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RESUMO

KUMAGAI, P.S. Interages moleculares no mecanismo de acdo da galectina-4 humana.
2016. 177 p. Tese (Doutorado em Ciéncias) - Instituto de Fisica de S&o Carlos, Universidade
de Séo Paulo, S&o Carlos, 2016.

A galectina-4 humana (HGal-4), pertencente a familia das galectinas, possui dois dominios de
reconhecimento de carboidratos (CRDs) com alta afinidade para -galactosideos e se encontra
amplamente distribuida em células normais e neoplasicas de diferentes organismos. Suas
funcBes snglobam uma grande variedade de eventos celulares, tais como processos
inflamatorios, neoplasicos, progressdao tumoral e metéstase. Entretanto, muitas perguntas
sobre suas interagGes com diferentes carboidratos, a especificidade destas interagdes e o papel
especifico das galectinas permanecem ainda sem resposta. No presente trabalho, propomos a
investigacdo das interagbes galectina-glicano da galectina-4 humana e de seus dominios
CRDs independentes (CRD-1 e CRD-II) atraves de um conjunto de métodos biofisicos.
Através do método de dicroismo circular (CD), usando vérias regifes espectrais, e
fluorescéncia fomos capazes de entender mudancas ocorrentes na estrutura secundaria e
terciaria das protéinas quando da interacdo com lactose/sacarose. Estes dados, juntamente
com testes de hemaglutinacdo, mostraram que a glectina-4 e os CRDs respondem de forma
distinta a ligacdo com acucar. Por diferentes técnicas (fluorescéncia, ITC e MST)
determinamos as constantes de dissociacdo para os dominios CRDs (K4 ~0,5 mM) e para
HGal-4 e, de forma qualitativa, os valores obtidos indicaram possiveis estados oligoméricos
dessas proteinas. A investigacdo da interacdo proteina-membrana da HGal-4 foi feita,
primeiramente, com miméticos de membranas e monitorada pela técnica de RPE em crescente
complexidade de composicdo de tais miméticos, indo desde composi¢cdes mais simples,
passando por lipid rafts na presenca de diferentes glicolipideos (GM1, LPS) e chegando-se a
interacdo com celulas tumorais (U87MG, T98G e HT-29). Tais experimentos mostraram que
galectina-4 reconhece e se liga naqueles modelos onde existem glicanos complexos na
superficie. Investigamos também a participacdo de HGal-4 enddgena e exdgena no tratamento
guimioterapico de células tumorais e verificamos um papel importante de HGal-4 para células
HT-29. Finalizando esta tese, apresentamos o trabalho realizado em um ano de estagio na
University of Oxford, durante o qual, investigamos a estrutura da regido C-terminal de um

receptor da familia GPCR, qual seja o receptor de neurotensina NTS1. Aqui, mais uma vez,



foi empregada a técnica de RPE que aliada & producdo/marcacdo de mutantes do receptor,
permitiu determinar que a hélice H8 se estabiliza quando em proteolipossomos.

Palavras-chave: Galectina-4 humana. Carboidratos. Interacdes. Espectroscopia. Calorimetria.



ABSTRACT

KUMAGAI, P.S. Molecular interactions on mechanism action of human galectin-4. 2016.
177 p. Tese (Doutorado em Ciéncias) - Instituto de Fisica de Sdo Carlos, Universidade de Séo
Paulo, S&o Carlos, 2016.

Human galectin-4 (HGal-4), a member of the galectin family, contains two carbohydrate
recognition domains (CRDs) with high affinity for -galactosides and is widely distributed in
normal and neoplastic cells of different organisms. Its functions include a wide variety of
cellular events such as inflammation, cancer, cell adhesion, tumor progression and metastasis.
However, many questions about their interactions with different carbohydrates, the specificity
of these interactions and the specific role of galectins remain unanswered. In this study, we
propose the investigation of galectin-glycan interactions of human galectin-4 and its
independent CRDs (CRD-I and-Il) through a combination of biophysical methods. From
circular dichroism (CD), measured in different spectral ranges, and fluorescence experiments
we were able to understand changes in secondary and terciary structure of the protein while
interacting with lactose/sucrose. These results along with hemagglutination assays showed
that galectin-4 and its CRDs respond differently to sugar binding. From fluorescence, ITC and
MST measurements we determined the dissociation constants for the CRDs (Kyq ~0.5 mM)
and for HGal-4. These values qualitatively indicated the formation of potential oligomers of
CRDs and of HGal-4. The investigation of the HGal-4 interaction with membranes was firstly
performed using mimetic membranes and monitored by EPR spectroscopy. The composition
of the mimetic membranes was gradually increased so that to span simple compositions (such
as DMPC), passing by lipid rafts in the presence of different glycolipds (GM1, LPS) up to
interactions with tumor cells (U87TMG, T98G e HT-29). These experiments showed that
galectin-4 recognizes and binds to membrane models constituted by complex glycans on their
surface. We also investigated the involvement of endogenous and exogenous HGal-4 in
chemotherapies of tumor cells and found an important role of HGal-4 in the case of HT-29
cells. At last, we presented the work done in an one-year internship at the University of
Oxford, during which we investigated the C-terminal region of the GPCR family receptor, the

neurotensin receptor NTS1. Here, we used once again the EPR technique combined with the



production/spin-labelling of mutants of the receptors, and determined that helix H8 was
stabilized upon receptor reconstitution in proteolipossomes.

Keywords: Human galectin-4. Carbohydrates. Interactions. Spectroscopy. Calorimetry.
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Capitulo 1

Dissecando as interacdes proteina-ligante da

galectina-4 humana e seus dominios CRDs
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1.1 INTRODUCAO

As células de todos os organismos vivos sdo compostas por quatro macromoléculas
essenciais para a vida: acidos nucleicos, proteinas, lipidios e glicanos.! Assim como a
gendmica e a protebmica sdo as areas da ciéncia focadas nos estudos de acidos nucleicos e

proteinas, respectivamente, a glicomica tem como foco glicanos e gliconconjugados.

Ap0s as chamadas eras da gendémica e da protedmica, a glicomica tem ganhado muito
atencdo, pois foi constatado que glicanos sdo moléculas determinantes no reconhecimento em
diversos processos celulares.? A glicomica tem como foco o entendimento da biossintese e a
determinacéo estrutural e funcional de glicanos envolvidos em sistemas biolégicos.> No
entanto, diferentemente da gendmica e da protedbmica, os objetos de estudo da glicbmica nédo
estdo baseados na codificacdo pelo DNA e sim pela codificagdo de glicanos: o glicocddigo. O
glicocodigo € muito mais complexo, variado e de dificil analise quando comparado a

proteinas ou acidos nucleicos.

Em eucariotos, os glicanos e glicoconjugados estdo presentes principalmente na
superficie celular, proeminentes e de facil acesso.* Esta posicdo na interface entre 0s meios
extra e intracelular tem progressivamente envolvido os glicanos em algumas patogéneses e

doencas, como cancer e inflamagdes >

, aumentando, assim, o interesse pelo estudo de
glicanos para além dos aspectos cientificos mais basicos, 0 que torna projetos de amplo

escopo cada vez mais necessarios.

Muitos dos processos bioldgicos que contam com a participacdo de glicanos envolvem
seu reconhecimento direto por proteinas que ligam glicanos (GBPs, glycan binding proteins).
Tal interacdo de GBPs com glicanos pode promover adesdo celular, sinalizagcdo celular,
enovelamento de glicoproteinas, dentre outros.® Desta forma, varios estudos tém mostrado
que os glicanos contribuem de forma geral e/ou especifica em quase todos 0S processos
bioldgicos regulatorios.®> Assim, anormalidades na sua sintese ou disfuncées relacionadas a

glicanos e glicoconjugados podem levar a uma série de diferentes doencas e desordens.
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1.1.1 Glicomica e glicoproteoma: glicanos e glicoconjugados

Os carboidratos (ou sacarideos) sd@o biomoléculas compostas basicamente por atomos
de carbono, hidrogénio e oxigénio, definida pela formula empirica C,(H,0),, alguns podendo
conter, ainda, nitrogénio, fésforo ou enxofre. O mais simples desses compostos carbdnicos
s40 0s monossacarideos.? Os monossacarideos, ou agtcares simples, s&o, predominantemente,
polihidroxi aldeidos ou cetonas ciclicas, que possuem um ou mais &tomos de carbono
assimétricos (exceto pelas dihidroxiacetonas) e, portanto, apresentam isoformas opticamente
ativas (moléculas quirais). Os monossacarideos mais abundantes encontrados na natureza sao
aqueles compostos por seis carbonos em estrutura ciclica, sendo alguns exemplos de D-
aldoses, a D-galactose e D-glicose, e D-frutose sendo uma D-cetose ® (Figura 1). Os
oligossacarideos consistem em unidades de monossacarideos ligados por ligacGes
glicosidicas, formando pequenas cadeias. Os mais abundadntes sdo os dissacarideos,
formados por duas unidades de monossacarideos. Os mais tipicos s&o a lactose (formada por
uma unidade de D-galactose e uma de D-glicose) e a sacarose (formada por uma unidade de

D-glicose e uma de D-frutose) (Figura 1).

D-galactose D-glicose D-frutose
CH,0H CH,O0H CHzOOH OH
OH O_ OH O. OH
OH OH HO
OR CH,OH
OH OH OH
CH,OH CH,OH CH,OH
OH 0 O OH o_ {4
a
OH >80 K oH OH D\ P2 HO
OH o CH,0H
OH OH OH OH
Lactose Sacarose

Figura 1 - Estrutura de alguns sacarideos. Monossacarideos: D-galactose, D-glicose e D-frutose.
Dissacarideos: lactose e sacarose.

Fonte: Adaptada de NELSON?®
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A maior parte dos carboidratos encontrados na natureza ocorre na forma de
polissacarideos. Os polissacarideos, ou glicanos, sdo polimeros de aguUcar constituidos por
mais de 20 unidades de monossacarideos e que se diferem em sua composicdo pelas unidades
de acucar, tipo de ligacdo entre essas unidades, ramificacbes e comprimento da cadeia.
Alguns exemplos de polissacarideos sdo o amido e a celulose, que tem papel no

armazenamento de energia e elementos estruturais em células de plantas, respectivamente.

Em mamiferos, os glicanos séo constituidos por nove monossacarideos: glicose (Glc),
N-Acetilglicosamina (GIcNAc), galactose (Gal), N-Acetilgalactosamina (GalNAc), manose
(Man), fucose (Fuc), acido glicorbnico (GIcA), xilose (Xyl) e acido sialico (NeuAc), que
podem ser conectados uns aos outros por uma ligacdo glicosidica numa miriade de
combinacbes através da acdo de enzimas conhecidas como glicosiltransferases e
glicosidases.> * © Devido ao grande nimero de possiveis estruturas que os glicanos podem
assumir, a informacao neles contida € enorme. Além disso, a glicosilacdo gera diversos tipos
de glicoconjugados em que, tipicamente, se ligam glicanos a proteinas e lipideos, formando
um complexo biologicamente ativo®. S3o conhecidos pelo menos nove aminoécidos que
sofrem glicosilagdo: Asn, Arg, Ser, Thr, Tyr, Trp, Cys, hidroxi-Lys e hidroxi-Pro % *,
formando o que se chama de glicoproteinas. As glicoproteinas carregam informacGes
importantes, como sitios especificos para reconhecimento e alta afinidade de ligacdo para
outras proteinas, assim como os gliolipideos, que possuem uma cabeca hidrofébica formada
por glicanos, e que agem como sitios especificos de reconhecimento por proteinas GBPs. A
distribuicdo espacial e temporal e a funcdo de glicanos ndo sdo, ainda, totalmente entendidas e

estudos que contribuam com informacdes nesse sentido sdo bastante desejaveis.
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1.1.2 Lectinas

Como dito anteriormente, muitos processos bioldgicos passam pelo reconhecimento de
glicanos por parte de proteinas GBPs. As lectinas estdo entre as principais GBPs conhecidas
até o momento.™* Desde a década de 1960, é conhecida a funcéo aglutinante e a afinidade por
acucares dessa familia de proteinas e que essas regulam diferentes processos bioldgicos.'? As
lectinas enddgenas séo responsaveis por converter informagdes contidas nos glicanos em sinal

celular.

As funcbes desempenhadas por lectinas estdo intimamente associadas com sua
capacidade de “ler” o glicocodigo e, assim, a interacdo de lectinas com estruturas de glicanos
especificos sdo responsaveis pelo enovelamento correto e ordenagdo de algumas proteinas,
adesdo e trafego celular, reconhecimento de patogenos, fertilizacdo em mamiferos, dentre

outros processos.™

Ao longo de mais de um século, as lectinas de origem vegetal foram extensivamente
estudadas e caracterizadas.* Nas Gltimas décadas, as pesquisas tém também focado o estudo
de lectinas de origem animal e sua capacidade de reconhecer moléculas de carboidrato de
origem enddgena ou exégenas as células.* Uma anélise geral revela que embora a arquitetura
global de uma lectina possa variar enormemente, a capacidade destas proteinas em se ligar a
moléculas de carboidratos é restrita a um dominio especifico da proteina designado por
dominio de reconhecimento a carboidratos (CRDs). Os CRDs compartilham alta similaridade
em termos estruturais, no entanto, exibem distintas caracteristicas com relacdo a natureza de
seus ligantes, sua dependéncia por cations bivalentes, sua localizacdo celular e sua

participacdo em processos biolégicos.™

A familia das lectinas pode ser classificada em diferentes subfamilias segundo a
presenca de sequéncias conservadas de aminoacidos nos CRDs, estrutura tridimensional
desses dominios e propriedades como dependéncia de cations bivalentes ou ambiente redutor
para a funcionalizagdo (Tabela 1). Com o avanco da ciéncia e tecnologia, foi possivel
resolver varias estruturas tridimensionais de lectinas de diferentes grupos (ex. PDB IDs:
2MSB, 1KJL, 1M6P, 107V, 1K12, 1JHN, 1X9D, 1R1Z, 1DQO, 1UMI, 1JC9, 1HIW, 1GNH)

e, desta forma, identificar caracteristicas do enovelamento estrutural de cada uma. Devido a
15, 16

diversidade estrutural, as lectinas podem exibir atividades bioldgicas maltiplas.
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Tabela 1 - Classificagdo da familia de lectinas.

Subfamilia Especificidade Caracteristica
Tipo-C Man, Gal, Fuc Dependente de Ca”*
Galectinas B-galactosideos Motivo tipo-S
Tipo-P Man-6-P Motivo tipo-P
Tipo-I Variavel Dominios de imunoglobulinas
Tipo-F L-fucose Motivo tipo-F
Calnexina GlciMang Motivo tipo-calnexina
Tipo-M Mang Motivo tipo-M
Tipo-L Variavel Motivo tipo-L
Tipo-R Variavel Motivo tipo-R
F-box GIcNAc; Motivo tipo-F-box
o Contém dominios de
Ficolina GIcNAc, GalNAc o ;
fibrinogénio/colageno
Chitinase-like ] ] ) o
o Chito-oligossacarideos Estrutura TIM barril-like
(chilectinas)
Pentraxina PC/galactosideos Multivalente
Ligagdo a _ . ) o
) Heparina/heparina-(SOy) Grupo de aminoacidos basicos
heparina
Intelectinas Gal, galactofuranose,

) Motivo tipo-intelectinas
(tipo-X) pentoses

Fonte: Adaptada de VAST"’
1.1.3 Galectinas

As galectinas (originalmente denominadas de lectinas do tipo soluvel, tipo-S ou S-
Lac) formam uma subfamilia importante de proteinas pertencentes ao grupo das lectinas.
Possuem caracteristicas Unicas como estrutura altamente conservada, especificidade a -
galactosideos e capacidade de regular e mediar diversos processos celulares.™ *2° Membros
desta classe de proteinas sdo encontrados em nematodeos, insetos e mamiferos com diversas
funcOes celulares a elas atribuidas. As galectinas sdo proteinas encontradas na forma soltvel
em ambientes extra e intracelular, incluindo o nucleo, de diversas células e tecidos. Dada sua
localizagdo, muitas fungdes intracelulares como a modulagdo de sinalizagdo celular e de

apoptose, regulacdo de splicing de RNA, maquinaria endocitica e trafego estdo sendo a elas
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atribuidas.?* A auséncia de peptideo sinal faz com que algumas galectinas sejam excretadas
por uma via ndo-classica, mantendo intacta sua funcdo de reconhecimento de carboidratos.
Uma vez fora da célula, as galectinas podem se ligar a inimeros glicoconjugados e
transmitir/decodificar informacGes para ativacdo de células imunes, diferenciacdo e

homeostase.?*

Ainda em relacdo a sua funcdo, algumas galectinas estdo distribuidas em uma ampla
variedade de tecidos enquanto outras sdo mais especificas. A sua expressao € modulada
durante a diferenciacdo da célula individual e durante o desenvolvimento dos tecidos, e muda
sob diferentes condicées fisioldgicas ou patoldgicas.” A Tabela 2 mostra o tipo de estrutura e
a distribuicdo tecidual das galectinas humanas. Podemos notar que as galectinas possuem uma
diversidade de papéis bioldgicos devido a sua vasta localizacdo. Da literatura, algumas das
atividades bioldgicas atribuidas as galectinas sdo: progressdo de cancer *°, processos
especificos de desenvolvimento normal de tecidos, processos de regeneracdo e cicatrizagdo **
%0 e participagdo imunoldgica e inflamatéria.**** Além disso, estudos tém demonstrado que as
galectinas participam no desenvolvimento de neurites, inibicdo do crescimento de células ndo-

neurais 3+ *°

, estimulam o crescimento celular *®, induzem apoptose de timécitos imaturos
células T ativadas *, génese tumoral, processos autoimunes, diferenciacdo, morfogénese,
metastase de tumor, apoptose e funcdo imunorregulatria.®® ** A maioria dessas funcdes esta

relacionada ao processo de reconhecimento de carboidratos na superficie celular.

Em termos estruturais, os membros da familia das galectinas compartilham dominios
de reconhecimento de carboidratos caracteristicos, constituidos por uma sequéncia em torno
de 135 a 140 aminoécidos altamente conservados. Até o presente momento, 16 galectinas
humanas diferentes foram isoladas e sequenciadas. Elas sdo numeradas de acordo com a
ordem cronoldgica de descoberta (galectina-1 a galectina-16). Baseado no numero e nas
posi¢des dos CRDs, os membros da familia das galectinas s&o classificados em trés grupos:

proto, quimera e tandem-repeat (Tabela 2 e Figura 2).
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Tabela 2 - Estrutura e distribui¢do tecidual das galectinas.

Galectina Tipo de Estrutura Distribuicdo Tecidual
1 Tipo proto; Mdsculos, neurdnios, rins, placenta, timos,
monomeérico/dimérico celula B, célula T, células tumorais
2 Tipo proto; Hepatomas, trato gastrointestinal, tumores

monomérico/dimérico

Atividades macrofagas, eosinofilos,
3 Tipo quimera mastacitos, epitélio gastrointestinal, trato
respiratorio, rins, neurénios

4 Tipo ‘tandem-repeat’ Epitélio intestinal e oral
5 Tipo proto Eritrécitos e epitélio oral
6 Tipo ‘tandem-repeat’ Epitélio intestinal
7 Tipo proto Queratindcitos
8 Ti%%s‘;ﬁ?cilseg;gﬁggt ; Pulméo, figado, rins, coracgdo e cérebro
o o e o8 Mt s delgao s o
10 Tipo proto Eosinofilos e basofilos
11 Tig;)mperrooto; Trato intestinal
12 Tipo ‘tandem-repeat’ Adipacitos
13 (PP13) Tipo proto Placenta
14 Tipo proto Eosinofilos
15 Tipo proto Epitélio endometrial
16 Tipo proto Placenta

Fonte: Adaptada de WADA et al*’; RABINOVICH et al**; GUARDIA et al *

Tipo Proto Tipo Quimera Tipo 'Tandem-repeat’
2 9 & \b}% %@ |

Figura 2 — Representacdo esquematica das estruturas dos trés grupos de galectinas: proto, quimera e
tandem-repeat.

Fonte: Adaptada de RABINOVICH?
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Os membros do grupo proto (compreendendo as galectinas-1, -2, -5, -7, -10, -11, -13, -
14, -15 e -16) sdo caracterizados por possuir apenas um dominio CRD, podendo existir na
forma de monémeros ou homodimeros ligados de forma ndo covalente. O tipo quimera possuli
apenas um membro, a galectina-3, composta por um dominio CRD na regido C-terminal
ligado a um pequeno dominio no N-terminal rico em residuos de prolina, tirosina e glicina.
Este Gltimo possui repeticbes de 7 a 10 aminoacidos com uma sequéncia consenso do tipo
PGAYPG(X);1-4, onde X representa qualquer amino&cido, e é similar a dominios encontrados
em proteinas que possuem caracteristicas de auto-agregacio/oligomerizacdo.”* No grupo
tandem-repeat (galectinas-4, -6, -8, -9 e -12), a galectina é formada por dois CRDs distintos
conectados por um peptideo de ligacdo e cada dominio possui afinidade diferente por

carboidratos.**

Considerando a ligacdo com carboidratos, a maioria das galectinas € bivalente ou
multivalente, permitindo o reconhecimento e a ligagdo de mdltiplos ligantes e a ativacdo de
diversas vias de sinalizacdo. As galectinas do tipo proto podem dimerizar, a galectina-3 pode
formar oligbmeros e se ligar de forma multivalente a glicanos e as galectinas do tipo tandem-
repeat sdo pelo menos bivalentes. Desta forma, essas proteinas podem formar estruturas
ordenadas de galectina-glicano, chamadas de redes (lattices), e atuar na superficie celular ou
através de ligacdo especifica direta com glicoconjugados presentes na superficie celular %
(Figura 3).

Ligantes Bivalente Ligantes Trivalente Ligantes Tetravalente

Figura 3 - Representacdo esquematica dos diferentes tipos de rede que podem ser, hipoteticamente,
formados entre galectinas e glicanos multivalentes. Sdo mostrados exemplos de ligantes bi, tri e
tetravalentes.

Fonte: Adaptada de RABINOVICH?
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Fazendo uma andlise global da estrutura dos CRDs das galectinas (utilizando a
galectina-1 de humano, HGal-1, como exemplo), temos que os CRDs séo constituidos pela
quantidade usual acima mencionada de 135 a 140 residuos de aminoacidos conservados
formando uma estrutura B-sanduiche composta por duas folhas-p antiparalelas em uma
topologia do tipo motivo “jelly-roll” (Figura 4). O lado céncavo é formado por seis fitas,
nomeadas de S1 a S6, onde se encontra o sitio de ligacdo (LBG, do inglés, ligand-binding
groove), o sulco formado pelas fitas S4-S6, e o lado convexo € formado por cinco fitas
chamadas de F1 a F5 (Figura 4). Ao longo da sequéncia de aminoacido das proteinas, as fitas
séo ordenadas da seguinte forma: S1 - F2 —S3 -S4 -S5-S6 — F3 — F4 — F5—-S2 — F1, com

variagdo de comprimento dos loops que as conectam.*?

(a) (b)

SSa n

94
F4
Lactose ! e 00
S6b

S F2

N o

1 ¥

I

Figura 4 - Estrutura tridimensional da galectina-1 humana (PDB 1GZW). (a) A estrutura da Gal-1 é
apresentada como um exemplo da estrutura conservada da familia das galectinas. As cinco fitas-p F
(F1-F5) e as seis fitas-p S (S1-S6a/S6b) sdo indicados pela respectiva letra-nimero nas fitas-p. (b)
Representacdo topoldgica do dominio CRD de HGal-1 gerado pelo servidor online PDBsum
(https://www.ebi.ac.uk/pdbsum/).

Fonte: Adaptada de LOPEZ-LUCENDO*

Através de andlise computacional, Guardia e colaboradores compararam todas as
sequéncias e estruturas dos dominios CRDs de todos os membros da subfamilia das
galectinas.*? Desta forma, mostraram que a subfamilia de galectinas tem baixa identidade
sequencial (29% de identidade sequencial e 35% de similaridade) e alta similaridade na
estrutura tridimensional. Diversos residuos de aminoacidos sdo altamente conservados entre
as galectinas, dentre os quais estdo os residuos que compdem o sitio de ligacdo, sendo cruciais

na ligacdo com carboidratos. Para a HGal-1, sdo eles: His44, Asn46, Arg48, His52, Asn6l,


https://www.ebi.ac.uk/pdbsum/
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Trp68, Glu71 e Arg73.* Dentre todos estes, comparando-se aos outros membros da familia, o
residuo de triptofano foi o que apareceu como residuo mais critico. Entretanto, é a presenca de

um anel aromatico o fator fundamental para garantir a ligacdo com agcar.*> “°

1.1.4 Galectina-4 Humana

A galectina-4 humana (HGal-4) pertence ao grupo tandem-repeat. O mondmero de
aproximadamente 36 kDa contém dois dominios de reconhecimento a carboidratos (CRD-I no
N-terminal e CRD-II no C-terminal) conectados por uma cadeia peptidica tnica.*’ Os dois
dominios possuem sequéncia de aminoacidos conservados, caracteristica de todas as
galectinas, no entanto compartilham somente 37% de identidade entre si. O alinhamento
sequencial dos CRDs é mostrado na Figura 5 para o qual foi utilizado o servidor online
ALIGN versdo 2.1.** Dos sete residuos envolvidos na interagdo com o carboidrato
caracteristico dos dominios CRDs, somente o residuo de arginina 89 sofre uma mutacao
conservativa por uma lisina no CRD-II (indicado pela seta na Figura 5). Comparando-se 0s
CRDs da HGal-4 com outras galectinas humanas, observamos que estes possuem uma
identidade sequencial de aproximadamente 27% com o CRD da galectina-1, 35% com a
galectina-3 e 35% com a galectina-7.*® Os dominios de reconhecimento de carboidratos nas
galectinas-4 sdo altamente conservados entre os membros da familia de outros mamiferos,

revelando uma identidade de 79% com a galectina-4 de porco e 76% com a de rato.*®

CRD-l MAYVPAPGYQPTYNPTLPYYQPIPGGLNVGMSVYIQGVASEHMKREFFVNFVVGQD

CRD-Il ---LPTMEGPPTFNPPVPYFGRLQGGLTARRTIIIKGYVPPTGKSFAINFKVGSS
!

CRD-l  PGSDVAFHFNPRFDGWDKVVFNTLOGGKNGSEERKRSM-PFKKGAAFELVFIVLA

CRD-Il  --GDIALHINPRM-GNGTVVRNSLLNGSHGSEERKI THNPFGPGQFFDLSIRCGL

CRD-I EHYKVVVNGNPFYEYGHRLP-LOMVTHLOVDGDLOLOSINET
CRD-Il DRFKVYANGQHLFDFAHRLSAFQRVDTLEIQGDVTLSYVQI-

Figura 5 — Alinhamento sequencial dos dominios CRD-I e CRD-II da galectina-4 humana. O alinhamento
mostra os sete residuos pertencentes ao sitio de ligacéo, o residuo de arginina 89 sofre uma mutagao
conservativa no dominio CRD-II por uma lisina (rosa).

Fonte: Elaborada pela autora.
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Até o presente momento sdo conhecidas somente as estruturas tridimensionais dos
dominios CRDs da galectina-4 separadamente: duas estruturas do dominio N-terminal da
galectina-4 de camundongo (PDB ID: 3I8T % 2DYC, ndo publicado), uma estrutura do

dominio C-terminal da galectina-4 de humano resolvidada por RMN (PDB ID: 1X50, nédo
publicado) e seis estruturas cristalogréficas do dominio C-terminal da HGal-4 complexada
com diferentes ligantes (PDB ID: 5CBL °%; 4YLZ, 4YMO, 4YM1, 4YM2 e 4YM3 *%). Na

Figura 6 abaixo sdo mostradas as estruturas cristalograficas dos dominios CRD-1 e CRD-1I

da HGal-4 > na conformagdo apo, resolvidas e disponibilizadas por nossos colaboradores,
grupo da Profa. Dra. Maria Cristina Nonato (FCFRP - USP). Em ambas as estruturas 3D dos
dominios CRD-I e CRD-II (Figura 6a e b, respectivamente) observamos 0 enovelamento
tipico compartilhado por todas as glectinas em um arranjo B-sanduiche e em uma topologia do

tipo motivo “jelly-roll”.

(a) CRD-| (b) CRD-II

Figura 6 - Estrutura tridimensional dos dominios: a) CRD-1 (PDB ID 4XZP) e b) CRD-I1 (n&o publicado).
As cinco fitas-p F (F1-F5) e as seis fitas-p S (S1-S6) sdo indicados pela respectiva letra-nimero nas
folhas-.

Fonte: Elaborada pela autora.

Ambos os dominios da galectina-4 de ligam lactose com afinidade similar aquela
descrita para outras galectinas (kp de aproximadamente 0,5-1 mM), mas suas respectivas
preferéncias por este e outros sacarideos sdo diferentes.>* > Esta é uma possivel causa da
diversidade de locais onde sdo encontradas e das inimeras funcgdes atribuidas a HGal-4
devido ao crosslinking de moléculas.®® °” Recentemente, a ligacéo especifica a cada dominio

tem sido estudada em galectinas de ratos, camundongos e humanos.’®®? Estes estudos
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confirmam que ambos os dominios diferem no reconhecimento, seletividade e afinidade por
oligossacarideos especificos, corroborando a hipdtese de fungbes de clustering ou

crosslinking de galectina-4.%% %

A galectina-4 é expressa no epitélio da mucosa oral, do esdfago e do intestino.* > ¢

No trato gastrintestinal, verificou-se que galectina-4 atua como um marcador de dominios do
tipo raft localizados na borda das células em escova dos enterécitos.** A HGal-4 tem sido
detectada como proteina de adesdo celular, no epitélio da mucosa oral, no eséfago, e tem sido
encontrada mais especificamente na membrana citoplasmatica.”® Estudos recentes
demonstram que a HGal-4 se liga a distintas estruturas nas bordas intercelulares do epitélio
coloretal. Os dominios de reconhecimento de carboidratos na molécula reconhecem distintos
ligantes, sendo que o dominio N-terminal possui afinidade por ligantes localizados em
espacos intercelulares, enquanto o dominio C-terminal se encontra associado a ligantes
presentes na membrana celular. Este fato sugere que a HGal-4 possui como possivel funcéo
mediar interagfes entre glicoconjugados presentes na membrana citoplasmatica em células do

epitélio intestinal e glicoconjugados encontrados em espaco intercelular.®

Com relacdo ao seu envolvimento em fendmenos patoldgicos, a maioria dos estudos
que relacionam tumores a galectina-4 reportam apenas modificacGes nos niveis de mRNA.
Em céncer de colon intestinal, a expressdo de mRNA da HGal-4 esta abaixo dos niveis
normais, enquanto esté presente em altas concentracdes em carcinoma hepatocelular ®° e em
cancer gastrico, com aumento do poder metastadtico quando comparado com o tecido

normal.®®

A diferenca na expressdo do mRNA para HGal-4 em céancer de colon indica a
participacdo desta lectina na malignidade do cancer coloretal.*” Embora o papel de algumas
galectinas em metéstase tumoral ja tenha sido constatado, a participacdo da galectina-4, assim
como a importancia das diferentes especificidades de cada um dos seus CRDs, neste processo
ainda é desconhecida.”> A expressdo mais controlada da HGal-4 faz com que o uso desta
galectina seja particularmente promissor como marcador diferencial no diagnostico e
progndstico de certos tipos de cancer.*> *” Além disso, a HGal-4 ndo é apenas um marcador de
malignidade, mas também promove a carcinogenicidade e a inibi¢do de sua atividade pode ser

um componente importante na terapia anticancer.*" '

Embora os dados relatados na literatura, tanto de caracterizacdo funcional em nivel
molecular quanto aqueles relacionados ao envolvimento em mecanismos celulares e

patoldgicos, justifiquem a importdncia do estudo das galectinas, fica também bastante
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evidente que este campo de pesquisa carece ainda de respostas a muitas perguntas. Por
exemplo: qual a principal funcdo das galectinas? Por que elas sdo encontradas
extracelularmente apesar de terem sido desenhadas como proteinas intracelulares? Por que as
galectinas sdo especificas para B-galactosideos? Quais sdo seus ligantes enddgenos intra e
extracelulares? Como a sua disfuncdo pode levar a patologias? As respostas a estas questdes
certamente passam por um entendimento e descricdo mais detalhados dos fendmenos, em
nivel molecular, que regem as interacdes relevantes para funcdo da galectina-4. Informacoes
obtidas atravées de técnicas experimentais diversas e complementares podem, portanto, ajudar

a compreender tais aspectos e constituem a base metodoldgica empregada no presente projeto.

Além desse aspecto multitécnicas, nosso trabalho procura adotar também uma
estratégia de estudos de mais largo escopo que envolvam galectinas inseridas em sistemas de
interacdo gradativamente mais complexos, permitindo, assim, investigacfes que vdo desde a
Biofisica molecular estrutural/funcional até o papel do interactoma proteico em células. Para
tanto, sdo aqui relatados e discutidos aspectos biofisicos envolvendo a proteina galectina-4
humana integra e seus dominios CRD-1 e CRD-II isolados em um nivel crescente de
complexidade de sistemas em investigacdo que vao desde estudos dessas proteinas em
solucgéo (na auséncia e na presenca de ligantes), passando por investigacdo de suas interacoes
com miméticos de membranas celulares (também em nivel crescente de complexidade de

composic¢do) e chegando a estudos de Hgal-4 na presenca de células tumorais.
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1.2 OBJETIVOS E JUSTIFICATIVA

O objetivo geral desta parte do presente trabalho é mapear as interacdes da HGal-4 e
de seus dominios CRDs (CRD-1 e CRD-II) individualmente com carboidratos em solucao
e/ou presentes na superficie de modelos de membrana e quais os efeitos de tais interacdes

tanto em suas respectivas estruturas quanto das membranas.
Especificamente, através de uma abordagem multi-técnica, buscamos por:

= Diferencas comportamentais entre os dominios CRD-I e CRD-II, incluindo
mudancas conformacionais, reconhecimento e afinidades por diferentes
ligantes;

= Determinar a afinidade de ligacdo da galectina-4 humana e de seus dominios
CRD-I e CRD-II por diferentes ligantes;

= |nvestigar interagdes com carboidratos em superficie de modelos de

membrana.



47

1.3 MATERIAIS E METODOS
1.3.1 Expresséo e Purificacdo dos dominios CRDs

Os genes referentes aos dominios CRD-I e CRD-II estdo inseridos no vetor de
expressao pET28a(+) e os plasmideos foram transformados em linhagem de expressao E.coli
Rosetta (DE3). Os plasmideos recombinantes foram cedidos gentilmente pela Profa. Dra.
Maria Cristina Nonato (FCFRP - USP) e seguimos o protocolo de expressdo e purificacdo
previamente estabelecido em seu grupo ®, salvo algumas adaptacdes. Utilizamos protocolos

similares para a expressao dos dois dominios.

As expressdes das proteinas foram realizadas em meio de cultura LB (Luria-Bertani)
na presenca do antibidtico canamicina (30 pug/mL) e cloranfenicol (34 pg/mL) e mantidas em
uma incubadora sob agitacdo. O crescimento das células foi monitorado medindo-se a
densidade dptica no comprimento de onda de 600 nm (DOgoonm) até que se atingisse valor
entre 0,50 e 0,60. Ao final deste processo, a inducdo da expressao de cada dominio foi feita
adicionando-se isopropil p-D-tiogalactopiranosideo (IPTG) em uma concentracdo de 0,5 mM

e mantendo-se sob agitacdo overnight a 250 rpm e a 30°C.

Apds essas etapas, as células foram isoladas do meio de cultura por centrifugacédo a
6.000 rpm e a 4 °C por 20 minutos. Para a obtencdo dos dominios, as células foram
ressuspendidas em tampdo 50 mM NaH,PO,4, 300 mM NaCl em pH 8,00 (tamp&o A), 1 mM
do inibidor de protease fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) e 14 mM de B-mercaptoetanol
(2-ME). Foram utilizados aproximadamente 3 mL do tampédo A para cada 1 grama de célula
na ressuspensao. Em seguida, o material ressuspendido foi sonicado em banho de gelo em 12
ciclos de 30 segundos de sonicacdo a 12% de poténcia, interrompidos por 45 segundos de
intervalo entre os ciclos. Apds a sonicagdo, a amostra foi centrifugada por 30 minutos a
12.000 rpm e a 4 °C para isolar o material soltvel (sobrenadante) e insoltvel (pellet) e, em

seguida, mantida a temperatura de 4 °C.

A purificagdo foi realizada em duas etapas: a cromatografia de afinidade em resina de
Ni-NTA e a cromatografia por exclusdo molecular. Na primeira etapa da purificagdo do
dominio CRD-I, a resina foi primeiramente equilibrada com tampdo A. O sobrenadante
resultante da extracdo da proteina foi adicionado a resina e o eluente coletado. Este eluente foi
passado novamente pela resina para que as moléculas de proteina que ndo se ligaram

pudessem se ligar a resina. Em seguida, foi feita uma lavagem com tampao A, acrescida de
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um gradiente crescente de concentracdo de imidazol (0, 25, 50, 300 e 500 mM) para a
remocdo de eventuais contaminantes. A diferenca na purificacdo do dominio CRD-II esta na
adicdo de 14 mM de 2-ME em todas as etapas devido a presenca de duas cisteinas livres neste
fragmento da HGal-4. Para ambas as proteinas, a eluicdo ocorreu em 300 mM de
concentracdo de imidazol e foram coletadas 15 aliquotas de 2 mL cada. As fragdes puras de
cada dominio foram unificadas e concentradas por ultra filtracdo em sistema Amicon® Ultra-
15 Centrifugal Filter Devices com limite de peso molecular nominal (NMWL) de 10 kDa

(Millipore, EUA), submetida a centrifugacao a 2.500g a 4°C.

Na segunda etapa, os dominios foram submetidos a cromatografia de exclusdo
molecular utilizando-se uma coluna Superdex75 em um cromatografo AKTA purifier (GE
Healthcare, EUA). O fluxo foi mantido em 0,5 mL/min de tampédo PBS (Phosphate Buffer
Saline) em pH 7,4 e 2-ME (1 mM ou 14 mM, dependendo do experimento a ser realizado) e
foram coletadas fracbes de 1 mL. O grau de pureza das proteinas foi monitorado por
eletroforese em gel de poliacrilamida 15% com dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE).

Para a quantificacdo das proteinas purificadas utilizamos o espectrofotdmetro
NanoDrop®- 1000 v.3.7.1 (Thermo Fisher Scientific Inc., USA) medindo-se a absor¢do em
280 nm. Através das sequéncias de aminoacidos que constituem cada dominio, podemos
calcular os coeficientes de extingdo molar (¢) através do programa ProtParam Tool
(http://ca.expasy.org/tools/protparam.html).®® Os valores de ¢ obtidos para os dominios CRD-I
e CRD-I1 na forma reduzida foram de 24410 e 11460 M™ cm™, respectivamente. A estimativa
da concentracdo das amostras foi determinada através da Lei de Beer-Lambert: A =¢-C -,
onde ¢ é o coeficiente de extingdo molar e pode variar com o comprimento de onda incidente
e o solvente empregado, A é a absorbancia em 280nm, | € o comprimento do caminho oOptico
(cm) e C ¢ a concentracdoo molar (mol/L).

1.3.2 Expresséo e Purificagdo da Galectina-4 Humana

O gene referente a galecina-4 humana esta inserido em vetor de expressdo em bactéria
pQE e os plasmideos foram transformados em linhagem de expresséo E.coli Rosetta (DE3). O
plasmideo recombinante foi cedido gentilmente pelo Prof. Dr. Marcelo Dias Baruffi (FCFRP -
USP) e seguimos o protocolo de expresséo e purificacdo previamente estabelecido por ldeo et

al.”, salvo algumas adaptagdes.
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A expressdo da galectina-4 humana foi realizada em meio de cultura LB na presenca
dos antibidticos cloranfenicol (34 pg/mL) e canamicina (30 pg/mL) e mantido em uma
incubadora sob agitacdo. O crescimento das células foi monitorado medindo-se a densidade
oOptica no comprimento de onda de 600 nm (DOggonm) até que se atingisse o valor entre 0,45 e
0,50. Ao final deste processo, a inducdo da expressdo foi feita adicionando-se IPTG em uma
concentracgéo final de 0,5 mM e mantendo-se sob agitagcéo overnight a 250 rpm e a 30 °C.

Ap0s essas etapas, as células foram isoladas do meio de cultura por centrifugacdo a
6.000 rpm e a 4 °C por 20 minutos. Para a obtencdo da proteina HGal-4, as células foram
ressuspendidas em tamp&o PBS em pH 7,40, 1 mM do inibidor de protease PMSF e 14 mM
de 2-ME. Foram utilizados aproximadamente 3 mL do tampdo PBS para cada 1 grama de
célula na ressuspensdo. Em seguida, o material ressuspendido foi sonicado em banho de gelo
em 12 ciclos de 30 segundos de sonicacdo a 12% de poténcia, interrompidos por 45 segundos
de intervalo entre os ciclos. Ap6s a sonicagdo, a amostra foi centrifugada por 40 minutos a
12.000 rpm e a 4°C para isolar o material solGvel (sobrenadante) daquele insoltvel (pellet) e,

em seguida, mantida a temperatura de 4°C.

A purificacdo da HGal-4 foi realizada em duas etapas: a cromatografia de afinidade e a
cromatografia por exclusdo molecular. Na primeira etapa, utilizamos uma coluna de resina de
a-Lactose-Agarose (Sigma-Aldrich) como matriz. A coluna foi primeiramente equilibrada
com tampéo de lavagem (PBS em pH 7,4 e 14 mM 2-ME). O sobrenadante resultante da
extracdo da proteina foi adicionado a resina e o eluente coletado. Este eluente foi passado
novamente pela resina para que proteinas que ndo se ligaram, pudessem se ligar a resina. Em
sequida, foi feita uma lavagem com o tampdo de lavagem para a remogdo de eventuais
contaminantes. A elui¢do da proteina foi feita com o tampéo de eluicdo (PBS em pH 7,4, 14
mM de 2-ME e 100 mM de lactose) e coletada em aliquotas de 2 mL cada. As fragBes puras
da HGal-4 foram unificadas e concentradas por ultra filtragcdo em sistema Amicon® Ultra-15
Centrifugal Filter Devices com limite de peso molecular nominal (NMWL) de 10 kDa
(Millipore, EUA), submetida a centrifugacéo a 2.500g e a 4°C.

Apbs esse processo, a proteina foi submetida a cromatografia de exclusdao molecular
utilizando-se uma coluna Superdex™ 75 em um cromatégrafo AKTA purifier (GE
Healthcare, EUA). O fluxo foi mantido em 0,5 mL/min do mesmo tampé&o e foram coletadas
fragdes de 1 mL. Esta etapa € necessaria para garantir a retirada da lactose. O grau de pureza

da proteina foi monitorado por eletroforese em gel de poliacrilamida 15% SDS-PAGE. A
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proteina foi quantificada da mesma forma que para os dominios CRDs, sendo o valor de €
te6rico obtido para HGal-4 é 37360 M cm™.

1.3.3 Andlise da atividade lectinica por ensaio de hemaglutinacdo

A atividade lectinica das galectinas e feita pelo reconhecimento de glicanos na
superficie de eritrocitos. Esta capacidade de aglutinar hemécias é denominada
hemaglutinacdo. A hemaglutinacdo é um dos métodos mais antigos, simples e baratos
utilizado para o reconhecimento e caracterizacdo de lectinas, que devido ao seu carater
multivalente tem a capacidade de interligar diferentes células, formando uma rede. A Figura

7 mostra um esquema de um teste de hemaglutinagdo com galectina.

Superficie de
___— dlicanos \

% * Eritrécitos I

®
*F o°*°

Galectina A

Formacéo Precipitacéo
de rede
N o o 7 @
\rj g =
difuso "botdo"

Figura 7 — Representacdo pictdria de atividade hemaglutinante de galectinas. Quando a galectina exibe
atividade, ou seja, hd formacdo de rede, observa-se que o poco fica difuso. Ao passo que, quando

ndo hd hemaglutinacdo, configura-se um “botdo” no fundo do pogo.

Fonte: Adaptada de HIRABAYASHI™

Os ensaios de hemaglutinacdo foram realizados utilizando-se suspensdo de hemacias
humanas a 3% diluidas em tampéao PBS. A reacdo foi realizada em placas de poliestireno de
fundo em “U”, onde em cada pogo foi acrescentado 50 ul de suspensdo de hemécias e 50 pl
de diferentes concentracGes de proteina (CRD-I, CRD-II e/ou HGal-4). A hemaglutinacdo das
hemécias foi verificada ap6s 2 horas de incubagdo & temperatura ambiente. Foram também
testados a atividade lectinica na presenca de lactose ou sacarose (100 mM), como inibidor e
controle negativo, respectivamente. As hemacias humanas foram obtidas a partir de doadores
sadios voluntérios, de acordo com o termo de consentimento aprovado previamente pelo
Comité de Etica em Pesquisa (Protocolo CEP/FCFRP n° 231).
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1.3.4 Estudo de estrutura-fun¢do da interacdo proteina-ligante

As mudancas conformacionais na estrutura secundéria e terciaria das proteinas foram
analisadas por espectroscopia de dicroismo circular (CD) na regido espectral do UV-préximo,

UV-distante e por radiagéo sincrotron, e espectroscopia de fluorescéncia.

Os espectros de CD foram adquiridos no espectropolarimetro Jasco J720 ou J815
(Jasco Corporation, Japan) acoplado a um modulo Peltier para o controle da variacdo de
temperatura. As medidas foram feitas no intervalo de comprimentos de onda de 197 a 250 nm,
a uma velocidade de varredura de 50 nm/min e sob um fluxo constante de N, purgado de
acordo com as instrucbes do fabricante. No estudo de deshaturacdo térmica, variamos a
temperatura entre 20 e 80°C em intervalos de 2°C. Utilizamos cubetas de quartzo com
caminho éptico de 1 mm. Os espectros medidos sdo resultado da media de oito varreduras
acumulativas para melhorar a relacdo sinal/ruido. As concentragdes das proteinas utilizadas
estavam entre 3 e 5 M em tampao PBS e, para 0 CRD-Il e HGal-4, acrescentamos 1 mM de
2-ME. Os carboidratos utilizados nos estudos de interacdo proteina-carboidrato foram: lactose
e sacarose. A concentracdo de carboidrato utilizada foi de aproximadamente 0,03 a 3 mM. Foi
utilizado o programa Spectral Analysis da Jasco para subtrair o espectro do tampdo do
espectro da amostra e para eliminar a interferéncia causada pelo ruido gerado durante a
aquisicdo dos dados. Os espectros séo coletados em elipticidade, 0, e, entdo, transformados
para elipticidade molar residual, [6], ou seja, sdo normalizados pela concentracdo e pelo

] — 6-0,1-MW .

namero de residuos pela expressdo [0 c -1, onde MW é a massa molecular da

proteina (em Daltons), n é o nimero de residuos, ¢ é a concentracdo da amostra (em mg/mL) e

| é 0 caminho 6ptico em cm."

Os experimentos de dicroismo circular por radiacdo sincrotron (SRCD) foram
realizados na linha UV-CD12 do Laboratorio Sincrotron do ANKA-KIT (Karlsruhe,
Alemanha). As medidas foram feitas no intervalo de comprimentos de onda de 280 a 180 nm,
com intervalos de 0,5 nm, dwell time de 1,5 s, a 20°C. Utilizaram-se celas de quartzo ou CayF
desmontéveis (Hellma Ltd, UK) com caminho 6ptico de 10 ou 100 um. Os espectros medidos
sdo resultado da média de tres varreduras acumulativas. As concentra¢fes das amostras
utilizadas foram de 1,5 mg/mL (~25uM) em tampdo PBS, para o CRD-Il e HGal-4,
acrescentamos 1 mM de 2-ME. Os carboidratos utilizados nos estudos de interagdo proteina-

carboidrato foram: lactose e sacarose na concentracdo de 3 mM. Os espectros foram
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processados usando-se o software CDTools ®, incluindo subtracdo de linha de base e média

dos espectros. Os espectros finais estdo em unidades de absortividade molar (Ag).

Os espectros de emissdo de fluorescéncia foram adquiridos em um fluorimetro
Shimadzu RF-5301PC (Shimadzu Corporation, Japan). As medidas foram realizadas em
cubetas de quartzo com caminho ético de 1 cm e abertura das fendas utilizadas na excitacao e
emissao de 3 e 5 nm, respectivamente. As mudancas estruturais dos dominios CRD-I e CRD-
Il e da HGal-4 foram monitoradas frente a excitacdo do triptofano em 295 nm a temperatura
ambiente. Os espectros de emissdo foram monitorados de 300 a 500 nm. A concentragéo
proteica utilizada foi de 3 uM em tampédo PBS e a concentracdo final de carboidrato foi de

100 mM. O software Personal Fluorescence ver 2.03 foi utilizado na aquisicdo de dados.
1.3.5 Termodinadmica de interacdo proteina-ligante

As afinidades da interacdo proteina-ligante de interesse foram investigadas por
termoforese em micro-escala (MST) e calorimetria de titulagdo isotérmica (ITC) e, assim,

obter os parametros termodinadmicos de interacéo.

As medidas de MST foram realizadas no NanoTemper Monolith NT.115 Blue/Red
excitation (NanoTemper Technologies) no Biophysics Facilities do Department of
Biochemistry, University of Oxford. As proteinas foram marcadas com o fluor6foro Alexa
Fluor® 647 C2 Maleimide Dye (Life Technologies TM). Séries de titulacdo com diferentes
carboidratos (lactose, N-Acetil-lactosamina, sacarose) foram preparados na proporgéo 1:1,
mantendo-se a concentracdo de proteina marcada a 200 nM. Apos 1 hora de incubacgéo a 4°C,
as amostras foram inseridas em capilar padréo usando-se 10, 30 ou 50% de poténcia do LED e
80% de poténcia de laser infravermelho (IR). Os tempos utilizados de laser “ligado” e

“desligado” foram de 30 e 5 s, respectivamente.

Os experimentos de ITC foram realizados no microcalorimetro VP-ITC da empresa
MicroCal Inc. (USA), em uma temperatura de 20 °C, onde 300 uL de ligante presente na
seringa de injecdo foram titulados em uma cela de amostra de 1,4 mL contendo a proteina
mantida sob agitacdo continua de 255 rpm. O volume de cada injecdo da titulacdo foi de 10
uL do ligante a cada 180 segundos. As concentra¢cdes das amostras variaram conforme a
proteina: a concentracdo do ligante foi de 25 mM e da proteina de 10-40 uM em tampé&o PBS.
As amostras foram degaseificadas antes de serem injetadas na cela de amostra do calorimetro

para prevenir a formacdo de bolhas durante o experimento. Tomamos o cuidado para que
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tanto a proteina como o ligante estivessem no mesmo tampdo e, sempre, utilizamos tampdes
recém preparados. A cela de referéncia foi preenchida com &gua. Experimentos controles
foram realizados com os ligantes titulados em tampdo, nas mesmas condicdes utilizadas
anteriormente, de forma que o calor de diluicdo destes fosse subtraido do calor de ligacdo das

proteinas no tratamento dos dados.
1.3.6 Interacdo proteina e modelos de membrana

Nos estudos de interacdo das proteinas de interesse com modelos de membrana, nos
valemos do uso de fosfolipidios marcados com sondas magnéticas inseridos em vesiculas
lipidicas unilamelares grandes. Os fosfolipidios marcados tornam os sistemas passiveis de
investigacao através da técnica de Ressonancia Paramagnética Eletronica (RPE).

As vesiculas unilamelares grandes (large unilamellar vesicle - LUV) foram preparadas
seguindo-se o protocolo descrito por MacDonald et al ™. Filmes lipidicos na composicéo
desejada foram obtidos evaporando-se volumes adequados de solucbes estoque de cada
fosfolipidios, colesterol e/ou esfingomielina em cloroférmio/metanol e adicionando-se
também, quando necessario, o fosfolipidio contendo a sonda magnética (marcador de spin).
As vesiculas contendo os fosfolipidios marcados foram preparadas de forma a se obter uma
concentragéo final de 0,5 mol% do marcador de spin. Os filmes foram, entdo, mantidos sob
vacuo por pelo menos 2 h e, em seguida, ressuspendidos no tampédo desejado e hidratados por
pelo menos 1,5 h. Dez ciclos de congelamento/descongelamento foram realizados e, em
seguida, os lipossomos formados foram extrusados em um mini-extrusor Avanti utilizando
um filtro de 100 pm. A amostra final contendo vesiculas e proteina teve razéo

proteina:lipidio de 1:50 (mol:mol).

Por sua vez, os espectros de RPE foram adquiridos em espectrometro Varian E109
(Varian, Inc., EUA). As amostras foram colocadas em capilares hematdcritos. Foi empregada
frequéncia de microondas da ordem de 9,4 GHz. A varredura de campo foi de 160 G, a
amplitude de modulacdo de 1,0 G, constante de tempo de 0,064 s, modulacdo do campo
magnético de 100 kHz e poténcia de microondas de 40 mW. Foi efetuado o nimero de
varreduras necessario para obtermos espectros com relacdo sinal/ruido suficientemente alta
para uma analise adequada. Os espectros finais foram normalizados pela sua area. A
concentracdo de proteina utilizada nos experimentos de RPE foi em torno de 15 uM (~ 0,5

mg/mL).



54

1.4 RESULTADOS E DISCUSSOES
1.41 Expresséao e Purificacdo dos dominios CRDs

As proteinas recombinantes CRD-I e CRD-II foram expressas de forma heterdloga
(em bactéria) e purificadas em coluna de afinidade contendo niquel imobilizado (Ni-NTA),
uma vez que as construcdes codificadoras dos CRDs possuem uma cauda de histidinas na
regido N-terminal, e, uma etapa adicional, de cromatografia por exclusdo molecular
(Superdex75). O grau de pureza foi analisado por eletroforese em gel de poliacrilamida 15%
(SDS-PAGE).

A andlise eletroforética e cromatogréfica, afinidade e exclusdo molecular, mostraram
que as proteinas foram obtidas com um alto grau de pureza e massas moleculares préximas ao
esperado: ~ 17 kDa para CRD-I (Figura 8). O CRD-I foi eluido com 300 mM de imidazol e
as lavagens na presenca de 0, 25 e 50 mM de imidazol foram eficientes para retirar boa parte
dos contaminantes. O rendimento de purificacdo do CRD-I foi estimado em aproximadamente
1,5 mg por litro de cultura.
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Figura 8 - Perfil de purificacdo do dominio CRD-I. (a) Analise por eletroforese em gel SDS-PAGE 15% da
purificacdo do CRD-I: (1) eluicdo da proteina com 300 mM de imidazol por cromatografia de
afinidade em coluna de Ni-NTA,; (2) fracfes 12 e 13 da cromatografia de exclusdo molecular. (b)
Perfil cromatografico da etapa de exclusdo molecular em coluna Superdex75.

Fonte: Elaborada pela autora.
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No processo de purificagcdo do dominio CRD-I1I, devido a presenca de cisteinas livres,
foram acrescentados 14 mM do agente redutor B-mercaptoetanol em todos os passos da
purificacdo. A eletroforese do dominio CRD-II (Figura 9) mostra, como esperado, uma banda
com massa em torno de 16 kDa. A proteina é eluida na presenca de 300 mM de imidazol e as
lavagens na presenca de 0, 25 e 50 mM de imidazol usadas para retirar os contaminantes da
solucdo contendo esse dominio. O rendimento de purificacdo do CRD-II foi estimado em
aproximadamente 10 mg por litro de cultura.
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Figura 9 - Perfil de purificacdo do dominio CRD-I11. (a) Analise por eletroforese em gel SDS-PAGE 15% da
purificacdo do CRD-I: (1) eluicdo da proteina com 300 mM de imidazol por cromatografia de
afinidade em coluna de Ni-NTA; (2) fracBes 13 e 14 da cromatografia de exclusdo molecular. (b)
Perfil cromatografico da etapa de exclusdo molecular em coluna Superdex75.

Fonte: Elaborada pela autora.
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1.4.2 Expresséo e Purificagdo da Galectina-4 Humana

A analise eletroforética e cromatogréfica, afinidade e exclusdo molecular, mostraram
que a proteina HGal-4 foi obtida com um alto grau de pureza e massa molecular proxima ao
esperado: ~ 36 kDa para HGal-4 (Figura 10). A galectina-4 humana foi eluida com 100 mM

de lactose. O rendimento de purificagcdo da HGal-4 foi estimado em aproximadamente 2,5 mg
por litro de cultura.
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Figura 10 - Perfil de purificacdo da HGal-4. (a) Analise por eletroforese em gel SDS-PAGE 15% da
purificacdo da HGal-4: (1) eluicdo da proteina com 100 mM de lactose por cromatografia de
afinidade em coluna de a-Lactose-Agarose; (2) fragdes 11 e 12 da cormatografia de exclusdo
molecular. (b) Perfil cromatografico da etapa de exclusdo molecular em coluna Superdex75.

Fonte: Elaborada pela autora.
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1.4.3 Anélise da atividade lectinica por ensaio de hemaglutinacéo

A atividade lectinica das proteinas recombinantes pode ser analisada pelo teste de
aglutinacdo de eritrécitos, também denominado de hemaglutinacdo. No entanto, para que haja
atividade hemaglutinante, € necessaria a existéncia de, no minimo, duas unidades de CRD
para que a formacdo de “rede” seja estabelecida. Os resultados dos testes de hemaglutinagéo
para as proteinas CRD-1, CRD-II e HGal-4, em diferentes concentracdes e em triplicatas, so
mostrados na Figura 11 abaixo. Observamos que o dominio CRD-I ndo possui atividade
hemaglutinante em nenhuma concentracdo proteica. J& o dominio CRD-II apresenta atividade
positiva na concentracdo de 5 e 10 uM, o que sugere que a atividade lectinica de CRD-II
possui uma dependéncia com a concentracdo de proteina, ou seja, em altas concentragdes,
uma interacdo ndo-covalente provavelmente via mecanismos similares aqueles observados na
formagdo de oligdbmeros de galetinas do tipo proto (como galectina-1**) ocorre entre
subunidades CRDs, tornando-o, assim, ativo. Por fim, a HGal-4 é lectinicamente ativa ate a
concentragédo de 0,31 pM.

Os resultados mostrados na Figura 11 evidenciam a participacdo assimétrica dos
dominios CRDs no processo de hemaglutinacdo, sugerindo distintos mecanismos de interacao
com glicanos para cada dominio CRD. Isto est4 de acordo com resultados prévios obtidos em
um estudo em que os autores, combinando em diferentes construgdes proteicas 0os dominios
CRDs de galectina 1 (pertencente ao grupo proto) e de galectina 9 (pertencente ao grupo
tandem), mostraram que apesar do dominio N-terminal e o peptideo linker contribuirem para
a poténcia em termos de morte de células T, € o dominio C-terminal (CRD-II) o fator
determinante tanto para poténcia de morte celular quanto para processos como o0
reconhecimento de receptores celulares, como acontece na hemaglutinacdo, e triggering de
vias de morte celular.”” Além disto, a resposta hemaglutinante observada na Figura 11 para a
proteina inteira é distinta daquela oriunda do dominio CRD-II, o0 que sugere que 0 processo de

hemaglutinacdo na HGal-4 néo é ditado apenas por esse CRD.
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Figura 11 - Testes de hemaglutinacao em diferentes concentracdes de proteinas. Verifica-se que CRD-I ndo
possui atividade hemaglutinante, enquanto que CRD-11 hemaglutina nas concentracdes entre 5 e 10
UM com uma dependéncia de concentracdo. A HGal-4 exibe atividade aglutinante entre as
concentragdes de 0,31 e 10 uM.

Fonte: Elaborada pela autora.

Realizamos também um ensaio de hemaglutinacdo na presenca de um ligante B-
galactosideo, a lactose, e um agtcar ndo-ligante, a sacarose, testando assim a competicao entre
0s aguUcares simples (ligantes ou ndo) com os glicanos na superficie das hemacias pelos sitios
de ligacdo de carboidratos na estrutura proteica. Os resultados estdo mostrados na Figura 12.
Mantendo-se a concentracdo de cada proteina constante a 10 uM e titulando-se carboidratos
na concentracdo inicial de 100 mM, observamos que, para o dominio CRD-1l e HGal-4, a
presenca de sacarose ndo afeta o processo de hemaglutinacdo (Figura 12a). Este transcorre
normalmente, mostrando que sacarose, como esperado, ndo compete com os glicanos das
hemaécias pelos sitios de ligacdo. Ja na presenca de lactose, a hemaglutinacdo é inibida nas
concentracOes de lactose de 50 e 100 mM. A inibigdo com lactose ocorre uma vez que 0s
CRDs se ligam a lactose e ndo aos glicanos presentes na superficie das hemacias. Desta

forma, observamos a deposicdo de heméacias no fundo do poco. Para concentracdes de lactose
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inferiores a 50 mM parece ndo haver lactose suficiente para a total inibicdo de atividade
lectinica, ficando o CRD disponivel para formacéo de redes que levam & hemaglutinacéo.

Inusitadamente, o dominio CRD-I na concentragdo de 10 pM, que ndo havia
apresentado atividade hemaglutinante anteriormente (Figura 11), com a titulacdo de lactose
ou sacarose passa a apresentar tal atividade. No caso da lactose, somente em concentragdes
mais baixas de acUcar houve aglutinacdo (6,25, 3,12 e 1,56 mM) e, para a sacarose, a
hemaglutinacdo ocorreu em todas as concentracGes desse aclcar. Este dado sugere, que de
alguma forma, certa quantidade de ligante especifico ou ndo, favorece interacGes inespecificas
entre subunidades CRD-I, tornando-o lectinicamente ativo. A titulagdo do dominio CRD-I
com lactose mostra que em altas concentracdes deste aclcar o processo aglutinante nao
acontece. Entretanto, dado o resultado da Figura 11 em que CRD-I ndo teve atividade na
auséncia de ligantes, € possivel inferir que a falta de atividade observada para altas
concentracdes de lactose se deve a incapacidade do dominio de se oligomerizar e se ligar aos
glicanos das hemécias e/ou ao fato do sitio de ligacdo do acucar na proteina estar ocupado por
lactose. Ambas as situacdes explicariam a inexisténcia de hemaglutinagdo como mostrado na
Figura 12. Isto sugere que, no caso do CRD-I em estudo, a lactose deva estar ligada a
proteina, mas que ainda assim ndo estejam se formando as estruturas oligoméricas que levam
a multivaléncia da proteina com a consequente formacdo das estruturas em rede pela ligacéo

com os glicanos nas superficies das hemacias.

Na Figura 12, mais uma vez observamos o comportamento distinto de cada um dos
dominios CRDs, desta feita sugerindo diferentes afinidades ou pelo menos diferentes
mecanismos de ligacdo tanto a lactose quanto a sacarose. Foram necessarias altas
concentracdes de carboidrato para observarmos a inibi¢ao da atividade lectinica das proteinas

aqui em estudo, dessa forma, indicando que as afinidades por acgtcares simples deve ser baixa.
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(@) (b)

Sacarose (mM) Lactose (mM)

PBS 100 50 25 12,5 6,25 3,12 1,56 PBS 100 50 25 12,5 6,253,12 1,56

Figura 12 - Teste de hemaglutinacdo com concentragio de proteina constante a 10 pM e com titulacio de
lactose ou sacarose. (a) Titulagdo com sacarose. A hemaglutinacdo ocorreu em todas as
concentracdes de sacarose para as trés proteinas; (b) Titulagdo com lactose. A atividade
hemaglutinante de CRD-Il e HGal-4 foi inibida nas concentraces de 50 €100 mM de lactose e 0
CRD-I exibe atividade na presenga de baixa concentragdo de lactose.

Fonte: Elaborada pela autora.
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1.4.4 Interagdo proteina-ligante: dissecando mudancas conformacionais
1.4.4.1 Avaliagdo da estrutura secundaria

Os resultados de hemaglutinacdo apresentados na secdo anterior ensejam uma
discussdo acerca de quais seriam os fatores estruturais (mudancas conformacionais)
determinantes do comportamento dos dominios CRDs e de HGal-4 frente a lactose e a
sacarose. Sendo assim, iniciamos o0s estudos de correlacdo estrutura-funcdo causados pela
interacdo proteina-ligante pela técnica de Espectroscopia de Dicroismo Circular (CD), mais
especificamente, de CD na regido espectral do UV-distante (180-250 nm). Através dos
espectros de CD nessa regido, € possivel monitorarmos mudangas conformacionais e

estimarmos contetidos de estruturas secundérias existentes na estrutura proteica.’

Os espectros de CD a 20°C dos dominios CRD-I e CRD-I1I e da HGal-4 (Figura 13)
sdo caracteristicos de proteinas com estrutura secundaria majoritariamente do tipo folhas-p,
com um amplo pico negativo em torno de 216 nm e um pico positivo em torno de 200 nm. De
fato, a partir das estruturas tridimensionais dos dominios separados (Figura 6), nota-se que

estas sdo majoritariamente formadas por folhas-p (cerca de 40%).

—— CRD-|
—— CROD-II
——HGal-4

Ae (Mcm™)

T T T T T T T
200 220 240 260 280
Comprimento de onda (nm)

Figura 13 - Espectros de CD convencional na regido do UV distante obtidos para CRD-I (—), CRD-11 (—) e
HGal-4 (—) a 20°C. Espectros caracteristicos de proteinas majoritariamente compostas por folhas-f:
largo pico negativo em torno de 216 nm e um pico positivo em torno de 200 nm.

Fonte: Elaborada pela autora.
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A técnica de CD apresenta limitacGes no que se refere aos estudos de proteinas do tipo
folha-B, j& que os espectros de CD (que refletem a atividade Gtica) de estruturas em folhas-,
ao contrario daqueles obtidos para estruturas helicoidais, dependem fortemente da orientacédo
de fitas vizinhas (folhas paralelas ou antiparalelas), do grau de tor¢Ges e de variagdes no
comprimento dessas folhas-B.”” A Figura 14 retirada da referéncia ’’ mostra claramente a
menor variagdo de espectros de CD de proteinas majoritariamente helicoidais em comparacéo
com proteinas contendo significativas porcdes de folhas-p. Na literatura é reportado que
eventos importantes relacionados a estruturas em folhas-B, voltas-p e loops se refletem mais
claramente nos espectros de CD n&o na regido do UV-distante (regido mais convencional de
medida e acessivel em equipamentos de bancada), mas sim na regido de baixos comprimentos
de onda entre 175 e 208 nm, denominada de UV-vacuo.”® Assim, mudancas conformacionais
associadas com atividade Otica nessa regido somente podem ser acessadas usando-se fontes de
luz de altas energias capazes de produzir maior fluxo de fétons naquele intervalo de

comprimentos de onda, como é o caso de fontes de radiagéo sincrotron.”

a) 154 ~50% a-hélice
10 /z" \
/ \
g 9 /\
\
04z e
\ P
5 e —
"0 T T T
180 200 220 240 280

Comprimento de onda (nm)

T T T

6 ~50% folha-B

T T T -
180 200 220 240 260

Comprimento de onda (nm)

Figura 14 - Espectros de SRCD de proteinas ricas em estrutura a-hélice e folha-p do banco de dados de
CD SP175. Os espectros de SRCD mostrados sdo provenientes de proteinas contendo (a) ~50% a-
hélices, onde os espectros sao bem similares uns aos outros enquanto, (b) proteinas contendo ~50%
folha-B, com baixo teor helicoidal, apresenta espectros variados.

Fonte: Adaptada de MICSONAI™’
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A extensdo dos experimentos para regides de maior energia com a medida da atividade
Optica associada é a base da variacdo metodoldgica conhecida como SRCD (do inglés
Synchrotron Radiation Circular Dichroism). A SRCD tem sido empregada com sucesso
guando se busca aumentar a resolucdo dos espectros convencionais de CD para além da
distincdo entre estruturas em hélice e ndo-hélice. A capacidade de se alcancar menores
comprimentos de onda torna possivel o acesso a transi¢fes eletrbnicas adicionais e,
consequentemente, a maiores informagdes como, por exemplo, a distingdo entre mais tipos de
estrutura secundaria e outros motivos estruturais.”” Alguns exemplos que constam na
literatura mostram que SRCD tem sido utilizado no estudo de sistemas complexos tais como

80, 81

proteinas de membranas , sendo uma alternativa mais viavel do que NMR e cristalografia

guando ndo se busca a determinacdo da estrutura proteica, mas sim mudancas

8 e/ou estabilidade

conformacionais durante o processo de interacdo proteina-ligante
estrutural de mutantes.®® Entretanto, nos casos estudados até 0 momento percebemos a falta de
situacBes em que proteinas predominantemente constituidas por estruturas em folhas-p sejam
0 alvo da investigacdo. Aqui reside carater metodoldgico diferenciado do presente trabalho
centrado no uso da técnica de SRCD e na determinacdo de alteragfes conformacionais em
proteinas contendo significativo percentual de folhas-p que ndo seriam detectadas ao usarmos

apenas 0 método de CD convencional.

Dessa forma, medidas de SRCD foram realizadas com o intuito de buscar informagdes
relevantes ao nosso sistema. A Figura 15 abaixo mostra os espectros de SRCD das proteinas
CRD-I, CRD-II e HGal-4. Os resultados claramente evidenciam uma das vantagens do uso da
técnica de SRCD que reside na referida extensdo do intervalo de medida que, no nosso caso,
chegou até 185 nm (que se deve comparar com o alcance das medidas de CD convencional
em torno de 200 nm para as medidas aqui mostradas). Com isto, imediatamente € possivel
observarmos que 0s espectros sdo diferentes e que a composi¢do e/ou o arranjo de estruturas

secundarias sao distintos.
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—— CRD-|
—— CRD-II
— HaGal-4

Ae M'em™)
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Comprimento de onda (nm)

Figura 15 - Espectros de SRCD obtidos para CRD-I (—), CRD-I1 (—) e HGal-4 (—) a 20°C. A &rea em cinza
destaca a regido abaixo de 200 nm, onde estdo as principais diferencas entre as estruturas
secundarias das proteinas em estudo.

Fonte: Elaborada pela autora.

Comparando-se os dominios CRD entre si através do alinhamento sequencial, temos
30% de identidade na sequéncia de aminoacidos e, pelo alinhamento da estrutura 3D
(utilizando a ferramenta online TM align %), temos 90% de correspondéncia entre as
estruturas. Isto mostra que a espectroscopia de SRCD foi capaz de distinguir os 10% de
diferenca estrutural entre os dominios e que essa disparidade surge de diferencas entre
comprimento, angulo e torcdes de fitas, voltas-p e/ou loops ou ainda do arranjo tridimensional
adotado por tais estruturas secundarias, caracteristicas que sdo claramente observadas na

regido alcancada por SRCD (&rea em destaque na Figura 15).

Na Figura 15, podemos observar também que o espectro da HGal-4 parece ser
basicamente uma combinacdo dos espectros individuais dos dominios CRD-I e -Il. Portanto,
assumindo a hipétese de que o espectro de HGal-4 seja a soma dos espectros individuais dos
dominios e perfazendo tal operacdo, observamos que o resultado ndo reproduz o espectro
experimental da HGal-4 (Figura 16). A subtracdo entre o espectro da HGal-4 e aquele obtido
pela soma dos espectros dos CRDs (linhas pontilhadas na Figura 16) mostra a contribuicao
oriunda do peptideo de ligacdo, que ndo estd presente em nenhum dos dominios
separadamente. O espectro de CD atribuido ao peptideo de ligacdo ndo pode ser associado

com nenhum espectro padrdo de CD, 0 que sugere que essa regido ndo possui estrutura
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secundaria organizada e/ou apresenta alta flexibilidade experimentando diversas
conformagdes ndo detectaveis em face da falta de resolucéo temporal do método.

Ae (Mcm™)

——HGal-4

—— SomaCRDs (CRD-I + CRD-II)
- - (HGal-4 - SomaCRDs)

T T T T T T T T T

180 200 220 240 260 280

Comprimento de onda (nm)

Figura 16 — Andlise da diferenca dos espectros de SRCD da HGal-4 e dos dominios CRDs. Espectro de
SRCD da HGal-4 (—), soma teorica dos espectros dos dominios CRDs (—) e a subtracdo dos
espectros de HGal-4 e a soma dos espectros dos dominios CRDs (--).

Fonte: Elaborada pela autora.

Através da desconvolucdo dos espectros de CD é possivel estimarmos a composicao
de estrutura secundéria em proteinas.®> ® Esta analise é conveniente principalmente para
proteinas que ndo tiveram sua estrutura tridimensional resolvida. No caso, dispomos das
estruturas dos dominios CRDs separadamente, mas ndo da proteina integral HGal-4. Uma das
ferramentas mais utilizada para este fim é o servidor online Dichroweb ¥, que retorna os
valores mostrados na Tabela 3 para os conteldos de estrutura secundaria das proteinas em
estudo nesta tese. Observamos que o(s) método(s) utilizado por essa plataforma produz(em)
ajustes (curvas) tedricos coerentes com 0s espectros experimentais (curvas ndo mostradas).
Entretanto, “falha” na estimativa de estrutura secundaria para nossas proteinas,
principalmente em relagdo a predicdo de estrutura helicoidal. Ou seja, nos retornam resultados
incoerentes com os dados estruturais dos dominios separados (lembrando que a porcentagem
de a-hélice estimada pela estrutura 3D dos dominios CRDs é de aproximadamente 3%). Isto
também € observado ao se usar outros métodos de desconvolucdo, ja que a maioria deles usa

uma forma de decomposigdo vetorial para estimar os conteudos de estrutura secundéria e, ao
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fazer isto, assume uma base vetorial composta por espectros de CD de proteinas cujas
estruturas tridimensionais sdo conhecidas. Nessas bases, percebe-se a falta de proteinas com
alto teor de estruturas-f3 ou de misturas de estruturas o/p, 0 que leva a menor eficiéncia dos

métodos nesses casos.

Tabela 3 - Determinacdo experimental de composicdo de estrutura secundaria dos dominios CRD e HGal-4.
Desconvolugéo dos espectros de SRCD utilizando a ferramenta DichroWeb &'.

a-hélice folhas-p voltas outros NRMSD
CRD-I 7% 46% 10% 37% 0,028
CRD-I1 6% 46% 10% 39% 0,014
HGal4 7% 49% 9% 34% 0,017

Fonte: Elaborada pela autora.

Mais recentemente, foi lancada a ferramenta, também online, chamada p-Structure
Selection (BeStSel) que ¢é destinada a estimativa de estrutura secundaria levando-se em conta a
heterogeneidade de estruturas-B.”” Portanto, desconvoluindo-se os espectros de SRCD
utilizando BeStSel, foi possivel obtermos ajustes tedricos dos espectros experimentais de
excelente qualidade (Figura 17) e, assim, estimarmos as composicGes de estrutura secundaria
para cada proteina de forma mais adequada (Tabela 4). Assim, temos que o BeStSel faz uma
predigdo de a-hélice muito mais proxima da estrutura 3D do que o DichroWeb para nosso
sistema. O parametro NRMSD (desvio quadratico médio normalizado, do inglés normalized
root mean-square deviation) é um parametro de qualidade de ajuste dos espectros, sendo que

valor menor que 0,1 indica que o espectro calculado corresponde bem ao experimental .’

Os valores mostrados na Tabela 4 indicam que as principais diferencas encontradas
entre os dominios isolados residem na quantidade de folhas-p e de estruturas que o programa
chama de outros e que incluem 3;p-hélice, hélice-r, loops irregulares, pontes-f, bends e
regides desordenadas da estrutura proteica. " A comparacéo entre as estruturas dos dominios
(Figura 6) leva a cerca de 90% de identidade (sobreposicdo) de tais estruturas. A andlise
conjunta desses resultados sugere, portanto, que deva haver regides do dominio CRD-I que

experimentam maior dindmica conformacional quando em solugdo (nas condi¢Ges do
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experimento de SRCD), provavelmente atrelada a maior flexibilidade de por¢des da estrutura,
como loops irregulares ou bends, sofrendo transi¢des estruturais que resultam, em média, nos
conteddos de estrutura secundaria apresentados na tabela. Essa diferenca pode ser a
responsavel por distintas respostas dos dominios a ligagdo com ligantes observada nos ensaios
de hemaglutinagéo. Quando combinados para formar a estrutura de HGal-4 completa, em que
é incluido ainda o peptideo linker, vemos que o percentual de elementos de estrutura
secundaria de HGal-4 fica bastante similar ao que é obtido para o dominio CRD-II, indicando
que a composicdo com o linker e o arranjo global adotado provavelmente trazem o dominio

CRD-I para uma conformagdo também mais proxima aquela do CRD-II.

—— CRD-I (exp)
3 - - CRD-I (fit)
—— CRD-ll (exp)
- - CRD-lI (fit)
—— HGal-4 (exp)
- - HGal-4 (fit)

Ve

T T T T T T
180 200 220 240
Comprimento de onda (nm)

Ae (Mem™)

Figura 17 — Espectros de SRCD experimental e teérico calculados pelo BeStSel: para CRD-I (—), CRD-II
(-) e HGal-4 (—).

Fonte: Elaborada pela autora.

Tabela 4 - Determinagdo experimental de composicdo de estrutura secundaria dos dominios CRD e HGal-4.
Desconvolugéo dos espectros de SRCD utilizando a ferramenta BeStSel .

a-hélice folhas-p voltas outros NRMSD
CRD-I 3% 39% 15% 43% 0,022
CRD-11 % 55% 11% 29% 0,011
HGal4 5% 56% 9% 30% 0,011

Fonte: Elaborada pela autora.
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Mudancas conformacionais em consequéncia da ligacdo de uma proteina com um
ligante € parte essencial do ciclo funcional da proteina. Neste contexto, medidas de CD
(convencional e por radiacdo sincrotron) na presenca de ligantes foram realizadas. Os
espectros de CD convencional correspondem aos espectros até o comprimento de onda de 200
nm (parte ndo rachurada da Figura 18). Mais uma vez, ndo foi possivel observarmos
alteracdes significativas nos espectros de CD convencional na presenca de carboidratos para

nenhuma das proteinas.

Para acessarmos as regifes onde se distinguem mais claramente mudancas associadas
a elementos de estrutura-3 e voltas, recorremos novamente aos experimentos de SRCD. Os
espectros de SRCD de cada proteina na auséncia e na presenca de lactose ou sacarose sdo
apresentados na Figura 18. Observamos que em todas as condic¢des analisadas, as maiores
mudancas conformacionais devido a interacdo com o carboidrato sdo encontradas na regido
abaixo de 200 nm (parte em cinza na Figura 18) e os picos em torno de 190 e 200 nm
indicam que as estruturas que estdo sendo mais afetadas com esta interacdo sdo as voltas-p e

0s loops.

Para o dominio CRD-I (Figura 18a) na presenca de carboidratos os espectros se
diferem na intensidade do pico positivo em 200 nm e “ombros” na regido de 190 nm,
comparado a conformacdo apo (em preto). Isto mostra que ambos os agucares, lactose e
sacarose, interagem e perturbam a estrutura secundaria da proteina. No entanto, a maior
diferenca se d& com a ligacdo da lactose (em vermelho), provavelmente, devido & afinidade
por acucares do tipo B-galactosideo. O “ombro” em torno de 190 nm, que mantém a mesma
forma que na conformacdo apo, juntamente com a variacdo de intensidade do pico em 200
nm, mostra que existe uma interagdo nao-especifica com a sacarose (em azul). Ja nos
espectros do dominio CRD-II, ndo observamos diferencas na presenca dos carboidratos
(Figura 18b). Isto sugere que a presenca de ligantes ndo afeta de forma significativa as
estruturas secundarias do CRD-II, o que estd de acordo com as estruturas cristalograficas
reportadas para esse dominio em sua forma apo e na presenca de lactose >, nas quais se véem
apenas sutis modificacbes quando na presenca do ligantes. Nos espectros de SRCD da
proteina HGal-4 (Figura 18c) notamos também diferengas espectrais na presenca dos
acucares. Pelos espectros dos dominios, possivelmente, as principais perturbacfes na estrutura

secundaria sao oriundas das interacdes do ligante com o dominio CRD-I.
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Figura 18 - Espectros de SRCD das proteinas (a) CRD-I. (b) CRD-II e (c) HGal-4 na conformacgdo apo
(—), na presenca de lactose (—) e na presenca de sacarose (—).

Fonte: Elaborada pela autora.
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Para quantificarmos as mudancas descritas qualitativamente no pardgrafo anterior,
procedemos com a desconvolugdo dos espectros da Figura 18 utilizando o algoritmo BeStSel
e 0s resultados estdo mostrados na Tabela 5. Vemos que, como esperado em face da
semelhanca entre 0s espectros, as variagcdes nos conteidos de estrutura secundaria do dominio
CRD-II s&o minimas quando da adi¢do dos ligantes. Para o dominio CRD-I, h4 uma clara
diminuicdo dos contetdos de turns e outras estruturas (como loops) e o concomitante
crescimento da proporcao de folhas-p3 na presenca dos ligantes, o que indica que a ligagcdo em
sitios especificos e/ou ndo-especificos (fora do sitio de ligacdo descrito para CRD-I1) leva a
uma diminuicdo da flexibilidade global do dominio e consequente estruturacdo em folhas-f..
Fica mais uma vez evidente que os dominios, além de apresentarem diferentes arranjos de
suas estruturas secundarias (provavelmente associados a variagdes em bendings e twists de
suas folhas-B), também se distinguem pela resposta estrutural frente a ligagdo com acucares, 0
que concorda com os dados de resposta funcional de suas atividades lectinicas reportados na

Figura 12.

Para a proteina inteira HGal-4, vemos que seu comportamento em relacdo a mudancas
estruturais na presenca de ligantes como reportadas pelo contetdo de estrutura secundaria ndo
corresponde ao comportamento de nenhum dos dominios tomados isoladamente, o que esta de
acordo tanto com os resultados de hemaglutinagdo apresentados na Figura 12 quanto com o0s
de SRCD mostrados na Figura 16, sugerindo, assim, a participacdo efetiva do peptideo
linker. H&A uma pequena variacdo no conteldo de a-hélices e de turns. Variagdo maior €
observada nos contetdos de folhas-p (que diminui de 56% na forma apo para 49% e 44% com
adicdo de lactose e sacarose, respectivamente) e outras estruturas (que cresce de 30% para
35% e 42% na presenca de lactose e sacarose, respectivamente). Levando em conta que o
algoritmo BeStSel contabiliza como outras estruturas contribuigdes oriundas de regides
desordenadas, loops e bends *’, tais variagdes sugerem que os ligantes levam a uma mudanca
conformacional em que a propor¢do de estruturas mais ordenadas é diminuida e a de

estruturas mais flexiveis, aumentada.
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Tabela 5 - Determinagdo experimental de composigdo de estrutura secundaria dos dominios CRDs e HGal-4 na
auséncia e presenca de lactose e sacarose. Desconvolucdo dos espectros de SRCD utilizando a
ferramenta BeStSel .

a-hélice folhas-$ turns outros NRMSD
Apo 3% 39% 15% 43% 0,022
CRD-I +lac 5% 48% 10% 37% 0,012
+suc 5% 58% 9% 28% 0,008
Apo 5% 55% 11% 29% 0,011
CRD-II +lac 4% 54% 11% 31% 0,014
+suc 2% 54% 12% 32% 0,013
Apo 5% 56% 9% 30% 0,011
HGal-4 +lac 6% 49% 10% 35% 0,015
+suc 3% 44% 11% 42% 0,020

Fonte: Elaborada pela autora.

1.4.4.2 Avaliacdo da estrutura terciaria

Uma estratégia para estudos da estrutura terciaria de proteinas por métodos biofisicos
se baseia no monitoramento da resposta a radiacdo eletromagnética por parte dos residuos de
aminoacidos com cadeias laterais aromaticas. Em particular, sdo metodos adequados a
espectroscopia de CD na regido do UV-proximo (260-320 nm), que se vale da presenca na
estrutura proteica de residuos com atividade 6ptica como tirosina (Tyr), triptofano (Trp) e
fenilalanina (Phe), e a espectroscopia de fluorescéncia, majoritariamente centrada em residuos
de Trp, quando presentes. Cabe lembrar que HGal-4 possui trés residuos de Trp: dois deles no
dominio CRD-I (Trp71 e 84) e um no dominio CRD-I1I (Trp256) (Figura 19). Além disso, em
cada CRD, um desses Trps esta entre os residuos envolvidos na ligagdo com carboidrato,

permitindo-nos monitorar o sitio de ligacéo atraves das técnicas supracitadas.
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(@) (b)

Figura 19 — Estrutura tridimensional dos dominios CRDs com os residuos de triptofanos em destaque. Sdo
mostrados os residuos (a) Trp71 e 84 no dominio CRD-I e (b) Trp256 no CRD-II.

Fonte: Elaborada pela autora.

Os espectros de fluorescéncia foram adquiridos excitando-se a amostra em 295 nm de
forma a selecionar os residuos de Trp das proteinas (Figura 20). Com a titulacdo de sacarose
as trés proteinas em estudo (coluna da esquerda na Figura 20), observamos um decréscimo na
intensidade dos espectros de fluorescéncia que, levando-se em conta o fato de sacarose nao
ser um ligante dos CRDs, poderia ser devido a mudangas na viscosidade do meio que
levariam a um alargamento espectral oriundo do tumbling mais lento das moléculas proteicas
na solucdo com acucar. Nao sdo percebidos deslocamentos nos maximos de emissdo, o que

sugere que a sacarose nao se liga ao sitio de ligacdo candnico dos CRDs em nenhum caso.

Na titulacdo com lactose (Figura 20 coluna a direita), observamos que 0s espectros de
emissdo dos dominios CRD-l e CRD-II isolados (Figura 20a e b, respectivamente)
apresentaram comportamento qualitativo similar aguele observado para HGal-4 (Figura 20c):
espectro de emissdo da proteina com um pico maximo em 350 nm sofre um deslocamento
para menores comprimentos de onda, concomitantemente com uma diminui¢do na intensidade
de fluorescéncia. O deslocamento da banda indica que o residuo de Trp, na presenca da
lactose, experimenta um ambiente mais hidrofébico (menos polar), ou seja, mostra que a
lactose estd ligada a proteina. E importante salientar que a diminuicdo da intensidade de
emissao neste caso pode advir tanto da alteracdo de viscosidade do meio, como visto para
sacarose, quanto da mudanga no rendimento quantico de fluorescéncia dos Trps na presenca
do ligante lactose.
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Figura 20 - Espectros de Fluorescéncia intrinseca das proteinas (a) CRD-I, (b) CRD-11 e (c) HGal-4 com
titulacio de sacarose (colunas da esquerda) e lactose (colunas da direita).

Fonte: Elaborada pela autora.
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Uma maneira de quantificarmos as alteragdes observadas na Figura 20 se baseia no
uso do chamado centro de massa espectral (CM), onde o espectro é considerado como um

todo e ndo somente 0 maximo de emissdo. Considerando o centro de massa espectral,

S JUiF; L
calculamos o grau de dissociac¢do o, dado por: a = %, onde v; € 0 nimero de onda dado
i

por 1/A; (cm™), Fi é a intensidae de fluorescéncia em v; ¢ =F; é 0 somatério da intensidade de
fluorescéncia em todos os comprimentos de onda.’® Procedendo desta maneira, vemos na
Figura 21 as isotermas de ligacéo de lactose aos dominios CRDs e a HGal-4 que, ap6s ajuste,
permitiram a determinacdo das contantes de dissociacdo (Kg) para cada caso. Logo, 0s Kgs
encontrados foram Ky = 0,4 mM para CRD-I, K4 = 0,35 mM para CRD-Il e K4 =2 mM para

HGal-4, valores consistentes com o encontrado na literatura.>

Os valores de Ky similares obtidos para os dominios isolados sugerem que os sitios de
ligacdo de lactose apresentam estrutura local semelhantes nos dominios e que, portanto, as
alteracdes nos conteudos de estrutura secundaria obtidas dos experimentos de SRCD (Figura
18 e Tabela 5) devam acontecer em regides dos dominios que ndao sdo adequadamente
reportadas pelos residuos de Trp cuja fluorescéncia foi usada na determinacdo de Kq. J& para a
proteina HGal-4 vemos que o valor de Ky obtido € maior do que aquele observado para 0s
dominios isolados, o que indica que a lactose se dissocia mais de HGal-4 do que dos dominios
isolados. Os contetdos de estrutura secundaria obtidos dos experimentos de SRCD (Tabela
5) mostram que, na presenca lactose, o percentual de folhas-p é diminuido e aquele associado
a estrutura menos ordenadas (ou mais flexiveis) como turns e “outros” é aumentado. Este
aumento de regides sofrendo mudancas conformacionais aparentemente rapidas e que pode
ser interpretado como um aumento de desordem pode ser a causa da maior dissociacdo de
lactose da estrutura de HGal-4. A presenca do peptideo linker deve também contribuir para a
maior flexibilidade da proteina como um todo.
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proteinas: (a) CRD-I, (b) CRD-I1 e (c) HGal-4.

Fonte: Elaborada pela autora.

Outro método que permite a investigacdo da estrutura tercidria e de possiveis
interacOes de uma proteina através do uso de propriedades fisicas de seus residuos aromaticos
¢ a técnica de CD realizada na regido do UV-proximo. Embora modelos tedricos para
determinacdo das contribuicdes de residuos aromaticos ao espectro de CD no UV-préximo
ainda nédo estejam totalmente disponivel, varios resultados que permitem associar as diversas
regides do espectro a residuos especificos ja foram reportados.”®*? Tais resultados mostram
gue, na regido do UV-préximo, cada aminoacido tende a ter os seguintes perfis
espectroscopicos: 0 Trp apresenta um pico em torno de 290 nm com uma estrutura fina entre
290 e 305 nm; a Tyr possui um pico entre 275 e 282 nm, com um pequeno “ombro” que pode

ser sobreposto pela banda de Trp; a Phe possui um pico entre 255 e 270 nm (Figura 22). A
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forma e a magnitude dos espectros dependem da quantidade de residuos aromaéticos,

disposicao espacial, mobilidade e a natureza do micro-ambiente de cada residuo.*

1 Phe Tyr Trp

25
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3
E 154
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= 57
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Figura 22 - Espectro de CD na regido do UV-prdximo da proteina dehidroquinase tipo Il. O grafico mostra
0s picos caracteristicos correspondentes aos residuos aromaticos de Phe, Tyr e Trp.

Fonte: Adaptada de KELLY®

De uma maneira geral, os espectros de CD no UV-proximo dos dominios CRDs e de
HGal-4 apresentam as mesmas bandas resultantes da atividade Optica de seus residuos
aromaticos (Figura 23): uma banda primordialmente positiva com um pico em torno de 265
nm e provavelmente oriunda dos residuos Phe; outra banda positiva em torno de 295 nm,
atribuivel aos residuos de Trp, e que assume o valor maximo dos espectros em boa parte das
situacdes; e entre essas duas bandas, ha uma regido que assume valores negativos ou
préximos a zero (na maior parte das vezes também sendo o menor valor do espectro), oriunda

de contribui¢des dos residuos de Tyr.

O dominio CRD-I possui 2 Trp, 9 Tyr e 12 Phe e, pelos resultados de CD no UV
proximo (Figura 23a), observamos que os espectros se diferenciam, ligeiramente, em sua
forma e em sua magnitude na presenca de lactose ou sacarose quando comparados a forma
apo. Na presenca dos agucares, percebemos uma melhor definicdo tanto do pico centrado em
torno de 265 nm quanto do ombro a sua esquerda. A melhor resolucéo de picos normalmente
se da pela interacdo entre éxcitons, que nessa regido correspondem a transi¢oes dos residuos
de Phe. Isto indica que na presenca do agucar, alguns dos residuos de Phe sdo colocados em

maior proximidade, aumentando a chance de que interajam. Considerando que a maior parte
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dos residuos de Phe estd localizada na regido entre as folhas-p, podemos atribuir essas
mudancas espectrais a um rearranjo (ou acomodacdo) global da estrutura da proteina na
presenca de ambos os carboidratos. Exceto pela mudanca em magnitude, a regido do espectro
correspondente aos residuos de Tyr basicamente ndo é alterada pela presenca dos ligantes. Na
regido associada a atividade éptica dos dois residuos de Trp (Trp71 localizado no loop que
conecta as fitas S4-S5 e Trp84 no sitio de ligacdo, Figura 19a), o espectro de CRD-I na
presenca de sacarose apresenta uma estrutura fina retratada como ombro de baixa intensidade
acima de 300 nm. Esse ombro na presenca de sacarose sugere que 0s 2 residuos de Trp no
CRD-1 se aproximam com a ligacdo desse acUcar, provavelmente o Trp presente no loop
(regido mais flexivel) se aproxima do sitio de ligagdo, indicando que a presenca da sacarose
altera a conformacéo terciaria da proteina de forma a favorecer interagdes nédo especificas. Tal
alteracdo espectral ndo aparece quando na forma apo e nem quando da adicdo de lactose, 0
que mostra a alta especificidade do sitio de ligacdo com a lactose, sem causar grandes
perturbacdes no residuo de Trp do loop. Como mostrado nos testes de hemaglutinacdo, em
certas concentracfes de acgucar, independentemente do tipo, o dominio CRD-I passa a ter
atividade lectinica e tal perturbacdo (causada pela presenca desses acgucares) esta refletida na
forma de alteragBes tanto nos espectros de CD no UV-distante como no UV-préximo.
Contudo, a presenca de sacarose ou lactose promove um rearranjo estrutural como um todo e
sacarose parece perturbar a proteina de forma ndo especifica, o que sugere um mecanismo de
interacdo distinto daquele observado para lactose, o que concorda com o0s resultados de
fluorescéncia intrinseca dos residuos de Trp (Figura 20), nos quais lactose claramente desloca
a banda no espectro de emissdo de Trp e sacarose ndo, e com as alteragcdes reportadas nos
espectros de SRCD (Figura 18 e Tabela 5), onde vemos que sacarose leva a percentuais de
folhas-B e “outros” diferentes de lactose. Ainda, essas mudangas conformacionais na estrutura
tercidria do dominio CRD-I na presenca de sacarose podem estar favorecendo também
contatos inter dominios, o que explicaria a oligomerizacdo e atividade aglutinate observada

nos experimentos de hemaglutinacao.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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O dominio CRD-II possui menos residuos aroméaticos comparado a CRD-1: 1 Trp, 4
Tyr e 11 Phe. De maneira geral, o espectro da proteina na forma apo e aquele obtido na
presenca de sacarose apresentam caracteristicas similares e que sdo distintas daquelas
observadas quando da adicdo de lactose (Figura 23b). Isto indica que lactose é capaz de
induzir maiores alteracGes no arranjo tridimensional do CRD-II do que sacarose. Por possuir
somente um residuo de triptofano (Trp256, Figura 19b), exatamente aquele que participa da
ligacdo ao carboidrato, a mudanca espectral é notoria na presenca de lactose com aumento na
intensidade do pico em torno de 295 nm, o que estd de acordo com os resultados de
fluorescéncia intrinseca do Trp mostrados na Figura 20. Como esperado a partir desses
mesmos dados de fluorescéncia, sacarose ndo é capaz de alterar essa banda, indicando pouca
perturbacao ao sitio de ligacdo no CRD. O aparecimento da banda em 295 nm indica que a
mesma banda observada no espectro do CRD-1 deve ter sua origem no residuo Trp no sitio de
ligacdo daquele dominio. Na regido associada aos residuos de Phe, vemos uma perda de
resolucéo dos picos apés adicdo de sacarose, sugerindo uma mudanca na distribuicao espacial
de tais residuos, mas sem mudancas na magnitude da atividade dptica. A diminuicdo do pico
em ~265 nm induzida por lactose pode indicar uma diminuicdo de estruturacdo em torno dos
residuos de Phe. Por fim, a regido em torno de 280 nm e que aparentemente pode ser atribuida
a contribuicdo dos residuos de Tyr e Trp, apresenta um pequeno deslocamento da banda em
280 nm na presenca de lactose e a perda, para ambos os ligantes, do ombro em cerca de 285
nm e que estava bem definido no espectro da forma apo. As mudancas observadas nos
espectros do CRD-II apds adicdo dos ligantes indicam que a lactose é capaz de alterar o sitio
de ligacdo do acUcar, ao passo que ambos, lactose e sacarose, parecem induzir rearranjos da
estrutura proteica como um todo que ndo puderam ser detectados quando monitoramos apenas
alteracOes na estrutura secundéria via SRCD (Figura 18 e Tabela 5). De fato, ao alinharmos a
estrutura 3D do dominio CRD-II apo com a estrutura CRD-11 na presenca de lactose (PDB ID
5CBL *%), observamos que h4 mudancas conformacionais sutis na estrutura, de forma que as
fitas e, consequentemente a folha-p, em que o sitio de ligagdo esta contido se rearranjam

espacialmente para acomodar a molécula de lactose.

Os espectros de CD no UV-préximo em geral mostram uma resultante da contribuicdo
de todos os residuos aromaticos presentes na estrutura proteica. Desta forma, os espectros de
CD UV-préximo da HGal-4 (Figura 23c) nada mais sdo do que as contribui¢cdes de todos os
residuos aroméaticos de CRD-1 e CRD-IlI somadas a de uma tirosina que se encontra no
peptideo de ligacdo entre os dominios (3 Trp, 14 Tyr e 23 Phe). A forma do espectro de HGal-
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4 apo apresenta maior similaridade com a forma do espectro do dominio CRD-II apo, 0 que
sugere que, apesar de ter menos residuos aromaticos, parece ser o CRD-1I aquele que mais
contribui para a atividade dptica geral da proteina inteira, 0 que concorda também com o0s
resultados de SRCD que mostram percentuais de estrutura secundaria do dominio CRD-II
mais proximos daqueles vistos para HGal-4 do que para o dominio CRD-1 (Tabela 5). Pelo
que foi discutido acima, apesar dos dominios responderem de forma distinta & presenca dos
ligantes, por exemplo, com CRD-I mais suscetivel a presenca de sacarose do que CRD-II
(também visto nos ensaios de hemaglutinacdo e nos espectros de SRCD) quando analisamos
as alteracOes na estrutura de HGal-4 como um todo frente aos agUcares, fica claro que é a
lactose aquele capaz de provocar as mudangas mais significativas (Figura 23c) e que tais
mudancas acontecem ndo somente no sitio especifico de ligacdo do aclcar, mas também se
distribuem na estrutura proteica como um todo, o que sugere um mecanismo de ligacdo com

efeitos menos pontuais do que inicialmente poderiamos imaginar.
1.4.5 Termodinadmica de interacdo proteina-ligante

Uma vez determinados os efeitos da presenca de acUcares sobre as estruturas das
proteinas em estudo, passamos para uma analise da termodinamica de tal interacdo. Sendo
assim, as afinidades por carboidratos dos CRDs e da proteina integral HGal-4 foram
investigadas por calorimetria de titulacdo isotérmica (ITC) e por termoforese em micro-escala
(MST).

Nos experimentos de titulacdo foram usados os acuUcares lactose e sacarose. A
titulacdo com sacarose foi realizada nas mesmas condi¢Ges que a titulacdo com lactose
(funcionando como controle negativo). As curvas de titulacdo dos dominios CRDs com
lactose (Figura 24a e b) exibem um perfil caracteristico de reacdes exotérmicas. Observamos
que cada um dos dominios CRDs possui afinidade por lactose semelhante entre si com Kq4 da
ordem de 0,5 mM, consistente com os dados aqui obtidos por Fluorescéncia (Figura 21). O
mesmo comportamento € encontrado para os dominios CRDs independentes da galectina-4 de
rato.>* No entanto, o0 ajuste das curvas de titulagdo com uma funcio derivada de um modelo
termodinamico de binding no equilibrio da proteina contendo multiplos sitios idénticos e
independentes nos retornou valores para 0 numero de sitios de ligagdo (n) em torno de 9. Este
valor pode ser um indicio de uma oligomerizacdo dos CRDs. Uma vez que 0s experimentos
de ITC foram realizados a altas concentracbes de proteina (~1,5 mg/mL), interacdes

inespecificas podem estar sendo favorecidas nessas condicGes. Na literatura, 0 nimero usual
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de n reportado para cada dominio CRD interagindo com lactose esta entre 1 e 2, alguns
exemplos sd0: n = 2 para o dominio N-terminal da galectina-4 de camundongo *° e n = 1 para
galectina-1 bovino e galectina-7 humana . Entéo, considerando que existem dois sitios por
CRD, ¢ possivel a formacdo de oligdmeros com quatro unidades de CRD ou até maiores, se
consideramos 1 sitio/CRD. Interessantemente, se olharmos com cautela para as estruturas
cristalogréficas do dominio CRD-IlI na forma apo e na presenca de diversos ligantes,
encontramos quatro mondmeros na unidade assimétrica >3, lembrando que as condigdes
para a formacéo de cristal também ocorrem em altas concentracdes (~10 mg/mL), o que pode
servir como evidéncia extra para formacdo de oligbmeros dos dominios. Portanto, 0s
resultados de ITC reforcam a hipdtese de interacdo inespecifica entre os dominios, 0 que,
juntamente com os resultados de hemaglutinacdo, explicaria a atividade lectinica apresentada

pelos dominios CRDs isolados (Figura 12).

O ajuste da curva de titulagdo com lactose na HGal-4 integra foi tentado com funcdes
derivadas de distintos modelos termodinamicos e que incluiram, por exemplo, uma classe de
sitios idénticos e independentes (como aquele usado para os dominios isolados), multiplas
classes de sitios idénticos e independentes e multiplas classes de sitios idénticos e
dependentes (cooperatividade). Dentre estes, 0 que retornou o melhor ajuste teérico foi aquele
que assume duas classes de sitios (dois valores de constante de binding) independentes. Para a
galectina-4 humana interagindo com lactose, determinamos Ky = 1,3 uM e Ky, = 5,2 uM
(Figura 24c). Na literatura ndo é reportado afinidade de interacdo HGal-4/lactose,
encontramos somente o trabalho descrito por Krejcirikova et al *°, onde é mostrado a
existéncia de dois sitios de interacdo com lactose para o dominio N-terminal da galectina-4 de
camundongo, encontrando 0s seguintes valores de Kg: um sitio com maior afinidade (Kg1 =
600 £ 70 uM) e outro com menor afinidade (Kqz = 28 £ 10 mM).

Outro resultado inusitado obtido a partir do ajuste da curva de titulacdo de HGal-4 esta
no numero de sitios em cada classe. Para uma delas, temos um n; de 3, e para n, um nimero
bastante fora do normal de 42. Apesar de ndo termos uma explicacdo para tal discrepancia,
devemos lembrar que os modelos termodindmicos tém limitagdes e que, apesar, do resultado
quantitativo ser incerto, a indicacdo qualitativa da existéncia de varios sitios (quantidade
superior a 2) pode estar correta. Além disso, a combinacédo baixa afinidade e sitio raso poderia

ser um dos fatores para a ndo determinacdo exata de n para todas as proteinas em estudo.
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Figura 24 - Curvas de ITC de titulacdo com lactose das proteinas (a) CRD-I, (b) CRD-I1I e (¢c) HGal-4.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Nossos resultados de ITC sugerem que exista uma homodimerizagdo/oligomerizacao
entre os CRDs, provavelmente de forma ndo covalente, assim como observado para galectina-
1 (Figura 25). Baseado neste resultado, poderiamos propor um novo modelo de interacao
entre os dominios CRDs, similar a galectina-1, e, consequentemente, uma nova proposta de
oligomerizacdo da propria galectina-4. A hipGtese de oligomerizacdo tanto dos dominios
isolados quanto de HGal-4 explicaria tanto o nimero de sitios altos obtido do ajuste dos dados
de ITC quanto a atividade hemaglutinante dos dominios CRDs. Devemos lembrar que a
atividade lectinica de ambos os dominios CRDs seria inesperada, tendo sido favorecida para o
dominio CRD-II devido a altas concentracGes de proteina (possibilitando a formacdo de
oligdbmeros) e, muito provavelmente, o efeito para concentragdes mais baixas seria o similar

ao ocorrido para CRD-I (Figura 11).

A observacdo de resultados (Figura 11 e Figura 24) que reforcam a hipétese de
formacéo de oligbmeros dos dominios CRDs e de HGal-4 vai ao encontro do gie foi proposto
por Yoshida et al ®°pata galectina-8 humana (tamébm membro do grupo tandem-repeat).
Baseado em resultados de estruturas cristalograficas, esses autores propdem um modelo
similar de oligomerizacdo para a galectina-8 humana, bem como a homodimericdo de seu
dominio CRD N-terminal (CRD-I). Até o presente momento, a construcdo da galectina-8
humana utilizada por eles (onde o peptideo linker de 28 aa foi substituido por somente 2 aa) é
a Unica estrutura tridimensional de galectina do grupo tandem-repeat (PDB ID 4FQZ).

(b)

% " e

" &

Galectina-1 CRO-II HGal-4

Figura 25 — Modelo de homodimerizacdo de galectinas. (a) Homodimero da galectina-1 humana (PDB ID
1GZW); (b) Modelo de oligomeriza¢do dos dominios CRDs e HGal-4 construido com base nos
resultados apresentados no presente trabalho.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Em face dos resultados inusitados de ITC obtidos para a titulagdo de galectina-4
integra com agUcares, decidimos por utilizar outro método para determinacdo das constantes
de ligacdo. Este outro método foi a termoforese em micro-escala (MST), uma tecnologia
ainda inedita no Brasil. O MST € uma técnica relativamente nova utilizada para o estudo de
interacBes moleculares.®® *” A técnica é baseada no movimento de moléculas em um gradiente
de temperatura, fenbmeno fisico conhecido como termoforese (conhecido também como
termodifusdo ou efeito Soret *®) para detectar mudancas na camada de solvatacéo, carga ou
tamanho das moléculas e, entdo, se medir interacbes moleculares em condic¢des proximas ao
nativo.”” O MST é uma técnica simples, requer pouca amostra (alguns microlitros e
concentragdo na ordem de nM), independe do tamanho e/ou massa molecular e a coleta de
dados é muito rapida (em torno de 10 min), tendo assim uma grande vantagem sobre outras
técnicas como: ressonancia plasmonica de superficie (SPR), espectroscopia de fluorescéncia

de correlagdo (FCS) e calorimetria de titulagdo isotérmica (ITC).%

Os experimentos de MST foram realizados marcando-se as cisteinas nativas das
proteinas com o fluor6foro AlexaFluor-647 Maleimida. Desta forma, foi possivel
determinarmos as constantes de afinidade da galectina-4 humana com dois tipos de
carboidratos [-galactosideos: lactose e N-Acetil-Lactosamina (LacNAc). Foram realizadas
triplicatas de cada medida e controle negativo, nas mesmas condi¢fes, com titulacdo de

Sacarose.

A titulacdo com lactose na proteina em concentracdo constante a [HGal-4] = 200 nM
resultou em uma constante de dissociacdo de Ky = (11 £ 3) mM e a titulacdo com LacNAc em
K¢ = (1,1 £ 0,2) mM (Figura 26). Os valores determinados por MST para a interagdo de
HGal-4 com lactose sdo da mesma ordem de grandeza que os valores aqui obtidos por
fluorescéncia e, em relacdo a interacdo com LacNAc, esta de acordo com o descrito na

literatura *°.
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Figura 26 — Curvas de ligagao por MST da proteina galectina-4 humana. Concentracdo da HGal-4 constante
a 200 nM e titulacdo com: (a) lactose e (b) N-Acetil-Lactosamina.

Fonte: Elaborada pela autora.

1.4.6 Estabilidade Térmica das proteinas

Uma vez que a ligacdo de carboidrato a proteina e as mudancas causadas na estrutura
secundaria e terciaria de cada uma sdo conhecidas, podemos analisar também o efeito da

auséncia/presenca de carboidratos na estabilidade térmica das proteinas.

O perfil de desnaturacdo térmica das proteinas foi construido atraves do
monitoramento da atividade Optica no comprimento de onda de 216 nm no intervalo de

temperatura de 20 a 80°C e representado na forma de variacdo de fracdo desnaturada (fp) de

proteina, sendo fp dada por: f,—

0r—6 e
TN onde 07 é a elipticidade da amostra a uma temperatura
D

0p—6y'
T, 6p e Oy sdo os valores caracteristicos da elipticidade dos estados desnaturado e nativo,
respectivamente. Em todas as medidas com varia¢do de temperatura aqui apresentadas, apos o
processo de desnaturacdo, a temperatura da amostra foi diminuida a 20°C e um espectro de
CD novamente coletado a fim de se verificar a reversibilidade do processo. Em todos os
casos, 0 espectro obtido apds o resfriamento foi diferente do espectro inicialmente medido,
indicando que se trata de processo de desnaturacdo irreversivel. Sendo assim, o processo de

desnaturacdo térmica, na auséncia/presenca de carboidratos, foi tratado como um processo
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. . . k .
irreversivel de dois estados N — D, onde N e D representam o0s estados nativo e desnaturado

da proteina, respectivamente, e k € a constante de reacao.

No perfil de desnaturacdo térmica do dominio CRD-I (Figura 27a) observamos um
comportamento tipo sigmoidal que passa por uma aparente transicdo entre dois estados na
auséncia e na presenca de lactose ou sacarose. A temperatura de transicdo (Ty) na
conformacéo apo e na presenca de sacarose € de 60,0°C, enquanto que na forma conjugada
com lactose, a Tr, € igual a 62,7°C. Desta forma, podemos dizer que a presenca de lactose
torna o dominio CRD-I mais estavel, mostrando, mais uma vez, que a lactose esta ligado ao
CRD-I.

Os espectros de CD do dominio CRD-II (Figura 27b) apresentam um ruido maior
devido a presenca de 1 mM do agente redutor 2-ME. Tentamos reduzir esta quantidade,
porém isto ndo foi possivel devido a baixa estabilidade da proteina na sua auséncia. Mesmo
com relacgdo sinal-ruido menor, podemos observar que a curva de desnaturagdo mais uma vez
segue um comportamento do tipo sigmoidal. As temperaturas de transicdo do CRD-II estdo
em torno de 70°C, independentes da presenca e/ou tipo de carboidrato. Devido a baixa relagdo
sinal/ruido, o perfil da desnaturacdo térmica também se apresenta ruidoso, assim, o0 erro na
determinacédo dos TS, para este caso, aumenta (valores de Tns indicado por * na Tabela 6).
As temperaturas de transicdo altas indicam que este dominio ja possui uma estabilidade
estrutural térmica bastante alta na conformacéo apo e que a presenca de carboidrato acaba ndo

influenciando nesse parametro.

As curvas de desnaturacdo térmica da HGal-4 sdo apresentadas na Figura 27c. A
temperatura de transicdo para a proteina em solugéo ficou em torno de 58°C e na presenca de
lactose houve uma variagdo na T, para 61°C, propiciando uma maior estabilidade a proteina.
Portanto, a galectina-4 humana em sua forma integral consegue distinguir carboidratos do tipo
B-galactosideos e que a ela conferem uma maior estabilidade conformacional, sendo que
nenhuma mudanca pode ser notada na presenca da sacarose (T, ~ 58°C). Os valores de T,
determinados para os dominios CRDs e para a proteina integral, bem como a diferenca de T,
(ATm) entre a conformacdo apo e na presenca de lactose, encontram-se sumarizados na
Tabela 6.
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Figura 27 — Curva de desnaturacao térmica por CD convencional (216 nm) das proteinas (a) CRD-I. (b)
CRD-I11 e (c) HGal-4 na conformagio apo (—), na presenca de lactose (—) e na presenca de
sacarose (—).

Fonte: Elaborada pela autora.

Tabela 6 - Temperaturas de transicao (T, °C) dos CRDs e HGal-4 na conformacao apo e na presenca de lactose
ou sacarose, ¢ variacdo da temperatura de transigdo (AT,) entre a conformacéo apo e na presenca de
lactose. O * nos valores de T, do CRD-II indicam maiores erros associados a determinacgéo destes.

apo + lactose + sacarose ATq
CRD-I 60,0°C 62,7°C 59,7°C ~3°C
CRD-11 70°C* 72°C* 71* -*
HGal-4 58,4°C 61,0°C 58,9°C ~3°C

Fonte: Elaborada pela autora.
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Além disso, e apesar da pior qualidade da curva de desnaturacdo obtida para o
dominio CRD-II em face da presenca do agente redutor 2-ME, podemos dizer que o dominio
CRD-I e HGal-4 tem sua estabilidade térmica alterada por lactose, ao passo que 0 mesmo nao
acontece para o dominio CRD-Il. Ou seja, a presenca dos ligantes ndo parece afetar a
estabilidade térmica do dominio CRD-1I da mesma forma que nédo afetou o arranjo e contedido
de estruturas secundarias como reportado pelos dados de SRCD na Figura 18b e na Tabela 5.

Além das temperaturas de transicdo que podem ser facilmente determinadas a partir
das curvas de desnaturacdo, podemos nos valer de um modelo termodindmico de transi¢des
irreversiveis para determinar tanto o valor de T, quanto da energia de ativacdo da transi¢éo

entre o estado enovelado e o desenovelado. Para tanto, usamos que a fracdo de proteina

desnaturada (fp) depende da temperatura de acordo com a relagdo I(n [ln (fi)] = (%“) (Ti -
D m

1 ) .~ , . . ~ . .
;), onde Tr, é a temperatura de transicéo e E, é a energia de ativacdo. ‘® Assim, construindo

um grafico do duplo logaritmo natural de fp contra o inverso da temperatura e usando a
equacdo citada, podemos estimar o valor de E; e Tr. A partir dos coeficientes angular e linear
de cada curva, obtivemos os seguintes valores de E; e T, (Tabela 7). Os dados da Tabela 7
mostram primeiramente que 0s dominios em suas formas apo tém comportamento de
desnaturacdo térmica diferentes tanto no que diz respeito aos valores de Ty, (como ja havia
sido visto na andlise qualitativa inicial) quanto nos valores da barreira energética entre 0s
estados nativo e desnaturado. Ademais, vemos que a proteina HGal-4 em sua forma apo e na
presenca de sacarose apresenta valor de E, diferente daqueles observados para os dominios

isolados, indicando que o peptideo linker desempenha papel estrutural.
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Tabela 7 - Parametros termodinamicos obtidos a partir do tratamento das curvas de desnaturagdo dos dominios
CRD-I e CRD-II e da HGal-4 (* indica que o alto erro associado, ** indica que ndo foi possivel obter
esses valores).

Ea (kJ K* mol™) T (K)
Apo 420 331,6 (58,6°C)
CRD-| +lac 300 334,4 (61,4°C)
+sUC 1085* 331,7 (58,7°C)
Apo 328 339,2 (66,2°C)
CRD-II +lac — —
+sUC 484 342,4 (69,4°C)
Apo 522 329,7 (56,7°C)
HGal-4 +lac 590 333,2 (60,2°C)
+sUC 406 330,6 (57,6°C)

Fonte: Elaborada pela autora.

Uma segunda analise de estabilidade térmica foi realizada através das desnaturacdes
térmicas por SRCD, a chamada analise de componente principal (PCA, do inglés Principal
Component Analyse), somente das proteinas na conformagdo apo. A PCA é uma das técnicas
mais populares de analise estatistica multivariada e consiste em reduzir a dimensionalidade de
um grande conjunto de dados por um ndmero minimo de varidveis que descrevem o conjunto

de dados original sem perder nenhuma informacao (maiores informacdes em Jolliffe 108y

A Figura 28 mostra os espectros de SRCD e, fungédo da temperatura apresentados em
3D para cada uma das proteinas (CRD-I, CRD-I1l e HGal-4) e a componente fp proveniente de
PCA. Pelas curvas de nivel (intensidade e forma dos contornos), podemos inferir regides que
sdo influenciadas majoritariamente pelo aumento da temperatura. Neste sentido, observamos
que as voltas/loops (contornos em vermelho em torno de 195 nm) e as folhas-p (contornos em

azul em torno de 216 nm) séo as estruturas mais afetadas na estabilidade térmica.



90

Pela curva da variacdo do valor de fp em fungéo da temperatura determinada por PCA
(Figura 28 — coluna a direita), verificamos duas transi¢des em cada sistema. Juntamente com
os resultados da curva de nivel, a desnaturacao térmica apresenta duas etapas, sugerindo que
cada uma das proteinas ndo se desenovela unicamente como um todo em um processo de dois
estados como poderiamos inicialmente inferir a partir dos dados de CD convencional (Figura
27) e, sim, por partes e, muito provavelmente, uma etapa compreenderia 0 desenovelamento
das folhas-p e, a outra, seria a desestruturacdo das voltas/loops. Assumindo gie as estruturas
em folhas-B, reportada pela atividade Optica em 216 nm (comprimento de onda também
alcangado no CD convensional), sejam estruturalmente mais estaveis do que as voltas/loops,
poderiamos associar a transicdo em mais baixa temperaturas as voltas/loops e aquel em mais

alta temperaturas as folhas-p.

Ainda na Figura 28, percebemos comportamentos de estabilidade térmica distintos
para cada proteina em estudo. O dominio CRD-II é aquele em que a primeira transi¢do é
menos evidente, sugerindo que a perda gradual de estruturacdo de voltas/loops e folhas. Para
0 CRD-I e HGal-4, ha claramente duas variagdes mais abruptas de fp que identificam as
transicdes estruturais. Mais uma vez fica clara a vantagem de usarmos SRCD sobre CD
convencional, ja que a extensdo do experimento para comprimentos de onda abaixo de 200
nm é que permite a identificacdo das duas faixas de transicdo mencionadas, além de
possibilitar a percepcdo de que os dominios respondem de forma distinta a variacdo de
temperatura e tais respostas também ndo correspondem exatamente ao que é observado para a

proteina inteira.
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Figura 28 - Analise PCA dos espectros de SRCD das proteinas (a) CRD-I. (b) CRD-I11 e (¢) HGal-4. Coluna
da esquerda: graficos em 3D e curvas de nivel dos espectros do desenovelamento térmico; Coluna
da direita: transicdo térmica analisada por PCA.

Fonte: Elaborada pela autora.



92

1.4.7 Interacdo proteina e modelos de membrana

A principal funcdo da galectina-4 é reconhecer carboidratos, essencialmente aqueles
presente em superficies celulares, onde participam, direta ou indiretamente, na transducao de

102, 103

sinal celular , estabilizagdo de lipids rafts devido & sua capacidade de crosslinking *

1% 'hem como recrutar e entregar alguns tipos de proteinas glicosiladas a dominios rafts. 2* 1%
Dentro deste contexto, primeiramente, investigamos o processo de ligacdo carboidrato-
galectina em si: mudancas conformacionais/estruturais ocasionadas por tal atividade lectinica
e afinidades por alguns ligantes (v. Se¢Oes anteriores). O passo seguinte na exploracdo dos
mecanismos de interacdo relevantes para a funcdo de galectinas é, portanto, a sua interacao
com acgucares posicionados na superficie celular, dando, assim, um passo adiante na
complexidade dos sistemas em estudo. Para tanto, fizemos uso de uma estratégia minimalista
em que pudéssemos nos concentrar em poucos aspectos do intrincado processo que rege a
interacdo de uma proteina com membranas celulares. Assim, sistemas miméticos de
membranas celulares com composicao especifica para nossos interesses foram empregados.
Além de modelos minimalistas, optamos pelo uso da técnica de Ressonancia Paramagnética
Eletrénica (RPE) nesta parte do trabalho, pois este € um método que ja se mostrou bastante

eficaz em investigagGes de interagGes proteina/membrana.'®® 1%

E descrito na literatura que galectina-4 reconhece e estabiliza dominios rafts e se liga a
glicoesfingolipideos contendo galactose 3-O-sulfatados.” Lipid rafts sdo definidos como
microdominios de membrana ordenados consistindo principalmente de glicoesfingolipideos e
colesterol presente na membrana plasmatica.™™® *** Apesar da controversa existéncia destes
microdominios, estes originalmente foram propostos para explicar a ordenagdo/distribuicdo de
proteinas e lipideos na superficie celular. No entanto, mais recentemente, encontramos dados

que relacionam os dominios rafts com transducéo de sinal %

e que descrevem que tais
dominios podem ser e/ou conter parte da maquinaria de sinalizacdo que quando ativados por

receptores ou outras moléculas, desencadeia a cascata de sinalizag&o.

Assim, a interagdo galectina-4/membrana foi testada em membranas miméticas de
modelos rafts PC/SM/Chol contendo diferentes glicoesfingolipideos. Escolhemos trés
glicoesfingolipideos: cerebrosideo sulfatado (SulfBrain), 3-Sulfo-C24:1 GalCer (SulfGalCer)
e gangliosideo GM1 (GM1). O cerebrosideo sulfatado e o gangliosideo GM1 séo de fontes
naturais, ou seja, sdo compostos por uma mistura de espécies lipidicas, onde predominam a

espécie mostrada na Tabela 8 abaixo. O 3-Sulfo-C24:1 GalCer é um composto sintético de



93

alta pureza (> 99%) e sua estrutura também é mostrada na mesma tabela. Os dois primeiros
glicolipideos na referida tabela possuem galactose 3-O-sulfatado ligada a cabeca polar,
enquanto GM1 possui uma grande cadeia de carboidrato Galfl—3GalNAc ligada a mesma
regido. A composicdo de lipideos utilizada foi PC/SM/Chol/Glicoesf (50:30-x:20:x), onde x
equivale a porcentagem dos diferentes glicoesfingolipideos (x variando de 3-5%), de forma a
manter a propor¢do PC/SM/Chol (50:30:20).

Tabela 8 - Glicoesfingolipideos utilizados nas diferentes composi¢@es de modelos de membrana. Representagao
das estruturas quimicas das espécies predominantes, no caso dos glicoesfingolipideos naturais.

Glicoesfingolipideos Estrutura

Cerebrosideo sulfatado H OH

(cérebro de porco) — SulfBrain R Ly OH
Structure of predominant species ©
NH4*
&
3-Sulfo-C24:1 GalCer M OH 08 %n
Ty /\MN\/\/WOHO
(sintético) — SulfGalCer e ot
o
Hoomon ¥ cror g
HWU NH ?__ C@-o _ ou H :Nél)\/\/\/\/\/\/\/\/\
Gangliosideo GM1 “og N\ T O
Na' of OH CHz0H
(cérebro de ovino) - GML1 HO O o
: OH Structure of predominant species
oH NH'H
o

Fonte: Adaptado de AVANTI™

A Figura 29 mostra os espectros de RPE de modelos de membrana miméticos de lipid
rafts na composicdo PC/SM/Chol (50:30:20) contendo fosfolipidios PC marcados com sonda
paramagnética no carbono 5 de sua cadeia acil (5-PC) na auséncia e na presenca da proteina
galectina-4 humana. Nesta composicdo, a auséncia de fosfolipidios com cabecas polares
glicosiladas leva a mudangas apenas sutis nos espectros de RPE, indicando que HGal-4 altera

pouco a organizac¢do dos modelos de membrana com tal composicgéo.
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—— POPC/SM/Chol (50:30:20)
—— POPC/SM/Chol + Gal4
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Figura 29 - Espectros de RPE de modelos de membrana miméticos de lipid rafts na composigéo
POPC/SM/Chol (50:30:20) contendo fosfolipidios marcados 5-PC na auséncia (—) e na
presenca da proteina HGal-4 (—). A razéo proteina:lipideo utilizada foi de 1:50 e os espectros
coletados a 20°C.

Fonte: Elaborada pela autora.

Com a adicdo do glicoesfingolipideo GM1 a composi¢cdo mimética dos lipid rafts,
espera-se que ocorra uma maior interacdo entre a proteina e 0s acglcares encontrados na
superficie do modelo de membrana. Foram testadas diferentes proporcées de GM1 (33,3, 10 e
3%) para verificarmos tanto a formacdo de vesiculas, ja que ndo sabiamos a priori se
vesiculas estaveis se formariam com GM1 presente, quanto a interacao/afinidade da proteina
com 0 novo sistema mimético. Os espectros de RPE sdo mostrados na Figura 30.
Curiosamente, a adicdo da HGal-4 a solucdo de vesiculas miméticas de raft contendo 33,3 e
10% de GM1 levou a uma precipitacdo imediata (a precipitacdo ndo foi documentada por
foto) e os espectros medidos estdo mostradas na Figura 30a e b, respectivamente. Somente
para vesiculas com 3% de GM1 (Figura 30c), a proteina ndo precipitou. Uma possivel causa
para este evento é a alta afinidade da proteina HGal-4 pelo GM1, dada a presenca do
carboidrato complexo na parte polar do esfingosideo, de forma que ligagbes do tipo
crosslinking possam estar ocorrendo num processo similar aquele observado nos
experimentos de hemaglutinacdo. A alta afinidade de HGal-4 por GM1 também € descrita por
Ideo et al. *** Uma alteragdo na forma de linha quando da adicdo de HGal-4 a modelos
contendo POPC/Chol/GM1 (1:1:1) pode ser vista na Figura 30a. Percebe-se na linha de



95

campo baixo uma pequena, mas significativa, alteracdo. Nos demais casos, também parece
haver alteragdes, entretanto a pior relacdo sinal-ruido impossibilita maiores conclusfes a

respeito.

(a) (b)

—— POPC/SM/Chol/GM1 (50:20:20:10)
—— POPC/SM/CholGM1 + Gal4

—— POPC/Chol/GM1(1:1:1)
—— POPC/Chol/GM1+Gal4

T T T T T
3220 3240 3260 3280 3300
Campo Magnético (G)

T T T T T
3220 3240 3260 3280 3300
Campo Magnético (G)

(©)

—— POPC/SM/Chol/GM1 (50:27:20:3)
—— POPC/SM/Chol/GM1+ Gal4

T T T T T T T T T
3220 3240 3260 3280 3300
Campo Magnético (G)

Figura 30 — Espectros de RPE de modelos de membrana miméticos de lipid rafts contendo o fosfolipidio
marcado 5-PC na auséncia (—) e na presenca da proteina HGal-4 (—) nas composicGes: a)
POPC/Chol/GM1 (1:1:1); b) POPC/SM/Chol/GM1 (50:20:20:10); c¢) POPC/SM/Chol/GM1
(50:27:20:3). A razdo proteina:lipideo utilizada foi de 1:50 e os espectros foram coletados a 20°C.

Fonte: Elaborada pela autora.

Prosseguindo com os glicolipideos, composi¢des miméticas de lipid rafts contendo os
glicoesfingolipideos que possuem galactose 3-O-sulfatado adicionados a composigédo
POPC/SM/Chol/Glicoesf (50:27:20:3) foram testadas. Embora a HGal-4 ndo tenha provocado
nenhuma precipitacdo quando adicionada a essas composicdes e as afinidades por esse tipo de
glicolipideo ja terem sido reportadas ***, nenhuma mudanca significativa nas linhas espectrais
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pode ser observada nos espectros de RPE que reportam a perspectiva da membrana (Figura
31).

(@) (b)

—— POPC/SM/Chol/SulfBrain (50:27:20:3)
—— POPC/SM/Chol/SulfBrain + Gal4

—— POPC:SM:Chol:SulfGalCer (50:27:20:3)
—— POPC:SM:Chol:SulfGalCer + Gal4

T T T T T T T T T T T T T T
3220 3240 3260 3280 3300 3220 3240 3260 3280 3300
Magnetic Field (G) Magnetic Field (G)

Figura 31 - Espectros de RPE de modelos de membrana miméticos de lipid rafts contendo o fosfolipidio
marcado 5-PC auséncia (—) e na presen¢a da proteina HGal-4 (—) nas composicdes
POPC/SM/Chol/x (50:27:20:3), onde x equivale aos esfingolipideos: a) SulfBrain e b)
SulfGalCer. A razao proteina:lipideo utilizada foi de 1:50 e os espectros foram coletados a 20°C.

Fonte: Elaborada pela autora.

Os resultados acima indicam que a sonda magnética presente no sistema mimético de
membrana ndo foi capaz, na maioria das situacdes testadas, de reportar alteracdes
significativas na organizacdo dinamica dos lipidios apds a adicdo de HGal-4. Sendo assim,
passamos a monitorar em nossas analises a mesma interacdo proteina/membrana, mas agora
de outra perspectiva, qual seja a da proteina em relacdo a membrana, isto é, a interacdo
proteina/membrana com a proteina marcada com marcador de spin. A técnica de marcacao de
spin sitio dirigida (SDSL do inglés Site Directed Spin Labeling) tem sido utilizada em estudos

estruturais e de dinamica conformacional de proteinas *** '*°

e tem como principal objetivo
prover informagdes sobre a dindmica da cadeia principal e/ou lateral quando a proteina em
investigacdo realiza sua atividade bioldgica. '® ™" A SDSL consiste em selecionar um
aminoacido nativo e substitui-lo por um residuo de cisteina (via mutacéo sitio dirigida) de
forma que esta seja modificada quimicamente por uma reacdo sulfidril com um radical
nitroxido adequado. O reagente metanotiosulfonato (MTSSL) tem sido o mais utilizado para

fins de SDSL, embora outros tipos ja tenham sido empregados.™® ** Em nosso sistema,
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utilizamos as duas cisteinas nativas presente na proteina galectina-4 humana para a marcacao

com o reagente MTSSL.

Os espectros de RPE da HGal-4 marcada com MTSSL e normalizados pela
concentracdo (a partir da area do espectro de absorcdo) em solucéo e na presenca dos modelos
de membrana s&o mostrados a seguir. A normalizacao pela &rea tem o intuito de evidenciar as
mudangas que aparecem no espectro devido ao alargamento das linhas de ressonancia quando
da diminuicdo da mobilidade (restricdo de movimento) da sonda oriunda de, por exemplo, sua

interacdo com outras moléculas.

Todos os espectros da HGal-4 marcada na auséncia e na presenca de modelos de
membrana apresentam, como esperado, duas componentes espectrais associadas com a
marcacdo dos dois residuos de cisteina existentes na estrutura proteica. A componente mais
facilmente identificavel esta representada pelas trés linhas mais intensas no centro do espectro
(seta com a letra m — mdvel — identifica a linha de campo baixo dessa componente na Figura
32). A forma de linha deste espectro é reflexo de uma sonda experimentando uma dindmica
rapida, o que indica que este deva ser o espectro oriundo do residuo de cisteina presente na
regido do peptideo linker (Cys172), uma regido mais flexivel e menos estruturada como
mostram nossos resultados de CD. A presenca da segunda componente espectral pode ser
detectada na forma de uma linha larga posicionada lateralmente a linha mais intensa na regiao
de campo baixo (seta com a letra i — imdvel — identifica a linha de campo baixo desta
componente na Figura 32). Espectros de RPE com linhas mais largas sdo resultado de sondas
submetidas a algum tipo de restricdo de movimento, o que leva a uma dinamica rotacional
mais lenta. A origem da restricdo de movimento pode ser diversa, mas neste caso é provavel
que advenha da propria estruturagdo da regido em que se localiza o residuo de cisteina
submetido & marcagdo de spin (residuo Cys280 localizado no final da fita F3 de uma das
folhas-B, ou seja, regido estruturada e oposta ao sitio de ligagdo do agucar). Vemos, portanto,

que o processo de marcagdo sitio dirigida foi realizado com sucesso.

A Figura 32 mostra, ainda, uma série de experimentos da HGal-4 foi colocada na
presenca de vesiculas de composicdo mais simples contendo apenas o fosfolipidio
zwitteribnico DMPC (PCs sdo os componentes majoritarios de membranas celulares e,
portanto, boas escolhas inicias para miméticos de membrana) na auséncia e na presenga do

fosfolipidio PE funcionalizado com lactose em sua cabeca polar (LacPE). Vemos que em
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ambos o0s casos h4d uma leve diminuicdo da intensidade dos espectros 0 que sugere uma

pequena diminuigcdo de mobilidade de HGal-4 na presenca das vesiculas.

—— Apo
HGal-4 ——DMPC

MTSSL
—— DMPC + LacPE 5%

T T T T T T T T
3220 3240 3260 3280 3300
Campo Magnético (G)

Figura 32 - Espectros de RPE da HGal-4 marcada com o marcador de spin MTSSL na auséncia e na
presenca de miméticos de modelos de membrana nas composi¢ées: DMPC; DMPC/LacPE
5%. A razéo proteina:lipideo utilizada foi de 1:50 e os espectros foram coletados & 20°C.

Fonte: Elaborada pela autora.

Além da capacidade de aglUcares promoverem a interacdo entre HGal-4 e modelos de
membrana, também investigamos o papel desempenhado pela carga superficial desses
modelos de membrana no processo de interacdo. Para tanto, lancamos mao de vesiculas
contendo fosfolipidios cujas cabecas polares sdo carregadas, como é o caso de POPA (cabeca
polar negativa contém o acido fosfatidico). Assim, na Figura 33, temos o0s espectros obtidos
de HGal-4 marcada com a sonda MTSSL em seus residuos de cisteina na presenca de
miméticos constituidos por POPA e por misturas POPA/DOPC e POPA/DOPC/LacPE.
Vemos que a carga superficial isoladamente nédo € capaz de levar a mudancas espectrais, pois
0s espectros de HGal-4 na presenca tanto de vesiculas de POPA quanto de POPA/DOPC nao
mostram mudancas significativas, que somente aparecem quando estdo combinados no
mesmo sistema mimético a carga superficial propiciada por POPA e o grupo funcional de
LacPE. Vimos na Figura 32 acima que a presenca de vesiculas de DMPC/LacPE afeta de
forma sutil mas significativa a dinamica da sonda na HGal-4. Disto e dos resultados na

Figura 33, vemos que é a combinacdo carga superficial, oriunda das moléculas de POPA, e
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acucar, propiciado por LacPE, que leva a mudangas mais drasticas no espectro de RPE e,
consequentemente, no ambiente experimentado pela sonda na estrutura de HGal-4. A
galectina-4 humana possui um carater positivo nas condi¢es do experimento (pl 9,21), o que
favoreceria a sua interacdo com a superficie carregada negativamente das vesiculas. A
alteracdo espectral obtida na presenca de POPA/DOPC/LacPE sugere forte restricdo de

movimento das sondas.

— Apo
HGaI_4MTSSL —— POPA
—— POPA + DOPC
—— POPA + DOPC + LacPE 5%

T T T T T T T T T
3360 3380 3400 3420 3440
Campo Magnético (G)

Figura 33 - Espectros de RPE da HGal-4 marcada com o marcador de spin MTSL na auséncia e na
presenca de miméticos de modelos de membrana nas composicoes: POPA; POPA/DOPC;
POPA/DOPC/LacPE 5%. A razdo proteina:lipideo utilizada foi de 1:50 e os espectros foram
coletados & 20°C.

Fonte: Elaborada pela autora.

Em seguida, voltamos a investigar os miméticos de dominios rafts contendo
glicoesfingolipidios apresentados anteriormente e podemos observar que, a excecao daquele
contendo o cerebrosideo sulfatado (SulfBrain), ha alteracbes espectrais em todos o0s casos
(Figura 34). Dentre aqueles casos em que houve alteragdes, percebemos a existéncia de dois
grupos de espectros associados com duas respostas distintas: no caso do modelo de membrana
constituido por POPC/SM/Chol, o espectro de RPE de HGal-4 se torna mais intenso, o que
indica maior mobilidade da sonda ligada a proteina na presenca das vesiculas; ja para 0s casos
em que o mimético de membrana contém o gangliosideo GM1 ou o cerebrosideo sintético

(SulfGalCer), os espectros sao alargados, 0 que sugere maior imobilizacdo da regido da sonda
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proteica. Estes resultados indicam que HGal-4 interage com 0s modelos testados, mas que a
presenca de lipidios com cabegas polares funcionalizadas com agUcares, leva a alteracGes
espectrais distintas quando comparamos as mudancas observadas na presenca do mimético
que ndo contém glicolipideos. Aqui cabe lembrar que os residuos de cisteina em HGal-4 estdo
localizados no peptideo linker e no dominio CRD-II. Esta informacdo pode ajudar a
interpretar as distintas respostas observadas como sendo oriundas de distintos mecanismos de
ligacdo. No caso de vesiculas de POPC/SM/Chol, HGal-4 deve interagir com a membrana via
ligacGes ndo especificas, provavelmente envolvendo o dominio CRD-I, o que deixaria tanto o
peptideo linker quanto o dominio CRD-IlI com mobilidade pouco alterada ou ligeiramente
aumentada. J& para vesiculas contendo GM1 ou SulfGalCer, a interagdo deve ser mediada
pelo dominio CRD-II, o que leva a uma maior imobilizacdo da sonda magnética ali existente

devido a formacao de contatos entre o dominio proteico e os grupos glicosidicos.

Uma observacdo que pode ser derivada dos espectros na Figura 34 diz respeito a
aparente especificidade de HGal-4 por determinados grupos glicosidicos e advém da falta de
mudancas no espectro de HGal-4 quando na presenca de vesiculas contendo cerebrosideo
sulfatado (SulfBrain). Devemos lembrar que SulfBrain é, na realidade, uma mistura de
fosfolipidios naturais de cérebro de porco e que o componente majoritario (apenas 36%)
mostrado na Tabela 8, apesar de conter o mesmo grupo funcional em sua cabeca polar que
aquele existente em 3-Sulfo-C24:1 GalCer, parece ndo estar presente em quantidade
suficiente para levar a ligacdo de HGal-4. Além disso, os demais componentes da mistura
SuflBrain ndo sdo capazes de promover a interacdo com HGal-4, o que explicaria a falta de

alteracdes no espectro de RPE.

Por fim, interessante percebemos a relevancia da existéncia de aglcares complexos
ligados a cabeca polar dos fosfolipidios, j& que a resposta reportada por HGal-4 marcada
frente a vesiculas contendo glicolipideos com acucar sulfatado (SulfGalCer) e agucares
complexos (GM1) é bastante distinta, comparada as outras condi¢fes. Dessa forma, essa é
uma constatacédo da ligagédo/interacédo e preferéncia da HGal-4 por lipideos contendo agucares
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complexos e/ou sulfatados, como descrito na literatura.”* Além disso, parece ser o dominio

CRD-11 aquele responsavel por tal interacéo.
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HGal-4 — Apo

MTSSL

—— POPC:SM:Chol

—— POPC:SM:Chol:GM1

—— POPC:SM:Chol:SulfBrain
—— POPC:SM:Chol:SulfGalCer
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Figura 34 - Espectros de RPE da HGal-4 marcada com MTSL em solucéo e na presenga de modelos de
membrana miméticos de lipid rafts. As composi¢bes utilizadas foram POPC/SM/Chol/x
(50:27:20:3), onde x equivale aos glicoesfingolipideos: GM1, SulfBrain e SulfGalCer. A razéo
proteina:lipideo utilizada foi de 1:50 e os espectros foram coletados a 20°C.

Fonte: Elaborada pela autora.

Os resultados da Figura 34 mostraram um aspecto interessante da interacdo HGal-4
com membranas, qual seja a sua capacidade de se ligar a acUcares complexos que
funcionalizam a cabeca polar do fosfolipidio. Esta habilidade em reconhecer acgucares
complexos na cabeca polar de lipideos também foi recentemente associada com uma potencial
funcdo de galectinas como agentes bactericidas. As bactérias geram uma grande variedade de
glicolipideos, sendo muitas delas com epitopos semelhantes a grupos sanguineos humanos
(antigenos ABO(H)).*?° Chamadas também de imuno lectinas inatas, galectinas expressas no
trato intestinal, como Galectina-4 e -8 humanas, tém a capacidade de reconhecer antigenos
semelhantes a grupos sanguineos humanos (mais especificamente o antigeno-O) expressos
por E. coli e mata-los.*** Essa capacidade bactericida provem do reconhecimento e ligagdo da
galectina-4 ou -8 & membrana causando uma desestabilizacdo e sua ruptura e,

consequentemente, levando a bactéria & morte.*?

Os antigenos sanguineos nada mais sdo do que glicolipidios com uma cadeia
polissacaridica de alto grau de complexidade ligada a cabeca polar do lipidio e sao

denominados de lipopolissacarideos (LPS). Os LPS sdo os principais componentes de
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membrana externa em bactérias Gram-negativas e possuem um papel importante na protecéo

da bactéria contra ambientes agressivos e téxicos, incluindo antibiéticos.'??

Os LPS possuem
trés componentes em sua estrutura: Lipideo A, core de oligossacarideo e antigeno-O (Figura
35) e se diferenciam pela extensdo da cadeia polissacaridica, ramificacfes diversas e 0s

monossacarideos que os compdem.

HOJ.

Antigeno-O

OH

Abe

f o Core

Lipideo A

Figura 35 - Representacdo esquematica da estrutura de um LPS. Os LPS sdo formados por trés
componentes: Lipideo A, core e antigeno-O (n pode variar de 4 a 40).

Fonte: Adaptada de DONG*#

Para investigarmos a influéncia de aclcares complexos presentes em glicolipideos
sobre a interagdo galectina/membrana, incorporamos alguns tipos de LPS na composicédo de
nossos modelos de membrana, aumentando, assim, a complexidade do sistema membranar
usado e tornando-os mais proximos de uma membrana natural. Os LPS foram produzidos e
cedidos pela pés-doutoranda Dra. Lilian Cataldi Rodrigues, sob supervisdo do Prof. Dr.
Marcelo Dias Baruffi (Laboratério de Glicoimunobiologia, FCFRP/USP). Além disso, e em
face da disponibilidade de outra galectina produzida pelo grupo do Prof. Baruffi, realizamos
experimentos também com a galetina-1 humana (HGal-1). Aqui cabe lembrar que a galectina-
1 é um dimero pertencente ao grupo proto, sendo sintetizada como um monémero contendo
um CRD, que se homodimeriza ndo-covalentemente. A forma dimérica possui uma estrutura
relativamente rigida e parece ser necessaria para o seu funcionamento.'”® Sabe-se que a

galectina-4 humana reconhece mdltiplos dominios de glicanos e tem especificidade para
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antigenos A e B de grupos sanguineos humanos e ndo reconhece o grupo sanguineo O(H).
Enquanto que a galectina-1 humana ndo reconhece nenhum antigeno sanguineo.'?! E
importante salientar que este efeito de lise celular s6 é observado em procariotos e, portanto,

ndo ocorre em humanos.*?

A nomenclatura e as caracteristicas estruturais dos LPS utilizados neste estudo estdo
mostradas na Tabela 9 e na Figura 36. Além disso, na Tabela 9 é dada a resposta funcional
de cada galectina j& estudada em relacdo a sua capacidade de se ligar e de matar a bacteéria, ou

seja, romper a membrana, dependendo da galectina.

Tabela 9 — Lista dos LPS utilizados. A tabela mostra a fonte dos LPS de diferentes linhagens de E. coli e sua
funcdo relacionada a lise da membrana causada pelas galectinas-1 e/ou -4.

Tipo bacteriano Funcéo
LPS1 086:waal HGal-4 (néo liga)
086:B7 HGal-1 (n&o liga)
LPS2 )
(selvagem) HGal-4 (liga e mata)
LPS3 0:142 HGal-4 (baixa afinidade e ndo mata)

LPS4 0:143(A) HGal-4 (baixa afinidade e ndo mata)

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 36 - Esquema das estruturas dos LPS1, 2, 3 e 4. Cada LPS se diferencia pela cadeia antigeno-O.

Fonte: Elaborada pela autora.
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A partir da estrutura quimica dos diferentes tipos de LPS usados (Figura 36),
podemos ver que: LPS1 ndo possui funcionalizagbes com antigenos em sua cabeca polar;
LPS2 possui funcionalizagdo mais complexa (sendo esta o LPS selvagem, encontrado em E.
coli) e LPS3 e LPS4 sdo modificados em sua cabeca polar com glicosideos mais simples do
que aquele encontrado em LPS2. Os espectros de RPE de HGal-4 e HGal-1 marcadas com a
sonda MTSSL e na auséncia (apo) e na presenca dos modelos de membrana contendo esses

diferentes tipos de LPS estdo mostrados na Figura 37.

Aqui cabe colocar que HGal-1 possui 6 residuos de cisteina por CRD, distribuidos por
varias fitas-p e um residuo no N-terminal. O espectro de RPE de HGal-1 apresenta apenas
uma componente espectral claramente identificada, o que sugere que as posicdes em que a
sonda marcou os residuos de cisteina ddo origem a dindmicas equivalentes, o que seria
esperado para as posic¢des localizadas nas fitas-p. Outro fator que ndo pode ser descartado é a
ndo marcacdo de todos os residuos de cisteina presentes na proteina. Para HGal-1 ndo é
possivel, portanto, correlacionar as alteracdes espectrais com a por¢do da estrutura que sofre
mudanc¢a ja que ndo temos seletividade em virtude dos varios residuos de cisteina. De
qualquer forma, as variagdes nos espectros de RPE podem ser tomadas como indicativo mais
global da existéncia de mudancas estruturais/dinamica.

Assumindo que a variacdo de intensidade dos espectros de RPE normalizados pela
concentracdo estd associada com a variacdo de mobilidade experimentada pela sonda
magnética inserida na proteina, podemos ver que, em todos o0s casos (tanto para HGal-4
quanto para HGal-1), a presenca do sistema de membrana contendo LPS leva a um aumento
de intensidade do espectro, 0 que sugere um aumento de mobilidade da proteina, o que estaria
de acordo com nossos resultados de SRCD (Figura 18 e Tabela 5), em que observamos uma
maior contribuicdo de elementos de estrutura secundaria menos ordenados na presenca dos
acucares simples (lactose e sacarose). Apesar das tecnicas de RPE e SRCD estarem
monitorando sondas estruturais distinas e que, portanto, reportam efeitos da presenca dos
ligantes sobre propriedades estruturais distintas (a sonda magnética MTSSL “percebe”
mudancas mais localizadas, ao passo que a ligacdo peptidica nos informa de alteracbes mais
globais na estrutura proteica), ambos o0s conjuntos de resultados apontam para maior
flexibilidade da HGal-4 quando na presenca de ligantes. Fazendo uso da informacéo contida

na Tabela 9, podemos ver que mesmo os casos de ligacdo de HGal-4 a tipos bacterianos com
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baixa afinidade levam a alteracdes nas regides da proteina monitoradas pela sonda MTSSL,

que se tornam mais moveis na presenca da membrana.

Analisando-se agora a ordem em que o0s espectros de RPE sofrem alteracdes podemos

propor uma andlise qualitativa da tendéncia de mudanca de mobilidade como segue:

(1) para HGal-4, a dindmica na forma apo é menor do que na presencga de LPS2 que, por
sua vez, é menos do que aquela que resulta da presenca de LPS1, LPS3 e LPS4, estes
trés Udltimos originando espectros basicamente similares: (apo) < LPS2 <
LPS1=LPS3=LPS4;

(2) para HGal-1, a ordem seria: (apo) < LPS2 < LPS3=LPS4 < LPS1.

Dessas alteracBes percebemos que a membrana contendo LPS1, aquele que néo
apresenta glicosideos em sua cabeca polar e seria, portanto, similar a situacdo encontrada nos
experimentos com lipossomos de POPC/SM/Chol, leva a alteragdes compativeis com aquelas
vistas na Figura 34 para uma membrana sem componentes funcionalizados com agucar e que
aparecem como um aumento de mobilidade. Por outro lado, o LPS2, possuidor do glicano
mais complexo, leva a sonda sempre a um estado intermediario de alteracdo na sua dindmica.
Por fim, os tipos de LPS que possuem cabecas polares menos complexas (LPS3 e LPS4),

resultam em alteracdes espectrais semelhantes.

Os dados reportados por Stowell et al *** e disponibilizados pelo Prof. Baruffi,
sumarizados na Tabela 9, mostram que HGal-4 somente é capaz de se ligar de maneira
eficiente para exercer sua atividade bactericida em bactérias contendo LPS do tipo LPS2. Em
todos os outros casos, ou pela ndo ligacdo ou pela ligacdo com baixa afinidade, o efeito de
morte bacteriana ndo é observado. Os espectros de HGal-4 na presenca de lipossomos
contendo LPS (Figura 37a) sugerem uma importante faceta que deve estar atrelada a
capacidade de matar a bactéria: a ruptura da membrana. Os espectros de RPE evidenciam um
aumento de mobilidade da sonda localizada na regido do peptideo linker (componente
espectral mais intensa). Tal aumento é mais consideravel para o caso de LPS1, LPS3 e LPS4,
sendo intermediario para LPS2. Isto sugere que o efeito bactericida possa ser regulado pela
dindmica do peptideo linker, de forma que uma dindmica muito rapida dessa regido deva
impossibilitar a formacdo de clusters de HGal-4 que seriam 0s responsaveis pela

desestabilizacdo da membrana da bacteéria, levando a sua morte. Um ajuste fino da dinamica
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da regido seria, portanto, essencial para isso. A formacgdo de clusters de HGal-4 foi também
sugerida por nossos dados de ITC para a titulagéo de lactose em HGal-4 (Figura 24), o que
indica que essas estruturas envolvendo varias moléculas da proteina possam existir mesmo em

solugdo na presenca do ligante, que poderia estar tendo papel similar aquele desempenhado
pelo LPS2 no lipossomo.

(a) — Apo
HGal-4, —— POPC:SM:Chol:LPS1
POPC:SM:Chol:LPS2
—— POPC:SM:Chol:LPS3
—— POPC:SM:Chol:LPS4
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3220 3240 3260 3280 3300
Campo Magnético (G)

(b) — Apo
HGal-1, —— POPC:SM:Chol:LPS1
POPC:SM:Chol:LPS2
—— POPC:SM:Chol:LPS3
—— POPC:SM:Chol:LPS4
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Figura 37 - Espectros de RPE das proteinas (a) HGal-4 e (b) HGal-1, apo e na presenca de miméticos de
membrana miméticos de lipid rafts. As composicBes utilizadas foram POPC/SM/Chol/LPS
(50:27:20:3), com os 4 tipos diferentes de LPS mostrados. A razdo proteina:lipideo utilizada foi de
1:50 e os espectros foram coletados a 20°C.

Fonte: Elaborada pela autora.
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1.5 CONCLUSOES

As galectinas sdo proteinas que se ligam a carboidratos e possuem afinidade por
oligossacarideos especificos. Os carboidratos estdo presentes em todas as células (em sua
superficie celular e em matriz extracelular) e quando ligados a lipidios ou proteinas
(glicoconjugados) possuem funcGes especificas. A funcdo especifica das galectinas ainda ndo
é bem conhecida. No entanto, uma variedade de papéis tem sido a elas atribuidos incluindo
adesdo celular, regulacdo de crescimento, apoptose, morte programada, migracdo e resposta
imunoldgica. No presente capitulo foi proposto o estudo da interacdo da proteina galectina-4
humana, bem como seus dominios CRD-1 e CRD-II isolados, com carboidratos simples e com

miméticos de membranas.

As secOes anteriores da presente tese versaram, basicamente, sobre a producdo de
informacBes acerca de caracteristicas estruturais e de atividade funcional de galectina-4
humana através de uma abordagem bioquimica/biofisica contendo uma multitude de métodos
experimentais, alguns dos quais de uso ainda incipiente ou mesmo inédito em nosso pais,
como é o caso do dicroismo circular por radiacdo sincrotron (SRCD) e a termoforese em
micro-escala (MST). Além disso, a diversidade de métodos aliou de forma produtiva técnicas
gue monitoram aspectos locais na estrutura proteica, como a marcacao de spin sitio-dirigida e
a fluorescéncia, com aquelas que reportam mudancas da estrutura mais globalmente, como é o

caso do dicroismo circular.

A utilizacdo de construcdes de proteinas derivadas de HGal-4 e que representam seus
dominios CRDs isolados, além da prépria proteina HGal-4 inteira, nos permitiram analisar a
respostas de tais proteinas frente a condi¢fes experimentais, como a presenca de ligantes,

assim tentando separar as relagdes de causa e efeito em cada caso.

Dos varios resultados apresentados até 0 momento vemos que a distin¢do entre 0s
comportamentos, em solucdo e na forma apo, dos dominios CRD-1 e CRD-II fica evidente
como se depreende seus espectros de SRCD (Figura 15 e Tabela 4), de CD no UV-préximo
(Figura 23) e da estabilidade térmica de cada dominio (Figura 27 e Figura 28). A assimetria
estrutural é percebida mesmo levando-se em conta o alto grau de identidade estrutural
(sobreposicdo) quando se comparam as estruturas cristalograficas determinadas para o0s
dominios isolados.”™ >* A presenca nos dominios em solucéo de regides que apresentam maior

grau de desordem ou que experimentam (coexistem em) diferentes conformagcfes em uma
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escala temporal muito rapida para que sejam percebidas pelos métodos aqui empregados, 0
que as levariam a serem contabilizadas como uma estrutura média provavelmente com maior
desordem, podem ser as razdes das diferencas observadas, por exemplo, entre os contetdos de
estrutura secundaria obtidos para os dominios isolados pela desconvolugéo dos espectros de
SRCD e mostrados na Tabela 4. A percepcdo dessa diferenca de comportamento dos
dominios quando em solucéo e na forma apo pode ser considerada como uma informacéo ja
que a assimetria entre os dominios é, normalmente, reportada via estudos que envolvem a

interacdo com algum dos ligantes de galectina.®?

Dentro do contexto de interagdo com ligantes, vimos que os testes de hemaglutinagdo
com os dominios isolados feitos na auséncia (Figura 11) e na presenca (Figura 12) de
acucares simples (competidores pelos sitios de ligagdo) mostram um comportamento distinto
para cada um deles. Esses mesmos resultados evidenciam a capacidade hemaglutinante dos
dominios, 0 que sugere sua capacidade de formar oligbmeros para que se viabilize o processo
de aglutinacdo das hemécias. Esta assimetria funcional dos dominios de galectina-4 concorda
com resultados da literatura que reportam situacdes similares. Por exemplo, Bi et al”
utilizando-se de construgdes hibridas em que se combinavam o dominio CRD de galectina 1
(membro do grupo proto) com os dominios CRD-1 e -Il de galectina 9 (membro do grupo
tandem), mostraram que € o dominio CRD-II posicionado no C-terminal das constru¢des

hibridas que leva aos efeitos mais marcantes no que tange a morte de células T.

Nossos resultados biofisicos com os dominios isolados em solucdo e na presenca de
ligantes simples (lactose e sacarose) também apontam para distintas respostas a presenca dos
acucares como percebemos pelos dados de CD no UV-distante e no UV-vacuo (Figura 17 e
Tabela 5), em que percebemos que o dominio CRD-I apresenta alteracGes nos espectros e
conteudos de estrutura secundaria, ao passo que o CRD-IlI mantém sua estrutura secundaria
praticamente inalterada na presenca dos ligantes. Ou seja, o dominio CRD-I sofre maiores
mudancgas conformacionais em sua constituicdo de estrutura secundaria pela adicdo dos
ligantes do que o dominio CRD-II. Entretanto, quando analisamos a resposta estrutural dos
dominios isolados a presenca dos ligantes monitorando regides mais localizadas da proteina,
como ¢ feito com a técnica de CD no UV-préximo (residuos Phe, Tyr e Trp), vemos que
nossos resultados (Figura 23) indicam que o CRD-I responde a presenca de lactose e de
sacarose, e 0 CRD-I1 tem seu espectro alterado apenas por lactose, que seria o ligante natural
de galectina-4. Isto nos sugere que o dominio CRD-I sofre altera¢cGes tanto em nivel de
estrutura secundaria quanto terciaria, enquanto o CRD-Il parece passar apenas por uma
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acomodacéo estrutural pela presenca de lactose. Sabemos que os sitios de ligacdo de agucar
em galectinas, em geral, ndo apresentam alta constante de ligacd0.* A maior labilidade
estrutural do dominio CRD-I, que responde com mudancas conformacionais aparentemente
mais acentuadas na presenca de ligantes, poderia levar a uma desestruturacdo mais
significativa do j& raso sitio de ligacdo do agucar, o que faria do dominio CRD-II o mais
adequado e determinante, por exemplo, em processos funcionais, como sugerido para outras

galectinas.”

Em nosso trabalho também procuramos determinar a afinidade dos dominios isolados
por acucar como uma forma de complementar os resultados estruturais biofisicos. Na
literatura encontramos que os valores de Ky para os dominios devem ser em torno de 0,5-1
mM?>*, assim como nossos resultados indicaram valores de constante de dissociacio da ordem
de 0,5 mM para ambos os dominios. Os resultados de um dos métodos aqui usados para
calculo de Ky através da fluorescéncia intrinseca do residuo de Trp (localizado no sitio de
ligagdo do agucar) mostram que, neste aspecto, os dominios respondem igualmente a adicdo
de lactose com deslocamento da banda de emissdo do Trp (Figura 21), ou seja, a alteracdo
estrutural em torno do Trp é similar nos dois dominios e, portanto, leva a valores de Kg
semelhantes. A técnica de ITC também nos levou a valores de Kqy similares para os dois
dominios (Figura 24). Apesar da discrepancia em relacdo ao valor de Ky determinado, o
ajuste dos dados de ITC revelou que o modelo termodindmico que melhor representou as
curvas de titulacdo dos dominios com lactose apontou para a existéncia de sitios de ligacao
em nUmero superior ao que seria esperado para os dominios isolados. Isto nos sugere que
processos de oligomerizacao dos dominios devam estar ocorrendo, 0 que ajudaria a entender a
atividade lectinica positiva observada para os dominios quando em altas concentracGes. A
oligomerizacdo de dominios CRDs de outras galectinas tanto do grupo proto quando tandem

tem sido observadas °, o que pode levar a implicac6es funcionais também para galectina-4.

Em relacdo a galectina-4 inteira (HGal-4), conduzimos 0s mesmos experimentos
realizados para os dominios separados, além de outros que envolveram a interacdo de HGal-4
com miméticos de membrana bioldgica. Analisando os resultados na mesma sequéncia
adotada acima para os dominios, vemos que na Figura 11 e na Figura 12 (competi¢cdo com
acucares simples), a atividade lectinica de HGal-4 é distinta daquelas observadas para 0s
dominios isolados, tornando-se similar a do dominio CRD-II apenas na condi¢do em que este
estd em altas concentragdes. Isto é uma indicacdo de que a combinagdo dos dominios CRDs

via um peptideo linker leva a mudancas funcionais.
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A busca pelos determinantes moleculares dessa distinta resposta envolveu novamente
0 conjunto de métodos biofisicos anterior. Os espectros de SRCD de HGal-4 (Figura 15 e
Tabela 4) mostram que HGal-4 tem diferentes contetdos de estrutura secundaria quando
comparada ao dominio CRD-I, principalmente. Percebemos, ainda, que o espectro de SRCD
da HGal-4 n&o é simplesmente a soma dos espectros individuais dos dominios (Figura 16). O
espectro obtido pela subtracdo entre o espectro de HGal-4 e a soma dos espectros dos
dominios ndo resulta em um padrdo de CD que possa ser associada a algum elemento peculiar
de estrutura secundaria. Apesar dos erros encontrados em processos de subtracdo espectral,
esse resultado indica que a atividade Optica do peptideo linker somada aquela oriunda dos
possiveis arranjos estruturais dos dominios ocasionados pela formacdo da estrutura da
proteina inteira levam a diferencas estruturais claras. A mesma conclusdo € apontada pelos
valores dos contetidos de estrutura secundaria obtidos a partir da desconvolucéo dos espectros
de SRCD (Tabela 4), em que vemos que os percentuais de HGal-4 correspondem mais
aqueles obtidos para 0 CRD-II do que para 0 CRD-I, o que sugere que o0 CRD-I possa sofrer
mudancas conformacionais ao se ligar ao peptideo linker e ao CRD-II formando a proteina

inteira.

Além das alteracBes nos espectros de SRCD, observamos também que a estabilidade
térmica de HGal-4 parece corresponde de forma mais proxima aquela vista para o dominio
CRD-I (Tabela 6 e Tabela 7). Isto fica ainda mais claro quando a variacdo térmica é feita em
experimentos de SRCD e o método de PCA usado para andlise dos resultados. Neste caso, a
curva de fp em funcdo da temperatura (Figura 28) apresenta sempre duas transicdes
estruturais (uma associada a desnaturacdo de voltas/loops e outra as folhas-) melhor

definidas para o CRD-I e para HGal-4.

Em relacdo a ligacdo com ligantes simples, a HGal-4 apresenta uma resposta biofisica
reportada pelos experimentos de SRCD que ndo se assemelha aos dominios (Figura 18 e
Tabela 5). Na presenca dos ligantes, HGal-4 tem seu conteddo de folhas-f diminuido com o
concomitante aumento do percentual de voltas e loops, 0 que sugere que estruturas mais
ordenadas, como as folhas, decrescem sua presenca, dando lugar a regibes de maior
mobilidade. A relevancia funcional da maior dindmica estrutural também foi sugerida por Earl

et al'** para galectina-9 e o mesmo deve acontecer para HGal-4.

Os experimentos que monitoram mudancas conformacionais em nivel de estrutura

secundaria (CD e SRCD) foram complementados por aqueles que se voltam para a avaliacao
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da estrutura terciaria como reportada pelos residuos Trp, Tyr e Phe. Assim, nos espectros de
CD no UV-proximo (Figura 23), vemos que o espectro de HGal-4 ndo sofre alteracdes na
presenca de sacarose, mas experimenta mudancas ap0s adicdo de lactose, em resposta
qualitativamente mais similar ao do dominio CRD-II. Este resultado, juntamente com aquele
discutido acima referente ao contedo de estrutura secundaria e suas variagdes na presenca de
ligantes, nos indicam que seria 0 dominio CRD-II aquele que ditaria 0 comportamento de

HGal-4, assim como foi também sugerido por Bi et al”

para a galectina-9. Entretanto,
olhando para os resultados de estabilidade térmica via CD (Figura 27) e via PCA (Figura
28), percebemos que a resposta qualitativa de HGal-4 é mais proxima a de CRD-I. Isto nos
leva a crer que ou nossos resultados biofisicos ndo sejam capazes de definir qual dominio
determina o comportamento de HGal-4 ou que, diferentemente de galectina-9, HGal-4 néo

tem seu ciclo funcional dominado por um dos CRDs apenas.

A estimativa do valor da constante de dissociacdo de lactose para HGal-4 foi feita
também por fluorescéncia, que resultou em um valor de cerca de 2 mM, e por ITC, que ndo
levou a um ajuste satisfatorio da curva de titulagdo obtida. Em face disto, realizamos ainda a
determinacdo de Ky pelo método de MST, que nos rendeu um valor de 11 mM para Kg.
Vemos que em ambos 0s casos, 0s valores sdo da ordem de mM e maiores do que aqueles
obtidos para os dominios isolados. Isto levanta uma questdo relacionada as vantagens que
haveria, entdo, em se combinar os dominios CRDs na forma de HGal-4 ja que a lactose se
dissocia mais desta Gltima. Earl et al*** e Bi et al”, utilizando construcdes envolvendo os
dominios de galectina-1 e -9 conectados por peptideos linker de diferentes tamanhos e
caracteristicas, mostraram que a liberdade rotacional do CRD e a possibilidade de formacéo
de oligomerizagdes sdo mais importantes para a habilidade da galectina em reter receptores
glicoproteicos na superficie de células T*** e na regulacdo de morte celular’” do que
movimentos laterais intramoleculares de cada CRD. Em nosso caso, a presenca do peptideo
linker em HGal-4 e o arranjo global dos dominios na proteina inteira seriam também os

fatores determinantes das vantage funcionais em se ter a construgdo inteira de HGal-4.

Outro aspecto functional interessante que pode se derivar a partir dos resultados de
ITC estd nos valores dos numeros de sitios de ligacdo obtidos. Apesar do pior ajuste da curva
de titulacdo de HGal-4 com lactose (Figura 24), o melhor resultado sugeriu a necessidade de
existéncia de multiplas classes (diferentes afinidades) de maltiplos sitios de ligacdo. Levando
em consideragdo a indicacdo apenas qualitativa da presenca de varios sitios e do fato dos

ajustes para as curvas dos dominios isolados também terem retornado com a presenca de
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varios sitios, poderiamos imaginar que HGal-4 seria capaz de formar dimeros ou mesmo
oligdbmeros de ordem superior como representado na Figura 25. A formagdo desses
oligdbmeros estenderia a capacidade de ligacdo a glicanos na superficie da céelula e se valeria
fortemente da maior flexibilidade conferida pelo peptideo linker, o que pode ser uma

caracteristica mais geral de galectinas do tipo tandem-repeat.*> ***

Nossos resultados sugerem, ainda, que as vantagens em se ter dois dominios
conectados por um peptideo linker em HGal-4, além da flexibilidade conformacional
adquirida, estariam também em se ter dominios que podem se ligar a diferentes glicanos, mas
que dividiriam a fungéo de ligacdo a glicano com a de formagéo de oligdbmeros, o que poderia
ser oriundo das diferencas estruturais entre os dominios CRDs e entre estes e HGal-4
observadas em nossos estudos biofisicos. Essa hipotese de um dominio envolvido na ligacao
ao aclicar e outro envolvido com multimerizacdo foi sugerida em varios trabalhos*®*?" e
resultaria na formacgdo de uma rede interconectada de galectinas/glicoproteinas na superficie
celular, o que poderia levar a efeitos bioldgicos maiores em concentragdes menores de

galectina em um dado tecido.

Dessa forma, isoladamente os dominios tém respostas diferentes a presenca de
carboidratos o que concorda também com estudos recentes com galectina-4 de camundongo
(sequéncia de aminoacidos da galectina-4 de camundongo e de humano possui 91% de
similaridade e 76% de identidade), em que se observou a especificidade de ligagdo com
carboidratos para cada dominio e em que se sugere uma possivel fun¢do de ‘crosslink’ entre
dois tipos diferentes de ligantes.® E mais, Markova e colaboradores mostraram que o
peptideo de ligacdo encontrado nos membros do grupo tandem-repeat da familia das
galectinas possui um papel estrutural no reconhecimento de ligantes.®> Nossos estudos tém
mostrado que os dominios CRDs diferem no mecanismo de acdo frente a diferentes
carboidratos e que o peptideo de ligagdo pode realmente possuir um papel importante no
reconhecimento especifico da ligacdo com carboidratos na proteina inteira, j& que a resposta
da HGal-4 difere daquelas observadas para os dominios isolados em varias das situagoes
testadas, indicando que o elemento estrutural de ligacdo entre tais dominios possa sim ter

papel nos mecanismos citados.

Na ultima etapa de evolugdo da complexidade dos sistemas de interesse de nosso
trabalho e com os quais HGal-4 deve interagir em seu ciclo funcional, passamos a

investigacdo da interagdo HGal-4 e membranas. Para isto, mais uma vez nos valemos de um
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método biofisico, desta feita a Ressonancia Paramagnética Eletrdnica (RPE). A técnica de
RPE é uma das mais utilizadas em estudos de interacGes entre moléculas e, em casos de
proteina-membrana, oferece a grande vantagem de podermos monitorar tais interacdes tanto
da perspectiva da membrana (quando usamos lipidios marcados com sonda magneticamente
ativa) e/ou da proteina (quando usamos SDSL de residuos de cisteina). Os sistemas de
interesse envolveram miméticos de membrana celular cuja composicdo foi sendo
paulatinamente acertada para que englobassemos membranas contendo desde somente o
fosfolipidio mais comum em membranas (do tipo PC) até membranas que contivessem

lipopolisscarideos (LPS) de varios tipos.

Os espectros de RPE obtidos de amostras em que marcamos as membranas modelo
com sondas posicionadas no carbono 5 da cadeia acil do fosfolipidio mostraram mudancas
apenas sutis nas situacdes testadas (Figura 29 e Figura 30), o que indica que a presenca de

HGal-4 afeta pouco a organizacao lipidica na membrana.

Um conjunto de dados mais interessante foi obtido ao marcarmos os residuos de
cisteina da HGal-4. Na primeira sequéncia de experimentos, vimos que a presenca de um
fosfolipidio funcionalizado com lactose em sua cabeca polar leva a mudancas na dinamica da
proteina (Figura 32). A adicdo a composicao da membrana de um fosfolipidio com cabeca
polar negativa (POPA) levou a uma significativa reducdo da mobilidade das sondas em HGal-
4 (Figura 33), o que indica que a presenca de carga superficial negativa somada a de lactose
leva ao efeito mais pronunciado de restricdo de movimento, provavelmente do peptideo linker
(onde se encontra uma das sondas). Para tornar o modelo de membrana mais proximo a
membrana celular, realizamos, em seguida, experimentos com membranas cuja composicao
continha o elementos que se acredita sejam importantes para a formacdo dos chamados
dominios rafts (POPC/SM/Chol) na auséncia e na presenca de lipidios funcionalizados com
diferentes grupos glicosidicos (GM1, SulfBrain e SulfGalCer). Os espectros de RPE medidos
(Figura 34) mostram que HGal-4 responde de forma diferente as diferentes composicoes,

com as membranas contendo GM1 e SulfGalCer levando a uma maior imobilizagdo da sonda.

As membranas miméticas de rafts foram, ainda, adicionados diferentes tipos de
lipopoliscarideos (LPS) purificados de bactéria E. coli de deiferentes linhagens. Tais LPS
possuem distintas caracteristicas fisico-quimicas (Tabela 9), o que permitiu analisarmos a
influéncia dos grupos funcionais sobre a ligacdo de HGal-4 a membrana. Outra adi¢do a esta

parte do trabalho foi o uso também de galectina 1 (grupo proto) em experimentos
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semelhantes. Na Figura 37, vemos o0s espectros de RPE de HGal-4 e HGal-1 marcadas na
auséncia e na presenca dos diversos modelos de membrana. O resultado mais facilmente
percebido € o de aumento da dindmica da sonda em todas as situacdes. Mais especificamente,
pudemos identificar um aumento gradual de mobilidade em funcéo do tipo de LPS e, com
base nisto e nas informacdes da Tabela 9, propor um modelo de interacdo que justificasse 0s
resultados obtidos.

Ao final deste capitulo, fomos, portanto, capazes de explorar diversas facetas
estruturais e de interacdo de HGal-4 com ligantes relevantes para seu ciclo funcional. A
abordagem biofisica/bioquimica permitiu que fossem monitorados aspectos por diferentes
perspectivas e que modelos de mudangas conformacionais fossem propostos em todos 0s
casos. Na sequéncia de complexidade dos sistemas em estudo, o passo natural seguinte seria o
uso ndo de membranas modelo, mas sim de membranas celulares. Isto foi feito e os resultados

estdo apresentados e discutidos no capitulo que segue.
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Capitulo 2

Estudos funcionais da galectina-4 humana
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2.1 INTRODUCAO

No Capitulo 2 deste trabalho, damos prosseguimento a estratégia inicialmente tracada
de aumentar a complexidade dos sistemas em estudo envolvendo HGal-4. Assim, partindo dos
estudos biofisicos da HGal-4 e de seus dominios CRDs independentes ja apresentados no
capitulo anterior, estendemos agora nossa investigacdo ao reconhecimento de carboidratos na
superficie de diferentes células tumorais, bem como seu envolvimento na morte dessas células

e/ou no tratamento quimioterapico com cisplatina.

O numero de proteinas conhecidas que se ligam a carboidratos tem crescido nos
ultimos anos, estando dentre elas as galectinas. Estas proteinas reconhecem carboidratos
inatos que estdo diretamente ligados & patogenicidade e respostas imunes.'?®**° As galectinas-
1 e -3 sdo 0os membros mais extensivamente estudados e conhecidos da familia das galectinas,
sendo essas pertencentes aos grupos proto e quimera, respectivamente, e capazes de formar
(homo)oligbmeros bi ou multivalentes. Ja as galectinas do grupo tandem-repeat, por disporem
de dois CRDs distintos, sdo capazes de interagir com diferentes ligantes, formando um
crosslink e, portanto, possuir um numero ainda maior de funcbes devido a esta

heterogenidade, como discutido extensivamente no capitulo anterior.

Além disso, a galectina-4 humana é sintetizada como proteina citosélica, mas pode ser
externalizada por vias ndo-classicas. Desta forma, pode ser encontrada tanto no ndcleo, no
quanto no interior ou no exterior da célula, indicando que a HGal-4 pode ter diferentes
funcbes depedendendo da sua localizacdo. Em células normais, a galectina-4 é expressa
somente no trato alimentar (da lingua até o intestino grosso). E, ainda, frequentemente
encontrada em complexos relativamente insollveis, como componente tanto de juncdes
celulares ou em dominios do top lipid rafts em membranas.”® No entanto, niveis sltos de
expressdo de HGal-4 podem ser induzidos em outros tipos de tecidos, o que pode estar
relacionada com malignidades, como por exemplo cancer de figado e mamas.®® Entretanto,
como (e se) esta heterogenidade, localizagdo e fungdo podem influenciar as atividades
bioldgicas da galectina-4 permanece um aspecto ainda ndo compreendido.

Nessa conjuntura e, fazendo uso dos conhecimentos biofisicos/bioquimicos aqui
construidos, apresentamos neste capitulo resultados referente a interacdo de HGal-4 com
diferentes células tumorais (U87MG, T98G, HT-29) com dois intuitos: um de explorar a

interacdo galectina-glicano na superficie de membranas dessas células, dando continuidade ao
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aumento de complexidade de sistemas iniciado no capitulo anterior; e outro, na investigacdo
da influéncia da localizacdo (enddgena/exdgena) da HGal-4 sobre a viabilidade celular de
cada uma das linhagens tumorais, bem como sua influéncia em tratamentos quimioterapicos
de células. Para tanto, anticorpo policlonal contra galectina-4 humana foi aqui produzido para

dar suporte a investigacao.
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2.2 OBJETIVOS E JUSTIFICATIVA

Com o intuito de abranger diferentes facetas do problema galectina-carboidrato,
abordamos essas interacbes em um ambito mais funcional. Dessa forma, os objetivos

especificos deste capitulo sdo:

* Producdo de imunoglobulina policlonal de coelho anti-galectina-4 humana
(Anti-HGal4);

» Imunodeteccdo de galectina-4 humana em células tumorais;

= Interacdo galectina-4 humana com diferentes células tumorais;

= Avaliacdo do quimioterapico cisplatina na presenca enddgena e/ou exdgena de

galectina-4 humana.
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2.3 MATERIAIS E METODOS

As etapas procedentes de manipulacdo de animal foram devidamente acompanhadas
por profissionais junto ao Laboratério de Glicoimunobiologia, chefiado pelo Prof. Dr.
Marcelo Dias Baruffi e do Biotério da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto
(FCFRP-USP). Os experimentos de viabilidade célular (MTT e citometria de fluxo) foram
realizados em colaboragdo com a pds-doutoranda Dra. Thalita Bachelli Riul, sob superviséo
do Prof. Dr. Baruffi.

2.3.1 Animal

Os experimentos foram realizados utilizando-se um coelho albino, macho e adulto
(New Zeland) pesando em torno de 2,5 kg, adquirido junto ao Biotério Central do Campus da
Universidade de Sdo Paulo, campus de Ribeirdo Preto. O animal foi mantido em biotério
convencional, com livre acesso a agua e alimento, no Biotério da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (FCFRP-USP).

O presente projeto possui aprovacdo do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA —

USP, Campus de Ribeirdo Preto) com o protocolo de numero 12.1.1571.53.6.
2.3.2 Producéo de Imunoglobulina Policlonal de Coelho Anti-Galectina-4 Humana
2.3.2.1 Imunizacéo de Animal e Obtencgdo do Soro de Coelho

Para a producdo de imunoglobulina policlonal anti-galectina-4 humana, um coelho
albino, macho e adulto (New Zealand) foi imunizado com galectina-4 humana recombinante
emulsificada com adjuvante completo ou incompleto Freund (Sigma-Aldrich, USA) conforme

protocolo descrito por Harlow e Lane. ™!

A primeira imunizacdo foi realizada com a injegdo de HGal-4 emulsificada com
adjuvante completo Freund (Sigma-Aldrich, USA) na proporcdo 1:1 no dorso do animal.
Previamente a primeira imunizacdo, foram colhidos 5 mL de sangue total do coelho para
obtencdo do soro pré-imune. Foram realizadas mais seis imunizagfes (totalizando sete
imunizacGes) uma a cada 15 dias, sendo injetada intramuscularmente uma emulsao de HGal-4
e adjuvante incompleto Freund (Sigma-Aldrich, USA) na proporc¢éo 1:1, de forma que, a cada
imunizacgdo, uma alterndncia de injegéo entre as quatro patas foi realizada. Anteriormente a

cada nova imunizagdo, foram colhidos 5 mL de sangue total a fim de se determinar a
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quantidade de anticorpos anti-HGal-4 no soro para a analise da eficiéncia do procedimento de

hiperimunizacéo.

O sangue total foi mantido por 1 hora a temperatura ambiente para a formacao de
coagulo e posterior coleta do soro. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 1060 g por
10 minutos a 20°C. Separado o0 soro, aqueceu-se a 56°C por 30 minutos para inativacdo das
proteinas de Sistema Complemento, foi aliquotado e armazenado a -20°C. Apds a
confirmacdo do procedimento de hiperimunizacdo, por ELISA (Enzyme-linker
Immunosorbent Assay) e/ou Western-blotting, foi realizada a “sangria branca”, procedimento
pelo qual o coelho foi devidamente anestesiado para a coleta méxima de sangue total via
puncdo cardiaca. O soro hiperimune foi obtido como descrito anteriormente e armazenado a -

80°C até o momento da purificacéo.
2.3.2.2 Purificacao das Imunoglobulinas Anti-HGal-4 do Soro de Coelho

O soro de coelho hiperimune obtido contendo as imunoglobulinas anti-HGal-4 foi
purificado via precipitacdo por solucdo saturada de sulfato de amonio 40% (m/v), adicionada,
gota a gota, sob leve agitacdo por 30 minutos. O material foi mantido a 4°C por 12 horas e,
em seguida, centrifugado a 3000 g por 10 minutos, ressuspendido em agua e dialisado contra
tampé&o PBS a 4°C, durante 2 dias, trocando-se o tampéo 3 vezes ao dia. O soro dialisado foi
esterilizado por filtragdo com o uso de membrana de 0,22 um e quantificado por medida de
absorcdo optica em 280 nm. Entdo, foi utilizada uma coluna de resina de proteina G (Protein
G Sepharose TM 4 Fast Flow, GE Healthcare) para a obtencdo de imunoglobulinas da classe
G (IgG) a partir do soro-imune anti-HGal-4. O material biolégico foi aplicado na coluna,
previamente equilibrada com tampéo PBS, lavada com 0 mesmo tampao PBS e 0s anticorpos
ligados a coluna foram eluidos com solugédo 0,1 M glicina pH 2,8. As aliquotas coletadas da
coluna foram neutralizadas com 1 M K;HPO, pH 10. A eluicdo foi concentrada em
concentrador VivaspinTM (GE Healthcare) MWCO 100 kDa e dialisado contra tampédo PBS.
A solucdo de anticorpos foi filtrada em membrana de 0,22 um em ambiente esteril,
aliquotadas e armazenadas a 4°C. As amostras de anticorpos foram quantificadas pela medida
de sua absor¢do Optica em 280 nm e a concentracdo calculada utilizando-se o coeficiente de

extinGao egonm = 1,35.1%2
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2.3.3 Obtencao e Cultura de Células

As células tumorais neurais humanas da linhagem T98G, U251 e U87MG foram
cedidas gentilmente pelo Prof. Dr. Marcelo Dias Baruffi (FCFRP-USP) e mantidas em meio
DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium, Invitrogen, USA), suplementado com 10%
(v/v) de soro bovino fetal e 1% de penicilina e estreptomicina, em cdmara Umida a 5% CO; a
37°C, e trocado a cada 3 dias por meio completo. As células de carcinoma coloretal humano
da linhagem HT-29 foram doadas gentilmente pelo Prof. Dr. Wilson Aradjo da Silva Junior
da Fundacdo Hemocentro de Ribeirdo Preto, vinculada a Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto (FMRP-USP) e foram mantidas nas mesmas condigdes que as células tumorais neurais.
O subcultivo celular foi realizado em garrafas de 25 ou 75 cm? (Costar-Corning, USA) e com
uso de solucdo de tripsina-EDTA (Invitrogen, USA) por 10 minutos e, entdo, adicionou-se

meio completo para a inativacdo da tripsina.
2.3.4 Western-Blotting

As culturas celulares foram tripsinizadas e lavadas com tampédo PBS e, entdo, as
proteinas foram extraidas com tampdo RIPA (Radio immunoprecipitation assay) e mantidos
sob agitacdo durante 20 minutos a 4°C. Subsequentemente, centrifugou-se a 10.000 rpm a 4°C
e, cuidadosamente, transferiu-se o sobrenadante para um novo tubo, armazenando-se o

material a -80°C até o momento do uso.

As amostras (5 pg do extrato de cada célula) foram submetidas a eletroforese em gel
de poliacrilamida 15% (SDS-PAGE) e eletrotransferéncia, por 80 minutos, do gel para a
membrana de nitrocelulose, utilizando-se o sistema Mini Trans-Blot® Cell (BioRad), a 70V
constantes e corrente de 350 mA. Apos a transferéncia, a membrana foi submetida a etapa de
blogueio em tampdo TBS-T (Tris buffer solution contendo 0,05% de Tween-20) acrescido de
5% (m/v) de leite em po6 desnatado durante 12 horas, sob agitacdo branda, a temperatura
ambiente. Em seguida, a membrana foi lavada 5 vezes com tampdo TBS-T, com 5 minutos
para cada lavagem. Entéo, a membrana foi incubada com o anticorpo primério anti-HGal-4
(1:1000) em tampéo TBS-T e 5% (m/v) de leite em po desnatado por 2 horas, a temperatura
ambiente, sob agitacdo. A membrana foi lavada 5 vezes e, em seguida, incubada com o
anticorpo secundario anti-rabbit (peroxidase-conjugated affinipure goat anti-rabbit 1gG,
Jackson ImmunoResearch, EUA), na proporcao 1:2500, em tampé&o de bloqueio por 1 hora, a

temperatura ambiente, sob agitacdo. Ao término da incubacéo, as membranas foram lavadas e
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as proteinas foram detectadas por quimioluminescéncia pela adi¢do da solucdo de deteccdo
LuminataTM Forte Western HRP Sustrate (Merck MilliPore), segundo as instru¢bes do
fabricante. A deteccdo foi realizada por exposi¢cdo da membrana em um fotodocumentador

ChemiDoc (BioRad) ou por revelacdo em filme fotografico.

2.3.5 Avaliacéao da ligacao de galectina-4 na superficie de células tumorais por citometria
de fluxo

A interacdo de galectina-4 em superficies das células tumorais foi analisada por
citometria de fluxo no aparelho BD FACSCanto | (BD Biosciences) no Laboratério de
Citometria de Fluxo do Centro de Multiusuarios da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirdo Preto (FCFRP-USP) e os dados foram tratados e analisados pelo programa BD
FACSDiva (BD Biosciences).

Para estes ensaios, primeiramente, a proteina foi marcada com o fluor6foro
isotiocianato de fluoresceina (FITC), em tampéo borato 50 mM, pH 8,5 na presenca de 100
mM de lactose, para evitar a ligacdo do fluor6foro em aminas livres no sitio de ligacdo dos
CRD:s e, assim, preservar a atividade lectinica. A solucdo foi incubada sob abrigo de luz, a
temperatura ambiente por uma hora e, entdo, submetida a cromatografia de exclusdo
molecular em coluna HiTrap Desalting (5 mL) para a remocéo de excesso de FITC livre e de
lactose, obtendo-se assim a proteina marcada HGal-4-FITC.

Em seguida, 10° células tumorais de cada uma das linhagens (HT29, US7MG e T98G)
foram incubadas com HGal-4-FITC (0,2, 1 e 5 uM), na presenca ou ndo de lactose ou
sacarose, em banho de gelo, por 60 minutos em tubos préprios para citometria de fluxo. Apds
esse tempo, as células foram lavadas de 1 a 2 vezes com PBS (centrifugadas a 1.000 g, 10
min) e ressuspendidas em 200 pL de PBS para, entéo, as medidas serem realizadas.

2.3.6 Avaliacdo do envolvimento da galectina-4 na morte de linhagens tumorais

induzidas por cisplatina

Células das linhagens tumorais U87TMG, T98G e HT-29 foram colocadas em placas de
cultura de 96 pocos (1 x 10* células por pogo) em 200 pL de meio DMEM suplementado com
10% (v/v) de soro bovino fetal e 1% de penicilina e estreptomicina, em cdmara Umida a 5%
CO; a 37°C. Apds a aderéncia dessas células (cerca de 24 horas), o meio de cultura foi

retirado e substituido por meio contendo diferentes concentracBes de cisplatina (Sigma-
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Aldrich, USA) (37,5, 75 e 150 puM), ou na concentragdo de 75 uM de cisplatina na presenca
ou auséncia de diferentes concentracdes de HGal-4 (5, 1 ou 0,2 puM). Apds 48 horas, foram
adicionados 20 pL de uma solugdo 5 mg/mL de MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
Diphenyltetrazolium Bromide, Sigma-Aldrich, USA) e as células foram entdo incubadas
novamente por 37°C por mais 4 horas. O meio de cultura foi removido e os cristais de
formazan dissolvidos com 100 pL de dimetilsulfoxido (Sigma-Aldrich, USA). A absorbéancia
da solucdo obtida foi lida em 570 nm em espectrofotdmetro SpectraMax — Molecular Devices.
Células ndo tratadas com cisplatina foram utilizadas como controle de viabilidade do

experimento.

Alternativamente, 5 x 10° células de cada linhagem foram adicionadas em placa de 24
pocos e foram tratadas com as mesmas concentracdes de cisplatina e/ou HGal-4 por 48 horas.
A viabilidade das células sob diferentes tratamentos foi avaliada por marcacdo com anexina
V-GFP e iodeto de propideo por citometria de fluxo. Brevemente, ap6s os tratamentos as
células foram tripsinizadas, lavadas com tampéo para anexina-V (10 mM HEPES, 150 mM
NaCl, 5 mM KCI, Im M MgCl, e 1,8 mM CacCl,) suspensas em 100 pL do mesmo tampéo e
incubadas por 15 minutos com cerca de 1 pg de anexina-V-GFP (produzida e cedida pelo
Laboratério de Glicoimunobiologia da FCFRP) em tubos préprios para citometria de fluxo.
No momento da aquisi¢do, 2 uL de uma solucdo 10 pg/mL de iodeto de propideo foram
adicionados ao tubo, e as populacdes celulares positivas para os dois marcadores (Anexina-V

e iodeto de propideo) foram consideradas como mortas.
2.3.7 Andlise Estatistica

A anlise estatistica dos resultados foi realizada com o programa GraphPad Prism® 6
(GraphPad Software, USA). Foi usada a anélise de variancia entre os grupos (ANOVA) “one

way” e o teste complementar de Bonferroni, considerando um nivel de significancia de p <

0,05. 1%
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2.4 RESULTADOS E DISCUSSOES
2.4.1 Producéo de Imunoglobulina Policlonal Anti-galectina-4 humana

A imunizacdo do animal com galectina-4 humana foi realizada com sucesso como
descrito anteriormente. Ensaios imunoenzimaticos, como ELISA e Western-blotting,
comprovaram a eficiéncia da imunizagdo através de reacdes controladas por dilui¢cbes do soro
pré-imune, em que HGal-4 imobilizada ndo foi reconhecida. Desta forma, foi demonstrado
gue 0s soros imunes apresentavam concentracGes crescentes de anticorpo anti-galectina-4
humana (anti-HGal-4) em funcdo do tempo de hiperimunizacédo (dados ndo mostrados) e que

o processo de “sangria branca” do animal para a coleta do soro total poderia ser realizado.

Ap0s a obtencdo do anticorpo policlonal anti-HGal-4 através da purificacdo do soro
hiperimune por afinidade, foi avaliado o nivel de reacdo deste anticorpo para outros membros
da familia das galectinas (galectina-1 humana, HGal-1; galectina-3 humana, HGal-3 e
galectina-12 humana, HGal-12; amostras cedidas pelo grupo do Prof. Dr. Marcelo Dias
Baruffi) na quantidade de 250 ng de cada galectina, por Western-blotting (Figura 38).
Podemos observar na Figura 38 que o anticorpo anti-HGal-4 reconheceu somente a galectina-
4 humana, assim como seus dominios individuais (colunas 3, 4 e 5, respectivamente) e nao as
outras galectinas HGal-1, HGal-3 ou HGal-12, indicando alto nivel de especificidade desse

anticorpo para HGal-4 e para seus dominios.
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Figura 38 — Analise da imunoreatividade do anticorpo anti-HGal-4 para outras galectinas humanas por
Western blot. Amostras nas colunas: (1) HGal-1; (2) HGal-3; (3) HGal-4; (4) CRD-I da HGal-4; (5)
CRD-Il da HGal-4; (6) HGal-12, proteinas a uma quantidade de 250 ng. (Amostras cedidas pelo
grupo do Prof. Dr. Marcelo Dias Baruffi).

Fonte: Elaborada pela autora.
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2.4.2 Imunodeteccao de Galectina-4 em Diferentes Linhagens Celulares Tumorais

Primeiramente, foram verificados os niveis de expressdo da proteina galectina-4 em
diferentes linhagens celulares: T98G, U251, U87MG e HT-29. Com a obtencdo do anticorpo
anti-HGal-4 funcional, foi realizada a imunodeteccéo via Western blot de galectina-4 em cada
uma das células. Assim, foi comprovada a presenca de HGal-4 somente nas células HT-29 e
ndo nas demais células tumorais (Figura 39), indicando que HT-29 expressa galectina-4 de
forma endogena. Ja& é descrito na literatura que as células de adenocarcinoma HT-29
superexpressam galectina-4'** e as células de glioblastoma T98G, U251 e U87MG ndo

expressdo ou expressam muito pouco essa proteina.*®
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Figura 39 - Imunodetec¢do de HGal-4 em diferentes linhagens celulares por Western blot. Amostras nas
colunas: (1) T98G, (2) U251, (3) US7TMG, (4) HGal-4 e (5) HT-29 testadas para imunoreatividade
com anticorpo anti-HGal-4.

Fonte: Elaborada pela autora.

2.4.3 Interacdo da galectina-4 na superficie celular de diferentes linhagens celulares

A galectina-4 marcada com isotiocianato de fluoresceina (FITC), HGal-4-FITC, em
varias concentracdes, foi incubada com as diferentes células (T98G, U87TMG e HT-29) para a
investigacdo de interagdo da proteina com a superficie celular de tais células por meio de

citometria de fluxo.

Observamos pelos histogramas na Figura 40 que a mediana da intensidade de
fluorescéncia das células aumenta com o aumento da concentragdo de proteina HGal-4-FITC
adicionada ao tubo e ligada a superficie das células o que mostra que a proteina reconhece
glicanos presentes na superficie celular. O mesmo experimento, nas mesmas condi¢fes, na

presenca de lactose ou sacarose, também foi realizado. Desta forma foi possivel observarmos
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que a lactose inibe a ligacdo da galectina as células, isto é, o excesso de lactose na solugéo
(100 mM) desloca a ligacdo de HGal-4 da superficie das células, diminuindo a intensidade de
fluorescéncia observada, o que concorda também com nossos resultados de hemaglutinacédo
(Figura 12). Assim como observado a partir de alguns resultados do capitulo anterior,
podemos inferir que lactose compete com os glicoconjugados pelos sitios de ligagdo na
galectina-4, talvez indicando maior preferéncia de HGal-4 pelos ligantes disponiveis em
solucdo. E, na presenca de sacarose, esse efeito ndo é observado, o que também concorda com
0s nossos resultados de hemaglutinacdo (Figura 12). Ainda, podemos notar que o efeito de
reconhecimento/ligagdo da proteina-glicano é ainda mais proeminente na célula HT-29 (barra
preta). Este resultado indica que existe uma inter-relacdo entre a presenca de galectina-4
enddgena e a presenca de ligantes com a HGal-4 exdgena no reconhecimento/ligacdo desta
com a superficie de células HT-29, uma vez que esta é a Unica linhagem utilizada neste
trabalho que expressa HGal-4. Cabe ressaltar que HT-29 sdo células tumorais de intestino e
que ja foi reportado que células de intestino possuem 0s componentes necessarios para a
formacdo de dominios rafts.® Nossos resultados utilizando sistemas miméticos de membrana
rafts e contendo lipidios funcionalizados com actcar (GM1 e LPS, Figura 34 e Figura 37)
indicam que tal composicdo de membrana é aquela que leva as maiores alteragdes estruturais
em HGal-4. O conjunto de resultados obtidos com miméticos de membrana e com células
tumorais sugere que a composicao lipidica contendo colesterol e esfingomielina juntamente
com a presenca de glicoconjugados funcionalizando a cabeca dos lipidios de membrana
podem ser os fatores moleculares determinantes da maior resposta observada para células HT-
29.
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Figura 40 — Interacdo galectina-4 humana marcada com FITC (HGal-4-FITC) com as linhagens celulares
Us7MG (E-1), T98G () e HT-29 (IM) na auséncia ou presenca de 100 mM de lactose ou
sacarose nas concentragdes de proteina de 0,2, 1 e 5 mM.

Fonte: Elaborada pela autora.

2.4.4 Avaliagdo da viabilidade das diferentes células tumorais frente ao tratamento com

cisplatina

A cisplatina é uma das drogas mais potentes e mais amplamente utilizadas em
tratamentos quimioterdpicos em alguns tipos de cancer solido, como cancer nos testiculos,
prostata, ovario, cabeca e pescoco.™*® A cisplatina é um composto inorganico neutro que reage
com o DNA induzindo alguns efeitos biolégicos que culminam nos processos de reparacao do

DNA e no ciclo celular ou ativando o programa de apoptose irreversivel.**

As celulas tumorais foram tratadas com cisplatina em diferentes concentracées (37,5,
75 e 150 uM) por 72h, com analise em sequéncia da viabilidade das celulas por citometria de
fluxo, em que buscamos a taxa de morte/apoptose frente ao tratamento com o quimioterapico.
O resultado da citometria das células marcadas com Anexina V (AnV+) e lodeto de propideo
(P1+) sdo mostrados no histograma da Figura 41. Observamos que a quantidade de células
mortas aumenta gradativamente com o aumento da dosagem de cisplatina para as trés

linhagens celulares (UB7MG, T98G e HT-29), mostrando que essas células possuem uma
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resposta dose-dependente frente ao tratamento. De posse desse resultado, estabelecemos uma
dose de 75 uM de cisplatina para os estudos subsequentes de tratamento das células com esse

farmaco na presenca de HGal-4 exdgena.
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Figura 41 - Avaliacdo da viabilidade das linhagens celulares Us7MG (CZ), T98G () e HT-29 (IM) frente
ao tratamento de cisplatina em diferentes concentracfes por citometria de fluxo. As células
positivas para a marcacao de AnexinaV+/Pl+ sdo consideradas mortas/apoptdticas. As células foram
tratadas por 72h com cisplatina e células sem tratamento foram consideradas como controle de
viabilidade (CV).

Fonte: Elaborada pela autora.

2.4.5 Efeito da galectina-4 humana na viabilidade das células tumorais frente ao

tratamento com cisplatina

Os experimentos de interacdo da galectina-4 com diferentes células tumorais
mostraram que esta reconhece e se liga a glicoconjugados presentes na superficie dessas
células e que as células tratadas com a cisplatina séo levadas a morte/apoptose. A partir desse
cenario, foi investigado, atraves de citometria de fluxo, o efeito da presenca de galectina-4

exogena e/ou enddgena no tratamento quimioterapico.

Antes disso, verificamos se a cisplatina interfere nos niveis de expresséo da HGal-4
nas células HT-29 e T98G por Western-blotting. As células foram tratadas por 72 horas com
diferentes concentragdes de cisplatina (37,5, 75 e 150 puM) e depois foi feito um extrato
proteico dessas células. Utilizando o anticorpo anti-HGal-4 foi realizada a imunodetecgdo da

galectina-4 nas ceélulas tratadas com cisplatina e podemos observamos na Figura 42 a
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deteccdo desta somente nas células HT-29. Além disso, os niveis de expressdo de HGal-4 ndo
sdo alterados com o tratamento de cisplatina, independente da dosagem utilizada. Na Figura
42 é mostrada também a banda em torno de 50 kDa referente a a-tubulina, presente em todas

as celulas, usada como controle do experimento.
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Figura 42 - Imunodeteccio de HGal-4 e a-tubulina em diferentes linhagens celulares frente ao tratamento
de cisplatina em concentrages diferentes. Amostras nas colunas de (1-4) células HT-29: (1) sem
tratamento, tratamento com cisplatina a (2) 37,5 uM; (3) 75 uM e (4) 150 puM; Amostras nas
colunas de (5-8) células T98G: (5) sem tratamento, tratamento com cisplatina a (6) 37,5 uM; (7) 75
KM e (8) 150 uM. Ao centro, a galectina-4 funcionando como controle positivo.

Fonte: Elaborada pela autora.

Os ensaios de MTT mostram a viabilidade celular frente ao tratamento com cisplatina
e a presenca de HGal-4. A Figura 43 mostra os resultados dos ensaios de MTT com células
tratadas com 75 UM de cisplatina e na presenca de diferentes concentra¢fes de HGal-4 (0,2, 1
e 5 uM). Podemos observar gque a presenca somente de HGal-4 quase néo altera a viabilidade
das trés linhagens celulares (as trés barras da direita de cada célula). No entanto, verificamos
que a taxa de viabilidade celular das células U87MG e T98G, que ndo expressam HGal-4, é
ligeiramente menor quando o tratamento é realizado na presenca de galectina-4 comparado a
viabilidade celular na auséncia desta. Ja as células HT-29, que expressam HGal-4, apresentam
um discreto aumento na viabilidade das células com o aumento da concentracdo de HGal-4

exogena.
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Figura 43 — Avaliacdo da viabilidade das linhagens celulares US7TMG (EZ1), T98G () e HT-29 (IH)
frente ao tratamento com cisplatina e galectina-4 por ensaios de MTT. As células fora,
tratadas com 75 pM de cisplatina e/ou galectina-4 nas concentragfes de 0,2, 1 e 5 pM, por 72
horas.

Fonte: Elaborada pela autora.

Esses dados mostram que a presenca de galectina-4 ndo parece desempenhar nenhum
papel de potencializar a morte celular no caso de U87MG. Entretanto, para as células T98G,
que assim como U87MG néo produzem galectina-4, se observa uma diminuicdo gradual da
viabilidade celular quando galectina-4 € associada a cisplatina. Apesar da variagdo no
percentual de viabilidade celular diminuir apenas sutilmente entre doses vizinhas na Figura
43, podemos perceber que a variagdo entre a amostra apenas com cisplatina e aquela contendo
cisplatina e a dose maximo de galectina-4 esta fora da barra de erro estatistica, 0 que sugere
que possa haver um limite minimo de dose de galectina para que algum efeito de potencializar
a morte celular possa ser percebido. Ou seja, a partir de uma dada concentracdo de galectina-4

externa, maior a mortalidade dessas células.

As ceélulas HT-29, que produzem galectina enddgena, apresentam uma resposta
distinta a presenca de galectina-4 quando comparada com as células U87TMG e T98G. Vemos
na Figura 43 que a presenca de HGal-4 exdgena nas células HT-29 funciona como uma

protecdo a elas, ou seja, o tratamento cisplatina+galectina-4 mata menos células HT-29.
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Novamente, a variagdo percentual de viabilidade celular entre amostras contendo doses
sequenciais de galectina-4 € pequena. Entretanto, a variacdo observada entre a amostra tratada
com a dose maxima de galectina e aquela tratada apenas com cisplatina parece ser
significativa, o que indicaria que o efeito ocorreria a partir de uma dose de galectina-4, ndo
sendo observado para concentragdes de HGal-4 abaixo de um limiar. Podemos inferir
também, pelos ensaios de MTT, que a viabilidade celular estd intimamente ligada a presenca
interna e externa da galectina-4 nas células. Em outras palavras, este € um indicio de que a
adicdo de HGal-4 ao tratamento quimioterapio pode ajudar e/ou potencializar a acdo da droga

para aqueles tipos de tumore onde a expressao de HGal-4 é baixa ou ndo detectada.

Para uma melhor avaliacdo do efeito de cisplatina na presenca de HGal-4 exdgena na
viabilidade das linhagens tumorais, foi realizada também a andlise por citometria de fluxo nas
mesmas condicdes que os ensaios de MTT. O resultado da citometria das células marcadas
com AnV+ e Pl+ sdo mostrados no histograma da Figura 44 (as células U87MG ndo
mostraram resultados comparéveis e, portanto, ndo foram aqui incluidas). Os resultados
obtidos na citometria de fluxo mostram que o tratamento com cisplatina na presenca de
galectina-4 aumenta ligeiramente a morte das células da linhagem T98G, porém esse aumento
sO é significativo em relacdo aos controles sem tratamento. J& para as células HT-29, esse
efeito € mais pronunciado: o nimero de células mortas aumenta significativamente com o
aumento de HGal-4 exdgena no meio, na presenca de 75 UM de cisplatina. Como mostrado
também no ensaio de MTT, a presenca apenas de HGal-4 exdgena no meio ndo altera a
viabilidade das duas linhagens testadas. Este pode ser um indicio de que as células HT-29,
que expressam Gal-4 constitutivamente (Figura 42), possam ter mais ligantes para essa
lectina (como mostrado na Figura 40) e, assim, serem mais sensiveis a a¢do da cisplatina na
presenca de HGal-4 exdgena, como mostrado na Figura 44. No entanto, essa hipotese ainda

deverd ser estudada mais a fundo futuramente.
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Figura 44 - Avaliacio da viabilidade das linhagens celulares T98G () e HT-29 (Hl) frente ao
tratamento de cisplatina (75 puM) na presenca de diferentes concentracfes de galectina-4
humana (0,2, 1 e 5 pM). As células positivas para a marcacdo de AnexinaV+/Pl+ sdo
consideradas mortas/apoptoticas. As células foram tratadas por 72h com cisplatina e células sem
tratamento foram consideradas como controle de viabilidade (CV). Os valores de p indica valores
comparaveis, sendo que * indica p < 0,05, ** indica p < 0,01 e *** indica p < 0,001.

Fonte: Elaborada pela autora.
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2.5 CONCLUSOES

A producéo de anticorpo policlonal anti-galectina-4 humana (anti-HGal4) foi realizada
com éxito, comprovada pela alta reatividade e especificidade no reconhecimento somente da
propria proteina, assim como de seus dominios CRDs isolados (Figura 38). Desta forma,
utilizamos esses anticorpos para a detec¢do de expressdo enddgena de HGal-4 em células
tumorais HT-29 (Figura 39).

E conhecido que células tumorais possuem maiores quantidades de
glicanos/glicoconjugados em sua superficie de membrana.**” Usufruindo da principal
atividade das galectinas no que diz respeito a reconhecimento de glicanos, hd um grande
interesse farmacoldgico em se utilizar galectinas como biomarcadores em prognéstico em
alguns tipos de canceres e terapias.”> Neste contexto, primeiramente, utilizamos as células
tumorais US7MG, T98G e HT-29 na investigacdo de interacdo galectina-glicano em sistemas
de membranas mais complexos, uma vez que ja exploramos a interacdo em sistemas
miméticos mais simples. Os dados estatisticos dos experimentos de citometria de fluxo
(Figura 40) mostram que galectina-4 reconheceu todas as trés linhagens celulares tumorais.
Assim como foi realizado nos ensaios de hemaglutinacdo, procedemos o experimento de
ligacdo/reconhecimento com as células tumorais na presenca de lactose e sacarose. E, como
de praxe, a adicdo de lactose no sistema foi capaz de inibir a interagdo com a membrana das
células tumorais e, com a adicdo de sacarose, nenhum efeito foi observado. Este efeito é
maior com 0 aumento de concentracdo de galectina no sistema e, no caso da HT-29, célula
que expressa HGal-4, a ligacdo/reconhecimento é ainda maior e mais efetiva. Podemos
relacionar esse maior e/ou melhor reconhecimento da HGal-4 nas células HT-29 ao fato da
presenca enddgena e exogena de galectina-4 no meio e/ou galectina-4 ser um marcador de
dominios rafts lipidicos em sua membrana. Como ja mencionado, HT-29 sdo células tumorais
intestinais e, portanto, devem possuir dominios do tipo raft. Como mostramos no capitulo 1,
HGal-4 tem efeito de interacdo com miméticos de membrana do tipo raft e na presenca de
glicolipidios (GML1 e LPS).

Em segundo momento, investigamos o efeito da presenca de HGal-4 no tratamento
quimioterapico com cisplatina. A cisplatina é hoje um dos quimioterapicos mais utilizados em
terapias anticancer.’® Nesse ambito, examinamos a viabilidade celular frente ao tratamento
com cisplatina, que mostrou eficacia de morte para as células aqui em estudo.

Subsequentememte, adicionamos e variamos a concentracad de galectina-4 externa a celula.
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Assim como no reconhecimento de células tumorais, observamos dois aspectos distintos das
respostas aos tratamentos: um para células que ndo expressam HGal-4 (US7TMG e T 98G),
onde ndo foi observado maiores mudancas com/sem galectina-4 exdgena; e outro para aquela
que expressa HGal-4, as células HT-29. Novamente, a resposta mais proeminente foi para a
HT-29.

Muitos pesquisadores tém explorado a possivel utilizagdo de galectinas como
marcadores de cancer. Nao sO a possibilidade, mas empresas como a Galectin Therapeutics

(http://galectintherapeutics.com/) e a Galecto Biotech (http://galecto.com/) ja se utilizam deste

advento para terapias personalizadas de tratamento de canceres. As galectinas mais
investigadas até o presente momento sdo as galectina-1 e galectina-3, pertencentes ao grupo
proto e quimera, respectivamente. Entretanto, sdo restritas as informacdes acerca de galectinas
do grupo tandem-repeat, do qual a galectina-4 faz parte. Caracteristicas como multivaléncia e
reconhecimento de diferentes tipos de ligantes fazem com que se tenham um interesse ainda
maior por galectina-4. Além de marcador de malignidade em alguns tipos de cancer, em
outros, onde esta presente internamente, a HGal-4 pode ser ndo um marcador, mas um alvo a
ser inibido. Inibir sua atividade pode ser um componente importante no tratamento anti-

cancer.>®

Com os resutados obtidos nos Capitulos 1 e 2, acreditamos ter alcancado informacdes
relevantes e abrangentes sobre o problema interagdo galectina-glicano, que vao desde a
bioficia/bioquimica da proteina em si até a sua interacdo com sistemas mais complexos de

células tumorais.


http://galectintherapeutics.com/
http://galecto.com/
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Capitulo 3

Investigacao estrutural da regiao C-terminal do receptor

neurotensina 1
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3.1 INTRODUCAO

No Capitulo 3, apresentamos parte do trabalho realizado durante um ano de estagio na
University of Oxford, sob orientacéo do Prof. Dr. Anthony Watts. O grupo do Prof. Watts vem
desde muito tempo realizando trabalhos pioneiros na interface Biologia, Quimica e Fisica,
com publicagdes verdadeiramente multi e transdisciplinares em problemas de interesse
bioldgico e biotecnoldgico, tais como pesquisa de alimentos, processamento de lipideos e
producdo de bioativos relacionados a doencas diversas, desenvolvimento de pesticidas e
transporte de farmacos. A abordagem empregando uma pletora de métodos
biofisicos/bioquimicos, como RMN, RPE, ultracentrifugacdo, difracdo de raios-X,
calorimetria, tem oferecido respostas detalhadas as questdes em investigacao.

Usufruindo do amplo conhecimento do grupo do Prof Watts e a infraestrutura da
Universidade, trabalhamos em um dos seus principais projetos: o receptor de neurotensina-1
(NTS1). Este trabalho foi realizado em conjunto com a entdo aluna de doutorado Patricia M.
Dijkman e, até 0 momento, encontra-se em processo de publicacdo. O trabalho completo esta

descrito adiante.

3.1.1 Proteinas de membrana

Em sistemas bioldgicos, o interesse em se determinar o arranjo estrutural de
macromoléculas e como este esta relacionado com funcdes especificas dentro das células é
conhecido como paradigma estrutura-funcdo. Dois métodos experimentais tém contribuido
significativamente para desvendar aspectos desse paradigma: cristalografia por difracdo de
raio-X e ressonancia magnetica nuclear (RMN). Em ambos 0s casos, e respeitando suas
limitagdes, informacdes em nivel atdmicas sobre as moléculas de interesse podem ser obtidas
como, por exemplo, a descri¢cdo da estrutura tridimensional. No entanto, a determinacdo de
estrutura de macromoléculas de altas massas moleculares e instaveis, como proteinas de
membrana, ainda € um desafio para esses métodos de determinacdo estrutural. Alem disso, em
muitos casos tem-se interesse ndo somente na descricdo das distancias inter e
intramoleculares, mas também nas varri¢fes das distancias que ocorrem préximo a condi¢do
fisiologica correspondente a mudangas em regides relevantes relacionadas a funcdo da

proteina.
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Portanto, assumindo que o entendimento de processos bioldgicos é determinado pela
estrutura tridimensional das moléculas e pelas mudangas conformacionais que a estrutura
experimenta, segue-se imediatamente que os métodos que permitem a determinacdo estrutural
e/ou monitoram mudancas conformacionais tém um papel fundamental neste contexto. Como
referido anteriormente, dois métodos sdo bem estabelecidos para este propésito e sdo
altamente eficazes para proteinas globulares e solGveis. No entanto, alguns processos
bioldgicos requerem a formacdo de complexos supramoleculares, e que continuam sendo um
desafio para os métodos de raio-X e RMN pois envolvem proteinas que sdo muito dificeis de
se cristalizar ou que ndo se reorientam rapidamente em solucédo, fatores limitantes para cada
método, respectivamente. H& algumas estruturas de proteinas complexas disponiveis na
literatura, mas que sdo excecdes e ressaltam a importancia de se desenvolverem novos

métodos para tal propdsito.

A determinacdo de estrutura de proteinas de membrana com resolucdo atdmica tem
grande interesse na biologia estrutural. As proteinas de membrana correspondem a um tergo

138,139 sendo também o alvo

de todas as proteinas codificadas e expressas num genoma
farmacoldgico de varias drogas utilizadas no mercado. Além disso, as mutacdes em proteinas
de membrana podem promover doencas cardiacas, neuroldgicas, asmas, enxaquecas, dentre

outras disfuncdes.**

3.1.2 Receptor Neurotensina 1 (NTS1)

As proteinas de membrana sdo responsaveis por mediar processos bioldgicos
importantes como transporte, transducao de energia em sistemas respiratorio e transducdo de
sinal. Em outras palavras, essas proteinas servem como interface de comunicagdo entre o
meio externo e interno das células. Os receptores acoplados a proteina G (G-protein coupled
receptor, GPCRs), tais como horménios e neurotransmissores, sao a maior e mais diversa
familia de proteinas de membrana envolvidas em respostas celulares, sendo responsaveis pela
visdo, olfato e paladar.*** Eles funcionam pela deteccdo de um amplo espectro de sinais
extracelulares (fétons, ions, pequenas moléculas e proteinas inteiras) e, no estado ativo, 0s
GPCRs passam por mudangas conformacionais que podem causar uma resposta celular
durante o processo de sinalizacdo.**® Além disso, dada sua variedade, os GPCRs s&o

potenciais alvo farmacologicos para o desenvolvimento de novos farmacos.
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Os GPCRs sdo caracterizados pela presenga de sete hélices transmembranas (TM)
interligadas por loops alternados inter e extracelulares (Figura 45a). Eles séo classificados
com base em suas sequéncias e similaridade estrutural em 5 subfamilias: classe A (semelhante
a rodopsina), classe B (semelhante a secretina), classe C (metabotrépicos de
glutamato/feroménios), receptores de adesdo e receptores frizzled.'* Embora possuam a
mesma topologia, possuem uma baixa identidade sequencial (~20%) e diferem principalmente

na regido N-termial. *?

A classe A (semelhante a rodopsina) é a maior e mais estudada subfamilia dentre os
GPCRs e acredita-se que seus membros funcionam de forma similar no mecanismo de
sinalizacdo celular. O representante candnico dessa classe é a rodopsina, proteina GPCR mais
bem conhecida e estudada até 0 momento. A Figura 45b mostra a estrutura 3D da rodopsina
bovina como modelo apresentando as sete a-hélices TM conectadas por loops e a hélice 8
(H8) citoplasméatica em destaque. Além disso, o motivo [NPxxY(x)5,6F] é altamente
conservado na regido que conecta a hélice transmembrana 7 (TM7) e a hélice 8
citoplasmatica. Esta regido € importante para a interacdo no estado ativado da rodopsina.
Mutacdes nessa regido tém mostrado alteracbes nos niveis de expressao do receptor, na

afinidade de ligagdo e no acoplamento da proteina G.***'%

(@) (b)
gﬁ I N U
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c1 cz2 @&}\

Citosol

Figura 45 — Modelo de estrutura das proteinas GPCR. (a) esquema bidimensional mostrando as sete a-
hélices transmembranas conectadas por loops imersar em membrana; (b) Estrutura tridimensional
da rodopsina bovina (PDB ID 1F88), em destaque a hélice 8.

Fonte: Adaptada de WIKIMEDIA™
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Além da rodopsina, a Classe A dos GPCRs também tem entre seus representantes 0s
receptores de neurotensina. Trés receptores de neurotensina foram identificados: NTS1 e
NTS2 (classe A da familia de GPCRs) e NTS3 (ou SORT1, membro da familia sortilina).**®
130 s receptores de neurotensina s&o ativados pelos neurotransmissores (pequenos peptideos
conhecidos como neurotensina, NT) encontrados no sistema nervoso e tecidos periféricos que
possuem papel importante numa grande variedade de atividades biolGgicas, tais como a
modulacdo de neurotransmissores, hipotermia, carcinogénesis, doenca de Parkinson e
esquizofrenia.®**** A NTS1 media a maioria dos efeitos conhecidos da ligagdo no NT via

proteina-Gg, preferencialmente.

O receptor de neurotensina 1 (NTS1) é constituido por 424 aminoacidos formando um
mondmero de ~47 kDa. E uma dos poucos GPCRs que pode ser expresso em sistema
bacteriano (E. coli) e purificado em sua forma funcional.’® Recentemente, duas estruturas
cristalogaficas em altissima resolucdo do receptor NTS1 na forma ativada foram
determinadas. A primeira estrutura foi determinada por White et al *** (PDB ID 4GRV,
Figura 46a) e, pela primeira vez, a estrutura de um dos membros do grupo B, da classe A da
GPCR foi determinado e mostrou como o peptideo agonista se liga a NTS1, revelando
mudancas conformacionais devido a ativacdo. A estrutura da proteina, como esperado, possui
sete hélices TM. No entanto, a regido C-terminal, correspondente a hélice 8 anfipatica, ndo
apresentou densidade eletrénica. A segunda estrutura foi determinada por Egloff et al =’
também no estado ativado, mostrando a estrutura canénica das GPCRs (PDB ID 3ZEV,
Figura 46b). Apesar dos diferentes sistemas de producdo da proteina e das condicdes e
métodos de cristalizacdo, as estruturas mostram uma substancial diferenga entre si: a presenca

ou ndo da heélice 8 anfipatica.

A presenca da H8 tem sido observada em praticamente todas as estruturas de GPCR,
exceto para os receptores CXCR4 e PAR1, nos quais essa regido aparece de forma
desordenada/desestruturada.’®® O NTS1 possui o motivo com a sequéncia [NPxXY (X)seF]
altamente conservado, em sequéncia a hélice TM7, com predicdo de formacgédo de estrutura
helicoidal que pode interagir com a membrana. Além disso, possui um par de residuos de
cisteina semi-conservativo no C-terminal, alvo de palmitoilacdo, que pode ancorar o C-

terminal a membrana.*®®
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4GRV 3ZEV

Figura 46 - Estruturas cristalograficas do receptor NTS-1 na forma ativada: (a) PDB ID 4GRV (b) PDB
ID 3ZEV.

Fonte: Elaborada pela autora.

Estudos tém mostrado que a presenca da H8 é importante para o acoplamento correto a
proteina-G 8, bem como a interacdo com a membrana para o funcinamento correto do
receptor. Neste parte da tese, investigamos a presenca da hélice 8 do receptor NTS1
reconstituido em lipossomos compostos por lipideos mais préximos ao natural na presenca e
na auséncia do agonista NT, verificando mudancas estruturais e de dindmicas decorrentes

dessa interagao.
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3.2 OBJETIVO E JUSTIFICATIVA

O presente capitulo tem como objetivo buscar um conjunto de informagfes sobre a
estrutura e dindmica da regido C-terminal do receptor de neurotensina-1. Desse modo, a fim
de monitorar mudancas conformacionais na hélice 8, aferir a hipotese da formacao de hélice

propriamente nessa regido e a possivel finalidade no seu mecanismo funcional.
Os objetivos especificos sao:

= Mutacdo sitio-dirigida residuo-a-residuo da (possivel) hélice-8 na regido C-
terminal por residuos de cisteina;

= Expresséo e purificacdo de cada um dos mutantes;

= Marcacéo de spin sitio-dirigida dos residuos de cisteina;

= Reconstitui¢do em lipidios;

= “Scan de nitréxido” via espectroscopia de RPE.
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3.3 MATERIAS E METODOS
3.3.1 Mutantes da Hélice 8 do Receptor de Neurotensina 1 (NTS1-H8)

O NTS1 na forma funcional foi obtido através da expressdo do receptor acoplado a
proteinas de fusdo no N- e C-terminal de forma a facilitar o direcionamento, insercdo na
membrana, estabilidade proteica e purificacdo da proteina.’®® *** A construcéo fusionada do
receptor neurotensina 1 de rato (chamado de NTS1B) foi previamente descrita por
Grisshammer et al *%2 e White et al '°*. A construgdo fusionada de NTS1 de rato possui: 0s
residuos de 1-43 truncados, a proteina ligadora de maltose (maltose binding protein, MBP)
ligado no N-terminal e, ligado no C-terminal, a tioredoxina (Tdx) e uma cauda deca-His estéo
presentes. Além disso, a NTS1B inclui dois sitios proteoliticos tobacco etch virus (Tev), um
entre a sequéncia de MBP e NTS1 e, outro entre NTS1 e Tdx, permitindo a remocéo das
fusGes no N- e C-terminal apds a expressdo e purificacdo, resultando no receptor NTS1
isolado. A presenca do sitio de clivagem Tev ndo afeta os niveis de expressio da proteina.'®?
A representacdo da construgdo da proteina NTS1B é mostrada na Figura 47 abaixo.

Figura 47 — Esquema da proteina de fusdo usada par a expressdo do receptor NTS1 funcional em E. coli.
A NTSI1B consiste em MBP truncado ligado ao N-terminal e um tag deca-His, no C-terminal. E
ainda, sitio de clivagem Tev entre MBP e NTS1 e NTS1 e Tdx para a remogdo proteolitica dos
parceiros de fusdo.

Fonte: Adaptada de TUCKER'®

A sequéncia de aminoécidos da NTS1B, imersa na membrana, € mostrada na Figura
48. Ha cinco residuos de cisteina nativa que foram substituidos por residuos de alanina (Ala,
A) ou serina (Ser, S), indicados em vermelho na Figura 48. A sequéncia de aminoacidos de
NTS1 foi alinhada com a sequéncia de outros receptores da familia de GPCR, que possuem a
hélice 8, para a predigdo dos residuos que possivelmente formariam a hélice. Baseados neste
alinhamento foram escolhidos 11 residuos (destacados em azul na Figura 48) para a mutagéo

sequencial de residuo-a-residuo por cisteina.
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Figura 48 - Representacdo do receptor NTS1 em membrana. Em vermelho sdo mostrados os residuos de
cisteina nativa mutadas por Ala ou Ser e em azul claro, os residuos mutados subsequentemente por
cisteinas uma-a-uma.

Fonte: Adaptada de SHIBATA™

Cada um dos 11 mutantes da hélice 8 da neurotensina-1 (especificados na Tabela 10)
foram produzidos seguindo-se o protocolo do kit QuikChange® Site-Directed Mutagenesis
(Stratagene). Este kit tem alta eficiéncia e € muito utilizado para produzir mutagdes pontuais,
trocar amino&cidos e deletar ou introduzir um ou mais residuos. O método utilizado pelo kit
QuikChange® consiste em uma reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e utilizando a
PfuTurbo® High Fidelity DNA polimerase de alta fidelidade. Brevemente, o procedimento
béasico utiliza dupla fitas de DNA como molde e dois primers de oligonucleotideos sintéticos
contendo a mutacdo desejada. Para cada mutante, primers de oligonucleotideos foram
“desenhados” e sintetizados pela Sigma-Aldrich (Apéndice A). O DNA resultante da reacdo
de PCR foi transformado em células competentes de E. coli DH5a e o DNA plasmidial foi
purificado utilizando-se o kit QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen). Todos os mutantes foram

confirmados pelo sequenciamento de DNA (Source BioScience, UK).



147

Tabela 10 - Os 11 mutantes da hélice H8 da proteina NTS1: cada um dos mutantes foi nomeado com a letra do
residuo nativo, posicdo sequencial e a letra C correspondendo a mutagdo por cisteina.

Mutantes da hélice 8 do NTS1
-ANFRQVFLSTL--

A374C F380C
N375C L381C
F376C S382C
R377C T383C
Q378C L384C
V379C

Fonte: Elaborada pela autora.

3.3.2 Expresséo e Purificagdo dos mutantes H8-NTS1

Cada um dos 11 mutantes da construcédo fusionada do receptor de neurotensina-1 de

rato (NTS1B) foi expresso e purificado seguindo o protocolo descrito por Attrill et al 1*° ¢

om
algumas modificacbes. O NTS1B foi transformado em E. coli BL21 (DE3) por choque
térmico e plaqueado em LB-Agar contendo 100 pg/mL de ampicilina (amp). Para a expressio
proteica, 5 mL de cultura foi superexpresso para inocular 500 mL de meio extrato de
levedura-triptona duas vezes (2xTY) suplementado com 0,2% (w/v) de glicose na presenca
de 100 pg/mL de amp, em frascos de 2 L e incubados sob agitacdo a 200 rpm, a 37°C. As
culturas foram crescidas até a DOgoonm atingir ~ 0,3 e, entdo, a temperatura foi reduzida a
26°C e a expressao induzida com 0,25 mM de IPTG quando a DOgyonm atingiu 0,5 e mantidas
sob agitacdo overnight. As células foram centrifugadas a 7000 g por 10 minutos, congeladas

em N, liquido e armazenadas em -80°C.

Todos os passos da purificacdo foram realizadas a 4°C. Cada ~ 20g de pellet de célula
foi ressuspendido em 40 mL de tampé&o de solubilizacdo 2x (100 mM Tris pH 7,40, 400 mM
NaCl e 60% glicerol (v/v)), inibidores de protease (Leupeptina, Pepstatina A e Aprotinina,
todos a 1 pg/mL) e homogeneizadas. Foi adicionado lisozina na concentracdo final de 1
mg/mL e mantido sob agitacdo branda por 20 minutos e sob refrigeracdo. Em seguida, 0s
estoques de detergente DDM (10% (w/v)) e CHAPS/CHS (5%/1% (w/v)) foram adicionados
gota a gota, e sob agitacdo branda, para a concentragéo final de 1% (w/v) e 0.5%/0.1% (w/v),
respectivamente. Agua MilliQ foi adicionada para o volume final de 80 mL e a solucio
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mantida sob agitacdo branda, por 6 horas em camara fria. Apos essas etapas, as células foram
isoladas do meio de cultura por centrifugacdo a 70.000 g e a 4 °C por 90 minutos. O
sobrenadante foi filtrado em filtro 0,22 um e suplementado com inibidores de protease e

imidazol a concentracgéo final de 50 mM.

O material solubilizado foi purificado por cromatografia de afinidade com metal
imobilizado (IMAC - Immobilised Metal Affinity Chromatography) em coluna 5 mL HisTrap
HP (GE Healthcare, EUA). A coluna foi previamente equilibrada com tampéo NiA (50 mM
Tris pH 7,40, 200 mM NaCl, 50 mM imidazol, 10% glicerol, 0,5% CHAPS, 0,1% DDM,
0,1% CHS) suplementado com inibidores de protease. O material solubilizado foi entdo
passado pela coluna e, posteriormente, a coluna foi lavada com aproximadamente 50 volumes
de coluna (CV) com NiA e a proteina eluida com tamp&o NiB (tampédo NiA acrescida de 500
mM de imidazol). As fracGes eluidas de proteina foram agrupados e diluida com tampdo NiO
(50 mM Tris pH 7,4, 15% glicerol, 0,1% DDM (w/v), 0,01% CHS (w/v)) para a concentragao
final de imidazol a 100 mM.

A proteina eluente da etapa de IMAC foi tratada com Tev protease (protocolo de
producdo da Tev protease encontra-se em Apéndice X), para a clivagem das proteinas de
fusdo MBP e Trx da proteina NTS1, incubando-se 0 NTS1B com a Tev protease na razdo
mola 1:1 e a adicdo de 10 mM de ditiotreitol (DTT), sob agitacdo a 4°C overnight. A mistura
de clivagem foi filtrada em filtro 0,22 um e passada por uma coluna NT (coluna produzida

pela Dra Dijkman )

pré-equilibrada com tampdo NTO. Essa mistura foi incubada na coluna
por 3 horas numa roda giratoria a 4°C. A coluna de NT foi lavada com aproximadamente 50
mL de tampdo NT70 e NT150 (tampdo NTO com adi¢do de 70 mM e 150 mM de NacCl,
respectivamente). A proteina NTS1 foi eluida com tampdo NT1 (tampdo NTO com adi¢éo de
1 M de NaCl) e fragdes de 2 mL foram coletadas. O grau de pureza e clivagem foi analisado
por SDS-PAGE 15% e a quantificacdo das proteinas foram feitas medindo-se a absor¢do em
280 (ecivado = 56840 M?cm™). As fragbes da eluicdo da proteina foram unidas

apropriadamente.
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3.3.3 Marcagéo de Spin dos mutantes H8-NTS1

A solucdo final de proteinas obtida depois da coluna NT &, tipicamente, bem diluida.
Desta forma, ao invés de se concentrar as amostras em um concentrador de centrifuga, que
também concentraria linearmente a quantidade de detergentes, afetando a atividade proteica,
utilizamos colunas de 1 mL de Ni para ligar todas as proteinas na coluna e, entdo, elui-las em
um volume relativamente menor, para a remocdo do sal e té-las mais concentradas para o
processo de marcacdo. Além disso, a construcdo NTS1 possui seis residuos de histidina extras

no C-terminal para a realizacdo desta etapa.

A proteina eluente da coluna de NT foi incubada com 10 mM de DTT para reduzir as
cisteinas enquanto equilibra-se a coluna de Ni 1 mL HisTrap HP (GE Healthcare, EUA) com
tampdo NTAO (50 mM Tris pH 7,40, 200 mM NaCl, 15% glicerol, 0,1% DDM, 0,01% CHS).
Esta mistura foi passada pela coluna de Ni e lavada aproximadamente com 75 mL de tampéo
NTAO. A eluicdo da proteina foi realizada com 80% de tampdo NTBO (tampdo NTAO com
adicdo de 500 mM de imidazol) em fragdes de 0,350 mL. As fracBes que contém proteinas

foram agrupadas e a concentracdo calculada.

Para a marcacdo de spin das proteinas, as amostras foram incubadas com o marcador
de spin MTSL em excesso molar de 20 vezes por 1 hora a temperatura ambiente. A remocéo
do excesso de marcador foi realizada por cromatografia de exclusdo molecular (em coluna 5
mL HiTrap Desalting, GE Healthcare, EUA) em tampédo SE (50 mM Tris pH 7,40, 50 mM
NaCl, 1 mM EDTA, 15% glicerol, 0,1% DDM (w/v), 0,01% CHS (w/V)).

3.3.4 Reconstituicdo em Lipideos dos mutantes H8-NTS1

Os lipideos polares de cérebro (Avanti Polar Lipids) foram solubilizados em uma
mistura de 50:50 metanol:cloroférmio em um frasco de fundo redondo para a concentracéo
final de 5 mg/mL. A mistura foi secada em um fluxo de nitrogénio para a formacdo de um
filme de lipideo e, posteriomente, deixada overnight num dessecador. O filme foi
ressuspendido em tampdo de reconstituicdo (50 mM Tris pH7,40, 50 mM NaCl, 1 mM
EDTA) e sonicado 3 vezes por 1 minuto. Entdo, dez ciclos de congelamento/descongelamento

foram realizados antes de se proceder com a extrusdo usando-se filtro de 0,1 um.

Os lipideos foram adicionados a razdo proteina:lipideo de 1:1500 e incubados por 1
hora a 4°C sob agitacdo branda. Bio-beads (Bio-beadsTM SM-2 Adsorbent, BioRad) foi
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adicionado na concentracdo final de 240 mg de bio-beads por mL e incubados overnight a
4°C. Foi retirado todo o liquido restante e a amostra centrifugada a 100.000 g por 3 horas. O
pellet foi ressupendido em tampéo de reconstituicdo final (50 mM Tris pH 7,40, 200 mM

NaCl, 1 mM EDTA) e, s0 entdo, as amostras estdo prontas para as medidas de RPE

3.3.5 “Scan de nitréxidos” por Espectroscopia de Ressonancia Paramagnética Eletrénica
(RPE)

Os experimentos de RPE foram conduzidos no Centre of Advanced Electron Spin
Resonance (CAESR), Department of Chemistry, University of Oxford, Oxford, UK. Os
espectros de CW-RPE foram coletados em banda-X no espectrometro Bruker EMX (Bruker
Corporation, EUA). Os proteolipossomos marcados foram inseridos em tubos capilares. Os
espectros foram coletados a uma poténcia de 10 mW com a modulacdo de 2,0 G nas

temperaturas de 277 e 170 K. Os espectros foram normalizados pela area.
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3.4 RESULTADOS E DISCUSSOES

A sequéncia de residuos da hélice H8 foi predita pelo alinhamento sequencial do
NTS1 com todas as sequéncias de GPCRs com estrutura tridimensional ja determinada e
disponiveis no PDB (utilizando-se a ferramenta online Jpred3*®). Todas as estruturas
resolvidas de GPCR conhecidas, até o momento, possuem a hélice H8 citosdlica
imediatamente seguida da TM7 e paralela a superficie de membrana (exceto a CXCR4 e
PAR1, mencionado anteriormente). Consequentemente, cada substituicdo por residuo de
cisteina foi realizada utilizando-se o receptor NTS1 nativo sem cisteinas livres para a
producdo dos onze mutantes H8-NTS1. Todos os mutantes foram produzidos com sucesso

como apresentado nas sec¢des subsequentes.

3.4.1 Expressao, Purificacdo, Marcacao de Spin e Reconstituicdo dos mutantes H8-NTS1

O receptor de neurotensina-1 € um dos poucos da classe A de GPCRs que pode ser
expresso em E. coli e purificado na sua forma funcional > %! Além disso, é possivel a
producdo de mutantes como aqueles aqui apresentados e que permiteme estudos como os de
marcacdo de spin sitio dirigida (SDSL). Os mutantes H8-NTS1 foram expressos e purificados
com alto grau de pureza como mostrado no gel SDS-PAGE do mutante A347C (Figura 49).
Todos os mutantes apresentaram o mesmo perfil de purificacdo, portanto, apresentamos
somente um gel tipico obtido para um dos mutantes. O rendimento de purificacdo ficou em

torno de 2-5 nmol em cada 10 L de cultura para cada construcéo.

188
98

62
49

38

28

Figura 49 - Andlise por eletrofores em gel SDS-PAGE 15% da purificagdo do mutante A374C-NTS1. A
seta indica a massa aparente do mutante ~44 kDa.

Fonte: Elaborada pela autora.
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3.4.2 “Scan de nitréxido” por Ressonancia Paramagnética Eletronica de Onda Continua
(CW-RPE)

A insercdo do residuo de cisteina em determinados lugares na proteina através da
mutacdo sitio-dirigida e a sua subsequente marcacao de spin da origem a proteinas RPE-ativas
com uma cadeia lateral de nitréxido que pode ser utilizada para obter informagdes do
ambiente local em que a sonda se encontra. Esta é a ideia basica do chamado método de
marcacdo de spin sitio-dirigida (SDSL). Nesta parte do trabalho, realizamos “scan de
nitréxido” numa série de onze mutantes do receptor NTS1 reconstituido em modelos de
membrana. O “scan de nitroxido” permite modelar a estrutura da proteina com resolucéo

1.172 A acessibilidade ao solvente e a mobilidade da cadeia

espacial em nivel de cadeia principa
lateral do residuo onde se encontra o radical nitréxido podem ser determinadas pelo segundo
momento do espectro (<H>%)" e/ou pela largura da linha central do espectro de RPE

0 .

No caso de interesse, examinamos a mobilidade dos marcadores de spin ligados aos
residuos de cisteinas nas posicdes 374 a 384 na regido C-terminal, correspondentes a hélice 8.
Para isso, cada mutante foi expresso, purificado, marcado com sonda magneticamente ativa e
reconstituido em BPLs, como descrito anteriormente, e os subsequentes espectros de CW-
RPE foram coletados e analisados. A Figura 50 mostra os espectros de RPE para cada
mutante em funcdo da posicdo de cada residuo. As linhas dos espectros sdo tipicamente
caracteristicas de marcador de spin em regime de movimento lento a intermediario, onde a
ordem de grandeza do movimento é de microsegundos. Os espectros mostram que 0S
mutantes foram eficientemente marcados e os marcadores, de fato, reportam a dinamica local

do receptor em proteolipossomos.

Baseados na anélise qualitativa das linhas espectrais, podemos dividir os espectros em
dois grupos gerais. Os espectros dos residuos 377, 383 e 384 sdo caracteristicos de
movimentos intermediarios e apresentam uma segunda componente espectral. Espectros com
multicomponentes tém sido associados a contatos terciarios experimentados pelo residuo.
Contudo, movimentos mais rapidos quando comparados com residuos em outras posi¢oes
indicam que esses trés residuos sdo aqueles com as cadeias laterais (onde 0s spins estdo
localizados) que apontam para fora do proteolipossomo, dando origem a movimentos menos
restritos. Todos 0s outros espectros estdo num regime de movimento mais lento, limitados

numa situacdo mais imobilizada.
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Figura 50 - Espectros de CW-RPE dos mutantes da hélice 8 do receptor NTS1.

Fonte: Elaborada pela autora.

De forma a obtermos mais informacdes a respeito do tipo de estrutura secundaria
adotada pela hélice 8 no lipossomo, realizamos uma andlise semiquantitativa baseada na
variacdo do parametro AH, ' em funcdo da posicdo residual. O inverso da largura da linha
central é facilmente determinado e é um parametro confiavel para caracterizar estrutura
secundaria em proteinas.'”? A Figura 51 mostra o gréfico dos valores de AH;* versus n(imero
residual e, claramente, exibe uma funcdo senoidal com periodicidade associado a mobilidade
de estruturas do tipo a-helicoidal (periodo de aproximadamente 3,6). Esta € uma indicagéo
notoria de que os residuos na regido H8 estdo de fato formando uma estrutura a-helicoidal no
proteolipossomo. Nossos resultados sugerem fortemente que a estrutura em hélice é adotada
nessa regido e, baseado na presenca ubiquota nas GPCRs, deve possuir um papel funcional na

via de transducéo de sinal caracteristico dessa familia de proteinas de membrana.
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Figura 51 - Anélise da periodicidade da hélice 8 por CW-RPE. O parametro AH;* foi determinado através
dos espectros de cw-RPE coletados a 277 K, e plotados em fungdo do ndmero residual.

Fonte: Elaborada pela autora.

Posteriormente, foi realizada a mutacao dos 9 residuos subsequentes na sequéncia de
aminoacidos do receptor NTS1 para verificar se a hélice 8 se estenderia para mais alguns
residuos (esta parte do trabalho foi realizada pela Dra. Dijkman, sob orientacdo do Prof.
Watts, University of Oxford). Os residuos mutados para cisteina de 385 a 393 sdo indicados
na Figura 52 abaixo e seguiram 0 mesmo protocolo de expressao e purificacdo que os demais
mutantes. O painel completo de todos os parametros AH; ! dos vinte residuos analisados é
mostrado em preto na Figura 53. Observamos que existe um padrdo senoidal com periodo de
~3,6 do residuo 374 ao 385 e, apods este, a periodicidade é perdida. Esta periodicidade implica
que o receptor NTS1 possui a a-hélice na regido C-terminal, sendo que esta hélice estende-se
dos residuos 374 a 385.

374 384 385 393
-—-ANFRQVFLSTLASLAPGWRH ——

Figura 52 — Sequéncia e nimero dos residuos de aminoacidos que seguiram a mutacao sitio-dirigida para
a subsequente andlise de formacéo da hélice 8.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 53 — Painel completo dos vinte mutantes para anélise da periodicidade da hélice 8 por CW-RPE. O
parametro AH;! foi determinado através dos espectros de CW-RPE coletados a 277 K, e plotados
em fungdo do nimero residual. Em preto, mutantes do receptor NTS1 na conformagdo apo e, em
vermelho, na presenca do agonista NT. Em ambas as condi¢des, observamos uma fungéo senoidal,
que se estende do residuo 374 a 385, com periodicidade ~3,6.

Fonte: Elaborada parte pela autora e parte pela Dra. Patricia M Dijkman™®®

Investigamos também o efeito do agonista NT na estruturacdo de H8. Observamos que
a periodicidade do parametro de mobilidade na presenca do agonista NT (em vermelho na
Figura 53) manteve-se inalterada comparada a conformacédo apo (em preto), indicando que a
hélice 8 mantém a mesma conformacéo helicoidal. Analisando os espectros de CW-RPE de
cada um dos mutantes separadamente, na auséncia e na presenca do agonista, verificamos que
0s espectros apresentam diferencas para alguns residuos (Figura 54). Este dado indica que o

micro-ambiente de cada um dos mutantes sofre pequenas alteracdes devido a ligacdo de NT.

Fazendo uma andlise dos espectros similar aquela adotada para HGal-4 (Figura 37),
podemos perceber que ha mudancas nas intensidades espectrais para os residuos 377, 378,
379, 380, 382, 385, 387, 388 e 389. Em paticular, as maiores diferencas na forma de linha dos
espectros quando da adi¢do do agonista estdo sempre na componente espectral mais movel (o
assinalamento no espectro de componente mével e imovel segue a defini¢do anterior de HGal-
4 na Figura 32). Nos demais casos as alteracfes ndo sdo significativas. Os residuos cujos
espectros de RPE apresentam mudangas podem ser divididos em dois grupos: aqueles em que

a mobilidade da sonda foi aumentada (sinal mais intenso) ou diminuida (menos intenso).
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Lembrando que a hélice H8 compreende os residuos 374 ao 385, podemos notar que 0s
residuos 377 ao 382 localizados nesta regido sofrem um aumento de mobilidade quando o
agonista se liga ao receptor no lado externo da membrana. A restricdo maior de movimento
ocorre nos residuos subsequentes 385, 387 e 389, sendo mais pronunciada apenas neste
altimo. Tais mudancas indicam que a por¢do da estrutura do receptor em que se localiza a
hélice H8 mantém sua estrutura conformacional (Figura 53) e tem sua dindmica ligeiramente
aumentada quando da adicdo do agonista. A maior dindmica experimentada pela hélice H8
pode ser 0 mecanismo molecular adotado pelo NTS1 para facilitar a ligagdo com a proteina-

G, assim iniciando o processo de transducéo de sinal.

De forma a complementar esses estudos, os membros do grupo do Prof. Watts
continuaram a investigacdo utilizando um peptideo sintético equivalente a sequéncia dos
residuos de S373 a C388 da hélice 8 do receptor NTS1. O intuito foi examinar a
interagdo/dependéncia desse mimético da hélice H8 com a membrana através das técnicas de
CD e de simulacgdes de dindmica molecular (MD). O espectro de CD obtido mostra que o
peptideo correspondente a hélice 8 ndo apresenta estrutura em agua. Com a adicdo de
miméticos de membrana (diferentes composicdes), o peptideo passa a apresentar espectros de
CD compativel com uma estrutura helicoidal. Além disso, a estabilidade estrutural do
peptideo depende do tipo de lipideos constituintes do lipossomo.'®® Esses resultados suportam
os resultados de RPE com o receptor NTS1 e indicam que a presenca dos sistema membranar

é capaz de estabilizar a estrutura da hélice H8.
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Figura 54 - Espectros de CW-RPE de cada um dos mutados referente a regido de 374 a 387 no C-terminal.
Na conformagcéo apo (—) e na presenca do agonista NT (—).

Fonte: Elaborada parte pela autora e parte pela Dra. Patricia M Dijkman*®
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3.5 CONCLUSOES

Os receptores acoplados a proteina G (GPCR) séo parte de uma importante familia de
proteinas de membrana que estd envolvida em varios processos de sinalizacdo celular e possui
um enorme interesse farmacologico, sendo o principal alvo de varios farmacos disponiveis no
mercado (mais de 30% das farmacos conhecidos).!™ Portanto, as estruturas das GPCRs s&0
extremamente informativas em termos de compreensdo de interagdo entre GPCR e efetores
intracelulares e, consequentemente, ricas fontes de dados sobre a forma de como a

sinalizalcéo celular ocorre.

Neste contexto, o receptor de neurotensina 1 (NTS1) é um bom sistema-modelo pois é
uma das poucas proteinas de membrana que possui protocolo de expressdo/purificacdo
heter6loga bem estabelecidos para a sua producéo de forma funcional. Isto permite que sejam
realizados estudos desse receptor em ambientes diversos e sob condicdes fisico-quimicas
varidas. A presente parte desta tese de doutorado envolve, portanto, o estudo in vitro do
receptor NTS1. Mais especificamente, realizamos a mutacéo sitio-dirigida de 11 residuos da
hélice H8 do receptor NTS1, onde os residuos nativos foram substituidos por cisteinas, que
por sua vez, foram marcados com marcador de spin para os subsequentes experimentos de
CW-RPE. O objetivo principal foi obter informacéo estrutural sobre a hélice H8 quando a
proteina como um todo é reconstituida em lipossomos que mimetizam condicdes proximas as
fisiologicas. Os mutantes, a marcacdo sitio dirigida e os experimentos de RPE foram
realizados com sucesso. O valor do inverso da largura da linha central do espectro de RPE das
proteinas mutantes marcadas foi usado como medida de dinamica e estrutura da hélice H8. O
comportamento deste pardmetro mostra claramente uma perdidodicidade de 3,6, entre o0s
residuos 374 a 385, que ¢é compativel com estruturas o-helicoidais. Desta forma,
comprovamos a existéncia da hélice 8 na regido N-terminal, em solugdo, do receptor NTSL1,
que até entdo era controverso. Além disso, a andlise qualitativa do comportamento
experimentado pela sonda magnética ao longo da sequéncia de residuos que contém a hélice
H8 mostra que a presenca do agonista é capaz de levar a alteracdes da dindmica de algumas
porcOes dessa regido da proteina. Em particular, é observado um aumento da dindmica de
residuos que compdem a hélice H8, o que pode ser o gatilho molecular que permite a

interacdo entre o receptor NTS1 e a proteina-G.

Além da producéo de resultados novos acerca da conformacao adotada pela hélice H8

do receptor NTS1, esta parte do projeto permitiu a consolidacdo do trabalho com métodos
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biofisicos como a marcacdo de spin sitio dirigida, técnica que teve participacdo pioneira de
nosso grupo para sua implementagdo no Brasil, e que foi, neste trabalho, utilizada em sua
plenitude com a investigacdo de uma proteina integral de membrana que incluiu o
planejamento, a producdo, a marcacao e a reconstituicdo em protolipossomos de mutantes
dessa proteina para os subsequentes experimentos de RPE. O estabelecimento de uma sélida
colaboracdo com um grupo de exceléncia, como o do Prof. Watts, e a disseminagéo do know-
how assim adquirido tém consequéncias amplas no que tange a formacéo de pessoal em nosso
grupo e, conjuntamente, com os resultados cientificos produzidos finalizam o projeto de

forma bastante satisfatoria.
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APENDICE A — Primers utilizados para a mutac&o sitio-dirigida residuo a residuo da hélice

8 do receptor neurotensina 1 (NTS1).

Residuo Primers

For: 5’ TAC AAC CTG GTC TCC TGC AAC TTC CGC CAG GTC 3’
A374C

Rev: 5’ GAC CTG GCG GAA GTT GCA GGA GAC CAG GTT GTA 3

For: 5’ AAC CTG GTC TCC GCC TGC TTC CGC CAG GTC TTT 3’
N375C

Rev: 5’ AAA GAC CTG GCG GAA GCA GGC GGA GAC CAG GTT 3

For: 5’ CTG GTC TCC GCC AAC TGC CGC CAG GTC TTT CTG 3’
F376C

Rev: 5’ CAG AAA GAC CTG GCG GCA GTT GGC GGA GAC CAG 3

For: 5’ GTC TCC GCC AAC TTC TGC CAG GTC TTT CTG TCC 3’
R377C

Rev: 5’ GGA CAG AAA GAC CTG GCA GAA GTT GGC GGA GAC 37

For: 5' TCC GCC AAC TTC CGC TGC GTC TTT CTG TCC ACG 3!
Q378C

Rev: 5' CGT GGA CAG AAA GAC GCA GCG GAA GTT GGC GGA 3"
V379C For: 5' GCC AAC TTC CGC CAG TGC TTT CTG TCC ACG CTG 3'

Rev: 5' CAG CGT GGA CAG AAA GCA CTG GCG GAA GTT GGC 3!
F380C For: 5' AAC TTC CGC CAG GTC TGT CTG TCC ACG CTG GCC 3!

Rev: 5' GGC CAG CGT GGA CAG ACA GAC CTG GCG GAA GTT 3'
L 381C For: 5' TTC CGC CAG GTC TTT TGC TCC ACG CTG GCC AGC 3'

Rev: 5' GCT GGC CAG CGT GGA GCA AAA GAC CTG GCG GAA 3!
$382C For: 5' CGC CAG GTC TTT CTG TGC ACG CTG GCC AGC CTT 3'

Rev: 5' AAG GCT GGC CAG CGT GCA CAG AAA GAC CTG GCG 3!
T383C For: 5' CAG GTC TTT CTG TCC TGC CTG GCC AGC CTT GCG 3'

Rev: 5' CGC AAG GCT GGC CAG GCA GGA CAG AAA GAC CTG 3!
L384C For: 5' GTC TTT CTG TCC ACG TGC GCC AGC CTT GCG CTT 3'

Rev: 5' AAG CGC AAG GCT GGC GCA CGT GGA CAG AAA GAC 3!

Fonte: Elaborada pela autora.



