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RESUMO

A comunicacdo entre o ndcleo celular e o citoplasma acontece por mecanismos de transporte que
permitem a passagem de moléculas por poros presentes no envoltério nuclear. Dentre as vias de
transporte entre o nucleo e o citoplasma celular conhecidas, a chamada Via Classica de Importagédo
Nuclear € a mais bem caracterizada. Nessa via, a proteina Importina-a (Impa) se liga as proteinas
que serdo transportadas ao nucleo a partir do reconhecimento de sequéncias de localizacéo nuclear
(NLS). A estrutura da proteina Impa ja foi elucidada e caracterizada em alguns organismos.
Atualmente estas proteinas sao classificadas em trés subfamilias: al, a2 e a3. As diferengas entre
as proteinas Impa de cada familia evidenciam as especificidades destas no reconhecimento de
NLSs, dependendo do organismo e funcéo que exercem. Ou seja, uma mesma regido da proteina
pode apresentar variagdes na afinidade e no modo de ligagdo quando interage com Impa de
familias distintas. A leishmaniose é uma doenca presente em diversas regides do Brasil e no mundo.
Novos casos da doenca vém aumentando progressivamente e por isso a Organizacao Mundial da
Saude (OMS) tem incentivado a busca de novos alvos para desenvolver drogas que eliminem
eficazmente o parasita. Estudos prévios realizados por nosso grupo e outros mostraram que
algumas proteinas sdo encontradas exclusivamente em parasitas da familia Trypanosomatidae,
como por exemplo a proteina Rbp38, que esta envolvida em diversas atividades no nucleo celular.
Desta maneira, 0 estudo do mecanismo de importacdo nuclear desta familia de parasitas pode
representar um importante alvo na busca por novos alvos moleculares no combate a leishmaniose.
Assim, este trabalho teve como objetivo avancar no entendimento do transporte de proteinas de
leishmania para o interior do nucleo celular. Para tanto, produzimos Impa recombinantes de
Leishmania major (LmImpa), Mus musculus (MmImpa) e Homo sapiens (HsImpa) para obter
informacfes comparativas através de técnicas biofisicas. Utilizamos também técnicas
bioinforméticas para obter informacfes sobre um possivel modelo do complexo formado da

LmImpo com a NLS da proteina Rbp38.

Palavras-chaves: Importina-alfa, Cromatografia de proteinas, proteina recombinante, Leishmania

major, Peptideo NLS.



ABSTRACT

Among the transport pathways, that enable the transport of macromolecules in or out the nucleus
through the recognition of specific signaling sequences, the Classical Import Nuclear Pathway is
the best characterized. In this way, the Importin-o. (Impa) protein acts on the identification of
proteins to be transported to the nucleus by the recognition of nuclear localization sequences (NLS).
The structure of the Impa. protein has already been elucidated and characterized in some organisms
and is classified into three subfamilies: al, a2 and a3. The differences between the Impa proteins
of each family show the specificities of these proteins in the recognition of NLSs, depending on
the organism and function they carry out. The same peptide may exhibit variations in affinity and
binding when interacting with Impa from different families. Leishmaniasis is a disease present in
several regions of Brazil and the world. New cases of the disease have been increasing, so the
World Health Organization (WHO) has encouraged researches in order to promote new
mechanisms for the development of drugs and methodologies against the parasite. Previous studies
performed by our group and others showed that some proteins are found exclusively in
Trypanosomatidae family, for instance, the Rpb38, who is involved in many cellular nucleus
activities. This way, the study of nuclear importation mechanism of this parasite family can
represent a major target to find new molecular targets in the combat to the leishmaniasis. This
work had the purpose to advance the understanding of the protein transportation of leishmania to
the nucleus. For this purpose, we produced Impo from Leishmania major (LmImpa), Mus
musculus (MmImpa) and Homo sapiens (Hslmpa), all recombinant to obtain comparative
information through biophysical techniques and through bioinformatics techniques, information

about a possible model of the complex formed from LmImpao with the Rbp38 protein NLS.

Keywords: Importin-alpha, Protein chromatography, recombinant protein, Leishmania major,
NLS peptide.
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1. INTRODUCAO

O estudo celular implica na analise microscépica das atividades bioquimicas da estrutura,
observando as funces proteicas na célula. Proteinas sdo elementos que constituem a maior parte
da massa celular seca. S&o essenciais para a maioria das fungdes celulares e fornecem forma e
sustentacdo a célula (ALBERTS et al., 2010). A comunicacdo que existe entre o ndcleo e o
citoplasma é intrinseca para a regulacdo da atividade celular. A transcricdo do RNA e a replicacao
do DNA s&o processos isolados em relagdo a sintese proteica e reagcdo metabdlica, pelo envoltoério
celular (COOK et al., 2007). Essa interacdo, que deve ocorrer entre essas duas regides celulares,
possui 0 envoltdrio nuclear como obstaculo fisico a ser superado, isto demanda uma via eficiente

de comunicagdo e transporte de macromoléculas entre cada interface (LANGE et al., 2007).

1.1 Transporte Intracelular de Macromoléculas

As células eucariontes sdo compostas por um nucleo e um citoplasma, que se comunicam
através do transporte celular que ocorre através do Complexo Poro Nuclear (NPC), presente na
membrana celular distribuido por todo o Envelope Nuclear (NE). Esse complexo facilita o
transporte bidirecional entre o ndcleo e o citoplasma e a regulagdo do transporte de diversos
receptores, RNA e proteinas sollveis, tendo grande influéncia na regulacéo dos processos celulares

como a expressdo génica e a progressao do ciclo celular (STEWART, 2007).

Para que isso ocorra, 0s mecanismos celulares devem se manter estaveis. As moléculas
devem transitar entre os compartimentos, permitindo processos envolvendo metabolismo de
acidos nucléicos e proteinas. Dessa forma, destacam-se 0s meios de transporte existentes para a
locomocdo de moléculas entre o citoplasma e ndcleo (STEWART, 2007). A composic¢do do
envoltdrio nuclear é a chave para 0 conhecimento de como ocorre a passagem de moléculas por
tal regido. Estruturas grandes, com cerca de 250 MDa, formadas por nucleoporinas, atravessam a

membrana nuclear e compdem 0s NPCs.

Para que ocorra transi¢ao entre citoplasma e nucleo diversas vias estdo presentes para a
passagem de moléculas pelo NPC. Proteinas neutras e pequenas até 20 kDa migram devido a
difusdo passiva (GORLICH; KUTAY, 1999; KEMINER et al., 1999; KNUDSEN et al., 2009;
LANGE et al., 2007). Particulas de 20 a 60 kDa migram com auxilio de nucleoporinas ou sdo

filtradas por nucleoporinas seletivas (GORLICH, 1998). Uma grande parte das macromoléculas



que necessitam transitar para o interior do ndcleo sdo transportadas de acordo com sequéncias de

sinalizacdo especificas que sdo reconhecidas por proteinas transportadoras.

As proteinas transportadoras, denominadas de Carioferinas ou Importinas e as Exportinas
atuam no transporte bidirecional da maioria dos eventos de transportes nucleocitoplasmaticos.
Essas proteinas fazem parte de um processo onde elas reconhecem as sequéncias de localizagdo
nuclear (NLS) e os sinais de exportacdo nuclear (NES). Este processo é denominado de Via
Cléassica de Importacdo Nuclear (CHRISTIE et al., 2016).

1.1.1 Complexo Poro Nuclear

O Complexo Poro Nuclear (NPC) € formado por dois anéis proteicos, presentes do lado
interno e externo da membrana nuclear, e a partir destes é formado o canal central ou o corpo dos
poros presentes no NPC. Ligados aos aneis externos estdo localizados os filamentos
citoplasmaticos e aos internos esta a cesta nuclear, que fazem ligacdo com as proteinas para que

ocorra o transporte de macromoléculas para o interior do nucleo (Fig. 1). (DAVIS, 1995)
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Figura 1. Esquema de dois Complexos de Poros Nucleares (NPCs), onde cada complexo é formado por fibrilas que
se langam para ambos os lados do complexo, onde, na face nuclear, elas convergem formando a cesta nuclear e também

por duas subunidades anelares que por sua vez formam o canal central (ALBERTS et al., 2010).



1.1.2 Importina-f

A Importina-p (Impp) é o responsavel pelo transporte do complexo trimérico Importina-a-
Impp-Proteina cargo através do poro nuclear através da sua interagdo com as nucleoporinas. Ela
apresenta 19 repeticdes HEAT divididos em duas hélices (A e B) antiparalelas entre si unidas por
um loop (CHOOK; BLOBEL, 2001; CONTI; MULLER; STEWART, 2006; STEWART, 2006).
Devido as repeticdes HEAT, sua estrutura possui um alto grau de flexibilidade permitindo que ela
mude sua conformacao dependendo se ela esta na sua forma livre ou complexada (Fig. 2) (CONTI,
MULLER; STEWART, 2006).

(A) ImpB y

Figura 2. Representacdo das conformacdes da Impp de Homo sapiens. (A) Impp (Laranja) com o complexo IBB
(Azul), PDB:1QGK; (B) Impp (Laranja) com o complexo Ran-GTP (Verde), PDB:1IBR (CINGOLANI et al., 1999;
VETTER et al., 1999).

1.1.3 Importina-o

A Importina-a (Impa) apresenta uma regido de ligagdo com a Importina-f (Impp),
denominada dominio IBB (Importing Beta Binding) (KOBE, 1999) e outra regido formada por
repeticbes de hélices-a, denominas repeticdes em armadillo (ARMSs), que permite o
reconhecimento e ligacao de sequéncias de localizagdo nuclear (Nuclear Localization Sequences-
NLS) presentes nas moléculas a serem transportadas (Fig. 3) (DINGWALL; LASKEY, 1991).
Quando ndo hé a presenca da Impp para atuar, formando o complexo de importagdo com a Impa,
0 dominio IBB funciona como auto inibitdrio, ligando-se a regido dos ARMs e impedindo a Impa.
de se ligar as sequéncias NLS. Para que a sequéncia NLS seja reconhecida, a Impp desloca o
dominio auto inibitério IBB e se liga a ele, permitindo que a regido ARMSs fique livre para a

identificacdo da sequéncia NLS especifica para cada molécula.



Figura 3. Representacdo da estrutura de Impa de Mus musculus, PDB:1IAL. Impa é composta por dois terminais (N
e C), o dominio IBB (Azul), e as dez repeti¢des ARMS (Verde claro) (KOBE, 1999).

A estrutura da proteina Impa ja foi elucidada e caracterizada em alguns organismos,
incluindo Mus musculus (KOBE, 1999), Homo sapiens (DIAS et al., 2010), Saccharomyces
cerevisiae (CONTI et al., 1998), Oryza sativa (CHANG et al., 2012), Arabdopsis thaliana
(WIRTHMUELLER et al., 2015) e Neurospora crassa (BERNARDES et al., 2014), esta ultima

elucidada em nosso laboratério.

Essas estruturas apresentam identidade de sequéncia de 41-65% e alto grau de conservagéo
estrutural (CONTI; KURIYAN, 2000; FONTES; TEH; KOBE, 2000). No entanto, algumas
regides dessas estruturas apresentam residuos ndo conservados que podem estar relacionados a
especificidades da proteina em cada organismo, sendo que alguns destes organismos apresentam
mais de uma isoforma da Impa. (PUMROY; CINGOLANI, 2015).

Através da andlise das sequéncias de aminoacidos dessas proteinas, foi possivel classifica-
las em trés subfamilias: al, a2, e a3, sendo que membros de diferentes subfamilias tem cerca de
50% de identidade, enquanto membros da mesma familia apresentam até 80% de identidade
(KOHLER, 1999). As Impo da familia al estio presentes em todos os eucariotos, enquanto as
Impa das familias a2 e a3, sdo encontradas apenas em animais metazoarios (MASON; FLEMING;
GOLDFARB, 2002; MASON; STAGE; GOLDFARB, 2009). As diferengas entre as proteinas de
cada familia evidenciam as especificidades destas no reconhecimento de NLSs, dependendo do
organismo e fungdo que exercem. Além disso, as proteinas das diferentes familias podem
apresentar preferéncias por NLSs especificos (FANG et al., 2001; KOHLER, 1999; MASON;
FLEMING; GOLDFARB, 2002; SEKIMOTO et al., 1997). Um estudo funcional comparativo

entre as proteinas Impa expressas de H. sapiens, Impa2 de X. laevis e Impal de S. cerevisiae,
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mostrou diferencas, entre as proteinas das diferentes familias, na eficiéncia de importacdo de
determinados substratos com NLS, especialmente quando eram oferecidos dois ou mais substratos
a0 mesmo tempo (KOHLER, 1999). Ou seja, um mesmo peptideo NLS pode apresentar variagoes
na afinidade e no modo de ligacdo quando interage com Impa de familias distintas. Tal
caracteristica pode ser empregada na analise, desenvolvimento e manipulagdo de NLSs especificos

que atuam em processos e vias metabdlicas de determinado organismo.

1.1.4 Via Classica de Importacdo Nuclear

A Via Classica de Importagdo Nuclear é a mais bem caracterizada das alternativas de
importacdo de acordo com o reconhecimento de sequéncias de sinalizacdo especifica (Fig. 4)
(LANGE et al., 2007). Este transporte ocorre a partir da formagéo do complexo de importagédo
formado pela Impa, a Impf} e a proteina cargo. Ao se ligar a Impa, a Impf} desloca o dominio auto
inibitério (dominio IBB), formando um heterodimero. Essa conformacdo possibilita o
reconhecimento e ligacdo das sequéncias de localizacbes nucleares classicas (CNLS) na porcéo
concava da Impa (CONTI et al., 1998; FONTES; TEH; KOBE, 2000; STEWART, 2006, 2007).
Apo0s a identificagdo da NLS, a Impp se ancora as fibrilas citosélicas do NPC e por meio de
interacdes ha o transporte do complexo trimérico (Impa-Impp-Proteina cargo) pelos poros. Uma
vez no nucleo, o complexo é dissociado pela interacdo com a RanGTP, causando mudancas
conformacionais que resultam na liberagdo do complexo. Com o dominio auto inibitério da Impa

livre, ele passa a competir com a NLS da proteina importada (LEE et al., 2003).

A interacdo do dominio IBB com a nucleoporina e o receptor de exportagdo CAS-RanGTP,
auxiliam na reciclagem da proteina Impo, deixando o substrato dentro do nucleo e levando a
proteina de volta ao citoplasma, em que ela podera servir para uma nova importacdo, apds sua
dissociacdo mediada pela Ran-GAP (proteina de ativacdo da Ran-GTPase) (LANGE et al., 2007).
A Impp, é reciclada para o citoplasma por meio da formagdo de um complexo Impp-RanGTP, que,
assim como a Impa, se dissocia do seu complexo no citoplasma, por meio da Ran-GAP, ficando

disponivel para um novo ciclo de importacdo (STEWART, 2006).
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Figura 4. Figura simplificada da Importacdo nuclear de proteinas. (1) Montagem do complexo de importagdo Impa-
Impp-Proteina cargo no citoplasma; (11) Liga¢do do complexo com o NPC; (I11) Translocagao através do Poro nuclear;
(1V) Dissociacdo do complexo pela ligacdo da Ran-GTP com a Impp; (V) Impa liga-se ao complexo de exportacao
CAS-Ran-GTP e é exportada para o citoplasma; (V1) Proteina Ran-GAP hidrolisa o complexo liberando a Impa para

0 citoplasma para realizagéo de outro transporte nuclear (Autoria propria, 2021).

1.2 Sequéncia de Localizagéo Nuclear (NLS)

As sequéncias de localizagdo nuclear (NLSs) sdo partes essenciais do mecanismo de
transporte nuclear mediado por Importinas. Na via classica de importagdo nuclear, as proteinas
que apresentam as chamadas NLSs classicas (cNLSs) sdo reconhecidas pela Impa, que funciona
como um adaptador para a ligagdo com a Impp, a qual promove o transporte para o interior do
nucleo. As cNLSs sdo caracterizadas pela presenca de um ou mais grupos de aminoacidos basicos
(KOBE, 1999). As cadeias laterais basicas das cNLSs interagem especificamente com residuos
dos aminoacidos triptofano e asparagina, presentes na porgdo concava da Impa (CONTI et al.,
1998; CONTI; KURIYAN, 2000; FONTES; TEH; KOBE, 2000; STEWART, 2006, 2007) As
cNLSs sdo divididas em dois grupos: as monopartidas, que apresentam um grupo de aminoacidos

6



bésicos e sdo exemplificadas pela cNLS do antigeno T do virus de simio 40 (SV40 NLS;
12PK KKRK V%) (FONTES; TEH; KOBE, 2000), e as bipartidas, exemplificadas pela cNLS da
Nucleoplasmina (** KRPAATKKAGQAKKKK?!"?) (FONTES; TEH; KOBE, 2000) ou da flap-
endonuclease 1 (FEN1 NLS, *!SSAKRKEPEPKGSTKKKAKT?"?) (DE BARROS et al., 2012)
que apresentam dois grupos de aminoécidos basicos. As cNLSs bipartidas ligam-se a dois sitios
de ligacdo da proteina Impa (sitios principal e secundario) ao mesmo tempo, enquanto as

monopartidas se ligam, preferencialmente, ao sitio de ligacao principal.

Para as cNLS monopartidas a Impa deve apresentar uma lisina na posi¢cdo P2 e assim seguir
o seguinte padrdo: K(K/R)X(K/R) (LANGE et al., 2007). Ja para as cNLS bipartidas, elas possuem
0 seguinte padrdo: KRX10-12KRXK, onde o0s dois grupos sdo separados por uma regido de linker
formado por 10 a 12 aminoéacidos (Tab.1) (DINGWALL; LASKEY, 1991; LANGE et al., 2007).

Tabela 1. Tabela da sequéncia consenso de cNLS monopartida e bipartida, respectivamente.

Sitio Secundario Linker Sitio Principal
PO’ P’ P2’ P3’ P4’ P1 P2 P3 P4 P5 P6
K R K/R K K/R K/R
K R X10-12 K R K

As especificidades das interagdes Impa/NLS foram amplamente discutidas (CHRISTIE et
al., 2016), uma vez que essas caracteristicas poderiam ser usadas como ferramentas importantes
para encontrar outros peptideos NLS potenciais em proteinas nucleares ou mesmo para o
desenvolvimento de alvos para inibir a importacdo nuclear ou desenho de peptideos especificos
para a area conhecida como "drug delivery” (YASHIRODA; YOSHIDA, 2005). A eficiéncia de
importagdo de Impa de diferentes classes pode variar quando a interagcdo com o mesmo substrato
(KOHLER, 1999; KOSUGI et al., 2009) e as configuracdes de NLS, incluindo os residuos N-
terminais, poderiam definir o perfil de ligacdo diferencial de um determinado peptideo (CHANG
et al., 2012). Duas classes de NLSs "atipicas" (classes 3 e 4) foram consideradas como especificas
para o sitio secundario e outra classe (classe 5) foi considerada como "especifica para plantas"
(KOSUGI et al., 2009), onde seus N-terminais tém um papel fundamental no reconhecimento por
Impoa. Estudos cristalograficos e calorimétricos utilizando Impa de arroz (CHANG et al., 2012) e
fungo N. crassa, pertencentes a familia a1, mostraram que peptideos NLS se ligam usando modos
diferentes ou com diferentes afinidades no sitio de ligacdo menor em compara¢do com Impa da
familia a2 (BERNARDES et al., 2020).



Em contraste com estes resultados (BERNARDES et al., 2014; CHANG et al., 2012, 2013),
que destacaram o papel do sitio secundario de ligagdo para Impo da familia al, o trabalho
publicado por nosso grupo (BERNARDES et al., 2017) demonstrou que 0 NLS NIT-2 de N. crassa
se liga com uma elevada afinidade ao sitio principal de ligagdo de Impa de N. crassa. Assim, a
combinagdo dos estudos mostram que ambos os sitios de ligagdo, principais e secundarios,
desempenham um papel essencial na translocacdo de diferentes proteinas, conferindo
especificidade para os organismos que possuem uma unica copia do gene que codifica Impa, ao
contrario dos mamiferos, cujo o genoma codifica sete isoformas de Impa (MASON; STAGE;
GOLDFARB, 2009; PUMROY et al., 2017).

1.2.1 cNLS do antigeno T do virus de simio 40 (SV40 NLS)

A interacdo da ctNLS monopartida SV40 NLS com a Impa foi apresentada através da
elucidacdo das estruturas de Impa de levedura e mamifero (CONTI et al., 1998;FONTES et al.,
2000) complexadas ao peptideo. Desde entdo essa sequéncia é utilizada como referéncia para
estudos envolvendo a Impa, tanto analises estruturais quanto ensaios de importagdo nuclear e

interagdo proteina-proteina.

1.3 Leishmania e a Leishmaniose

A leishmaniose é uma doenca infecto contagiosa podendo ser considerada uma zoonose
que afeta milhes de pessoas no mundo. E causada por um protozoario do género Leishmania,
familia Trypanosomatidae, ordem Kinetoplastida. Estes parasitas sdo caracterizados pela presenca
do cinetoplasto (KDNA), uma organela rica em DNA que representa um compartimento
especializado de uma Unica mitocondria (NEVES et al., 2005; REY, 2010).

Ela faz parte de um grupo de doengas nomeadas de Doencas Tropicais Negligenciadas
(DTN) caracterizada pela Organizacdo Mundial da Saide (OMS) como um grupo diverso de
doencas transmissiveis que prevalecem em condicGes tropicais e subtropicais em 149 paises.
Populacdes que vivem em locais sem saneamento adequado e em contato préximo com vetores
infecciosos, animais domésticos sdo as mais afetadas. Por apresentar caracteristicas clinicas e
epidemioldgicas distintas por regides, pode ser dividida em trés grupos distintos de acordo com a
OMS sendo elas a leishmaniose cutanea (LC), muco cutanea (LMC) e visceral (LV) sendoa LC a
forma mais branda da doenca e a LV a forma mais agressiva que leva a morte caso ndo tratada

adequadamente.



1.3.1 Leishmaniose no Brasil € no mundo

As leishmanioses causam cerca de 20.000 a 40.000 mortes por ano no mundo, mas, Como
ocorre na maioria das DTN, os nimeros sdo geralmente subestimados devido a subnotificacdo na
Asia e Africa (ALVAR et al., 2012). De acordo com a OMS, em 2017, 94% das notificacdes de
casos novos de leishmaniose foram concentrados em sete paises, incluindo o Brasil e em 2018, 92
paises ou territorios foram considerados endémicos para a LC e 83 para a LV. Atualmente, mais
de 1 bilh&o de pessoas vivem em areas endémicas e estdo em risco de infeccdo e estima-se que
30.000 novos casos de LV e mais de 1 milhdo de LC ocorrem anualmente, porém a OMS ressalta
que boa parte dos casos sdo assintomdticos ou sdo subnotificados (Fig. 6)
(https://www.who.int/health-topics/leishmaniasis).

Nas Américas, a Organizacdo Pan Americana de Salude (OPAS) estima que, 75% dos casos
de LC sdo concentrados em 10 paises sendo que 4 deles estdo localizados na América, incluindo
0 Brasil e também é um dos paises que mais possuem casos de LV juntamente com a india, Sudo,
Sudéo do Sul, Etidpia e Somalia (https:/ /www.paho.org/ en/topics/leishmaniasis).

Outro problema causado pela LV é a sua co-infeccdo com pacientes HIV positivos, uma
vez que pacientes HIV positivos sdo mais vulneraveis a terem LV e seu tratamento se torna muito
arriscado com altas chances de morte, a LV por sua vez acelera a replicagéo do HIV fazendo com
que os pacientes tenham sintomas mais severos. Mundialmente falando, 35 paises ja notificaram
essa coinfeccdo, sendo a maioria dos paises localizados na Europa, onde cerca de 70% dos casos
notificados de LV foram com pacientes HIV positivos

(https://www.who.int/leishmaniasis/burden/hiv_coinfection/burden_hiv_coinfection/en/).

Atualmente, o tratamento da leishmaniose é dependente do uso de diferentes drogas, no
entanto, todos os compostos quimioterapéuticos aprovados para doencas de tripanossomatideos
sofrem de alta toxicidade que limitam sua eficacia. Assim, uma busca por alvos antiparasitarios
seletivos deve ser uma abordagem poderosa para encontrar futuras fontes terapéuticas para o
planejamento de novas drogas mais especificas (NUSSBAUM et al., 2010). Estes dados mostram
que o estudo sobre leishmanioses tem sua necessidade e importancia para a descoberta de novas

drogas, vacinas e outros métodos para erradicar a doenca.



Status of endemicity of cutaneous leishmaniasis worldwide, 2018

°

°

00 °

Brazil - 265 #

Lebanon - 263 -

Tran (Islamic Republic of) - 158 Republic of) - 20 Bulgaria - 3

Colombia - 46 Uzbekistan - 7 United Kingdom - 3 Greece - 1
Bolivia (Plurinational State of) - 29 China - 5 El Salvador - 2 Ttaly - 1
Belgium - 25 Peru-5 Bangladesh - 1 Panama - 1

Number of new CL cases reported, 2018

B >5 000

I 1000 -4999

I 100- 999 L] No autochtonous cases reported
[ <100 [ No data

Il o [] Not applicable

The boundaries and names shown and the designations used on this map do not imply the expression of any opinion whatsoever

Data Source: World Health
of

on the part of the World Health Organization concerning the legal status of any country, territory, city or area or of its
or concerning the delimitation of its frontiers or boundaries. Dotted lines on maps represent approximate border lines for which
there may not vet be full agreement. © WHO 2019. All riahts reserved

Control
World Health Organization

Organization
Tropical Diseases (NTD, World Health
" @ 0|93|lilaﬁ°ll

Status of endemicity of visceral leishmaniasis worldwide, 2018

o

°

°® °

Countries reporting o Number of new VL cases reported, 2018
imported VL cases

Uganda - 64 - >1000

Ethiopia - 49 United Kingdom - 2 I 500 - 999

Brazil - 6 Colombia - 1

Gragea2 Jordan -1 B 100 - 499 [C] No autochtonous cases reported

Italy - 2 Lithuania - 1 No data

Nepal - 2 Portugal - 1 D <100 -

Sweden - 2 Saudi Arabia - 1 o [ Not applicable
The boundaries and names shown and the designations used on this map do not imply the expression of any opinion whatsoever Data Source: World Health Organization
on the part of the World Health Organization concerning the legal status of any country, territory, city or area or of its i Map ion: Control of Tropical Diseases (NTD) World Health
or concerning the delimitation of its frontiers or boundaries. Dotted lines on maps represent approximate border lines for which World Health Organization Orgamzatmn

there may not vet be full agreement. © WHO 2019. All rights reserved

Figura 5. Situacdo epidemioldgica mundial da leishmania cutinea e visceral em 2018, respectivamente

(https://www.who.int/leishmaniasis/burden/en/).
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1.3.2 Ciclo de vida

O ciclo de vida desses parasitas € um ciclo heteroxénico, ou seja, necessitam de mais de
um hospedeiro para completarem seu ciclo de vida, passando por uma fase promastigota
extracelular, no aparelho digestivo de insetos hemat6fagos dos géneros Lutzomyia (novo mundo)
ou Phlebotomus (velho mundo) (Fig. 5). A transmissdo ao hospedeiro vertebrado ocorre no
momento da picada do mosquito fémea contaminado com o parasita na forma promastigota
metaciclico. Neste momento, a forma parasitaria é inoculada na corrente sanguinea, sendo entdo
fagocitada por células do sistema monocitico fagocitario, como os macrofagos. Dentro destas
células, os parasitas passam por modificacbes morfoldgicas se transformando na sua forma
amastigota, caracterizada pela auséncia de flagelo, sendo exclusivamente intracelular, encontrada
somente no hospedeiro vertebrado. Estes amastigotas se dividem por biparticdo até 0 momento em
que ocorre a lise da célula hospedeira. Neste momento, 0s amastigotas caem na corrente sanguinea
e sdo novamente fagocitados por novas células do sistema monocitico fagocitario do hospedeiro.
De acordo com a espécie haverd uma resisténcia maior a diferentes temperaturas, caracterizando
as diferentes formas clinicas da doenca. Caso um inseto do género Lutzomyia ou Phebotomus se
alimente desse vertebrado, poderéa ingerir as formas amastigotas. Ao chegarem ao intestino médio
do inseto, 0 parasita novamente se diferencia em promastigota prociclico que por sua vez se
dividem e maturam em promastigota metaciclico no intestino e seguem até a proboscite do inseto,
podendo assim infectar um novo hospedeiro mamifero. (BANULS; HIDE; PRUGNOLLE, 2007;
NEVES et al., 2005; REY, 2010).
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Figura 6. Ciclo de vida da leishmania. (Autoria propria, 2020)

1.3.3 Leishmania major

A Leishmania major foi uma das primeiras espécies a serem descobertas e é responsavel
pela maioria dos casos de LC no Velho mundo, principalmente no litoral mediterraneo, Oriente
Médio, subcontinente indiano e Asia central juntamente com a Leishmania tropica. A L. major é
endémica também nas &reas rurais da Russia, Ird Iraque e Asia Central. A leishmaniose causada
por essas especies é caracterizada pelas infec¢bes que ficam limitadas a pele, ndo dando origem a
metéstases nas mucosas e nem invadem outros 6rgdos. (BRAY, 1974; JERONIMO; SOUZA;
PEARSON, 1987; REY, 2010).

1.3.4 Proteinas de parasitas do género Leishmania e seu transporte nuclear

Diferentes estudos identificaram proteinas encontradas exclusivamente em parasitas da
familia Trypanosomatidae, como por exemplo a proteina Rbp38, que esta envolvida em diversas
atividades nos nucleos celulares (LIRA et al., 2007; LIU et al., 2006; SBICEGO et al., 2003).
Outras proteinas, como a Proteina de Replicacdo A (RPA), a principal proteina de ligacdo ao DNA
de cadeia simples em eucariotos, apresentam diferengas estruturais notaveis entre os parasitas

tripanossomatideos (L. amazonensis e T. cruzi) e outras RPA de outros eucariotos, afetando sua
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interacdo com 0 SSDNA (PAVANI et al., 2014, 2016). Esses estudos foram realizados pelos grupos
das professoras Maria Isabel Cano (IB-UNESP) e Maria Carolina Elias (Inst. Butantan) com a
colaboragéo do nosso grupo nos ensaios estruturais e publicados em FEBS Letters e PLoS Negleted
Tropical Diseases. Nestes estudos, foi demonstrado que essas proteinas possuem sequéncias
putativas de NLS, que poderiam se ligar a Impa e esses complexos podem ser importados para o

nucleo.

1.3.5 Proteina Rbp38

A Rbp38 (RNA Binding Protein 38) ¢ uma proteina exclusiva dos tripanosomatideos que
foi primeiramente descrita em L. tarentoale, com a funcdo de manutencéo e estabilizacdo do RNA
mitocondrial (BANULS; HIDE; PRUGNOLLE, 2007). Posteriormente ela foi estudada em T.
brucei onde ela apresentou também uma possivel funcéo no processo de replicagdo o KDNA (LIU
et al., 2006; SBICEGO et al., 2003). Por fim, outro estudo em L. amazonenses mostra que, além
das duas fungbes acima citadas, a Rbp38 pode participar de eventos no DNA nucleico, uma vez
que ela possui a habilidade de ligagdo com o DNA telomérico, mostrando assim sua alta
diversidade funcional nos trimanosomatideos (FERNANDES et al., 2019; LIRA et al., 2007).

Com essa alta diversidade funcional, foi questionado por Fernandes e colaboradores como
ela seria transportada entre estes compartimentos e ao estudar sua sequéncia eles visualizaram que
seus primeiros 26 aminoacidos na por¢do N-terminal correspondem a uma sequéncia sinal
responsavel pelo reconhecimento e transporte para interior mitocondria e na por¢do C-terminal,
eles encontraram um possivel NLS ndo classico que possui potencial de ser reconhecido pela Impa

e assim permitir o transporte para o interior nucleico (FERNANDES et al., 2019).
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve como foco o estudo estrutural com a Impo de L. major com a
finalidade de avancar no entendimento do transporte de proteinas de leishmania para o interior do

nucleo celular e compreender suas especificidades em relagédo a proteinas de mamiferos.
Para isso, 0s objetivos especificos foram:
i. Producéo da proteina Impa de leishmania recombinante;
ii. Caracterizagdo biofisica da proteina;

iii. Comparagdo biofisica da Impa de Leishmania major com a de Mus musculus e

Homo sapiens

iv. Testes de afinidade da Impa de Leishmania major com o NLS da proteina Rbp38 e

do antigeno do virus de simio 40

V. Elucidagdo de um modelo da Impa de Leishmania major nativa e com a presenca do

NLS
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Clonagem e transformacgao das Impa truncadas

As trés Impa foram truncadas e fusionadas a uma cauda de histidina (6xHis) em seu N-

terminal correspondente ao seu dominio IBB.

3.1.1 Importina-a de Mus musculus (MmImpa,)

A sequéncia da proteina de MmImpa isoforma 2, foi truncada (70-529), e clonada no vetor
pET-28a (Novagen). As bactérias Escherichia coli, linhagem BL21(DE3) pLysS foram
transformadas com o vetor e os clones selecionados, cedidas por nosso colaborador, Prof. Kobe,

da Universidade de Queensland, Australia.

3.1.2 Importina-a de Homo sapiens (HsImpa)

A sequéncia da proteina de Hslmpa isoforma 2, foi truncada (71-529). O vetor entdo foi
inserido na bactéria E. coli, linhagem BL21 (DE3) Codon Plus por choque térmico e transformadas
seguindo o protocolo descrito por Teh e colaboradores (TEH; TIGANIS; KOBE, 1999). Os
experimentos de clonagem e transformacdo foram realizados juntamente com a mestranda Taina

da Silva Dorte.

3.1.3 Importina-a de Leishmania major (LmImpo,)

A sequéncia da proteina de LmImpo foi truncada (70-539) e clonada no vetor pET-30a
(Novagen). O vetor entdo foi inserido na bactéria E. coli, linhagem BL21 (DE3) Codon Plus e E.
coli BL21 (DE3) pLysS. Ambas realizadas por choque térmico e suas transformacfes foram

baseadas no protocolo citado anteriormente para a HsImpa (item 3.1.2).

3.2 Expressao e Purificacao das Proteinas Recombinantes MmImpa e HsImpao.

A metodologia aqui descrita tem como base o protocolo anteriormente descrito em Fontes et
al.,2000 (FONTES; TEH; KOBE, 2000). As bactérias E. coli contendo os plasmideos de expressdo
pET-30a armazenadas como cultura permanente em nitrogénio liquido (-196 °C), foram pré-
inoculadas em tubos tipo falcon contendo 15 ml de meio LB (Luria Bertani) liquido e os

antibidticos cloranfenicol e canamicina (50 mg/ml cada). Os pré-in6culos foram mantidos sob
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agitacdo a 200 rpm, 37 °C, overnight para crescimento das culturas. Em seguida, o contetdo dos
tubos foi adicionado em erlenmeyers contendo 500 ml de meio LB liquido e os antibi6ticos
cloranfenicol e canamicina (50 mg/ml cada) e mantidos sob agitacdo a 200 rpm, 37 °C até atingir
a densidade optica Abs= 600 nm, medida em espectrofotdmetro. Apds essa etapa, foi adicionado
em cada erlenmeyer 5 ml de IPTG (Isopropil B- d- tiogalactopiranosideo) a 100 mM, para inducao
da producdo das proteinas recombinantes. Os erlenmeyers foram submetidos a uma agitacéo de
200 rpm, 28 °C, por 4 horas. Ao fim desse periodo, o contetdo dos frascos foi centrifugado a 4 °C,
6000 rpm por 30 min para sedimentacao das células bacterianas, permitindo a separacdo destas

(em pellets) do meio de cultura.

Os pellets obtidos ap6s a centrifugacao foram submetidos a lise celular para ruptura das células
bacterianas e obtencédo das proteinas solUveis, através da suspensdo das células através da adicéo
de Tampéo (50 mM de Hepes, pH 7,0, 5 mM de Imidazol, 1 mM de MgClz, 500 mM de NaCl)
contendo lisozima (1 mg/ml), 1 mM de PMSF, 0,1 mM de TCEP, DNase, RNase e o0s inibidores
de proteases aprotinina, leupeptina e pepstatina (1 pg/ml cada). As solugdes foram mantidas em
gelo, por cerca de 1 hora e agitadas, periodicamente. Ao fim desse periodo, as solu¢des foram
centrifugadas a 6000 rpm por 30 min, 4 °C e a por¢do sobrenadante, onde espera-se encontrar as
proteinas sollveis, armazenadas para a etapa posterior de purificagdo por cromatografia liquida. A
cada etapa foi retirado uma aliquota para monitoramento dos processos que foram analisados
através de gel de eletroforese SDS-PAGE 12% utilizando um marcador de peso molecular.

A purificacdo das proteinas contidas nos extratos obtidos apés a lise celular foi realizada por
cromatografia de afinidade, utilizando uma coluna de niquel His-Trap FF Crude 5 ml (GE
Healthcare), acoplada ao aparelno AKTA Purifier System (GE Healthcare). Apos a injecdo do
extrato na coluna, foi realizada a eluicdo de moléculas com ligacéo inespecifica com a passagem
de tampdo A contendo 20 mM de Hepes pH 7,0, 1 M de NaCl e 5 mM de Imidazol para a HsImpa.
e 15 mM de Imidazol para a MmImpa. Posteriormente, elas foram eluidas e coletadas em fragdes
de 1,5 mL, através do fluxo de tampdo A junto a um gradiente de 0 a 100 % de tamp&o B contendo
20 mM de Hepes pH 7,0, 500 mM de NaCl e 150 mM de Imidazol, para ambas.

Os picos de eluicdo observados através do cromatograma obtido foram coletados
separadamente e amostras de cada pico foram submetidas a andlise por gel de eletroforese SDS-
PAGE 12 % para verificagdo das fragdes mais puras utilizando marcador de peso molecular. Em

seguida, as fracGes mais puras foram submetidas a dialise para remocéo do tampao com Imidazol
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para tampdo contendo 20 mM de Tris HCI pH 8,0 e 100 mM de NaCl, que permite a manutencéo

da estabilidade das proteinas.

Para a didlise, as amostras foram armazenadas em membranas e mergulhadas em tampé&o sob
agitacdo constante a 8 °C, overnight. Em seguida, essas amostras foram concentradas, utilizando
o dispositivo de ultra filtragdo Vivasparin 20, 30kDa (GE Healthcare) e armazenadas a temperatura
de -20 °C.

3.3 Expressédo, Inducdo e Obtencéo de amostra da proteina recombinante de LmImpa para

purificacao

A expressdo da LmImpa se deu da mesma forma do que as outras duas Impa (item 3.2) e
para a inducdo foram testadas concentracOes diferentes de IPTG (50 mM, 100 mM e 150 mM)
retirando aliquotas antes da inducéo e depois de 2 a 5 horas de inducdo para analise através de gel
de eletroforese SDS-PAGE 12% e assim definir a concentracdo adequada de IPTG bem como o

tempo de inducéo.

Para a obtencdo da amostra a partir do pellet de LmImpa foram testados trés métodos
distintos, sendo um atraves da parte soltvel da lise celular e os outros dois através do isolamento
de corpusculo de inclusdo. Aliquotas foram retiradas de todas as etapas de todos os protocolos a

fim de monitoramento e anélise por gel de eletroforese SDS-PAGE 12%.

Método 1- Obtencdo da amostra integra a partir do solivel seguindo o mesmo protocolo

utilizado para as outras duas Impa (item 3.2).

Método 2- Obtengdo da amostra a partir do isolamento de corpusculo de incluséo utilizando
Ureia (CLARK; SCHWARZ; RUDOLPH, 1999).

Cada 1 g de pellet foi ressuspendido em 5 ml de solu¢do A (0,1 M Tris pH 7,5, 1 mM EDTA)
com a adicdo de lisozima (1,5 mg/ml), incubado no gelo por 30 min, em seguida foi sonicado a 30
W com 20 segundos de pulso e 40 segundos de descanso por 30 min. Em seguida adicionou-se 3
mM de MgCl, DNase e RNase (10 pg/ml cada) e incubado a temperatura ambiente por 30 min
sob agitagcdo constante. Apos foi adicionado uma solugdo B (20 mM de EDTA, 2 % de Triton X-
100, 0,5 mM de NaCl) e aamostra incubada no gelo, em seguida a solucéo foi centrifugada a 8000
rpm por 15 min a 4 °C e o pellet foi ressuspendido em 40 ml de solugédo C (0,1 M de Tris-HCI pH
7,5e 20 mM de EDTA) e novamente centrifugado e por fim o pellet foi novamente ressuspendido
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com a solugéo D (500 mM de NaCl, 8 M de Ureia, 20 mM Tris pH 7,5, 1 M de p-mercaptoetanol
e 25 mM de Imidazol) e centrifugado mais uma vez a 8000 rpm por 15 min a 4 °C.

A parte soltvel foi submetido a uma diélise escalonada para refolding onde seu tampdo inicial
era composto por 500 mM de NaCl, 7 M de Ureia, 20 mM Tris pH 7,5 e a cada dialise diminuia-
se 1 M de ureia a fim de que todos os agentes denaturantes presentes no extrato, fossem retirados
através de uma membrana semipermeavel, permitindo a separacdo de moléculas em solucdo
através dos poros desta membrana. A dialise foi realizada de maneira escalonada para evitar a
precipitacdo proteica e ao final da diélise escalonada, a amostra foi submetida a uma altima dialise
para o tampéo A de purificagcdo composto por 20 mM de Tris-HCI pH 8,0, 1 M de NaCl e 5 mM
de Imidazol.

Método 3- Obtencdo de amostra a partir do Isolamento de Corpusculo de Inclusdo utilizando
N-Propanol (SINGH et al., 2015).

Cada 0,3 g o pellet foi suspendido em 5 ml de Tris pH 8,5 a 50 mM, sonicado a uma poténcia
de 20 W, 55 segundos de pulso e 55 segundos de descanso por 10 ciclos e centrifugado a 8000
rpm, 4 °C por 15 min. Resuspendeu-se entdo em 5 ml de solugdo 1 (50 mM Tris pH 8,5 e 2 % de
Deoxicolato de Sodio), sonicado e centrifugado novamente. Em seguida ele foi ressuspendido em
5 ml de solucdo 1, centrifugado e lavado duas vezes em agua. Por fim, o pellet foi ressuspendido
em 5 ml de solugédo 2 (50 mM de Tris pH 8,5, 10 % de Sucrose, 0,5 mM de EDTA, 6 M de N-
Propanol e 2 M de Ureia) juntamente com os inibidores de protease, aprotinina, pepstatina e
leupeptina a 1 mg/ml cada, incubado em temperatura ambiente e centrifugado a 8000 rpm, 4 °C

por 15 min.

3.4 Purificacdo da proteina recombinante de LmImpa pelo método de Cromatografia liquida

de Alta Performance (HPLC)

3.4.1 HPLC por afinidade

Para os testes de cromatografia por afinidade foram testados dois tipos de coluna sendo elas a
coluna de Niquel His-Trap™ FF Crude 5 ml (GE Healthcare) e a de Cobalto HiTrap TALON
Crude 5 ml (GE Healthcare), acopladas ao aparelho AKTA Purifier System (GE Healthcare). Apos
a injecdo do extrato na coluna, foi realizada a eluicdo de moléculas com ligacdo inespecifica
através da passagem de tampao A contendo 20 mM de Tris-HCI pH 8,0, 1 M de NaCl e 5 mM de
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Imidazol. Posteriormente, a proteina foi eluida através do fluxo de 1 ml/min a um gradiente de 0
a 100 % de tampdo B, contendo 20 mM de Tris-HCI pH 8,0, 500 mM de NaCl e 150 mM de

Imidazol.

3.4.2 HPLC por Troca idnica

A cromatografia por troca idnica do tipo anibnica foi realizada com a coluna Resource™ Q 1
ml (GE Healthcare) acoplada ao aparelho AKTA Purifier System (GE Healthcare). Apds a injecéo
do extrato dialisado a partir da amostra de cromatografia por afinidade em tampédo C (20 mM de
Tris HCI pH 8,0 e 100 mM de NaCl), posteriormente a amostra foi fracionada atraves de um um
gradiente de 0 a 100 % de tampdo D (20 mM Tris-HCI pH 8,0 e 2 M de NaCl) com um fluxo de

0,5 ml/min.

3.4.3 HPLC por Exclusdo Molecular

Esta cromatografia foi realizada no mesmo aparelho AKTA Purifier System (GE Healthcare)
que as demais com a coluna Superdex 75 10/300 GL (GE Healthcare) e fase mdvel sendo o tampéo
C (20 mM de Tris HCI pH 8,0 e 100 mM de NaCl). A amostra obtida a partir da cromatografia por
afinidade foi dialiasada em tampdo C, injetado no sistema e fracionado em um fluxo de 0,5

ml/minuto.

3.5 Concentracdo da amostra

Uma vez confirmada a presenca da proteina através do gel de eletroforese SDS-PAGE 12 %,
a amostra foi submetida a dois tipos de concentragéo, sendo a primeira uma tentativa utilizando o
mesmo método da HsImpa e MmImpa por ultra filtragdo com o filtro Vivasparin 20, 30 kDa (GE
Healthcare). No outro método a amostra passou por uma filtracdo com agitacdo minima utilizando
0 Amicon stirred cell millipore (Merck) com um filtro millipore de 30 kDa (Merck), e entéo,
através de uma membrana semipermeavel, a amostra foi colocada no agucar e por osmose reversa

ela foi concentrada e armazenada a temperatura de -20 °C.
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3.6 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A cada etapa de todos os processos, desde a clonagem até a concentragdo da amostra foram
retiradas aliquotas para realizar a averiguacdo da amostra e possiveis contaminantes através do seu

tamanho molecular por SDS-PAGE.

O sistema de SDS-PAGE foi constituido de gel de estaqueamento (poliacrilamida 15 %,
Tris-HCI 1,5 M pH 8,8 e SDS 0,1 %) e o de resolugéo (poliacrilamida 6 %, Tris-HCI 0,5 M pH
6,8 e SDS 0,1 %), além de persulfato de aménio (PA) 10 % e tetrametiletilenodiamina (TEMED).
Os géis foram preparados no sistema Mini-PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad) e também no
sistema miniVE Modular Vertical Unit (GE Healthcare).

As amostras foram solubilizadas em um tampdo SDS-PAGE (Tris-HCI 0,0625 M pH 6,8,
glicerol 10 %, B-mercaptoetanol 5 %, SDS 2 % e azul de bromofenol 0,001 %). O tampéo de
corrida da amostra era constituido de TrisHCI 0,025 M, glicina 0,19 M e SDS 0,1 % pH 8,3 e 0s

ensaios foram realizados com uma voltagem constante de 120 V.

Para controle e verificagdo do tamanho molecular das amostras a cada gel foi corrido um
marcador padrdo sendo ele da Thermo Scientific PageRuler Prestained Protein Ladder ou

BlueELF Prestained Protein Marker- Jena Bioscience.

Apos a corrida, os géis foram corados com Coomassie Blue R250 (Bio-Rad) 0,1 %, acido
acético 10 % e etanol 50 % e descorado em solucédo de &cido acético 10 % e etanol 30 %, para

posterior analise.

3.7 Western blot

As amostras do teste de inducdo foram submetidas ao experimento de western blot para
confirmagao da presenga da LmImpa. Inicialmente, as amostras contidas em gel de poliacrilamida
SDS-PAGE 12 % foram transferidas, para a membrana de PVDF Amersham HyBond™ -P (GE
Healthcare) utilizando o sistema MiniVe Vertical Electrophoresis System (GE Healthcare) que,
em seguida, foi saturada em solucao de bloqueio contendo TBS 1 X, 3 g de leite em pé desnatado;
0,05 % Tween® 20, overnight. O proximo passo foi a incubar a membrana em temperatura
ambiente com TBS 1X, 3 g de leite em pé desnatado, 0,25 % Tween® 20, por 2 horas. Apos a
incubacdo a membrana foi lavada cinco vezes por 5 minutos cada lavagem com TBS 1 X. Nessa

mesma solucao, a membrana foi incubada, por 1 hora, junto ao anticorpo monoclonal anti-histidina
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produzido em rato, diluido a 1:3000 (Sigma-Aldrich) e lavada, cinco vezes, com TBS 1 X por 5
minutos. Posteriormente, a membrana foi incubada em solucdo de bloqueio com o segundo
anticorpo, anti-lgG de camundongo conjugado com peroxidase (Sigma-Aldrich), em uma diluicao
1:10000, seguido de cinco lavagens com TTBS 1 X, com duracdo de 5 minutos cada. A revelacéo
foi feita em camara escura seguindo o protocolo da Amersham ECL Prime Western Blotting
Detection Reagent (GE Healthcare).

3.8 Sintese dos Peptideos

3.8.1 Peptideo Rbp38 (Rbp38 NLS)

A sequéncia NLS da proteina Rbp38 (Rbp38 NLS) utilizado neste projeto foi previamente
identificada pela Prof®. Maria I. Cano (Dept. de Ciéncias Quimicas e Biologicas - UNESP,
Botucatu). A Rbp38 NLS (**PIKESERRRGVPFSTGTSAP®*?) foi sintetizada pela empresa

GenOne para garantir um grau de pureza maior do que 98 %.

Tabela 2. Comparacdo das sequéncias consenso de cNLSs (FONTES; TEH; KOBE, 2000) com a sequéncia do
peptideo da Rbp38, onde em vermelho estéo as partes diferentes e em verde as partes que coincidem com o consenso.
Estdo comparadas duas possiveis sequéncias de ligacdo da Rbp38 NLS, a primeira sendo com um comportamento
monopartido, se ligando a apenas um dos sitios de interacdo por vez e a segunda sendo caso ela se ligue de forma

bipartida, se ligando aos dois sitios a0 mesmo tempo.

Sitio Secundério Linker Sitio Principal

pP0> P1I” P2> P3* P4 P1 P2 P3 P4 P5
Consenso K R K/R K K/R K/R
Monopartida
Rbp38 NLS E R R R G E R R R G
monopartida
Consenso K R X10-12 K R K
Bipartida
Rbp38 NLS P I K E S X10 G T S A P
bipartida

3.8.2 Peptideo do antigeno T do virus de simio 40 (SV40 NLS)

O peptideo de SV40 (SV40 NLS) (**PKKKRKV®) foi sintetizada pela empresa GenOne

para garantir um grau de pureza maior do que 98 %.

21



Tabela 3. Comparacdo da sequéncia consenso de cNLS monopartida com a sequéncia da SV40 NLS (FONTES; TEH,;

KOBE, 2000), onde em azul esta destacado a correspondéncia com a sequéncia consenso.

Sitio Secundario Sitio Principal
PO’ PI” P2° P3* P4 P1L P2 P3 P4 P5 P6
Consenso K R KR K K/R K/R
Monopartida
SV40 NLS K K R K V P K K K R KV

3.9 Espalhamento Dinédmico de Luz (DLS)

O DLS possibilita o calculo do coeficiente de difusao translacional de uma macromolécula
(DT), a partir de seu movimento browniano em solucdo (AMARE; BURLEY, 1994). Apds a
obtencdo do DT, calcula-se o raio hidrodindmico da molécula (Rn) pela equacdo de Stokes-
Einstein. Em seguida pode-se obter de maneira aproximada a massa molecular, estimada com a

curva de calibracéo de proteinas globulares de massa conhecida.

Ensaios de DLS podem ser empregados também para verificar as caracteristicas de
agregacao (polidispersidade, Pd) de uma amostra em solu¢do, uma vez que amostras com baixo
indice de Pd (< 15 %) apresentam probabilidade maior de cristalizacdo (AMARE; BURLEY,
1994). Ainda, com a estimativa da massa molecular da amostra é possivel se obter, em amostras
com baixa polidispersividade, uma indicacdo do estado oligomérico da proteina em solucéo. Os
experimentos de DLS foram executados com o sistema DynaPro™ Titan (Wyatt Technology).
Com o software Dynamics 6.10, foram analisadas 100 medidas das Impa em variadas temperaturas
(5°C, 10 °C, 20 °C e 25 °C) em uma rampa de variacao crescente e decrescente, apds calibracao
automatica da intensidade do feixe e estabilizacdo da amostra por 5 minutos em tais temperaturas.

Os experimentos de DLS foram realizados sob supervisdo do Dr. Fabio Florenca Cardoso.

3.10 Dicroismo Circular (CD)

O CD é um método que pode ser utilizado para analisar a estrutura secundaria de proteinas em
solucdo e o enovelamento de proteinas recombinantes. A técnica consiste na incidéncia de uma
luz polarizada nos sentidos horario e anti-horario sob uma cubeta contendo a amostra. Os
experimentos que foram realizados nesta dissertacao resultaram espectros correspondentes a média
de 20 acumulagdes, ja subtraido da medida do tampdo (branco) e normalizado pela transformacéo
da unidade de miligraus para elipcidade residual média [0] (GREENFIELD, 2004). O experimento

de CD foi realizado com as amostras das Impa, em cubeta de quartzo de caminho optico de 0,5

22



nm e uma velocidade de leitura de 100 nm/min. As medidas foram feitas utilizando o aparelho
Jasco J-815 (JASCO Inc., Tokyo, Japan), equipado com um sistema peltier PTC-423-S para
controle de temperatura, em uma faixa de 190 — 260 nm a 20 °C. A estimativa de conteddo de
estrutura secundaria foi realizada com a utilizacdo do programa CONTINN do pacote CDPro
(SREERAMA; WOODY, 2004). Os experimentos foram realizados sob supervisdo do Dr. Fabio

Florenga Cardoso.

3.11 Espectroscopia de Fluorescéncia

A fluorescéncia é direcionada em um angulo reto em relacdo ao feixe incidente e detectada
através de um monocromador por um fotomultiplicador. Varreduras automaéticas dos
comprimentos de onda sdo realizadas por monocromadores motorizados, que s&o controlados por
dispositivos eletrdnicos e pelo computador, no qual os dados sdo armazenados. O mddulo 6tico
contém uma porta amostra, fendas, polarizadores e um espalhador de feixe para fotodiodos. O
grafico mostra as intensidades de fluorescéncia em funcdo do comprimento de onda de emisséo,
fixando o comprimento de onda da luz de excitacdo. Este espectro representa a transi¢do do nivel
vibracional do primeiro estado excitado para o estado fundamental (STRYER, 2016; WARD,
1985). O triptofano é altamente sensivel ao seu ambiente local, portanto, as alteracGes
conformacionais moleculares devido a transi¢cbes conformacionais, associacdo de subunidades,

ligag&o de substrato ou desnaturagéo afetam o ambiente local em torno do anel indol.

A espectroscopia de fluorescéncia fornece informac@es sobre o tamanho, forma molecular
e as viscosidades locais do ambiente de um fluoroforo, além de oferecer uma visdo sobre as
mudancas nos tamanhos moleculares de proteinas e outras macromoléculas. As medicdes da
espectroscopia de fluorescéncia estatica das Impo foram registradas usando um espectro
fluorimetro Hitachi F-7000 com auxilio da doutoranda Hamine Cristina de Oliveira. Para tanto foi
utilizada uma cubeta de comprimento de caminho de 1 cm com um comprimento de onda de
excitacdo de 285 nm. A fonte de luz é uma lampada de xenbnio de alta pressao, que oferece a
vantagem de emissdo continua com comprimento de onda de A= 250 nm até o infravermelho. Um

monocromador € usado para selecionar o comprimento de onda de excitacéo.

3.12 Calorimetria por Titulagdo Isotérmica (ITC)

Os experimentos de ITC séo realizados a fim de medir a variacdo de calor relacionada a

interacdo entre as moléculas para verificar a afinidade da proteina com o NLS. Para tanto, foram
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realizados experimentos com a proteina LmImpa junto com a Rbp38 NLS e a SV40 NLS. As
medidas foram realizadas utilizando o microcalorimetro MicroCal iTC200 (GE Healthcare). As
amostras de LmImpa foram tituladas com o peptideo em concentracdo 10 a 20 vezes maior em
relacdo a proteina. As titulagdes foram realizadas em 20 injec6es de 2,0 ul com intervalo de 240
segundos entre cada titulagdo, nas temperaturas de 10, 20 e 25 °C, com 800 rpm de velocidade de
homogeneizacdo. Foi realizada a titulagdo do peptideo no mesmo Tampé&o da amostra da proteina
para descontar o calor de dilui¢ao das titulagdes dos peptideos na LmImpa. (KELLER et al., 2013;
LADBURY; CHOWDHRY, 1996). Os experimentos de ITC foram realizados com auxilio da

doutoranda Hamine Cristina de Oliveira.

3.13 Modelagem, Docking e Dinamica Molecular

Ferramentas de bioinformatica estrutural foram utilizadas para analisar complexos
formados entre a LmImpa com a Rbp38 NLS, a fim de levantar e apoiar hipdteses sobre as bases
estruturais das atividades inibitorias observadas nos experimentos biofisicos. Para tanto, um
modelo tedrico foi gerado no SWISS-MODEL (https://swissmodel.expasy.org/) utilizando como
base a Impa de Oryza sativa, PDB 4B8J (ldentidade de 43.97%), (CHANG et al., 2012,
WATERHOUSE et al., 2018). O modelo tedrico gerado foi validado de acordo com a analise dos
contatos de todos os 4&tomos e geometrias com o programa MolProbity (WILLIAMS et al., 2018).
Os estudos de docking molecular com a LmImpao e peptideo Rbp38 foram realizados utilizando o
servidor de docking proteina-peptideo CABS-dock (CIEMNY et al., 2018).

Simulagdes de dindmica molecular foram realizadas com o0 modelo de LmImpa utilizando
o0 programa GROMACS 2018.1 (JAMES et al., 2015) empregando o campo de forca CHARMM-
36 (HUANG et al., 2017). Todas as simulagdes foram realizadas numa caixa de carga neutra com
3 A de distancia do 4tomo mais distante solvatado em &gua e equilibrado com 100 mM de NaCl.
O sistema foi minimizado com o algoritmo Steepest Descent até chegar em uma energia abaixo de
100 kJ/mol/min. Entdo, um conjunto NVT (nimero de particulas, volume e temperatura
constantes) gerando velocidades de acordo com a distribuicdo de Maxwell-Boltzmann em 315 K
usando o termostato de redimensionamento em V (BUSSI; DONADIO; PARRINELLO, 2007)
seguido de um conjunto NPT (nimero de particulas, pressdo e temperatura constantes) foi
realizado utilizando o barostato de Berendsen a 1 bar (BERENDSEN et al., 1984). Posteriormente,
uma etapa de 10 ns foi executada usando o termostato Nose-Hoover (HOOVER, 1985) e o
barostato de Parrinello-Rahman (PARRINELLO; RAHMAN, 1981). Para a computacdo das
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interacBes no ligadas, foram selecionados os a&tomos dentro da faixa de 10 A em paralelo com de
uma fungdo de switching para contabilizar as interacbes de Van der Waals até 12 A. Além disso,

0s atomos de hidrogénio foram fixados usando a funcao LINCS.

A estabilidade das proteinas foi verificada observando os valores de RMSD (desvio da raiz
quadrética média), RMSF (flutuacéo da raiz quadratica média) e o raio de giro (Rg). Além disso,
a trajetoria foi submetida a uma clusterizacdo usando o método de gromos (DAURA; VAN
GUNSTEREN; MARK, 1999). Com uma distribuicio de RMSD de 2 A. As estruturas centrais

foram vistas nos quatro clusters mais populosos e serdo usados para posteriores estudos de docking.

As estimativas de AG e Kd foram geradas com o webserver PRODIGY (PROtein binDIng
enerGY prediction) (XUE et al., 2016). Todas as imagens e mapas de interacdes foram feitas com
os programas UCSF Chimera 1.13.1, Discovery Studio 2020, LIGPLOT+ e ClustalX 1.83
(BIOVIA DS, 2017; PETTERSEN et al., 2004; THOMPSON et al., 1997a; WALLACE ET AL.,
1995). Os experimentos de modelagem, docking e dindmica molecular foram realizados com
auxilio do doutorando Aleff Ferreira Francisco.

3.13 Arvore Filogenética das Impa

Foram procuradas diversas sequéncias de Impa utilizando o site BLAST

((http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi), utilizando as sequéncias de MmImpa, Hsimpa, LmImpa,

Sclmpa, Oslmpa. O alinhamento foi realizado utilizando o site MUSCLE
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/) e o programa CLUSTAL X (THOMPSON et al.,
1997). A arvore de maxima verossimilhanca foi feita utilizando o programa PhyML (GUINDON;

GASCUEL, 2003). O suporte da filial foi derivado da pontuacio do SH-like e x? baseado nos testes
de razdo de verossimilhanca. (ANISIMOVA; GASCUEL, 2006). Também foi realizado uma
segunda arvore utilizando o método Bayesiano e a probabilidade posterior. (KAESS et al., 2010).
Para a construcdo da arvore foram utilizadas 175 Impa de diversos organismos incluindo
mamiferos, plantas, fungos, leveduras, insetos, oviparos entre outros. E para a visualizacdo da

arvore foi utilizado o programa FigTree (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/). Devido a falta

de conhecimento de uma Impa em procariotos, optou-se por manter uma arvore filogenética sem

raiz.
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4. RESULTADOS

4.1 Expressao e Purificacdo da Proteina Recombinante MmImpa,

Ao verificar o gel de poliacrilamida a 12 % com as amostras da expressdo da proteina
recombinante MmImpao Seguiu-se para o processo de purificacdo (Fig.8). A purificacdo da proteina
MmImpa recombinante se deu por Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC) por
afinidade da cauda de histidina com a coluna de niquel que separou as proteinas presentes na fracdo
soluvel do extrato total de E. coli. A amostra de MmImpa foi eluida com 40 % de Tampéo B (20
mM de Hepes pH 7,0, 500 mM de NaCl e 150 mM de Imidazol). O cromatograma (Fig. 7) mostra
o volume (ml) pela intensidade da absorbancia (mAU).

mAU 1
T LT

500 4 f | | \
I 3 \

100 120 140 ml

Figura 7. Cromatograma de purificagdo da MmImpa, onde 1 sdo as impurezas que passaram pela coluna sem se
ligarem, 2 sdo impurezas que sairam com a lavagem da coluna com o0 Tamp&o A (20 mM de Hepes pH 7,0, 500 mM
de NaCl e 150 mM de Imidazol), 3 sdo impurezas que tinham baixa afinidade com a coluna e sairam com o aumento

da porcentagem do Tamp&o B e 4 é o pico da proteina em 100 % do Tampao B.

Para verificar a pureza da amostra, foi realizado outro gel de poliacrilamida a 12 % onde foi
possivel ver na altura de 55 kDa a presenca de uma banda forte e limpa (Fig. 8), mostrando assim

que a purificacao teve um resultado satisfatorio.
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Figura 8. Gel de SDS-PAGE 12 % com aliquotas de MmImpo, onde o Nao Induzido e o Induzido séo antes e depois
da adicdo de IPTG, Solavel e Pellet sdo os resultados apos a lise celular, os nimeros de 1 a 4 sdo referentes a Figura

7 e o Ultimo é a amostra concentrada apds a centrifugacéo.

4.2 Expressao e Purificacido da Proteina Recombinante HsImpa

Ap6s a verificagdo da expressdo de HsImpa por meio de um gel poliacrilamida 12 % vendo
amostras antes e ap6s a inducdo com a adicdo de IPTG, seguiu-se para a etapa de purificacdo
(Fig.10). A purificagao da proteina HsImpa recombinante se deu por HPLC por afinidade a coluna
de niquel que separou as proteinas presentes na fragao soltvel do extrato total de E. coli. A amostra
foi eluida com 28 % de tampdo B (20 mM de Hepes pH 7,0, 500 mM de NaCl e 150 mM de

Imidazol). O cromatograma (Fig. 9) mostra o volume (ml) pela intensidade da absorbancia (mAU).
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Figura 9. Cromatograma obtido com a purifica¢do da amostra de HsImpa onde 1 s&o impurezas que passaram pela
coluna sem terem interacdo com a mesma, 2 impurezas que sairam ao se passar Tampédo A (20 mM de Hepes pH 7,0,
500 mM de NaCl e 5 mM de Imidazol), 3 e 4 sdo impurezas que sairam em porcentagens diferentes de Tampao B e 5
é 0 pico da proteina em 100 % do Tampao B.

Em seguida, realizou-se um experimento gel de poliacrilamida a 12 % para a verificacdo da

proteina desde seu processo de crescimento, inducdo, purificacdo e concentracdo onde foi possivel
verificar na altura de 55 kDa a apari¢do bem evidente da proteina (Fig. 10).
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Figura 10. Gel de poliacrilamida 12 % com aliquotas de HsImpa mostrando o processo de expressdo (Nao Induzido
e Induzido), Lise Celular (Solavel e Pellet), Purificagdo (1 a 5) e a amostra apds concentragdo. Os nimeros de 1 a 5
correspondem as etapas de purificagdo mostrados na Figura 9.
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4.3 Transformacao e Expressao da Proteina Recombinante LmImpa

A transformacéo do plasmideo pET-30a ocorreu utilizando as linhagens E. coli BL21(DE3)
Codon Plus e E. coli BL21(DE3) pLysS em meio LB Agar. Foram feitos 4 tipos de placas onde
nelas continham 15 ml de meio Agar, 1,0 pl/ml dos antibiéticos Cloranfenicol e Kanamicina e
uma variacao de 50 pl, 100 pl, 200 ul e 300 pl das linhagens de E. coli. Para a E. coli BL21(DE3)
Codon Plus foi escolhida a placa contendo 200 pl e para a E. coli BL21(DE3) pLysS foi escolhido
a placa contendo 300 pl de célula (Fig.11), as demais ndo houve crescimento das bactérias.

E. coli BL21 (DE3) Codon Plus E. coli BL21 (DE3) pLys §

Figura 11. Placas de meio LB agar mostrando as colénias de E.coli BL21 (DE3) Codon Plus e pLysS que cresceram
e que foram coletadas para a realizagdo dos experimentos, a esquerda, as coldnias de E. coli BL21(DE3) Codon Plus
e a direita, as col6nias de E. coli BL21(DE3) pLysS.

Em seguida foram realizados os testes de indugcdo com IPTG com ambas as amostras onde
apos a medicdo da densidade dptica foi retirado uma aliquota para ser a amostra ndo induzida.
Foram feitos testes com concentragdes diferentes de IPTG, 50 mM, 100 mM e 150 mM a 28 °C, e

a cada hora, foi retirado uma aliquota para verificacdo em gel de poliacrilamida 12 % (Fig. 12).
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Figura 12. Gel SDS PAGE 12 % mostrando antes e o teste de indug¢do com IPTG variando entre 50 mM e 150 mM,
com aliquotas retiradas a cada hora.

Para tanto, apds o teste de inducgdo, separou-se aliquotas das fracdes de 100 mM de IPTG
de 3 horas e 4 horas de ambas amostras para o teste de western blot para confirmacéo da presenca

da proteina recombinante utilizando a MmImpa como padrio (Fig, 13).
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Figura 13. Gel SDS PAGE 12% e western blot, para a verificagdo da presenga da LmImpa, utilizou-se a MmImpa
como padrdo, as amostras de Codon Plus 1 e pLysS 1 sdo as amostras do teste de indu¢do com 100 mM de IPTG por

3 horas de indugdo e a Codon Plus 2 e pLysS 2 sdo amostras com 100 mM de IPTG por 4 horas de indug&o.
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4.4 Lise Celular

Apos a confirmacdo da presenca e o processo de indu¢do da LmImpa, foi feito uma expressdo
em larga escala e o pellet foi armazenado a -20 °C. O pellet foi lisado com 0 mesmo tampéo de

lise da MmImpa e HsImpa, sonicado e foi realizado o teste de solubilidade.

Verificando o gel de eletroforese 12 % (Fig. 14), pode-se reparar que para a Codon plus a
proteina fica localizada na fracdo insoltvel e na pLysS, apesar de boa parte permanecer na fragdo
insolGvel, ha sinais de que ela também esta presente na fracdo sollvel, sendo assim, essa por¢ao
solavel foi separada para testes de cromatografias por afinidade a niquel, cobalto, por troca iénica

e por exclusao molecular.
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Figura 14. Géis de poliacrilamida a 12% das duas cepas mostrando a localizagdo da LmImpa, sendo que em ambas
ela fica mais alocada na porcao insoldvel (pellet) da amostra, porém a pLysS apresenta uma certa quantidade na sua
porcao soltvel também.

Com a cepa de E. coli BL21 (DE3) pLysS seguiu-se 0 mesmo protocolo das outras
importinas, utilizando o soluvel para a obtengdo da LmImpa. J4 com a linhagem da Codon Plus,
os pellets foram submetidos a mais dois testes na tentativa de obter a proteina. Primeiro foi
realizado o teste de isolamento de corpusculo de inclusédo utilizando N-propanol cujo resultado foi
satisfatorio pois a proteina se manteve no soltvel final apds o procedimento. O segundo teste foi
0 isolamento de corpusculo de incluséo utilizando Ureia que também se mostrou eficaz, sequindo
assim, para a etapa de refolding da proteina com dialises escalonadas e posterior cromatografia
por afinidade a niquel (Fig. 15).
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Figura 15. Géis de poliacrilamida 12% com aliquotas dos experimentos de isolamento de corpulsculo de inclusdo
utilizando N-propanol e Ureia, respectivamente.

4.5 Purificacdo da Proteina Recombinante LmImpa

Para obtengdo da LmImpa purificada, primeiramente foi realizado uma cromatografia por
afinidade e foram testadas duas colunas, a de Cobalto (Fig. 16) e a de Niquel (Fig. 17). A coluna
de cobalto ndo se mostrou muito eficiente uma vez que a cauda de histidina ndo apresentou

afinidade a coluna saindo juntamente com as impurezas tanto quando injetada e quando ocorreu a

lavagem.
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Figura 16.Cromatograma (A) mostrando o processo de purificagdo por afinidade a coluna de cobalto, onde 1 é o
momento da amostra passando pela coluna, 2 o processo de lavagem da coluna com o tamp&o A contendo 5 mM de
Imidazol e 3 quando foi dado 100 % de tampédo B com 100 mM. Em (B) é a imagem do gel de poliacrilamida 12 %
desde o processo de indugdo até a purificacdo onde os nimeros 1,2,3 correspondem as fases da cromatografia descrita
em (A).
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Figura 17. Cromatograma (A) da cromatografia com a coluna de niquel onde 1 é o momento da injecdo da amostra,
2 o processo de lavagem da coluna com o tampdo A contendo 5 mM de Imidazol, 3, 4 e 5 sdo partes do pico de 100 %
de tampdo B com 100 mM de imidazol. Em (B) é a imagem do gel de poliacrilamida a 12 % desde o processo de

inducdo até a purificagdo onde os nimeros 1, 2, 3, 4 e 5 correspondem as fases da cromatografia descrita em (A).
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Figura 18. Cromatograma (A) do HPLC por troca iénica do tipo aniénica onde 1, 2, 3 e 4 sdo 0s picos que apareceram
durante a cromatografia. O gel de poliacrilamida a 12 % (B) mostra desde o processo de crescimento e inducdo da
bactéria (N&o induzido e Induzido), a Lise celular (Pellet, Soltvel), a amostra obtida apds a purificacdo por afinidade
a coluna de niquel e a amostra seguida da dialise realizada para troca de Tampédo B para o Tampdo C e por fim as
etapas da cromatografia por troca ibnica em si, a injecdo da amostra, a lavagem com Tampéo C, 100 % do Tampéo D

e de 1a4sdo os picos que foram descritos em (A) que foram dados conforme o gradiente de Tampéo D foi aumentando.
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Com a coluna de niquel, primeiramente foram realizados os testes seguindo o mesmo
protocolo da HsImpa colocando 100 % de Tampdo B assim que a lavagem com Tampé&o A foi
finalizada a fim de verificar se a LmImpa teria afinidade a coluna (Fig. 17). Para refinar a
purificacdo por afinidade foi realizado uma cromatografia por troca idnica do tipo aniénica (Fig.

18) e outro teste com uma cromatografia por exclusdo molecular (Fig. 19).

Excluséio Molecular Injecio

Pellet

Solive!

Marcad

e S e i

] A "
|

17kDa ~
7
' 1/ k;—’;/’_\\ - el A g - B

Figura 19. Cromatograma (A) da purificagdo por exclusdo molecular onde de 1 a 7 representam as fases da
cromatografia. O Gel de eletroforese SDS PAGE 12 % (B) mostra as etapas anteriores a cromatografia que foram o
crescimento, inducdo e lise da bactéria, 0s momentos de injecdo da amostra para a realiza¢do da cromatografia por
afinidade a coluna de niquel bem como o0 100 % do Tamp&o B. Seguido disso iniciam-se as amostras do processo de
exclusdo molecular onde temos aliquotas do momento da injecdo da amostra e 0s ndmeros de 1 a 7 correspondem as
partes do cromatograma mostrados em (A).

Realizado estes experimentos com a parte sollvel da amostra, foi investigado a parte
insoltvel da amostra por métodos de isolamento de corpulsculo de inclusdo. Apds serem realizados
o processo de obtencao da LmImpa através do método utilizando 8 M de ureia e dialisado de forma
escalonada, a solucdo foi injetada na coluna de niquel e ao final da corrida pode-se obter uma
amostra mais pura do que nos testes anteriores e assim a amostra seguiu para uma dialise de troca

de Tampé&o B para o Tampéo C de armazenamento e posterior concentragao (Fig. 20).

A concentracdo da proteina foi realizada de duas maneiras, sendo a primeira forma
seguindo o protocolo da HsImpa e MmImpa por centrifugagdo, porém a LmImpa, diferentemente

das outras, ndo suportou as altas rotagdes sendo inviavel a utilizagdo do método. Assim, houve
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uma mudanca nesta etapa para uma concentragdo por osmose reversa utilizando agucar. Para tanto
foi testado o agucar cristal e o refinado, onde o agucar cristal se mostrou mais vantajoso pelo fato
de sua concentracdo acontecer de forma mais gradativa diferentemente do acucar refinado onde,
pelo fato da concentracdo acontecer de forma mais acelerada, a proteina precipitou conforme

ocorria a concentracao.
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Figura 20. Cromatograma da corrida de afinidade pela coluna de niquel (A) apds o processo de isolamento de
corpusculo de inclusdo utilizando ureia onde 1 é 0 momento da inje¢do da amostra, 2 a lavagem da coluna com o
tampdo A, 3 e 4 sdo impurezas que sairam ao aumentar o gradiente de concentragdo do tampéo B, 5 ¢ a LmImpa ao
atingir 100 % do Tampdo B e 6 é o final da corrida. Em (B) temos um gel de poliacrilamida a 12 % mostrando a
presenca da proteina de interesse desde o processo de crescimento e inducéo na bactéria, apds a dilise escalonada, 1
a 6 sdo os processos mostrados no cromatograma (A) e, por fim a amostra concentrada apds 1 hora. Em (C) temos um
gel de poliacrilamida a 12 % confirmatério mostrando trés etapas onde temos aliquotas de 100 % de Tampéo B (5 da
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figura A), ap0s a dialise da troca de Tampao B para 0 Tampéao C de armazenamento e a proteina apos todo o processo

de concentracdo por osmose reversa utilizando agucar.

4.6 Espalhamento Dinadmico de Luz

Os experimentos de DLS foram realizados com as trés Impa truncadas e foi possivel avaliar

seus RHs, seus Pds e com esses dados estimar suas conformagoes.

Tabela 4. Dados de DLS da MmImpa

Temperatura Ru Pd Conformacao
5°C 3,9 nm 17,4% Mondmero/Dimero
10 °C 4,0 nm 7,9% Mon6mero/Dimero
20 °C 2,7 nm 12,5% Mondmero

25°C 4,8 nm 11,0% Dimero

Tabela 5. Dados de DLS da HsImpao.

Temperatura RH Pd Conformacao
5°C 3,3 nm 10,9% Mondmero

10 °C 4,4 nm 13,5% Dimero

20 °C 4,5 nm 16,4% Dimero

25°C 4,6 nm 10,4% Dimero

Tabela 6. Dados de DLS da LmImpa.

Temperatura RH Pd Conformacéo
5°C 3,6 nm 14,5% Monémero/Dimero
10 °C 4,8 nm 16,7% Dimero

20 °C 7,1 nm 19,7% Oligdbmero

25 °C 8,7 nm 23,3% Oligbmero

As conclusdes da disposicao oligomérica em solugdo se deram de acordo com o raio da
amostra frente ao tamanho molecular da proteina informado, ndo levando em consideracdo o
alongamento natural da molécula. O baixo indice de Pd (< 15 %) indica que a distribuicdo do
tamanho molecular da amostra estda homogénea. Os resultados foram realizados em rampa de
temperatura, dos 5 °C aos 25 °C de forma crescente e depois de forma decrescente. A repeticdo

das medidas foi realizada com as mesmas amostras.

A repeticdo do experimento de MmImpa medido com a mesma amostra ndo permitiram

corroboragéo dos valores iniciais indicando que a amostra néo suportou o aumento da temperatura
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de forma estavel, a proteina j& apresentava sinais de estresse que podem ser observados com a
diminuicdo abrupta do seu Ry a 20 °C. Em contrapartida, tanto a HsImpa quanto a LmImpa
suportaram o aumento e diminuicdo da rampa de temperatura e mantiveram seus valores iniciais,

denotando elevada estabilidade da estrutura terciaria com a variacdo térmica durante 0s

experimentos.

4.7 Dicroismo Circular

Os experimentos de CD foram realizados com as trés Impa truncadas e foi possivel avaliar
sua estrutura secundaria. Os principais parametros utilizados foram baseados nos ensaios com as
amostras de Impa de Neurospora crassa (Nclmpa) e MmImpa reportadas pelo nosso grupo
(TAKEDA et al., 2013). O processamento dos dados normalizados (avaliando a contribui¢éo da
solucdo, caminho Otico, concentragdo molar e tamanho molecular da amostra), os diferentes
conjuntos de referéncia empregados com o algoritmo CONTIN permitiram a obtencéo de padrbes

de estrutura secundéria e os dados foram processados utilizando o programa K2D.

Tabela 7. Dados da estrutura secundaria obtidas pelo CD da proteina de MmImpao.

Hélices a 51%
Folhas p 10%
“Aleatorio” 38%
NRMSD 0.220

[ —— Mm-lmp-a (5 °C)]

40000
30000 -
20000

10000 ~

0 (degree cm’ dmol")

-10000 +

-20000 |

T T T T T T T T T T T T T 1
190 200 210 220 230 240 250 260
A (nm)

Figura 21. Espectro do CD da MmImpa a 5 °C no intervalo de comprimento de onda de 260 nm a 190 nm.
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Tabela 8. Dados da estrutura secundaria obtidas pelo CD da proteina de HsImpoa.

Hélices a 69%
Folhas 4%
“Aleatorio” 27%
NRMSD 0.216
60000 - | —— Hs-Imp-o. (5 °C)|
50000 -
&~ 40000
3 _
E 30000 -
o
NE T
£ 20000+
° |
o 10000
[o7]
m -
z 04
m -
-10000 |
-20000 |
T T T T T T T T T T T T T 1
190 200 210 220 230 240 250 260
A (nm)

Figura 22. Espectro do CD da HsImpa & 5 °C no intervalo de comprimento de onda de 260 nm a 190 nm.

Tabela 9. Dados da estrutura secundaria obtidas pelo CD da proteina de LmImpa.

Hélices a 10%
Folhas B 36%
“Aleatorio” 55%
NRMSD 0.237
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Figura 23. Espectro do CD da LmImpa & 5 °C no intervalo de comprimento de onda de 260 nm a 190 nm.

Tanto os dados de HsImpa quanto MmImpa estdo condizentes com a estrutura da Impa,
com 51 % e 69 % de hélices-a, respectivamente. A LmImpa por sua vez ndo apresentou tal
comportamento, com somente 10 % de hélices-o. Tal dado se deve provavelmente ao processo de
obtencdo da amostra onde a proteina foi desenovelada e depois passou por um processo de
refolding onde suas hélices-a podem néo ter sido re-enoveladas de maneira correta tornando elas
um pouco mais abertas e o processamento dos dados de CD realizou a leitura como sendo folhas

B ou como “aleatorio”.

As amostras foram avaliadas sob aquecimento gradual, mantendo-se os demais parametros
experimentais aumentando de 5 °C a 60 °C de 5 em 5 graus e por fim uma medida a 90 °C a fim

de se obter o desenovelamento pelo estresse térmico. Os resultados serdo mostrados a seguir.
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Figura 24. Curva de desnaturagdo térmica da MmImpa com variagdo de temperatura dos 5 °C & 90 °C.
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Figura 25. Curva de desnaturagdo térmica da HsImpa com variagdo de temperatura dos 5 °C a 90 °C.

Comparativamente ao desenovelamento da MmlImpa, a HsImpa apresentou melhor
estabilidade estrutural até os 30 °C e, devido variagéo gradual térmica de 5 °C, a resposta da perda
de organizacdo estrutural secundario apresentou desenovelamento aparentemente brusco. Medidas

acada 1 °C entre 30 °C e 40 °C podem oferecer maior resolucdo desta desorganizacao estrutural
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nesta faixa de temperatura. Entretanto, o ajuste da resposta ao estresse térmico ja apresenta elevada

conformidade aos dados experimentais (R? > 99%).
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Figura 26. Curva de desnaturacao térmica da LmImpoa com variagdo de temperatura dos 5 °C a 90 °C.

Os resultados obtidos com a LmImpa sdo significativamente distintos ao observado com a
mesma proteina de outros organismos (Nclmpoa, MmImpa e HsImpa). Contudo, os ensaios de
DLS retornaram informacdes condizentes para organizacfes quaternarias de uma proteina de 55
kDa e permitiram visualizar espectros de CD esperados para a concentracdo e tamanho molecular
da amostra, porém denota-se que a proteina apresenta elevado grau de desarranjo das hélices-a,
mesmo aos 5 °C. Provavelmente, este grau de desarranjo das hélices-o permitiram a

oligomerizacdo da proteina em temperaturas mais elevadas.

4.8 Espectroscopia de Fluorescéncia

Os resultados da fluorescéncia mostraram a emisséo de fluoroforos das proteinas Mmima,
Hsimpo e LmImpa através da excitacdo dos residuos de triptofano presentes nas mesmas. Os
triptofanos ficam alocados nas porgdes de interagdao da Impo com o peptideo sendo assim, a
emissdo significa que seu sitio de interagdo esta livre e disposto de forma aberta ao soluvel

permitindo com que o NLS possa se conectar com a Impa.

Tanto a MmImpa e a HsImpa possuem sete triptofanos enquanto que a LmImpa possui
somente seis, 0 que justifica sua curva apresentar menor absorbancia do que as outras duas e pelo

fato da HsImpa estar em sua forma dimerica, alguns de seus triptofanos estéo ocultos fazendo com
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que sua emissdo seja um pouco menor. Outro ponto é o deslocamento da curva da LmImpa para a
esquerda podendo indicar que seu enovelamento ndo esteja igual ao das outras duas Impa devido

ao processo de refolding realizado para sua obtencdo da amostra (Fig. 27).
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Figura 27. Analise comparativa das estruturas secundarias das proteinas recombinantes MmImpa (Preto), HsImpa

(Azul) e LmImpa (Vermelho).

Levando em conta os dados obtidos no DLS, que mostrava a 5 °C a LmImpa estava em
monémero, a 10 °C ela esta numa transi¢cdo entre monémero e dimero e em 20 °C e 25 °C ela fica
em um estado oligomérico, realizamos um teste com a LmImpa variando a temperatura da mesma
forma que nos demais experimentos (Fig. 28) e para finalidades bioestatisticas, foi realizado o

teste T para garantir que os dados sdo ou ndo significantes.
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Figura 28. Espectro da fluorescéncia da LmImpa variando sua temperatura entre 5 °C e 25 °C.

O grafico nos mostra que, a 5 °C a proteina esta em sua forma monomérica, expondo 0s
seus triptofano, a 10 °C mesmo estando na transic¢ao entre mondémero e dimero ainda ha exposicédo
dos triptofanos e 20 °C e 25 °C como oligbmero. Houve apenas uma inversdo nos dados de 20 °C
e 25 °C, com p-value ndo significantemente estatistico, porém acreditamos que seja devido ao fato
da proteina estar oligomerizada fazendo com que seus triptofanos ndo estejam totalmente expostos

dependendo da conformacéo.

Para verificar a afinidade da LmImpa com a SV40 NLS e a Rbp38 NLS foram realizados
testes da proteina em um mesmo meio que os peptideos variando as temperaturas para verificar se
sua conformacédo de fato alterava sua afinidade. Os resultados mostrados a seguir foram os
resultados obtidos a 10 °C e 20 °C.

43



5000
—— Lmimpa
—— LmImpa/SV40 NLS
—— LmImpa/RBP38 NLS
4000
Z
=
2
= 3000
b
=
3
S
e 2000
=
=
1000
0
320 340 360 380 400 420 440
Wavelength (nm)

Figura 29. Espectro da fluorescéncia da LmImpa isolada (roxo), juntamente com a SV40 NLS (verde) e Rbp38 NLS

(rosa) a 10 °C. Onde pode-se verificar que a LmImpa pode ter afinidade com ambos peptideos.
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Figura 30. Espectro da fluorescéncia da LmImpa isolada (roxo), juntamente com a SV40 NLS (verde) e Rbp38 NLS
(rosa) a 20 °C.
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Ao processar os dados e realizar o teste T das curvas apresentadas nos espectros obtivemos
os p-value a 10 °C mostraram diferenca estatistica e a 20 °C seu valor ndo se mostrou
significantemente estatistico, sendo assim, a LmImpa nédo aparenta possuir afinidade com nenhum
dos peptideos a 20 °C provavelmente devido a sua oligomerizacdo, porém ela aparenta possuir

certa afinidade a 10 °C com ambos os peptideos.

4.9 Calorimetria por Titulacdo Isotérmica

Os experimentos de ITC foram realizados na proporcao proteina: peptideo de 30:300 para
verificar a afinidade que a proteina tem os com peptideos, porém seus resultados mostraram-se
inconclusivos, onde ndo pudemos processar os dados uma vez que 0s mesmos nao formaram um

padrdo de afinidade. Os resultados mostrados a seguir sdo dos ITCs realizados a 10 °C e 20 °C.
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Figura 31. Termograma e Isoterma obtidos pela analise calorimétrica dos complexos LmIimpa/Rbp38 (A) e
LmImpa/SV40 NLS (B) a 10 °C.
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Figura 32. Termograma e Isoterma obtidos pela analise calorimétrica dos complexos LmImpa/Rbp38 (A) e

LmImpa/SV40 NLS (B) a 20 °C.

4.10 Modelagem, Docking e Dinadmica Molecular

4.10.1. Modelo tedrico da LmIimpa

O modelo teodrico da LmImpa ao se comparar com a estrutura utilizada de base, apresentou
98,3 % dos residuos de aminoacidos e 97,2 % dos rotametros em regides favoraveis no grafico de
Ramachandran (Fig.35). O modelo mostrou estabilidade numa simulacéo de 100 ns que pode ser
observado pelo RMSD e pelo Raio de Giro (total e ao redor dos eixos) (Fig.34). Além disso, um
estudo de cluster revelou que ndo ha mudancas significativas entre as quatro principais estruturas
que representam os clusters mais populosos da simulacéo (Fig. 33). O estudo de clusters se baseia
em separar 0s modelos gerados em grupos similares utilizando um cutoff do valor do RMSD e a
estrutura central é uma mediana do cluster inteiro e para validar o modelo foram utilizados os
parametros do RMSD, que indica o quanto a estrutura se modifica da sua posicdo inicial, 0 Rg que
verifica a geometria e 0 RMSF que verifica a variagdo da posi¢do dos &tomos durante a simulacéo.
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Figura 33. Sobreposicéo das quatro principais estruturas formadas a partir dos clusters mais populosos do modelo

tedrico da LmImpa.
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Figura 34. Dados do RMSD (A), Raio de Giro (B) e RMSF (C) do modelo teérico da LmImpao durante os 100 ns de

simulac&o.
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Figura 35. Sobreposicdo do molde de Osimpa- 4B8J (cinza) e o modelo tedrico gerado por modelagem comparativa

para a LmIimpa (roxo).

4.10.2. Docking da Lmimpa com a Rbp38 NLS

Os estudos de docking molecular entre a LmImpa e a Rbp38 NLS foram realizados com a
estrutura central do cluster mais populoso da simulagdo anterior com a LmImpa. Foram gerados
10 complexos, dentre os quais, 0 modelo 9 além de apresentar o Rbp38 na configuracdo
antiparalela, também atingiu uma conformacéo energeticamente favoravel com um AG= -11
kcal/mol e um Kd estimado de 18 nM a 37 °C (Fig. 36).

AG = -11 kcal mol!

K,=18x10%M

Figura 36. Complexo LmImpa (roxo) / Rbp38 NLS (verde) com AG e Kd da interagéo.
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A simulacéo de dinamica molecular do complexo gerado nos estudos de docking molecular
demonstrou que o complexo s6 assume uma conformagdo mais estavel apds cerca de 60 ns de
simulacdo. A Rbp38 NLS sofre as alteragdes conformacionais mais drasticas proximas ao termino
da simulagdo, demonstrando que o peptideo ainda ndo atingiu a estabilidade (Fig. 38).

N
'\\\ Cluster 2: 1225 estruturas

Cluster 3: 1227 estruturas

Cluster 1: 1875 estruturas

Figura 37. Sobreposicdo com as estruturas centrais correspondentes aos trés clusters mais populosos na simulacdo de

dindmica molecular com o complexo.
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Figura 38. Gréafico de RMSD demonstrando o comportamento individual da LmImpa. (cinza) e Rbp38 NLS (roxo)

no decorrer dos 100 ns, pode-se verificar que o conjunto ndo alcangou a estabilidade.

4.10.3. Modelo tedrico da LmImpa em dimero.

O dimero tedrico gerado para a LmImpa apresentou poucas variagdes de RMSD durante
10 ns de simulacdo de dindmica molecular, indicando que a estrutura tem uma estabilidade
razodvel. Andlises do raio de giro durante a simulacdo revelaram que, na sua forma dimérica, a

LmImpa atinge um maximo de 3,8 nm. A interface de interacdo do dimero apresentou maior
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afinidade que o molde utilizado para constru¢do do modelo dimérico, com um Kd estimado em
trés ordens de magnitude menor quando comparado com o molde da Impa de Saccharomyces

cerevisiae (Scimpa — 1BK5).

AG = -9 kcal mol!

K,=43x10"M

AG = -13.4 kcal mol!
K;=35x101"'M

Figura 39. Sobreposicéo entre dimeros ScImpa- 1BKS5 (ciano) e LmImpa (roxo). Comparativo entre afinidades para
cada interface de interag@o de acordo com valores de AG e Kd destacados com linhas em cores correspondentes a cada

dimero.
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Figura 40. Gréficos de RMSD (A) e raio de giro (B) para o dimero tedrico de LmImpa durante 10 ns de simulagéo

de dinamica molecular.
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4.11. Comparacédo dos dados biofisicos e estruturais da LmImpa com as outras Impa.

Para efeito de comparacéo foi realizado uma busca no banco de dados PDB onde foram
analisadas cinco estruturas cristalogréficas de Impo de organismos distintos: Mus musculus
(MmImpa), Homo sapiens (HsImpa), Neurospora crassa (Nclmpa), Saccharomyces cerevisiae
(Sclmpa) e Oryza sativa (OsImpa). Foram analisados os pontos isoelétricos (PI), massa molecular
(MW) e a quantidade de triptofano (N° Trip) bem como as suas localizagdes. Estes dados foram

obtidos a fim de visualizar as semelhangas e diferengas entre as Impa ja elucidadas com a LmImpa.

Tabela 10. Tabela comparativa dos Pls, massa molecular (kDa) e quantidade de triptofano das Impa de M. musculus,

H.sapiens, N.crassa, L.major, S.cerevisiae e O. sativa, respectivamente.

Importina-a
Mmimpe = Hslmpa Nclmpa. Lmimpe | Scimpa Oslmpa.
P 4,96 4,93 5,07 4,61 4,87 5,1
MW (kDa) 49,84 49,66 50,94 50,37 46,67 49,60
° P

N° Trip 7 7 7 6 7 7
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Figura 41. Sequéncia das Impa alinhadas. Em vermelho estdo destacados os triptofanos de cada sequéncia.

Além de verificar esses dados, para gerar o modelo teérico foi feito um comparativo entre
as Impa ja elucidadas para verificar a similaridade da LmImpa e ela chega a ter cerca de 40% de
identidade com as outras, mostrando que, ela possui algumas diferencgas que podem estar refletindo

nos resultados observados em todo o processo de obten¢do da LmImpa.
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Tabela 11. Identidade das Impa com a LmImpa

Espécie Identidade
Homo sapiens 41.39 %
Mus musculus 43.33 %
Neurospora crasssa 43,82 %
Oryza sativa 43,97 %
41,33 %

Saccaromyces cerevisiae
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5. DISCUSSAO

5.1. LmImpa recombinante fica na porc¢éo insoltvel da lise celular

Apos os testes com 0 mesmo protocolo ao das outras Impa, verificamos que a LmImpa
permanece na porcao insoltvel do lisado, sendo necessario entdo tentativas alternativas para retira-
la do insoluvel. Para resolver isso, foram realizados dois testes e desses dois, 0 experimento de
isolamento de corpusculo de incluséo utilizando ureia se mostrou o mais eficaz, que tem como
base desenovelar a proteina e apds o processo realizar o processo de refolding com uma série de
dialises escalonadas para que a ureia possa ser retirada de forma gradual, auxiliando no processo

enovelamento da LmImpa.

Seguindo esse passo, a cromatografia realizada volta a ser a mesma que o protocolo da
HsImpao, mudando apenas o HEPES pH 7,0 para o Tris-HCI pH 8,0, na mesma concentra¢do uma
vez que o rendimento obtido ap6s a cromatografia de afinidade a niquel se mostrou levemente
melhor do que quando foi utilizado o HEPES. Em seguida realizou-se o0 processo de concentracéo
onde a amostra ndo se mostrou favoravel a centrifugacdo igual as outras Impa sendo necessario
testar um outro método onde primeiramente a amostra foi filtrada uma vez com um filtro de 30
kDa e agitacdo minima. Entdo a amostra foi colocada em uma membrana semipermeavel e, por

osmose reversa, ela foi concentrada de forma gradual utilizando agUcar.

5.2. LmImpa varia sua forma conforme a variacio da temperatura afetando sua ligagdo com

a Rbp38 NLS

Analisando os experimentos de DLS pudemos verificar que a proteina varia bastante sua
forma de mondmero a 5 °C e oligbmero em temperaturas superiores. Esse comportamento foi
anteriormente verificado por Conti e colaboradores (CONTI et al., 1998; CONTI; KURIYAN,
2000) que mostraram que a Sclmpa truncada se dimeriza ligando a porgao C-terminal de uma com
a porcdo N-terminal de outra proteina, podemos inferir que provavelmente essa dimerizacao esta
afetando o potencial de ligacdo da LmImpa com os peptideos, por isso os dados de ITC nao foram
possiveis de serem processados e, como a dimerizagdo ocorre na por¢do dos sitios de interacao,
eles fazem com que os triptofanos estejam menos ou mais expostos dependendo da sua forma de

ligacéo.
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Figura 42. Dimero do cristal de Scimpa (PDB: 1BKS5) onde as Sclmpa (verde e magenta) se ligam na porgdo N-

terminal de um com a por¢do C-terminal do outro inibindo parcialmente os sitios de interacdo (CONTI et al., 1998).

No dimero da Sclmpa elas se ligam de uma forma que cobrem cerca de 13% da proteina e
também cobrem residuos fundamentais para a ligacdo dos peptideos no sitio principal como a
arginina 321 e a tirosina 283 que por sua vez impedem que o par asparigina-triptofano se ligue ao
NLS. Para resolver isso, 0 grupo realizou uma mutagao na sequéncia da Sclmpo em que eles
trocaram a tirosina 397 para um &cido aspartico (CONTI; KURIY AN, 2000). Com essa mutacao

o grupo conseguiu cristalizar a ScImpa com a SV40 NLS de forma monomérica.
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Figura 43. Figura dos principais pontos de intracdo do dimero da LmImpa (vermelho e azul).

A0 se comparar essa regido mutada da estrutura cristalografica da Scimpa (PDBs: 1BKS5 e
1EES5) com a Lmlmpa podemos verificar alguns pontos, dentre eles que, a mutagdo tirosina
(aromatica, carga neutra, polar) para um acido aspartico (acido, carga negativa, polar) houve um
carregamento negativo que auxiliou na ndo formagéo do dimero. Por sua vez a LmImpa, nesta
mesma regido da mutacéo, apresenta uma leucina que € um aminoécido alifatico e apolar. Levando
em consideracdo isso, inferimos que pela leucina ser hidrofobica, ela pode estar auxiliando na

oligomerizacao da proteina.
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Figura 44. Regido da mutacdo da Sclmpa, comparagdo a ScImpo mutada (rosa) e ndo mutada (verde) e a LmImpa
(azul), onde em verde ¢ a tirosina, residuo ndo mutado da Sclmpa, em rosa é o acido aspartico, residuo mutado da

Sclmpa e em azul temos a leucina, residuo da LmImpa.

Figura 45. Regido da mutagdo da Sclmpa com o codigo de cores por residuo onde em amarelo sdo as cadeias
carbdnicas, em vermelho sdo os oxigénios e em branco os hidrogénios. A disposi¢do dos residuos ¢ a mesma da

imagem anterior.
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Observando os pontos de interagcbes em comuns do complexo Lmimpa/Rbp38 NLS com a
forma dimérica da proteina, podemos reparar alguns pontos essenciais para a ligacdo do peptideo
no sitio de interagdo da LmImpa. Tais como os aminoacidos triptofano 276, arginina 242 ¢ 318 e
leucina 314. Ao comparar esses aminoacidos com o dimero e a proteina mutada e ndo mutada da
ScImpo (CONTI et al., 1998; CONTI; KURIYAN, 2000), a mesma arginina esta presente na
ligagdo dos dimeros bem como alguns outros aminoécidos e a presenca do triptofano 276 na
ligacdo do dimero da LmImpa podem estar impedindo que o mesmo par asparigina- triptofano se
ligue a0 NLS. O complexo possui um Kd= 1,8 x10® M enquanto que a proteina dimérica possui
um Kd= 3,5 x101° M mostrando que, provavelmente, o peptideo ndo consegue desfazer a ligagéo
entre duas LmImpa, levantando a hipdtese que quando a proteina estd em sua forma monomérica

(5 °C) ela ligue com o peptideo, como visto com os dados de espectroscopia de fluorescéncia.
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Figura 46. Esquema simplificado da interagdo do complexo Lmimpa / Rbp38 NLS
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Figura 47. Esquema das principais interacdes entre os dimeros de Lmimpoa.
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5.3. LmImpa possui caracteristicas distintas das outras Impa

Apesar da alta similaridade dentro da familia das Importinas, a compara¢do da LmImpa
com outras Impa, revela caracteristicas especificas da LmImpa. A primeira diferenga ¢ a auséncia
de um triptofano comparado com todas as outras Impa. Essa auséncia pode afetar no poder de
ligacdo da Impa com NLSs, pois os triptofanos sdo caracteristicos nos sitios de ligagdes das Impa
e sdo residuos responsaveis por boa parte das interagdes Impa-NLS. Além disso, outro ponto € o
PI que enquanto os outros PIs variam mais proximos de 5,0, o da LmImpa € 4,61 o que pode ser
um dos fatores que faz com que no processo de expressao ela fique na porcdo insoluvel e o fato
que ela fique mais estavel em meios mais basicos do que as demais durante a cromatografia. Outro
ponto é ao ver os dados de Twmering Obtidos pelo experimento de CD, podemos verificar que a
LmImpa ndo suporta altas variagfes de temperaturas e para compensar ela se oligomeriza mais

facilmente do que as outras que possuem 0 Twmetting Mais elevado.

5.4. Arvore Filogenética das Impa

Verificando a arvore filogenética das Impa pode-se verificar que a LmImpa de fato é mais
similar a OsImpa e a de Scimpa do que dos animais (Fig. 48). O que justifica tanto a sua identidade
com essas Impa quanto seu comportamento de dimerizacdo e o fato da Rbp38 se ligar a NcImpa

e ndo se ligar a MmImpa.
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e as familias das Impa.
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6. CONCLUSAO

O processo de obtengdo da proteina recombinante Lmlmpa, apesar de possuir uma
transformacéo e inducdo semelhante as outras Impa estudadas em nosso laboratdrio, fica retida
em maior concentracdo na fracdo insolavel, apos o processo de lise celular. Deste modo, uma etapa
€ necessaria para obter a proteina viavel para os testes biofisicos. Dentre as tentativas de remocao
da LmImpa da parte insoluvel, o processo de isolamento de corptsculo de inclusdo utilizando
ureia, foi 0 mais efetivo onde apds o desenovelamento da proteina, por uma série de dialises que
ocorreram de forma escalonada a proteina voltou a se enovelar e, assim, foi passado para o0 proximo
passo que € a cromatografia de afinidade a niquel a fim de aumentar seu grau de pureza para a
realizacdo dos testes biofisicos. Seguido desse passo, durante a concentracdo utilizando o método
de concentragéo por centrifugagdo a LmImpa ndo se mantinha viavel entdo foi utilizado o método

de concentracdo por osmose reversa utilizando uma membrana semipermeavel e acucar cristal.

Com os experimentos de CD e DLS foi possivel verificar que a LmImpo se comporta de
forma distintas das outras duas Impa, ficando em forma monomérica somente a 5 °C enquanto que
as outras se mantem de forma monomérica em temperaturas superiores e seu Twmelting € menor do
que as outras mostrando que ela ndo suporta muitas mudancas de temperatura. Os experimentos
de espectroscopia de fluorescéncia estatica foram realizados com a LmImpa, HsImpa e MmImpa,
que nos retornou informacgdes sobre a viabilidade das proteinas e sua possivel interagdo com o
peptideo Rbp38 NLS. Os resultados mostraram que as trés proteinas tém afinidade com o peptideo,
sustentando a hipotese de que a Rbp38 é uma proteina que € transportada pela Via Classica de

Importacao Nuclear pela Impa.

De maneira a complementar os dados experimentais, modelos teéricos foram criados a fim
de verificar o possivel comportamento da LmImpa e corroborando ou ndo com os dados obtidos
experimentalmente. Com isso foi possivel criar um modelo tedrico da LmImpo monomérica e
dimérica, bem como com sua interacdo com a Rbp38 NLS. Com estes dados foi possivel verificar
que a ligacdo da proteina na forma dimérica é mais intensa comparado com o peptideo, levantando
a hipdtese de que a LmImpa consegue se ligar ao peptideo, porém somente quando ela esta em sua

forma monomérica.
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