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Resumo

Uma das vias de transporte melhor caracterizada é mediada pela Importina-o (Impa), chamado
via classica de importacdo nuclear. Nesta via, a Importina-p (Impp) se liga a Impa, afastando o
dominio auto inibitorio da Impa, permitindo o reconhecimento e a ligacdo das sequéncias de
localizacdo nuclear (NLS) presentes nas proteinas a serem importadas. Ja foram identificadas
diversas variantes da Impa em diferentes organismos, as quais foram classificadas em trés
subfamilias (al, a2 ¢ a3) baseado na similaridade sequencial entre elas. A Impa de Homo
sapiens possui sete variantes, sendo que a sua variante al possui alta similaridade com a
variante 02 de Mus musculus (MmImpa), primeira Impo. de mamifero a ser estruturalmente
elucidada e amplamente utilizada no estudo de processos de importacdo nuclear. Além disso,
com 0 avango nos estudos nesta area, as estruturas das Impao de humano, fungo e arroz foram
elucidadas, revelando que estas estruturas sdo altamente conservadas, mas apresentam
diferentes caracteristicas, como a afinidade a diferentes NLSs, em raz&o das regides adjacentes
aos sitios de ligacdo da Impa. Ainda existem poucas informacdes acerca destas diferencas,
apesar da grande importancia académica e farmacoldgica, devido a especificidade do transporte
proteico. Sendo assim, este trabalho teve por objetivo a produ¢ao da variante a1l da HsImpo e
sua comparacdo estrutural com a MmlImpo, e 0 estudo da interagdo entre a Hslmpa e os
peptideos NLS SV40, XPG1 e PAC-3. Para tal feito, foram realizadas a transformacdo,
expressdo e purificacdo da proteina HsImpa, bem como a analise estrutural com as técnicas de
espalhamento de luz dindmico (DLS), dicroismo circular (CD) e espectroscopia de
fluorescéncia (FS). A analise da afinidade dos complexos HsImpa/XPG1-NLS, HsImpo/SV40-
NLS e HsImpa/PAC-3 foi realizada com a técnica de calorimetria por titulacdo isotérmica
(ITC). O CD mostrou que a HsImpa possui estrutura similar a outras Impa, apresentando,
majoritariamente, hélices-a em sua estrutura. O DLS e 0 FS da amostra da HsImpa isolada
mostram que h& uma possivel oligomerizacdo quando submetida ao aumento gradual da
temperatura (5 °C a 25 °C), sendo que a 5 °C ela se mostra majoritariamente monomérica. Ja a
analise dos resultados de DLS e FS do complexo HsImpa/SV40-NLS mostram que hd uma
melhor estabilizacdo do complexo na presenga da NLS. Quando analisada a amostra da HsImpa
isolada pela técnica de FS, medindo diferentes amostras para cada temperatura (5, 10, 20 e 25
°C, foi observado que ndo ha a oligomerizagdo. A FS do complexo HsImpa/SV40-NLS,
também medida uma amostra para cada temperatura (5, 10, 20 e 25 °C), sendo observado
pequenas variacdes na exposicdo dos triptofanos, indicando que a afinidade do complexo é
baixa, posteriormente confirmada com a técnica de ITC. A mesma analise de FS foi empregada
para 0 complexo HsImpa/XPGI-NLS, sendo observado que h& ligacdo em todas as
temperaturas analisadas. Esta ligacdo se mostra forte e favoravel, quando analisada pelo ITC,
assim como ja observado com a MmImpa em outro estudo realizado por nosso grupo. Foi
realizado também a analise da HsImpa com peptideo NLS de outro organismo (fungo), PAC-
3-NLS com ITC, resultando que a afinidade do complexo néo pode ser determinada, pois 0s
termogramas obtidos n&o foram reprodutiveis, diferente do observado em outro estudo com a
MmlImpa, em que a afinidade do complexo é alta. Experimentos de co-cristalizacao estdo sendo
realizados visando a obtencao dos detalhes da interacdo dos complexos, sendo obtidos pequenos
cristais que precisam ser otimizados. Os resultados apresentados indicaram uma possivel
oligomerizagdo da Impa truncada quando isolada, porém, quando complexada com peptideos
NLSs de alta afinidade, como a XPG1, a proteina é majoritariamente monomeérica. Possiveis
diferencgas na estequiometria e na afinidade do complexo HsImpa/XPG1-NLS em comparagédo
com o MmImpa/XPG1-NLS podem indicar o modo de interagdo diferente entre eles. Estes
resultados fortalecem a importincia dos estudos entre as Impa ¢ NLSs de diferentes
organismos, extremamente importante para futuros estudos farmacolégicos.



Abstract

One of the best characterized transport routes is mediated by Importin-a (Impa), called the
classical nuclear import pathway. In this pathway, Importin-p (Impf) binds to Impa, pushing
away the self-inhibitory domain of Impa, allowing the recognition and binding of nuclear
localization sequences (NLS) present in the proteins to be imported. Several variants of Impa.
have been identified in different organisms, which have been classified into three subfamilies
(al, a2 and a3) based on the sequential similarity between them. The Homo sapiens Impa has
seven variants, and its al variant has high similarity with the a2 variant of Mus musculus
(MmImpa), the first mammalian Impa to be structurally elucidated and widely used in the study
of nuclear import processes. Furthermore, with advances in studies in this area, the structures
of Impa from human, fungus and rice were elucidated, revealing that these structures are highly
conserved, but have different characteristics, such as affinity to different NLSs, due to the
regions adjacent to the Impo binding sites. There is still little information about these
differences, despite the great academic and pharmacological importance, due to the specificity
of protein transport. Therefore, this work aimed to produce the al variant of HsImpa and its
structural comparison with MmImpa, and to study the interaction between HsImpa and NLS
SV40, XPG1 and PAC-3 peptides. For this purpose, transformation, expression and purification
of the HsImpa protein were performed, as well as structural analysis with dynamic light
scattering (DLYS), circular dichroism (CD) and fluorescence spectroscopy (FS) techniques. The
affinity analysis of the complexes HsImpa/XPG1-NLS, HsImpoa/SV40-NLS and HsImpa/PAC-
3 were performed using isothermal titration calorimetry (ITC). The CD showed that HsImpa
has a structure similar to other Impa, mostly presenting a-helices in its structure. The DLS and
FS of the isolated HsImpa sample show that there is a possible oligomerization when subjected
to a gradual increase in temperature (5 °C to 25 °C), but at 5 °C it is mostly monomeric. The
analysis of the DLS and FS results of the HsImpa/SV40-NLS complex showed that there is
better stabilization of the sample in the presence of the NLS. When the isolated HsImpa sample
was analyzed by the FS technique, measuring different samples for each temperature (5, 10, 20
and 25 °C, it was observed that there is not oligomerization. The FS of the complex
HsImpa/SV40-NLS, with also one sample measured at each temperature (5, 10, 20 and 25 °C),
indicated small variations in the exposure of tryptophans, showing that the affinity of the
complex is low, which was later confirmed by the ITC technique. The same FS analysis was
performed for the HsImpoa/XPG1-NLS complex, being observed that there was binding at all
temperatures analyzed. This binding was strong and favorable when analyzed by the ITC, as
has already been observed with MmImpa in another study carried out by our group. A analysis
of HsImpa with NLS peptide from other organism (fungus) was also performed (HsImpa/PAC-
3-NLS complex) by ITC, but its affinity could not be determined, as the thermograms obtained
were not reproducible, unlike that observed in another study with MmImpa, which the affinity
was high. Co-crystallization experiments are being carried out in order to obtain details of the
interaction of the complexes, obtaining small crystals that need to be optimized. The results
presented here indicated the possible oligomerization of truncated Impa when isolated,
however, when complexed with high-affinity NLSs peptides, such as XPG1, the protein is
mostly monomeric. Possible differences in the stoichiometry and affinity of the HsImpo/XPG1-
NLS complex compared to MmImpo/XPG1-NLS may indicate different mode of interaction
between them. These results strengthen the importance of studies between Impa and NLSs from
different organisms, extremely important for future pharmacological studies.
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1. INTRODUCAO
1.1 Caracteristicas do transporte nucleo - citoplasma

As células eucariontes sdo caracterizadas pela presenca de um ndcleo muito bem
definido, envolto por uma membrana que o separa do citoplasma. Por esta membrana ocorre 0

transporte de moléculas necessarias para o funcionamento das células.

O transporte de moléculas entre o nucleo e o citoplasma, ocorre por meio do complexo
poro nuclear (nuclear pore complex — NPC) (Figura 1) que esta ancorado ao envelope nuclear,
e por onde moléculas pequenas, como ions, metabdlitos e outras com até 40 kDa, atravessam-
no livremente, enquanto moléculas maiores, como proteinas, RNA e DNA necessitam de um

receptor de transporte nuclear, como as importinas, para atravessa-lo (Gorlich & Kutay, 1999)

O NPC é constituido por proteinas chamadas de nucleoporinas (Nups) e apresenta uma
estrutura bidirecional, que permite o transporte de moléculas tanto do citoplasma para o nicleo,
quanto do nucleo para o citoplasma. Em vertebrados, o0 NPC possui espessura de ~50 nm,
diametro externo (regido voltada ao citoplasma), de 80 a 120 nm de diametro interno (regido
voltada ao nucleo) (Bui et al., 2013), e massa de ~125 MDa em vertebrados (Reichelt et al.,
1990). Além disso, cada poro possui uma estrutura em forma de cesta de basquete, que €
ancorada por anéis octogonais nas partes citoplasmatica e nuclear do NPC (Beck et al., 2004;
Stoffler et al., 2003), e apresenta filamentos que se estendem ao citoplasma, conhecidos como

filamentos citoplasmaticos (Grossman et al., 2012, Lin et al., 2016).

13
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Figura 1 — Composi¢do do Complexo Poro Nuclear humano gerado por docking e reconstrucéo de cristal por Cryo-
EM. As estruturas coloridas sdo as proteinas (nucleoporinas) que compde o complexo poro nuclear. (A) Vista de
cima da face citoplasmatica do complexo poro nuclear; (B) uma vista em corte transversal de dentro do canal de
transporte (Electron Microscopy Data Bank entry number EMD-3103) Figura adaptada de (Lin et al., 2016).

O transporte nucleo-citoplasmatico é dividido em duas fases: a movel, na qual estdo
envolvidos os adaptadores e receptores de moléculas, e outra estacionaria, que sdo 0s
componentes estruturais do NPC (Mattaj & Englmeier, 1998). Os componentes da fase
estaciondria sdo as nucleoporinas, que sao de suporte (Scaffold Nups), que formam o canal
central por onde passam as moléculas, e as nucleoporinas-FG (FG-Nups), ricas em repeticdes
de fenilalanina-glicina, responsaveis por formar uma barreira de permeabilidade e seletividade
do canal central (Frey et al., 2018; Timney et al., 2016). As nucleoporinas-FG sdo fundamentais

para a importacdo nuclear, por possuirem sitios de ligacdo para as importinas, que sdo as
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proteinas responsaveis pela dire¢éo do transporte e liberacéo das moléculas maiores que 40 kDa
(Sorokin et al., 2010; Suntharalingam & Wente, 2003).

Para o transporte de macromoléculas hd uma série de interaces dos componentes da
fase estacionaria com os da movel, como no caso da Via Classica de Importacdo (Lange et al.,
2007) (Figura 2). Nesta via sdo importadas para o ndcleo proteinas que possuem Sequéncias de
Localizagdo Nuclear (NLSs), com o auxilio do heterodimero Importina-o/Importina-3

(Impa/Impp).

A importacdo das NLSs inicia-se com a ligacdo da Impf3 ao Importin Beta Binding (IBB
domain), que atua como dominio auto inibitério da Impa, ocasionando seu afastamento,
deixando a Impa ativa, para que ela faca o reconhecimento e ligacdo das NLSs. Com isso é
formado o complexo Impo/Impf/NLS, sendo este importado para o nlcleo por meio da série
de eventos desencadeados com a interacdo da Impf3 com os filamentos citoplasmaticos do NPC
(Conti et al., 1998; Conti & Kuriyan, 2000; Fontes et al., 2000; Stewart, 2007, Oka & Yoneda,
2018).

Apds adentrar o nucleo celular, o complexo é desassociado com a ligacdo do RanGTP
a Impp, modificando a sua conformagio e deixando o dominio IBB livre (Lindsay et al., 2002;
Matsuura & Stewart, 2004). O dominio IBB passa a competir com os sitios de ligacdo da NLS
e interage com a nucleoporina Npap60 ou RBBP4 (Retinoblastoma binding protein 4, também
chamada de RbAp48), contribuindo na regulagdo do processo de importacdo e na liberagdo da
macromolécula, uma vez que este diminui a afinidade do NLS a Impa (Kobe, 1999; Lindsay
et al., 2002; Matsuura & Stewart, 2004; Ogawa et al., 2009).
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Figura 2 — Esquema simplificado da Via Classica de Importagdo Nuclear. A Impp se acopla a Impa afastando o
seu dominio auto inibitério (1,2) permitindo a ligacdo da NLS que serd importada (3). Impp interage com os
filamentos citoplasmatico (4), possibilitando a passagem do complexo Impo/ImpaP/NLS pela cesta do poro
nuclear (5). Dentro do nucleo, a RanGTP se acopla ao complexo Impo/ImpaB/NLS (6), ocasionando sua
dissociagdo, deixando o NLS livre no ntcleo (7) para exercer sua fungdo, enquanto, a Impa e a Impp, sdo recicladas
para o citoplasma com auxilio das exportinas.

Com a desassociacdo do complexo no nucleo, ha a formacgdo de um novo complexo
contendo a Impa, a RanGTP e a exportina CAS/CSE1L, que auxiliam na reciclagem da proteina
Impa, transportando-a de volta ao citoplasma (Kutay et al., 1997; Lange et al., 2007). A Impf3
também é reciclada para o citoplasma de maneira similar, a partir da formagdo do complexo
Impp/RanGTP/exportinas, que ¢ dissociado no citoplasma por meio da RanGAP, (hidrolise da
RanGTP) e, assim como a Impa, ficando disponivel para um novo ciclo de importacdo (M
Stewart, 2006).

16



1.2 Estrutura da Importina-a.

As estruturas cristalograficas da Impa de diferentes organismos, como Mus musculus
(Kobe, 1999), Saccharomyces cerevisiae (Conti et al., 1998), Homo sapiens (Cutress et al.,
2008), Oryza sativa (Chang et al., 2012), Neurospora crassa (Natalia E. Bernardes et al., 2015)
e Arabidopsis thaliana (Wirthmueller et al., 2015), ja foram elucidadas.

A estrutura da Impa é bem conservada, sendo que em sua porcdo N-terminal estd o
dominio auto inibitério ou dominio IBB, que abrange aproximadamente 70 residuos. Na sua
regido central estdo presentes dez repeticbes armadillo (ARM repeats), constituidas por trés
estruturas em alfa hélice cada, responsaveis pela formacdo dos dois sitios de ligacdo e

reconhecimento das NLSs.

Arm 3

Arm 4

Figura 3 - Representacdo da estrutura tridimensional da Importina-a. contendo um dominio IBB e 10 repeti¢cdes armadillo
(Adaptado de Kabe, 1999).

Apesar da conservacdo da estrutura, a Impo sofreu diversas alteracbes devido as
exigéncias cada vez mais complexas dos seres vivos, como a necessidade de realizar fungbes
especificas em suas células e tecidos (Mason et al., 2009), ocasionando no surgimento de

variantes que possuem especificidades a diferentes moléculas.

As variantes da Impa apresentam diferencas funcionais que possibilitam a identificacéo
e o transporte de diversas macromoléculas como proteinas, fatores de transcri¢do e virus. Em

alguns organismos, tais como S. cerevisiae (ScImpa - levedura de cerveja) e N. crassa (NcImpa
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- fungo vermelho do p&o), as Impo possuem apenas uma variante, enquanto a Drosophila
melanogasteer, apresenta trés variantes. As Impo de mamiferos, como M. musculus e H.
Sapiens, apresentam seis e sete variantes respectivamente, apresentando alto grau de

similaridade entre elas (Tabela 1)(Pumroy & Cingolani, 2015).

Baseado na similaridade da sequéncia de amino&cidos, as Impo de diferentes
organismos sdo classificadas em trés subfamilias: a1, a2 e a3 (Miyamoto et al., 2016; Pumroy
& Cingolani, 2015). Em contrapartida, as Impoa dos reinos Viridiplantae e Fungi, como a O.
sativa e N.crassa, pertencem a classe al-like, pois suas sequéncias se diferenciam em mais de

75% das variantes de outros reinos (Christie et al., 2016a; Kohler et al., 1999).

As variantes da Impa desempenham fungdes fisiologicas diferentes nos mais variados
organismos (Miyatake et al., 2015) e séo expressas em diferentes estagios de desenvolvimento
dos organismos. Por exemplo, as variantes humanas (al, o3, etc) estdo presentes em todas as
células adultas, com excecdo da variante 0.6, expressa apenas nos testiculos, e a a8, encontrada

nos ovarios e em estagios embrionarios iniciais (Hu et al., 2010; Tejomurtula et al., 2009).

Além das diferencas fisiologicas, as variantes da Impa possuem diferengas em suas
estruturas e propriedades bioquimicas, que podem alterar, significativamente, sua
especificidade a outras moléculas (Pumroy & Cingolani, 2015). Um exemplo disto sdo 0s
estudos comparativos entre as Importinas-o de camundongos e humanos realizados por ensaios
in silico, nos quais hé altos indicios de que a isoforma a3 da Impa de Homo sapiens (HsImpa)
possui uma maior flexibilidade em sua estrutura, devido a presenca de uma “dobradiga” no sitio
principal (Pumroy et al., 2014), podendo explicar a menor afinidade a algumas NLSs classicas
(Pumroy et al., 2014; Tachibana et al., 2000).
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Tabela 1 - Divisdo das subfamilias entre importinas de Homo sapiens e Mus musculus.

Identidade
Gene Subfamilia entre as Impa de Homo Impa de Mus
; sapiens musculus
variantes
KPNA2 ol 0D
al 55%
KPNA7 a8 o8
KPNA4 o3 ol
86%
KPNA3 o2 od o3
KPNA1 5 ol
KPNAS5 74% 06 -
o3
KPNAG o7 6

Fonte: (Oka & Yoneda, 2018; Pumroy & Cingolani, 2015)
1.3 Variantes da Importina-o. de Homo sapiens

Os seres humanos apresentam sete variantes da Impo, das quais cinco ja foram
elucidadas e estdo depositadas no Protein Data Bank (PDB) (Tabela 2). Estas estdo divididas
em trés subfamilias: a a/ apresenta as variantes al e a8, a a2 apresenta as variantes o3 € 04, €
a a3 apresenta as variantes a5, a6 e a7 (Miyamoto et al., 2016; Oka & Yoneda, 2018; Pumroy
& Cingolani, 2015).

A subfamilia al apresenta 59% de identidade entre suas sequéncias (Pumroy &
Cingolani, 2015). A variante ol da HsImpo € conhecida h& quase duas décadas (Weis et al.,
1995) e foi elucidada pela primeira vez em 2008, quando analisada sua interacdo com o cap-
binding complex (CBC) (Dias et al., 2010). Esta variante possui alta similaridade com a
variante o2 de Mus musculus (99,2%), usada na maioria dos estudos estruturais realizados até
0 momento, e apresenta similaridade sequencial com a Kap60 (Impa de S. cerevisiae), com a
a2 da mosca das frutas (D. melanogaster) e com a variante do anfibio Xenopus laevis. A
variante a8 foi recentemente caracterizada, portanto, pouco se sabe sobre ela e suas fungdes
fisioldgicas, além do fato de ser hiperexpressa em algumas formas de cancer de prostata
(Laurila et al., 2014).
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A subfamilia o2 possui uma maior similaridade entre suas variantes, com
aproximadamente 86% (Pumroy & Cingolani, 2015). As variantes a3 ¢ a4 foram descobertas
no ano de 1997 (Miyamoto et al., 1997), e sdo conhecidas por possuirem alta afinidade a fatores
de transcricdo (Fagerlund et al., 2005). Apesar da alta similaridade entre as variantes desta

familia, apenas a estrutura da a3 é conhecida (Pumroy et al., 2014).

A subfamilia a3 contém duas variantes: a variante a5 (Cortes et al., 1994), caracterizada
simultaneamente a al, teve sua estrutura elucidada em duas conformacdes, sendo que uma delas
interage com a NLS do virus da Influenza A PB2 (Tarendeau et al., 2007) e a outra com a
nucleoporina Nup50 (Pumroy et al., 2012). A variante a7 (Kohler, 1999)também teve sua
estrutura resolvida com a interacdo com a NLS do virus da Influenza A PBA. Diferentemente
das duas anteriores, a variante a6 de HsImpa teve sua elucidagdo em um complexo formado

com a NLS do virus Ebola VP24 (Xu et al., 2015)

Tabela 2 - Complexos contendo isoformas da HsImpa depositadas no Protein Data Bank (PDB)

) ) Cadigo
Variante Subfamilia Autor/Ano
PDB

al al 4WV6 (Trowitzsch et al., 2015)
a3 ad AUAE (Pumroy et al., 2014)
as 3TJ3 (Pumroy et al., 2012)
a6 a3 4U2X (Xu et al., 2015)

a7 4UAD (Pumroy et al., 2014)

1.4 Sequéncias de localizacdo nuclear (nuclear localization sequences — NLSs)

As NLSs séo a chave para que exista o transporte pela Via Classica de Importacdo, uma
vez que o transporte nucleo-citoplasmatico s6 ocorre a partir do reconhecimento destas
sequéncias pela Impo. Elas sdo melhor caracterizadas pelas NLS classicas (CNLS) que se
apresentam de duas maneiras: monopartida, que possui um trecho de aminoacidos béasicos (Lys
ou Arg); ou bipartida, que possuem dois trechos destes (Lange et al., 2007). As cNLS
monopartidas apresentam uma sequéncia consenso, sendo que na posicdo P2 ha a presenca de
uma lisina, seguida por residuos bésicos até a posicdo P5, formando assim uma sequéncia do
tipo K(K/R)X(K/R), sendo X um aminoéacido diferente de Lys e Arg (Fanara et al., 2000; Lange
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etal., 2007). Um exemplo ¢é a NLS do antigeno T do virus simio 40 (SV40), PKKKRRV**?,
((Fanara et al., 2000; Fontes et al., 2003a; Fontes et al., 2003b)). Ja as NLSs bipartidas, possuem
uma regido de linker, formada por 10 a 12 aminoacidos que separam 0s dois conjuntos de
aminoacidos que as constituem (Knudsen et al., 2009), sendo a sua forma consenso KRX1o-
12KRXK, exemplificada pela NLS da nucleoplasmina, *>AVKRPAATKKAGQAKKKK?!™
(Dingwall & Laskey, 1991; Fanara et al., 2000; Lange et al., 2007).

Tabela 3 - Sequéncias de localizacdo nuclear dos peptideos NLS SV40 e Nucleoplasmina

utilizadas como exemplos de NLSs monopartidas e bipartidas, respectivamente.

NLS S2 S1
PO’ P1' P2' P3' P4 Linker P1 P2 P3 P4 PS5
SV40 P K K K R K V A APP K K K R K
Nucleopl A V K R P A ATKKAGQ A K K K K
Consenso KR KR X X012 K KR X KR
Bipartido
Consenso

Monopartido

1.5 Peptideos NLSs escolhidos para a analise com a HsImpa.

A maioria dos estudos estruturais realizados e depositados no Protein Data Bank foram
realizados com a Impo de M. musculus (MmImpa) e NLSs de proteinas de diferentes
organismos (Bernardes et al., 2020; Christie et al., 2016b; Cutress et al., 2008; de Barros et al.,
2018; Fontes, et al., 2003). Por ser a primeira Impa de mamifero a ser elucidada (Kobe, 1999),
a variante a2 de MmImpa é a mais utilizada em grande parte dos estudos, além do fato de que
esta apresenta alto grau de identidade com a variante a1 da HsImpa. Porém, com o avango dos
estudos na area, notou-se que, eventualmente, alguma mutacdo em aminoacidos de regides
adjacentes as NLSs pode acarretar modificagdes significativas na afinidade entre a Impa ¢ a

proteina a ser transportada.

A cNLS do antigeno T do virus Simio 40 (SV40) foi a primeira a ser trabalhada quando
complexada com a Impa de S. cerevisiae (Conti et al., 1998), e por isso é considerada o padrédo
para andlise da interacdo com a Impa de diversos organismos. Sendo assim, a utilizacdo da

SV40 para a analise da interacdo com a variante al da HsImpo é de extrema importancia.
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Apesar de ser considerada o padréo de cNLS, a SV40 ndo ¢ a que apresenta a melhor afinidade
a MmImpa e para uma melhor caracterizaciao da interagdo de peptideos NLSs com a HsImpa,
foi escolhido o peptideo NLS da proteina do Xeroderma Pigmentoso tipo G (XPG1), que
apresenta uma maior afinidade a MmlImpa, ja trabalhada por nosso grupo de pesquisa (Barros
etal., 2016).

Com o intuito de estudar a interagcdo da HsImpa com NLSs de outros organismos, foi
utilizado o peptideo NLS do fator de transcricdo PAC-3 do fungo Neurospora crassa, o qual ja
possui estudos estruturais e calorimétricos quando complexado &8s MmlImpa e NcImpa
(Bernardes et al., 2020).
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2. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi produzir a variante al da importina-a de Homo sapiens
para a realizacdo da analise estrutural comparativa com a variante a2 da importina-o. de Mus
musculus e, a anélise calorimétrica dos complexos formados entre a HsImpa e 0s peptideos
NLSs SV40, XPG1 e PAC-3.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Sintese dos peptideos NLS

Os peptideos NLSs SV40 (*PPPKKKRKV?), XPG1
(14K TQKRGITNTLEESSSLKRKRLSD07%) e PAC-3
(*®'FDARKRQFDDLNDFFGSVKRRQIN*) foram sintetizados pela empresa GenOne
Biotech - Brasil, com aproximadamente 98% de pureza.

3.2 Clonagem da proteina recombinante HsImpa

A sequéncia da variante a1 da HsImpao foi truncada em sua por¢do N-terminal, na regido

correspondente ao dominio auto inibitorio ABB (1-70)

AIBB:!MSTNENANTPAARLHRFKNKGKDSTEMRRRRIEVNVELRKAKKDDQMLKRR
NVSSFPDDATSPLQENRNN

A sequéncia truncada foi inserida no vetor pET30a, sendo que em sua por¢do N-
terminal, foi adicionada uma cauda de histidina (His-tag). Este procedimento foi realizado pela

empresa GenOne Biotech — Brasil.
3.3 Transformacéo bacteriana

O processo de transformacdo das células competentes de E. coli, para a insercdo do
plasmideo que continha a sequéncia da HsImpa, consistiu no uso da técnica de choque térmico.
Neste processo, foram utilizadas as linhagens BL21(DE3) - Codon Plus e BL21(DE3) - pLysS,
cedidas pela Prof? Dr2 Maria Isabel Cano do Departamento Ciéncias Quimicas e Bioldgicas —

Setor Genética.

Aliquotas de 100 pL de cada linhagem de células competentes descongeladas, com a
adicéo de 0,6 puL do plasmideo da HsImpa com concentragao de 85 ng/ul e colocados a ~2 °C
durante vinte minutos. Ap0s, as células foram colocadas a 45 °C por dois minutos e novamente

a 2 °C por mais dois minutos, sendo esse processo repetido duas vezes.

As células competentes foram adicionadas a 500 pL de meio LB e inoculadas por 1 hora.
Em seguida, as células foram cultivadas em meio LB &gar, com os antibioticos cloranfenicol
(50 mg/mL) e canamicina (100 mg/mL), e incubadas a 37 °C por aproximadamente 15 horas.
Passadas as 15 horas, as células foram inoculadas novamente com 5 mL de meio LB liquido
contendo os mesmos antibidticos, com a mesma concentragdo anterior, para serem armazenadas

a -80 °C em cultura permanente com glicerol 20%.
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3.4 Testes de inducéo

Antes da expressdo definitiva da Hslmpao foi necessario testar quais as melhores
condicdes para inducdo da producdo da proteina. Os testes foram realizados com as duas
linhagens de E. coli transformadas, com as concentragdes de 50, 100 e 150 mM do agente
indutor IPTG (Isopropil B-d-tiogalactopiranosideo) durante 3, 4 e 5 horas. Em seguida, as
amostras foram avaliadas por meio de eletroforese em SDS 12% para identificacdo das

melhores condi¢des de inducao.
3.5 Expressao da proteina recombinante HsImpa

Para que fosse possivel trabalhar com a proteina HsImpa com alto grau de pureza, foi
necessario fazer a expressao da proteina. Aliquotas da bactéria E. coli da linhagem BL21(DE3)
- pLysS transformadas, foram pré-inoculadas com 20 mL de meio LB liquido contendo os
antibidticos cloranfenicol (50 mg/mL) e canamicina (100 mg/mL), mantidos sob agitacdo a 37

°C, por 15 horas.

Apos, o contetido que apresentava crescimento celular foi adicionado a 1 L de meio LB
liquido com os antibidticos a mesma concentracdo, para que houvesse crescimento celular em
larga escala. Este foi mantido sob agitacdo a 37 °C até atingir a densidade dptica 6tima (entre
0,6 e 1 de absorbancia a 280 nm). A densidade 6ptica foi medida no equipamento Nanodrop
2000 (Thermo Scientific®). Com a densidade 6tima foi adicionado 10 mL de IPTG 100 mM
(concentracdo final de 0,40 mM) para a indugdo da producdo da proteina, ficando sob agitacdo
por 4 horas com temperatura de 28 °C. Ao fim desse periodo, o conteido foi centrifugado
(1969xg) por 20 min, a 4 °C para sedimentacdo das células bacterianas, permitindo a separacéao

destas do meio de cultura.

O contetido sobrenadante foi descartado e a parte sedimentada foi submetida a lise
celular quimica para a ruptura das células bacterianas. O tampéao de lise continha 50 mM de
Hepes pH 7, 150 mM de imidazol, 500 mM de NaCl, lisozima (50 mg/mL), DNAse (100
mg/mL), RNAse (50 mg/mL) e 1 mg/mL de inibidores de proteases: Aprotinin, Leupeptin e
Pepstatin. Em seguida, a solucdo foi centrifugada (1969xg) por 20 min a 4 °C, para que
houvesse, novamente, a sedimentacdo das células bacterianas, e recuperacdo do sobrenadante

contendo a proteina soluvel.
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3.6 Testes de purificacio da HsImpa,

Os trés testes de purificagdo da HsImpa foram realizados com o emprego da técnica de
cromatografia liquida por afinidade, com a utilizacdo da coluna His-Trap FF 5 mL (GE

Healthcare, Inglaterra), acoplada ao HPLC AKTA Purifier System (GE Healthcare, Inglaterra).

Em um primeiro momento foram usadas as condi¢des de purificacdo jé caracterizadas,
com sucesso, por outro grupo de pesquisa (Boivin & Hart, 2011), no qual as moléculas
inespecificas foram eluidas com 20 mM Tris-HCI, pH 7,5, 200 mM NaCl e 15 mM imidazol e
a HsImpa foi eluida com 20 mM Tris-HCI, pH 7,5, 200 mM NaCl e 0.5 M imidazol.

No segundo teste, utilizou-se, para a eluicdo de moléculas inespecificas, o tampao
contendo 20 mM de Hepes pH 7,0, 1 M de NaCl e 15 mM de Imidazol e, para a elui¢cdo da
HsImpa, utilizou-se o tampédo contendo 20 mM de Hepes pH 7, 500 mM de NaCl e 300 mM de

Imidazol.

Os picos de maior pureza observados no cromatograma da purificagdo por afinidade
foram submetidos a cromatografia por exclusdo molecular (gel filtracdo) com a utilizacdo da
coluna Superdex 75 (GE Healthcare, Inglaterra). A elui¢éo foi feita com o tampdo contendo 20
mM de Tris-HCI e 100 mM de NaCl.

O terceiro teste foi realizado utilizando o tamp&o contendo 20 mM de Hepes pH 7,0, 1
M de NaCl e 5 mM de Imidazol para a eluicdo de moléculas inespecificas. Para a eluicdo da
HsImpa, foi utilizado gradiente de imidazol, utilizando o tampdo que continha 20 mM de Hepes
pH 7, 500 mM de NaCl e 150 mM de Imidazol. Neste caso, ndo houve a necessidade de

purificacdo por exclusédo molecular.

Os picos de eluicdo observados através dos cromatogramas obtidos, foram coletados e
as amostras de cada pico foram submetidas a analise por SDS-PAGE 12%. Assim, as fracdes
mais puras foram concentradas através de centrifugacdo, utilizando o Amicon de 30 kDa
(Millipore, Alemanha). Neste processo também foi possivel a retirada do imidazol, para uma
melhor estabilidade da proteina. As amostras concentradas foram guardadas a -20 °C e
posteriormente, utilizada nos experimentos de Dicroismo Circular, Espalhamento de Luz

Dinamico, Calorimetria por Titulacdo Isotérmica e Espectroscopia de Fluorescéncia.
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3.7 Western Blotting

Para a averiguacdo da presenca da HsImpa e de sua pureza durante as etapas de
purificacdo, foi realizado o western blotting. Para isso, foram feitos dois géis SDS-Page 12%
contendo amostras dos picos coletados durante a purificagéo por afinidade do segundo teste e
uma Unica amostra de referéncia, MmImpo, que contém massa molecular aproximada da
HsImpa. Em seguida foi realizada a transferéncia para a membrana, que foi incubada com o
anticorpo Anti-His-tag (Sigma-Aldrich) por 2 horas e em seguida com o anticorpo

Imunoglobulina G (Igg). A revelacéo se deu por quimiluminescéncia (ECL, GE Healthcare).
3.8 Expressao e purificacdo das proteinas MmImpa.

A variante a2 da MmImpa truncada foi utilizada para compara¢do com a HsImpa, que
foi expressa com base em procedimentos idénticos aos utilizados para a expressdo da HsImpa
(item 3.4)

A purificagdo da MmImpoa. foi realizada com uma coluna de niquel His-Trap FF 5mL
acoplada ao HPLC AKTA Purifier System (GE Healthcare, Inglaterra). O tamp&o para eluigdo
de moléculas inespecificas continha 20 mM de Hepes pH 7, 1 M de NaCl e 15 mM de Imidazol.
A eluicdo da proteina ocorreu por um gradiente de tampdo contendo 20 mM de Hepes pH 7,
500 mM de NaCl e 150 mM de Imidazol. Apds a purificacdo, o pico de maior concentracéo foi
dialisado com tampédo contendo 20 mM de Tris-HCI pH 8 e 100 mM de NaCl e depois foi
concentrado, utilizando o Amicon 30 kDa (Millipore, Alemanha).

3.9 Dicroismo Circular

Para a avaliacdo do enovelamento das proteinas Impa de M. musculus e H. sapiens, foi
utilizado o equipamento de Dicroismo Circular Jasco J-815 (Jasco Inc., Canadd). As amostras
de MmImpao e HsImpa tinham concentragdo de 0,180 mg/mL e 0,111 mg/mL, respectivamente,

e foram avaliadas sob aquecimento gradual de 5 a 90 °C.
3.10 Espalhamento de Luz Dindmico

Para a andlise de agregacédo (grau de polidispersividade) e do raio hidrodinamico das
proteinas MmImpa e HsImpa isoladas e quando ligadas ao peptideo SV40, foi realizado o
Espalhamento de Luz Dindmico com o equipamento DynaPro TITAN (Wyatt Technology,
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EUA). Antes das medidas serem feitas, as amostras concentradas a 2 mg/mL foram filtradas
com uma membrana de 0,22 um e, em seguida feitas as medidas de DLS em rampa de

temperatura de 5 a 25 °C.
3.11 Espectroscopia de Fluorescéncia

Com o intuito de encontrar variacdes no ambiente dos triptofanos presentes na estrutura
da HsImpa, foram realizadas medidas de espectroscopia de fluorescéncia. Primeiro foram
realizadas medidas em rampa de temperatura de 5 a 25 °C. Para comparacdo, utilizou-se o
complexo Hsimpa/SV40-NLS, com o peptideo concentrado a 240 UM e a proteina a 30 uM,

também submetidos a rampa de temperatura de 5 a 25 °C.

A técnica também foi realizada entre a proteina HsImpa (30 pM) e os complexos
HsImpa/SV40-NLS (30 uM/240 uM) e HsImpa/XPG1-NLS (30 uM/300 pM) sem rampa de
temperatura, apenas medidas, separadamente, nas temperaturas 5, 10, 20 e 25 °C, para a

verificar se haveria diferenca em relagdo a rampa de temperatura.

Em todos os casos foi empregado o teste t-student para analise da diferenca entre 0s

espectros, considerando nivel de significancia de 5% (p-value<0.05)
3.12  Calorimetria por Titulacdo Isotérmica (ITC)

A fim de obter as constantes de afinidade relacionadas a interacdo da proteina HsImpa
com o peptideo SV40-NLS, XPG1 e PAC-3, utilizou-se um calorimetro MicroCal ITC 200 (GE
Healthcare, Inglaterra).

Mais lindaPara os complexos HsImpa/SV40-NLS (30 uM/240 uM) e HsImpa/XPG1-
NLS (30 uM/300 uM) foram realizadas vinte titulacdes, a 20 °C, com rotacdes de 800 rpm e 0s
dados foram processados pelo programa Origin ITC (Microcal Software, EUA), para a obtengéo
dos valores de entalpia (AH), entropia (AS), constante de dissociacdo (Kd) e estequiometria (n)
de cada interacdo. J& 0 complexo HsImpa/PAC-3-NLS (30 uM/300 pM) também foi realizado
com 0S mesmos parametros, entretanto, ndo foi possivel a repeticdo do experimento, entdo
novos parametros foram testados, sendo mudado a rotacdo de 800 rpm para 600 rpm, a

temperatura de 20 °C para 10°C e a concentragdo do peptideo para 600 pM.

3.13 Cristalizacao de proteinas
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Para obtencdo de cristais da proteina HsImpa e, dos complexos HsImpa/XPG1-NLS,
HsImpa/PAC-3-NLS e HsImpa/SV40-NLS, ocorreu uma busca para encontrar condi¢des
adequadas para as solucbes com a utilizacdo dos Kits de solucdes de cristalizacdo pre-
estabelecidos, JCGS HT-96 (Molecular Dimensions) e JCSG ++HTS L (Jena Bioscience).

A montagem das placas pela técnica de sitting-drop, foi realizada com o auxilio do robé
de cristalizacdo Oryx4 (Douglas Instruments). Foram montadas quatro placas, sendo que duas
continham 1,5 uLL de HsImpa (12 mg/mL) e 0,5 pL das solugdes do reservatorio, na gota e 500
pL das solucGes dos kits de cristalizagdo, no reservatorio, E, as outras duas, continham as
mesmas quantidades, porém a HsImpa estava na concentragdo de 18 mg/mL. Ja para os trés
complexos, foram utilizados 1 pL de proteina (12 mg/mL), 0,5 pL de peptideo (1:8 moléculas)

e 0,5 uL de solucéo do reservatorio, na gota e, 500 UL no reservatério.

Além das placas de sitting-drop, foram montadas placas pela técnica de hanging-drop
para o complexo HsImpa/XPG1-NLS. Antes da montagem das placas, foi realizado o teste para
encontrar a melhor concentracdo da proteina HsImpao, com o kit de Pré Cristalizacdo (PCT -
Hampton Research). As gotas continham 1 pL de proteina (10 mg/mL), 0,5 de peptideo (1:8
moléculas) e 0,5 das solucdes do reservatério. Desta vez, as solucbes do reservatorio utilizadas
foram as condicGes que obtiveram maior taxa de sucesso em triagens iniciais, contendo Citrato
de sodio 0,1 M e os agentes precipitantes PEG 3500, 4000 e 6000, sendo variadas suas
concentragdes de 15 a 22%.
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4. RESULTADOS

4.1 Transformacio e Expressiao da HsImpa

A insercdo do vetor contendo o gene da variante al da HsImpa, na bactéria E. coli
(linhagens BL21 (DE3) Codon Plus e pLysS) foi bem-sucedida. As bactérias foram pré-
inoculadas e submetidas ao teste de inducéo (Figura 4) com diferentes concentracfes de IPTG,

analisados de hora em hora, a partir de 3 horas de inducéo.

A oM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 B M o1 2 3 4 5 6 7 8 9

B B e e =

Figura 4 -Gel de Eletroforese em SDS (12%) para conferéncia do teste de indugéo. A) teste de inducédo da linhagem
DE3-pLysS. B) teste de indugdo da linhagem DE3-Codonplus. Os simbolos representam: @ — Nao Induzido; M -
Marcador; 1- 50mM de IPTG em 3h; 2-100mM em 3h; 3-150mM em 3h; 4- 50mM de IPTG em 4h; 5-100mM em
4h; 6-150mM em 4h; 7- 50mM de IPTG em 5h; 8-100mM em 5h; 9-150mM em 5h;

A andlise do gel (Figura 4) indica que a proteina, que possui ~55 kDa, esta bem induzida
a partir da 42 hora com a utilizacdo do IPTG 100 mM Assim, o extrato da inducdo foi

centrifugado e, o contetido da sedimentacdo, submetido a lise celular quimica.
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4.2 Purificacdo da HsImpa

Para a obtencédo da proteina com alto grau de pureza, a por¢do sobrenadante do contetdo
da lise celular foi submetida a cromatografia por afinidade. No primeiro teste realizado,
seguindo o protocolo descrito por Boivin e Hart (Boivin & Hart, 2011) , a proteina precipitou
logo apos a eluicdo, dando indicios de que a concentracdo salina estaria muito alta.

Para tanto, um novo teste de purificacdo foi realizado, com tampdes de equilibrio e
eluicdo contendo menores concentragdes salinas. Com isso, obteve-se 3 picos no cromatograma
(Figura 5a) que foram coletados e verificados pela técnica de western blotting. O pico 1 foi
obtido durante a lavagem da coluna e os picos 2 e 3 a 30% e a 100% do tampéo de elui¢do. Os

picos 2 e 3 apresentaram a presenga da proteina HsImpa com alguns contaminantes (Figura 5b).

A B
2100 1 2 3 Ref

UV- 280nm

1800 | Inj

1500

1200 <

mAU

900 <

600 —

300 <

mL

Figura 5- A) Cromatograma referente a purificacdo por afinidade utilizando tamp&o de 300mM de imidazol. Neste
cromatograma observa-se a inje¢do da amostra (Inj) e os picos de proteina obtidos durante a lavagem (1), 30% e
100% do tampéo de eluicdo; B) Os picos foram analisados por western blotting, em que 1,2,3, mostram a presenca
da proteina HsImpa, porém com a presenga de outras proteinas com maiores € menores massas moleculares. A
referéncia (ref) usada foi a proteina importina-a de Mus musculus, que apresenta massa semelhante a HsImpa.

Os contaminantes apresentavam massas moleculares diferentes da HsImpa, portanto,
optou-se pela realizacdo da cromatografia de exclusdo molecular (Figura 6). Os picos desta
cromatografia foram quantificados através do NanoDrop 2000 (Thermo Scientific™) e
constatou-se que estes se encontravam em baixa concentracdo, cerca de 0,0021 mg/mL em

média, indicando que se perdeu uma grande massa de proteina.
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Figura 6- Cromatograma referente cromatografia liquida por exclusdo molecular realizado com a HsImpa
utilizando a coluna Superdex 75.

Com o intuito de melhorar a pureza da amostra, sem grandes perdas de massa de
proteina, foi realizada uma nova expressdo e, para a cromatografia, optou-se pelo tampao
contendo 150 mM de imidazol (Figura 7a). Esta purificagdo apresentou uma melhora na pureza
da amostra, como mostrado no pico 5 da Figura 7b, possibilitando a concentragcdo da amostra

em 14 mg/mL, para ser utilizada nos experimentos posteriores.
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Figura 7 — A) Cromatograma referente a purificacdo por afinidade utilizando tampé&o de 150mM de imidazol.
Neste cromatograma observa-se a injecdo da amostra (Inj) e os picos de proteinas obtidos: 1- lavagem, 2, 3, 4,
5- 5%, 10%, 25%, 30% e 100% de tamp&o de eluicdo, respectivamente. B) Gel de Eletroforese 12% contendo as
etapas de expressdo e purificacdo: @ — Ndo induzido; Ind — Induzido; P- Pellet; S — Solavel; Inj — Injecéo; 1, 2,
3, 4 e 5-Picos referentes ao cromatograma em A); M- Marcador.

A variante 02 da MmImpa foi expressada e purificada com protocolos ja caracterizados
previamente (Christie et al., 2016b; De Barros et al., 2012; Fontes, Teh, Jans, et al., 2003; Teh
et al., 1999), sendo concentrada a 2 mg/mL.

4.3 Dicroismo Circular (CD) e Espalhamento de Luz Dindmico (DLS)

Devido ao fato da variante a1l da HsImpa ser uma proteina nova a ser trabalhada por
nosso grupo de pesquisa, algumas caracteristicas quanto a sua estrutura deveriam ser

verificadas, como o enovelamento e sua polidisperséo.

Para verificar o enovelamento das proteinas HsImpa ¢ MmImpa, foi empregada a
técnica de dicroismo circular, no qual a amostra foi analisada sob aquecimento gradual. Os
espectros de dicroismo circular (Figura 8A e 8C) de ambas as proteinas exibiram picos
caracteristicos de moléculas ricas em hélices-a (picos em 208 e 222 nm). As curvas de
desnaturacdo (Figura 8B e 8D) de ambas proteinas foram realizadas de 10 a 90 °C (de 5em 5

°C), em que se observa um decaimento mais suave da MmImpa em realacao a HsImpa.
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Figura 8 -A) Espectro de dicroismo circular da HsImpa. B) Curva de desnaturagdo da HsImpa obtida a partir da
técnica de CD, quando analisada nos comprimentos de onda de 190 a 260nm, nas temperaturas de 10 a 90 °C. C)
Espectro de dicroismo circular da MmImpo. D) Curva de desnaturagdo da MmImpa obtida a partir da técnica de
CD, quando analisada nos comprimentos de onda de 190 a 260nm, nas temperaturas de 10 a 90 °C.

O uso do programa K2D (Andrade et al., 1993) para a avaliacdo dos espectros, mostrou
que as estrutura da HsImpo, é composta, majoritariamente, de hélices-a (Tabela 4), como a
MmImpa e ja caracterizado em outras Impa (Natalia E. Bernardes et al., 2015; Conti et al.,
1998; Kobe, 1999). A medida de qualidade dos ajustes utilizado foi o desvio médio quadratico
normalizado (NRMSD - Normalized Root Mean Square Deviation), que varia de 0 (ajuste

perfeito) a 1 (ajuste totalmente imperfeito) (Miles, 2005)

Tabela 4 — Resultados da técnica de Dicroismo Circular para a HsImpa

Estrutura HsImpa MmImpa
Hélices a 69% 51%
Folhas 3 4% 10%
“Aleatorio” 27% 38%
NRMSD* 0.216 0.220

*Normalized Root Mean Square Deviation — Desvio Quadratico Médio Normalizado

A técnica de DLS foi empregada para a obtencdo de caracteristicas de agregacéo
(polidispersidade) e raio hidrodindmico (Rn) da HsImpa. Partindo do pressuposto de que a
molécula é globular e monomérica, como a Ovoalbumina (44 kDa e Ry ~ 2.98 nm) ou a
Conalbumina (75 kDa e Rn~3,72 nm) (Stetefeld et al., 2016), os resultados presentes na Tabela
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4 apontam que a proteina se oligomeriza com o aumento da temperatura, pois ha aumento de
seu Rn, podendo apontar que ha uma mistura de monémeros e dimeros na amostra analisada,

sendo que a 5 °C h4, majoritariamente, mondémeros, devido ao seu menor Rp.

Tabela 5 - Resultado do espalhamento de luz dinamico da HsImpa

Temperatura Rn Polidispersividade
5°C 3,3nm 10,9%
10°C 4,4 nm 13,5%
20°C 4,5nm 16,4%
25°C 4,6 nm 10,4%

Rh -Raio hidrodinamico

Utilizando a mesma amostra, foi possivel repetir as medidas, permitindo a validacdo
dos valores iniciais, indicando que ha alta estabilidade da estrutura terciaria com a variacao

térmica.

Para a compara¢do com outra Impa, a MmImpao foi submetida a rampa de temperatura,
também de 5 °C a 25 °C. Apo6s o processamento, foi possivel constatar que o comportamento

da MmImpa € similar ao da HsImpa.

Tabela 6 - Resultados do espalhamento de luz dinamico da MmImpa

Temperatura Rn Polidispersividade
5°C 3,9nm 17,4%
10 °C 4,0 nm 7,9%
20 °C 2,7 nm 12,5%
25°C 4,8 nm 11,0%

Ry — Raio hidrodinamico

Como nédo houve a possibilidade de repeticdo das medidas com a mesma amostra,
devido a baixa producéo da proteina, acredita-se que houve um erro do equipamento ao analisar
0 Rn & 20 °C, uma vez que o tamanho do R sofre brusca diminuigéo de 10 °C para 20 °C. No
entanto, a analise com uma nova amostra, nao possibilitou medidas a 5 °C e 10 °C devido a

falhas no equipamento, apenas os resultados nas temperaturas de 20 °C e 25 °C (Tabela 7). De
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qualquer maneira, podemos confirmar Rn» da mesma ordem de grandeza das medidas a 10 e 25
°C com os dados obtidos nas tabelas 6 e 7.

Tabela 7 - Resultados do espalhamento de luz dindmico da MmImpa com uma nova amostra

Temperatura Rn Polidispersividade
20 °C 3,7 nm 12,4%
25°C 3,9 nm 4,2%

Rn — Raio hidrodinamico

Além das medidas realizadas com as proteinas isoladas, também foram feitos medidas
com os complexos HsImpa/SV40-NLS (Tabela 8) ¢ MmImpa/SV40-NLS (Tabela 9), pois
estudos indicaram que a Impa quando complexada com peptideos NLSs sua estrutura se
estabiliza (Miyatake et al., 2015; Takeda et al., 2013).

Tabela 8- Resultado espalhamento de luz dindmico HsImpa/SV40-NLS

Temperatura Rn Polidispersividade
5°C 3 nm 11,8%
10 °C 3,4 nm 13,6%
20 °C 4,3 nm 11,7%
25°C 4,6 nm 11,5%

Ry — Raio hidrodinamico

Tabela 9 - Resultados espalhamento de luz dindmico MmImpoa/SV40-NLS

Temperatura Rn Polidispersividade
5°C 2nm 10,3%
10°C 3,9nm 9,1%
20°C 3,9nm 16,5%
25°C 3,8nm 9,5%

Ry — Raio hidrodindmico

Entretanto, observa-se que os resultados obtidos para as Impa sdo da mesma ordem de

grandeza, sendo dificil obter uma concluséo definitiva. Nota-se, porém, que no caso da HsImpa.
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nativa e complexada com SV40-NLS h& um aumento do Rn, principalmente em temperaturas

mais elevadas, indicando uma possivel tendéncia a oligomerizagao da amostra.
4.4 Espectroscopia de Fluorescéncia (FS)

A espectroscopia de fluorescéncia foi empregada para a analise da estrutura terciaria
bem como a possibilidade de mudanca conformacional quando ha a formacao dos complexos

com peptideos NLSs.

Em um primeiro momento, foi realizada a analise de mudancas na conformacéo da
estrutura da proteina HsImpa isolada (Figura 9), nas temperaturas de 5 a 25 °C. Os espectros
obtidos possibilitam a percep¢do de mudancas na exposicdo dos triptofanos ao solvente, visto
que a intensidade de fluorescéncia possui uma correlacdo inversa com a temperatura. Desta
forma, quando comparadas as temperaturas, nota-se que a 5 °C ha uma diferenca estatistica
maior em relagdo as demais temperaturas (p-value < 2,2e%), indicando a possibilidade de

existir mais monémeros do que dimeros nessa temperatura.
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Figura 9 — Espectroscopia de Fluorescéncia realizada com a HsImpa isolada em rampa de temperatura de 5 a 25
°C.

Visando analisar melhor as mudancas estruturais ocorridas, a mesma andlise foi
realizada com a formagdo do complexo da HsImpa com o peptideo SV40-NLS (Figura 10).
Diferente do comportamento da proteina isolada, a interacdo do complexo HsImpa/SV40-NLS
apresenta pouca variacdo na exposi¢do dos triptofanos ao solvente quando comparada as

temperaturas.
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Figura 10 -Espectroscopia de Fluorescéncia realizada com a interagcdo da HsImpa com o peptideo SV40-NLS,
também realizada em rampa de temperatura de 5 °C a 25 °C.

Ao se comparar as mudancas na estrutura da proteina isolada e com a interacdo com a
SV40-NLS, nota-se que a 5 °C (Figura 11a), os triptofanos estdo mais expostos ao solvente
quando a proteina esta isolada em relacio ao complexo com a SV40-NLS (p-value=2.2e719).
Este comportamento ndo é visivel nas demais temperaturas, devido a intensidade de
fluorescéncia apresentar pouca diferenca, podendo indicar que os sitios estdo ocupados em
ambos 0s casos: com a (suposta) formacdo do homodimero ou com a interacdo com a SV40-
NLS (Figura 11).
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Figura 11 — Comparagéo entre os espectros de fluorescéncia da proteina isolada e HsImpa/SV40-NLS em rampa
de temperatura. A) Medidas realizadas a 5 °C; B) Medidas realizadas a 10 °C; C) Medidas realizadas a 20 °C; D)
Medidas realizadas a 25 °C.

Com a suposic¢édo de que houve a ligacdo do complexo a 5 °C e permaneceu ligado com
0 aumento da temperatura, imaginava-se que este comportamento poderia estar ocorrendo
devido a HsImpo sofrer alteracdo em sua estrutura quando submetida ao aumento da
temperatura, como ja observado com o DLS do complexo (Tabela 8) e, portanto, foi realizada
a analise submetendo diferentes amostras as temperaturas de 5, 10, 20 e 25 °C (Figura 12 -

Comparagdo entre os espectros de fluorescéncia da proteina isolada e HsImpa/SV40-NLS, quando analisadas
separadamente. A) Medidas realizadas a 5 °C; B) Medidas realizadas a 10 °C; C) Medidas realizadas a 20 °C; D)

Medidas realizadas a 25 °C; As medidas foram realizadas titulando-se o peptideo na proteina,
portanto foi necessario a normalizacdo da intensidade de fluorescéncia para ndo ocorrer erros

de concentragdo entre a proteina isolada e complexada
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Figura 12 - Comparagdo entre os espectros de fluorescéncia da proteina isolada e HsImpa/SV40-NLS, quando
analisadas separadamente. A) Medidas realizadas a 5 °C; B) Medidas realizadas a 10 °C; C) Medidas realizadas a
20 °C; D) Medidas realizadas a 25 °C.

Assim, a andlise dos espectros da Figura 12 sugerem que a Hslmpa possui baixa
afinidade a SV40-NLS, pois ndo ha diferenca estatistica entre as intensidades de fluorescéncia
emitida em nenhuma temperatura. Sabe-se que ha interacdo devido ao deslocamento do pico
para a esquerda, indicando uma mudanca quanto a hidrofobicidade dos triptofanos.

As mesmas analises comparativas foram realizadas com a proteina isolada e complexada
com o peptideo XPG1-NLS (Figura 13). Diferente da SV40-NLS, a XPG1-NLS apresentou
grandes diferencas estatisticas da interagdo com a Hslmpo, indicando que hd uma maior

afinidade entre estas duas proteinas.
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Figura 13 - Comparagdo entre os espectros de fluorescéncia da proteina isolada e HsImpoa/XPG1-NLS. A) Medidas
realizadas a 5 °C; B) Medidas realizadas a 10 °C; C) Medidas realizadas a 20 °C; D) Medidas realizadas a 25 °C.

Nas temperaturas analisadas, a intensidade de fluorescéncia da HsImpa isolada é maior

do que quando ha a interagdo com XPG1-NLS, indicando que os triptofanos estdo mais voltados

ao solvente, ou seja, 0s sitios de interacdo estdo aptos a se ligar ao peptideo NLS.

Nas condic¢des descritas acima, sem 0 emprego da rampa de temperatura, fica bastante

evidente que a oligomerizacdo da proteina s ocorre quando submetida a elevacdo da

temperatura, visto que ndo ha diferenca na intensidade de fluorescéncia (Figura 14) tanto com

a proteina isolada quanto com a formacdo dos complexos com os peptideos NLSs XPG1 e

SV40.
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4.5 Calorimetria por Titulagdo Isotérmica (ITC)

Os dados calorimétricos dos complexos formados entre a HsImpa e os peptideos NLS
SV40, XPG1 e PAC-3 foram obtidos por meio da técnica de ITC. Com base nos termogramas
obtidos, extraiu-se os valores da estequiometria (n), da entalpia (AH), da entropia (AS) e da
constante de dissociagdo (Kq), dispostos na (Tabela 10).

Tabela 10- Dados Calorimétricos dos complexos HsImpo/SV40-NLS e HsImpo/ XPG1-NLS

Complexo n Ka (LM) AH (Kcal/mol) AS (cal/mol/deg)
HsImpa/SV40-NLS 0,942 93,46+75,73 -32,14+46,82 91,2
HsImpa/SV40-NLS 0,94* 95,2318,16 -32,26+1,89 -92,9
HsImpo/XPG1-NLS 1,29 +£0,02  1,1340,20 -8,67+1,85 -2,37

Estequiometria (n); entalpia (AH); entropia (AS); constante de dissocia¢do (Kq)
*Valor fixado

Para o complexo HsImpa/SV40-NLS utilizou-se a mesma propor¢do de proteina:
peptideo (1:8) encontrado em experimentos previamente realizados com a MmImpo em nosso
laboratério (Barros et al., 2018). Durante a analise dos termogramas (Figura 15A), para que
houvesse menores parametros livres e um menor erro associado a estes, o valor n = 0,94 (valor
préximo ao real obtido n = 0,945) foi fixado e com isso, pode-se observar, que a afinidade do
complexo é bastante baixa, assim como ja mostrava a espectroscopia de fluorescéncia (Figura
12).

Assim como o complexo HsImpa/SV40-NLS, para complexo HsImpo/XPG1-NLS foi
utilizada a mesma proporcéo (1:8) encontrado em experimentos previamente realizados com a
MmImpa (Barros et al., 2016). Os termogramas obtidos (Figura 15B) permitiram a extragédo
dos parametros calorimétricos, sendo que a estequiometria, n = 1,29, indica que ha a ligacdo de
uma molécula de peptideo para uma de proteina, ou seja, por ser um peptideo bipartido,
possivelmente esta havendo interacdo nos dois sitios de maneira simultanea. Entretanto, sdo
necessarios resultados estruturais como a elucidacdo da estrutura do complexo para a

confirmagéo desta hipotese.
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Figura 15 - Termogramas referentes aos complexos A) HsImpo/SV40-NLS e B) HsImpa/XPG1-NLS, realizados
a20°C.

Diversos estudos utilizam a Impo de um organismo para a analise da interagdo com
peptideo de outro organismo (Natalia E Bernardes et al., 2014; Natalia E Bernardes et al.,
2020a; Cortes et al., 1994; Kobe, 1999; Takeda et al., 2013). Dessa forma, a mesma analise foi
proposta para a HsImpa com o peptideo NLS do fator de transcrigdo PAC-3 do fungo
Neurospora crassa, sendo a interacdo do complexo analisada pelo ITC. Em um primeiro
experimento, acreditava-se que o peptideo tivesse uma alta afinidade com a proteina (Tabela
11), entretanto, ndo houve medidas reprodutiveis, impossibilitando a precisdo da analise da
interacdo. Foram efetuadas mudancgas nos parametros do experimento (temperatura, rotagéo e
concentracdo) para que, talvez, fosse possivel a reproducdo deste, porém, a cada novo

termograma eram obtidas diferentes constantes calorimétricas, e apesar de favoraveis a ligacéo,
eram diferentes (Figura 16)

Tabela 11 - Dados Calorimétricos do complexo HsImpa/ PAC-3 realizado a 20 °C

Complexo n Kd (UM) AH (Kcal/mol) AS (cal/mol/deg)
HsImpo/PAC-3-NLS 0,593 0.54+0,08 -18,27+0,35 -33,7
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300 uM, C) e D) 600 pM.

4.6 Cristalizacdo de Proteinas

De maneira a aprofundar os conhecimentos na possivel interacdo entre 0s complexos
HsImpa/SV40-NLS e HsImpoa/PAC-3-NLS, foram feitos experimentos de cristalizagdo com 0s
mesmos, entretanto, ndo foram observados cristais nas condigdes utilizadas. Ja para o complexo
HsImpo/XPG1 e a HsImpo isolada (Figura 17), resultaram em alguns cristais, porém ndo muito
viaveis para serem coletados e submetidos a difracdo de raios X, impossibilitando a elucidacédo
das estruturas.

Os cristais da proteina isolada, foram obtidos com as condi¢des de cristaliza¢do do kit
JCSG HT-96 (Molecular Dimension) que continham 20% PEG 6000 e 100mM de Bicina
(Figura 17A) e, 20% PEG3350 e 200 mM formato de aménio (Figura 17B). E os cristais do
complexo HsImpa/XPG1-NLS foram obtidos com as solugdes de cristalizagdo 22% PEG 6000
e 100 mM Citrato de Sddio pH 5,5 (Figura 17C) e, 20% PEG 600 e 100 mM Citrato de sédio
pH5,5 (Figura 17D).
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Figura 17 - Cristais obtidos pelas técnicas sitting-drop da Hslmpa isolada (A e B) e hanging drop do complexo
HsImp/XPG1-NLS (C e D)

5. DISCUSSAO
5.1 A Producéo da Importina-o de Homo sapiens

A isoforma al da Hslmpa ja foi expressa e purificada em dois grupos de pesquisa
(Boivin & Hart, 2011; Dias et al., 2010), porém, neste trabalho, empregou-se diferentes
metodologias para a expressdo e purificagdo. Apds a transformacdo bacteriana, foram
realizados os testes de inducdo, no qual, para ambas as linhagens, a melhor concentracéo foi a
de 100 mM durante quatro horas, devido ao gel de eletroforese apresentar bandas mais

marcantes para esses parametros.

Ha protocolos para a purificacdo da HsImpa ja caracterizados que utilizam gradiente
salino contendo 500 mM de Imidazol (Boivin & Hart, 2011; Dias et al., 2010). Estes protocolos
foram testados, porém a amostra da HsImpa apresentou bastante precipitacdo durante a eluigéo,
estando a amostra turva e com “flocos”, que mesmo apos a filtragdo com filtro de 0,.22 pm,

continuaram presentes.

Desta maneira, para melhorar a solubilidade e estabilidade da proteina, foram escolhidos
tampdBes de lavagem e eluicdo com menor concentracdo salina. Como p6de ser analisado, na
Figura 5, o pico 1, apresentou indicios de que a proteina estava saindo em baixas concentragdes

salinas e 0s picos 2 e 3 apresentaram impurezas, possivelmente residuos da expressao, que
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possuiam diferentes tamanhos moleculares, mostrando que a quantidade de sal para a elui¢do
era alta. Contudo, o emprego da cromatografia de exclusdo molecular, ndo se apresentou
satisfatoria, pois ndo houve separacdo das moléculas, com a presenca de picos superpostos no
cromatograma (Figura 6), e a quantidade de proteinas totais presente, em cada pico, era baixa.
Este fato ndo possibilitou a verificacdo da presenca da proteina nas amostras dos picos pela
técnica de SDS-PAGE 12%.

Devido ao fato de a proteina ser obtida em condi¢6es salinas com concentragdes baixas,
similarmente com o protocolo para purificagdo da MmlImpa, (@ HsImpa possui 99,2% de
similaridade com a MmImpa) e ja utilizado por diversos grupos de pesquisa (Natélia et al.,
2017; Kobe, 1999; Marfori et al., 2012; Matsuura & Stewart, 2004; Trazel et al., 1999) este foi
escolhido. Nesta etapa, a proteina se mostrou mais estavel, sem apresentar precipitacdes, e com

maior grau de pureza, o que permitiu a analise de sua estrutura.

5.2 Analise da estrutura da HsImpa mostra que ela possui caracteristicas similares

a outras Impa

Para a andlise da estrutura secundaria da HsImpa, foi empregada a técnica de Dicroismo
Circular, na qual, comparativamente a curva de desnatura¢do da MmlImpa, a HsImpa
apresentou melhor estabilidade estrutural até os 30 °C, e, ap0s, observa-se que ha o
desenovelamento aparentemente brusco, visto que a curva da Figura 8B ndo é tdo suave quanto
ao da Figura 8D. O processamento do espectro de CD indica que a Hslmpo apresenta,
predominantemente, hélices-alfa, assim como ja caracterizado em outras Impa, como a

MmImpa (Tabela 6) (Kobe, 1999) e NcImpa (Takeda et al., 2013) e ScImpa (Conti et al., 1998).

Como a proteina estava devidamente enovelada, 0 emprego da técnica de Espalhamento
de Luz Dindmico permitiu o estudo do estado oligomérico da proteina, a partir do céalculo do
raio hidrodinamico (Rn - raio hidrodindmico de uma esfera hipotética) em diferentes
temperaturas, no qual é considerado uma molécula globular, como a Ovoalbumina (44 kDa e
Rh~2,98 nm) (Stetefeld et al., 2016).

A ScImpa truncada foi descrita como um homodimero, devido a auséncia do dominio
auto inibitdrio ou de NLSs, realizando as interagcdes do homodimero pela regido dos dois sitios
de ligacdo (Conti et al., 1998) particularmente pelas regifes do quinto e sexto motivos

armadillos, em que a presenga dos residuos Tyr283 e Arg321, interrompem a ligagdo
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asparagina-triptofano, que auxiliam a ligagdo das NLS aos sitios de ligacdo. Nestas regibes a
MmlImpa e a HsImpa possui uma Fenilalanina na posi¢do correspondente a Tyr283 e uma lisina
correspondente a Arg321, o que pode influenciar na auséncia da ligacdo homodimérica nas
estruturas ja obtidas destas proteinas (Teh et al., 1999; Trowitzsch et al., 2015). A baixa
estabilidade das Impo N-terminalmente truncadas, quando ndo complexadas com NLSs
também ja foi descrita em outros organismos, como a NcImpa (Takeda et al., 2013) e até mesmo
com a HsImpa, sendo sugerido que a ligagdo dimérica funcione como o sitio auto inibitorio,
ndo permitindo a ligacdo de outras moléculas (Miyatake et al., 2015). Assim, a instabilidade
das Impa truncadas estaria, possivelmente, ligada a auséncia do dominio IBB, pois, in vivo, a
ligacdo de outras proteinas s é possivel quando a Impf afasta-0, deixando os sitios de ligacdo
da Impa “livres” para ligagdo com outras proteinas. Baseando-se nestas evidéncias e que o
aumento gradual da temperatura desestabiliza a estrutura, como observado no CD (Figura 8), a
tendéncia da Impo truncada seria se estabilizar, possivelmente com a ligagdo com outras

moléculas ou com ela mesma.

Visto que o raio hidrodinamico das particulas é diretamente proporcional a temperatura,
segundo a lei de Stokes-Einstein para a difusdo de particulas!, pequenas variagdes sdo
esperadas. Porém, as variagcdes no raio da HsImpo. e MmImpa, quando submetidas a rampa de
temperatura sdo significativas, visto que ha o aumento de, aproximadamente, 1 nm, o que pode

ser um indicativo de oligomerizagdo, pelo menos parcial das amostras de Impa.

Dessa maneira, 0 aumento do Rnobservado no DLS das proteinas HsImpa. (Tabela 5) e
MmlImpa (Tabela 6) pode sinalizar que ocorre a associacdo entre dois mondémeros das
proteinas, formando homodimeros A suposi¢do de oligomerizacdo da Impa pela anélise por
DLS esta em concordancia com dados obtidos com estudos com a Nclmpao, que apresentou o
valor do raio hidrodindmico de 4,1 nm (Takeda et al., 2013), bem como na comparagao com 0s
dados de DLS da MmImpo. (Tabela 6), que é muito bem caracterizada em termos estruturais,

apesar da auséncia de maiores informagdes do Rn & 20 °C.

Ainda que todas as analises feitas por meio do espalhamento de luz dindmico apontem

para a oligomerizagdo da proteina, a Impa ndo € uma molécula globular, ou seja, a estimativa

! Relagfio de Stoke-Einstein para difusdo de particulas: D = —61;?:
h
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de massa molecular ndo pode ser obtida diretamente a partir do Rn. Maiores evidéncias quanto
a dimerizag¢ao da amostra de Impa, sé seria possivel quando vista em solu¢do com a técnica de
espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS). Porém, ndo possuimos este equipamento em
nosso laboratorio e, devido a pandemia da COVID-19, a parceria com outros laboratorios se

tornou inviavel.

Resultados interessantes, no qual foi explorado o processo de oligomerizacdo da
proteina, foram obtidos com o0 emprego da espectroscopia de fluorescéncia, também em rampa
de temperatura. Em razéo da presenca de triptofanos nas regides dos sitios de ligagdo da Impa
com os NLSs, foi utilizado o comprimento de onda de excitagao desses aminoacidos (295 nm),
sendo que quanto maior a exposicdo dos triptofanos, maior a intensidade de fluorescéncia
emitida. Assim, a diminuicdo da intensidade de fluorescéncia observada com o aumento da
temperatura na Figura 9, indica a diminuicdo da exposi¢do dos triptofanos ao solvente, isto é,
houve ocupacdo dos sitios de ligagdo da proteina, uma vez que é bastante significativa a

diferenca na intensidade de fluorescéncia de 5 °C para as demais temperaturas.

Uma segunda medida foi realizada, sem o emprego da rampa de temperatura (Figura
14), medindo uma amostra da HsImpa para cada temperatura e, diferentemente do que se
esperava, nao houve oligomerizacdo da amostra quando submetida as temperaturas mais
elevadas (20 e 25 °C), indicando que a Impa oligomeriza para estabiliza¢do da estrutura quando

ha aumento de temperatura.
5.3 Estudos da interagdo da HsImpo. com peptideos NLSs

A estrutura das Impa tem formato alongado, néo globular e contorcido, e experimentos
de dindmica molecular (Pumroy et al., 2014), demonstraram que ndo ha mudancas na estrutura
terciaria relevantes. Por outro lado, alguns estudos indicam que regides préximas aos sitios de
interacdo podem apresentar diferentes niveis de flexibilidade, podendo aumentar ou diminuir a
afinidade com NLSs. (Nardozzi et al., 2010; Pumroy et al., 2014; Tarendeau et al., 2007).

Considerando que ha homodimerizacéo da Impo truncada, como visto pela técnica de
DLS, acredita-se que a maleabilidade das regies proximas aos sitios de ligacdo, permite que
as NLSs acessem os sitios de ligacdo, desfazendo o dimero, dando estabilidade a proteinas,
assim como ja pressuposto para Impa de outros organismos (Conti & Kuriyan, 2000; Takeda
et al., 2013). Assim, foi levantada a hipotese de que, quando a Impa fosse complexada a um

NLS, seria possivel ver diminuigdo em seu raio hidrodindmico em relagdo a proteina isolada.
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Entretanto, quando analisados os complexos HsImpa/SV40-NLS ¢ MmImpa/SV40-NLS pela
técnica de DLS, a variagdo do Ry foi proxima ao observado com a proteina isolada, indicando

que a proteina pode ainda estar dimerizando, mesmo na presenca da NLS complexada a ela.

Apesar dos dados com erros inerentes a técnica de DLS e a dificuldade de se estimar o
estado oligomérico a partir do R de uma proteina ndo globular, como a Impa, eles se encontram
em concordancia com a espectroscopia de fluorescéncia realizada com complexo
HsImpa/SV40-NLS, visto que a variacdo do ambiente dos triptofanos ndo € significativa
(Figura 11) quando hd o aumento gradual da temperatura. Isto &, com a amostra
majoritariamente monomérica (5 °C), como apontado pelo DLS, a HsImpa se liga ao peptideo
SV40-NLS, ocorrendo a queda na intensidade de fluorescéncia (Figura 11), devido a mudanca
de ambiente dos triptofanos préximos aos sitios de ligacdo, que fazem interacbes com 0s
residuos do peptideo. Nas demais temperaturas observadas (10, 20 e 25 °C), a amostra, nao
apresenta queda significativa na intensidade de fluorescéncia, sugerindo que a ligacdo do
complexo ocorre em 5 °C e permanece ligada nas demais temperaturas, uma vez que em relagédo
a amostra da proteina ndo complexada também ndo se observa a varia¢do da intensidade de

fluorescéncia.

Outro fator interessante quanto ao complexo HsImpo/SV40-NLS esta atrelado a baixa
afinidade do complexo, sendo que, quando analisado 0s espectros da espectroscopia de
fluorescéncia obtidos com as amostras medidas separadamente, ndo ha variagdo significativa
do ambiente dos triptofanos (Figura 10), porém, hd um pequeno deslocamento do pico (que
representa a maxima emissdo) para a esquerda, indicando que houve pequena variacao quanto

a hidrofobicidade dos triptofanos da amostra.

A baixa afinidade do complexo HsImpa/SV40-NLS é evidenciada por meio da técnica
de ITC, sendo o Kgalto. Com os parametros livres, observa-se um grande erro no Kq (Tabela
10), sendo o valor do erro muito préximo ao valor obtido. Diante disso a fixacdo da
estequiometria foi necessaria para melhorar a estimativa do erro e se obter melhores resultados
para os parametros. Em comparagdo com outras importinas, como a MmImpa (Barros et al.,
2018) a HsImpo tenderia a ter uma maior afinidade, visto que o virus que contém a sequéncia
NLS utilizada infecta humanos e macacos, entretanto, a MmImpa apresenta melhor afinidade,
ligando-se aos dois sitios (Kq¢ ~1.8 UM e 23 uM, nos sitios primario e secundario,
respectivamente), apesar de baixa ao sitio secundario. No caso da HsImpa acredita-se que ela

se ligue apenas a um sitio da proteina, dado que a analise dos dados de ITC mostra apenas
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interacdo de uma molécula de peptideo para uma de proteina. Uma melhor compreensédo desta
ligacdo poderia ocorrer com a elucidagéo da estrutura por meio da cristalizacdo do complexo,
mas nado foi possivel sua cristalizacdo, bem como a obtencdo de cristais viaveis dos demais

complexos ou da proteina nativa, apesar de muitas tentativas.

Um estudo estrutural e calorimétrico realizado com a proteina do Xeroderma
Pigmentoso tipo G (XPG) humano (Barros et al., 2016) testou duas possiveis regides de NLS,
bipartidas (XPG1 e XPG2) da porcdo C-terminal (importante para a atividade de reparo por
excisdo de nucleotideos) da XPG. Este estudo foi realizado utilizando a MmImpa, entretanto a
andlise da interacdo entre proteinas de diferentes organismos pode acarretar em divergéncias
quanto a especificidade entre elas (Pumroy et al., 2014; Pumroy & Cingolani, 2015), Assim, a
analise da interacdo do complexo HsImpa/XPG1-NLS comparativamente a interacdo do

complexo MmImpo/XPG1-NLS foi realizada com o intuito de observar as diferengas entre elas.

Supunha-se que, por serem do mesmo organismo, a afinidade do complexo
HsImpo/XPG1-NLS seria maior que a observada no complexo MmImpo/XPG1-NLS, porém,
apos a analise da triplicata realizada com o complexo HsImpo/XPG1-NLS, ela é menor, porém
da mesma ordem de grandeza do sitio primario da MmImpa (0.45 £+ 0.05 uM). A ligagdo com
a MmImpo ocorre em ambos os sitios da proteina com a mesma sequéncia de aminoacidos,
sendo a afinidade com o sitio secundario (3.4 = 0.5 uM) muito menor do que com o primario
(0.45 + 0.05 pM) (Barros et al., 2016). No caso da HsImpa ndo foi possivel a anélise do ITC
como dois sitios independentes, pois 0 erro associado ao parametro era extremamente alto.
Como a estequiometria € proxima de 1, acredita-se que haja a ligacdo de uma molécula de
peptideo para uma de HsImpa, como ja visto em outros estudos (Bernardes et al., 2020). Porém
ndo é possivel saber ao certo, se ela se liga em ambos como um peptideo bipartido, ou em
apenas um sitio de forma monopartida, ligando uma Unica regido NLS. Se for realmente
confirmado que a XPG1 NLS se liga a HsImpa como uma sequéncia bipartida, o Kqg obtido
(1,13 £ 0,20 pM) é compativel com os dados do complexo MmImpa/XPG1-NLS, no qual
obteve-se um valor maior para o sitio principal e menor para o secundario. Nota-se pela
literatura que geralmente NLSs bipartidos tém Kgs menores que NLS monopartidos de alta
afinidade. Tais duvidas seriam sanadas com a elucidagdo do complexo HsImpa/XPG1-NLS,
em que seria possivel observar os tipos de ligacdo que ocorrem entre 0s aminoacidos da proteina
e do peptideo, possibilitando o melhor entendimento de como se d& esta ligacdo, bem como

uma melhor analise comparativa com o complexo MmImpa/XPG1-NLS.
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Apesar de ndo se saber ao certo como se da a ligacdo do complexo HsImpa/XPG1-NLS,
sabe-se que a ligacdo é bastante favorecida, sendo 0 AH e o AS negativos (Tabela 10), indicando
a energia livre de Gibbs também negativa, assim como o sitio primario da MmImpao, (AH = —3.2
+ 0.3 kcal/mol e AS = —=5.3 £ 0.3 cal/mol/deg) , mas diferente do secundario (AH = 3.8 + 0.3
kcal/mol e AS = 11.1 + 0.1 cal/mol/deg), o que demonstra espontaneidade na ligacdo e que ela
pode ocorrer em qualquer temperatura, desde que haja o enovelamento e estabilidade da
proteina. Este argumento € evidenciado com a espectroscopia de fluorescéncia do complexo
Hsimp/XPG1-NLS, a qual mostra que, de forma significativa, ha a diminuicdo da exposicéo
dos triptofanos em todas as temperaturas analisadas, mesmo que, nas temperaturas mais

elevadas, a significancia estatistica cai bastante.

Diferente dos demais peptideos, a escolha da PAC-3-NLS foi feita para a comparacéao
da afinidade da HsImpa com peptideos de outros organismos. A principio foi realizada uma
Unica medida com o ITC (Figura 16a), utilizando a amostra purificada pela primeira vez, com
0s protocolos ainda em fases de ajustes. Quando comparado a outros trabalhos com a MmImpa
(Kd ~ 0,44 uM) (Bernardes et al., 2020) e a NcImpa (Kq~ 0.39 uM) (Bernardes et al., 2015), a
afinidade do complexo HsImpa/PAC-3-NLS é mais baixa, mas ainda assim, forte (Tabela 11).
Porém para melhores resultados, o ideal seria a repeticdo em triplicata ou duplicata desse
experimento. Quando realizada uma nova medida (Figura 16), com uma nova amostra, com
protocolos mais bem definidos, nas mesmas condicBes da anterior, o resultado obtido foi de um
padrdo de ligacdo exotérmica, gerando duvidas quanto a primeira medida. Assim, com a
alteracdo de alguns parametros, como a concentracao do peptideo NLS, também foi observado
que a ligacdo ndo apresenta um padrdo, ocorrendo diferentes termogramas para 0 mesmo
complexo (Figura 16 C/D), ndo sendo possivel extrair os parametros calorimétricos. Estes
valores tornam a analise da interacdo do complexo inconclusiva, uma vez que podem ter sido
ocasionados por instabilidades na estrutura da proteina, como ja observado pelo DLS. Isto é, a
possivel oligomerizag&o parcial da HsImpa quando na presencga de uma NLS de baixa afinidade

(Tabela 8) como a SV40-NLS, pode néo ser capaz de monomerizar a HsImpa.

53



6. CONCLUSAO

Pela primeira vez foi realizada a expressao e purificacao da variante al da Importina-o
de Homo sapiens no pais, tendo papel fundamental para avancos nos estudos estruturais
comparativos com as Impa de outros organismos. Os experimentos realizados para avaliagéo
da estrutura HsImpa, como 0 DLS e a espectroscopia de fluorescéncia, sugerem que ha possivel
dimerizacdo da Impa quando submetida ao aumento da temperatura e ndo complexada a NLSs
e que esta pode alterar, significativamente, a interacao entre as Impo e 0s peptideos NLS. As
andlises calorimétricas comparativas entre Impa de diferentes organismos reforcam que sdo de
fundamental importancia o estudo da especificidade do transporte proteico, visto que 0S
complexos HsImpa/XPG1-NLS e HsImpa/SV40-NLS apresentam afinidades diferentes
guando comparados aos complexos formados com a MmImpa, mesmo com a alta similaridade
existentes entre as variantes. Os dados de ITC e fluorescéncia do complexo HsImpa/XPG1-
NLS indicaram uma afinidade relevante, sendo possivel uma interacdo de maneira bipartida,
diferente com o observado para a Mmlmpa. Experimentos de cristalizagdo do complexo
HsImpo/XPG1-NLS estdo em andamento, podem elucidar este fato. Assim, este trabalho tem
suma importancia na analise da interagdo de Impa ¢ NLS de diferentes organismos, que podem

ser determinantes para futuros estudos farmacoldgicos.
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