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RESUMO

O estudo quantitativo da interacdo proteinas-ligantes vem se mostrando
essencial em diversas areas. No estudo da importagcdo nuclear, particularmente na
chamada via classica de importagdo nuclear, estes dados sdo essenciais, pois a
importina-a (Impa) se acopla as proteinas a serem transportadas ao nucleo a partir
do reconhecimento de sequéncias de localizagdo nuclear (NLS). Assim, o
aprimoramento no uso de métodos biofisicos de analise da interacéo
macromolécula/ligante tem um papel fundamental. Desta maneira, o presente
trabalho tem duas vertentes principais: i) comparar a interagdo da Impa com NLSs
de proteinas cargo por diferentes técnicas, como a calorimetria por titulagdo
isotérmica (ITC), a espectroscopia de fluorescéncia, a termoforese em microescala
(MST) e o docking molecular, analisando as principais diferengas entre cada uma
delas. Esta comparagcado é pouco abordada na literatura e se mostrou promissora,
uma vez que apesar de utilizar principios fisicos diferentes as técnicas obtiveram
valores na mesma ordem de grandeza. (ii) Desenvolvimento de um algoritmo de
cédigo aberto para a analise de dados de ITC, suprindo a dificuldade que os
softwares comerciais apresentam no calculo dos parametros em sistemas mais
complexos. Os dados de ITC entre a Impa e diferentes NLSs foram utilizados como
referéncia para a comparagao entre as constantes de afinidade obtidas nas outras
técnicas e como validagdo para o algoritmo. Os mesmos ligantes foram utilizados
nos ensaios de espectroscopia de fluorescéncia, termoforese em microescala e
docking molecular. Apesar de bastante distintas, todas as técnicas obtiveram valores
da constante de dissociagdo na mesma ordem de grandeza. Os valores obtidos por
docking molecular sado superestimados. Como a fluorescéncia e o MST néao
diferenciam as constantes para cada sitio de ligagao, o valor encontrado representa
uma afinidade média de ambos os sitios. Nota-se, uma maior semelhancga entre os
dados de ITC e fluorescéncia. O algoritmo de ITC teve resultados similares aos
obtidos pelo software do fabricante, sua implementacédo trard um avango para a

facilitagdo da analise de dados complexos.



ABSTRACT

The quantitative study of protein-ligand interactions has been essential in several
areas. In the study of nuclear import, particularly in the classical pathway of nuclear
import, these data are essential, as importin-a (Impa) binds to proteins to be
transported to the nucleus from the recognition of nuclear localization sequences
(NLS).Thus, the improvement in the use of biophysical methods of analysis of the
macromolecule/ligand interaction has a fundamental role. Thus, the present work has
two main aspects: i) to compare the interaction of Impa with NLSs of cargo proteins
by different techniques, such as isothermal titration calorimetry (ITC), fluorescence
spectroscopy, microscale thermophoresis (MST) and molecular docking, analyzing
the main differences between each one of them. This comparison is less discussed in
the literature and proved to be promising, since despite using different physical
principles, the techniques obtained values in the same order of magnitude.ii)
Development of an open source algorithm for analyzing ITC data, overcoming the
difficulty that commercial software presents in calculating the parameters in more
complex systems.The ITC data between Impa and different NLSs were used as a
reference for the comparison between the affinity constants obtained in the other
techniques and as validation for the algorithm. The same ligands were used in the
fluorescence spectroscopy, microscale thermophoresis and molecular docking
assays. Despite being quite different, all techniques obtained dissociation constant
values in the same order of magnitude. The values obtained by molecular docking
are overestimated. As fluorescence and MST do not differentiate the constants for
each binding site, the value found represents an average affinity for both sites. Note
the greater similarity between the ITC and fluorescence data. The ITC algorithm had
results similar to those obtained by the equipment software, its implementation will

facilitate the analysis of complex data.
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1 INTRODUGAO

1.1  TECNICAS BIOFISICAS PARA OBTENCAO DE DADOS DE AFINIDADE
ENTRE BIOMOLECULAS

Métodos biofisicos vém sendo cada vez mais utilizados como abordagens
complementares as tradicionais na busca do conhecimento aprofundado dos
mecanismos moleculares. Assim, técnicas biofisicas aplicadas no estudo da
interagcdo  proteina/ligantes ou proteinas/proteinas fornecem informagdes
importantes, permitindo ndo sO entender o processo como otimizar e listar
compostos com maior afinidade (Holdgate, Anderson et al. 2010).

Existem diversas técnicas que predizem a afinidade entre duas ou mais
moléculas em solucdo, entre elas estdo calorimetria por titulacdo isotérmica
(Isothermal Titration Calorimetry — ITC), ressonancia de plasma de superficie
(Surface Plasmon Resonance — SPR), espectrometria de massa (Mass Spectrometry
— MS), termoforese em microescala (MicroScaleThermophoresis — MST),
ultracentrifugacdo analitica (Analytical Ultracentrifugation - AUC), técnicas
espectroscopicas (ressonancia magnética nuclear (Nuclear Magnetic Resonance —
NMR) e espectroscopia de fluorescéncia) entre outras. A tabela 1 apresenta essas
técnicas com suas principais vantagens e desvantagens.

O ITC é a técnica estabelecida como padrao ouro para medir diretamente a
afinidade de ligacdo e a termodinamica da reacédo (Freyer and Lewis 2008). A
técnica permite que a afinidade, a entalpia e a estequiometria de uma interagao
sejam medidas em um unico experimento. Além disso, avangos recentes na
sensibilidade, a ndo necessidade de um marcador e a utilizagdo de um baixo volume
da amostra em solugéo trazem vantagens para a escolha do ITC. A técnica envolve
a quantificacdo do calor produzido ou absorvido durante a reagdo de ligagcao a
temperatura constante (Ladbury 2010). Porém, uma dificuldade na utilizagao do ITC
€ o fato do processamento dos dados, em sistemas mais complexos, ndo ser tao
bem resolvidos pelos softwares comerciais disponiveis (Velazquez Campoy and
Freire 2005). Outra desvantagem é que proteina e ligante devem estar diluidos no
mesmo tampao. Ademais, a utilizagdo de solventes organicos em concentragcdes

superiores a 5-10% (volume:volume) para diluicdo das espécies titulantes ou
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tituladas nao sao recomendadas pois podem induzir a erros na determinagcao das

constantes de afinidade e termodinamicas da reagao.

Tabela 1 — Principais técnicas empregadas no estudo da interagéo proteina:ligante

Técnica Principio Fisico Vantagens Desvantagens
Pouca amostra,
L _ Processamento de
Quantificagédo do livre de L
dados néo é tao
calor gerado ou marcadores, . .
_ L simples em sistemas
ITC absorvido na obtencéao direta da
_ _ _ complexos e
reagao estequiometria e - .
_ _ limitagdo no tampao
entalpia da reagao
~ Apenas proteinas de
Alteracao do
o massa molecular
indice de Pouca amostra e . o
; o . maior e necessario
SPR refracdo devido a automatizado
acoplamento ao
massa . .
filme metalico
L Reconhecimento
Identificacdo e .
» do ligante no caso o
analise do _ Utilizag&o de outras
. dele nao ser o
ligante; . : técnicas
5 conhecido e ha _
concentracao do . . previamente, custo e
MS n&o necessidade o L
produto da » nao ha quantificagao
_ de purificar a
reacao )
proteina
L Necessidade de
_ Utilizag&o da .
Alteracdes na marcagao e uso de
. amostra em )
MST mobilidade . capilares para
. qualquer tampéo e _
termoforética manuseio da
pouca amostra
amostra
Sedimentacdo de  Alta resolucédo e
: Custo e tempo de
AUC proteinas em estudo do L
_ o aquisicao de dados
solugcao equilibrio
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Campos .
. . . Muita amostra e
magneéticos locais Informacgéo L
NMR limitacdo da massa
em torno de estrutural
. L. molecular
nucleos atémicos
Espectroscopia Variagao na Nao destrutivo e Necessidade da
de emissao e interacao de baixa presenca de
Fluorescéncia  absorcéo de luz afinidade fluoréforos

A Ressonancia Plasménica de Superficie (SPR) € uma técnica poderosa para
a analise de afinidade entre biomoléculas, baseada na detec¢gdo de mudangas no
indice de refragdo proximo a superficie de um filme metalico quando este é
iluminado por luz polarizada sob condi¢cbes de reflexdo interna total. A principal
vantagem do SPR é a capacidade de monitorar interagdes biomoleculares em tempo
real, sem a necessidade de marcadores, e de fornecer informacdes cinéticas e
termodinamicas, como constantes de associagcao e dissociacao (RICH; MORTON,
2005). No entanto, a técnica € mais adequada para moléculas grandes, como
proteinas, e apresenta limitagdes na sensibilidade para moléculas menores. Além
disso, a orientagcdo imprecisa das biomoléculas na superficie metalica pode
introduzir erros significativos na analise, comprometendo a precisdo dos resultados
(HUBER; MUELLER, 2006). Apesar dessas desvantagens, o SPR continua sendo
amplamente utilizado em estudos de interagdo molecular devido a sua versatilidade
e capacidade de operar em condigdes proximas ao ambiente fisioldgico
(SCHASFOORT et al., 2003).

A espectrometria de massa (MS) pode ser utilizada no estudo proteina-ligante
de quatro formas diferentes: (a) identificagdo direta do ligante, (b) detecgdo do
complexo proteina:ligante, (c) analise do sitio de ligagdo e, (d) monitoragdo do
substrato ou a concentragao do produto da reacéo (Holdgate, Anderson et al. 2010).
A MS é realizada com o produto de outras técnicas, como por exemplo, ensaios
enzimaticos ou ultracentrifugacdo, isso gera um gasto de amostra e custo muito
maiores além de n&o gerar valores que quantificam a reagéo.

A termoforese em microescala (MST) é uma técnica importante para
quantificar as interacdes biomoleculares. E baseado no movimento dirigido de
moléculas em um gradiente de temperatura, que depende fortemente de diversas

propriedades moleculares, como tamanho, carga, camada de hidratagdao ou


https://en.wikipedia.org/wiki/Atomic_nucleus
https://en.wikipedia.org/wiki/Atomic_nucleus
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conformacao. Assim, € altamente sensivel a qualquer alteracdo nas propriedades
moleculares, permitindo uma quantificacdo precisa de eventos moleculares
independentes do tamanho ou natureza da espécie investigada (Jerabek-Willemsen,
Wienken et al. 2011). O MST permite uma determinagao precisa de constantes de
ligacdo, estequiometria da interagdo, modos de ligagao, andlise de desdobramento
de proteinas, termodinamica e cinética enzimatica. Uma vantagem é que o MST
pode ser realizado em praticamente qualquer tamp&o, mesmo no plasma e no lisado
celular. Desvantagens dessa técnica sdo a necessidade, na maioria das vezes, de
marcar a proteina com fluoréforos e a necessidade de capilares para manuseio da
amostra, gerando um custo consideravel para sua utilizagao.

A ultracentrifugagao analitica (AUC) monitora e interpreta a evolugao dos
perfis de concentragdo macromolecular apos a aplicagdo de uma forga centrifuga
(Zhao, Ghirlando et al. 2015). Atualmente, ha trés tipos de sistemas Opticos
disponiveis para AUC: o espectrofotdmetro convencional, o interferdbmetro Rayleigh
e a fluorescéncia, que oferecem uma ampla gama para a investigacdo das
interagbes entre proteinas sendo possivel calcular constantes de equilibrio de
dissociagdo e a estequiometria da reacdo (Zhao, Ghirlando et al. 2015). E um
método vantajoso no estudo de interagdes de proteinas, principalmente porque o
forte processo de sedimentacdo dependente do tamanho da macromolécula leva a
uma alta resolugdo. Além disso, no modelo experimental padrao, apesar de sua
velocidade de sedimentacdo mais alta, os complexos podem se associar novamente
durante o processo, de um modo que reflita seu equilibrio (Zhao, Ghirlando et al.
2015). Porém, apesar de ter sofrido melhorias substanciais em instrumentacéo,
teoria e andlise de dados computacionais, o processo de AUC ainda gera um alto
custo e um tempo de centrifugagdo, em muitos casos, longo (Zhao, Ghirlando et al.
2015).

Estudos de ligagdo com NMR podem ser realizados em uma ampla gama de
afinidades, no entanto, a maior utilidade dessa técnica € quando ha a ligagdo com
baixa afinidade que podem ser detectados de forma confiavel (Holdgate, Anderson
et al. 2010). NMR é uma técnica espectroscopica que observa campos magnéticos
locais em torno de nucleos atdémicos. A amostra € colocada sob agdo de um campo
magnético e o sinal de NMR ¢é produzido pela excitagdo dos prétons da amostra
com ondas eletromagnéticas, que é detectado com receptores de radio frequéncia. E

uma  ferramenta comum para a determinacdo  dasrelacbes de


https://en.wikipedia.org/wiki/Conformation_Activity_Relationship
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atividade de conformacdo onde a estrutura antes e depois da interagdo com um
ligante € comparada. As desvantagens sao a utilizacdo de uma grande quantidade
de amostra e limitagdbes quanto a massa da proteina (por exemplo 40 kDa
dependendo do campo magnético aplicado e outros fatores).

Na espectroscopia de fluorescéncia o sinal é gerado pela quantificagdo da
onda eletromagnética emitida pela amostra excitada por uma luz monocromatica
em um comprimento de onda especifico que & absorvido pela molécula. Em
proteinas, a analise na variacdo do sinal emitido pelos aminoacidos fluorescentes
traz informacdes importantes sobre o estado proteico antes e apds a interacao
(Jameson and Seifried 1999). Essa técnica é adequada para a medicdo de
interacbes de baixa afinidade (mais especificamente, interagcbes com taxas de
dissociagao rapidas). Uma vantagem da técnica é que o experimento nédo €
destrutivo, permitindo assim medi¢des repetitivas da mesma amostra sob diferentes
condigdes (por exemplo, temperaturas diferentes) (Rossi and Taylor 2011). Uma
das maiores desvantagens da espectroscopia de fluorescéncia é a necessidade da
presenca de fluoréforos na amostra.

Apesar de existirem, como mencionando, diversas técnicas biofisicas
capazes de estimar a estequiometria e as constantes termodindmicas de uma
interacdo proteica, deve-se ter cautela ao comparar as afinidades obtidas por
diferentes técnicas, ja que podem nao gerar valores similares, assim, um estudo
comparativo, para o mesmo maquinario biolégico, ganha relevancia, podendo,
entdo, entender as especificidades e similaridades de cada técnica em relacédo a
outra. Atualmente, poucos estudos foram realizados visando a comparagédo de
dados obtidos com diferentes técnicas em sistemas bioldgicos similares (Holdgate,
Anderson et al. 2010; Zhao, Ghirlando et al. 2015).

1.2 ITC E O PROCESSAMENTO DE DADOS

Calorimetria por titulagédo isotérmica (ITC) € a metodologia que oferece maior
numero de parametros relativos a uma interacdo molecular e permite a medida
direta da entalpia de qualquer reacédo em condicdes isotérmica e isobarica. E o tnico
meétodo capaz de determinar a entalpia, entropia e a energia livre de ligacdo em
apenas uma titulagdo, em uma unica temperatura (Ladbury 2010). Dentre

as técnicas  experimentais empregadas para estudar a ligacdo entre
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macromoléculas, o ITC apresenta varias caracteristicas que o tornam uma
ferramenta experimental uUnica: evita o uso de marcadores espectroscopicos nao
naturais; as amostras estdo em solugao; e permite determinar simultaneamente a
constante de dissociagcdo, a entalpia e a estequiometria de ligagdo em um unico
experimento (Freire, Schon et al. 2009). Consequentemente, os dados do ITC sdo
bastante adequados para serem analisados utilizando o formalismo polinomial de
ligacao.

No calorimetro, anteriormente a titulagdo, uma poténcia constante € aplicada
a célula de referéncia. Este sinal aciona o aquecedor da célula de reacao, e esta
poténcia aplicada representa a linha de base (Figura 1, painel superior, linha
vermelha). A quantidade diretamente mensurada em um experimento de ITC é a
poténcia de entrada dependente do tempo para manter as células de referéncia e de
reagdo a mesma temperatura. Durante a injegao do titulante na célula de reagéo,
calor é absorvido ou liberado dependendo se a natureza da interacdo entre as
macromoléculas € endo ou exotérmica, respectivamente. Para uma reagao
exotérmica, a temperatura na célula de reacdo tenderia a subir e com isso, a
poténcia de feedback vai ser diminuida, para manter as duas células a mesma
temperatura (Figura 1, painel superior, linha preta). Nas reacbes endotérmicas, a
poténcia vai ser aumentada para a manutengao da temperatura constante, uma vez
que a interagcao vai retirar energia do ambiente (Velazquez Campoy and Freire
2005). O calor gerado ou absorvido durante a titulagcdo é proporcional a fracdo de
ligacado da espécie titulante ao titulado. Por isso, é de extrema importancia a correta
determinacado das concentragdes iniciais das espécies titulante e titulada para as
injecdes iniciais, fazendo com que todo ou quase todo o titulante se ligue ao titulado,
resultando em consideravel sinal exo ou endotérmico, dependendo da natureza da
associagao no inicio da titulacdo (Pierce, Raman et al. 1999; Freire, Schon et al.
2009).

No termograma gerado em um experimento tipico de ITC, os calores iniciais
decorrentes da reacdo entre ambas as espécies sao maiores que os gerados nas
injecdes subsequentes do titulante, pois no inicio da titulagdo ha um excesso de
sitios de ligagdo ndo ocupados na espécie titulada. Com isso, os calores gerados no
inicio da titulacdo sao resultados da reacao “completa” do titulante adicionado. Com

0 prosseguimento da titulagdo, menores quantidades de titulante se ligam a espécie
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titulada e novas espécies passam a aparecer na célula de reagao: titulante livre,
titulado com sitios de ligagdo ndo ocupados e complexo formado. Ja nas ultimas
injecoes é de fundamental importancia que a espécie titulada esteja toda saturada e
que o calor gerado ou absorvido seja proporcional ao calor de diluicdo do titulante
(Biswas and Tsodikov 2010), acabando a titulagdo majoritariamente com moléculas

do titulante livres e moléculas do complexo titulante-titulado formadas.

No tratamento dos dados gerados pelo calorimetro € possivel calcular a
variagao de calor das reacbes de titulagdo através da integracédo da poténcia
aplicada durante a titulacdo (pcal/s) normalizada pela concentracao do titulante em
funcdo da razdo molar das espécies titulante e titulada (painel inferior, Figura 1).
Com base nesse termograma € possivel determinar as variagdes de entalpia (AH), a
estequiometria da titulagao (n) e a constante de dissociacéo (K,) entre as espécies
tituladas. Com base nesses parametros € possivel calcular a variagdo da entropia
(AS) e a energia livre de ligagao (AG).
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Figura 1 — Exemplo de um experimento padrao de calorimetria de titulacdo isotérmica
indicado pelo fabricante. Titulagdo de ions calcio (5 mM) em EDTA (0.4 mM), ambos diluidos

em tampao MES (10 mM) a 25 °C. (Painel superior) Dados brutos de calorimetria de
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titulagao isotérmica (linha preta) e linha de base (linha vermelha). (Painel inferior) Isoterma
da titulacdo, que representa a energia medida em cada injegdo normalizada pela molaridade

do titulante (eixo das ordenadas) em funcéo da razdo molar de titulante por titulado (eixo das

abscissas)
. ~ ’ . . —
Considerando-se uma reagdo quimica do tipo M+LeaML en que a
substancia M & uma macromolécula e esta alocada na célula de reacao, também

chamada de titulado, L ¢ um ligante e esta colocado na pipeta, chamado titulante, e

ML ¢ o complexo formado durante a titulagao, o equilibrio entre as espécies pode

ser descrito matematicamente pelas equagbes (Velazquez Campoy and Freire
2005):

[M]r = [M] + [ML] (1)
[L]r = [L] + [ML] 2)

em que Mlr g [L]r representam as concentragdes totais do titulado e do titulante e

[M], L] e [ML] as concentracdes na condicdo de equilibrio do titulado, titulante e

do complexo titulado-titulante, respectivamente. A condigao de equilibrio da reagao é
dada por:

[ML] = K,[M][L] (3)

K,

em que “aé a constante de afinidade entre as espécies.

Resolvendo as equacgdes (1) e (2) em fungdo da concentragdo do complexo (

[ML] ):
M]; = [ML] + ML]
Mlr = MU e, — i )
obtém-se a equacgéo quadratica a seguir:
ML — ML) (M) + (L7 + ) + Mg [L]; = 0 ©
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que da duas possiveis solucdes, sendo a fisicamente relevante, a solucdo descrita

abaixo:

2

Mlr + r o~ (M7 + 0 +2) ~ 4[MIr ) ©

[ML] = >

Usando o pardmetro adimensional """ introduzido por Wiseman e

colaboradores (Wiseman, Williston et al. 1989) a equacgéo seguinte é obtida:

1+r+Xg— /(L +1+Xg)2 —4Xp
2

[ML] = [M]r

emque " = 1/ (Ka[Mlr) ¢ Xz = [Llr/[M]r

A quantidade de calor total (QT) gerada ou absorvida no calorimetro devido a

ML

formacao do complexo € dada por

1+r+4+Xg— (A +1+Xz)2—4Xg
2

Qr = Vo[ML]AH = VoAH[M] (8)

AH

em que Vo ¢ o volume da cela de reacao e € a entalpia de ligagao.

A representacdo da isoterma de Wiseman, forma mais recomendada para
apresentacao dos resultados de ITC, é obtida pelo calculo da derivada dQT/Vod[L]T,

que é a forma diferencial equivalente ao calor incremental por injegéo, AQT,

normalizado pelo incremento molar do ligante injetado na cela de reagéo, A"LT,
A d d[ML
Qr N Or  _ [ML] AH (9)
Angr Vod[L]r  d[L]r

A derivada com respeito a [L]r pode ser convertida em uma derivada

relacionada a razao molar, XR, aplicando a relagao

d d dxg 1 d
d[l];  dXzd[Lly [M]rdXe (10)
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que considera a concentracdo da macromolécula constante durante a titulagcao.
Aplicando-se as equagdes (9) e (10) a equacao (8), obtem-se a isoterma de

Wiseman:

Vod[L] 2 2 [xZ-2Xx(1—7)+ (1 +1)2 (1)

A isoterma de Wiseman (Wiseman, Williston et al. 1989) é a representacao da

dQr/Vod[Llr gm funcdo da razao molar, XR, que é calculada assumindo que nao ha
diluicdo nem da macromolécula nem do ligante utilizado na titulagdo que, segundo

Velazquez-Campoy (Velazquez Campoy and Freire 2005), é igual a obtida

usando-se um quociente incremental ao invés da derivada em fungao de [L]T, eda
diluicdo da macromolécula e do ligante em fungéo das injegdes. Isso se deve ao fato
que a diluigdo da macromolécula esta implicitamente considerada quando do calculo

dos valores da razao molar ao longo da analise dos dados.

Os processos de ajustes dos dados sao realizados tendo como base o
conhecimento do tipo de interagdo entre a espécie titulada e titulante, sendo que
alguns parametros devem ser incluidos no ajuste dos dados baseados nos modelos
matematicos que descrevem o equilibrio da ligagao: (i) estequiometria da reacgao; (ii)

Ka oy Kd, respectivamente; (iii)

constante de afinidade (associacao) ou dissociacao,
caracterizagcdo das contribuicdes entalpica e entropica para a energia livre de
ligacao; (iv) caracterizagdo de multiplos sitios e cooperatividade positiva ou negativa
para os casos de multiplos sitios; (v) caracterizacdo da dependéncia do equilibrio de
ligacdo com variaveis como pH, forga ibnica do tampao, entre outros (Freire, van

Osdol et al. 1990). Os parametros acima relacionados estao abaixo explicados.

A estequiometria, "', de uma reagéo descreve as relagbes quantitativas entre
duas ou mais substancias em uma reacgao fisica ou quimica. Na calorimetria de
titulacdo isotérmica, a determinacdo da estequiometria de ligacdo tem um papel
fundamental na caracterizacdo dos mecanismos de ligagdo de macromoléculas

biolégicas (Doyle 1997).

Com base nas concentracdes de ambas as espécies em interacdo, a

estequiometria de ligacado pode ser determinada através da razdo molar das
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espécies no ponto de inflexdo do termograma. No processo de analise de dados, o
valor da estequiometria pode ser utilizado como um valor variavel, a ser ajustado no
processo de minimizagado de erros dos parametros experimentais, como pode ser
mantido fixo, caso se tenha informacdo do sistema em estudo. Uma grande
quantidade de fatores pode influenciar o valor da estequiometria, fazendo com que
seu valor seja um valor ndo inteiro. Os principais determinantes para isso séo: erro
nas concentracdes da espécie titulada (Freyer and Lewis 2008), ligagao inespecifica,
degradagdo ou baixa qualidade do titulado (estado inativo, sem folding correto)
(Tellinghuisen 2004; Tellinghuisen 2004; Gruner, Neeb et al. 2014). Por isso, a
analise da estequiometria da reacdo também pode ser considerada um excelente
parametro de qualidade na analise de ensaios de ligagdo de diferentes lotes de
proteinas purificadas em diferentes condi¢des, bem como na analise de proteinas
recombinantes expressas em diferentes linhagens celulares ou mesmo em testes de

estabilidade de congelamento-descongelamento (Doyle 1997).

Outra caracteristica que, assim como a variagdo de entalpia, € medida
diretamente na isoterma de ligagcédo € a constante de afinidade ou associagao (Ka ),

que esta relacionada com a constante de dissociagao (Kd) através da equacao

1
Ky =—
i~ K (12)
sendo estas diretamente relacionadas a energia livre da ligagao (AG) através da

equacao

AG = —RTInK, = RTInK;  (13)

A energia livre de ligagdo € o parametro termodinamico mais importante de
uma ligagdo, uma vez que seu valor, em condi¢gdes especificas de concentragdes

AG 4

dos reagentes, direciona o equilibrio biomolecular. Se o valor de € negativo, a

reagao de ligagao ou transigao conformacional sera espontanea numa medida ditada

pela magnitude do 4G ge o sinal é positivo, a magnitude da variagao especifica a
quantidade de energia necessaria para a formacao dos produtos da reacado. Além
disso, este parametro quantifica a afinidade da ligacao entre 2 moléculas em uma

interacdo (Ladbury 2010), determina a estabilidade do complexo formado e ainda é
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uma ferramenta analitica de caracterizacdo fenomenoldgica da relagao

estrutura-funcéo (Perozzo, Folkers et al. 2004).

Para determinar os parametros termodindmicos relevantes as interacdes
entre as moléculas, geralmente seguem-se alguns passos (Velazquez-Campoy,
Onhtaka et al. 2004):

1- Primeiramente, ajusta-se a linha de base no termograma e integra-se os

picos.

2- Em seguida, verifica-se as concentragdes das espécies tituladas e
titulantes, que inicialmente podem ser estimadas pela estequiometria da ligagéo. Se

necessario, realiza-se corregdes nas concentragoes.

3- Depois, estima-se os calores de diluicdo, seja pelas ultimas inje¢cdes da
titulacdo realizada ou através de experimentos controle, caso o calor de diluigdo da
especie titulante dependa da concentragéo. Este calor de diluigdo, ou mesmo o de
interagdes inespecificas, deve ser subtraido dos calores calculados nas inje¢des da

titulacdo para uma melhor estimativa dos dados termodinamicos.

4- O passo final é determinar o modelo de ligagao a ser utilizado para ajustar
os dados da isoterma de ligagdo da titulagdo (Velazquez-Campoy, Ohtaka et al.
2004). Os modelos de ligacdo sao descricdes matematicas dos processos
biolégicos, fisicos e quimicos que descrevem a interagao entre as espécies tituladas.
As variaveis dependentes (calor ou fluxo de calor) sdo definidas como fungdo das
variaveis independentes (molaridade de titulante) e de outros parametros do modelo.
Por isso, usa-se o0 modelo mais simples possivel que corrobore as informagdes ja
conhecidas do sistema em estudo, de modo que as equagbes do modelo sejam
utilizadas para determinar os melhores valores para os parametros de ajuste a
isoterma, como a constante de associagdo ou dissociagdo (Ka ou Kd,
respectivamente), variacdo de entalpia (deltaH) e estequiometria (n) (Freyer and
Lewis 2008).

5- Caso nao se tenham informagdes acerca do sistema em estudo, diversos
modelos podem ser ajustados aos dados experimentais, e o modelo mais adequado,
ou seja, o que apresentar melhor ajuste dos dados, pode ser escolhido

estatisticamente.



24

Entretanto, 0 modo padrdo de analise dos dados possui algumas limitagoes
significantes. Dentre os problemas frequentemente encontrados na andlise dos
dados obtidos estado: (a) problemas na determinacao da linha de base; (b) analise de
dados com modelos de alta complexidade de um sistema sobre o qual ndo se
tenham outras informag¢des obtidas por metodologias ortogonais; (c) variagcdes
encontradas na realizagdo do mesmo experimento entre diferentes laboratérios e
operadores.

Uma macromolécula com dois sitios de ligagdo apresenta pelo menos seis
possiveis mecanismos de ligacdo diferentes: i) dois sitios de ligagao idénticos e
independentes; i) dois sitios idénticos e competitivos; iij) dois sitios idénticos e
positivamente cooperativos; iv) dois sitios diferentes e independentes; v) dois sitios
diferentes e competitivos e vi) dois sitios diferentes e positivamente
cooperativos. Nem todos esses casos sao distinguiveis experimentalmente, ou seja,
alguns déo origem exatamente a mesma curva de ligagdo e assim informacdes
extras termodinamicas s&o necessarias para elucidar o mecanismo de ligagao. Por
isso, a analise de dados ainda se apresenta, nesses casos, com limitagdes
significativas. Assim, os experimentos devem ser realizados de modo que as fontes
de incertezas sejam minimizadas ou determinadas e subtraidas na analise de dados.
As principais fontes de incertezas sao: quantificagdo do calor liberado pelo
equipamento, erros nas concentragdes das espécies titulada e titulante, erros na
linha de base por problema no equipamento ou variagcbes ambientais, variagdes das
solucbes tampéo utilizadas; problemas nas operagdes com o equipamento, como
bolhas de ar ou uso de velocidades de agitacdo nao o6timas (Tellinghuisen and
Nowak 2003; Tellinghuisen 2003; Tellinghuisen 2005; Baranauskiene, Petrikaite et al.
2009; Pethica 2015).

O software comercial de analise de dados que acompanha o equipamento
(Origin v.7.0, OriginLab) apresenta poucos modelos de ligagao ja implementados e,
por isso, algumas vezes o usuario deve desenvolver suas préprias rotinas de ajuste
ou usar as ja implementadas assumindo algumas simplificagdes (Vega, Abian et al.
2015).

A proteina Importina—a, envolvida no processo de importacdo nuclear,é um
exemplo de sistema complexo que pode ser interessante para o processamento de

dados calorimétricos. Esta proteina possui dois sitios de ligagao independentes com
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afinidades diferentes pelos ligantes, trazendo desafios quanto ao processamento de
dados calorimétricos.

Assim, a criacdo de um algoritmo que analise os dados experimentais de
varios graus de complexidade, de interagbes simples as mais complexas, se faz
cada vez mais necessario, no intuito de tornar a interpretacdo de dados de qualquer

sistema mais simplificada.

1.3 TERMOFORESE EM MICROESCALA

Moléculas fluorescentes sdo usadas em ciéncias biolégicas para rastrear e
analisar interagbes moleculares. As técnicas baseadas em fluorescéncia
tornaram-se inestimaveis para uma compreensdo quantitativa dos processos
biolégicos e a termoforese em microescala (MST) é uma abordagem totalmente
Optica para caracterizar as propriedades das biomoléculas (Seidel, Dijkman et al.
2013).

O fenbmeno da termoforese descreve o movimento direcionado de moléculas
através de um gradiente de temperatura. A termoforese em microescala (MST) € um
método para monitorar o movimento direcionado de moléculas fluorescentes através
de gradientes microscépicos de temperatura, permitindo a analise precisa de
eventos de ligacdo em uma solugédo de poucos microlitros de praticamente qualquer
molécula - independente de tamanho ou propriedades fisicas (Jerabek-Willemsen,
Wienken et al. 2011). Sob condi¢gbes tampao constantes, a termoforese investiga o
tamanho, a carga e a entropia de solvatacdo das moléculas. A termoforese de uma
proteina normalmente difere significativamente da termoforese de um complexo
proteina-ligante devido as alteragbes induzidas pela ligagdo no tamanho, carga e
energia de solvatacdo. Mesmo que uma ligagdo nao altere significativamente o
tamanho ou a carga de uma proteina, a MicroScale Thermoforese ainda pode
detectar a ligacdo devido a alteragbes induzidas pela ligagdo na entropia de
solvatacédo das moléculas (Seidel, Dijkman et al. 2013).

O funcionamento do MST esta desenhado na figura 2. No equipamento (figura
2A), a termoforese é induzida e detectada em pequenos capilares de vidro que
contém uma solugdo da molécula marcada e um gradiente de concentragdo do

ligante. Um laser infravermelho (IR) produz um gradiente de temperatura, assim os
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fluoréforos em solugdo séo excitados e a fluorescéncia emitida é coletada (Figura
2B). Esta configuragdo permite acompanhar a deplegao de fluoréforos dentro do
gradiente de temperatura induzido (Figura 2C). Mudangas na termoforese das
moléculas fluorescentes devido a ligagado ao ligante podem entdo ser usadas para

calcular constantes de ligagao de equilibrio (Figura 2D).
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Figura 2 — Explicagcdo de um experimento de MST. A. Equipamento utilizado. B.
Representacao esquematica da optica MST. C. Sinal tipico de um experimento. D. Dados

formalizados e analisados. (Jerabek-Willemsen, Wienken et al. 2011).

1.4 VIA CLASSICA DE IMPORTAGCAO NUCLEAR

A via classica de importagao nuclear de proteinas permite o transporte de um
grande numero de proteinas, utilizando o heterodimero importina-a (Impa) e
importina-B (ImpB) como transportador, e tem sido estudada em detalhes bioldgicos
e estruturais.

O processo de importagdo nuclear tem como principio uma cadeia de
interagcdes, que precisam ser constantemente reguladas, esse ciclo pode ser
convenientemente dividido em quatro etapas: |) Formacdo do complexo de

importagdo carga proteica/transportador no citoplasma; Il) Translocagao através de
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complexos poro-nucleares (Nuclear Pore Complex - NPCs); Ill) Desligamento do
complexo de importagao no nucleo; IV) Reciclagem das proteinas transportadoras.

Sinais especificos contribuem para a fidelidade desses eventos, dentre os
quais as sequéncias de localizagdo nuclear (Nuclear Localization Signal - NLS)
(Stewart 2007). Proteinas que possuem NLS sdo importadas para o nucleo via
heterodimero Impa/Imp, o qual se liga a estas proteinas através do adaptador Impa
(Gorlich and Kutay 1999; Chook and Blobel 2001; Macara 2001; Weis 2003), a qual
possui sitios de reconhecimento especificos (Conti, Uy et al. 1998; Conti and
Kuriyan 2000; Fontes, Teh et al. 2000; Stewart 2006; Stewart 2007). Esse processo
ocorre inicialmente no citoplasma, apos a formacéo do heterodimero (Impa/lmpp), €
possivel a ligacdo da proteina a ser importada, via reconhecimento do NLS (Gorlich,
Vogel et al. 1995), como ilustrado na figura 1. Em seguida a Imp8 ancora o complexo
aos filamentos citoplasmaticos do NPC e ocorre o transporte através do poro (NPC)
(Moore and Blobel 1993; Gorlich and Mattaj 1996).

No nucleo, o complexo proteina-substrato se dissocia com a ligacado da
proteina Ran ligada a GTP (Ran-GTP) a subunidade B, alterando sua conformacéo e
liberando o dominio auto-inibitorio (Importin beta binding - IBB) da Impa. Esse
dominio entdo passa a competir com a NLS da proteina importada, promovendo
uma diminuicdo de afinidade, facilitando a liberagao dessa proteina no nucleo (Kobe
1999). Uma otimizagdo do processo de desacoplamento da carga e reciclagem da
Impa ocorre com auxilio da nucleoporina (Nup2 em levedura, Nup50 ou Npap60 em
vertebrados) (Lange, Mills et al. 2007), que se liga a uma das regides de ligacédo do
NLS e uma porcao C-terminal da Impa, em virtude de maior afinidade com a mesma.
A nucleoporina liga-se a superficie estendida do dominio de repeticio ARM da Impa,
incluindo o sitio de ligagdo secundario de NLS, liberando a proteina transportada e o
sitio de ligagao (Matsuura and Stewart 2005).

Apos a carga ter sido liberada pelo deslocamento do NLS pela nucleoporina, a
mesma € deslocada pela ligagdo com a exportina (Cse1/RanGTP em leveduras ou
CAS/RanGTP em vertebrados) na regido C-terminal da Impa, e assim a ligagao
sequencial das nucleoporinas, seguido por exportinas assegura que Impa sera
reciclada para o citoplasma, apds a liberagdo da sua carga (Cingolani, Bednenko et
al. 2002; Lee, Sekimoto et al. 2003; Lange, Mills et al. 2007) (Figura 3).
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Figura 3 - Visado geral da importagdo nuclear de proteinas. A. No citoplasma, um complexo
de importacao entre NLS e o heterodimero Impa/Imp é formado e B. Ciclos da Ran entre
nucleo e citoplasma (Stewart 2007, adaptado).

1.5 ESTRUTURA CRISTALOGRAFICA DA IMPORTINA-a

A Impa pertence a familia das proteinas chamadas carioferinas e apresenta
cerca de 55 kDa. A Impa apresenta uma estrutura conservada em diferentes
organismos, sendo que alguns destes organismos apresentam mais de uma
isoforma. Pela analise das sequéncias dessas proteinas, foi possivel classifica-las
em trés familias: Kap-a1, Kap-a02, e Kap-a3 (Kohler, Haller et al. 1999). As
diferencas entre as proteinas de cada familia podem estar relacionadas com
especificidades da Impa em cada organismo.

Com a elucidagdo da estrutura molecular da Impa de organismos modelo
como Saccharomyces cerevisiae ((Conti, Uy et al. 1998); Sclmpa) e Mus musculus
((Kobe 1999); MmImpa), foi possivel observar dois principais dominios funcionais
responsaveis pela atuacido da proteina no mecanismo de transporte celular via
reconhecimento de NLSs: o primeiro consiste em uma curta sequéncia N-terminal
envolvida na ligagdo com a Impf e formagdo do complexo de transporte (dominio
IBB) (Moore and Blobel 1993; Gorlich and Mattaj 1996) e outro, formado por dez
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repeticbes em armadilho (ARM) que formam os dois sitios de ligacdo para
sequéncias NLSs (Gorlich, Prehn et al. 1994; Peifer, Pai et al. 1994), o sitio principal
e secundario (Figura 4). Houve também a elucidagao da estrutura da Impa de outros
organismos além dos citados: Homo sapiens (Cutress, Whitaker et al. 2008; Chang,
Counago et al. 2012), Oryza sativa (Chang, Counago et al. 2012) e Neurospora

crassa (Bernardes, Takeda et al. 2015).

ARM1TO

|
VAR

Figura 4 - Estrutura da Importin-a de Mus musculus (MmIimpa) destacando-se os dez
motivos ARMs e o dominio IBB (Kobe 1999).

1.6 SEQUENCIAS DE LOCALIZAGAO NUCLEAR

Para a importagcdo nuclear ocorrer a Impa discrimina a proteina a ser
transportada de outras proteinas celulares. Proteinas destinadas ao transporte para
0 nucleo contém sequéncias de aminoacidos chamados de sinais ou sequéncias de
localizagao nuclear (NLSs) (Lange, Mills et al. 2007).

As NLSs sdo sequéncias que por si s6 sao suficientes para designar uma
proteina a ser importada para o nucleo (Dingwall, Sharnick et al. 1982). Os sinais
melhor caracterizados sdo denominados classicos (cNLS), apresentando um ou
mais grupos de aminoacidos basicos (Lange, Mills et al. 2007), essencialmente
lisinas e argininas (Christophe, Christophe-Hobertus et al. 2000) em que duas
classes podem ser destacadas. As cNLS monopartidas requerem uma lisina na
posicao P2, seguido de residuos basicos nas posi¢goes P3 e P5 para produzir uma
sequéncia de consenso KR/KXR/K (Lanford and Butel 1984; Lanford, Kanda et al.
1986; Fanara, Hodel et al. 2000; Fontes, Teh et al. 2003; Fontes, Teh et al. 2003), e
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as cNLSs bipartidas, constituidas por dois conjuntos de aminoacidos basicos
separados por 10-12 aminoacidos (Knudsen, Andersen et al. 2009), apresentando
como consenso KRX10-12KRXK (Dingwall 1991; Fanara, Hodel et al. 2000; Fontes,
Teh et al. 2003; Lange, Mills et al. 2007).

2 OBJETIVO

O objetivo é caracterizar e comparar a interagdo da MmIimpa com sequéncias
de localizagdo nuclear através de diferentes técnicas experimentais e
computacionais, como a calorimetria por titulagao isotérmica (ITC), a espectroscopia
de fluorescéncia e a termoforese em microescala (MST), analisando as principais
diferengas entre cada uma delas. Um segundo objetivo é a criacdo de um algoritmo
gue analise de maneira mais assertiva os termogramas gerados pelo ITC, visto que
ha uma dificuldade para o calculo da afinidade principalmente em sistemas mais
complexos, como, por exemplo, dois sitios de ligagdo na proteina com diferentes

afinidades, como é geralmente o caso da Impa/NLSs.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1  EXPRESSAO E PURIFICACAO DE IMPORTINA-a TRUNCADA (70-529)

Para a expressao em larga escala da MmImpa truncada (70-529), utilizamos
vetores pET-30a (Novagen) contendo a sequéncia que codifica a isoforma 2 da
MmImpa . Esses vetores foram gentilmente cedidos pelo nosso colaborador, Prof.
Kobe, da Universidade de Queensland, Austrélia. As bactérias E. coli da linhagem
BL21(DE3) pLysS foram transformadas com o vetor fornecido, e os clones
selecionados.

A bactéria, armazenada como cultura permanente em freezer a -80 °C, foi
pré-inoculada em tubos tipo Falcon contendo meio LB (Luria Bertani) liquido e
antibidtico canamicina (1 yL/mL). O pré-in6culo foi mantido sob agitacao a 37 °C
durante a noite para permitir o crescimento da cultura. Em seguida, o conteudo dos

tubos Falcon foi transferido para erlenmeyers contendo meio LB liquido e o
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antibidtico, até atingir uma Densidade Optica Abs600 de 0,6, medida por
espectrofotobmetro UV-Vis (nanodrop). Apds essa etapa, o indutor IPTG (Isopropil
B-d-tiogalactopiranosideo) foi adicionado aos erlenmeyers e incubado por 4 horas.
Ao final desse periodo, o conteudo dos frascos foi centrifugado para sedimentar as
células bacterianas. Os pellets obtidos apds a centrifugagao foram submetidos a lise
celular para ruptura das células bacterianas e obtengdo da proteina soluvel. A
por¢cao sobrenadante, onde se encontrava a proteina soluvel, foi armazenada para a
etapa posterior de purificagao por cromatografia liquida.

A purificacdo da proteina foi realizada por cromatografia de afinidade,
utilizando uma coluna de niquel His-TrapHP (GE Healthcare), acoplada ao aparelho
AKTA Purifier System (GE Healthcare). Apos a injecdo do extrato na coluna,
realizou-se a eluigcdo de moléculas com ligagao inespecifica através da passagem de
tampao contendo 15 mM de Imidazol. Posteriormente, a proteina MmIimpa foi eluida
e coletada, através do fluxo de tamp&o junto a um gradiente de 0 a 100 % de
tampao contendo 150 mM de Imidazol. Os picos de eluicdo observados através do
cromatograma obtido foram coletados separadamente e amostras de cada pico
foram submetidas a analise por gel SDS-PAGE 12 % para verificacdo das fragdes
mais puras. Em seguida, a fracdo mais pura foi submetida a didlise overnight para
troca do tampao com Imidazol para tampao contendo 20 mM de Tris HCI pH 8,0 e
100 mM de NaCl, mantendo a estabilidade da proteina. A concentragdo da proteina
foi realizada por centrifugagdo em vivaspin 30 kDa (coluna de rotagdo de

membrana).

3.2 CALORIMETRIA POR TITULAGAO ISOTERMICA

Realizamos medidas de calorimetria por titulagdo isotérmica (ITC) utilizando o
microcalorimetro MicroCal iTC200 (GE Healthcare) disponivel em nosso laboratério.
As amostras de MmImpa, a uma concentragdo de 30 pM, foram tituladas com
peptideos em concentragdes 10 ou 20 vezes maiores em relacao a proteina. A
titulagdo do peptideo foi conduzida no mesmo tampé&o da amostra de proteina para
compensar o calor de diluigdo. No experimento, realizamos 20 injegdes: a primeira
de 0,4 pL e as demais de 2 yL, com intervalos de 240 s, mantendo a temperatura a
20 °C.
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3.3 ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

As medidas de espectroscopia de fluorescéncia foram realizadas em um
equipamento HITACHI 700 e cubeta de quartzo de caminho éptico de 10 mm. A
amostra foi excitada por um comprimento de onda de 280 nm e a emisséo lida de
310 a 450 nm. Foi realizada uma medida da proteina isolada e depois 19 titulagdes
de 2 pL de peptideo com concentragdo 10 vezes maior que da proteina (m/m), com
o intuito de mimetizar as proporgdes do experimento de ITC, a cada injegdo era

realizada uma nova medigao.

3.4 TERMOFORESE EM MICROESCALA

Para os ensaios de termoforese em microescala (MST) foi utilizado o
equipamento Monolith NT.115 (NanoTemper) instalado na startup BioLinker incubada
no Centro de Inovacdo, Empreendedorismo e Tecnologia (CIETEC) da USP
(Universidade de Sao Paulo). Para geracao das curvas de fluorescéncia, todos os
experimentos envolvendo titulagao foram feitos em duplicata ou triplicata.

A MmiImpa foi marcada de duas formas diferentes, a primeira utilizando-se o
kit RED-tris-NTA (NanoTemper), para marcagdo nao covalente de cauda
dehexahistidinas, e a segunda com um corante fluorescente RED utilizando o kit
Monolith NT ProteinLabeling RED - NHS (NanoTemper), para marcagao de aminas.
A segunda técnica de marcagao necessita de um passo de remogao de todo o
corante livre, para isso se utilizou uma coluna de fluxo por gravidade inclusa no Kkit.
Foram realizados testes de fluorescéncia para confirmar a marcagao da proteina.

Os ensaios de MST foram realizados pré-incubando por 5 min (temperatura
ambiente no escuro) MmImpa a 50 nM de concentragdo e os ligantes com uma
concentracdo maxima 20 vezes maior que o Kd estimado, o ligante sofreu uma série
de 15 diluigdes usando o tampao MST 1x (NanoTemper). Para melhor ajustar a
concentragdo do ligante e confirmar a afinidade, ensaios de apenas dois pontos
foram realizados, utilizando uma alta concentracédo de ligante (na ordem de mM) e
uma pequena concentragdo (em nM). As 16 misturas foram transferidas
individualmente para tubos capilares e a termoforese foi medida usando uma
poténcia de LED de 20% e uma poténcia do MST de 60%. O processo foi repetido

para cada ligante testado. A constante de dissociagao (Kd) foi determinada usando
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um ajuste nao linear das respostas de termoforese usando T-jump como estratégia
no software PALMIST v.1.5.8.

3.5 TECNICAS DE BIOINFORMATICA PARA O CALCULO DE CONSTANTE DE
AFINIDADE

Os estudos de docking molecular entre a Mmimpa e as NLSs foram
realizados utilizando a ferramenta para Virtual Screening PyRx, os complexos mais
favoraveis escolhidos sdo submetidos em experimentos de simulacdes de dindmica
molecular, com a inteng¢ao de analisar a estabilidade, conformacao apods a simulagao
e a posicao dos ligantes, com os dados obtidos do docking € possivel estimar um
valor de K,.

Os arquivos de entrada contendo as coordenadas do complexo em uma caixa
de agua hexagonal sdo gerados utilizando o servidor CHARMM-GUI. As simulagdes
sdo feitas utilizando o soffware GROMACS (Groningen Machine for Chemical
Simulation), aplicando-se um campo de for¢a do tipo CHARMMS36. Inicialmente, é
realizada uma minimizagdo de energia (EM — energy minimization) até o sistema
atingir uma energia menor que 100 kJ/mol/nm. Apss este passo, s&o realizadas
duas simulagdes de 1 ns de duragao cada do tipo NVT e NPT (considerando-se a
temperatura e pressao, respectivamente) seguidas de uma simulagao sem restricoes
de 100 ns de duragdo. Os resultados obtidos sido analisados por meio de
ferramentas presentes no software GROMACS, sendo possivel gerar graficos de
RMSD (Root Mean Square Deviation - raiz quadrada do desvio quadratico médio)

dos modelos.

3.6 DESENVOLVIMENTO DE UM ALGORITMO PARA ANALISE DE DADOS DE
ITC

Os polinbmios de ligacdo que descrevem a isoterma de ligacdo serdo
descritos tendo como base os modelos ja descritos anteriormente (Freire, Schon et
al. 2009; Vega, Abian et al. 2015), sendo que serado implementados em algoritmo de
codigo aberto na linguagem R.

O algoritmo sera validado com dados experimentais previamente analisados

em um software comercial (Add-on Origin (GE Healthcare)).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1EXPRESSAO E PURIFICACAO

A indugdo da proteina recombinante foi confirmada através do gel de
eletroforese SDS Page 12% (Figura 5). Além disso, apos lise celular, apenas a
fracdo soluvel do extrato total foi utilizada na purificacdo, para garantir que a

proteina presente na amostra apresentasse integridade estrutural.

[

3 4 S

Marcador Ndo induzido Induzido Pellet Solavel I

Figura 5 - Verificagdo da indugéo e purificagdo da MmImpa em gel de poliacrilamida a 12%

(SDS-PAGE), destacando a faixa da proteina recombinante, aproximadamente 55 kDa.

A fragao soluvel foi purificada em uma coluna de afinidade por niquel, que
separou a MmImpa de outras moléculas. O processo de purificagdo envolveu um
gradiente de concentracdo de imidazol, resultando no cromatograma mostrado na
Figura 6. Através do gel de eletroforese em SDS-PAGE a 12% (Figura 5) e do
cromatograma, observamos que outras proteinas do metabolismo bacteriano nao
apresentaram afinidade com o niquel, como evidenciado pelo pico 1 no
cromatograma e pela aliquota denominada 1 no gel. Por outro lado, as proteinas que
aderiram a coluna ndo demonstraram afinidade significativa com a matriz

cromatografica e foram eluidas durante a lavagem com o tampao A (identificadas
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como numero 2 no cromatograma e no gel). As substancias com afinidade
moderada pela matriz foram eluidas com concentragcbes de 17% e 30% de tampao
B, correspondendo aos numeros 3 e 4 no cromatograma e no gel, respectivamente.
No caso do tampdo B a 100%, a MmImpa foi eluida, resultando no pico 5 do

cromatograma e na aliquota “5” do gel.
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Figura 6 - Cromatograma de purificagdo da proteina MmImpa por afinidade.

Em seguida foi utilizada a técnica de didlise em tampao C (Tris HCI pH 8.0 e
100 mMNaCl) para que as condicbes da amostra continuassem viaveis para outros
experimentos e, posteriormente, realizou-se a concentragédo da proteina.

4.2 CALORIMETRIA POR TITULACAO ISOTERMICA

As medidas de ITC geraram os dados termodinamicos mostrados na tabela 2.



36

Tabela 2 — Dados termodinamicos de diferentes peptideos complexados com a Mmimpa

Peptideo

Kd (uM)

AH (kcal/mol)

MLH1 (de Barros,
Takeda et al. 2018)

Sitio Principal 0,10 £ 0,02

Sitio secundario 1,5 + 0,20

-6,5+0,7
-2,9+0,7

PMS2 (de Barros,
Takeda et al. 2018)

2,03 +0,05

-5,78+0,1

SV40 (de Barros,
Takeda et al. 2018)

Sitio Principal 1,8 + 0,4

Sitio secundario 21 + 1,6

-9,5+0,7
41+04

XPG1 (Barros,
Takeda et al. 2016)

Sitio Principal 0,5 + 0,01
Sitio secundario 3,4 + 0,7

-3,2+0,1
3,1+0,8

XPG2 (Barros,
Takeda et al. 2016)

1,0 £ 0,02

-6,7£0,3

MLH1-R472K (de
Oliveira, da Silva et
al. 2021)

2,2+0,41

-5,21+0,18

MLH1-E475A (de
Oliveira, da Silva et
al. 2021)
MLH1-R470A (de
Oliveira, da Silva et
al. 2021)

Sitio Principal 0,69 + 0,07

Sitio secundario 3,76 + 0,04

-11,08 £ 0,33

-1,42 £ 0,36

Sitio Principal 7,7 + 0,54

Sitio secundario 3,54 + 0,39

-10,05 + 0,94

-3,26 + 1,04

Os peptideos PMS2, XPG2 e MLH1-R472K se ligaram a proteina em uma

razao estequiométrica proxima a 1, ou seja, um peptideo interagindo com uma

proteina, corroborando com dados cristalograficos ja publicados no grupo, assim ha

apenas um valor para afinidade e entalpia (Barros, Takeda et al. 2016; de Barros,

Takeda et al. 2018; de Oliveira, da Silva et al. 2021). Para os demais ligantes a

estequiometria foi de 2 peptideos para uma proteina, ou seja, houve ocupagao do

sitio principal e secundario da Mmlmpa (Barros, Takeda et al. 2016; de Barros,
Takeda et al. 2018; de Oliveira, da Silva et al. 2021).

No termograma gerado (Figuras 7, 8 e 9), o painel superior é referente a

titulagdo, enquanto o painel inferior mostra a isoterma de ligagao (quadrados pretos)

e 0 ajuste preliminar dos dados (linha continua) realizado no software do fabricante.
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Figura 7 - Termogramas de ITC da MmImpa complexada com as NLS: A. SV40. B.

PMS2. C. MLH1 (de Barros, Takeda et al. 2018)
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Figura 8 - Termogramas de ITC da MmImpa complexada com as NLS: A. XPG1. B.

XPG2 (Barros, Takeda et al. 2016)
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Figura 9 - Termogramas de ITC da MmImpa complexada com as NLS: A. MLH1-R472K.
B. MLH1-E475A. C. MLH1-R470A (de Oliveira, da Silva et al. 2021)

Esses dados serdo utilizados para comparagao com outras técnicas e como

validacéo do algoritmo de analise que esta sendo desenvolvido.

43 ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

O primeiro ensaio realizado com o fluorimetro foi uma varredura entre
diferentes comprimentos de onda de excitagcéo a fim de certificar-se do comprimento
o6timo de resposta. As curvas estdo desenhadas na figura 10, onde cada cor

representa um comprimento de onda em que a proteina isolada foi exposta.
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Figura 10 - Grafico de emisséo de fluorescéncia em diferentes comprimentos de onda de

excitagdo da MmIimpa a 30 uM.

Como era esperado, a maxima emissao se da quando a proteina € excitada a
280 nm, que é o comprimento de onda maximo de absorgéo do triptofano. Além de
ser o aminoacido com maior rendimento quéntico, o triptofano esta presente na
proteina principalmente nos sitios de ligagdo, o que para o caso do projeto é bem
interessante, uma vez que os experimentos de fluorescéncia serao utilizados para
aferir afinidade entre a MmImpa e diferentes peptideos. Tendo isso em vista, todas
as medidas com ligantes foram realizadas excitando o complexo a 280 nm.

Para a utilizagdo da espectroscopia de fluorescéncia para medidas
quantitativas da afinidade entre proteina e ligante ndo ha um protocolo estabelecido,
no laboratério utiliza-se a técnica, de maneira mais ampla, para a confirmagao
qualitativa da ligagdo. O protocolo escolhido realiza diversas medidas seguido de

injecoes de ligante, as curvas de absorbéancia geradas estdo expressas na figura 11.
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Figura 11 - Curvas da intensidade de absorbéancia por comprimento de onda. Cada cor
representa a MmImpa depois de n inje¢gdes do peptideo da MLH1, sendo o 0 a amostra

isolada e as inje¢des indo de 1 a 20.

As curvas expressas na figura 11 precisam ser normalizadas pela
concentragcao da proteina a cada medida, uma vez que a injecao do ligante acarreta
também uma diluicdo da amostra, evitando assim que essa reducdo no sinal
causada pela diluicdo dé um falso sinal de ligagdo. As curvas normalizadas estao

expressas na figura 12.
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Figura 12 - Curvas da intensidade de absorbancia normalizada por comprimento de onda.
Cada cor representa a MmImpa depois de n inje¢cdes do peptideo da MLH1, sendo 0 0 a

amostra isolada e as inje¢des indo de 1 a 20.

A partir dos dados normalizados e utilizando a diferenga entre os maximos da
curva da amostra isolada e das demais injecdes, obtém-se os pontos do grafico da
figura 13. Os dados devem seguir um comportamento de uma curva sigmdide, uma
vez que a disposi¢cao de fluoréforos € maior no inicio da reagao, onde temos muitos
sitios ndo ocupados, ou seja, uma diferenga muito pequena entre essa medida e a
amostra sem ligante, essa diferenca tende a aumentar com a diminuigdo dos
triptofanos do sitio de ligagdo disponiveis ao solvente. No software Origin é feito o
ajuste da curva com uma fungéo sigmoide de ponto de inflexdo livre, os pontos e a

curva ajustada estado na figura 13.
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Figura 13 - Dados obtidos a partir da diferenga entre os maximos das curvas de injegao de
MLH1 NLS na MmImpa mostradas na figura 12, e a curva vermelha ajustada por uma

funcéo sigmdide.

A informacdo da constante de dissociagcdo pode ser obtida através da
inclinagcao da reta tangente do ponto de inflexao. Os dados de ajuste da curva ja dao
informacdes como o ponto de inflexdo e a adequagdo da equacdo com a curva
minima de 95%. Tragando uma reta tangente ao ponto de inflexdo obtém-se a
declividade da curva, que expressa a constante de afinidade, que é o inverso da
constante de dissociacao (Kd). Esse mesmo procedimento foi realizado em duplicata
para todos os ligantes e as informagdes de Kd estdo expressos na tabela 3 e na

figura 14 para os demais ligantes.

Tabela 3 — Dados de Kd gerados por espectroscopia de fluorescéncia de diferentes

peptideos complexados com a Mmimpa

Peptideo Kd (uM)

MLH1 0,80 + 0,09

PMS2 1,60 + 0,41




SV40 7,98 £ 0,92
XPG1 2,30+ 1,17
XPG2 5,40 £ 0,02
MLH1-R472K 1,10 £ 0,41
MLH1-E475A 2,97 £0,70
MLH1-R470A 3,40 + 0,56
MLH1-S467A 0,30 £ 0,09
FEN1 4,20 £ 1,20
Aun Bn:»

2 £

.....
P
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Figura 14 — Dados obtidos a partir da diferenga entre os maximos das curvas de injegédo € a
curva vermelha ajustada por uma fungéo sigmoéide da MmImpa com os ligantes. A. PMS2.

B. SV40. C. XPG1. D. XPG2. E. MLH1-R472K. F. MLH1-E475A. G. MLH1-R470A. H.

MLH1-S467A. I. FEN1.
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4 4ATERMOFORESE EM MICROESCALA

Os experimentos de MST foram realizados com os seguintes ligantes: XPG1,
SV40, MLH1, MLH1-S467A e FEN1 (figura 15), todos demonstraram afinidade pela
MmImpa. Na tabela 4 consta os valores de constante de dissociagao. Na figura 15 é
possivel observar trés gréaficos, o primeiro grafico sendo o sinal tipico do
experimento MST em cada capilar, onde, inicialmente, as moléculas sao distribuidas
homogeneamente e uma fluorescéncia inicial constante € detectada, apos a ativagéo
do laser infravermelho, observa-se o “T-dJump”, que corresponde a uma rapida
mudanca nas propriedades do fluordéforo devido a rapida mudanga de temperatura,
assim o movimento termoforético das moléculas marcadas com fluorescéncia pode
ser detectado e ap0s a desativagao do laser, ocorre um T-Jump inverso. No segundo
grafico, a mudancga na termoforese € expressa como a mudanga na fluorescéncia
normalizada para produzir uma curva de ligagdo, que pode ser ajustada com uma
curva que fornece a constante de dissociacao. O terceiro grafico expressa o erro de

cada ponto em relagao a curva ajustada.
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Figura 15 — Dados de MST gerados com a MmImpa complexada aos ligantes. A.
MLH1. B. MLH12. C. SV40. D. XPG12. E. XPG1. F. MLH1-S467A. G. FEN1. °Medida

realizada com a proteina marcada pela cauda de histidina.
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Os  experimentos com os complexos Mmimpa-XPG1NLS e
MmImpa-MLH1NLS também foram realizados com a proteina marcada pela cauda
de histidina. Em ambos os casos, o Kd estimado foi maior que com a proteina

marcada pelas aminas.

Tabela 4 — Dados de Kd gerados por MST de diferentes peptideos complexados com a

MmImpa
Peptideo Kd (pM)
MLH1 3,3+0,8
MLH12 15,0+ 8,0
SV40 1,6+0,8
XPG* 6,0 £2,0
XPG1 0,29 £ 0,07
MLH1-S467A 1,6+0,6
FEN1 0,42 +0,12

@ Medida realizada com a proteina marcada pela cauda de histidina.

4 5TECNICAS DE BIOINFORMATICA PARA O CALCULO DE CONSTANTE DE
AFINIDADE

Os ensaios de docking molecular foram realizados e 20 solugdes foram
geradas. Analisando cada complexo gerado e selecionando primeiramente os com o
ligante antiparalelo em relacdo a proteina, escolheu uma solucdo para cada sitio,
guando houver, com o critério de similaridade com as posicées dos aminoacidos
consenso j4 estudados na literatura. A conformacgdo antiparalela de ligacdo da
MmImpa com a NLS garante a formagédo de contatos favoraveis com os residuos da
proteina conservados, assim, todos os complexos depositados no banco de dados
do PDB tém o ligante antiparalelo a hélice da proteina. O PyRx retorna o valor da
energia de ligacdo do complexo (AG), com esse dado é possivel calcular o Kd,
através da equacao:

AG = RTIn(K,)
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Sendo T a temperatura em Kelvin (298,15 K) e R a constante universal dos
gases (R=1,9872 102 kcal/K.mol).Como o valor de AG obtido pelo software tem
apenas dois algarismos significativos (por exemplo: 6,7 kcal/mol) ha uma faixa de
valores de Kd para cada AG, assim ha uma imprecisao quanto ao valor exato, porém
a unidade de grandeza sempre é preservada. Os valores estédo na tabela 5.

Para certificarmos da estabilidade do peptideo no complexo, uma dinamica
molecular de 50 ns foi realizada com o programa GROMACS. O RMSD do peptideo
ao longo do tempo foi esbogado em um grafico como ilustrado na figura 16. Para
todos os peptideos testados o RMSD teve variagbes menores que 1 nm, o que

reafirma a estabilidade da ligagao.

RMSD
MLHI-R470A NLS major site
1 \ T T \ ‘

RMSD (nm)
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| |
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Figura 16 - Grafico de RMSD do peptideo da MLH1 ligado no sitio principal da MmImpa
gerado por simulagdo no GROMACS.

4.6 ANALISE COMPARATIVA ENTRE AS TECNICAS

A tabela 5 apresenta os valores de constante de dissociagdo dos complexos
obtidos por diferentes técnicas. A figura 17 expressa graficamente as diferengas

entre os valores em relagao ao ITC.
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Tabela 5 - Constantes de dissociagao de diferentes peptideos complexados com a proteina

MmImpa obtidas por diferentes técnicas

ITC Docking Fluorescéncia MST
) AG
Peptideo Kd (uM) (keallmon  Kdl (4M) Kd (uM) Kd (uM)
Sitio Principal 0,10 £ 0,02 -6,5 0,17
MLH1 Sitio secundario 1,5 + 0,20 6,3 0.24 0.8+0,09 33+08
PMS2 203+0.05 6.4 0.20 1,6 £ 0,41 -
Sitio Principal 1,8 £ 0,4 -7,4 3,80
SV40 Sitio secundario 21 + 1,6 71 6.20 7,98 £0,92 16+08
Sitio Principal 0,5 # 0,01 6.8 0.10
XPGT Sitio secundario 3,4 + 0,7 6,2 0.29 231,17 029+0,07
Sitio Principal 1,0 £ 0,02 6.1 0.38
XPG2 Sitio secundério - 7.1 6.24 14£0,02 -
MLH1-R472K 22+041 6,5 017 112041 )
Sitio Principal 0,69 £ 0,07 -7,2 5,27
MLH1-R475A Sitio secundario 3,76 + 2,97 £0,70 -
oo 71 6.24
Sitio Principal 7,7 + 0,54 -6,6 0,15
MLH1-R470A Sitio secuonggrlo 3,54 + 6.4 0,20 3,4 +£0,56 -
Sitio Principal 0,04 £ 0,01 72 5 27
MLH1-S467A |  Sitio secundario 0,97 + 0.3 +0,09 16+06
004 6,8 0.10
FEN1 3 79 1.62 4212 042+ 012
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Figura 17 — A. Grafico de dispersao entre os valores de Kd obtidos via espectroscopia de
fluorescéncia e ITC. B. Grafico de dispersao entre os valores de Kd obtidos via MST e ITC.
C. Grafico de dispersao entre os valores de Kd obtidos via docagem molecular (PyRx) e ITC.
D. Boxplot de distribuicdo das porcentagens de variagdo entre os valores obtidos em cada
técnica e o ITC, variagbes acima de 1000% entre PyRx e ITC foram considerados outliers e

desconsiderados na construgéo grafica.

Diversos autores ja relataram a importancia da escolha correta para a melhor
técnica de medicdo de afinidade, considerando as vantagens e limitagbes
particulares, principalmente pelo avango no desenvolvimento de farmacos com alvos
proteicos especificos (Watzig, Oltmann-Norden et al. 2015; Kairys, Baranauskiene et
al. 2019). Porém, estudos que abrangem diversas combinagdes de interacdes entre
macromoléculas se deparam com o desafio de ndo encaixar todos os ensaios
necessarios em uma Uunica técnica, entdo a comparagao entre diferentes

ferramentas se faz necessaria. Nessa comparacéao, nota-se que apesar das técnicas
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utilizarem diferentes principios fisicos, ndo houve variagdes na unidade de grandeza
das afinidades mensuradas com a proteina estudada. Os valores obtidos por
docking molecular sao os unicos dados nesse estudo que nao experimentais e sim
tedricos, assim, na maioria dos casos, esse valor de afinidade é superestimado
(Figura 17 C) uma vez que n&o considera fatores como concentragdo e agregacao
da amostra. Considerando os valores de ITC como referéncia para a analise
comparativa (Figura 17 D), podemos observar que todas as técnicas estimaram
valores proximos para a constante de afinidade. Como a fluorescéncia e a
termoforese em microescala (MST) n&o diferenciam as constantes para cada sitio de
ligacdo, nos casos de estequiometria de dois ligantes para uma proteina, o valor
encontrado representa a afinidade média de ambos os sitios. Nota-se, porém, uma

maior semelhanga entre os dados de ITC e fluorescéncia (Figura 17 A e D).

4.7 DESENVOLVIMENTO DE UM ALGORITMO PARA ANALISE DE DADOS DE ITC

Para o desenvolvimento do algoritmo de analise dos dados de ITC
(calorimetria por titulagcdo isotérmica), o primeiro passo foi desenhar o grafico de
pontos a partir da conversdo do arquivo .csv gerado pelo Add-on do software Origin
em um dataframe, e desenhado através de um pacote de grafico do R (ggplot2),
também é possivel construir o grafico de calor das inje¢des. Pela sintaxe do R os
comentarios sdo seguidos do simbolo #, ou seja, tudo apds esse simbolo na linha
nao sera executado. O cédigo para a execugao dos graficos, bem como o grafico
gerado sdo mostrados abaixo e na figura 18, respectivamente. Para que os graficos

figuem em uma mesma pagina, foram utilizados os comandos de grid.



51

#Pacote para construgio de graficos
library(geplot2)
requirel gridExtra)

#dataframes carregados: itc_grafl e itc_graf2

#Remover o primeiro dado de injecio
ite graf? <- itc graf2[2:210,]

#Grafico 1

plotl =- ggplot{itec_grafl, aes(x = .1,y =..2))
geom_line() 4
labs(x = "Time (min)', v = 'dQ/dt (ucal/sec)')

#Grafico 2

plot2 <= ggplot{itc_graf2, aes(x = XMt)) +
geom_point{aes(y = NDH)) +
geom_line(aes(y = Fit), color = "red") +
labs(x = Molar Ratio’, v = "0 (cal/mol of injectant)')y

#Organizar a exibigio dos graficos
grid.arrange(plot], plot2, neol = 2)

Titulagdo Isoterma de ligagdo

dQ/dt (ucalisec)
Q (cal/mol of injectant)

' ' ' '
3000 4000 5000 1

_-ﬁme (mmi‘ Molar Ratio :

Figura 18 - Graficos de ITC gerados no R

Para o ajuste das curvas e o correto processamento de cada tipo de isoterma
de ligagao, € recomendavel seguir os seguintes passos: enumerar todos os estados
de cada composto presente na titulagdo e construir o polinémio de ligagao; calcular

as concentragdes das macromoléculas e dos ligantes na célula de reagao, durante a
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titulagdo; solucionar as equagdes de ligagédo, baseadas em polinbmios de ligagao,
que sdo modelos capazes de identificar todas as espécies presentes no decorrer da
titulacdo, e calcular as concentragcdes de todos complexos apds cada injecgao;
calculo do calor normalizado pela concentragédo da espécie titulante em cada injegcao
da titulagéo; estimar os parametros termodinamicos da ligagao através de analise de

regressao nao linear. Para isso os seguintes valores de entrada foram necessarios:

v/ Mt: Concentragao da célula de amostra

v/ Lt: Concentragdo da seringa de amostra

v/ Vo: Volume da célula de reacao

v’ Vi: Volume das injecbes

v’ Ni: nUmero de injecdes

v Lz: Concentracao de ligante na célula

O usuario ndo necessita mais inserir os dados de execug¢do do experimento
manualmente, apenas um aviso € gerado para conferéncia das informagdes
extraidas do arquivo de texto com os dados

A equacgao de diluicdo da amostra na célula de amostra e depdsito de ligante
a cada injecéo e a isoterma de Wiseman ja foram desenhados no R como mostradas

na caixa de codigo abaixo.

for{iin 1:mi){

Li=- Le®{ Lz Vi*(i-1 )0 VoH(i*Vi)) #Concentracio do ligante na célula a cada injegio
print(Li)

Mi=-Me*(Vo+ViF(i- 1) Vot Vi*l) #Concentracio de proteina na célula
print{Mi)
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#lsoterma de Wiseman

#Concentracio da célula de amostra (usudario dependente)

Mt=-0.03

#Concentracio da seringa de amostra (usuario dependente)
Lt=-0.3

#Volume da célula de reacio (usuario dependente)
Vo=-200

#Para cada linha de dados eu tenho um conjunto de pontos (Dh & o delta H)
Dh<-ilc_grafl250H

#Ouantidade de calor devido a formagdo do complexo (Qn):
Or=-Vo DM ka* MO+ LUMO=sqeed{ 140 ka* MOA(LyMO ) 2-(4* Ly M) 2)

Os valores de saida sao: estequiometria, delta H e as constantes de dissociagao.

As constantes de dissociacdo de alguns ligantes sdo mostrados na tabela 6. Para

validacdo do modelo foi analisado a variagao percentual entre o dado do algoritmo e

do software do fabricante, considerando o valor sem os erros associados, e a

maioria dos dados teve variagao inferior a 10%.

Tabela 6 - Constantes de dissociagcado calculadas pelo software do fabricante e pelo

algoritmo
Software do fabricante Algoritmo desenvolvido Diferenca
Peptideo Kd (uM) Kd (uM) (%)
Sitio Principal 0,10 + 0,02 0,098 + 0,002 2,0
MLH1 Sitio secundario 1,5 £ 0,20 1,398 + 0,121 6,8
PMS2 2,03 £ 0,05 2,032 £ 0,038 -0,1
SV40 Sitio Principal 1,8 £ 0,4 1,675 £ 0,431 6,9
Sitio secundario 21 + 1,6 18,124 £ 0,870 13,7
Sitio Principal 0,5 + 0,01 0,531 +£ 0,087 -6,2
XPG1 Sitio secundario 3,4 + 0,7 3,217 £ 0,464 54
XPG2 1,0 £ 0,02 0,986 + 0,008 1,4
MLH1|;R472 2,2 +0,41 2,192 + 0,764 0,4
MLH1-R475  Sitio Principal 0,69 + 0,07 0,732 + 0,009 -6,1
A Sitio secundario 3,76 £ 0,04 3,987 + 0,054 -6,0
MLH1-R470 Sitio Principal 7,7 £ 0,54 7,546 + 0,003 2,0
A Sitio secundario 3,54 + 0,39 3,688 + 0,490 -4,2
MLH1-S467  Sitio Principal 0,04 + 0,01 0,052 + 0,002 - 30,0
A Sitio secundario 0,97 + 0,04 1,003 + 0,087 -3,4
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A implementacdo do algoritmo permitira uma maior exatiddo e menor
dependéncia do usuario na analise de dados calorimétricos de casos com mais de
um sitio de ligagdo e/ou cooperagao entre interagdes, trazendo assim uma menor

complexidade na obtenc&o de dados confiaveis e com ajustes satisfatorios.

5 CONCLUSAO

As trés técnicas experimentais e a computacional escolhidas, apesar de bem
distintas, obtiveram valores de constante de dissociagcdo com a mesma ordem de
grandeza para a interagédo entre a Impa e as NLSs, o que reforga a tese inicial de
que esses valores podem ser cuidadosamente comparados. Nessa comparagao,
nota-se que apesar das técnicas utilizarem diferentes principios fisicos, ndo houve
variagbes na unidade de grandeza das afinidades mensuradas com a proteina
estudada. Os valores obtidos por docking molecular sao superestimados. Como as
outras técnicas experimentais nao diferenciam as constantes para cada sitio de
ligagao, o valor encontrado representa uma afinidade média de ambos os sitios.

Os dados apresentados neste trabalho podem ser muito importantes para a
comparagao entre diferentes técnicas obtidas com um determinado sistema de
proteinas. A literatura mostra (Salvador, Pinto et al. 2023) que por dificuldades
experimentais inerentes a cada técnica (por exemplo a dificuldade de pareamento
das condi¢des de tampéao e pH (mismatching) entre proteina e ligante para ITC), ndo
€ possivel fazer a triagem de ligantes com a mesma técnica. Similarmente,
resultados de interagdo obtidos por diferentes autores com diferentes técnicas, tem
sua comparacgao colocada em duvida. Neste trabalho, pela primeira vez, este tema é
abordado de maneira sistematica com quatro técnicas diferentes.

O algoritmo se mostra promissor, afinal os dados calculados estdo bem
satisfatorios e proximos dos dados previamente calculados pelo software do
fabricante, o que trara um avancgo para a facilitacdo da analise de dados complexos
e permitira uma maior exatiddo com menor dependéncia do usuario.

A calorimetria por titulagao isotérmica é considerada por muitos autores uma
das técnicas mais robustas para estudar afinidade entre duas moléculas, pois
permite obter a constante de afinidade em mais de um sitio de interacdo, mesmo

com interagcdes diferentes, bem como dados que incluem estequiometria, entalpia,



55

entropia e energia livre de Gibbs. Porém, diversos usuarios relatam que o
processamento de dados usando esta técnica pode ser complexo, principalmente no
caso de multiplos sitios de interagao. No presente trabalho foi desenvolvido um novo
algoritmo que tenta melhorar a interface e os resultados obtidos por um usuario
regular, permitindo obter dados mais exatos e wuma melhor interface
usuario-software. Desta forma, o uso da técnica pode se tornar bem mais corriqueiro
na busca de novos farmacos, por exemplo, em empresas de biotecnologia, onde o

tempo pode ser bem escasso na busca por um numero grande de compostos.
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