28 suprime a maturacdo dos
microRNAs da familia let7, que se encontram ausentes em células embrionarias, mas se
acumulam durante a diferenciacdo celular®. Portanto, é sugerido que Lin28
desempenhe um papel importante no bloqueio da diferenciacdo celular.
Interessantemente, AtGRP2 apresenta um efeito semelhante, sendo majoritariamente
expressa em tecidos com caracteristicas embrionéarias. Portanto, a semelhanca de
dominios entre as duas proteinas sugere que AtGRP2 possa desempenhar um papel na
biogénese de microRNAs em plantas.

Embora a funcdo de AtGRP2 no controle da floracdo e resposta ao estresse
ambiental seja bem estabelecida, os mecanismos moleculares através dos quais essa
proteina atua permanecem completamente desconhecidos. Através da sua atividade de
chaperona de RNA, AtGRP2 pode regular o processamento e/ou a estabilidade de
MRNASs, bem como os niveis de traducéo e a biogénese de microRNAs, a fim de atenuar
a sinalizacéo celular durante o estresse abiotico. A presenca de dominios de ligacéo a
RNA juntamente com IDRs contendo motivos lineares de sequéncia enriquecidos em
glicina fundamenta a hipétese de LLPS para AtGRP2. Portanto, a fim de caracterizar
funcionalmente AtGRP2, é necessario investigar se esta proteina é capaz de formar
MLOs através do fenbmeno de LLPS, bem como caracterizar o estado de material e
descrever as forcas interatbmicas que regem a formacdo destes biocondensados. A
descri¢ao fisico-quimica das interacfes proteina-proteina e proteina-RNA responsaveis
pela formacdo das MLOs de AtGRP2 é essencial para a elucidacdo das bases
moleculares da toleréncia ao estresse em plantas, abrindo caminhos para a producéo de

gendtipos resistentes a multiplos estresses com relevancia agricola para o pais.
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Figura 5 | Arquitetura em dominios de AtGRP2. (A) Representagdo da organizacao de dominios da
AtGRP2 (verde) inclui um dominio cold shock (CSD) N-terminal e dois dominios zinc-finger do tipo zinc-
knuckle (ZKD) C-terminais. Em azul, a semelhanga da arquitetura de dominios com a proteina Lin-28.
(B,C) Conservagédo da sequéncia primaria dos dominios cold shock (B) e zinc finger (C). O tamanho da

letra representa o grau de conservacgéao do residuo. Diferentes cores representam diferentes residuos.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo principal

O presente trabalho tem como objetivo principal estudar a propensao a separacao

de fases liquido-liquido da proteina AtGRP2 in vitro.

2.2. Objetivos especificos
(i) Purificar e expressar AtGRP2;

(i) Analisar a propensdo a desordem estrutural e LLPS da sequéncia de
aminoacidos de AtGRP2;

(i) Caracterizar o fendmeno de LLPS de AtGRP2;

(iv) Estudar o efeito da temperatura e da forca iGnica sobre a formacdo de

biocondensados de AtGRP2;
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3. Material e Métodos

3.1. Material

3.1.1. Meios de cultura

As células de bactéria foram cultivadas em meio Luria-Bertani (LB) (Sigma)
[triptona 10 g/L, extrato de levedura 5 g/L, NaCl 5 g/L]. O cultivo em meio sélido foi
realizado em meio LB acrescido de &gar 5 g/L (Sigma). Todos os meios de cultura foram
esterilizados por autoclavagéo e, posteriormente, suplementados com canamicina 100
ug/mL. Todas as solucbes foram preparadas com &agua ultrapura. As solucbes de

antibiotico foram esterilizadas por filtragdo em membrana 0,22 pm.

3.1.2. Vetor de expresséo

O vetor pETM30-MBP (promotor T7, origem de replicacédo f1, gene marcador de
resisténcia a canamicina) foi utilizado para expressao da proteina heteréloga. Este vetor
fusiona a proteina de interesse a uma cauda amino-terminal composta por seis histidinas
seguidas da proteina ligadora de maltose (MBP — Maltose-binding protein) e um sitio de
clivagem para a protease TEV. O gene que codifica AtGRP2 foi subclonado no referido
vetor utilizando as enzimas de restricdo 5'-Ncol e 3'-Xhol (Genscript, EUA). O mapa de
restricdo do vetor esta representado na Figura 6. A construcao integra (contendo a cauda
N-terminal de HissMBP-TEV) possui 605 aminoacidos e massa molecular de 67,5 kDa,
enquanto a proteina recombinante, obtida apds a clivagem da cauda N-terminal com a

protease TEV, possui 205 aminoacidos e massa molecular de 19,3 kDa (Figura 6B).

21



Xhol (158)

(A) Notl '/'100'{
Eagl (166)
Ongin
fl ongin
Sapl
°F pETM30-MBP-Nhe1

7061 bp Nhe1(779)

Neol (785)

EcoRV
(B) MKHHHHHHPMKIEEGKLVIWINGDKGYNGLAEVGKKFEKDTGIKVTVEHPDKLEEKFPQVAAT

GDGPDIIFWAHDRFGGYAQSGLLAEITPDKAFQDKLYPFTWDAVRYNGKLIAYPIAVEALSLIYNK
DLLPNPPKTWEEIPALDKELKAKGKSALMFNLQEPYFTWPLIAADGGYAFKYENGKYDIKDVGV
DNAGAKAGLTFLVDLIKNKHMNADTDYSIAEAAFNKGETAMTIN GPWAWSNIDTSKVNYGVT
VLPTFKGQPSKPFVGVLSAGINAASPNKELAKEFLENYLLTDEGLEAVNKDKPLGAVALKSYEEEL
AKDPRIAATMENAQKGEIMPNIPOMSAFWYAVRTAVINAASGRQTVDEALKDAQTNSSSNNN
NNNNNNNPMSENLYFQGAMSGDNGGGERRKGSVKWFDTQKGFGFITPDDGGDDLFVHQSS
IRSEGFRSLAAEEAVEFEVEIDNNNRPKAIDVSGPDGAPVQGNSGGGSSGGRGGFGGGRGGG
RGSGGGYGGGGGGYGGRGGGGRGGSDCYKCGEPGHMARDCSEGGGGYGGGGGGYGGGG
GYGGGGGGYGGGGRGGGGGGGSCYSCGESGHFARDCT SGGR

Figura 6 | Representagdo esquematica do vetor de expressdo pETM30-MBP e da construgéo
HiseMBP-TEV-AtGRP2. (A) Mapa de restricdo do vetor pPETM30-MBP utilizado na clonagem do gene
AtGRP2, evidenciando o sitio de multiclonagem, o marcador seletivo e a cauda amino-terminal
HissMBP-TEV. (B) Sequéncia de aminoacidos de AtGRP2 fusionada a cauda HissMBP-TEV. Em
amarelo, a cauda de histidinas, em azul, a sequéncia da proteina MBP, em vermelho, o sitio de
clivagem para TEV e, em verde, a sequéncia referente a AtGRP2. A clivagem enzimatica ocorre entre

os residuos de glutamina (Q) e glicina (G) presentes no sitio para TEV (vermelho).

3.1.3. Cepas bacterianas

Duas cepas de bactéria foram utilizadas neste trabalho: Escherichia coli DH5a
[gendtipo: F-¢80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recAl endAl hsdR17 (rk-,mk+) phoA
supE44 A-thi-1 gyrA96 relAl] para armazenamento e propagacdo dos plasmideos e
Escherichia coli BL21 (DE3) [genétipo: F-ompT hsdSB(rB-,mB-) gal dcm (DE3)] para a
expressado heteréloga da proteina. As cepas foram gentilmente cedidas pela professora
Bianca Cruz Neves do Departamento de Bioquimica do Instituto de Quimica da

Universidade Federal do Rio de Janeiro.

22



3.2. Métodos

3.2.1. Transformacgé&o bacteriana

Células de E. coli BL21 (DE3) quimicamente competentes foram preparadas
através do método descrito por Hanahan et al. (1983)®% e armazenadas a -80°C. A
transformacgéo foi feita adicionando 2 pL de DNA plasmidial a 200 pL de célula
competente seguido de procedimento de choque térmico: 30 min em banho de gelo, 45
s a 42°C em banho maria e novamente banho de gelo por 2 min. Para a recuperacao
das células foram adicionados 800 pL de meio LB liquido e a cultura foi incubada a 37°C
por 1 h a 200 rpm. ApGs esse tempo, as células foram centrifugadas a 8077 g. Um volume
de 950 pL do sobrenadante foi descartado e o precipitado de células foi ressuspendido
nos 50 pL restantes. As células foram plaqueadas em meio LB solido contendo
canamicina 100 pg/mL e incubadas a 37°C durante 16 h até formarem colonias

macroscopicas.

3.2.2. Expresséao de HisgMBP-AtGRP2

Uma unica colonia de células transformadas com o plasmideo recombinante
pPETM30-MBP-AtGRP2 foi inoculada em 10 mL de meio LB contendo canamicina 100
pug/mL e incubada a 37°C por 6 h a 200 rpm. Apés esse periodo, 100 pL da cultura foram
inoculados em 20 mL de meio LB contendo canamicina 100 pg/mL e o pré-inoculo foi
incubado a 37°C por 16 h a 200 rpm. Em seguida, 10 mL dessa cultura foram inoculados
em 1L de meio LB contendo canamicina 100 pg/mL e o indculo foi incubado a 37°C e
200 rpm até que atingisse a densidade 6tica a 600 nm (D.0.600) de aproximadamente 0,6.
Nesse momento, a expressdo da proteina foi induzida pela adicdo de isopropil-3-D-
tiogalactopiranosideo (IPTG) 1 mM e a cultura foi incubada a 18°C por 30 h a 200 rpm.
Ao final do cultivo, as células foram coletadas por centrifugacéo a 8077 g por 20 min a
4°C. O precipitado de células foi armazenado em ultracongelador a -80°C e a expressao

da proteina de interesse foi analisada por SDS-PAGE.
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3.2.3. Lise bacteriana

O precipitado bacteriano foi descongelado em banho de gelo e ressuspendido em
tampéo de lise [Tris-HCL 50 mM (pH 8,0), NaCl 500 mM, imidazol 5 mM]. A lise celular
foi realizada por sonicacéao (poténcia de 100 W e 20% de amplitude) em 20 ciclos de 30
s com 60 s de intervalo. O lisado bacteriano foi clarificado por centrifugagao a 8077 g por
40 min a 4°C.

3.2.4. Purificagéo de AtGRP2

A purificacdo de AtGRP2 se deu em trés etapas distintas: (i) cromatografia de
afinidade a niquel; (ii) clivagem da cauda amino-terminal pela protease TEV seguida de

cromatografia de afinidade a niquel; (iii) cromatografia por exclusdo molecular.
3.2.4.1. Primeira cromatografia de afinidade a niquel

A primeira etapa de purificacdo de AtGRP2 consistiu em uma cromatografia de
afinidade a niquel. Para esse fim, foi utilizada uma coluna HisTrap HP (GE Healthcare)
acoplada ao sistema de purificagdo FPLC Akta Prime plus (GE Healthcare). Apés a lise
celular, o sobrenadante contendo a proteina de interesse foi filtrado em membrana de
poro 0,22 um e aplicado na coluna cromatografica, previamente equilibrada em tampéo
A [Tris-HCI 50 mM (pH 8,0), NaCl 500 mM, imidazol 5 mM e ditrioteitol (DTT) 5 mM]. A
amostra foi aplicada na coluna em um fluxo continuo de 1,0 mL/min. A lavagem foi feita
com o mesmo tampédo A, sob fluxo continuo de 5,0 mL/min, até que o tracado de
absorbancia a 280 nm atingisse os valores da linha base. Em seguida, foi feita uma
lavagem com NaCl 2 M, a fim de remover potenciais ligantes de acido nucleicos da
amostra. A coluna foi entdo submetida a um gradiente linear de 0% a 100% de tampéao
B [Tris-HCL 50mM (pH 8,0), NaCl 500 mM, imidazol 500 mM] num fluxo continuo de 3,0
mL/min. A coluna foi lavada com imidazol 2 M para garantir a eluicdo de todas as
proteinas aderidas a resina. Cada fracdo foi recolhida em tubos cbnicos de 50 mL.
Aliguotas de 15 uL foram retiradas ao longo do processo de purificagdo para posterior

analise do perfil proteico por SDS-PAGE.
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3.2.4.2. Diélise e clivagem com TEV

As fracdes que continham a proteina HissMBP-AtGRP2, identificadas por SDS-
PAGE, foram unidas, dosadas e incubadas com a protease Hiss-TEV Nla (S219V) para
clivagem da cauda amino-terminal HissMBP. A incubacao se deu na proporgcédo molar de
5:1 (AtGRP2:TEV) durante 24 h a 4°C enquanto a amostra foi dialisada para a remocao
do imidazol residual da primeira etapa de purificacdo. A dialise foi realizada contra
tampéo C [Tris-HCI 50 mM (pH 8,0), NaCl 500 mM] em membrana SnakeSkin (3000 Da;
Thermo Scientific). O eficiéncia da clivagem enziméatica foi analisada por SDS-PAGE.

3.2.4.3. Segunda cromatografia de afinidade a niquel

Essa etapa se assemelha a descrita no topico 3.2.5.1, mimetizando todas as
condicdes experimentais e o sistema de purificacdo, com a diferenca que a proteina de
interesse foi eluida na lavagem, enquanto a cauda amino-terminal HissMBP e a protease
Hiss-TEV, bem como o0s demais contaminantes oriundos da primeira etapa
cromatografica, permaneceram aderidas a resina de niquel. Estas proteinas foram
eluidas posteriormente com tampéo B. As fracdes recolhidas durante as diversas etapas
de purificacdo foram submetidas a SDS-PAGE para identificacdo de seus perfis
proteicos. As fracdes que continham AtGRP2 foram unidas e concentradas em sistema

de ultrafiltracdo CENTRICON (3000 Da; Millipore) até um volume aproximado de 5 mL.
3.2.4.4. Cromatografia por exclusdo molecular

A terceira e Ultima etapa de purificacdo consistiu em uma cromatografia por
exclusdo molecular realizada em coluna Superdex 75 (HiLoad 16/60; GE Healthcare)
acoplada ao sistema de purificagdo FPLC AKTAPrime Plus (GE Healthcare). O sistema
foi equilibrado em tampéo D [Tris-HCI 20 mM (pH 7,4), NaCl 100 mM] e a amostra foi
injetada em fluxo continuo de 1 mL/min. O perfil de eluicdo foi acompanhado por
absorbancia a 280 nm. Fracdes de 1 mL foram coletadas ao longo da corrida
cromatografica e posteriormente avaliadas por SDS-PAGE. As fracdes contendo a
proteina de interesse foram unidas e concentradas em sistema de ultrafiltracdo
CENTRICON (3000 Da; Millipore) até um volume aproximado de 3 mL, dosadas,
aliquotadas, congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em ultracongelador a -

80°C até o momento da anélise.
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3.2.5. Eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A técnica de SDS-PAGE foi realizada segundo Laemmli (1970)® utilizando o
Mini-PROTEAN Tetra System 20 (BioRad). O gel concentrador foi preparado a partir de
uma mistura de acrilamida 30% (acrilamida 29%, bis-acrilamida 12%), 1,0 M Tris (pH
6,8), dodecil sulfato de sédio (SDS) 0,1%, persulfato de aménio (PSA) 0,1% e TEMED
0,01%, enquanto o gel fracionador foi preparado a partir uma mistura de acrilamida 30%
(acrilamida 29%, bis-acrilamida 12%), 1,5 M Tris (pH 8,8), dodecil sulfato de sédio (SDS)
0,1%, persulfato de aménio (PSA) 0,1% e TEMED 0,01%. Foram aplicados 15 pL de
amostra adicionados de 5 pL de tampéo de amostra [Tris-HCI 12,5 mM (pH 6,8), B-
mercaptoetanol 25 mM, SDS 0,5 %, azul de bromofenol 0,25%, Glicerol 2,5%] em cada
poco. A corrida foi feita a 25 mA por aproximadamente 1 h e 30 min em tamp&o de corrida
[Tris-HCI 25 mM (pH 8,3), Glicina 250 mM, SDS 0,1 %]. Os géis foram corridos a 30 mA
ao longo de 1h e 30 minutos em tampéo de corrida [Tris-HCI 25 mM (pH 8,3), Glicina 250
mM e SDS 0,1% (p/v)]. Apés a separacéo eletroforética, as proteinas foram visualizadas

por coloracdo com Comassie Blue R.

3.2.6. Dosagem de proteinas

A concentracdo das amostras de proteina foi determinada através de ensaio
colorimeétrico utilizando o reagente Pierce 660nm Protein Assay (Thermo Scientific). Em
uma placa de 96 pocos, foram adicionados 10 pL das amostras e 150 L do reagente de
Pierce. A mistura reacional foi incubada por 5 min ao abrigo da luz. Em seguida, as
absorbancias foram determinadas a 660 nm em espectrofotdbmetro SpectraMax M2e
(Thermo Fisher). Cada ensaio foi realizado em triplicata. As concentracdes das amostras
de proteina foram determinadas com base em uma curva padrao realizada com albumina

bovina sérica (BSA) na faixa de 0,025 a 2 mg/mL.

3.2.7. Microscopia de contraste de interferéncia diferencial (DIC - differential

interference contrast) e de fluorescéncia

A propensdao a LLPS de AtGRP2 foi estudada por microscopia DIC e de
fluorescéncia. As micrografias foram adquiridas em camaras construidas a partir da

adesao de uma laminula de vidro a lamina de microscopia utilizando fita dupla-face, de
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tal forma que houvesse um espaco fixo entre a lamina e a laminula para a aplicacdo da
amostra liquida. Foi utilizado um volume de 10 pL por camara e as amostras foram
incubadas por 10 min a temperatura ambiente antes da aquisicdo das imagens. As
imagens de microscopia foram obtidas com 70 uM de AtGRP2 em tampéao E [Tris-HCI
20 mM (pH 7,4), NaCl 100 mM, ZnSO4 150 uM]. A fim de investigar o efeito de agentes
de crowding sobre a LLPS de AtGRP2, as imagens foram adquiridas na presenca de
PEG-4000 na concentragéo final de 10% (p/v) (Thermo Scientific, EUA). A fim de
investigar as propriedades fisico-quimicas dos condensados de AtGRP2, as imagens
foram adquiridas em diferentes temperaturas (ambiente ou apés incubacdo a 37°C) ou
em alta forca ionica (na presenca de NaCl 1 M). Ainda, a fim de determinar a natureza
proteica dos condensados de AtGRP2, as imagens foram adquiridas na presenca de 1,6-
hexanodiol (Merck, Alemanha) nas concentragfes finais de 1% e 10% (p/v). As
micrografias foram obtidas sob iluminacao de Kéhler num microscopio confocal invertido
(Leica TCS SPE, Leica Microsystems, Alemanha) com objetiva de 63x de aumento sob
imersdo em Oleo. Foi utilizado um laser de argénio a 488 nm para os ensaios de DIC.
Ainda, a natureza proteica dos condensados de AtGRP2 foi confirmada por microscopia
de fluorescéncia utilizando o fluoréforo SYPRO Orange (Signa-Aldrich, EUA) que
interage com residuos hidrofébicos em proteinas. O SYPRO orange foi diluido na
proporcao de 1:100 em amostras de 70 uM de AtGRP2. As amostras foram incubadas
por 1 h e analisadas por microscopia de fluorescéncia, com excitacdo a 488 nm e
emissao entre 450 e 500 nm. Todas as imagens foram coletadas a temperatura ambiente
da sala do microscoépio (~20°C) a ndo ser que seja especificada a condicdo do ensaio.
Imagens foram processadas pelo programa Fiji 4.0. Para a quantificacdo de cada
condicdo experimental, foi escolhida uma area central de 0,1 mm? para cada amostra. A
contagem foi feita de forma manual e a estimativa de tamanho foi feita a partir da barra

de escala produzida pelo programa.
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4. Resultados e Discussao

4.1. Purificagdo de AtGRP2

A purificacdo de AtGRP2 foi feita a partir da combinacdo de duas técnicas
cromatograficas. A primeira etapa constituiu em uma cromatografia de afinidade a metal
imobilizado (niquel). Esta etapa se baseia na coordenacdo do niquel pelo anel
imidazodlico da cauda de polihistidinas presente na constru¢cao HissMBP-AtGRP2. Uma
vez aderida a resina, a proteina de interesse foi separada dos demais contaminantes
gque foram diretamente lavados. A eluicdo de HissMBP-AtGRP2 foi feita com um
gradiente de imidazol (5 a 500 mM), que age como um agente competidor, doando
elétrons e formando ligacGes de coordenacdo com o metal de transi¢do imobilizado ®).
A Figura 7A mostra o cromatograma de eluicéo, atraves do qual se observa um pico na
concentracédo de ~345 mM de imidazol. A composicao proteica das amostras coletadas
ao longo desta etapa foi analisada por SDS-PAGE (Figura 7B). O gel de eletroforese
evidenciou a presenca de uma banda intensa que corre em ~64 kDa, correspondente a

massa molecular da constru¢cao HissMBP-AtGRP2 (67,5 kDa), na etapa de eluicéo.
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Figura 7 | Primeira etapa de purificacdo de HiseMBP-AtGRP2. (A) Cromatograma de eluicdo da
construgdo HissMBP-AtGRP2. O tracado de absorbancia esta representado em vermelho, enquanto o
gradiente de imidazol esta representado em verde. O pico de elui¢cdo esta marcado com um traco preto
(imidazol ~345 mM). (B) Analise por SDS-PAGE das amostras coletadas em (A). Am, amostra injetada na

coluna; FT, flow-through; Lav, lavagem com tampao A; Pico, pico de eluicdo com gradiente de imidazol.
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O préximo passo no processo de purificacdo consistiu em submeter a amostra de
HissMBP-AtGRP2 a clivagem com a protease TEV®®). Esta protease € muito utilizada
para a remocdo de caudas de purificacdo de proteinas recombinantes por ser
extremamente especifica, reconhecendo a sequéncia heptapeptidica (EXXYXQ*S/G) (X
pode ser qualquer residuo)®”), além de ser ativa em baixas temperaturas e na presenca
de varios inibidores normalmente adicionados durante o processo de purificagdo. A
incubacao se deu a 4°C por um periodo de 24 h em razdo molar 1:5 (TEV: HissMBP-
AtGRP2). Apés a incubacdo com TEV, observa-se o aparecimento de 3 outras bandas
eletroforéticas: (i) uma banda em ~45 kDa, referente a cauda HissMBP; (ii) uma banda
em ~28 kDa referente a protease Hises-TEV; (iii) uma banda em ~20 kDa (corre entre 0s
padrdes de 18,4 kDa e 25 kDa) referente a AtGRP2.

Outra etapa de cromatografia de afinidade a niquel foi usada como segunda etapa
de purificagdo, com o objetivo de separar a proteina de interesse da cauda HissMBP e
da protease Hiss-TEV. Como HissMBP e Hiss-TEV possuem uma cauda de polihistidinas,
estas interagem com o niquel imobilizado na resina cromatogréafica. Assim, enquanto a
proteina de interesse foi eluida diretamente no lavado, HisseMBP e Hiss-TEV ficaram

retidas e foram eluidas posteriormente pela adicdo de imidazol (Figura 8B).
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Figura 8 | Clivagem enzimética da construcdo HissMBP-AtGRP2. (A) Representagdo esquematica da
clivagem de HissMBP-AtGRP2 com a protease TEV, evidenciando os dois residuos de glicina e alanina
adicionais que permanecem na sequéncia da proteina recombinante (artificios de clonagem). (B) Analise
por SDS-PAGE das amostras coletadas durante a segunda etapa de cromatografia de afinidade a niquel.

Am, amostra injetada na coluna; FT, flow-through; Eluicdo, eluicdo com imidazol 500 mM.
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A amostra de AtGRP2 foi entdo submetida a Ultima etapa de purificagdo por
cromatografia de exclusdo molecular. A Figura 9A mostra o cromatograma de eluicédo da
coluna de filtracdo em gel, onde se observa um pico de eluicdo majoritario em um volume
de 84 mL. A andlise por SDS-PAGE revelou a presenca de uma banda proteica de ~20
kDa (corre entre os padrbes de 18,4 kDa e 25 kDa), correspondente a AtGRP2 (Figura
9B). O cromatograma mostra ainda outros picos de eluicdo referentes a agregados
proteicos de AtGRP2. A curva de calibracdo da coluna de filtracdo em gel, feita com
proteinas globulares, revelou que o volume de eluicdo de 84 mL corresponde a uma
proteina globular de massa molecular de ~10 kDa (Figura 10B). Curiosamente, essa
massa € menor que a esperada para AtGRP2 (19 kDa), sugerindo que: (i) AtGRP2 é
monomeérica e ndo adota outros estados oligoméricos de maior ordem; (ii) AtGRP2 nao
€ globular; (iii) AtGRP2 é uma proteina compacta.
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Figura 9 | Purificacdo de AtGRP2 por cromatografia de exclusdo molecular. (A) Cromatograma de
eluicdo de AtGRP2 da coluna de filtracdo em gel, evidenciando o pico em ~84 mL. (B) O gel de SDS-
PAGE é referente a terceira etapa de purificacdo da proteina. O pico da amostra (AM) injetada na coluna
de SEC coincida com a o pico 1 marcado em azul naimagem A e ambos coincidem com o peso esperado
da proteina de ~20 kDa, estando entre os padrfes de 18,4 e 25,0 kDa.

A fim de comparar as propriedades hidrodinamicas de AtGRP2 integra com as de
seu dominio CSD isolado, os cromatogramas de eluigdo da coluna de exclusdo molecular
de ambas as proteinas foram sobrepostos (Figura 10). Curiosamente, o dominio CSD

isolado elui em ~81 mL, enquanto a proteina integra elui em ~84 mL. Considerando a
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propriedade da cromatografia de exclusdo molecular de separar proteinas em um
gradiente decrescente de volume molecular, AtGRP2 integra parece ser menor que seu
dominio isolado. Isso se da por dois motivos: (i) o dominio CSD livre apresenta equilibrio
entre dois estados conformacionais, um enovelado e outro desenovelado (dados néo
mostrados) e, portanto, elui em volume maior que o esperado para o seu tamanho (~8

kDa); (i) AtGRP2 é um proteina ndo globular e altamente compacta.
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Figura 10 | AtGRP2 é uma proteina ndo globular e altamente compacta. (A) Cromatograma de
exclusdo molecular de AtGRP2 (preto) e AtGRP2-CSD (azul). AtGRP2 integra elui em ~84 mL, enquanto
AtGRP2-CSD elui em ~81 mL. (B) Curva de calibracdo da coluna de filtracdo em gel (inset). As proteinas
usadas para calibracdo foram: Aprotina (6,5 kDa), Ribonuclease A (13,7 kDa), Anidrase Carbénica (29,0
kDa), ovoalbumina (44,0 kDa) e Conalbumina (75,0 kDa). AtGRP2-CSD (azul) e AtGRP2 integra (verde)

nao es encontram sob a linha do ajuste linear da curva.

4.2. Propenséo a desordem e separacao de fases de AtGRP2

De modo geral, o fenbmeno de LLPS é dirigido por proteinas intrinsecamente
desordenadas (IDPs) ou que contém regides intrinsecamente desordenadas (IDRs), ou
seja, que ndo possuem uma estrutura tridimensional definida®®. Além disso, IDPs/IDRs
normalmente apresentam regides de baixa complexidade, caracterizadas por segmentos
de sequéncia enriqguecidos em repeticdes de aminoacidosV. AtGRP2 possui uma cauda
C-terminal rica em glicina, portanto de baixa complexidade sequencial, o que a torna uma

boa candidata para sofrer LLPS.
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Assim, a sequéncia primaria de AtGRP2 foi analisada a partir de diferentes
algoritmos de bioinformatica, a fim de predizer o nivel de desordem estrutural e de
propensdo a LLPS da proteina (Figura 11). A funcéo de distribuicdo acumulativa (CDF -
Cumulative Distribution Function) é um preditor de desordem binaria que classifica
proteinas como completamente ordenadas ou desordenadas, caso a maioria dos pontos
do ajuste se localize acima ou abaixo da fronteira representada pela linha preta®). Como
mostra a predigdo, a curva de CDF para AtGRP2 se localiza completamente abaixo da
fronteira, sugerindo alto grau de desordem.

Contatos pi-pi, assim como cation-pi, sdo uma das principais for¢as interatbmicas
responsaveis pela promocdo da LLPS. Estas interacbes ocorrem entre residuos de
aminoacidos que contém orbitais pi livres e s&o comumente frequentes em proteinas que
separam de fase e ndo possuem estrutura definida®®). Embora a ocorréncia de contatos
pi-pi seja normalmente associada a anéis aromaticos, orbitais pi também podem ser
encontrados em atomos ligados que apresentam hibridizac&o sp2, como grupos amida
da cadeia principal, bem como grupos amida, carboxila e guanidino de cadeias laterais.
Portanto, aminoacidos como Tyr, Phe, Trp, His, GIn, Asn, Glu, Asp e Arg fazem
interacdes pi-pi através de suas cadeias laterais. Por outro lado, aminoacidos como Gly,
Ser, Thr e Pro sédo pequenos o bastante para terem suas ligacdes peptidicas expostas o0
suficiente para realizarem contatos pi-pi. Notavelmente, IDRs de baixa complexidade
implicadas na separacao de fases de FUS, EWS, hnRNPAL, TIA-1, TDP-43 e do dominio
C-terminal da RNA polimerase 11%92) s3o enriquecidas nesses residuos com alto
potencial de formacao de interacdes pi-pi em relacéo a ocorréncia média no proteoma®),
A analise de PScore considera a relacdo entre os contatos pi-pi e a sequéncia primaria
da proteina, resultando numa pontuacéo referente ao maior valor da curva. AtGRP2
apresenta uma pontuacdo PScore de 9,07 e seus maiores valores, ou seja, 0S
segmentos da proteina com maior propensao a formarem contatos pi-pi, coincidem com
a cauda C-terminal rica em glicina.

A carga liquida por residuo e a hidrofobicidade sédo outras duas formas de analisar
desordem a partir da sequéncia primaria da proteina. Quanto maior o conteudo de cargas
positivas e negativas intercaladas na sequéncia, maior a tendéncia a desordem®3). De
maneira analoga, quanto menor o grau de hidrofobicidade, menor a tendéncia da
proteina adotar uma conformacdo globular, portanto, maior o grau de desordem®4,
AtGRP2 apresenta alternancia de carga por residuo, mostrando ser um polianfélito fraco,

0 que concorda com as caracteristicas de IDP. Além disso, AtGRP2 apresenta baixa
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hidropatia como um todo (hidropatia média de ~0,5), sobretudo para a cauda C-terminal.
O indice de hidropatia € calculado a partir da normalizacdo da hidrofobicidade de Kyte-
Doolittle e varia de 0 a 1, onde 0 é completamente hidrofilico e 1, completamente
hidrofébico®®. A baixa hidropatia corrobora a tendéncia a desordem mostrada para
AtGRP2, principalmente para a cauda C-terminal rica em glicina.

Outra possibilidade de analisar a desordem estrutural é por meio da comparacao
entre a carga e a hidropatia, resultando em um grafico de duas dimensdes®). De modo
geral, proteinas desordenadas sdo mais ricas em aminoacidos carregados e pobres em
aminoacidos hidrofébicos que proteinas enoveladas®®. Esse preditor de desordem
calculado pelo PONDR® classifica o nivel de desordem da proteina de acordo com a
posicao que ela corresponde no diagrama. Caso esteja acima da fronteira, representada
pela linha preta, a proteina é predita como desordenada. Caso se localize abaixo da
fronteira, a proteina é predita como ordenada®®. AtGRP2 se localiza sobre a fronteira,
sugerindo um comportamento dubio em relacdo a desordem, ou seja, ndo se comporta
nem como uma proteina totalmente enovelada nem como uma proteina totalmente
desenovelada. Logo, é possivel que a proteina possua regides estruturadas intercaladas
com regides desordenadas.

Com o auxilio dos programas PONDR® e IUPred, avaliou-se a tendéncia a
desordem da sequéncia de AtGRP2 por residuo de aminoacido. Curiosamente, somente
o preditor PONDR® VLXT sugere ordenagcdo completa para o dominio CSD de AtGRP2
(residuos 1 a 80). Os demais preditores mostram um grau de desordem em torno de 0,5,
ou seja, alguma propensédo a desordem mesmo para essa regiao que coincide com um
dominio enovelado. A predicdo estrutural concorda com dados do nosso grupo de
pesquisa que mostra que o dominio CSD isolado apresenta equilibrio conformacional
entre dois estados, um enovelado e outros desenovelado (dados ndo mostrados). Em
contrapartida, para a cauda C-terminal rica em glicina, os preditores da familia PONDR®
sugerem alto grau de desordem, com ordenacéo local somente ao redor dos dominios
zinc fingers (~15 aminoacidos cada), enquanto os preditores da familia IUPred sugerem
alguma ordenacao para essa regido. Esses dados suportam novamente a hipétese de
comportamento dubio em relacdo a desordem e da existéncia de regibes ordenadas
intercaladas com regides desordenadas em AtGRP2.

As predi¢cBes de bioinformatica sugerem a existéncia de regides intrinsecamente
desordenadas em AtGRP2, principalmente localizadas na regido C-terminal rica em

glicina. Apesar disso, a cromatografia de exclusdo molecular mostrou que AtGRP2
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integra elui como uma proteina compacta, cujo volume molecular € menor do que o

ocupado pelo seu dominio CSD isolado. Isso & contrario ao que se espera para

IDRs/IDPs, que sao entendidas como um conjunto de multiplas conformacdes flexiveis

gue alcancam um raio hidrodinAmico maior do que o de uma proteina enovelada de

mesma massa®®). Portanto, esse resultado sugere uma possivel interacdo entre a cauda

C-terminal rica em glicina, majoritariamente desordenada, com o dominio CSD N-

terminal, mesmo que 0s contatos que promovem essa interacdo ndo sejam unicos e

especificos, dando origem a uma conformacgédo compacta.

(A) ,,
§ 08
T 08
o o7
o
': L1
2 o5
=
2 04
3 0.3
2 o0z
& o
(1]
oo 0.4 02 0.3 04 0.5 06 0T 0.8 0s 0
PONDR Score
1.0
g 0.5
-
2 i il R i o e
2 1| i mu 1|
g oo
: I I
=5 =ty R Slenedl RS RILERUI et Bl
E
I: =03
=EE 50 100 150 200
MNiamero doResiduo
(E) g

L=
o

=]
-

=1
m

Carga Liguida Média Absoluta
e g

0.0

* AIGRPZ
= Disordenod Progoins,

0z 0a 04 a6

Escala Média de Hidropatia

»_Ordered Protoins

(B)
AWGRP2
4
g«
: PO
2
a4
i,
Plcone bedal 007
Py - rarenniis mg e A
o 20 &0 60 80 400 120 140 160 180 00
Estrufura primdria
(D)
10
0.8
=
]
3
=
=
100
Numero do Residuo
(E) 10,
E os{"
=
2
2 os
L=
=1
" o4
5
&
&= 02

0.0

Numero do Residuo

Figura 11 | Andlise de propensdo a desordem de AtGRP2. (A) Fungéo de distribuicdo cumulativa (CDF

- Cumulative Distribution Function) calculada para a sequéncia de aminoacidos de AtGRP2 (verde),

localizada abaixo da linha de fronteira (preto). Espera-se, com isso, que AtGRP2 seja majoritariamente
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desordenada (acesso da analise de CDF provida por http://www.pondr.com/). (B) PScore de AtGRP2

sugere propensao a desordem da cauda C-terminal rica em glicina, devido aos altos valores de contatos
pi-pi. (C) Diagrama de carga liquida por residuo da sequéncia de AtGRP2 gerado a partir do CIDER

(Classification of Intrinsically Disordered Ensemble Regions; http://pappulab.wustl.edu/CIDER). Em azul,

segmentos positivos e em vermelho, segmentos negativos. AtGRP2 apresenta alternancia de cargas,
mostrando ser um polianfélito fraco, caracteristica de proteinas que fazem LLPS mediada por interagdes
eletrostaticas. (D) Hidropatia ao longo da sequéncia primaria de AtGRP2. O diagrama foi gerado por
CIDER (http://pappulab.wustl.edu/CIDER). (E) Comparagéo carga-hidropatia (CH) para AtGRP2 gerado

por PONDR® (Predictor of Natural Disordered Regions; http://www.pondr.com/). Pontos vermelhos

representam proteinas desordenadas da literatura, pontos azuis correspondem a proteinas
conhecidamente ordenadas e o ponto verde representa a proteina de interesse. (F) Avaliacdo de
predisposicéo a desordem por residuo da sequéncia de AtGRP2 por um grupo de algoritmos do programa
PONDR®, PONDR VLXT (vermelho), PONDR VL3 (azul), PONDR VLS2 (verde) e pelos algoritmos da
familia IUPred, IUPred_short (rosa) e IUPred_long (laranja). Acesso aos algoritmos do PONDR® em

http://www.pondr.com/, acesso ao IUPred em https://iupred2a.elte.hu/plot.

Considerando que os dados acima predizem a propenséao a desordem, 0 proxXimo
passo na avaliacdo bioinformatica consistiu em investigar a propensao a LLPS de
AtGRP2 através de dois outros algoritmos. O primeiro, PLAAC (Prion-Like Amino Acid
Composition), procura por dominios prion-like dentro da sequéncia de aminoacidos da
proteina de interesse®”). Prions sdo proteinas capazes de interconverter entre estados
conformacionais distintos, sendo que ao menos um destes estados é transmissivel. A
transmissibilidade faz com que estas proteinas ajam como elementos ndo-Mendelianos
de heranca fenotipica, sendo capazes de se auto-propagarem através da formacao de
agregados amiloides®®. Interessantemente, elementos de sequéncia especificos
determinam as propriedades priondides das proteinas, de forma que podem ser preditos.
Dominios prion-like normalmente sdo enriquecidos em aminoacidos polares nao
carregados, como asparagina e glutamina, enquanto apresentam baixos teores de
aminoacidos hidrofébicos e carregados®®. Como a LLPS é um fenémeno que parece
preceder a agregacdo amiloide e proteinas que contém dominios prion-like sofrem LLPS,
a presenca destas sequéncias € também um indicativo de propenséo a LLPS da proteina
de interesse®99), O segundo algoritmo, catGRANULE, prevé a tendéncia de uma
determinada proteina de formar granulos de proteina-RNA através da LLPS. Para isso,
O programa procura por sequéncias que apresentem desordem estrutural e que

caracteristicamente interajam com acido nucleico. Além disso, o programa analisa o teor
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de argininas, glicinas e fenilalaninas, uma vez que estes aminoécidos se encontram
enriquecidos em proteinas formadoras de granulos®). De acordo com a andlise por
PLAAC, a AtGRP2 apresenta dois dominios prion-like que coincidem com as regifes
ricas em glicina C-terminais (Figura 12A). Curiosamente, estas mesmas regides
apresentam alta tendéncia a formacé&o de granulos, segundo o catGRANULE (Figura
12A). Além disso, as regides ricas em glicina de AtGRP2 sdo preditas como IDRs pelos
algoritmos da familia PONDR®, sugerindo que AtGRP2 separa de fase e que este
fenbmeno é dirigido pelas caudas ricas em glicina. A pontuacdo catGRANULE de
AtGRP2 foi comparada com a de proteinas que sabidamente separam de fase (controle
positivo) e ndo separam de fase (controle negativo) (Figura 12B). AtGRP2 apresenta
uma pontuacédo catGRANULE ainda maior que a da proteina FUS (Fused in Sarcoma),
considerada protétipo para o estudo do fendmeno de LLPS101-103) fyndamentando mais
uma vez a hipétese de LLPS para esta proteina (Figura 12B).
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Figura 12 | Propensdo a LLPS de AtGRP2 predita por bioinformatica. (A) Eixo esquerdo: pontuacao
prion-like calculada pelo programa PLAAC (Prion-Like Amino Acid Composition) (Alberti et al., 2009). As
duas regibes ricas em glicina persentes em AtGRP2 estdo marcadas em vermelho como segmentos de
baixa complexidade prion-like. Eixo direito: propensédo a formagéo de granulos predita pelo algoritmo
catGRANULE (http://service.tartaglialab.com/new_submission/catGRANULE). (B) Propensdo a LLPS

baseada na pontuacé@o catGranule (http://s.tartaglialab.com/page/catrapid_group), comparando AtGRP2

com proteinas controle que conhecidamente sofrem LLPS ou ndo. AtGRP2 em verde escuro; AtGRP2-
CSD em verde claro. Barras azuis para FCA (Uniprot ID 004425), FUS (P06748), TDP-43 (Q13148), Tau40
(P10636-6) e Nucleofosmina (NP, P06748) como controle positivo. Barras pretas para as proteinas
enoveladas albumina bovina sérica (Alb, P02768) e Smac (Q9NR28) como controles negativos. As

pontuacdes para cada proteina estéo localizadas acima de cada barra.
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4.3. AtGRP2 forma condensados em gel

Experimentos de microscopia DIC evidenciaram a formac&o de condensados in
vitro de AtGRP2 (70 uM em Tris 20 mM (pH 7,4), NaCl 100 mM; ZnS0O4150 pM), mesmo
na auséncia de agentes de crowding (Figura 13A). Os condensados de AtGRP2 sao
esféricos, apresentam um tamanho meédio de 2,2 £ 0,2 pm e se mantém imoveis,
sedimentados no fundo da lamina (Figura 13 A). Além disso, ndo foram observados
eventos de fuséo ou fissao para os condensados de AtGRP2 durante todo o experimento,
sugerindo que estes ndo apresentem carateristicas de liquidos. Portanto, com base nas
caracteristicas fisicas aparentes dos condensados de AtGRP2, suple-se que estes
apresentem propriedades de sélidos, formando estruturas semelhantes a géis.

A formacédo de condensados em gel foi observada para outras proteinas que
sofrem LLPS, tanto a partir da evolugdo de condensados liquidos®® quanto sob
condicOes de estresse®19%), A proteina FUS, relacionada a esclerose lateral amiotréfica
(ELA), forma condensados gel-like quando exposta a agentes de crowding, uma
estratégia que tenta mimetizar o ambiente intracelular superempacotado a fim de induzir
a LLPS®¥), As proteinas humanas prion e Tau, relacionadas a doencas
neurodegenerativas, como as encefalopatias espongiformes e o mal de Alzheimer,
respectivamente, formam condensados liquidos que evoluem para condensados gel-like
e agregados solidos fibrilares em funcdo do tempo por mecanismos ainda pouco
compreendidos®1°9, O dominio C-terminal de TDP-43, outra RBP relacionada a ELA,
forma condensados gel-like modulados pela alta concentragdo de proteina®). Enquanto
isso, a proteina de levedura Pub-1 forma condensados gel-like reversiveis quando
submetida a pH acido®%), Esses resultados sugerem que diferentes proteinas com
capacidades de formacao de interacfes interatdmicas diferentes formam condensados
com propriedades fisicas diferentes que podem sofrer modificagbes em resposta a
mudancas nas condicfes do meio. Além disso, estes estudos relacionam a propriedade
de material ao estresse celular, sugerindo que a LLPS possa patrticipar de alguma forma
nos mecanismos de adaptacéo ao estresse celular.

Com o intuito de caracterizar as propriedades dos condensados de AtGRP2,
estudou-se o efeito da adi¢cdo de PEG 40001%), um conhecido agente de crowding, sobre
a LLPS da proteina. Normalmente, a adicdo de agentes de crowding, como PEG e
FICOL, promovem a LLPS por diminuir a concentracgdo critica para a particdo da proteina

na fase condensada®%), Entretanto, o mesmo néo foi observado para AtGRP2, uma vez
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gue néo foi observado um aumento do niumero de condensados apoés a incubacao com
PEG 4000, de 120 do controle para 109 (Figura 13B). Todavia, na presenca de PEG
4000, o tamanho médio dos condensados diminuiu para 1,10 + 0,08 um, sugerindo que
a LLPS de AtGRP2 pode ser modulada pelas condi¢des intracelulares (Figura 13B).
Estudou-se também o efeito da temperatura sobre a LLPS de AtGRP2. Para isso, as
amostras foram incubadas a 37°C por 1 hora antes da aquisicdo das imagens. O
aumento da temperatura levou a um ligeiro aumento no niamero de condensados de 120
do controle para 164 + 12,5 em conjunto com uma diminui¢éo do tamanho para 0,80
0,09 um dos condensados (Figura 13B). Interessantemente, 0 aumento da temperatura
promoveu a formacéo de condensados em cacho. Esse efeito suporta a hipotese de que
os condensados de AtGRP2 sejam, de fato, gelatinosos, uma vez que estes nao se
fundem como observado para condensados liquidos, como os formados pela proteina
prion®, Além disso, observou-se um aumento significativo no nimero, resultando em
385 condensados, e a recuperacdo do tamanho médio observado na situacéo controle
de 2,3 + 0,1 um quando estes foram incubados a 37°C na presenca de PEG 4000 (Figura
13B), sugerindo que a LLPS de AtGRP2 é modulada pela temperatura e que a alta
temperatura pode atuar como um sinal de estresse que deflagra a LLPS de AtGRP2

guando em condicdes de crowding.
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experimentos de microscopia realizados para AtGRP2 purificada a 70 uM em Tris 20 mM (pH 7,4), NaCl
100 mM, ZnSO4 150 pM]. Barra de escala, 10 um. (A) Esquerda (acima): AtGRP2 controle a 10°C. Direita
(acima): amostra adicionada de 10% (p/v) de PEG 4000. Esquerda (abaixo): amostra apos 1 h de
incubagdo a 37°C. Direita (abaixo): amostra adicionada de 10% (p/v) de PEG 4000 apés 1 h de incubagéo
a 37°C. (B) Quantificagdo do tamanho médio (acima) e do nimero (abaixo) de condensados de AtGRP2
a partir das imagens de microscopia DIC para: controle a 10°C (barra vermelha), amostra adicionada de
10% (p/v) de PEG 4000 (barra verde), amostra apés 1 h de incubagéo a 37°C (barra amarela), amostra
adicionada de 10% (p/v) de PEG 4000 apés 1 h de incubacéo a 37°C (barra roxa).

4.4. Os condensados de AtGRP2 séo de natureza proteica

O estudo da LLPS de proteinas depende ainda da comprovacdo de que 0s
condensados observados sdo de natureza proteica. Para isso, utilizou-se duas
estratégias: (i) adicdo do fluoroforo SYPRO orange e (ii) incubacdo com 10% (p/v) de
1,6-hexanodiol. O SYPRO orange é um corante fluorescente capaz de se ligar a residuos
hidrofobicos expostos em proteinas®”). Os condensados vistos nas imagens de DIC
coincidem com os observados nas imagens de microscopia de fluorescéncia adquiridas

na presenca de SYPRO Orange, o que fica melhor evidenciado na sobreposi¢cdo das
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duas imagens (Figura 14). Logo, estes dados sugerem que os condensados observados
ao microscopio sdo, de fato, de natureza proteica. E interessante notar que o0s
condensados de AtGRP2 nao foram bem corados com SYPRO Orange, o que indica que
a interacdo entre a proteina e o fluréforo ndo se deu por completo. Esse resultado sugere
gue os condensados de AtGRP2 sejam formados por uma porgcao significativa de
interacOes hidrofébicas.

AtGRP2

SYPRO Orange

Figura 14 | AtGRP2 forma condensados proteicos dispostos em cachos. Imagens representativas dos
experimentos de microscopia DIC e de fluorescéncia adquiridos para AtGRP2 purificada a 70 uM em Tris
20 mM (pH 7,4), NaCl 100 mM, ZnSO4 150 pM. Barra de escala, 10 um. A amostra foi incubada por 10
min a temperatura ambiente apés a adigcdo de SYPRO orange. Da direita para a esquerda: Imagem DIC
de condensados de AtGRP2. Imagem de fluorescéncia do SYPRO orange ligado a residuos hidrofébicos.
Sobreposicdo das duas imagens. Aproximacéo do aglomerado de condensados marcado com a cabeca

de seta.

A fim de comprovar a natureza proteica dos condensados de AtGRP2, a amostra
foi incubada com 10% de 1,6-hexanodiol. O 1,6-hexanodiol € um alcool alifatico
conhecido por desfazer interacdes hidrofébicas fracas envolvidas em LLPS, desfazendo
o condensado proteico!®). Entretanto, a adicdo da mesma concentracdo de 1,6-
hexanodiol ndo é capaz de desfazer vesiculas lipidicas. Assim, esse alcool é
frequentemente utilizado para diferenciar entre condensados proteicos e vesiculas
lipidicas em imagens de microscopia. A Figura 15C mostra que a adi¢céo de 10% de 1,6-
hexanodiol desfez por completo os condensados de AtGRP2, evidenciado sua natureza
proteica. Em seguida, AtGRP2 foi incubada com 1,6-hexanodiol a 1%, no intuito de se
estudar ainda a natureza das interagcbes que regem a LLPS. Considerando as
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propriedades sélidas dos condensados de AtGRP2 e o modo de atuacdo do 1,6-
hexanodiol, a adicdo de 10x menos hexanodiol resultou na mudanca das propriedades
fisicas aparentes dos condensados. Os condensados passaram a ficar suspensos e ndo
mais sedimentados no fundo da lamina, além de deixarem de ficar imoveis, se
comportando como condensados liquidos, da mesma forma que a maioria das proteinas
que sofrem LLPS, como LAF-1(109) FUS(19) e TDP-43(11), Ainda, na presenca de 1% de
1,6-hexanodiol, observou-se a formacdo de corpos multivesiculados, sugerindo a
modificacdo das propriedades de material do interior dos condensados de AtGRP2
(Figura 15C).
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Figura 15 | Efeito de sal e 1,6-hexanodiol na LLPS de AtGRP2. Imagens representativas dos
experimentos de microscopia DIC obtidos para AtGRP2 purificada a 20 uM em Tris 20 mM (pH 7,4), NaCl
100 mM, ZnS0O4 150 pM. Barra de escala, 10 um. (A) Direita: AtGRP2 controle. Esquerda: AtGRP2 na
presenca de NaCl 1 M. A amostra foi incubada por 10 min a temperatura ambiente ap6s a adicdo de NaCl.
(B) Quantificacdo do tamanho médio (acima) e do nimero (abaixo) de condensados de AtGRP2 a partir
das imagens de microscopia DIC para: controle (barra vermelha) e amostra adicionada de NaCl 1 M (barra
verde). (C) Incubacdo da amostra de AtGRP2 com 1,6-hexanodiol por 1 h. Direita: AtGRP2 na presenca
de 1,6-hexanodiol 1% (p/v). Esquerda: AtGRP2 na presenca de 1,6-hexanodiol 10% (p/v).
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45. A LLPS de AtGRP2 nao é primariamente dirigida por interacdes
eletrostéticas

A fim de se estudar a contribuicdo das interacdes eletrostaticas para a LLPS de
AtGRP2, a amostra foi incubada com 1M de NaCl. Em comparagdo com o controle,
contendo 54 *+ 2 condensados por imagem de 1,7 £ 0,1 um, a adicdo de sal promoveu
uma ligeira diminuicdo do numero (40 = 2) e do tamanho médio (1,4 £ 0,1) um dos
condensados de AtGRP2 (figura 15B). Essa resisténcia ao sal indica que a LLPS de
AtGRP2 nédo é primariamente regida por interacfes eletrostaticas. Isso corrobora os
dados obtidos na presenca de SYPRO orange, sugerindo que a interacdo hidrofobica
parece ter uma contribuicdo mais significativa que a interacao eletrostatica para a LLPS
de AtGRP2.

A AtGRP2 é capaz de forma condensados em concentragcdes tdo baixas quanto
20 pM, préxima a concentracéo intracelular da proteina®??. Isso implica na possibilidade
de AtGRP2 formar condensados in vivo, 0 que pode ser chave para o entendimento do
mecanismo de atuacdo dessa proteina. AtGRP2 regula negativamente uma série de
processos celulares de resposta a estresse(™7®), Além disso, pode atuar no
processamento ou estabilizacdo de RNA, devido a sua funcdo de chaperona®®. Uma
possibilidade seria a de sequestro de RNAs especificos para dentro dos condensados
guando a planta for submetida a algum estresse abiético, formando “estresseosomas”.
Para discutir melhor sobre os possiveis mecanismos de atuacdo da AtGRP2 é
necessario conhecer as concentracdes limite para a formacdo de condensados, bem
como a modulacéo da LLPS por RNA. Como o ligante € capaz de modular a separagao
de fases? Qual seria o0 papel dos dominios isolados nesse processo? A cauda rica em
glicina parece interagir com o dominio CSD? Sera que essa interacdo ocorre no mesmo
sitio de interacdo com RNA? Em caso positivo, o ligante é capaz de quebrar a interacao
com a cauda? Além disso, € possivel ainda investigar a propriedade de material dos
condensados por meio de FRAP (Fluroescence Recovery After Photobleaching), a fim

de confirmar a hipétese de que a separacéo se da para uma fase em gel.
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5. Conclusoes

AtGRP2 foi purificada por trés etapas de cromatografia: afinidade a niquel,
clivagem da cauda de polihistidinas e nova etapa de cromatografia de afinidade a
niquel e exclusédo molecular.

AtGRP2 é uma proteina néo globular compacta, como mostrado pelos resultados
de cromatografia por exlusdo molecular em comparacao com seu dominio CSD
isolado.

De acordo com as predi¢cfes de bioinformatica, AtGRP2 apresenta alta tendéncia
a desordem estrutural, principalmente na regido da cauda C-terminal rica em
glicina.

A predicdo a LLPS sugere que AtGRP2 apresenta alta tendéncia a transi¢gédo de
fase (maior ainda que a proteina FUS) e que esse processo € provavelmente
dirigido pela cauda C-terminal rica em glicina.

Experimentos de microscopia DIC confirmaram a habilidade AtGRP2 de separar
de fase em concentracgdes tao baixas quanto 20 puM.

O condensados de AtGRP2 séo esféricos, de tamanho micrométrico, depositados
no fundo da lamina e imoveis, sugerindo propriedade de material sélido e
formacédo de estruturas gel-like.

Os condensados mantém suas propriedades quando submetidos a adicdo do
agente de crowding PEG-4000, ndo mudando significativamente em tamanho ou
em namero.

A quantidade de condensados aumenta quando a amostra € incubada a 37°C por
1 h tanto em tampéao quanto presenca de PEG-4000, sugerindo que a temperatura
possa ser um sinal de estresse que deflagra a LLPS de AtGRP2.

O aumento da temperatura alterou o perfil dos condensados que aparecem ha
forma de cachos, grudados uns aos outros, mas sem se fundir, 0 que corrobora
as suas caracteristicas gel-like.

A adicdo de SYPRO Orange indica que os condensados séo proteicos. O fatod os
condensados ndo corarem completamente pelo fluor6foro sugere que as
interacdes hidrofobicas possam ter participagéo na LLPS.

A adicdo de NaCl 1 M nao foi capaz de desfazer os condensados, 0 que sugere

gue contatos eletrostaticos ndao regem a LLPS de AtGRP2.
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e A adicdo de 1,6-hexanodiol 10% desfez os condensados por completo,
confirmando a natureza proteica.

e A adicdo de 1,6-hexanodiol 1% modificou a propriedade de material aparente dos
condensados, que passaram a se mover e ficaram suspensos em solucéo,

sugerindo liquefagéo.
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