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Resumo

Os sistemas de importacao nuclear sdo responsaveis pelo intercimbio entre o citoplasma
e o nuicleo da célula, permitindo que proteinas com func¢ao nuclear migrem através da
membrana que separa essas duas regides. A via de importacdo mais estudada é a via
classica de importagao nuclear mediada pela Importina-a (Impa). A Impa é uma proteina
solenéide, composta por repeticoes em tandem do motivo Armadillo (ARM) que formam
uma estrutura longa e contorcida, com pequenos arcaboucos ao longo do eixo da proteina.
As sequéncias de localiza¢ao nuclear classicas (cNLSs) presentes nas proteinas-alvo de
importagao sado compostas por residuos carregados positivamente e estabelecem pontes
salinas, ligacoes de hidrogénio e contatos hidrofobicos com esses arcaboucos da Impa. Esse
reconhecimento pode ocorrer em um ou em dois sitios da Impa, caracterizando a cNLS
como monopartida ou bipartida, respectivamente. A maioria das informagoes estruturais
do complexo ¢cNLS-Impa provém de dados de cristalografia e pouco se sabe sobre a
dindmica conformacional deste sistema. Uma abordagem para tratar da dindmica de um
sistema ¢é o uso de técnicas de simulacao de biomoléculas, tais como dinamica molecular
e analise de modos normais. Com base nessas técnicas de simulacao, o presente estudo
teve como objetivo compreender os mecanismos de interagao e dindmica conformacional
envolvidos no reconhecimento de cNLSs pela Impa. Particularmente, este trabalho focou
nas cNLSs das proteinas Nucleoplasmina e Ku70 complexadas com a Impa. O estudo
com a Nucleoplasmina determinou dois movimentos principais da Impa que podem estar
associados na fung¢ao de reconhecimento de ¢NLSs: dobramento e tor¢gao. Os movimentos
de dobramento podem estar envolvidos na entrada da cNLS e na acomodacao da proteina
que a contém, dependendo do seu tamanho, enquanto que os movimentos de tor¢ao podem
estar envolvidos no reconhecimento da cNLS e na sua acomodagao aos sitios de ligacao da
Impa. Além disso, residuos correspondentes a regiao linker, situada entre os grupos de
residuos bésicos da ¢cNLS bipartida, também podem auxiliar no ajuste da ¢cNLS na Impa.
Por fim, o estudo com a Ku70 verificou, com base na analise de contatos e correlagoes na
interface peptideo-proteina e nos perfis geométricos da Impa, que esta nao se ligaria a
Impa como uma c¢NLS bipartida. Em conclusao, os dados aqui obtidos podem auxiliar
no entendimento das afinidades entre as ¢cNLSs ja descritas, como também na andlise de

outras potenciais cNLSs.

Palavras-chave: importacao nuclear. importina-a. sequéncia de localizacao nuclear. di-

namica molecular. modos normais.



Abstract

Nuclear import systems are responsible for the exchange between the cytoplasm and
the nucleus of a cell, allowing nuclear proteins to migrate through the membrane that
separates these two regions. The most studied import pathway is the classical nuclear
import mediated by Importin-a (Impa). Impa is a solenoid protein consisting of tandem
repeats of the Armadillo (ARM) motif, forming an extended and twisted structure with
small grooves along the protein axis. The classical nuclear localization sequences (cNLSs)
of cargo proteins are composed of positively charged residues and establish salt bridges,
hydrogen bonds and hydrophobic contacts with the grooves of Impa. Such recognition
can occur at one or two sites of Impa, thus characterizing the cNLS as monopartite or
bipartite, respectively. Most structural information of the cNLS-Impa complex is from
crystallographic data and little is known about the conformational dynamics of this
system. One approach to address the dynamics of a system is the use of biomolecular
simulation techniques such as molecular dynamics and normal modes analysis. Based
on these techniques, this study aimed to understand the mechanisms of interaction and
conformational dynamics involved in the recognition of ¢cNLSs by Impa. In particular, this
work focused on the ¢cNLSs of Nucleoplasmin and Ku70 proteins complexed with Impca.
The study of Nucleoplasmin determined two main motions of Impa that may be associated
to the cNLS recognition: bending and twisting. The bending motion may be involved in
the cNLS entrance and the accommodation of cargo protein depending on its size, whereas
the twisting motions may be involved in the ¢cNLS recognition and accommodation into
the binding sites of Impa. Furthermore, the residues corresponding to the linker region,
situated between the groups of basic residues from the bipartite cNLS, may also assist
in setting the cNLS into Impa. Finally, the study of Ku70 verified, based on the contact
and correlation analyses of the peptide-protein interface and the geometric profiling of
Impa, that its peptide would not bind to Impa as a bipartite cNLS. In conclusion, the
data obtained here may help in understanding the affinities between the cNLSs already

described, as well as the analysis of other potential cNLSs.

Keywords: nuclear import. importin-a. nuclear localization sequence. molecular dynamics.

normal modes.
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1 Introducao

1.1 Transporte nicleo-citoplasma

Um dos principais passos evolutivos que ocorreram no nivel celular foi a aquisi¢ao
de compartimentos internos, delimitados por membranas lipidicas. Internalizacao da mem-
brana e a formagao de organelas forneceram uma grande vantagem evolutiva pela realizacao
simultanea de diferentes fungoes dentro destes compartimentos distintos, permitindo que
as células aumentassem a sua robustez e complexidade (FLOCH; PALANCADE; DOYE,
2013).

O nicleo celular ¢ a organela que distingue células eucaridticas de procaridticas e o
seu limite, a membrana nuclear, permite que as células eucaridticas regulem espacial e
temporalmente as distintas fases de expressao do genoma (transcrigio do mRNA, maturacao
e tradugao), pois ela se torna uma barreira importante para proteinas e RNA, j& que ambos
precisam ser transportados de forma regulada (FLOCH; PALANCADE; DOYE, 2013).
Além da transferéncia de grandes quantidades de proteinas nucleares constitutivas, tais
como as histonas, alteragoes na expressao génica em geral requerem a entrada controlada
no nucleo de moléculas de sinalizagdo (STEWART, 2007). No entanto, o contetido nuclear
nao é totalmente isolado a partir do citoplasma, gracas a um sistema chamado complexo
poro nuclear (NPC). Macromoléculas maiores que aproximadamente 40 kilo-Daltons (kDa)
sao transportadas ativamente através do envelope nuclear por meio dos NPCs, utilizando
fatores de transporte soliiveis ou moléculas transportadoras que circulam entre o citoplasma
e o nicleo (GORLICH; KUTAY, 1999; FAHRENKROG; AEBI, 2003; PEMBERTON;
PASCHAL, 2005). Os NPCs sao grandes complexos de macromoléculas que formam
um canal através da membrana nuclear e possibilitam a troca de moléculas de maneira
bidirecional entre o citoplasma e o ntcleo com um diametro de canal limitante variando
de 25 a 30 nanémetros (nm) (FELDHERR; AKIN; COHEN, 2001). NPCs sao construidos
a partir de multiplas copias de aproximadamente 30 diferentes proteinas denominadas

nucleoporinas (ROUT; WENTE, 1994; ROUT et al., 2000; CRONSHAW et al., 2002).

A translocacao de proteinas através de NPCs requer o suporte adicional de proteinas
ou fatores de transporte. Muitas dessas transportadoras pertencem a superfamilia das
p-carioferinas (8-Kap) (ou Importina-g, Impf5). Todos os membros da familia 5-Kap
sao construidos de repetigoes em tandem HEAT (ANDRADE; BORK, 1995), cada um
dos quais contém 40-45 aminodcidos que formam duas a-hélices antiparalelas ligadas
por um loop. Esta estrutura repetitiva aloca as f-Kaps na categoria das proteinas em
solenéide (KOBE; KAJAVA, 2000), que aparece com destaque entre proteinas envolvidas

no transporte nucleocitoplasmatico.
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Um componente-chave adicional das vias de transporte nuclear é a Ran-GTPase. Os
ciclos da Ran entre os estados ligados a GDP e GTP (GORLICH et al., 1996), e o estado do
nucleotideo ligado sdo determinados por proteinas Ran reguladoras, incluindo a Ran-GEF
(Fator de troca da guanosina: induz a Ran-GDP a trocar o GDP por GTP) (BISCHOFF;
PONSTINGL, 1991) e Ran-GAP (Proteina ativadora da GTPase: induz a proteina Ran a
hidrolisar o GTP) (BISCHOFF et al., 1994). O gradiente da Ran-GDP/GTP, gerado por
Ran-GEF e Ran-GAP que estao localizados no ntcleo e no citoplasma, respectivamente,
estabelece a dire¢ao das vias de transporte nucleocitoplasmatico. Como resultado, os
receptores de importacao que se ligam no citoplasma a alguma molécula a ser importada,
podem libera-la no nicleo por meio da ligacao a Ran-GTP, enquanto que os receptores
de exportacao que se ligam no nicleo a alguma molécula a ser exportada, podem se
ligar simultaneamente a Ran-GTP e, posteriormente, podem libera-la no citoplasma
ap6s a hidrélise do GTP (GORLICH et al., 1996; MOROIANU; BLOBEL; RADU, 1996;
REXACH; BLOBEL, 1995).

A localizagao nuclear de uma proteina estd geralmente associada a presenca de
sequéncias de localiza¢ao nuclear (NLS). O primeiro sinal de direcionamento nuclear desco-
berto, e o melhor caracterizado até o momento, é a sequéncia de localizagdo nuclear classica
(cNLS) reconhecida pela proteina Importina-a (Impa) (ou Carioferina-o) (GORLICH et
al., 1995). Impa é também uma proteina do tipo solendide, mas é composta a partir de 10
repeti¢oes ou motivos chamados de Armadillo (ARM) (KOBE, 1999; CONTI; KURIYAN,
2000) (Figura 1). Cada motivo ARM ¢ formado por trés a-hélices (H1, H2 e H3) com uma
rotacdo em seu eixo que confere a molécula uma estrutura alongada e contorcida (CONTI
et al., 1998). A por¢ao concava da Impa é o local de ligagdo da ¢cNLS e apresenta uma
alta conservacao de residuos justamente na interface de contato com a ¢cNLS (MARFORI
et al., 2012) (Figura 1). A Impa também apresenta uma pequena estrutura auto-inibitéria
na regiao N-terminal, que ocupa a regidao de ligacao da cNLS. Esta estrutura é chamada
de dominio de ligagao a Impg (IBB), pois se liga a Impg (WEIS; RYDER; LAMOND,
1996) a fim de liberar o sitio de ligacao a ¢NLS.

Além dos sinais de importacao, algumas proteinas também tém sinais de expor-
tacdo nuclear (NESs) (KUTAY; GUTTINGER, 2005; COOK et al., 2007) e podem ser
transportadas para dentro e fora do niicleo. Os membros da familia f-Kap transportam
proteinas que contém NLS, ligando-se diretamente a ela ou por meio de uma molécula
adaptadora tal como a Impa ou a Snurportina-1 (STEWART, 2007).

1.2 Importacao nuclear mediada por Importina-a

A via de importagao nuclear classica (Figura 2) é a melhor caracterizada destes
ciclos de transporte, e todos os seus componentes foram identificados (GORLICH; KUTAY,
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ARM1
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ARMS

Non-conserved N Conserved

Figura 1 — Estrutura da Impa [adaptado de Christie et al. (2015)]. (A)
Estrutura da Impa de arroz (PDB ID 4BQK) com a-hélices H3 na cor verde.
(B) Estrutura da Impa de camundongo complexada com a ¢NLS da
Nucleoplasmina (PDB ID 3UL1) (mostrado em stick). A Impa esté colorida
com base na conservagao das sequéncias de estruturas de Impa conhecidas
de diferentes espécies (Homo sapiens, Mus musculus, Saccaromyces
cerevisiae, Oryza sativa, Arabidopsis thaliana e Neurospora crassa).

1999; CHOOK; BLOBEL, 2001; FAHRENKROG; AEBI, 2003; PEMBERTON; PASCHAL,
2005). Embora um ntimero consideravel de componentes e interagoes sejam necessarias
para gerar o transporte nuclear, este sistema é menos complexo do que os sistemas que
funcionam em outros processos celulares centrais, tais como sinalizacao, motilidade celular,
ou o transporte de vesicula (STEWART, 2007). Isto, combinado com a disponibilidade
de informagao estrutural sobre a maioria dos componentes e muitos dos seus complexos,
faz com que o ciclo da importacao nuclear de proteinas se torne um sistema atrativo para
desenvolver conceitos que podem servir como paradigmas da funcionalidade em sistemas

bioldgicos mais complexos.

Existem diversas vias de importagao nuclear de proteinas que usam diferentes
carregadores, mas que compartilham muitas caracteristicas comuns e sao baseadas em
uma série de proteinas que atuam em concerto: interacoes proteicas em que as proteinas
transportadas sao reconhecidas no citoplasma, translocadas através das NPCs e liberadas
no niicleo (GORLICH; KUTAY, 1999; CHOOK; BLOBEL, 2001; FAHRENKROG; AEBI,
2003; PEMBERTON; PASCHAL, 2005). Em cada via, as proteinas a serem transportadas
sao reconhecidas por meio de um sinal denominado sequéncia de localizag¢ao nuclear (NLS).
As NLSs foram subdivididas em diversas classes (KOSUGI et al., 2009), podendo inclusive
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ser reconhecidas por componentes de vias diferentes. A via classica de importagdo nuclear,
a qual utiliza Impa e Impf como transportadoras, importa uma ampla variedade de
proteinas e tem sido estudada com mais detalhes. Proteinas com uma NLS classica sao
importadas pela Impg, que se liga a essas proteinas por meio da proteina adaptadora
chamada Impa (GORLICH; KUTAY, 1999; CHOOK; BLOBEL, 2001; FAHRENKROG:;
AEBI, 2003; PEMBERTON; PASCHAL, 2005). Ambas as importinas sao moléculas

alongadas formadas por uma série de sequéncias repetidas em tandem.

De forma simplificada, o ciclo de importacao nuclear pode ser dividido em quatro
etapas: i) montagem no citoplasma do complexo importina e proteina a ser transportada,; ii)
translocagao através das NPCs; iii) desmontagem do complexo no nticleo e iv) reciclagem

do complexo de importacgao (Figura 2).

Citoplasma

Nucleo

o @
&
G_TP

&

Figura 2 — Via classica de importagao nuclear [adaptado de Stewart (2007)].
O complexo de importacao é formado no citoplasma entre proteinas a serem
importadas que apresentam sinais de localizacao nuclear (NLSs), Impa e
Impf. Depois de passar através do complexo poro-nuclear (NPCs), a ligacao
de RanGTP na Impf dissocia esta da Impa. A proteina contendo NLS é
entao deslocada da Impa e esta é transportada para o citoplasma por seu
fator de exportagdao nuclear (i.e. CAS) complexado com RanGTP. No
citoplasma, RanGAP estimula a hidrolise de GTP, liberando as importinas
para um outro ciclo de importagao.

Os estudos de biologia estrutural tem desempenhado um papel importante em

decifrar os eventos moleculares necessarios para a importacao nuclear. A técnica de
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cristalografia de raios-X tem sido utilizada extensivamente para elucidar os detalhes

moleculares da ligagao de ¢cNLSs a Impa.

O primeiro motivo de direcionamento nuclear foi identificado no antigeno-T (TAg)
do virus simio SV40 (SV40TAg). O SV40TAg é composto por uma pequena extensao de
aminoacidos bésicos (126-PKKKRRV-132: os residuos bésicos estdo em negrito) funda-
mentais para a importacao nuclear, ja que substituicoes de residuos neste motivo inibiram
o transporte da proteina (KALDERON et al., 1984a). Posteriormente, outro sinal de
localizagao nuclear foi identificado para a proteina Nucleoplasmina de Xenopus laevis. Esse
sinal compreende dois grupos de residuos basicos separados por uma regiao intermediaria
chamada de linker, composta de 10 a 12 residuos (155-KRPAATKKAGQAKKKK-170:

os residuos bésicos estdo em negrito e a regido linker estd sublinhada) (DINGWALL et al.,

1988). De maneira semelhante ao SV40TAg, substitui¢oes de residuos em qualquer um
destes grupos afetou o transporte nuclear da proteina, sugerindo que ambos os motivos

foram necessarios para o direcionamento nuclear (ROBBINS et al., 1991).

Muitas proteinas com cNLS ja foram identificadas com base na similaridade com
estas duas sequéncias, consequentemente, as cNLSs sao definidas pela presenca de um ou
dois grupos de seqiiéncia ricas em aminodacidos basicos, principalmente, arginina e lisina,
que sao necessarios e suficientes para a importagao nuclear pelo complexo Impa:Impg
(FONTES; TEH; KOBE, 2000). Estes dois grupos sao os sitios de ligagao da ¢cNLS a Impa
e sdo frequentemente denominados de sitio principal (repetigoes ARM 2-4) e secundéario
(repetigoes ARM 6-8). Além disso, as ¢NLS que se ligam aos dois ou a apenas um sitio da
Impa sao denominadas de cNLSs bipartidas (e.g. Nucleoplasmina) e monopartidas (e.g.
SV40TAg), respectivamente (FONTES; TEH; KOBE, 2000).

As andlises estruturais por cristalografia de raios-X demonstraram que as cNLSs
monopartidas ligam-se preferencialmente ao sitio de ligagao principal (CONTI et al.,
1998; FONTES; TEH; KOBE, 2000; YANG et al., 2010). Estes dados também foram
corroborados por um estudo de mutagénese que mostrou que a mutacao em residuos do sitio
principal inibiram a importacao nuclear da ¢cNLS monopartida, no entanto, as mutagoes no
sitio secundério praticamente nao afetaram o processo de importagao (LEUNG et al., 2003).
Por contraste, como ja foi mencionado anteriormente para o estudo da Nucleoplasmina, a
mutacgao em residuos de qualquer um dos sitios de ligagao afetaram substancialmente a
importagao das ¢cNLSs bipartidas (LEUNG et al., 2003; ROBBINS et al., 1991).

Para cada sitio de ligagdo existem residuos em posicoes especificas da ¢cNLS que se
ligam a Impa durante o processo de formacao deste complexo. Na regiao da cNLS que
se liga ao sitio principal da Impa, as cadeias laterais dos residuos nas posi¢oes P2-P5
formam contatos em quatro cavidades principais da proteina, destes, o mais fundamental

¢é o contato em P2 que é representado por uma lisina, cuja cadeia lateral forma uma ponte
salina com a cadeia lateral do 4cido aspartico da Impa (HODEL; CORBETT; HODEL,
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2001; COLLEDGE et al., 1986; FONTES; TEH; KOBE, 2000; FONTES et al., 2003). Para
as demais posigoes (P3-P5), hd também uma preferéncia por residuos com cadeia lateral
bésica, no entanto, este pode nao ser um requerimento critico. Por exemplo, um estudo
mostrou que as cadeias laterais basicas nao sao estritamente necessarias para estas posicoes,
contanto que a afinidade geral da cNLS seja suficiente para estabelecer e manter contatos
minimos com a Impa a fim de manter a ¢cNLS funcional (HODEL; CORBETT; HODEL,
2001). A manutengao desta afinidade pode ocorrer por meio da realizagdo de contatos em
regioes diretamente flanqueadoras do sitio principal, ou entao, da ligacao ao sitio secundario
no caso das ¢cNLSs bipartidas (HODEL; CORBETT; HODEL, 2001). Isto foi mostrado em
um estudo da SV40TAg que teve seu sitio principal mutado e, consequentemente, teve sua
distribuigao nuclear afetada (MAKKERH; DINGWALL; LASKEY, 1996). Neste estudo,
foram adicionados residuos na regiao N-terminal que correspondem aos residuos de ligacao
ao sitio secundario, e esta alteracao foi suficiente para direcionar o acimulo nuclear desta
proteina. As posi¢oes fundamentais de ligacao ao sitio secundario sdo compostas também
por residuos basicos, normalmente, de lisina (P1’) e arginina (P2’), sendo que a cadeia
lateral da arginina forma uma ponte salina com o residuo de acido glutamico da Impa
(FONTES; TEH; KOBE, 2000; MARFORI et al., 2012). Uma comparagao de valores
de energia livre de ligagao entre as posi¢oes de ambos os sitios demonstra que P1’ e P2’
sao semelhantes as posigdes P3 e P5 de ligacao ao sitio principal (HODEL; CORBETT;
HODEL, 2001).

Para as ¢NLS bipartidas, as posicoes P2’ e P2 sao separadas por uma regiao
intermediaria, chamada de linker, de no minimo 10 residuos que possibilita que a cNLS se
ligue simultaneamente nos dois sitios da Impa (LAI et al., 2000). Os dados estruturais
tem mostrado a ocorréncia de algumas interagoes a partir da regiao linker com os residuos
pa R Tmpa Y277 € 1mpaRZ2® de algumas ¢NLSs bipartidas (FONTES; TEH; KOBE, 2000;
FONTES et al., 2003; CONTI; KURIYAN, 2000; CHEN et al., 2005; CUTRESS et al., 2008;
GIESECKE; STEWART, 2010; YANG et al., 2010; BARROS et al., 2012), porém estas
interagoes nao sao conservadas e aparentam ser especificas de algumas cNLSs (MARFORI
et al., 2012).

Com base nos estudos estruturais foi possivel determinar os principais contatos
envolvidos na ligacdo das ¢cNLSs a Impa (um esquema geral para os contatos entre a
Impa e a ¢NLS é mostrado na Figura 3), e assim, propor sequéncias-consenso para
ambos os tipos de cNLSs. As ¢NLSs monopartidas sdo definidas como K(K/R)X(K/R),
enquanto que as bipartidas correspondem a KRX;o s KRRK, KRX;o12K(KR)(KR) e
KRX;0.12K(K/R)X(K/R) (X corresponde a qualquer residuo, residuos de lisina em negrito
indicam a posigao critica em P2 e os motivos KR do sitio secundario estdo sublinhados)

(MARFORI et al., 2011; MARFORI et al., 2012).

Apesar de todo o avanco na elucidacao dos mecanismos de importacgao nuclear para



1. Introdugdo 17

D325 D192

V439 E396  E354 D270 Yﬂzza Y}!i 81

E266 E180
Minor binding site Maijor binding site
Figura 3 — Representacao esquematica de uma NLS monopartida ligada a
Impa nos sitios principal (major binding site) e secundario
(minor binding site) [adaptado de Christie et al. (2015)]. Residuos
de asparagina e triptofano conservados da Impa sdo mostrados em verde e
amarelo, respectivamente. As cadeias principal e lateral da ¢NLS sao

mostradas como linhas pretas e azuis, respectivamente. Linhas tracejadas
indicam interagoes de ponte salina comuns nas cavidades de ligacao P2 e P2’

as vias classicas, questoes importantes ainda permanecem. Os movimentos funcionalmente
importantes que a Impa pode adotar durante o reconhecimento da ¢NLS ainda nao foram
explorados, bem como uma analise sistemética das interagoes na regiao linker a fim de
avaliar a ocupacgao destes contatos durante a sua ligacdo a Impa. A maior parte dos
estudos estruturais com Impa tiveram um enfoque estatico do sistema estudado. Uma
abordagem interessante para tratar questoes dindmicas de um sistema é o uso de técnicas
computacionais envolvendo a simulagao de biomoléculas. Elas permitem analisar a evolugao
de componentes interativos da molécula e acessar comportamentos dinadmicos globais do
sistema, que seriam de alto custo ou de dificeis (até mesmo limitados) procedimentos para

serem obtidos experimentalmente.

1.3 Simulacdo computacional de biomoléculas

1.3.1 Dinamica molecular

Ao longo do ultimo meio século, os avancos em biologia estrutural forneceram

a resolucao atomistica de muitas das moléculas que sdo essenciais a vida, incluindo
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proteinas e acidos nucleicos (DROR et al., 2012). Embora modelos estruturais estaticos
determinados por meio de técnicas como a cristalografia de raios-X sejam extremamente
uteis, as moléculas que estes modelos representam sao, na realidade, altamente dinamicas,
e seus movimentos sdo muitas vezes fundamentais para a sua fungao celular (DROR et al.,
2012).

As proteinas estao envolvidas em processos biolégicos como metabolismo, trans-
missao de sinal, armazenamento de energia, defesa contra invasores e formacao de tecido
muscular. A capacidade para a realizacao dessas funcoes depende das possiveis altera-
¢oes conformacionais da proteina, da dindmica dessas conformacoes e das consequentes
interagoes geradas (HALPERIN et al., 2002). Um completo entendimento da funcao
proteica, portanto, requer uma compreensao tanto do comportamento da dindmica como

das caracteristicas estruturais estaticas da proteina (GIPSON et al., 2012).

Simulacoes computacionais de sistemas biomoleculares tém crescido rapidamente
ao longo das ultimas décadas, simulando desde proteinas muito pequenas no vacuo até
grandes complexos de proteinas na presenga de solvente (KARPLUS; MCCAMMON, 2002;
OROZCO, 2014). Neste contexto, a simula¢do de dindmica molecular é uma ferramenta
computacional amplamente utilizada para simular as propriedades dos liquidos e sélidos
a nivel atomistico em areas de investigacdo, tais como a quimica, termodindmica e
varias outras areas (YANG; WANG; CHEN, 2007). Simula¢oes de dindmica molecular all
atom, empregando mecanica classica, permitiram o estudo de complexos muito grandes de
proteinas, tais como o ribossomo (SOTHISELVAM et al., 2014) e capsideos de virus (SUN et
al., 2013; ZHAO et al., 2013). Métodos hibridos QM /MM (Quantum Mechanics/Molecular
Mechanics) permitiram o estudo da atividade enzimética (SENN; THIEL, 2007) e moléculas
polarizaveis em membranas bioldgicas (BERNARDI; PASCUTTI, 2012).

Métodos computacionais de simulacao biomolecular oferecem uma clara vantagem
no entendimento da flexibilidade da proteina, podendo caracterizar a dindmica deste
sistema. Neste contexto, simulagoes de dindmica molecular modelam as interagoes fisicas
entre atomos resolvendo as equagoes de movimento de Newton, Lagrange ou Langenvin
(ADCOCK; MCCAMMON, 2006). No entanto, a solugdo da dindmica desses sistemas é
complicada (SCHLICK et al., 1999; HENZLER-WILDMAN; KERN, 2007). Simulagoes de
dinamica molecular sao ainda limitadas em dois aspectos: precisao dos campos de forca
e alto custo computacional. Essas limitagoes podem gerar uma amostragem inadequada
dos estados conformacionais, limitando a capacidade de analisar e revelar propriedades
funcionais dos sistemas examinados. Moléculas biolégicas sao conhecidas por terem perfis
rugosos de energia, com muitos minimos locais frequentemente separados por barreiras de
alta energia (ONUCHIC; LUTHEY-SCHULTEN; WOLYNES, 1997), o que pode ocasionar
num aprisionamento em algum estado nao-funcional, de dificil deslocamento pela maioria

dos métodos de simulagoes convencionais. Estudos recentes tém demonstrado que, de fato,
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em simulacoes longas, as proteinas podem ficar “presas” em conformagoes nao relevantes
sem conseguir voltar a conformacao original funcionalmente relevante (BERGONZO
et al., 2013; MARSILI et al., 2010). Na tentativa de sobrepor essas limitagoes, varios
métodos tém sido desenvolvidos para esta finalidade, como dindmica molecular com
troca de réplica (replica-exchange molecular dynamics) (REMD) (SUGITA; OKAMOTO,
1999; GARCIA; SANBONMATSU, 2001), metadindmica (LAIO; PARRINELLO, 2002;
BARDUCCI; BUSSI; PARRINELLO, 2008) e simulagao por termalizagio generalizada
(generalized simulated annealing) (TSALLIS; STARIOLO, 1996). Outra alternativa para
expandir a exploracao conformacional de proteinas tem sido a aplicacao do método analitico
de modos normais de vibracao. Independentemente dos métodos aplicados, todos estao
associados a vantagens e desvantagens para a simulagao efetiva de sistemas biolégicos e
a escolha adequada de qual método utilizar esta atrelada a particularidade e ao tipo de

informacao que se deseja obter a partir de cada sistema bioldgico de interesse.

1.3.2 Andlise de modos normais

Nas tltimas décadas, houve um grande aumento no niimero de estudos baseados na
analise de componentes principais de estruturas biomoleculares (JOLLIFFE, 2002). Estes
estudos tém se mostrado 1til em desvendar os modos coletivos, e em particular aqueles
modos de baixa frequéncia, que fundamentam a dinamica em equilibrio de proteinas
(KITAO; GO, 1999). Anélise de modos normais de estruturas em equilibrio (BAHAR,;
RADER, 2005; CUI; BAHAR, 2010), andlise da dindmica essencial de matrizes de covari-
dncia obtidas de simulagoes de dindmica molecular (AMADEI; LINSSEN; BERENDSEN;,
1994) e decomposigao em valores singulares de trajetérias de dindAmica molecular ou Monte
Carlo (BAHAR et al., 1997; GARCIA; HARMAN, 1996; ROMO et al., 1995), todos estes

compoem a categoria de métodos baseados em analise de componentes principais.

Analise de modo normal é uma ferramenta poderosa para predizer os possiveis
movimentos de uma determinada macromolécula. Modos normais de vibracao sao oscilagoes
harmonicas simples a partir de um minimo local de energia, caracteristico de um sistema
de estrutura R e sua funcio de energia V(R) (CUL; BAHAR, 2010). Para uma funcio
V(I%) puramente harmonica, qualquer movimento pode ser exatamente expresso como
uma combinacio de modos normais (CUL; BAHAR, 2010). Para uma funcio V(R) néo-
harmonica, o potencial préximo ao ponto de minimo de energia ainda pode ser aproximado
apropriadamente por um potencial harmoénico e qualquer movimento de pequena amplitude

ainda pode ser bem descrito por uma soma de modos normais (CUI; BAHAR, 2010).

Uma aplicagdo importante dos modos normais é a identificagdo de potenciais
mudangas de conformacdo, por exemplo, de enzimas apés a associagao do ligante (TAMA
et al., 2000; TAMA; SANEJOUAND, 2001; DELARUE; SANEJOUAND, 2002). O método

também tem sido utilizado recentemente no estudo da abertura dos canais de membrana
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(VALADIE et al., 2003), na andlise de movimentos estruturais do ribossomo (TAMA et
al., 2003), na maturagao do capsideo de virus (KIM; JERNIGAN; CHIRIKJIAN, 2003)

e na andlise de movimentos de dominio em grandes proteinas em geral (HINSEN, 1998;
HINSEN; THOMAS; FIELD, 1999).

Analise de modos normais é mais frequentemente usada na tentativa de prever que
tipo de mudancga conformacional uma proteina sofre, a fim de cumprir a sua funcao, por
meio da analise de seus modos de menor frequéncia e, consequentemente, maior amplitude.
Normalmente, 50% dos movimentos observados na proteina podem ser descritos com
precisdo apenas por um ou dois modos de baixa frequéncia (SUHRE; SANEJOUAND,
2004).

Célculos de modos normais de moléculas de interesse biologico foram introduzidos
varios anos apods a primeira simulagao de dindmica molecular (CUIL; BAHAR, 2010). E
reconhecido que os modos normais tém varios atributos importantes, que os tornam de
interesse como um complemento para simulagoes de dindmica molecular. A principal
desvantagem dos modos normais é justamente a sua aproximacao do potencial total por
uma fung¢do harmonica em torno de uma estrutura de minima energia (CUIL; BAHAR,
2010). Apesar de ser uma aproximagao harménica, hé vantagens importantes que a tornam
uma técnica que vem sendo utilizada em estudos de dindmica de macromoléculas: (a) ao
contrario de simulagoes de dinamica molecular, os resultados sao essencialmente precisos
e sem erros estatisticos, (b) é necessaria apenas a diagonalizagdo de uma matriz, (c)
a quantificacdo, que é de particular importancia para os calculos de calor e calculos
especificos de entropia, pode ser introduzida de uma forma simples, e (d) o fornecimento
de informagoes sobre as alteragoes de conformacao ¢ muitas vezes mais facil de visualizar
do que simulagoes de dinamica molecular, principalmente por proporcionar a observacao
de movimentos de maior amplitude (CUI; BAHAR, 2010).

Diferentes exemplos demonstram movimentos de transicdo funcionalmente impor-
tantes, frequentemente seguindo as trajetérias de um ou mais modos normais (MA, 2005).
Uma conclusao importante nestes estudos é que as estruturas das proteinas evoluiram
de uma maneira em que as flexibilidades estruturais intrinsecas, observadas nos modos

normais, facilitam a ocorréncia de variagoes conformacionais funcionalmente importantes.

A combinagao do célculo de modos normais com simulac¢oes de dindmica molecular
curtas tem favorecido a maior exploracao conformacional atrelada a um refinamento das
estruturas geradas. Recentemente, foi desenvolvido um protocolo de dinamica molecular
com modos normais excitados (COSTA et al., 2015), em que é possivel explorar os perfis

de energia livre de mudancas conformacionais amplas.
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5 Consideracoes finais

A abordagem utilizada nesta tese combinando Dindmica Molecular e Analise de
Modos Normais se mostrou uma boa estratégia para compreender tanto a dindmica como

as interagoes do nosso sistema estudado.

As andlises do complexo Nucleoplasmina-Impa nos mostrou os possiveis movimentos
apresentados durante o reconhecimento do peptideo NLS. Apesar do nosso estudo enfatizar
NLSs classicas bipartidas, os resultados obtidos principalmente com os movimentos de alta
amplitude da Impa podem também estar presentes e serem igualmente importantes para
outras NLSs, incluindo NLSs classicas monopartidas e NLSs nao cléssicas. Fica cada vez
mais claro que as proteinas de formato solenéide normalmente apresentam alta flexibilidade,
e essa caracteristica parece ser funcionalmente importante por gerar plasticidade de ligacao,

possibilitando o reconhecimento de proteinas com tamanhos e formatos distintos.

Além disso, com os dados que geramos, novas andlises podem ser realizadas, em
especial, para entender melhor o papel da regiao linker. Uma abordagem interessante
seria a realizacao de mutagoes ou delecoes em sequéncias NLS e a posterior avaliacdo dos
seus efeitos nas interagoes com a Impa. Uma andlise semelhante que estamos realizando
é com relagao ao nosso estudo com a NLS da proteina Ku70. Apesar do nosso objetivo
principal ser a caracterizagdo da Ku70NLS como monopartida ou bipartida, estamos
tentando avaliar um modelo de NLS com um possivel linker de tamanho reduzido ao que
a literatura afirma como tamanho minimo. Portanto, esses resultados poderao nos fornecer
dados importantes para a atualizagdo da definicao de NLS classicas, e nos servir de base

para outras NLSs ainda nao estudadas.

Por fim, para complementar e compreender melhor os nossos dados de simulacao
para a Ku70, pretendemos realizar experimentos de Calorimetria de Titulacao Isotérmica
(ITC). A técnica de ITC é uma técnica biofisica que avalia interagoes bioquimicas entre
moléculas em virtude de calor absorvido ou gerado por essa interacdao. Essa medida
de calor permite uma determinagao acurada de constantes de ligagdo (Kj), reagoes de
estequiometria (n), entalpia (AH) e entropia (AS). Dessa maneira, é obtido um perfil
termodinamico da interacao molecular em um tnico experimento. Por ser uma técnica que
vai além das afinidades de ligacao e possibilita a elucidagao do mecanismo de interacao
molecular, como o ntimero de sitios de ligagao, a ITC é uma boa escolha para validagao
experimental das interagoes macromoleculares. Assim, poderemos complementar os nossos

dados de simulacao computacional referente a ligacao entre Ku70NLS e Impa.
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