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Resumo

Os receptores tireoidianos (TRs) sdo proteinas envolvidas em varias fungdes
fisiolégicas importantes para os organismos, pois sdo potentes reguladores do
desenvolvimento, divisdo e diferenciagao celular, metabolismo e homeostase. Eles sao
responsdveis pela regulacdo da transcricdo de genes-alvo especificos, mediando efeitos
pleiotropicos de hormonios lipofilicos nas células. Na auséncia de ligantes essas proteinas
estdo complexadas a correpressores, impedindo a transcricao de genes por elas regulados. Por
outro lado, a presenga do ligante induz a transcricdo através da ligagdo a elementos
responsivos do DNA e coativadores. Nesse trabalho alguns aspectos do TR foram
evidenciados, permintindo-se um melhor conhecimento acerca do funcionamento e estrutura
desse receptor. Os experimentos de oligomerizacdo revelaram a presenca dos tetrameros do
TR, os quais estavam restritos ao Receptor X Retinodico, sugerindo mecanismos novos na
regulagdo do receptor. Os ensaios de raios-X a baixos angulos resultaram nos primeiros
modelos estruturais de baixa resolucdo de construcdoes maiores do TR, demonstrando o
correto posicionamento de seus dominios em sua estrutura geral, o que forneceu informagdes
importantes sobre sua estrutura geral. Os experimentos de fluorescéncia avaliaram a ligagao
desses receptores a diversos elementos responsivos, em termos de constantes de dissociacao e
seletividade para cada um deles. E, por fim, os experimentos de troca de hidrogénio por
deutério revelaram a movimentacao que ocorre no dominio de ligacao do ligante do receptor
antes ¢ apds a adicdo do ligante T3. Esses resultados ampliam um pouco mais os
conhecimentos sobre os mecanismos de agdo e sobre a estrutura quaternaria dos TR,
promovendo um melhor entendimento dos conceitos basicos envolvidos na atuagdo dessas
macromoléculas, as quais estdo inseridas em redes complexas de regulacao e interagdo com
outras proteinas.

Palavras-chave: Receptor de homonios Tireoidianos. Oligomeriza¢dao. Afinidade ao

DNA. Analise estrutural.



Abstract

The thyroid receptors (TRs) are proteins, which are involved in diverse and important
physiological functions in the organisms, since they are regulators of development, cell
divison and differentiation, metabolism and homeostasis. They are responsible by the
regulation of specific gene transcription, through pleiotropic effects of lipophilic hormones in
the cells. In the absence of the ligand these proteins are complexed to correpressors and block
the transcription of genes that are regulated by them On the other hand, in the presence of the
ligand transcription is induced through the binding of the receptors to DNA response elements
and coactivators. New findings about TR described in this study helped to improve the
understanding of the function and structure of the receptor. This was accomplished by:
oligomerization experiments which showed the presence of TR tetramers, a quarternary
structure described before only for the Retinoid Receptor X, and suggested new regulation
mechanisms for the receptors; the small angle X-ray scattering assays which resulted in the
first low resolution structural models of bigger constructions of TR, showing the correct
position of TR domains and providing important information about the global TR structure;
the anisotropy fluorescence experiments which evaluated the binding of these receptors to
diverse response elements, in terms of dissociation constants and selectivity for each one of
the HREs tested; and finally, the hydrogen/deuterium experiments which revealed the ligand
binding domain mobility before and after the ligand addition. In summary, we can say that
these results all together extended the knowledge about the TR action mechanisms and its
quarternary strucuture, providing better understanding of the basic concepts involved in these
macromolecules behavior, which are inserted into a complex network of regulation and
interaction with other proteins.

Keywords: Thyroid hormone receptor. Oligomerization. DNA affinity. Structural

analysis.
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i Pitoge

PROLOGO

Essa tese ira abordar assuntos relevantes sobre os receptores nucleares, em particular,
sobre os receptores dos hormdnios tireoidianos, principal assunto dos estudos realizados nesse
trabalho.

Para facilitar a leitura, optou-se pela divisdo desta tese em capitulos. O primeiro
capitulo ira abordar aspectos gerais sobre os receptores nucleares e sobre os receptores dos
horménios tireoidianos. O segundo capitulo ird expor os principais objetivos e justificativas
do trabalho. Toda a metodologia utilizada nos estudos que serdo expostos serd sintetizada no
capitulo 3. Por fim, os capitulos seguintes irdo abordar os principais resultados obtidos nesse
estudo, iniciando-se pelos estudos de oligomerizagdo do receptor (capitulo 4), seguido pelos
estudos estruturais em solugdo (capitulo 5), estudos de ligagdo do receptor aos principais
elementos responsivos (capitulo 6) e estudos de dinamica da ligacdo ao ligante (capitulo 7),
terminando com uma breve conclusdo geral (capitulo 8).

Todos os resultados expostos estdo escritos na forma de artigos cientificos, os quais
foram publicados ou estdo em fase de corre¢do para serem submetidos para publicacdo em

revistas internacionais indexadas (anexol).
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W 7 - Introducéo Geral: Os

Receptores Nucleares

Neste capitulo introdutério serdo expostos os principais assuntos sobre os receptores
nucleares em geral e sobre o receptor dos hormoénios tireoidianos, alvo principal dos estudos
que compdem essa tese. A proposta desse capitulo ¢ contextualizar, com base na literatura,
sobre aspectos importantes como a identificagdo dos receptores nucleares, sua divisdo em uma
superfamilia, seus principais papéis e formas de atuacdo. Além disso, serdo abordados temas

mais especificos sobre os receptores dos hormonios tireoidianos.
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1.1. Introducio geral
1.1.1. A transducio de sinais e os receptores nucleares

Os organismos multicelulares sdo compostos de células diferenciadas que executam
diversas funcdes e requerem comunicagdes intra- e inter-celulares especificas para a
organizacdo de diversos eventos, como a embriogénese ¢ a manutencdo de propriedades e
fungdes fisiologicas, durante toda a vida. A comunicacdo através de moléculas tornou-se um
dos maiores paradigmas desenvolvidos pelos metazoarios para prover uma rede complexa de
sinalizagdo celular. Esse intercambio de informag¢des ocorre através da detecgdo de sinais, os
quais sdo enviados a moléculas receptoras e resulta na conversao de uma resposta molecular,
uma propriedade universal das células vivas, a qual é chamada de transdugéo de sinais'.

Para que haja comunicacdo celular ¢ necessaria a secrecdo de centenas de tipos de
moléculas, incluindo proteinas, pequenos peptideos, aminoacidos, nucleotideos, esteroides,
retindides, derivados de acidos graxos e gases como 6xido nitrico e monéxido de carbono®. A
resposta a esses sinais ¢ efetuada apos a complexagdo dessas moléculas a proteinas
especificas, denominadas receptores, desencadeando diversos processos de respostas nas
células-alvo. Dentre o vasto grupo dos receptores estdo os de resposta rapida (composto por
proteinas transmembranares que atuam como canais i0nicos), receptores enzimaticos,
serpenteantes ¢ de adesdo'. Alguns desses receptores estio localizados na membrana
plasmatica e exercem seus papéis induzindo a ativagdo de cascatas de sinalizacdo formadas
por proteinas quinases.

O outro grupo de receptores, os receptores nucleares ou de resposta lenta,
funcionam em resposta a moléculas pequenas e hidrofébicas, como hormoénios esteroidais,
vitaminas e intermediarios metabolicos, as quais penetram nas células-alvo, atingindo seu
alvo no nucleo celular’.

Os receptores nucleares (RNs) constituem uma superfamilia de fatores de transcrigdo

induzidos por ligantes, que atuam diretamente na iniciacdo e regulacdo de programas de
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expressao génica (Fig. 1). Esta superfamilia ¢ formada pelos receptores de hormonios
lipofilicos - esterdides, retindides, vitamina D e tireoidianos; de metabolitos endogenos -
como acidos biliares e oxiesterol; e também, de alguns receptores de xenobiodticos - que

induzem a produgio de citocromo P450, facilitando os processos de desintoxicago’.

Proteina de ligagio .
an lizante 1) O horménio (H), carregado por
I
,,,L proteinas transportadoras, se difunde
H
plasmitica para o interior das células e liga-se ao
receptor nuclear (Rec).
2) A ligagdo do ligante muda a
Nicleo conformacdo do Rec, o qual forma
R , . .
- , W E homo- ou heterodimeros e liga-se as
: seqiiéncias de DNA (HREs).
Fungio celular 30l [NA polimerase ' .
alte - b ! ... 3) Aligagdo regula a transcrigdo de genes
HRE .
~ Gene adjacentes, aumentando ou
[ } [
'i'l ! e diminuindo a taxa de formacdo de
Memea (2
el e mRNA.
4) Niveis alterados de produtos génicos
produzem a resposta celular ao
P ‘jé Tradugiio nos horménio.
4{3 ' rhossomos

Figura 1 — Mecanismos gerais da regulagdo génica através dos hormonios esteroidianos, tireoidianos, acido
retindico e vitamina D (figura adaptada de 1).

A superfamilia dos receptores nucleares € composta, geralmente, de proteinas de 50 a
100kDa que estdo envolvidas em praticamente todas as fungdes fisiologicas do organismo,
atuando como potentes reguladores do desenvolvimento, metabolismo, homeostase, divisdo e
diferenciagdo celular’. Essas proteinas sdo responsaveis pela regulacdo da transcricdo de
genes-alvo, mediando os efeitos pleiotropicos dos hormonios lipofilicos nas células de trés
maneiras distintas: atuam na ativagdo dependente do ligante, na repressdo independente do
ligante e na transrepressdo da mesma’.

Essas macromoléculas estdo intimamente relacionadas a diversas doengas,

principalmente a vdarios tipos de patologias como canceres, osteoporose, diabetes,
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inflamagdes, entre outras, e, por isso, tém sido consideradas “alvos” para o desenvolvimento
de farmacos. Atualmente, a classe de farmacos mais procurada para a pratica médica sao os
agonistas e antagonistas que atuam sobre os receptores nucleares. Os RNs podem atuar de
diferentes maneiras, através da resposta direta, com a ativagao apos a ligacao de uma grande
variedade de sinais metabolicos e hormonais; ou pela integracdo de diversas vias de
sinalizacdo, através de modificagdes pds-traducionais e da regulagdo da atividade de grandes

. . ~ 2
cascatas de sinalizagao”.

1.1.2. A superfamilia dos receptores nucleares

O ano de 1988 marcou o inicio dos estudos dos receptores nucleares através da
identificacdo dos primeiros clones de c¢DNA que codificavam polipeptideos com
caracteristicas estruturais sugestivas de receptores de moléculas hidrofobicas pequenas’. Uma
década depois, estudos de clonagem resultaram na identificagdo de mais de 50 novos RNs’.

A superfamilia dos receptores nucleares foi originalmente definida como um grupo de
fatores de transcri¢do estruturalmente relacionados. Entre eles estdo proteinas que controlam a
expressdo génica em resposta a ligacdo de ligantes pequenos e hidrofobicos, representados
pelos hormoénios esteroidianos e tireoidianos, assim como a vitamina D e derivados da
vitamina A’. Entretanto, foi constatado que o nimero de receptores nucleares identificados
excedia o nimero de hormonios lipofilicos ja conhecidos. Com esse fato, os receptores que
ndo possuiam ligantes naturais foram denominados receptores orfios™ **.

Sabe-se hoje, que existem no genoma humano 48 genes pertencentes a esta familia’,
os quais atuam na regulagdo da transcri¢do de genes alvo, mediando a acdo de hormonios
esteroides, tireoidianos, retindides e da vitamina D, ao se ligar ao promotor de genes-alvo da
acdo hormonal'®. Os receptores nucleares sdo encontrados em todo o reino animal, de

r r 2 ~ ’ . . .
nematodas a mamiferos®, e sdo, portanto, proteinas cujo surgimento na escala evolutiva

: - S . PSR b
precede a diferenciacdo entre animais diploblasticos e triblasticos .
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Analises evolutivas desses receptores demonstram uma subdivisdo da superfamilia
dos receptores nucleares em seis diferentes subfamilias’. Uma das maiores subfamilias é
formada pelos receptores de hormonios tireoidianos (TRs), receptores de acido retindico
(RARs), receptores de vitamina D (VDRs) e receptores ativados pela proliferagao de
peroxissomos (PPARs), assim como alguns receptores oOrfaos como o ErbA reverso. A
segunda subfamilia contém o receptor x retindico (RXR) e os receptores orfaos: estimulador
de ovoalbumina de galinha (COUPs), fator nuclear de hepatocito 4 (HNF4), receptores
testiculares (TR2) e receptores envolvidos no desenvolvimento dos olhos (TLX ¢ PNR). A
terceira subfamilia é formada pelos receptores de esterdides (receptores de estrogeno-ER,
aldosterona-AR, progesterona-PR e de mineralocorticoides-MR) e receptores relacionados a
esteroides (EERs), também sem ligantes definidos. A quarta, quinta ¢ sexta familias sdo
formadas principalmente pelos receptores orfaos NGFI-B, FTZ-1/SF-1 e GCNF,
respectivamente™ 1> 12

A classificacdo dos RNs ¢ feita através da homologia entre os dominios de ligagdo ao
DNA (DBD) e os dominios de ligagdo ao ligante (LBD) de todos os membros da familia.
Estudos tém demonstrado que os receptores nucleares evoluiram a partir de um ancestral que
ndo possuia a capacidade de se ligar a ligantes, ou seja, um receptor 6rfio'*. O RXR foi
considerado um receptor oOrfio até que seu ligante, o &cido 9-cis retindico, fosse
identificado". Posteriormente, um grande nimero de ligantes foram identificados para
receptores 6rfdos, como os eicosandides e tiazolidinedionas que se ligam ao PPAR'®; os
oxiesterois, ligantes do receptor hepatico x — LXR'; a pregnenolona e progesterona, do
receptor de pregnanos x — PXR'®; o androsterol, ligante do receptor contitutivo de
androsterona — CAR'’; e acidos biliares, ligantes do receptor de farnesdides — FXR™. A
identificacdo desses novos ligantes sugere que novas moléculas ainda devem ser encontradas
para outros receptores orfaos os quais poderdo ter seus papéis no controle do metabolismo,

crescimento e diferencia¢io mais evidenciados® ®.
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1.1.3. A estrutura modular dos RNs

Os programas genéticos regulados pelos RNs afetam virtualmente todos os aspectos
da vida de organismos multicelulares, abrangendo diversas fungdes como a embriogénese,
reproducdo, crescimento e a morte celular. O poder regulatorio e seletividade desses
receptores t€ém fomentado pesquisas intensas em fatores-chave para decifrar a rede de eventos
moleculares em que estdo envolvidos®. A maior distingdo entre essas proteinas e fatores de
transcri¢do ocorre pela capacidade dos RNs de se ligarem a moléculas lipofilicas pequenas.
Esses ligantes comandam sinais regulatorios, os quais modificam a atividade transcricional de
seus RNs correspondentes, apos sua ligagio a esses ligantes”.

Até o presente momento foram identificados, no reino animal, 65 receptores
nucleares diferentes, os quais estio presentes em varias classes de eucariotos”. Essas proteinas
constituem uma grande familia de fatores de transcricdo que dividem uma estrutura modular
com cinco a seis dominios conservados, os quais correspondem a dominios funcionais

autonomos que podem interagir entre os receptores sem perder a fungdo”" > (Fig. 2).
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Figura 2 — Os dominios comuns dos RNs com suas principais fun¢des evidenciadas (figura modificada de 22).

Dentre esses dominios, estd a regido amino-terminal, que compreende os dominios

A/B. Essa regido contém uma (ou mais) funcdo de ativagdo autébnoma (AF-1), a qual, ao

interagir com os dominios de ligacdo ao DNA, pode ativar a transcricdo de maneira
., 13 ~ Lo .

constitutiva °. Em construgdes completas de receptores nucleares, AF-1 ¢ silenciosa na

auséncia de agonistas e antagonistas. O dominio A/B ¢ considerado pouco conservado entre
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os RNs e a distingdo entre A ¢ B ndo ¢ evidente. A alta variabilidade desta regido pode ser
demonstrada também através da variacao de tamanho que ocorre de receptor para receptor, a
qual pode conter 23 (Receptor de vitamina D) a 550 (receptor de glicocorticoides)
aminoacidos’.

Até o momento, nenhuma estrutura tridimensional deste dominio foi resolvida e
faltam detalhes moleculares para o entendimento do funcionamento desta regido. Alguns
trabalhos reportam que esta regido esta sujeita a modificacdes pos-traducionais, como a

. ~ 23,24
fosforilacdo™

. Acredita-se que a fosforilagdo dos dominios A/B atua na transativagdo da
funcao de ativacdo AF-1 e na cooperatividade com a segunda fun¢do de ativagdo (AF-2),
localizada no dominio E. A principal fungdo de AF-1 ¢ conferir especificidade a célula, ao

24,2
DNA e aos promotores™™ >

, a origem desse dominio ainda ¢ elusiva, mas pode ser relacionada
a acdo de especificidade celular e a expressdo de coativadores de AF-1.

O dominio de ligagdo ao DNA (DBD), também chamado regido C, ¢ altamente
conservado e confere especificidade para o reconhecimento de seqiiéncias-alvos de elementos
responsivos a hormoénios (HREs). Os HREs sdo formados por repeticdes hexaméricas das
seqiiéncias AGGTCA, que podem estar arranjadas em repeti¢cdes diretas (DRs), palindromicas
(Pal) e em palindromos invertidos (IPs)>. Este dominio tem sido exaustivamente estudado,
especialmente quanto a seletividade de reconhecimento a elementos responsivos, suas
propriedades de dimerizacdo e suas estruturas tridimensionais. At¢ o momento, existe um
namero razoavel de estruturas tridimensionais depositadas no PBD*®, que foram resolvidas
para este dominio complexado ou ndo, ao DNA.

A regido D constitui um dominio pouco conservado, o qual liga as regides C e E.
Esse dominio funciona como uma ponte que confere mobilidade entre os dominios bem

estruturados C ¢ E, propiciando diversas mudangas estruturais sem a criagdo de impedimentos

estéricos, para a ligagdo aos diferentes arranjos de DNAs. Esta regido contém o sinal de
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localizagdo nuclear (NLS), que ¢ responsavel pelo direcionamento e translocagdo dos
receptores nucleares presentes no citoplasma, até o nucleo celular®’.

Outro dominio importante ¢ representado como regiao E ou dominio de ligagao ao
ligante (LBD), considerado altamente estruturado e caracterizado, principalmente, pela sua
capacidade de reconhecimento e ligacdo a ligantes. Este dominio estd envolvido em vérias
funcdes reguladas pela ligagdo de moléculas lipofilicas, como a liberagdo do receptor do
complexo de proteinas de choque térmico, translocacdo para o nucleo, homodimerizagao,

. . ~ . ~ o~ 2.1 . ~ ’
heterodimerizagio, ativagdo da transcri¢io de genes-alvo™ " e sua associagio com proteinas

28, 29 30, 31, 32, 33

co-reguladoras, como 0s correpressores e os coativadores , respectivamente
essenciais para repressio ou ativagdo de genes pelos receptores. E neste dominio que agem os
agonistas e antagonistas promovendo ou bloqueando a transcri¢do®. O LBD também contém a
funcdo de ativacdo 2 (AF-2), uma grande interface de dimerizagdo e, frequentemente, uma
funcio de repressio’* *>°.

A regido F ou C-terminal esta presente em apenas alguns receptores, como o receptor
de progesterona (PR), estrogeno (ER) e de acido retindico (RXR). Esta regido é pouco
conservada ¢ ainda ndo se tém regras sobre sua funcdo. Alguns trabalhos presentes na
literatura apontam que esta regido pode ser importante para o recrutamento de determinados

coativadores, outros estudos sugerem que esta regido também atua como um alvo para

. ~ , . .1
modificacdes pos-traducionais’.

1.1.4. Mecanismo de acdo dos RNs — interacio com coativadores e correpressores

Os receptores nucleares, assim como todas as outras proteinas celulares, sdo
sintetizados nos ribossomos, localizados fora do nucleo celular. A passagem dos RNs até o
nucleo requer o sinal de localizacdo celular (NLS), localizado entre as bordas dos dominios C
(DBD) e D (hinge)3. O resultado deste transporte ¢ que a maioria dos RNs reside no nucleo,

tanto na auséncia, quanto na presenca de seus ligantes cognatos (Fig 3a). A maior excegdo € o
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receptor de glucocorticoides (GR), o qual na auséncia do hormoénio ¢ mantido no citoplasma
em complexo com chaperonas e proteinas de choque térmico (hsps). Nesse caso, a ligacao do
ligante induz a dissociagdo desse complexo, permitindo que o GR ativado pelo hormonio seja
translocado até o nucleo”’.

Na auséncia de ligantes, os RNs geralmente inibem a transcricdo através do
recrutamento de moléculas auxiliares, como correpressores, desacetilases de histonas entre
outras proteinas (Fig 3a). Os LBDs de muitos, mas nao todos, os RNs sdo ligados a uma gama
de correpressores transcricionais, como o correpressor de receptor nuclear-1 (Ncorl), ou o
mediador silencioso para receptores de retindides e hormonios tireoidianos (NCor-2, também
chamado de SMRT). Essa ligagdo ocorre via interagdes com seqiiéncias hidrofébicas
conservadas (IDs, motivo L/IXXIIXXL), que podem ser repetidas duas a trés vezes em cada
correpressor. A regido do correpressor que contém esse motivo conservado ¢ chamado de
corepressor nuclear-receptor box (CoRNR box), a qual aporta em um sulco hidrofébico na
superficie do LBD, formado pelas hélices 3 e 4. A ligagdo de um receptor a uma molécula
correpressora induz ao recrutamento de complexos transcricionais que contém histonas
deacetilases especificas (HDACs). Estas deacetilases mantém a estrutura condensada da
cromatina na regiio do promotor-alvo, resultando na repressio génica (Fig. 3b)>">% %,

Em muitos casos, o ligante agonista promove mudangas conformacionais que levam a
H12 a um posicionamento alternativo junto ao cerne do LBD. Este novo posicionamento
causa a destrui¢ao do sulco hidrofébico, resultando na dissociacdo do complexo formado com
o correpressor. Este holo-posicionamento da H12 permite que moléculas coativadoras
interajam com um motivo curto formado por LXXLL (onde L ¢ o aminoécido leucina e X ¢
qualquer aminoacido), chamado nuclear-receptor box, o qual estd presente em muitos
coativadores e ¢ considerado um motivo comum para a interacdo com LBDs de receptores
nucleares (Fig. 3¢). O motivo LXXLL reconhece uma regido formada pelas hélices 3, 4 ¢ 12

do LBD similar, mas n3o idéntica a regido envolvida na ligagdo com o correpressor, €
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determina uma regra decisiva no processo de interagio RN-coativador’”**3°.

O complexo de moléculas coativadoras contém histonas acetil-transferases (HATSs) e
outras proteinas que aceleram a transcricdo génica através da modificacdo e relaxamento da
cromatina, proxima a regido promotora. E através dessas proteinas que ocorre a desrepressao
da transcri¢do (Fig. 3d)* * *°. Apos esta etapa, outras moléculas coativadoras participam

desse complexo, recrutando e estabilizando a holoenzima RNA polimerase II (Fig. 3e).

4, Ligante
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Figura 3 — Mecanismo de agdo dos RNs. a. Os receptores nucleares sdo sintetizados no citoplasma e podem
ficar associados a proteinas ou serem transportados para o nucleo celular, na presenga ou auséncia de ligantes. b.
Na auséncia de ligantes os receptores ligados as HREs interagem com complexos de correpressores, com
proteinas que possuem atividade de histonas deacetilases (HADC). ¢. Apds a ligagdo do ligante, os
correpressores se dissociam e ocorre o recrutamento de moléculas coativadoras. d. Essas contém atividade de
histonas acetilases (HAT), desenovelando a cromatina e estabilizando a ligacao de coativadores (CRM),
permitindo a desrepressdo do mecanismo de transcrigdo. e. Outras moléculas coativadoras sdo recrutadas
(mediador TAF, por exemplo), as quais estabilizam a ligagao do complexo formado pela holoenzima RNA
polimerase II, ativando a transcri¢ao (figura modificada de 37).
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Nos promotores de genes-alvo regulados pelos RNs encontram-se seqiiéncias de bases
que sao responsaveis pelo reconhecimento especifico do receptor, as quais compdem oS
chamados elementos responsivos ao hormonio (HREs). Os RNs podem atuar sobre essas
seqliéncias na forma monomérica — como o fator esteroidogénico-1 (SF1); homodimérica -
como os receptores de esterdides; ou heterodimérica com o parceiro promiscuo RXR - como
os receptores de vitamina D (VDR), de hormoénios tireoidianos (TR), de acido retindico
(RAR) e muitos receptores orfaos*'. Modificagdes como mutacdes, extensdes, duplicagdes,
repeti¢des e inversdes na orientacdo relativa desses elementos geraram diversos tipos de
HREs seletivos para cada tipo de receptor ou para uma dada classe de receptores, sendo as
principais orientagdes dos HREs as repeticdes diretas espagadas por zero a seis
oligonucleotideos; repeticdes invertidas, também chamadas de palindrémicas e repeticdes
evertidas ou palindromos invertidos™.

Diversas estruturas cristalograficas da por¢do LBD dos RNs tém sido determinadas
para poucos apo- (auséncia de ligantes) e muitos holo- (presenga de ligantes) receptores, as
quais tém provido importantes informacdes sobre os mecanismos envolvidos na ligacdo do
ligante e transrrepressdo dos RNs*. Essas estruturas indicam que todos os LBDs possuem
uma estrutura geral comum, composta predominantemente por 12 a-hélices®. O tamanho do
bolsdo do ligante pode variar significativamente entre os membros da familia, sua entrada ¢é
fechada pela décima segunda hélice — a hélice 12, a qual forma uma estrutura em formato de
uma tampa ou portdo do bolsdo e contém residuos cruciais para a fungdo de AF-2. A
orientacdo da H12 ¢ uma conseqiiéncia de efeitos alostéricos induzidos pela modificagdo
conformacional de grupamentos quimicos da proteina na presenga ou auséncia do ligante. O
posicionamento dessa hélice constitui um importante elemento na regulacdo dos RNs,
principalmente no recrutamento de coativadores e correpressores’".

A mudanc¢a conformacional induzida pelo agonista no LBD ¢ uma manifestacdo da

funcdo de ativagdo de um receptor nuclear. O efeito alostérico do ligante na conformacao do
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LBD também pode modular a atividade da fun¢do de ativagao-1 (AF-1) do N-terminal através
da comunicagdo cruzada entre os dominios N- e C-terminais. Os detalhes precisos da
interacdo entre os dominios C- e N-terminais ainda sdo desconhecidos, pois nenhuma
estrutura tridimensional de um receptor nuclear completo foi determinada, porém algumas
evidéncias dessa interagdo foram relatadas para o receptor de androgénios —AR*.

Dados bioquimicos tém evidenciado uma enorme gama de fatores, geralmente
componentes de complexos transcricionais multiproteicos, que coordenam a fungdo dos RNs.
Entre eles estdo a familia de proteinas associadas a arginina metiltransferase-1 (CARM); o
complexo formado pelo fator intermediario de transcri¢do pl60, o coativador de receptor
nuclear e o coativador de receptor de esteroides (TIF/NCoA/SRC); a proteina E1A de ligacao
a proteina 300 (p300 ou CBP); o fator associado a p300 (PCAF); e as histonas
acetiltransferases (HATs). Estas proteinas podem formar complexos estaveis em promotores
responsivos, mas nao necessariamente em solucdo. Atualmente, um grande ntmero de
proteinas que participam na regulacdo dos RNs tem sido descritas e, consequentemente 0s
modelos sobre a regulagdo da transcri¢do tém se tornado extremamente complexos™ *.

1.2. O receptor de hormonios tireoidianos

Os hormonios tireoidianos (TH) — Triiodotironina (T3) e Tiroxina (T4) afetam muitos
tecidos em mamiferos. Eles exercem efeitos profundos na taxa metabolica e consumo de
oxigénio, mas também possuem fungdes Unicas em diversos 6rgaos, incluindo o coragao,
figado e glandula pituitaria®. Estes hormonios atuam nesses sistemas complexos e
especializados através de sua interagdo com seus receptores, os receptores tireoidianos — TRs,
os quais regulam a transcri¢do de genes especificos.

No genoma humano, existem dois genes diferentes que codificam para o TR, um
deles, que codifica para o TRa, estd localizado no cromossomo 17 e é chamado NRI1A1% Y7,
o outro codifica para o TRp, esta localizado no cromossomo 3 e é o NR1A2* *°. Cada um

destes genes resultam em dois ou mais produtos (TRal e 2; TRB 1 e 2), os quais diferem na
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seqliéncia das extremidades amino (TRB1 e TRP2) e carboxi-terminal (TRal e TRa2) e sdo
gerados pelo processamento diferencial que ocorre no RNA mensageiro™. A expressdo destas
1soformas ¢ diferenciada em varios tecidos, o que sugere funcdes diferentes para as mesmas.
O TRal representa um receptor funcional e responde ao hormonio T3, estando diretamente
relacionado com o controle da taxa cardiaca®. O TRa2 ndo responde ao T3 e ¢ uma variante
que se comporta como um inibidor dominante negativo da isoforma TRal’% A expressdo dos
transcritos para TRal e TRo2 em mamiferos ocorre em um grande numero de tecidos, tais
como cérebro, rins, coragdo, entre outros, durante a fase de embriogénese5 3, Apos esta fase,
uma particular abundancia na expressao do TRal foi detectada na musculatura esquelética,
tecido gorduroso marrom e cérebro. A taxa entre estes dois transcritos € varidvel de um tecido
para outro, entretanto, a isoforma TRa2 é predominate em muitos casos, especialmente no
cérebro™.

As isoformas TRP1 e TRP2 ligam-se e respondem ao hormdnio com alta
especificidade. Além de estarem relacionadas com a supressdo da liberagdo TSH (hormonio
estimulador da glandula tirdide), as mutacdes do TRB1 e 2 podem ocasionar na sindrome de
resisténcia aos hormonios tireoidianos®’. Em contraste 4 ampla expressdo do subtipo TRa, o

TRP ¢ mais restrito ao cérebro, olhos, pulmoes, e rins, sendo a expressao regulada durante o

desenvolvimento do cérebro™ >,
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Figura 4 — Comparag@o das propriedades funcionais entre as diversas isoformas do receptor TR. O tamanho da
isoforma (em numero de aminoacidos) ¢ dado nas extremidades dos diagramas, e a porcentagem de similaridade
entre os aminoacidos para cada dominio e em relagdo a isoforma TRP2, esta incluida dentro dos diagramas. A
presenga ou auséncia das propriedades descritas na tabela ao lado do diagrama, para cada isoforma, ¢
representada por + e — (figura modificada de 46).
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1.2.1. Detalhes estruturais do DBD

O dominio de ligagdo ao DNA estd localizado na por¢do central do TR, sendo
composto por dois motivos em dedos de zinco, caracterizados por 4 residuos de cisteina que
coordenam um fon Zn®" cada. A integridade estrutural de cada dedo de zinco ¢ critica, pois
mutagdes de aminoacidos ou delecdes de um dos dedos de zinco podem comprometer a
ligagdo ao DNA e, consequentemente, a atividade transcricional®™ >®°7,

O DBD possui 4 sub-regides, P-, D-, T- e A- boxes, as quais foram caracterizadas por
definir ou contribuir diretamente em diversos fatores como: (1) na especificidade aos
elementos responsivos; (2) na formacdo de uma interface de dimerizacdo entre os DBDs™;
(3) e no contato com a cadeia de DNA. O P-box, localizado no primeiro dedo de zinco, ¢
responsavel pelo reconhecimento seqiiéncia-especifico ao DNA e faz contatos com os acidos
nucléicos através de seus grupos fosfatos no sulco maior do TRE*” ®. O D-box, localizado no
segundo dedo de zinco, ¢ responsavel pela formagdo da interface de dimerizacdo em RXR,
GR e ER, essa regido possui uma arginina caracteristica, a qual demonstra ser importante para
a distingdo entre os espagamentos entre os meio-sitios dos HREs*" ®'. As regides de T- ¢ A -
box, estdo envolvidas, respectivamente, na formacao de contatos adicionais com o DNA para
TR e NGFI e na dimerizacdo, através de contatos adicionais da subregido distal do segundo
dedo de zinco™. Um ponto adicional de contato entre o DBD e os HREs ¢é a regido A-box, a
qual possui contatos importantes com o sulco menor do DNA, na regido ap6s o segundo dedo
de zinco™.

Atualmente so6 existe uma estrutura tridimensional do DBD do TR, obtido por
cristalografia de proteinas® (PDB ID 2NLL). Nesta estrutura, o TR estd heterodimerizado
com o RXR e ambos estdo complexados ao TRE DR-4. Os dois DBDs possuem as
caracteristicas comuns aos RNs, na qual a hélice 1 contém o P-box e contacta o sulco maior

do DNA e a outra hélice contém o segundo dedo de zinco, estabilizando a estrutura. A

interface dimérica formada nesse caso ¢ assimétrica, com o RXR ocupando a regido 5’ e o
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TR, na posi¢do 3’. Esta interface ¢ formada por residuos do segundo dedo de zinco do RXR e
a regido D-box do TR, havendo também contribui¢des do primeiro dedo de zinco e do T-box.
Um importante aspecto do DBD do TR ¢ o fato do A-box no TR ser formado por uma longa
hélice, a qual faz contato com o DNA na regidao espagadora do TRE, indicando que sua
presenca impede a formagdo de heterodimeros TR-RXR com menor espagamento entre os
meio-sitios™
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Figura 5 — A. Estrutura cristalografica do heterodimero 5'RXR-3"TR DBDs, complexados ao HRE DR-4. O
RXR esta representado em azul e o TR em rosa, os ions zinco estdo representados pelas esferas em cinza e o
DNA em verde (PDB ID 2NLL) B. TR B1 DBD, em que se observa a formagdo da hélice 3, a qual nem sempre
aparece estruturada nos RNs. C. Estruturacdo do DBD, com as regides do P-box, que coincide com a hélice 1; o
D-box ; a hélice 2; a hélice 3, que coincide com o T-box; ¢ 0 A-box. As hélices estio representadas pelos
retangulos pontilhados em rosa e os boxes, pelos quadros em azul ou magenta. NH, e CTE sao siglas para N-
terminal e C-terminal (figura modificada de 2).
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1.2.2. Detalhes estruturais do LBD

Detalhes moleculares do LBD vém sendo revelados através de uma gama de estruturas
cristalograficas que foram resolvidas para esse dominio em diferentes conformacgdes. Estudos
recentes de cristalografia de raios-X com o segmento LBD de TRs* 63, RAR64, RXR65,
PPAR® e ERY, demonstraram que o LBD destes receptores possui uma estrutura

tridimensional conservada entre os membros da superfamilia.

Figura 6 — Estrutura tridimensional do TR f1 LBD complexado com o ligante T3, ilustrando o posicionamento
do ligante, que se encontra totalmente enterrado na estrutura da proteina e a composi¢do basica deste dominio.

A estrutura do LBD ¢ constituida predominantemente de um sanduiche formado por 12
a-hélices e um grampo de cabelo formado por 3 a 4 fitas-p, conectando voltas de diferentes
tamanhos, conforme demonstrado na figura 6> **. Verificou-se também que o horménio
localiza-se no interior do receptor e ndo na sua superficie como se imaginava °"*®. A cavidade
hidrofobica do receptor onde se aloja 0 hormdnio possui uma forma e um volume exatos para
o encaixe do ligante especifico”. Essa cavidade ¢ formada pela superficie das hélices 3, 4 ¢ 5
do LBD que possuem aminoacidos que estabelecem interagdes de alta afinidade com grupos
quimicos do ligante; além da hélice 12 que promove mudangas conformacionais no receptor

apos a ligacio do horménio, “fechando” esta cavidade do LBD*>**°,
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As mudancas conformacionais geradas apos a ligacao do ligante sdo descritas como

um mecanismo de “ratoeira” > 41 ¢4

, na qual, apds a ligagao do ligante, a hélice 11 (H11) ¢
reposicionada continuamente & H10, modificando o posicionamento da H12, a qual se dobra
sobre a H6 e modifica a posi¢ao da H3 (Fig. 7). Em sua conformagdo final, a HI12 funciona
como um “portdao” no bolsdo de ligacdo ao ligante, que estabiliza a ligacdo através da
contribuicdo do ambiente hidrofobico e, em alguns casos, fazendo contatos adicionais com o
ligante. Essa nova conformagdo da H12 proporciona a formagdo de uma regido para a
interacdo com proteinas coativadoras. Esta nova interface, chamada de AF-2 ou dominio de
ativacio (AD), é conservada em todos os receptores nucleares transcricionalmente ativos™. A
importancia da H12 ndo ¢ restrita somente para o recrutamento de coativadores. Além da
funcdo de recrutamento de coativadores, a regido de interacdo do apo-RN a proteinas
correpressoras ¢ topologicamente relacionada aquela envolvida na ligagdo de coativadores’®

Holo-conformagéao H12
Apo-conformacgéo H12 y\f\

(’ 7, Entrada do ligante

/ / no sitio do rey I \_ /
..“E’“.. Mudanga na

conformagao de H12

Figura 7 — Mecanismo de ratoeira dos RNs. Estrutura tridimensional do RXR sem ligante (azul) evidenciando a
conformacao apo ou inativa da hélice 12 (em amarelo, circulada em laranja) e estrutura tridimensional do TR
com o ligante T3 (rosa) demonstrando o posicionamento holo ou ativo da hélice 12 (amarelo), o ligante esta
evidenciado em ciano.

A hipotese mais aceita sobre o mecanismo dindmico da H12 atribui o papel principal da
formacdo da holo-conformacao da hélice 12, a qual sela a entrada da cavidade do ligante apos
a entrada do hormoénio. Supde-se que a saida do hormoénio aconteca seguindo o mesmo

caminho. Entretanto, estudos recentes das rotas de dissociagdo do hormonio (T3) do receptor



37 Chpituls 7- Fntroducio Geral

tireoideano (TR), usando técnicas computacionais de dindmica molecular, apontam a
existéncia de, pelo menos, trés diferentes caminhos de fuga do T3 ao se dissociar do TR”'.
Isto pode indicar que varios caminhos de entrada no sitio ativo do LBD podem existir, os
quais ndo necessariamente envolvam as mudangas conformacionais da hélice 12.

Atualmente, estdo depositadas no PDB vérias estruturas do LBD do TR, isoformas a e
B, todas complexadas a diferentes ligantes. Estas estruturas revelam informagdes uteis sobre a
natureza do bolsdo de ligagdo ao ligante, sobre como agonistas podem promover o
empacotamento da hélice de ativagdo (H12) contra o cerne do LBD e como o desenho de
novos farmacos que ativam ou inibam a conformagio produtiva da H12 ™. A diversidade de
estruturas dos TRs, complexados a diferentes agonistas, revelaram que o bolsdo de ligagdo ao
ligante pode ser mais flexivel do que se imaginava. O LBD possui a capacidade de se
rearranjar e expandir para melhor acomodar o ligante”. Entretanto, como nenhuma estrutura
do apo-TR ou do TR complexado com antagonistas foi resolvida até o momento, os detalhes
estruturais da conformagdo inativa da hélice 12 ainda sdo desconhecidos. Portanto, os
mecanismos propostos para a dindmica da H12 sdo resultados de estudos de outros receptores
nucleares, o qual, por analogia, acredita-se que possam ser aplicados para os TRs.

As estruturas do TR revelam que poucas diferencas sdo encontradas entre suas
isoformas. A superposicdo das estruturas cristalograficas obtidas para o TR a e B nao
apresenta diferengas muito evidentes (Fig. 8). Em ambos os casos, o bolsdao do ligante ¢
dividido em duas partes. A primeira delas ¢ formada pela parte mais interna do sitio do
horménio, que faz contato com o corpo hidrofébico do ligante. A outra, pouco hidrofobica, é
composta pela parte mais exposta do bolsdo que contém a hélice 12, faz contato com a parte
polar do ligante. A parte polar apresenta grandes diferencas em apenas uma regido encontrada
entre o grampo P, formado pelas fitas B S3 e S4 (Asn 331-Glu 333, para TR B e Ser277-
Glu279, para TR a). A parte hidrofobica é praticamente idéntica quanto as conformagdes

. ~ N . , . . 4
estruturais e em relagdo aos rotimeros de aminoacidos, entre as isoformas’®.
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Figura 8 — A. Sobreposicdo das estruturas de TR al e f1 (azul e rosa, respectivamente) complexadas com T3
(creme), demonstrando que poucas diferencas sdo encontradas no enovelamento protéico, a unica diferenca se da
pela substituicdo de Ser227 (TR al) por Asp331(TR B1), em verde. Ao lado esta a representacdo dos contatos
que ocorrem com o ligante no interior do bolsdo de ligagdo do hormdnio, para TR al (B) e TR B1 (C). As
esferas em rosa demonstram os contatos entre a parte polar do ligante e o sitio de ligago. E possivel observar
que o TRP estabiliza melhor o ligante por conter uma ligag@o de hidrogénio a mais em seu sitio (figura
modificada de 74).

A principal diferenca no bolsdo de ligagdo do hormonio entre as duas isoformas (TR
al e B1) € representada pela substituicdo de um unico residuo em cada um dos dois receptores
(Ser277 em TRa e Asn331 em TRB1), o qual poderia ser util para o planejamento de fArmacos
seletivos”. Conforme analisado nas estruturas do TR al e p1 complexados com Triac e GC-1,
a isoforma P apresenta-se mais proxima do ligante®. Esta proximidade é causada porque a
modificacdo da Ser (TR a) pela Asn (TR B) faz com que o residuo Arg 282 seja rotacionado,
aproximando-se do ligante, o que resulta na formacdo de uma ligagdo de hidrogénio a mais
entre o ligante e o receptor. Isto gera uma maior estabiliza¢do do ligante no sitio de liga¢do do
receptor, o que resulta na seletividade entre as isoformas do TR, uma caracteristica bastante
pesquisada pela quimica medicinal atualmente.

1.2.3. Funcionamento dos TRs

Os receptores tireoidianos podem estar localizados no nucleo celular, tanto na

presenga quanto na auséncia de seus ligantes’’. Alguns estudos, entretanto demonstraram que

uma porcao significativa do TRP1, presente nas células, esta localizado no citoplasma na
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auséncia de T3 e a presenca desse ligante promoveria o direcionamento do receptor para o
nacleo’®. Outros estudos in vivo sobre o transporte niicleo-citoplasma da isoforma TRal
revelaram que esta proteina se acumula no nucleo (principalmente na presenca do T3), mas se
movimenta rapidamente entre os dois compartimentos. Uma das causas observadas para o
acumulo desta isoforma no citoplasma sao mutagdes que afetam a ligacdo ao DNA e a fungdo
de transativacdo’". Estudos desta isoforma apontaram o fato de que a fosforilagdo da mesma
aumenta sua retencdo nuclear e/ou inibe sua exportacio do niicleo™.

Os TRs interagem constitutivamente com elementos responsivos ao T3 (TREs) na
regido promotora de genes alvo, na forma de homodimeros, heterodimeros com o RXR, ou de
mondmeros™. As seqiiéncias destes TREs sdo compostas por meio-sitios de hexanucleotideos
5’-AGGTCA-3’. Em promotores de genes naturais, a maioria dos TREs consiste em dois ou
mais meio-sitios orientados em repeti¢des diretas, palindromos ou palindromos invertidos. O
espacamento dessas seqiiéncias hexaméricas varia de receptor para receptor. Para o TR o
espacamento requerido para repetigdes diretas € composto por 4 nucleotideos (DR-4),
enquanto que para repeti¢des palindrémicas ndo hd espagamento entre os meio-sitios'®
(PALO). Estudos demonstraram que o TRB1 expresso em bactérias pode se ligar a diferentes
TREs in vitro (Fig. 9). Geralmente esta ligagdo pode ocorrer como mondmeros em meios-
sitios isolados (F2M), ou em palindromos invertidos imperfeitos, espagados por 4 pares de
base (EM1) e em seqiiéncias palindromicas sem espacamento (PAL0). A ligagdo como
homodimeros pode ocorrer em seqiiéncias palindromicas sem espacamento (PALO), em
palindromos invertidos espagados por 4 (EMlpal) e 6 (F2) pares de base ¢ em repeti¢des
diretas (DR-4), esta ultima também ¢ preferencial para heterodimeros TR-RXR®'.

Os receptores tireoidianos podem ativar uma gama de promotores como repressores ou
ativadores de transcrigdo. Ao contrario dos receptores esteroidianos, o TR ndo complexado ao
seu ligante pode estar ligado a TREs e modular a transcricdo de genes-alvos. O TR pode

reprimir a transcri¢do basal de TREs positivamente regulados™. A presenca de T3 induz ao
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decréscimo de homodimeros de TR ligados a TREs, confirmando a hipétese que homo- e
heterodimeros de TR, na auséncia de ligantes, podem mediar a repressdao basal de
determinados genes™. Os receptores tireoidianos possuem dois tipos basicos de fungdo: (1)
repressao transcricional dependente de ligante e (2) ativagdo transcricional dependente de

ligante.

Interface de dimerizagao
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Figura 9 - Mecanismo de agdo dos TRs. O TR dimeriza (homo ou heterodimero) através da interface de
dimerizagao presente no LBD. O dimero formado se liga a0 DNA através do DBD. Para que o DBD possa
reconhecer diferentes arranjos de elementos do DNA ¢ necessario que o Ainge seja bastante flexivel,
promovendo tor¢des de até 180° entre os DBDs, estabilizando a interface de dimerizagdo presente nos LBDs. Na
figura temos o esquema de arranjos de DNA em que o TR se liga (palindromo invertido — F2, palindromo - PAL
e repetigdes diretas —DR4) e os modelos estruturais da ligagdo dos DBDs aos diferentes arranjos de HREs.

Alguns estudos indicam que o TR, homo- ou heterodimerizado, na auséncia de
ligantes, recruta correpressores como o NCoR e SMRT. Esses correpressores demonstraram
grande habilidade em mediar a repressao basal do TR ¢ RAR em estudos de co-transfecgao.
Essas moléculas interagem com proteinas que inibem a maquinaria basal, como TFIII,
TAFII32 e TAFII70, além de histonas deacetilases (HDACs), as quais mantém a cromatina
em seu estado enovelado, impedindo mecanicamente a transcri¢do™ .

Os TRs também possuem a capacidade de ativar a transcricao na auséncia de T3. Em

alguns estudos, o apo-TR foi capaz de ativar de transativagdo dos TREs para hormdnios de
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crescimento de rato (rGH) em linhagens de células da glandula pituitaria*. Além disso, foi
demonstrado que os TRs ativam a transcrigdo de genes negativamente regulados como os que
codificam para as subunidades a ¢ B do horménio estimulador da tiredide (tireotropina — TSH
o ¢ B) e o horménio liberador da tireotropina (TRH), na auséncia de ligantes™ ** % Esses
hormonios sdo alvos cruciais para o0 mecanismo fisioldégico de retroalimentacdo negativa do
T3 e este permite que o proprio receptor controle os niveis do horménio T3 no plasma
sanguineo®. Em geral, tem-se observado que genes que sdo reprimidos pelos horménios
tireoidianos sdo ativados pelo apo-TR. De maneira surpreendente verificou-se que
correpressores (NCoR e SMRT) estdo envolvidos na inducdo da expressdo das proteinas
TSHa, TSHPB, ¢ TRH, via TRs sem ligante. A presenca do ligante inibiu a expressdo destes
genes, possivelmente via dissociagdo dos correpressores"..

A presenca do ligante T3 induz modifica¢des conformacionais na H-12 do TR, a qual
passa a adotar uma posicdo agonista, dissociando o TR do complexo formado pelos
correpressores. Apos a ligacao ao ligante, o TR recruta complexos de proteinas coativadoras
como o pl60/SRC-1, TIFII/GRIP-1/SRC-2, as quais interagem com outras proteinas
adaptadoras para o encaixe da maquinaria basal, como o complexo formado por CBP/p300.
Nesse caso, a proteina CBP possui atividade histona acetilase, a qual contribui para o
relaxamento da cromatina, permitindo que o TR efetue a ativacdo transcricional de
determinados genes®” ®. Posteriormente, foi descoberto outro complexo de coativadores
formados por proteinas de interacdo com o receptor de vitamina D e proteinas associadas ao
TR (DRIPs/TRAP complex), bastante semelhantes ao complexo descrito anteriormente™. Os
estudos deste novo complexo sugeriram que o TR pode recrutar o complexo DRIP/TRAP
para a estabilizagdo da holoenzima RNA polimerase II através de suas subunidades externas,
porém, DRIP/TRAP ndo apresentaram atividade histona acetilase®” ** *°. Essas informagdes
levaram a construgdo de um modelo de ativagdo dos receptores nucleares, no qual dois

diferentes complexos de coativadores sdo recrutados. Primeiramente o complexo p160/SRC-1
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¢ responsavel pela iniciagdo da transcri¢do, recrutando cofatores com atividade histona
acetilase e, ap6s o relaxamento da cromatina, o complexo DRIP/TRAP se liga aos RNs,
recrutando a holoenzima RNA polimerase II, para ativar a transcricio™ *°.
2.4. Os Hormonios metabdlicos do TR

A glandula tiredide ¢ uma das maiores glandulas endocrinas do organismo e secreta
dois hormonios importantes: a tiroxina (3,5,3’,5’-tetraiodo-L-tironina — T4) e a triiodotironina
(3,5,3’,-triiodo-L-tironina — T3) (Fig. 10). Esses tém efeito profundo no aumento do
metabolismo basal”. Cerca de 90% dos horménios metabolicamente ativos secretados pela

tireoide consiste em T4, sendo somente 10% representado pelo T3, a concentracdo de T4

presente no soro sanguineo ¢ 45 vezes maior que a de T3°' (90nM vs 2nM).

3,5,3’,-triiodo-L-tironina — T3 3,5,3°,5 -tetraiodo-L-tironina — T4
Figura 10 — Estruturas dos principais hormonios tireoidianos T3 e T4.

Entretanto, quase toda a tiroxina € convertida em triiodotironina nos tecidos, portanto,
ambos sdo metabolicamente funcionais. Essa conversao do T4 em T3 ocorre pela acdo de
deiodinases, presente nos tecidos periféricos’. As fungdes entre eles diferem na rapidez e na
intensidade da agdo. O T3 ¢ cerca de 5 a 10 vezes mais potente que o T4. Como exemplo, o
K4 determinado para a isoforma TRa de galinha varia entre 0.21-0,33nM para T3 e 1,4nM
para T4. Para TR, estes valores sdo 2,3nM para T3 e 50nM para T4 39,

A primeira etapa na formagao dos hormdnios tireoidianos consiste no transporte dos
ions iodeto do sangue para as células glandulares e os foliculos da tiredide. Esse seqiiestro de
ions ocorre pela bomba de iodeto, presente nas membranas basais das células tireoidianas. A
intensidade desse seqiiestro ¢ estimulada pelo TSH. Apos a captagdo dos iodetos, eles sdao
oxidados pela enzima peroxidase, na membrana apical da célula, fornecendo iodo oxidado

para a regido celular onde a tireoglobulina emerge do aparelho de Golgi ***° (Fig. 11).
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Figura 11 - Mecanismos de produgdo dos hormonios tireoidianos. A parte superior da figura representa a
regulacdo hormonal que controla a producéo de T3 e T4, abaixo tem-se o detalhe de uma célula tireoidiana,
explicando como ocorre a sintese hormonal (figura retirada de www.endonutri.med.br, acesso feveveiro 2008).

A ligagdo do iodo a molécula de tireoglobulina (chamada de organificagdo da
tireoglobulina) ¢ lenta. A iodetacdo da tirosina pode ocorrer de duas formas, uma delas ¢
quando essa recebe apenas um iodo, formando a monoiodotirosina; a outra ¢ quando ha o
acoplamento de dois iodos na molécula de tirosina, formando a diiodotirosina. Quando uma
molécula de diiodotirosina liga-se a uma de monoiodotirosina, ocorre a formagdo da
triiodotironina, j4 a ligagdo de duas diiodotirosinas forma a tiroxina® " **. Apés a formagio
desses hormonios, os mesmos sdo estocados na glandula tiredide e lancados lentamente na

circula¢do sanguinea, onde se acoplam a proteinas plasmaticas para serem transportados até as
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células-alvo. Essas proteinas sdo, principalmente, a globulina de ligacdo a tiroxina, a pré-
albumina e a albumina de ligacdo a tiroxina, todas elas sintetizadas no figado®”** .

O metabolismo do hormoénio T3 ocorre por trés vias: deiodinacdo, conjugacdo e
alteracdo da cadeia lateral. Cerca de 50-60% do T3 em humanos ¢ deiodinado para 3,3’-
diiodotironina®. Entretanto, 10% do metabolismo de T3 envolve a alteracdo da cadeia lateral
de tirosina, resultando na producao de 3,3’,5—4cido triiodotiroacético (Triac — Fig. 12). Sob
condi¢des patoldgicas, como, por exemplo, jejum, a produgdo de Triac ¢ aumentada
substancialmente. Além disto, o Triac pode ser importante para supressao da secre¢do de TSH
durante situagdo de jejum, o que acontece apesar dos baixos niveis plasmaticos de T3 e T4.

Além disto, em condigdes diferentes de jejum, caracterizadas por baixos niveis de TSH, T3 e

T4, o Triac pode estar relacionado com a supressio da secregdo de TSH”.

o~
3.3”.5 - acido triiodotiroacético — Triac
Figura 12 — Estrutura do ligante Triac.

Alguns estudos tém demonstrado uma maior eficiéncia do Triac em relacao a T3 e T4
na supressio da secrecio de THS em cultura de células da pituitaria®. A administracio de
Triac em pessoas com eutiroidismo e hipotiroidismo (conseqiiéncias da Resisténcia
Generalizada a Horménios Tireoidianos — GRTH) suprime a secrecdo basal de TSH”” % %°.

Outra caracteristica observada para o Triac ¢ que este se liga aos receptores do
hormonio tireoidiano com maior afinidade que o T3, mas apresenta um tempo de permanéncia
muito curto nos receptores € uma pequena meia vida plasmatica. Este composto tem sido
empregado empiricamente no tratamento da Sindrome de Resisténcia ao Hormodnio
Tireoidiano (RTH). O Triac tem se revelado mais potente que o T3 na agdo da regulagdo
transcricional dos receptores TR1 ¢ TRP2 sobre os elementos responsivos palindrémicos e

palindromicos invertidos, enquanto que a regulacdo por TRal ¢ equivalente para ambos

ligantes””.
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2.5. Fisiologia e importancia médica do T3

O potencial farmacologico dos receptores nucleares consiste, em parte, na habilidade de
derivados sintéticos ou naturais em reproduzirem ou inibirem a atividade dos hormdnios
naturais. De fato, agonistas e antagonistas sintéticos de muitos receptores nucleares sao
constantemente usados no combate ao cancer, diabete do tipo II, hipertensdo, osteoporose,

39, 42 .
* 77, Estima-se

reposi¢ao hormonal e em firmacos imunossupressivos ou antiinflamatorios
que cada oito dos 100 farmacos mais prescritos nos Estados Unidos em 2002, tinham como
alvo os receptores nucleares e geraram uma receita anual acima de US$ 9 bilhdes (American
Thyroid Association). Atualmente, calcula-se que 20% das prescricdes farmacéuticas nos
Estados Unidos sejam para ligantes de RNs ou para agonistas e antagonistas seletivos desses
receptores72.

As anomalias funcionais da glandula tiredide sdo freqiientes, acometendo
aproximadamente 5 % da populacdo geral, com forte predominio entre as mulheres. Calcula-
se que, atualmente, mais de 200 milhdes de pessoas sofrem com alguma forma de doenca da
tire6ide (dados da OMS).

A presenca do T3 ligado ao TR ativa o processo de transcricdo e faz com que sejam
sintetizadas um grande niimero de enzimas, proteinas estruturais e transportadoras, além de
outras substancias, aumentado a atividade funcional do organismo’’. Como conseqiiéncia da
ativacdo da expressdao de diversos genes, os receptores tireoidianos promovem o aumento da
atividade metabdlica celular, de maneira que o metabolismo basal pode variar entre de 60 a
100% acima do normal quando ha secrecdo desses hormonios. Com isso, a velocidade de
utilizacdo de moléculas para obtencdo de energia ¢ aumentada, assim como processos
relacionados ao anabolismo e ao catabolismo’”.

Além das fungdes supracitadas, os hormonios tireoidianos possuem papéis importantes

em mecanismos corporais especificos. Um deles ¢ a estimulagio do metabolismo de

carboidratos, incluindo a rapida captagdo de glicose pelas células, aumento de glicogendlise e
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da gliconeogénese, além do aumento na absor¢do realizada pelo trato intestinal e na secrecdo
de insulina. Os TH também estimulam o metabolismo de gorduras, com mobilizagao dos
lipideos, diminuindo suas reservas, aumentando a concentracao de acidos graxos livres no
plasma e acentuando a oxidacdo dos mesmos. Outra forma de atuagdo ocorre com a
diminui¢do das concentragdes plasmaticas do colesterol, fosfolipideos e triglicerideos, pois
aumenta a secre¢do dessas moléculas na bile, com a conseqiiente perda das mesmas pelas
fezes; além de induzirem o aumento de receptores de lipoproteinas de baixa densidade nas
células hepaticas™.

O T3 e T4 aumentam a atividade de muitas enzimas induzindo ao aumento da

829 Por fim, esses

necessidade de vitaminas que atuam como cofatores enzimaticos
hormdnios também representam papéis importantes sobre o sistema cardiovascular. Eles
proporcionam o aumento do fluxo sanguineo, devido ao aumento do metabolismo; e o
aumento na freqliéncia e for¢a cardiaca. Além disso, atuam sobre outros sistemas, aumentado
a taxa de respiragdo, a motilidade gastrointestinal e a excitabilidade sobre o sistema nervoso
central*®",

Existem varias patologias associadas a disturbios causados pelos hormonios
tireoidianos, entre elas podemos citar a resisténcia ao hormonio tireoidiano (RTH), a doenca
de Grave, a sindrome de Hashimoto, o cretinismo, o hipertireoidismo e o hipotireoidismo,
uma das causas da obesidade (anomalia que, atualmente, vem sendo considerada um estado
patolégico). Em excesso, quadro tipico do hipertireoidismo, os hormonios tireoidianos podem
causar perda de peso, taquicardia, arritmias atriais ¢ ataques cardiacos™, além de perda de
massa Ossea e de tornar o balango de célcio no organismo negativo’. No hipotireoidismo,
estes hormoOnios causam retardamento no crescimento, baixo débito cardiaco, acimulo de
tecido adiposo, aumento do colesterol, além de retardamento mental - caso tipico de

. . .. 4 T ~ ~ s
hipotireoidismo neonatal*> ¥. Outras respostas fisiologicas sdo a reducdo dos niveis de

L, . A . . n 42
colesterol plasmatico, interferéncia na lipogénese e perda muscular, entre outras .
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Embora muitos ligantes naturais dos receptores nucleares possuam propriedades
farmacologicas interessantes, o uso destes na pratica médica estd restrito, pois 0s mesmos
elucidam uma mistura de agdes e efeitos benéficos e deletérios. Estudos demonstram que os
efeitos deletérios da agdo do TH se dao, principalmente, através de ativagao da isoforma o do
receptor TR (TRa), que é predominantemente expressa no tecido cardiaco, enquanto os

efeitos benéficos do TH sdo mediados pela isoforma B do receptor (TRP), que encontra-se
expressa no figado**** .

A possibilidade de mapear as diferengas estruturais no modo de ligagdo dos ligantes as
isoformas do TR traz a promessa de desenvolvimento de ligantes isoforma-especificos que
poderiam ativar seletivamente uma das isoformas do receptor de maneira independente. Isso
poderia diminuir de maneira significativa os efeitos colaterais causados por administragdo de
compostos que ativam os receptores nucleares de maneira nao-seletiva.

Apesar de muito ter sido feito no desenvolvimento de fiarmacos que atuam nos
receptores nucleares, muito mais compostos quimicos com potencial terapéutico ainda podem
e devem ser desenvolvidos, tornando ainda mais necessdrias pesquisas que procurem novos
ligantes que possam funcionar como agonistas e/ou antagonistas dos receptores nucleares. A
procura por farmacos naturais, como os fitoterapicos, tem sido uma alternativa bastante usada,

principalmente no Brasil, onde a diversidade de espécies que podem ser estudadas para se

buscar principios ativos € enorme.
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W Z - Objetivos e
Justificativa do Trabalho

Este trabalho visa os estudos biofisicos, bioquimicos e estruturais dos receptores de
hormonios tireoidianos (TR), na busca de um melhor entendimento sobre os mecanismos de
funcionamento dessas moléculas. Os objetivos especificos dessa tese foram:

(1) Estudos de oligomerizagdo do receptor.

Utilizando diferentes construgdes do receptor, a primeira contendo o dominio de

ligacdo ao ligante e o dominio de ligacdo ao DNA; outra com o dominio de ligacdo ao ligante
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e o hinge; e somente o dominio de ligagdao ao ligante, permititindo avaliar a participacao de
cada dominio no processo de formagao dos oligdmeros e ainda a influéncia do ligante sobre o
processo. As principais técnicas aplicadas foram a cromatografia por gel filtragdo, a
eletroforese por gel ndo desnaturante, o crosslinking quimico e o espalhamento dinamico de
luz (DLS); além dessas técnicas, o espalhamento de raios-X a baixos angulos (SAXS)
também auxiliou nesses estudos.

(2) Estudos estruturais em solucdo através do espalhamento de raios-X a baixos
dngulos

Baseando-se principalmente na técnica de SAXS. Devido a auséncia de estruturas
cristalograficas de construgdes mais completas do receptor, aliada a dificuldade de cristaliza-
las, essa técnica permitiu inferir sobre as disposi¢des de cada um dos dominios do receptor,
além de resultar no primeiro envelope molecular do receptor completo em solugdo. Para esses
estudos foram empregadas construgdes diversas do TR em ambas as isoformas, na tentativa
de evidenciar o envelope de cada dominio e do receptor completo. Além disso, foram
avaliados os efeitos da adicdo do hormoénio e de elementos responsivos de DNA sobre o
receptor.

(3) Estudos da afinidade do receptor a diversos elementos responsivos de DNA.

Executados na tentativa de se estabelecer valores de constantes de afinidade entre
diferentes constru¢des do TR e os principais elementos responsivos de DNA (HREs),
preferenciais para os receptores dos hormonios tireoidianos e de acido 9-cis-retinoico.
Empregando técnicas de anisotropia de fluorescéncia, foi possivel avaliar as preferéncias de
ligacdo do TR aos diversos HREs ¢ a influéncia de cada dominio no processo de ligagao
receptor-DNA. Além disso, também foi verificada a influéncia do ion magnésio no processo
de ligacao e especificidade do TR aos diferentes HREs.

(4) Estudos da dindmica da ligagdo do ligante ao dominio de ligacdo ao horménio.
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Esses estudos permitiram inferir sobre pequenas mudangas estruturais no receptor
antes e apos a adicdo do ligante. Para tanto, utilizou-se a técnica de troca de hidrogénio por
deutério, monitorada pela espectrometria de massas. Com base nesses estudos e com a
utilizacdo da estrutura cristalografica do dominio de ligagdo ao hormoénio do receptor foi
possivel um melhor entendimento das modificagdes conformacionais do receptor antes e apds
a adigdo do ligante.

Esses estudos sdo de extrema importancia para o melhor entendimento dos receptores
nucleares, em particular do receptor dos hormdnios tireoidianos. Com esse trabalho foi
possivel avangar no entendimento do funcionamento deste receptor, aliado a participagao de
cada um de seus dominios. O entendimento profundo sobre as bases moleculares da fungao
dos receptores de hormonios tireoidianos podem acarretar em melhores estratégias na
tentativa de combate ou controle das diversas anomalias resultantes do mau funcionamento
desta proteina, o que seria de grande utilidade no combate as intimeras patologias associadas a

este receptor.
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Utilizadas

As principais técnicas e construcdes da proteina utilizadas nesse trabalho serdo
brevemente descritas. Além da expressdo e purificagdo da proteina, também estdo descritas
nesse capitulo como foram efetuadas todas as técnicas utilizadas nos estudos de
oligomerizacdo (gel filtracdo, gel nativo, DLS e crosslinking), nos estudos de SAXS,

fluorescéncia e espectrometria de massas.
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3.1. Informacdes sobre os clones, proteinas utilizadas e construcdes.

As constru¢des da proteina utilizadas nessa tese foram obtidas no Laboratério de
Cristalografia de Proteinas do Instituto de Fisica de Sdo Carlos. Nesses experimentos foram

utilizadas principalmente duas isoformas do TR humano, al e B1, em diferentes constru¢des

(Fig. 13).
TRa1 completo [ A/B © D E ] aa 1-410
TRo1 AAB ou TRal DBD-LBD [ C I D I E ] aa 52-410

aa 1-461

TRB1 completo
TRB1 DBD-LBD ou TRB1 AAB -E]_ aa 102-461
TRB1 LBD (202) ou TRB1 AABC @_ aa 202-461
TRB1 LBD (209) ou TRB1 AABCD _ aa 209-461
TRB1 AAB/E ou TRB1 DBD -E] aa 102-202

Figura 13 — Esquema contendo as principais constru¢des de TR al e B1 utilizadas nesse trabalho nos proximos
capitulos, com a numerag¢éo do aminoécido (aa) inicial e final de cada construgdo. A, B, C, D e E sdo os
dominios pertencentes a cada construgao.

Nos estudos realizados com o TRP1, foram utilizadas as construgdes contendo os
dominios DBD-LBD, LBD com e sem hinge (0s quais se iniciam nos aminoacidos E202 e
E209, respectivamente) ¢ DBD. Também se tentou expressar e purificar a construgdo
completa, porém a proteina apresenta-se bastante instavel e em pouca quantidade, o que
inviabilizou os estudos utilizando esta construgdo. Todos os clones do TRB1 citados estdo
inseridos no vetor de expressdao pET-28a(+), com excecao do TRB1 AABCD (TRB1 LBD
209) o qual esta inserido no plasmideo pETDuet. Esses vetores contém uma fusdo com cauda
de histidina na janela aberta de leitura dos clones e resisténcia aos antibioticos kanamicina e
ampicilina (pET-28a(+) e pETDuet).

As construgoes estudadas do TR al continham todos os dominios (TRal completo) e o

DBD-LBD. A construgdao contendo a proteina completa foi inserida no vetor de expressao
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pET-28a(+), enquanto a constru¢ao DBD-LBD esta inserida no vetor pPSMT3, um pET-28a(+)
modificado que, além da cauda de histidina, contém uma fusao a mais com a proteina ULPI, a
qual possui alta solubilidade.
3.2. Transformac¢ao em Escherichia coli BL21(DE3) e DH5a

Os vetores contendo os genes de cada constru¢ao foram primeiramente transformados
em células de Eschirichia coli, linhagem DH5a, para propagacdo de plasmideos. As células
transformadas foram utilizadas para o crescimento de uma pequena cultura (10 mL), a qual foi
utilizada para a purificagdo dos plasmideos através da mini preparacdo plasmidial. Os
plasmideos purificados foram entdo transformados em células de E. coli em uma linhagem
especifica para a expressao de proteinas BL21(DEs3). Esses passos foram realizados seguindo-
se protocolos muito bem estabelecidos e detalhados na literatura'®.
3.3. Expressao de proteinas.

Os procedimentos empregados foram adaptados de protocolo fornecido pelos
colaboradores da Universidade da Califérnia, Sdo Francisco, EUA. Os ensaios de indugao
para o hTR foram feitos de acordo com protocolos pré-estabelecidos por esse mesmo grupo,
procurando-se uma condi¢do ideal para cada construcao e isoforma utilizada.

Para a expressdo em larga escala, inoculou-se os meios 2x-Luria Bertani (meio LB
concentrado 2x — 2% peptona, 1%extrato de levedura e 1%NaCl) ou 2xYT (1,6%triptona,
1%extrato de levedura e 0,5% NaCl) contendo 50 pg/mL de kanamicina, ou ampicilina,
empregados para a expressido da proteina com pré-cultura crescida por 18 horas, a 37°C, no
volume determinado pela divisdo: 2/Absgo pré-cultura. A cultura foi crescida a 22°C até que a
DOgo atingisse valores entre 1,2 e 1,6. Depois de atingida esta DO, induziu-se a expressao da
proteina com 0,5-1,0 mM de IPTG (Isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo) e manteve-se a
inducdo das bactérias por 4 a 6 horas, na mesma temperatura do crescimento da cultura.
Posteriormente, as bactérias foram sedimentadas por centrifuga¢ao a 6.000 rpm (Sorvall-GS3)

por 10 minutos, a 4 °C. Os sedimentos foram congelados rapidamente em nitrogénio liquido,



Copitule 3 — Metodilogias 54

ou usados em seqiiéncia para o preparo do extrato protéico. Os detalhes da expressao de cada

construgdo e isoforma estao representados na Tabela 1.

Tabela 1- Detalhes da expressdo de todas as isoformas e construgoes utilizadas.

: - Temperatura .
s | . Vetor/ de ~ DOgoonm €+ [IPTG] = Aditivos
C%zzigﬁzo/ I\(/:Ilfllt?lie ~antibiotico de = crescimento = tempode = para  usadosna
- resisténcia ~ daculturae  indugdo  indugdo = indugdo
E ___inducdo
TRal = pxyr  PET282H) o 4005 imm 10MM
completo Kanamicina  4a6hs ZnSO,
TRal pSMT3 . 10 mM
DBD-LBD 2XYT Kanamicina 22°C 1,2-1,5 I'mM ZnSO,"
7 ; ~ 4a6hs
IRBL = oxyr (POEX e 25 tmm 10TM
completo - Ampicilina 1Daléhs - ZnSOq4
TRBIDBD- ey PET28a(5) 0 poe 045 imm 10mM
LBD ~ Kanamicina  4a6hs ZnSOy4
TRPILBD 5 g  PET-28a(H) 22°C 1215 05mM e
(202) 5 ~ Kanamicina  4a6hs 5
TRBILBD ;g pETDuet 2°C 1215 05mM e
(209) - Ampicilina Aa6hs

“aditivo utilizado para o fornecimento de zinco, para a formagao correta do DBD.

3.4. Preparo do extrato protéico.

Devido ao fato que a proteina ¢ termo-sensivel, todos os procedimentos para a produgdo
do extrato protéico foram realizados mantendo-se a solugdes e frascos em gelo. Para o preparo
dos extratos da proteina TRal completa e DBD-LBD e da TRB1 DBD-LBD, LBD (com e
sem hinge) e DBD, os sedimentos de bactérias foram ressuspendidos inicialmente em tampao
TST (50mM Tris-HCI pH 8,0, 150 mM NaCl, 0,05% Tween 20, 10 mM [B-mercaptoetanol),
na quantidade 20 mL para cada 6 g de células. O TRB1 completo foi ressuspendido em
tampao PBS (140 mM NacCl, 2,7 mM KClI, 1,8 mM KH,PO4, 1 mM DTT).

Apoés a ressuspensdo e homogeneizagdo das células no tampao, foi adicionado a
solugdo 10 mg de lisozima ¢ 1 mM de PMSF. Deixou-se a lisozima agir por 30-60 minutos

em gelo, para o rompimento da parede celular. Apds esse passo, o extrato foi sonicado 6 vezes
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por 30 segundos e depois, centrifugado a 14.000 rpm (Sorvall- SS34) por 1 hora, a 4 °C. O
sobrenadante foi purificado imediatamente ou congelado com N, liquido e armazenado a -80
°C para posterior purificacao.

Em alguns casos, para a produc¢ao do holo-TR, o ligante foi adicionado ao extrato
pronto, em excesso de 10 vezes sobre a concentragdo protéica estimada para o fim da
purificacdo, ¢ a mistura foi incubada por cerca de 1 hora, com agitagdo, para posterior
purificagdo. Em outras situagdes, o ligante foi adicionado ap6s a completa purificacdo da
proteina, em excesso de 3 vezes a concentragdo protéica.

3.5. Purificacio por afinidade - IMAC

Com excecao do TRB1 completo, todas as proteinas foram expressas em fusdo com
uma cauda N-terminal contendo 6 histidinas codificadas pelo plasmideo pET-28(+), pSMT3 e
pETDuet. A presenca desta cauda confere a proteina uma alta afinidade para ligagdo em
resinas de cromatografia contendo fons de metal (Cu®", N**, Ni*", Fe*") quelados, sendo esta
técnica conhecida como IMAC (cromatografia por afinidade a um ion-metal imobilizado).
Portanto, no primeiro passo de purificacdo empregado foi utilizada a técnica de IMAC, tendo
sido a eluig¢@o da proteina feita com um doador de elétrons que competiu com a proteina pela
interagdo com o metal imobilizado na resina. O doador empregado foi o imidazol, o qual ¢
andlogo ao anel imidazolico da cadeia lateral do aminoacido histidina.

Incubou-se o extrato com 1 mL de resina Talon Gravity Flow (Clontech) para cada 6g
células por 1 hora com agitagdo, a 4°C. A resina foi pré-equilibrada com tampio AA
(contendo 50 mM Fosfato Sodio pH7,8, 200 mM NaCl, 10% Glicerol, 10 mM imidazol).
Apbs a incubacdo, a mistura contendo extrato e resina foi centrifugada a 500 rpm (centrifuga
Eppendorf 5810R rotor A-4-62), por 4 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi aspirado e
posteriormente, descartado. As lavagens foram efetuadas acrescentando-se 40 mL de tampao
AA, acrescido de 5 mM [B-mercaptoetanol, para cada mL de resina utilizada. A resina foi

vagarosamente ressuspendida no tampdo e centrifugada a 500 rpm, por 4 minutos, a 4 °C. Este
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procedimento de lavagem foi executado por trés vezes, para que impurezas, com ligagdes
inespecificas a coluna, fossem eliminadas. Apds a lavagem, a resina foi transferida para
coluna de pléstico Poly-Prep (Bio-Rad) e deixou-se eluir o restante do tampao de lavagem. A
eluicdo se deu pela passagem de 2 mL de tampao AB (contendo 50 mM Fosfato Sédio pH
7,8, 200 mM NaCL, 10%Glicerol, 300 mM Imidazol) para cada mL de resina, por 3 vezes.

As amostras obtidas foram analisadas em SDS-PAGE (concentragdo de poliacrilamida
de 10 a 15%, dependendo do tamanho da proteina purificada). As bandas de proteinas foram
visualizadas através de coloracdo com Coomassie brilliant blue (0,25% de Coomassie

brilliant blue R-250- Bio-Rad, 90% de etanol absoluto e 10% de acido acético glacial).

3.6. Purificacio por interacio hidrofobica

Apés coluna de afinidade, a proteina foi submetida a uma coluna de intera¢do
hidrofébica, Phenyl SPW 8/7 (TOSOHAAS) para aumentar o grau de pureza, empregando-se
o equipamento Akta Purifier (Amersham-GE). Esse tipo de purificagdo foi utilizado em
apenas alguns casos. Essa coluna possui capacidade de separar o TR com e sem ligante, sendo
utilizada principalmente para garantir que a amostra purificada estivesse homogénea.

As fragdes aplicadas foram acrescidas de sulfato de amonia para condutividade proxima
do tampado inicial HicA (20 mM Hepes pH 8,0, 600 mM NH4(SO4),, 1 mM DTT) e aplicadas
na coluna em fluxo de 0,75 mL/min. Apds isto lavou-se a resina com tampao inicial por 10
minutos, fluxo 0,75 mL/min. A elui¢do se deu em um gradiente de tampdes, aumentando-se
de 0-100% a quantidade de tampdo HicB (20mM Hepes pH 8,0, ImM DTT, 20% glicerol e
10% acetonitrila), mantendo-se o mesmo fluxo, por 60 min.

As amostras obtidas foram analisadas em SDS-PAGE (concentra¢do de poliacrilamida
de 10 a 15 %) e coradas com Coomassie Blue. A quantificacdo foi feita utilizando-se o
método colorimétrico de Bradford (Bradford, 1976) via o kit Bio-Rad Protein Assay, segundo

especificagdes do fabricante. Quando necessario, as proteinas foram concentradas através de
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centrifuga¢do a 1500 g, 4°C, pelo tempo necessario, utilizando-se do concentrador Amicon

Ultra I0MWCO, 15 mL(Millipore).

3.7. Purificacio por Gel Filtracao

Este passo de purificacdo foi realizado para garantir um maior grau de pureza as
proteinas purificadas por afinidade ou pela coluna de fenil. Para tanto, foram utilizadas,
dependendo do tamanho e estado de oligomerizagdo das proteinas purificadas, as colunas
Superdex 75 HL 26/60 ou Superdex 200 HL 16/60 (Amersham-GE), utilizando-se o
equipamento Akta Purifier (Amersham-GE). A coluna foi pré-equilibrada com tampao
contendo 20 mM Hepes pH 8,0, 50 a 200 mM NaCl, 5% glicerol e 2 mM DTT. As amostras
de proteina foram aplicadas na coluna e realizou-se uma eluicdo isocratica utilizando-se um
volume e meio de coluna e fluxo de 2 mL/min, Todos os passos foram realizados utilizando-
se as solugdes em gelo e as colunas em banho térmico a 4C.

Para se estimar o volume de elui¢do de cada proteina, a coluna foi previamente calibrada
com os kits de calibragdo de coluna de gel filtragdo para alto e baixo peso molecular
(Amersham-Bioscience). Através dessa calibracdo foi possivel prever a localizagdao de cada

pico de elui¢do das proteinas e calcular seus raios hidrodindmicos.

3.8. Clivagem da cauda de histidina

Todas as fusdes utilizadas nas construgdes do TR possuem sitio para clivagem com
trombina protease, exceto o TRa DBD-LBD, que contém fusdao com a proteina SUMO e sitio
de clivagem para a protease ULP1. As clivagens das fusdes foram feitas usando-se a
proporcao de 1 unidade de trombina protease (Amersham-GE), diluida em PBS (1U/uL), para
cada 100 ug de proteina purificada. Varios ensaios de clivagem testando-se quantidade de
enzima (1U/pg proteina), temperatura (10 e 18°C) e tempo de clivagem (1 a 20h) foram
efetuados. A concentragdo de proteina 6tima, utilizada no processo de clivagem foi cerca de 1

mg/mL e o tempo de clivagem variou de 3 a 8 horas, dependendo da constru¢do. Somente as
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construgdes dos TR 1 LBD (202 e 209), ndo puderam ser clivados, pois estes contém sitios
de clivagem de trombina expostos em sua estrutura e, com isso, ocorre também a clivagem da
proteina, além da cauda.

Como, em alguns casos, nao foi possivel a visualizagdao das diferencas nas alturas das
bandas da proteina clivada e nao clivada em SDS-PAGE, optou-se pelo gel nativo, o qual
separa as proteinas de acordo com seus tamanhos e cargas, e pelo imunoblotting, que consiste
na marcagdo da cauda de histidina através de anticorpos especificos, além disso, o gel de
tricina também apresentou uma resolucdo adequada das bandas, pois este contém uma maior
concentragdo de poliacrimalida, o que conferemaior resolucao ao gel.

3.9. Imunoblotting

Para confirmar se a clivagem da cauda foi total ou parcial, e para a determinacdo do
tempo exato de clivagem fez-se um imunoblotting com anticorpos especificos para o
reconhecimento da cauda de histidina.

Ap0s o ensaio de clivagem da cauda, realizou-se uma eletroforese nativa utilizando-se
o sistema Phast (Amersham-GE). O gel foi colocado sob uma membrana de transferéncia, a
qual foi deixada 5 minutos em 25 mM Tris, 192 mM glicina e 20% metanol. A transferéncia
das proteinas do gel para a membrana foi realizada em aproximadamente 4 horas. Apds a
transferéncia, a membrana foi corada com Pounceau por 10 minutos para a confirmagdo da
transferéncia. Depois a membrana foi lavada com 0,1% dacido acético; em seguida foi
incubada por 1h30 em solugdo com de TBS com 5% de leite desnatado em p6 em TBS (10
mM Tris pH 8,0, 140 mM NaCl, 2,7 mM KCl), lavada 4 vezes em TBS-Tween ( 0,05%
Tween 20 em TBS) e incubada 1 hora com anticorpo anti-cauda de histidina (0,1% em TBS).
Apoés a incubagdo a membrana foi novamente lavada em TBS (4 vezes de 5 minutos) e
colocada na solucdo reveladora (Bio Rad), preparada segundo especificacdes do fabricante,
até que as bandas aparecessem. A reagdo foi terminada com agua destilada e a membrana foi

seca em papel de filtro.
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3.10. Clivagem da SUMO

Vérios ensaios foram feitos para a clivagem da sumo com a protease ULP1, a qual ¢
expressa e purificada em nosso laboratorio. Apds a expressao e purificacdo do TR com
SUMO, iniciamos ensaios de clivagem da proteina sumo e cauda de histidina com a protease
ULPI1. Utilizamos uma propor¢ao de 0,1 mg de ULP1 para 1 mg de TR. A mistura de
proteinas foi incubada a 4°C com agitag@o por 6 horas, a cada hora uma amostra foi separada,
e a ela foi adicionada 0,1uM de PMSF para a inibicdo da protease. O monitoramento da
clivagem se deu por eletroforese, através das amostras que obtivemos a cada hora do periodo
de clivagem.

A separagao do TR, da protease e da SUMO se deu por mais uma coluna de afinidade,
na qual o TR passa pela coluna sem sofrer intera¢des, em tampao de gel filtracdo, a ULPI e
SUMO interagem com a coluna pela cauda de histidina. A eluigdo da protease ULPI e da
sumo se da apods a passagem pela coluna de tampao com 250 mM de imidazol.
3.11. Estudos de oligomerizac¢iao

Estes experimentos foram realizados para analise do estado de oligomerizagao do holo
e apo hTRB1 DBD-LBD, LBD 202 ¢ LBD 209, recém purificados. As concentracdes de
proteina usadas nos experimentos de gel nativo, gel filtragdo e DLS foram: 1, 3, 5, 7 e 10
mg/mL; no crosslinking a concentragdo protéica foi de 0,6mg/mL, aproximadamente.
3.11.1. Gel filtracao analitica

Através da técnica de gel filtragdo, moléculas em solugdo sdo separadas de acordo com
diferengas em seus tamanhos enquanto migram pela matriz. Essa metodologia foi utilizada
para a availagao das formas oligoméricas do receptor TR em solucio.

O método de filtracdo em gel, baseado no efeito de filtro ou peneira molecular, tem
sido usado para a separagdo de substancias de acordo com o tamanho e forma moleculares.
Estes filtros sdo redes porosas tridimensionais, constituidas por cadeias lineares de polimeros

que se entrecruzam e formam a matriz do gel. As particulas que formam o gel possuem poros
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de tamanho caracteristico, dependendo das caracteristicas da matriz do gel. As moléculas
penetram na rede formada pela matriz dependendo de seu tamanho e forma molecular.
Moléculas pequenas tendem a penetrar nos poros formados pelo gel, enquanto moléculas
grandes tendem a nao penetrar no gel e passar direto pela matriz. Desta forma moléculas
muito grandes (fora do limite de separacdo da resina) sairdo no volume equivalente ao volume
morto da coluna (liquido intersticial) e as demais serdo separados segundo sua capacidade de
ficarem retidas nos poros.

As colunas utilizadas nesses experimentos foram previamente calibradas com os kits
de calibracdo contendo proteinas de massas moleculares variadas (Amersham-GE). Desta
forma aplicou-se o conjunto de proteinas de baixa massa molecular contendo Ribonuclease A,
Quimiotripsinogénio A, Ovalbumina e Albumina, e um conjunto de alta de massa molecular
contendo Aldolase, Catalase, Ferritina e Tiroglobulina (valores de raios hidrodinamicos:
Ferritina — 6,1 nm, Catalase — 5,22 nm, Aldolase — 4,81 nm, Albumina — 3,55 nm,
Ovoalbumina — 3,05 nm, Quimotripsinogenio — 2,09 nm e Ribonuclease — 1,64 nm). O
volume morto (Vo) da coluna foi determinado através da aplicagdo do corante Blue Dextran
pela coluna. Todos os passos foram realizados seguindo-se as indicagdes (fluxo, concentragdo
de amostra, etc) do fabricante. Através dos volumes de elui¢do de cada protreina (Ve), foi
possivel calcular os valores de Kav, os quais estdo relacionados aos perfis de migragao de

cada molécula, segundo a equacao:

Ve—Vo )
Kav=——— | onde Vt é o volume total da coluna.

Vt—=Vo
Os valores obtidos para os Kavs foram graficados como ./—log(kav) contra o

logaritimo dos raios hidrodinamico (Rh) das proteinas correspondentes, dado o fato que as
determinagdes da massa molecular ndo apresentam boa correlagdo na curva de calibra¢do para
proteinas ndo globulares. A equacdo de reta, obtida através da regressdo linear, foi entdo

J , . . A . , 101
utilizada para o calculo do peso ou raio hidrodinamico das proteinas em estudo .



61 Clpituls 3 — Metodilogias

Para avaliar as formas oligoméricas presentes nas solugdes de apo e holo TRB1DBD-
LBD e LBD, o receptor foi aplicado na coluna e os valores de /—log(kav) foram calculados

para cada pico de elui¢cdo, com isso foi possivel obter, através da equacdo de reta gerada pela
calibracao da coluna, o raio hidrodinamico de cada uma das formas do TR.

Para os estudos de oligomerizagdo do TRB1 DBD-LBD e LBD, nas formas apo e
holo, foram empregadas a coluna de gel filtragdo Superdex 75 HR 10/30 (Amersham-GE),
Superdex 200 HR 10/30. As colunas foram pré-equilibradas com o tampao contendo 20 mM
Hepes-Na pH 8,0, | mM DTT, 200 e 400 mM NaCl; a purificacdo se deu em taxa de fluxo de
0,5 mL/min e a quantidade de amostra aplicada na coluna foi de 0,25 mL. Todas as
purificagdes foram realizadas mantendo-se os tampdes, coluna e o coletor de amostra

resfriados a 4°C.

3.11.2. Eletroforese por gel nio desnaturante (gel nativo)

O gel ndo desnaturante, também chamado gel nativo, € uma técnica de separagdo para
analise de proteinas que se baseia em trés propriedades para a separacdo: diferencas de cargas,
peso molecular (tamanho) e conformacdo. Este experimento foi efetuado para a verificagdo
visual de possiveis mondmeros, homodimeros e homotetrameros do TR que se formaram na
presenga e auséncia do ligante em uma concentragdo de 1mg/mL (~25 pM), a 4°C.

Para os experimentos de oligomerizagdo foram usados géis nativos do sistema Phast
System (Amersham-GE) de gradiente, com a concentragdo de poliacrilamida variando em um
gradiente de 8 a 25%. As proteinas foram submetidas a eletroforese, em sua forma nativa,
apos a gel filtracdo e clivagem da cauda de histidina. A concentragdo protéica utilizada foi de
Img/mL do apo- e holo-TR.

Juntamente as amostras, um padrdo de proteinas de conhecido peso molecular foi
submetido a eletroforese (kit de calibragdo de eletroforese GE-Amersham — alto peso

molecular). Os géis foram corados com Coomassie blue. Os fatores de retardagao (Rf) foram
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graficados como 100log(100x Rf) versus raio hidrodindmico (Rh) na forma de um grafico de
Ferguson, a equagdo linear obtida foi entdo usada para calcular o Rh das bandas do TR'®.

A eletroforese por gel ndo-desnaturante também foi utilizada para o monitoramento
das condicdes de todas as proteinas, nesse caso foram avaliadas propriedades como
agregacao, oligomerizacao, modificacdes apds a adi¢dao de ligantes e ligagdo ao DNA. Esse
monitoramento foi realizado como uma pré-andlise das proteinas antes de outros
experimentos, principalmente para se checar a monodispersividade das amostras submetidas a
experimentos de espalhamento de raios-X a baixos angulos.

3.11.3. Estudo do estado de oligomerizacio do TR através de Dinamic Light Scattering
(DLS)

A Espectroscopia de fotocorrelagao (PCS) ou Espalhamento de Luz Dinamico (DLS)
possui relagdo com a investigagdo da correlagdo entre fotons. A técnica de espalhamento de
luz dindmico mede as flutuagdes de luz espalhada pela amostra. E chamado de dindmico
porque reside no fato de possuir objetos espalhadores (no caso algumas moléculas de
proteinas) que estdo em movimento, dinamicamente se difundindo através da amostra. O DLS
percebe quao rapido os objetos estdo se movendo e relaciona este fato com o tamanho da
molécula estudada.

A luz, quando interage com a matéria, pode ser absorvida ou espalhada. A dispersao
ocorre pela interagdo dos elétrons com a radiagdo incidente, a qual induz a conversao desses
elétrons em dipolos oscilantes que reemitem a radiagdo. Com isso os elétrons tornam-se
fontes de radiagdo em movimento Browniano. O movimento Browniano das particulas em
solugdo esté relacionado tanto ao coeficiente de difusdo das moléculas, quanto a seu tamanho
e forma.

A func¢do de autocorrelagdo ¢ construida usando-se a diferen¢a no nimero de fotons
emitidos dentro dos intervalos de tempo usados pelo equipamento de intensidade e descreve a

probabilidade de detectar-se um segundo féton como uma fungdo do tempo; ela descreve
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quando as moléculas espalhadas se moveram mais rapido que a escala de tamanho de um
foton (dada pelo inverso do vetor de espalhamento).

A taxa de decaimento da funcao de correlagdo ¢ devida a difusdo das particulas ou
moléculas em solucdo. Desta maneira pode-se medir a constante de difusdo destes
espalhadores a partir da taxa de decaimento da fungdo de autocorrelagdo. A partir desta
constante (coeficiente de difusdo translacional, D) pode-se calcular o raio hidrodinamico
através da equacgdo de Stokes-Einstein: D = kBT / 6aqRH , onde kB ¢ a constante de
Boltzmann, T a temperatura absoluta em Kelvin, 1 ¢ a viscosidade do solvente € o RH ¢ o raio
hidrodinamico da particula dispersante. O raio hidrodinamico possui este nome pelo fato de
que a hidrodindmica da solugdo ¢ levada em conta (como a viscosidade do solvente)
correspondendo ao tamanho que os espalhadores aparentam ter em func¢ao do liquido em volta
— particula mais camada de solvatagao.

A inversao de Laplace da fungdo de correlagdo pode predizer a distribui¢ao de
tamanhos dos objetos os quais contribuem para a medida. Isto pode ser ttil para encontrar
pequenas quantidades de agregados em uma amostra. Espalhamento de luz é muito sensivel
para detectar qualquer grande espalhador porque o sinal espalhado por uma grande espalhador
¢ muito mais forte que o sinal de um pequeno espalhador. Entretanto isto também ¢é uma
limitacdo da técnica: se ha muito agregados, grandes particulas, eles irdo sobrepujar o sinal de
espalhamento das particulas menores.

A técnica do DLS foi empregada para estudar o estado de oligomeriza¢do em solucao
do receptor nuclear purificado, além disso, foi usada para o monitoramento de amostras
usadas em outros experimentos, como o espalhamento de raios-X a baixos angulos.
Empregou-se o equipamento DynaPro MS (Protein Solutions) para monitorar a concentragao
e mudancgas dependentes da presenca do ligante, para os estados oligoméricos do receptor. As
medidas foram realizadas a 4°C com tempo de aquisi¢ao de 2,5 segundos e 30 aquisi¢des por

medida. Foram feitas 5 medidas seqiienciais para cada concentragdo de apo ¢ holo TR DBD-
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LBD e LBD. As caracteristicas do solvente (quantidade de glicerol) foram registradas e
descontadas, sendo que nesse trabalho utilizou-se 5% glicerol. Todas as amostras foram
centrifugadas 10.000 rpm 10 min. 4°C, ou filtradas, antes de serem medidas. Os raios medidos
em cada concentracdo foram promediados, seus desvios padrdoes foram calculados e
graficados versus concentracao de proteina, no programa Origin.

Essa técnica também foi utilizada para monitoramento das condi¢des de todas as
proteinas, nesse caso foram avaliadas propriedades como agregacdo, oligomerizagdo,
modifica¢des apds a adicdo de ligantes e ligagdo ao DNA. Esse monitoramento foi realizado
como uma pré-andlise das proteinas antes de outros experimentos, principalmente para
experimentos de espalhamento de raios-X a baixos angulos.

3.11.4. Crosslinking quimico

O Crosslinking ¢ uma técnica que permite a visualiza¢do de estados oligoméricos em
géis SDS desnaturantes, pois transforma interagdes proteina-proteina em ligagdes covalentes.
A técnica de crosslinking envolve a reagdo quimica de um reagente bifuncional com dois
residuos de aminoacidos dentro de uma mesma proteina, em subunidades adjacentes, ou entre
duas proteinas que associam entre si. O tamanho do braco espacador entre os dois grupos
funcionais pode ser ajustado de maneira a favorecer ligagdes intra-moleculares (espacadores
curtos, em geral 5 A) ou produtos inter-moleculares (espacadores longos, tipicamente 11 a 16
A).

Para estes estudos, o reagente de crosslinking utilizado foi o reagente homobifuncional
DSS (acido subérico ou N-hidroxisucsinimidil-éster) (DSS- Sigma Aldrich), o mesmo usado

. . 1
para estudos de crosslinking com o receptor nuclear RXR'"

. Os grupos reativos deste
composto sdo ésteres de NHS os quais realizam ligagdes através de aminas primarias.

Nesse experimento, 1 pL do reagente DSS diluido em dimetil sulféxido (0,05 mM)
em 9 pL de apo- e holo- hTR1 DBD-LBD e LBD em tampao de gel filtragdo (concentragao

final de TR -14 uM). A mistura foi incubada a temperatura ambiente (25°C) por 15 minutos e
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a reacdo foi encerrada com 3 pL de etanolamina a 1 M. As amostras foram submetidas a uma
eletroforese em gel SDS PAGE com 10% de acrilamida e as bandas foram visualizadas com
Coomassie briliant blue. Junto as amostras foi corrido um marcador de alto peso molecular
para controle da eletroforese (marcador de peso molecular Bio-Rad High Range). Todos os
passos foram realizados em temperatura ambiente para que nao ocorresse hidrolise do DSS,
somente a proteina foi mantida no gelo até que a mistura fosse preparada.

3.12. Espalhamento de raios-X a baixo dngulo (SAXS)

O Espalhamento de raios-X a baixos angulos (SAXS) ¢ uma ferramenta que nos
fornece informagdes estruturais de flutuagdes ou heterogeneidades na densidade eletronica
com dimensdes caracteristicas da ordem de 10 a 1000A..

Em um experimento de SAXS, as ondas eletromagnéticas associadas aos raios X
incidentes provocam oscilagdes dos elétrons dos atomos componentes da amostra irradiada.
Quando a energia dos fotons incidentes ¢ bem diferente da energia de ligagdo dos elétrons,
estes elétrons comportam-se, entdo, como se fossem livres. As particulas livres carregadas
oscilantes produzem ondas espalhadas coerentes com a onda incidente em todas as direcdes.
A intensidade /(g) produzida por um sistema monodisperso diluido de macromoléculas em
solugdo é proporcional a amplitude de espalhamento da macromolécula, promediada para
todas as orientagdes. No caso de espalhamento de particulas em solugdo, a amostra ¢
isotropica, ou seja, as particulas estdo em movimento browniano e podem assumir todas as
orientacdes possiveis em relagdo ao feixe incidente. Assim, temos acesso experimental
somente a média esférica para as orientacdes da macromolécula'®™.

Um pardmetro estrutural interessante utilizado na andlise de mudangas
conformacionais de macromoléculas em solucao ¢ o raio de giro (Rg). O Rg ¢ definido como
sendo a raiz quadrada da distancia quadratica média r entre os elétrons da particula e o centro
de massa eletronico do objeto espalhador. O valor de Rg pode ser obtido a partir da por¢ao da

curva de espalhamento a muito baixos ¢’s (relacionado ao angulo de espalhamento), para a
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qual é vélida a aproximacdo de Guinier'®. O Rg ¢ um pardmetro util na investigacio de
proteinas em solugcdo que sofrem variacdes conformacionais em funcao de, por exemplo,
variacdo nas condigdes da solucdo. Um aumento ou diminui¢do do Rg pode indicar uma
mudanga nas posicoes relativas entre os atomos ou dominios que compdem a macromolécula.

Os dados coletados de intensidade de espalhamento de raios X em funcao do angulo
incidente podem também ser usados para o calculo da fun¢do de distribui¢ao de distancias, ou
funcdo de distribuicdo de pares p(r). Para particulas homogéneas, a p(r) ¢ o histograma de
distancias entre todos pares de pontos (elementos de volume) da p(R) A fungdo de
distribuicdo de distancias inclui toda a informagao estrutural que é possivel ser obtida a partir
de uma curva de SAXS. Com esta fun¢do pode-se construir ab initio um envelope ou modelo
de beads, por exemplo, da proteina. E possivel calcular, entdo, o espalhamento tedrico desta
estrutura, ¢ compara-lo com o obtido a partir da fungdo experimental /(g). Um bom acordo
indicaria que o modelo proposto é aceitavel. Alternativamente, pode-se propor um modelo
estrutural da proteina, com base em estruturas cristalograficas, calcular a funcdo I(g)
associada a mesma e compara-la com a obtida experimentalmente. Também neste caso um
bom acordo indica que o modelo ¢ consistente'*®.

Nesse trabalho, os estudos de SAXS foram realizados objetivando-se a principalmente
a determinagdo do estado de oligomerizacao das proteinas, na presenga e auséncia de ligantes,
e para a definicdo do envelope molecular das proteinas, buscando-se modelos de baixa
resolucdo. Esses estudos foram realizados em colabora¢do com o aluno de doutorado Mario
de Oliveira Neto, do Instituto de Fisica de Sdo Carlos, Departamento de Fisica e Informatica —
Grupo de Cristalografia de Proteinas. Todas as medidas de SAXS foram realizadas no LNLS,
Campinas-SP, onde utilizamos as linhas de SAXS 1 e SAXS 2'%”. O comprimento de onda do
raio incidente que foi utilizado nas diversas experiéncias foi 4 = 1,488 A, a distancia do
detector utilizada variou de 1030,3 mm a 1630 mm, dependendo da configuracdo da linha no

dia da medida. Para aquisicdo de dados utilizou-se um detector unidimensional (1D) sensivel
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a posi¢ao (DSP), na linha SAXS 1; e um detector bidimensional (2D) tipo CCD, na linha
SAXS 2.

Através das medidas com o DSP e com a ajuda de um multicanal adquiriu-se a curva
de intensidade de espalhamento em fun¢do do numero de canal. O espalhamento parasita do
ar, janelas e das fendas foi subtraido da intensidade total espalhada. Nas medidas que foram
realizadas com detec¢do unidimensional houve necessidade de realizar o procedimento de
desmearing, isto €, corrigir os dados experimentais para evitar os efeitos de borramento
introduzidos pela janela de entrada dos fotons no detector. Para as medidas realizadas no
CCD, foi necessaria a integracao do padrdo bidimensional de espalhamento para se chegar a
uma curva unidimensional curva de espalhamento, essa integracdo dos dados foi realizada
pelo programa Fit2D'%.

As curvas de espalhamento das proteinas e seus solventes foram coletadas em 20
frames de 100 segundos para monitoramento da radia¢do e da estabilidade da linha, nos
experimentos realizados na SAXS1. Na linha SAXS2 foram medidos 2 frames de 300
segundos. Os dados foram normalizados com o feixe incidente e corrigidos pela resposta de
homogeneidade do detector. O espalhamento do tampao foi subtraido e as diferentes curvas
foram escalonadas pela concentragdo. As fungdes de distribuicdo de distancias p(r) e os raios
de girag¢ao (Rg) foram calculados pelo programa que realiza transformada inversa de Fourier —
GNOM'”.

Os experimentos de oligomerizacdo e determinagdo do envelope molecular do TR
foram realizados para as construgdoes DBD-LBD e completa das duas isoformas do TR (al e
B1). A construgdo do TR B1 estudada foi o TR DBD-LBD. Estes estudos objetivaram, além da
determinagdo dos envelopes do receptor e um modelo estrutural inicial de um receptor
contendo mais de um dominio, comparar os niveis de oligomerizacdo das diferentes
preparacdes da amostra (com e sem T3 e com o DNA F2). As medidas foram realizadas na

presenga e auséncia do ligante T3, nas seguintes concentragdes protéicas: 2, 5 ¢ 8 mg/mL. Na
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tentativa de conseguirmos avaliar estruturalmente o que ocorre na ligacdo proteina-DNA,
foram realizadas medidas do TRB1 DBD-LBD complexado com o elemento responsivo F2,
um palindromo invertido com o motivo de ligacdo AGGTCA espacados por 6 pares de base.
Essas medidas foram realizadas nas seguintes concentragdes: 3, 5 ¢ 8 mg/mL.

As construgdes do TR al estudadas foram a do receptor completo e dos dominios
DBD-LBD. Primeiramente, esses estudos foram realizados para se propor um modelo
estrutural de um receptor nuclear completo. Além disso, esses estudos foram realizados para a
avaliacdo do estado de oligomerizagdao dessa isoforma do receptor. As medidas do TR «
foram realizadas nas concentracdes de 3, 5 ¢ 8 mg/mL, com o receptor em suas formas apo e
holo.

3.12.1. Construcao dos modelos

Para as analises do envelope, subtraiu-se uma constante dos dados experimentais para
aumentar a intensidade em altos angulos de decaimento. Seguindo-se a lei de Porod’s para
particulas homogéneas''’, essa constante ¢ calculada pelo programa de determinagio de
envelope DAMMIN'"'| 0 qual utiliza do método ab initio. Nas construgdes realizadas com o
programa GASBOR ndo ha necessidade de subtrair a constante, pois o programa simula a
estrutura interna da proteina. Para a analise automatizada das reconstrugdes e elaboragdo de
modelos médios usou-se o pacote de programas DAMAVER''’. Todas as amostras
submetidas aos experimentos de SAXS foram previamente analisadas por gel nativo e DLS
para se avaliar a monodispersividade da amostra.

Os envelopes de baixa resolucdo foram gerados a partir dos dados experimentais
utilizando duas abordagens independentes. Na primeira delas, o envelope ¢ descrito como
uma fungdo angular, parametrizada em termos de harménicos esféricos'**'®. O niimero
maximo de harmoénicos esféricos é escolhido para o ajuste dos parametros livres, os quais
estdo diretamente realacionados ao niimero de canais de Shannon'"?, nos dados experimentais.

Com essa abordagem, os modelos foram construidos sem restricdes de simetria,



69 Clpituls 35— Metodilogias

posteriormente foram aplicadas simetrias P2 e P222, respectivamente, para os modelos de
dimeros e tetrameros, resultando na redu¢do do niumero de parametros livres do modelo. Essas
simetrias utilizadas nos modelos foram extraidas das estruturas cristalograficas de dimeros do
TR e tetraimeros do RXR -PDB 2NLL>*e INAX".

A outra abordagem ab initio utilizada foi implementada pelo programa DAMMIN''".
Os modelos foram gerados primeiramente sem e posteriormente com imposicao de simetria.
Foram realizadas vinte simula¢des independentes ab inito, as quais geraram um modelo
médio, calculado pelo pacote de programas DAMAVER.

Os modelos de alta resolugdo que foram encaixados nos envelopes obtidos pelo SAXS
foram elaborados a partir de conjuntos de coordenadas dos dominios separados do TR Bl
DBD e LBD, obtidas do banco de dados de proteinas (PDB ID 2NLL e 1INAX) o modelo do
TR DBD-LBD foi construido através do programa MODELLER''. Os dimeros e tetrimeros
foram gerados pela imposicdo de simetria P2 e P222 no programa PDBSET do pacote
CCP4'". Os oligdmeros foram ajustados manualmente, evitando-se sobreposi¢des, através do
programa COOT''°. Para o correto empacotamento dos tetrAmeros, quatro dominios de TRB1
LBD foram superpostos ao tetrimero de hRXRa LBD (PDB ID 1G5Y'"”) usando-se o
programa SUPERCOMB''’. As posi¢des relativas dos dominios DBD foram encontradas pela
rotagdo da fungdo envelope para minimizar as discrepancias com o envelope de baixa
resolugdo. Os modelos foram gerados usando-se o programa MASSHA''®. O raio de giro
(Rg), as distancias maximas intraparticulas (Dmax), as fun¢des dos envelopes e as curvas de
espalhamento foram calculadas a partir das coordenadas atdomicas através do programa
CRYSOL, levando-se em conta a influéncia da camada de solvatacdo'".

3.13. Anisotropia de fluorescéncia da ligacdo TR-DNA

A anisotropia de fluorescéncia mede, indiretamente, a movimentacdo de moléculas em

solugdo, complexos maiores possuirdo maiores valores de anisotropia por se moverem mais

lentamente. Nesse caso, a anisotropia foi utilizada para investigar forgas dominantes
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envolvidas na interacdo proteina-proteina (TRB1 DBD-LBD) e proteina-DNA (TRal
completo, TRB1 DBD-LBD e TRB1 DBD), com o objetivo de se encontrar os valores das
constantes de dissociagdo dos complexos TR — TR e TR com seus diferentes HREs, e de saber
se esse tipo de interacao ¢ cooperativa e quais elementos facilitam ou dificultam a ligagao no
DNA. Além disso, também se estudou a influéncia de fons, como o magnésio (Mg>"), na
especificidade da liga¢do e a influéncia da concentracdo de NaCl na associagdo proteina —
DNA. Esses estudos foram realizados em colaboragdo com o Prof. Dr. Luis MauricioT. R.
Lima, da Faculdade de farmacia da Universidade Federal do Rio de Janeiro.
3.13.1. Preparo dos oligonucleotideos sintéticos

As fitas simples dos oligonucleotideos, contendo a extremidade 5  da fita sense
marcada com fluoresceina, purificados por HPLC, foram adquiridos pela Alpha DNA
(Canada), suas concentragdes foram calculadas através de seus coeficientes de extingdo a
260nm. Os quatro elementos responsivos do DNA utilizados nos experimentos, contendo 18
a 26 pares de base, com duas seqiliéncias de reconhecimento ao TR (A/GGGTCA), estao
apresentadas a seguir, Além deles, também foi utilizado um oligonucleotideo inespecifico
para a ligacdo aos receptores nucleares, conforme demonstrado abaixo.

F2 - 5' AGCTTATTGACCCCAGCTGAGGTCAAGTTACG 3',

TRE Pal - 5' ATATTCAGGTCATGACCTGAATAT 3/,

DR-4 - 5' AGCTAAAGGTCAGATCAGGTCAGTAGGA 3',

DR-1-5"AGCTAAAGGTCAGAGGTCAGTAGGA 3/,

DNA naio especifico — 5' TAATTAGGCATGTCTAGGAAA 3'

Cada fita simples de DNA foi inicialmente diluida em 4gua e pareada com sua
complementar através de um equipamento de PCR (Perkin-Elmer 480 programmable
thermocycler, Perkin-Elmer, USA), em concentragdes equimolares, através de aquecimento a
100°C por 10 minutos, seguido por um resfriamento lento até 25°C. Os oligonucleotideos

anelados foram estocados a -20°C.
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3.13.2. Gel nativo TR DBD-LDB com seus elementos responsivos

Para a obtengdo da intensidade da ligacdo da proteina com o DNA, além da forma
oligomérica apresentada pelo complexo, foram realizados ensaios de eletroforese nativa. Em
um primeiro ensaio, 48 UM de TRB1 DBD-LBD foi incubado por 1 hora com 24 uM de cada
um dos tipos de TREs utilizados nos ensaios de fluorescéncia (F2, TER Pal, DR-1 ¢ DR-4),
essa mistura foi aplicada em um gel nativo com gradiente de 8 a 25% de acrilamida, no
sistema Phast System (Amersham-GE).

Além desse ensaio, também foram realizadas eletroforeses nativas variando-se a
concentragdo de NaCl no tampao da proteina, para verificar se a concentragdo de sal interfere
na ligacdo proteina-DNA. Para tanto, utilizou-se as seguintes concentragdes de NaCl 50, 100,
150, 200, 300, 500 e 1000mM NaCl. Por fim, para checar a estequiometria da ligacdo, fez-se
mais uma eletroforese nativa mantendo-se a concentra¢do de proteina constante e variando-se
a concentracdo de DNA em 0; 0,1; 0,25; 0,5; 1 e 3 vezes a concentragdo molar de proteina.
3.13.3. Medidas de Anisotropia de fluorescéncia

Todas as medidas foram realizadas em um espectrofluorimetro ISS-PC1 (ISS,
Champaign, IL), montado em geometria L, a 10°C. O comprimento de onda de emissao
utilizado foi 495nm, utilizou-se um filtro de cuttoff de 515nm (corte de 50% da intensidade
em 515nm) para coletar o espalhamento da luz emitida. Os valores de anisotropia foram
calculados pelo programa Vinci-ISS da seguinte maneira'*’:

R=[1Lyy—(G*lyn) 1/ [ v+ 2*G*Lyn) ] (1)
em que [ refere-se a intensidade de fluorescencia medida, os indices V (vertical) e H
(horizontal) referem-se a posi¢do dos polarizadores durante a excitacdo (primeiro indice) e
emissdo (Segundo indice) e G ¢ um fator de correcdo o qual considera diferencas da
120

sensitividade, nas duas dire¢oes Iy e 15y, de acordo com ~:

G = IHV/ IHH (2)
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Para cada medida, os valores de anisotropia foram medidos atds absolutos fossem
menores que 0,005. Os dados foram corrigidos para as contribuicdes fracionais da
fluorescéncia sobre a anisotropia. Para cada experimento foram realizadas no minimo 3
medidas para cada condigdo do experimento, utilizando-se amostras diferentes em dias
diferentes.

3.13.4. Ensaio de titulacio da intera¢cio TRB1 DBD-LBD — TRp1 DBD-LBD

Esses ensaios foram realizados para analisar o estado oligomérico do apo- TR, na
auséncia de seus elementos responsivos, na busca de se avaliar o comportamento da proteina
antes da ligagdo ao DNA. Para se medir a associagdo do TR DBD-LBD em solucao,
inicialmente, as proteinas recém purificadas foram marcadas com a sonda fluoresceina
(FITC), a qual se liga em grupos amina da proteina.

O ensaio de marcagdo foi preparado incubando-se proteina a 5 mg/mL com um
excesso molar de sonda de 3 vezes a concentracao proteica, por 2 horas a 10°C. Apds este
passo, o complexo proteina-sonda foi aplicado em uma coluna de desalting (HiTrap desalting
— GE healthcare) para a separacdo do excesso de sonda do complexo TR-fluoresceina. As
amostras foram monitoradas em 280 nm para checar a proteina ¢ em 495 nm, para a sonda.

Nesses ensaios titulou-se separadamente, em pequenos passos, apo-TR, em uma faixa
de concentragdo de 10 nM a 10 uM, em uma solugdo contendo 5 nM de TR1 DBD-LBD
marcado com fluoresceina. As medidas de anisotropia foram tomadas em cada concentracao
do ensaio (5 nM, 10 nM, 50 nM, 100 nM, 500 nM, 1 uM, 5 uM e 10 uM), tomando-se
cuidado para que o volume final ndo fosse diluido mais que 20%. Os ensaios foram realizados
em tampao contendo 50 mM NaCl, 20 mM Hepes pH 8, 3 mM DTT, 5% glicerol, a 10°C. As
curvas de titulagdo foram analisadas considerando-se um simples equilibrio reversivel de dois
estados entre as formas do TR.

Para a avaliagdo do estado oligomérico do TRB1 DBD-LBD nas concentragdes iniciais

e finais da transi¢do encontrada nas curvas, foi realizado um experimento de crosslinking. O
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apo-recetor, a 0,5 e 5 UM, foi submetido ao crosslinking, utilizando-se o reagente DSS, apos a
reacdo de ligacdo, as amostras foram submetidas a uma eletroforese desnaturante e o gel foi
corado com prata.

3.13.5. Ensaio de titulacao de interacao TR-DNA

Esses ensaios foram realizados tanto para o TR ol completo, quanto para as
constru¢des DBD e DBD-LBD do TR B1. Todos os ensaios de titulagdo proteina-DNA foram
executados adicionando-se pequenas quantidades de proteina concentrada (em um intervalo
de 1 nM a 1000 nM) a uma quantidade fixa de DNA (10 nM para cada um dos HRES: F2,
DR-4, DR-1 e PAL). Apos cada adicdo de proteina, as amostras foram homogeneizadas e
medidas de anisotropia foram tomadas. Em todos os casos, a diluicdo maxima da amostra nao
ultrapassou 20% e as mudancgas na intensidade da anisotropia foram corrigidas pela dilui¢ao.
As reagoes de ligacdo foram realizadas a 10°C, utilizando-se 10 nM TREs marcados, 50 mM
NaCl, 20 mM Hepes pH 8,0, 3 mM DTT e 5% glicerol. Essas medidas foram realizadas na
presenca e auséncia de ImM MgCl, para a avaliagdo da ligagdes inespecificas. As isotermas
provenientes dos ensaios de titulagdo foram analisadas e consideradas em um simples
equilibrio reverso de dois estados. Sabe-se que a ligagdo TR-DNA ocorre com a proteina
dimérica’, nesse caso a constante de dissociacdo sera calculada a partir da reacgao:

2TR+DNA <~ 2TR:DNA
A constante de dissociacao foi definida de acordo com a equagao:
Kd = (D*TR)/TRD (3),
Sendo D ¢ a concentracdo molar da dupla fita de DNA livre em solucdo, TR ¢ a concentragdo
molar do dimero livre e TRD ¢ a concentragdo molar do complexo formado pelos dimeros de
TR e os TREs. O complexo foi relacionado as medidas de fluorescéncia através de:
TRD = Dt*a (4),

sendo , o =fracdo ligada de DNA = (Agbs - Ai)/(Ar- Aj) (%),
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Sendo Aops ¢ 0 valor observado de anisotropia € A;j e Ar sdo, respectivamente, os valores
assintoticos limites menor e maior, obtido pelo ajuste das curvas. Com essa equagao, segue-se
que:

Aobs = Ai + (Ar - A)*{[(TR +n)/(kK")]/ [1H(TRK")]} (6),
sendo TR ¢ a concentracdo molar de proteina monomérica livre; k ¢ a constante de
dissociacdo aparente; e n € o coeficiente de Hill, que mede cooperatividade na ligagdo, se nao
houver cooperatividade n=1"%".

3.13.6. Ensaio de dissociacio TR-DNA por titulacido de NaCl.

Para avaliarmos a dependéncia da forca idnica na ligagdo TR-DNA, fez-se medidas de
dissociacdo do TR aos seus quatro elementos responsivos diferentes, através da titulagdo de
NaCl. As medidas de anisotropia foram realizadas apo6s incubar 400 nM TR DBD-LBD com
200 nM de qualquer um dos elementos responsivos, garantindo-se ligagdo de todos os
complexos e, depois, titulou-se NaCl a essa mistura. Os ensaios foram realizados a 10°C e as
concentragoes finais de NaCl em cada medida foram: 50, 60, 80, 100, 150, 250, 350, 550, 800
e 1000 mM. Em todos os casos a diluicdo maxima da amostra ndo ultrapassou 20% e as
mudangas na intensidade da anisotropia foram corrigidas pela diluicdo. As isotermas obtidas
nos ensaios de titulagdo TR-DNA foram analisadas considerando-se um simples equilibrio de
dois estados entre TR-dimero e DNA. Estes ensaios foram realizados para o TR B 1 DBD-

LBD e DBD, ligados aos quatro elementos responsivos (F2, TER Pal, DR-1 ¢ DR-4), na

presenga e auséncia de ImM de MgCl,.

3.14. Estudos de dinAmica da ligacdo do ligante por espectrometria de massas

Proteinas ndo sdo estruturas estaticas em solucdo, elas possuem movimentos naturais

ou em resposta a estimulos externos. Esses movimentos, também chamados de dinidmica
) . ~ 122

proteica, podem ser extremamente importantes para a funcdo das proteinas “°. Enquanto

muitos métodos biofisicos medem propriedades caracteristicas de proteinas, a maioria das
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técnicas, como dicroismo circular, calorimetria diferencial e ultra-centrifugacdo, provém
informacodes globais sobre este tipo de macromoléculas. Somente cristalografia de proteinas
por raios-X e ressonancia magnética nuclear podem resultar em informagdes estruturais

122 A utilidade de ambas as técnicas é bem conhecida,

localizadas e em alta resolucao
entretanto, as duas possuem limitagdes; para a cristalografia de proteinas, o gargalo ¢ a
propria cristalizagdo da macromolécula; e para a ressonancia magnética nuclear sdo
necessarias amostras em condigdes adequadas, altas concentragdes e com limite de tamanho
da macromolécula. Em meio a esse contexto, surgiu a espectrometria de massas baseada na
troca isotdpica de Hidrogénio por Deutério (Troca H/D). Essa técnica permite a analise de
dinimica e estrutura de proteinas em condi¢des ndo tio restritas'> '+ 1%,

A técnica divide-se em duas etapas, primeiramente a macromolécula ¢ submetida a
troca isotopica dos hidrogénios das amidas (pertencentes a cadeia principal) expostas ao
solvente pelo deutério, em excesso na solucdo. A segunda etapa da técnica consiste na
digestao proteolitica da proteina em estudo, geralmente feita com a pepsina, por apresentar
seu funcionamento 6timo préoximo ao das condi¢des experimentais. A macromolécula ¢ entdo
clivada especificamente nas seqiiéncias reconhecidas pela enzima, gerando peptideos com
seqiiéncia e tamanho conhecidos, os quais serdo analisados no espectrometro de massas. A
diferenga na incorporagdo se da pela comparagdo dos espectros da proteina clivada sem ser
incubada e incubada com deutério. Cada deutério incorporado em cada peptideo resulta em
um aumento de massa, deslocando os picos encontrados no espectrometro de massas. Com
base nos dados torna-se possivel conhecer regides com maior ou menor mobilidade; regides
expostas ou interiorizadas de acordo com sua condi¢do; além de interfaces de oligomerizacao,
entre outros' > '+ 12,

Os estudos da dinamica da ligacao do ligante foram feitos para o TRB1 LBD nativo e

mutante F451x (aas 209-461), na auséncia e presenga do ligante T3. Esses ensaios foram

feitos para se examinar as mudangas conformacionais que ocorrem na proteina apds a ligagao
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do ligante. Esses experimentos foram feitos em colabora¢ao com o Prof. Dr. Mario Sérgio
Palma, do Laboratorio de Zooquimica da Unesp — Rio Claro.

Apo6s a purificagdo, o tampao inicial da proteina foi trocado em uma coluna de
desalting (HiTrap desalting column — GE healthcare), para um tampao contendo apenas 50
mM acetato de amonio, pH 7,0. A troca do tampao foi necessaria para o experimento, pois o
equipamento ndo permite o uso de grande quantidade de sais e, também, para melhorar a
ionizagdo da proteina. Além disso, foram testadas amostras com diversos tampdes: 20 mM
Hepes pH 7,0; 50 mM Tris-HCI pH 8,0 ¢ 50 mM acetato de aménio pH 7,0, e a tltima
condicdo foi definida como a de maior ionizagdo para a proteina. Para a produ¢ao do holo-TR,
adicionou-se T3 a proteina em um excesso molar de 3 vezes, essa mistura foi incubada por 1
hora a 4°C.

Para os ensaios de deuteracdo, apo- e holo-TR LBD (I mg/mL, ~40 uM) foram
concentrados 20 vezes em uma speedvac, a 4°C. As trocas Hidrogénio/Deutério (H/D) foram
inicializadas pela dilui¢do da proteina, com e sem ligante, (20 vezes) no mesmo tampao,
contendo 90% de agua deuterada (D,O — pD 7,0) a 25°C. As trocas H/D foram feitas em
varios periodos de tempo: 1, 3, 8, 15, 60, 180, 300 e 480 minutos. Nos tempos especificos,
adicionou-se 5% de acido fosforico a 100 UL de cada amostra para pausar a reagdo (pH 2,6).
Essas reacdes foram imediatamente aplicadas em um espectrometro de massa acoplado a um
triplo quadrupolo (Quattro Il Triple-quadrupole mass spectrometer, Micromass) equipado
com um equipamento eletrospray (ESI), ou digeridas com pepsina em uma propor¢ao molar
de 2:1 (proteina:enzima). As digestdes foram realizadas a 25 °C, por 10 minutos e as reagdes
de clivagem foram pausadas quando a reagdo foi colocada a 0 °C.

Para analise dos 60 peptideos pépticos gerados pela digestdo, as amostras foram
aplicadas no espectrometro assim que as reacdes foram finalizadas, a fim de evitar trocas
reversas com hidrogénios da solucdo. O nivel de deutério em cada peptideo foi determinado

pelas diferencas no centrdide de cada pico do espectro de massa, entre as formas deuteradas e
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nao deuteradas. A proteina inteira (ndo clivada) foi usada como controle para a estimativa da
perda de deutério durante a digestdo, tanto para a forma apo-, como para o holo-TR.
A identificagdo dos ions-peptideos formados pela digestdo foi feita através do

programa MS-Digest'*°

, 0 qual identifica, a partir da seqliéncia da proteina e da enzima
digestiva utilizada, quais seriam os peptideos formados em uma digestdo péptica e suas
respectivas relagdes carga/massa. A deconvolucdo dos espectros foi feita pelo programa do
proprio equipamento (Maslink). O numero total de hidrogénios trocados foi determinado pela
seguinte relagdo:
Nu= Nyt 1Hpep- Npro  (Eq. 6)

sendo, Ny ¢ o numero total de hidrogénios trocados por deutério, Ny, ¢ o nimero de ligagoes
peptidicas de cada peptideo, Hpep € 0 hidrogénio do n-terminal de cada peptideo € Np, € 0
numero de prolinas de cada peptideo. A estrutura secundaria da proteina foi determinada pelo
programa DSSP e as taxas de deuteracao e hidrofobicidade de cada residuo foram graficados

pelo programa TexShade'’.
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W < — Oligomerizagio do

TR em Solucao

4.1. Introducao

Esse capitulo ird descrever, além dos resultados de oligomerizagdo do TRB1 DBD-
LBD, os quais foram publicados em revista interanacional'®®, alguns resultados obtidos com
estudos de oligomerizagdo das constru¢des LBD, TRBIAABC e TRB1AABCD, as quais,
passardo a ser chamadas de TR 1 LBD 202 ¢ TR B1 LBD 209. Além disso, os principais
resultados de expressdao e purificacdo também serdo descritos nesse capitulo. Esses estudos

foram uma continuaco do trabalho da Dra. Sandra Martha Gomes Dias®.
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4.1.1. Oligomerizacao dos receptores nucleares

Conforme descrito no capitulo 1, os receptores de hormonios tireoidianos podem
atuar sobre seus elementos responsivos de trés maneiras distintas — como mondmeros,
homodimeros e heterodimeros com o RXR. A maneira como o TR ir4 se ligar aos TREs
depende da orientacao e arranjo dos meio-sitios no DNA e da mudanca do estado oligomérico
do receptor, o que gera a especificidade de cada forma do TR a cada promotor distinto™®.

Os TRs s@o os unicos receptores da subfamilia 1, que além de regularem a transcri¢ao
associados como heterodimeros a HREs em arranjos de repeticdes diretas, podem atuar
também como homodimeros ligados a outros arranjos de DNA. A exce¢do do TR, ndo se
observa a formagdo de homodimeros entre os receptores desta subclasse'”. Alguns estudos
relatam que os homodimeros do TR sdo encontrados na auséncia do hormoénio, e a adi¢do do
mesmo, promove a dissociagdo destes complexos, o que indiretamente concorre para a
formagcio dos heterodimeros entre TR e RXR".

Atualmente, ndo se sabe a natureza dos complexos de TR dentro das células. Estes
complexos podem depender da estequiometria e compartimentalizacdo dos TRs e RXRs
dentro do ntcleo de um dado tipo celular. Estudos de crosslinking ¢ coimunoprecipitacao,
além de ensaios in vivo, sugerem que as formas do receptor TR que existem em solugdo sao
mondmeros ¢ heterodimeros TR/RXR, sendo que os homodimeros se formam mais
fracamente'** 1! 132,

O tnico receptor desta subclasse que atua comprovadamente como homodimero ¢ o
RXR, o qual ¢ ativado pelo 4cido 9-cis retindico em DR-1. Portanto, o RXR se distingue dos
outros receptores desta subclasse ao atuar como homodimero e também participar
efetivamente da formacio de heterodimeros'*. Estudos de auto-associac¢io do receptor RXRa
em solu¢do revelaram que este receptor forma homotetrameros em solugdo. Estes tetrameros
se associam com alta afinidade e de uma maneira cooperativa, tornando-se a espécie

predominante em concentragdes entre 50-100 nM. Também foi demonstrado que a ligacdo do
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agonista a0 RXR resulta em uma rapida dissociagao desses tetrameros para mondmeros €
dimerog! 03 134 135,136

ApoOs a resolucdo da estrutura cristalografica do tetrdimero do RXR LBD e da
constru¢do de modelos em baixa resolugao, através de SAXS, o mecanismo de auto-repressao

do RXR tem sido mais evidenciado'” 3% 13% 140 (g

detalhes moleculares da organizagao
tetramérica revelaram que os quatro mondmeros se associam em uma estrutura compacta na
forma de discoide, com dois homodimeros simétricos. O modelo de tetrAmero construido com
bases nos dados de SAXS apontou que os dimeros estdo rotacionados um em relagdo ao outro,
enquanto que a estrutura cristalografica apresentou um tetramero mais plano (Fig. 14). A
interface de dimerizacdo de cada homodimero ¢é classica para os receptores nucleares,
formadas pelas hélices H9 e H10. A hélice 11 de cada monomero do dimero superior esta
empacotada contra a correspondente na unidade inferior, formando o centro da interface de
tetramerizagdo. A hélice 12, que contém AF-2, se projeta da interface dos monomeros de um
dimero, fazendo contato com o sitio do coativador do outro dimero. Em adigdo a interface de
dimerizacdo, cada mondmero contribui de fato com trés areas distintas, que compdem a
interface de tetramerizagdo: a interface H3/H3, a interface H11/H11 e a interface AF2/sitio de

. 11
coativador'’

. Nesta configuracdo, cada mondémero de um dimero reprime a ligacdo de um
coativador no mondmero correspondente do outro dimero. A presenca do ligante 9-cis
promove a remo¢ao das H12 das suas posi¢des de inibigdo mutua, com o empacotamento
destas hélices contra o corpo dos mondmeros. Por conseqiiéncia, ocorre a liberagdo de
dimeros e/ou mondmeros ativos. Estes resultados demonstram que o processo de auto-

inativagdo dos tetrameros ¢ feito pelo mascaramento da regido do RXR, importante para a

interagdo com coativadores'’ (Fig. 14).



81 Cpitute #— Oljgomerigagio do SR

Figura 14 - (A) Estrutura cristalografica representada como superficie de van der Walls dos atomos do LBD do
RXR ol humano associado como tetrdmero; Al e A2 sdo os mondémeros que compdem um dos dimeros, Bl ¢
B2 sdo os mondmeros do outro dimero. (B) Mesma estrutura representada em cartoon, indicando a interface de
dimerizagdo de cada dimero (quadro pontilhado em rosa, H9/H9, em marrom), ¢ os contatos da interface de
tetramerizagdo (quadro pontilhado em verde) H3/H3, em laranja; H11/H11 em azul; e H12/ sitio de coativador,
em vermelho (PDB ID 1G1U, ref. 117).

Enquanto os mecanismos de auto-associagdo do RXR tém sido bastante estudados, a
auto-associacdo do TR e o papel do ligante na regulacdo desse processo ainda ndo estd
definido. Foi com base nesses fatos que se optou pela investigacdo do estado oligomérico do
TR. Nesse capitulo serdo apresentadas andlises sistematicas do estado oligomérico do TR em
solucdo. Para tanto, foram comparados dados do TR 1 DBD-LBD e com o TR 1 LBD com
e sem hinge (202 e 209), procurando-se evidenciar a participacdo de cada dominio nesse
processo. Além disso, alguns estudos preliminares de oligomerizagao foram realizados com a

isoforma o do receptor (construgdes DBD-LBD e completo).

4.2. Resultados
4.2.1. Purificacao do TR p1 DBD-LBD, TR 1 LBD E202 e TR p1 LBD E209

O TR foi expresso em trés construcdes diferentes para a comparagao de seus principais
dominios no processo de oligomerizag¢ao. Entre essas construgoes estdo o TRF1 DBD-LBD
(também chamado TRB1AAB), similar a construgdo usada em estudos de oligomerizagdo do
RXR em solucdo'*. Esta construcio, apesar da auséncia do dominio N-terminal, possui todos
os dominios necessarios para a ligacdo do hormoénio e para a oligomerizagdao. As outras

construgdes utilizadas foram o TRB1 AABC (LBD 202), que contém aminoacidos que
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compdem o hinge e o TRl AABCD (LBD 209), que ndo contém o hinge. Todas essas
construcdes foram expressas em E. coli como fusdes com cauda de histidina e foram
purificadas inicialmente por uma coluna de afinidade a cobalto, conforme as condig¢des
indicadas no capitulo 2. Apos a purificacao por afinidade, parte dessas proteinas foi incubada
com excesso de ligante T3, para os estudos da agdo do hormdnio na oligomerizagao.

O TR B1 DBD-LBD com e sem ligante (holo- e apo-TR) foi aplicado a coluna de
interacao hidrofobica como um passo de purificagdo a mais, apresentado um alto grau de
pureza. Além disso, esse passo de purificacao foi utilizado para a confirmagdo da preparacao
do holo- e apo-TR. Observou-se que a proteina foi eluida quando a concentracao de tampao B
era aproximadamente de 45% na presenca do ligante e de 65% na auséncia do mesmo. O
rendimento da purificagdo do TR 1 DBD-LBD foi considerado razoavel, cerca de 4 mg por
litro de cultura (Fig. 15A).

O TRP1 LBD com e sem hinge, por apresentarem-se razoavelmente puros apds a
afinidade (em torno de 90% de pureza), foram aplicados na coluna de intera¢do hidrofobica
somente na presenga de T3, para a garantia da homogeneidade das amostras. O rendimento
apresentado na purifica¢do dessas duas construgdes foi cerca de 8-10 mg de TRB1 LBD 202
(Fig. 15B) e 10-12 mg de TRB1 LBD 209 (Fig. 15C) por litro de cultura expressa. Todas as
amostras foram submetidas a coluna de gel filtragdo, como o ultimo passo de purificagdo, o
que garantiu s amostras, uma pureza maior.

Todas essas proteinas foram congeladas em N, liquido e estocadas a -80°C ou
utilizadas imediatamente ap6s as purificacdes para os ensaios que serdo descritos nessa tese.
O tampao final, em que as proteinas foram mantidas e estudadas, foi o de gel filtragao (20
mM Hepes, pH 8, 50 a 400 mM NaCl, 5% glicerol e 1 a 3 mM DTT). Em alguns casos, o
tampao foi trocado no proprio concentrador ou através de uma coluna de desalting. O

monitoramento de todas as purificagdes foi realizado através de eletroforese em SDS-PAGE.
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Figura 15. SDS-PAGE de pools de fracdes coletadas contendo as proteinas TR 1 DBD-LBD (A), LBD 202 (B)
e LBD 209 (C), apos cromatografia de afinidade e gel filtragdo, corados com Coomassie Blue. Os marcadores de
massa molecular estdo evidenciados nas figuras. M = marcador de massa molecular , 1. Extrato ap6s incubagéo
com resina de afinidade, 2.Lavagens da coluna de afinidade, 3.Frag¢Ges coletadas da coluna de afinidade ¢ 4.
Fragdes coletadas da coluna de gel filtragdo.

4.2.1.2. Purificacido do TR al completo e TR a1 DBD-LBD

As purificacdes de todas as proteinas foram feitas conforme descrito para o TR Bl
LBD-DBD, uma afinidade seguida por uma filtracio em gel. Os TRal completo e DBD-
LBD nao precisaram da coluna de fenil para conter um alto grau de pureza. A purificagdo
dessas proteinas apresentou rendimento e pureza considerdveis e os tamanhos das proteinas
sdo condizentes com o esperado.

O TR al completo apresentou um bom rendimento na expressao e purificagao, sendo
este, aproximadamente 3-5 mg proteina produzida por litro de cultura induzida (Fig. 16A),
enquanto que para o TR al DBD-LBD, esse rendimento foi em torno de 7-10 mg (Fig. 16B).
Ap6s os dois passos de purificacdo as proteinas apresentaram alto grau de pureza (em torno de

90%), conforme apresentado na figura 16.
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Todos os passos de purificagdo foram checados por eletroforese em SDS-PAGE com
10% acrilamida para o TR al completo e para o TR al DBD-LBD. Tanto o TR al completo,
como o TR al DBD-LBD apresentaram massas moleculares de acordo com o previsto. O TR
al DBD-LBD, antes da clivagem, apresentou massa molecular maior que 60 kDa (42 kDa do
TR + 20 kDa da SUMO), apds a clivagem a massa molecular do TR al DBD-LBD foi de,
aproximadamente, 42 kDa. O TR al completo apresentou uma massa um pouco acima de 45
kDa antes da clivagem, apos esta a massa ficou um pouco abaixo de 45kDa. Todas essas
proteinas foram congeladas em N, liquido e estocadas a -80°C ou utilizadas imediatamente
apos as purificagdes para os ensaios que serdo descritos nessa tese. O tampao final, em que as
proteinas foram mantidas e estudadas, foi o de gel filtragao (20 mM Hepes, pH 8, 50 a 400

mM NacCl, 5% glicerol e 1 a3 mM DTT).
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Figura 16 — Gel SDS PAGE da purificagdo do TR a1 completo (A) e TR o LBD-DBD (B). Apds cromatografia
de afinidade e gel filtragdo, corados com Coomassie Blue. Os marcadores de massa molecular estio evidenciados
nas figuras. M = marcador de massa molecular, 1.Extrato apds incubagdo com resina de afinidade, 2.Fragdes
coletadas da coluna de afinidade e 3. Fragdes coletadas da coluna de gel filtragdo.

4.2.2. Remocao das fusoes
4.2.2.1. Remocao da cauda de histidina do TRp1 AAB ou TR1 DBD-LBD.

Para os estudos biofisicos do receptor, optou-se por clivar a cauda de histidina
tentando, dessa forma, minimizar qualquer tipo de interagdo ndo especifica a proteina. A
cauda de histidina foi removida somente para a constru¢do do TR DBD-LBD, as construgdes

do TR B1 LBD 202 e 209 possuem um sitio de clivagem com trombina, exposto na estrutura,
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o qual ndo ¢ exposto na constru¢do DBD-LBD. A clivagem da cauda do TR 1 DBD-LBD

ocorreu apos sua incubag¢ao com 1U trombina por 100 pg de TR, a 18°C, a reagdo foi pausada
com 1 uM PMSF. Para a confirmacao da clivagem foram realizadas eletroforeses em gel de

tricina 16% e em gel nativo (figura 17).
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Figura 17 - Gel de tricina do ensaio de clivagem do TR f1 DBD-LBD com trombina protease. Na primeira
coluna esta o conjunto de proteinas marcadoras de marcadores de massa molecular (M). Nas colunas seguintes
estdo representados os tempos de incubagdo para a clivagem de 0, 1,2, 4, 12 ¢ 20 h.

A verificagdao do tempo de clivagem se deu pelo experimento de imunoblotting contra
cauda de histidina. Nesse experimento foi possivel a confirmagao do tempo total de clivagem,

que ocorreu em 2 horas.

M 0 1 2 4 6 0 1 2 4 6
669kDa>-——
440KkDa pp == i B
232kDa P>
140kDa p> ==

e -
67kDa p =
_L LS

Figura 18 - A. Gel nativo do ensaio de clivagem da cauda de histidina do TR 1 DBD-LBD apresentando
diferencas nos tamanhos das bandas entre 0 e 2 horas de incubag@o com trombina. B. Membrana do blotting
corada com os anticorpos anti-cauda de histidina. Os anticorpos reconheceram apenas a cauda de histidina nos
tempos 0 e 1 hora, comprovando que a partir de duas horas, a cauda de histidina foi removida da proteina. M.
Marcador de massa molecular, 0, 1, 2, 4 e 6 sdo os tempos de incubagdo, em horas, utilizados nos ensaios.

O TR a completo foi clivado ap6s a purificacdo de gel filtragdo, em tampao contendo
20 mM Hepes pH 8, 200 mM NaCl, 5% glicerol e 3 mM DTT, por 5 horas a 10°C, utilizando-
se 1U de trombina por 100 pg de proteina pura. A separa¢do da proteina e a cauda de
histidina, apds a clivagem, foi realizada no proprio concentrador (Amicon ultra 10 MWCO,

Millipore), em que a proteina fica retida e a cauda passa por seus poros (Fig. 19).
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Figura 19 — Gel SDS PAGE de 10% acrilamida ilustrando a clivagem da fusdo TR o completo — cauda de
histidina. Naprimeira fila, tem-se os marcadores de massa molecular. Nas canaletas seguintes do gel tem-se a
reacdo de clivagem da proteina nos tempos 0, 2, 3, 4, 5, 6, 8 ¢ 20 horas. Apos 5 horas de clivagem a banda
superior desaparece (seta), constatando a clivagem completa do receptor.

4.2.2.2. Clivagem da fusdo com a SUMO.

A clivagem da proteina SUMO (20 kDa) e da cauda de histidina ocorreu apds 2 horas
de incubag¢do do TR al DBD-LBD purificado por gel filtragdo e a protease ULP1 (30 kDa). A
mistura ficou incubada por até 6 horas a 4°C, com agitacdo e amostras foram retiradas a cada
hora, para monitoramento da clivagem através de eletroforese em gel de poliacrilamida 15%.
A reagdo de clivagem foi interrompida pelo inibidor de protease PMSF (1 uM). Como ndo
interage com a coluna, o TR continuou no mesmo tampao usado para a gel filtragdo. Apds a
clivagem, as proteinas foram passadas por mais uma coluna de afinidade e conseguiu-se

separar a SUMO e a ULP1 do TR, conforme ilustrado na figura 20.
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Figura 20 — Gel SDS PAGE de 10% acrilamida ilustrando a clivagem da fusdo entre o TR o DBD-LBD e a
proteina SUMO. Em primeiro lugar tem-se os marcadores de massa molecular (M). Em 0 tem-se a proteina
purificada antes da clivagem (representada em azul), em 1. esta representada a mistura das trés proteinas (TR
em rosa, ULP1 em verde e SUMO, em amarelo) apos a clivagem com a protease ULP1, 2 e 3 representam a
proteina apos a separacdo através de um coluna de afinidade a cauda de histidina.



87  Chpitute #— Ofjgomerigagio do SR

4.3. Estudos de oligomerizaciao do TR 1 DBD-LBD

Recentemente foi publicado o envelope em baixa resolu¢do do receptor nuclear RXR
DBD-LBD nas formas diméricas e tetraméricas'*’. A partir das informagdes de raio de giro
(Rg) obtidos pelos graficos de Guinier e p(r) resultantes das curvas de espalhamento calculou-
se os raios hidrodindmicos (Ry) (programa Hydro'*'") para as formas dimérica e tetramérica
desta proteina e inferiu-se o raio do mondmero, sendo eles, respectivamente, 4,3 nm, 5,6 nm e
3,6 nm. Estes valores foram assumidos como sendo préximos aos valores de Rh para as
mesmas formas oligoméricas do receptor TR 1 DBD-LBD, dado que ambas as proteinas

possuem mesma massa molecular e a estrutura dos dominios sdo altamente conservadas.

4.3.1. Eletroforese por gel nao desnaturante.

Para examinarmos os estados oligoméricos do TR em solug¢do, suas formas apo e holo
foram submetidas a eletroforese sob condigdes ndo desnaturantes nas seguintes concentragdes
33 uM, 99 uM, 165 uM, 240 uM e 330 uM (1, 3, 5, 7 e 10 mg/mL). Surpreendentemente, foi
possivel observar para o apo-TR 1 DBD-LBD a presenca uma banda que possui o tamanho
corresponde ao esperado para tetrdmeros. Para o Holo-TR $1 DBD-LBD uma s6 banda foi

observada na posi¢do correspondente a migracao de dimeros (Fig. 21).
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Figura 21 — Eletroforese ndo desnaturante. As analises das espécies do apo-TR 1 DBD-LBD ¢ holo-TR g1 DBD-
LBD foram feitas em gel com um gradiente de 8-25% de acrilamida em pH 8,8 a 10 °C e coradas com Coomassie
blue A concentragdo de proteina aplicada foide 1, 3,5, 7 ¢ 10 mg/mL para o complexo TR-T3 (A)e1,3,5¢7
mg/mL para o apo-TR (B). Para o célculo dos raios hidrodinamicos do TR, proteinas de raio ¢ massa molecular
conhecidas (M. proteinas do padrdo = Tiroglobulina, ferritina, catalase, aldolase ¢ Albumina) foram submetidas
a eletroforese e seus fatores de retardacdo em gel (Rf) foram graficados como/00xLog(100xRf) versus Rh (nm), o
que gerou a curva uma curva de calibra¢do, permitindo-se o calculo dos Ry das amostras do TR, apds a
eletroforese nativa (C).
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As andlises da migracdo de cada uma dessas espécies de TR apresentaram os raios
hidrodinamicos de 4,1 nm e 5,6 nm para o complexo TR-T3 e para o apo-TR,
respectivamente. Estes valores corroboram com os raios hidrodinamicos teéricos de 4,3 nm e
5,6 nm, estimados, respectivamente, para dimeros e tetrameros. Com esses resultados pode-se
afirmar que os TRs formam tetrameros em solucdo e que, a adicao de ligantes promove sua
dissocia¢do em dimeros.

4.3.2. Crosslinking quimico.

O crosslinking foi realizado na tentativa de se obter uma confirmagao independente da
composi¢ao das formas oligoméricas do apo- ¢ holo-TR f1 LBD-DBD em solugdo. Apos a
reacdo do crosslinking, as amostras foram submetidas a uma eletroforese desnaturante.

Observou-se que o holo TR B1 DBD-LBD apresenta uma banda forte que
corresponde a dimeros e duas bandas mais fracas nas posi¢cdes relativas a mondmeros e
tetrdmeros. Porém, o apo-TR Bl DBD-LBD apresenta os tetrameros como sua principal
espécie, enquanto os dimeros e mondmeros estdo presentes em bandas bem menos intensas
(Fig. 22). Estes resultados reafirmam a presenca de um equilibrio das duas formas
oligoméricas tetrameros-dimeros em solugdo, além disso, ¢ um outra evidéncia que o ligante

contribui para a dissociagdo dos tetrameros em dimeros.
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Figura 22 - Crosslinking quimico do holo- e apo TR 1 DBD-LBD (+T3 e —T3, respectivamente). A proteina a
0,6 mg/ml foi submetida ao crosslinking com 0,05 uM DSS, e aplicada em um gel SDS-PAGE, com 10% de
acrilamida, e coradas com Coomassie blue. T-tetramero, D-dimero, M-Monomero, os marcadores de massa

molecular estdo representados na figura.

4.3.4. A dependéncia da concentracio do TR1 DBD-LBD na formacgao de tetrameros

Para o entendimento da dependéncia da concentragcdo para a formagdo das diferentes

espécies oligomericas do TR, o apo- e holo- receptor foram analisados através da técnica de
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cromatografia por gel filtracao analitica. Para esses experimentos o apo-TR e holo-TR foram

concentrados e aplicados na coluna de exclusao molecular Superdex 200 10/30. Os perfis de
eluicdo de cada amostra, as quais sofreram diluigdes de cerca de 15 vezes em comparagdo
com a amostra aplicada, foram determinados e comparados com os de proteinas padroes de
raio hidrodindmicos (Rh) conhecidos.

O Apo-TR DBD-LBD foi aplicado na coluna nas seguintes concentragdes: 33 uM, 99
UM, 165 uM e 240 uM (1, 3, 5 e 7 mg/mL). O Rh calculado para cada fragcdo eluida, os quais
foram inferidos através do principal pico de eluicdo, foi de 4,2 nm, correspondente ao valor de
raio de dimeros. Nas maiores concentragdes protéicas (5 e 7 mg/mL — 165 e 240 uM), pode-se
observar a formag¢do de um ombro no perfil de elui¢do, o qual apresentou um raio calculado

de 5,2 nm, correspondente a espécies tetraméricas (Figura 23).
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Figura 23 — Perfil cromatografico do Apo-TR f1 DBD-LBD aplicado na superdex 200 10/30 em diversas
concentragdes. O raio hidrodindmico do principal pico de eluigdo foi 4,2 nm (D) e o ombro correspondente aos
tetrdmeros apresentou um raio de aproximadamente 5,5 nm (T).

Levando-se em conta que o fator de diluicdo da coluna, de cerca de 15 vezes ao da
amostra aplicada, pode-se inferir que os resultados do apo-TR DBD-LBD sdo consistentes

com a dissociacdo dos tetrameros em dimeros. As concentra¢des finais do receptor, apds a
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passagem pela coluna, que correspondem aos picos observados foram cerca de 3 uM, 8,5 uM,
14 uM e 20 uM (0,08, 0,25, 0,42 e 0,6mg/mL). Além disso, os resultados demonstraram que
aumentos na concentragdo final do receptor, apos eluir da coluna, levam ao equilibrio das
formas oligoméricas em solucao.

O holo-TR B1 LBD-DBD foi aplicado na coluna nas mesmas concentragdes que o
apo-TR (33 uM, 99 uM, 165 uM e 240 uM — 1, 3, 5 e 7 mg/mL). Nesse caso, os volumes de
eluicdo dos picos principais do cromatograma revelaram que a maior parte da proteina se
apresenta na forma monomérica, com um Rh de 3,6 nm. Um ombro também foi observado
quando a concentracdo de proteina foi aumentada (165 uM e 240 uM), o Rh calculado para as
espécies pertencentes a esse ombro foi de 4,2 nm, o que corresponde a dimeros (Figura 24).
As concentragdes finais do receptor, apds a passagem pela coluna, que correspondem aos
picos observados foram cerca de 3 uM, 85 uM, 14 uM e 20 uM (0,08, 0,25, 0,42 e
0,6mg/mL). Esses resultados sugerem que o mondmero ¢ a forma predominante do holo-
TRB1 DBD-LBD em baixas concentracdes (aproximadamente 3 uM) e que o receptor se

associa em dimeros com o aumento de sua concentra¢gdo na solugdo, acima de 14 uM.
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Figura 24 — perfil cromatografico do Holo-TR 1 DBD-LBD aplicado na superdex 200 10/30 em diversas

concentragdes. O raio hidrodindmico do principal pico de eluigdo foi 3,6 nm (M) e o ombro correspondente aos
dimeros apresentou um raio de aproximadamente 4,2 nm (D).
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A alteragdo da concentragdo da proteina que ocorre na gel filtragdo (ocasionada pela
dilui¢do da proteina na coluna) ¢ limitada a maxima concentracdo aplicada na coluna. Para a
caracterizacdo do equilibrio dimero-dimero em maiores concentracdes de proteina, foram
realizados experimentos de espalhamento dindmico de luz (DLS) para o apo-TR 1 DBD-
LBD e holo-TR 1 DBD-LBD, em concentragdes crescentes do receptor.

Os experimentos de gel filtragdo e gel nativo demonstram que as espécies
monomeéricas estdo presentes somente em baixas concentragdes protéicas. A confirmagdo das
proporgdes relativas das espécies diméricas e tetraméricas em solucdo foi realizada a partir
dos experimentos de DLS, porém, nao foi possivel obter dados representativos de mondmeros
por esta técnica devido ao fato que baixas concentracdes de proteinas produzem um sinal de

espalhamento de luz muito fraco (Fig. 25).

TRDLcomesem T3

AcomT3
8 4 sem T3
7 1 ] . . T
’g 6 L L = 1
£ 5 — T T T s Es s s s s EE T
o i 4 I 1
Sy, ri-—==-=t=-===t==--1= D
3 -
2 ! ! ! ! ! ! .
0 50 100 150 200 250 300 350

Concentragao (uM)

Figura 25 — Raios hidrodindmicos do TR 1 DBD-LBD com e sem ligante, em fung@o da concentragdo proteica.
Os raios do holo-TR (tridngulos em rosa) se apresentam como dimeros; o apo-TR (pontos em laranja) se
apresenta como tetrameros, sendo que apenas nas maiores concentragdes apresentam raios maiores (possiveis
agregados). T. Tetrdmeros D. Dimeros

Os resultados de DLS sugerem que o apo-TR 1 DBD-LBD existe
predominantemente como tetrAmeros em solugdo em concentragdes acima de 20 uM. Em
contraste, o complexo TR 1 DBD-LBD — T3 apresenta-se dimérico em quase todas as
concentragdes utilizadas no experimento. Portanto, os experimentos de DLS confirmam a

idéia de que o TR f1 DBD-LBD existe em solu¢do como uma mistura de duas formas
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oligoméricas distintas, dimeros e tetrameros. Mais ainda, ambas as técnicas utilizadas
sugerem que essas espécies existem em equilibrio dindmico, com a formagao de tetrameros
induzida pelo aumento da concentracao protéica e fortemente inibida pela presenga do ligante

(Fig. 25).

4.4. Estudos de oligomerizac¢io do TR 1 LBD

Os estudos de oligomerizagdo do TR f1 LBD com e sem hinge foram feitos para
evidenciar a participacdo dos dominios separados no processo de oligomerizagdo. Para tanto,
foram utilizadas as técnicas de gel filtracdo analitica, crosslinking e gel nativo da construg¢ao
contendo os dominios LBD e hinge do receptor. Os estudos da proteina sem hinge foram
realizados apenas através da eletroforese por gel ndo desnaturante. Esses resultados revelaram
uma grande contribuicdo desse dominio na tetramerizagdo e dimerizagdo da proteina, tanto na
presenca quanto na auséncia do hinge, porém demonstraram que os oligdmeros formados sdao
menos estaveis, além de evidenciar a existéncia de mistura entre as formas oligoméricas. Os
Ry calculados para as constru¢cdes do TRB1 LBD (AABC e AABCD), foram 2,6 nm, 3,2 nm e

4,3 nm, respectivamente para monomeros, dimeros e tetrameros.

4.4.1. Eletroforese por gel nao desnaturante

O apo e holo TR 202 e 209 (respectivamente AABC e AABCD) foram submetidos aos
experimentos de gel nativo, nas concentragdes de 40 uM, 120 uM, 200 uM, 280 uM e 400
UM (1, 3, 5, 7 ¢ 10 mg/mL), na presenga ¢ auséncia do horménio T3. O apo-TR  LBD 202
(com hinge e sem ligante) se apresenta como uma mistura de monOomeros, dimeros e
tetrdmeros em solucdo (Fig. 26). Porém, o aumento das formas oligoméricas parece estar
relacionado ao aumento da concentragao do receptor. Na concentragdo mais baixa utilizada no
ensaio, 1 mg/mL, observa-se somente a presenca de mondmeros, nas concentragdes

intermediarias, a banda de dimeros torna-se evidente e, somente nas concentragoes mais altas
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(7 ¢ 10 mg/mL) ¢ observado a formagao da banda de tetrameros. Quando adicionamos ligante

(T3) a proteina TR 1 LBD 202, observa-se apenas mondmeros no gel nativo, sendo que
somente em altas concentracdes, 10mg/mL, ¢ que observamos uma pequena banda de dimeros
(Figura 26). Esses resultados reafirmam que o TR pode se apresentar como uma mistura de
oligdbmeros em solugdo e, mais ainda, confirmam a dissociagdao induzida pelo ligante dessas

formas oligoméricas.
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Figura 26 - Gel nativo da proteina TR LBD 202 sem ligante (-T3) e com ligante (+T3). Os marcadores de massa
molecular representam a migragao equivalentes a 669 kDa, 440 kDa, 232 kDa, 140 kDa e 67 kDa. As setas
indicam a migracdo das bandas nas posi¢des calculadas para tetrdmeros (T), dimeros (D) e mondémeros (M). As
concentragdes de proteina usadas sdo 1, 3, 5, 7,e 10 mg/mL

O apo-TR B LBD 209 (sem hinge e sem ligante) apresenta-se também como uma
mistura de monomeros e dimeros no gel nativo, em todas as concentragdes. A maioria das
espécies se apresenta como dimeros a medida que a concentracdo protéica ¢ aumentada (Fig.
27). Também se observa nas concentragdes protéicas mais altas aplicadas no gel, a existéncia
de um arrasto proximo a posicdo prevista para o raio de tetrdmeros (aproximadamente 4,2
nm), todavia, devido & mé formagdo de uma banda no gel nativo, torna-se impreciso afirmar
se este arrasto trata-se de uma banda de tetrameros ou de um efeito de agregacdo da proteina.

O holo-TR B LBD 209 apresenta-se como mondmeros em baixas concentragdes,
mesmo assim, uma banda bem formada e caracteristica de dimeros comega a aparecer no gel
ainda em baixas concentragdes. A proteina com ligante parece estar mais estavel que a holo-
proteina por seu perfil no gel, em que € possivel observar a presenga de bandas bem definidas,
ao contrario do que ocorre com a apo-proteina, com bandas borradas e mal definidas. Nesse
caso, a adi¢do do ligante parece impedir uma possivel agregacdo do TR, tornando-o mais

estavel.
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Figura 27 - Gel nativo da proteina TR 209 sem ligante (-T3) e com ligante (+T3). Os marcadores de massa
molecular representam a migragio equivalentes a 669 kDa, 440 kDa, 232 kDa, 140 kDa e 67 kDa. As setas
indicam a migracdo das bandas nas posi¢des calculadas para dimeros (D) e mondémeros (M). As concentragdes
de proteina usadas sdo 1, 3, 5, 7 ¢ 10 mg/mL.

Os raios hidrodindmicos previstos para monoOmero, dimero e tetrdmero sao,
respectivamente, 2,6 nm, 3,4 nm e 4,1 nm, esses raios foram obtidos através do programa
Hydropro. O gel empregado, no gradiente utilizado, ndo apresenta propor¢ao linear entre
migracao ¢ Rh (ou log MW) para proteina menores que 50 kDa. Desta forma, os valores de
Rh e MW obtidos para a forma monomérica nao sdao coincidentes com o esperado (2,6 nm),
tendo sido calculado em 3,16 nm, os raios calculados para dimeros e tetrameros, foram,
respectivamente 3,4 nm e 4,0 nm, coincidentes com o que se esperava.

4.2. Crosslinking quimico.

Os resultados obtidos com o experimento do crosslinking confirmam os resultados
obtidos pelo gel nativo. Para o apo-TR 1 LBD com hinge, observa-se uma mistura das trés
formas em solu¢do, sendo que a forma mais predominante ¢ a dimérica. Ao acrescentar
horménio a preparacdo, observa-se a ocorréncia da dissociacdo das formas oligoméricas
maiores, em contrapartida, o surgimento de mondémeros € uma pequena fracdo composta por

-

dimeros é observado (Fig. 28). kDa

97}i

67 }kb"

* bt v
7+T3 ‘-T3

Figura 28- Crosslinking quimico do holo- e apo TR B1 LBD (+T3 e —T3, respectivamente). A proteina a 1mg/ml
foi crosslinkada com 0,05uM DSS, e aplicada em um gel SDS-PAGE, com 10% de acrilamida e coradas com
Coomassie blue. D-dimero, M-Monomero, os marcadores de peso molecular estdo representados na figura.
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4.4.3. Gel filtracao analitica

Os experimentos de gel filtragdo analitica também demonstram a presenga de mistura
de formas para o apo- TR 1 LBD com hinge (Fig. 29 e 30) . Considerando-se a dilui¢ao da
proteina que ocorre na coluna, as concentragdes finais do receptor, apds a passagem pela
coluna, que correspondem aos picos observados foram cerca de 3,5 uM, 10 uM, 17 uM e 24
uM (0,08, 0,25, 0,42 e 0,6mg/mL).

Os resultados do apo-TR LBD revelaram uma variacao de raios hidrodinamicos (Rh)
entre 3,3 e 2,9 nm, a medida que a concentrag¢do de proteina foi reduzida de 7 para 1 mg/mL,
0 que significa uma mistura entre dimeros e mondémeros (Rh 3,4 nm e 2,6 nm,
respectivamente) em concentragdes entre 3 e 24 UM, compredomindncia para dimeros.

Os raios calculados na gel filtragao para o holo-TR 3 LBD 202 estdo em torno de 2,6 a
3,05 nm, a medida que se aumenta a concentragdo protéica, demonstrando a predominancia de
mondmeros, nesta mesma faixa de concentragdo. Esses resultados reforcam a idéia de que o
dominio LBD se apresenta como uma mistura de formas oligoméricas composta por
mondmeros e dimeros e, mais ainda, que a presenca do ligante desloca esse equilibrio de

formas para a dissociagdo em mondmeros, maioria das espécies formadas nessa condigao.

TRsem T3 = 0.08 mg/mL
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Figura 29 — Perfil cromatografico do Apo-TR 1 LBD aplicado na superdex 75 10/30 em diversas
concentragdes. Os raios hidrodindmicos dos picos de elui¢do variaram entre 2,9 nm (1 mg/mL) a 3,3 nm (7
mg/mL) o que corresponde a uma mistura de dimeros e mondmeros, com predominancia de dimeros.
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Figura 30 — Perfil cromatografico do Holo-TR f1 LBD aplicado na superdex 75 10/30 em diversas
concentragdes. Os raios hidrodindmicos dos picos de elui¢do variaram entre 2,6 nm (Img/mL) a 3,05 nm (7
mg/mL) o que corresponde a uma mistura de dimeros e mondémeros, com predominancia de mondmeros.

Estes experimentos demonstram que a dissociacao de oligomeros do TR f1 LBD com
hinge, através da adicdo do ligante, ¢ coerente com a dissociacdo observada nos dados
apresentados do TR B1 DBD-LBD, porém, as formas oligoméricas nao sao as mesmas. Isso
talvez revele que a presenga do DBD seja também importante na estabilizacdo de oligdmeros
maiores que dimeros. Os estudos do TR sem hinge mostram que este dominio deve ser
importante para a especificidade na formagao dos dimeros e nas respostas ao ligante. Foi
relatado que o hinge pode contribuir com a formacao de dimeros diferenciados do TR, o que
poderia influenciar na regulagdo do receptor. Nesse estudo, o hinge faz contatos com a
interface de ligacdo ao coativadores. Portanto, os dimeros visualizados nos experimentos de
gel nativo do TRB1 LBD sem hinge com ligante podem ser diferentes dos dimeros

funcionais®’.

4.5. Estudos de oligomeriza¢io do TR a1l completo e DBD-LBD.

Esses estudos foram realizados, inicialmente, para se caracterizar as amostras antes
dos experimentos de espalhamento de raios-X a baixos angulos, portanto foram feitos de

maneira mais simplificada que os estudos de oligomerizacdo do TR B1. Tanto o TR al
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completo, quanto o TR al DBD-LBD foram submetidos aos experimentos de gel nativo e

espalhamento dindmico de luz. As concentragdes de proteina utilizadas para o TR al
completo foram 1, 3 e 6 mg/mL, para o TR a1l DBD-LBD, as concentracdes foram 1,3, 8¢ 11
mg/mL.

O TR al se comportou, preferencialmente, como dimeros em ambas as construcoes,
tanto na presenca quanto na auséncia de T3. Os tetrameros ndo foram visualizados nem em
concentragdes mais altas. Os raios hidrodindmicos observados nos experimentos de DLS para
o TR al completo variaram de 4,3 a 4,7 nm, enquanto que para o TR al DBD-LBD, os raios
variaram de 4,1 a 4,4 nm. O gel nativo do TR o completo demonstra que a proteina apresenta-
se preferencialmente como dimeros e mondmeros (Fig. 31). Estes estados oligoméricos
parecem nao mudar na presenca e auséncia de T3 ou na presenga do HRE F2 (Fig. 33). Nas
maiores concentragdes dos experimentos o TR al completo apresenta um arrasto acima das
bandas do dimero, que pode ser interpretado como um sinal de agregacdo ou a presenga de
oligdmeros maiores, porém mal definidos (Figura 31).
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Figura 31 - Gel nativo da proteina TR a1 completo sem ligante (-) e com ligante (+). Os marcadores de massa

molecular (M) representam a migragdo equivalentes a 669 kDa, 440 kDa, 232 kDa, 140 kDa e 67 kDa. As setas

indicam a migracdo das bandas nas posi¢des calculadas para dimeros (D) e mondmeros (M). As concentragdes
de proteina usadas sdo 1, 5, ¢ 8 mg/mL

O TR ol DBD-LBD apresentou-se mais estavel que a constru¢do completa e também
apresentou-se majoritariamente como dimeros no experimento de eletroforese nativa. A
presenga do T3 também ndo foi influente sobre a forma oligomérica desta proteina. Nas
concentragdes mais altas do experimento (11 mg/mL) a presenca do arrasto no gel também foi

detectado, o que sinaliza para a possivel agregacao dessa proteina (Fig. 32).
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Figura 32 - Gel nativo da proteina TR a1 DBD-LBD sem ligante (-) e com ligante (+). Os marcadores de massa
molecular (M) representam a migragao equivalentes a 669 kDa, 440 kDa, 232 kDa, 140 kDa e 67 kDa. As setas
indicam a migracdo das bandas nas posi¢des calculadas para dimeros (D) e mondmeros (M). As concentragdes
de proteina usadas sdo 3, 8 el 1 mg/mL
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Figura 33 - Gel nativo com 10% de acrilamida, da proteina TR a1 completo e TR a1 DBD-LBD sem (-) e com
(+) ligante (T3) ou DNA (F2). As setas indicam a diferenga na migracéo entre as isoformas, o dimero do TR al
completo é maior que o do DBD-LBD. As concentragdes de proteina usadas sdo 2,5 ¢ 5 mg/mL.

4.6. Discussao dos Resultados.

O estado de oligomerizagdo de um receptor nuclear pode influenciar em sua atividade.
Os TRs, assim como muitos outros receptores nucleares, desempenham suas fungdes como
heterodimeros com o RXR, homodimeros ou mondémeros. Entretanto, a forma como o TR se
auto-associa em solu¢do e a maneira como o ligante governa esse processo ainda nao tinham
sido estudadas sistematicamente. Nesse trabalho foi analisado os estados oligoméricos do TR
B1 em solucao, utilizando-se de trés construgdes diferentes (DBD-LBD, LBD sem hinge ¢
LBD com hinge), através das técnicas de gel filtracdo, gel nativo, crosslinking e DLS.
Também se analisou duas constru¢des do TR al, uma da proteina completa e a outra dos
dominios DBD-LBD, através de gel nativo e DLS.

Os resultados demonstraram que o TR 1 LBD-DBD apresenta-se como tetrameros

em solugdo, ¢ que a adigdo do hormdnio T3 leva a sua dissociagdo em dimeros. O TR B1
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LBD com hinge, na auséncia de ligantes, apresenta-se como uma mistura de formas
oligoméricas (tetrameros, dimeros ¢ mondmeros), as quais sao concentracao-dependentes.
Nesse caso, a adi¢ao de ligantes também leva a dissociagdo das formas oligoméricas maiores
em espécies menores. Esses resultados foram organizados em um artigo cientifico, o qual foi
publicado em revista internacional (conforme apresentado no Anexol).

A constru¢do do TR Bl LBD sem hinge apresenta-se como uma mistura de
mondmeros ¢ dimeros, sem distingdo quanto a presenca ou ndo de ligantes. O TR al
apresenta-se majoritariamente em sua forma dimérica, independente da concentracdo protéica
e da presenga da regido N-terminal. Além disso, a presenga do ligante parece nao interferir no
estado de oligomerizagdo dessa isoforma.

Esses resultados indicam que (1) o TR Bl também ¢é capaz de se tetramerizar em
solucdo, o que poderia resultar em uma forma de regulagdo semelhante a do RXR, através do
auto-silenciamento; (2) a capacidade de tetrameriza¢do ocorre no dominio LBD de forma
concentragdo-dependente. Este dominio possui as interfaces de dimerizagao e tetramerizacao,
porém, a presenga do DBD poderia servir para a estabilizacdo desses oligdmeros; (3) a
presenga do hinge parece ser de grande importancia para a formagao dos tetrdmeros do TR
B1; e (4) a presenga do ligante causa a dissociagdo dos tetrameros do TR B1. Além disso, pode
se concluir que (5) a capacidade de tetramerizacdo do TR esta restrita a isoforma B, pois a
isoforma al apresenta-se predominantemente dimérica; e (6) a presenca do ligante T3 e do
DNA nio causam modificag¢des no estado de oligomerizacdo da isoforma al do receptor. Esse
trabalho revela as primeiras evidéncias da tetramerizagdo do TR na auséncia de seu ligante
cognato ¢ que esta propriedade ndo ¢ restrita ao RXR, e, mais ainda, demonstra que a
capacidade de tetramerizagdo pode ser isoforma especifica.

O comportamento do TR Bl em solu¢do contrasta com o comportamento de uma
constru¢do similar de outro receptor o RAR, o qual também forma heterodimeros com o

RXR. Este receptor ndo forma dimeros nem tetrameros em solugdo e existe estritamente como
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mondmero'*. Assim como o RXR, o TR possui a capacidade de formar oligdmeros em
solugdo, e estas espécies estdo em um equilibrio dindmico, dependente da concentragdo do
receptor. Os monomeros do TR s6 sdo detectaveis a baixas concentragdes, enquanto que 0s
tetrdmeros tendem a ser predominantes nas altas concentragdes de proteinas, contudo, o
equilibrio entre as espécies € reversivel.

Os tetrameros sdo as formas predominantes do apo-TR B em concentra¢des acima de
10 uM (Fig. 21). Entretanto, eles podem se dissociar rapidamente ap6s a adi¢do do ligante. A
aplicacdo dos tetrameros e dimeros na coluna de gel filtracao — a qual resulta em uma dilui¢ao
da proteina em torno de quinze vezes — resulta em uma mistura de formas oligoméricas
menores nas fragdes eluidas, o que pode explicar a dependéncia da concentragcdo na formagao
dos oligdbmeros. Os tetrameros e dimeros podem se dissociar rapidamente em dimeros e
mondmeros, respectivamente, enquanto passam pela coluna. Assim como o RXR, o equilibrio
entre as formas oligoméricas do TR pode ser fortemente influenciado pelo ligante,
promovendo a dissociacdo deste em dimeros. Essa informagdo, aliada as previamente
expostas sugere que a formacao de tetrdimeros de RXR e TR podem envolver mecanismos
similares. J4 a forma predominante do TR ol ¢ a dimérica independente da presenca de
ligantes ou DNA (Fig 32), o que poderia evidenciar uma forma de regulagao diferente entre as
isoformas de um mesmo receptor.

Enquanto o apo-RXR interage fracamente com correpressores, o apo-TRP possui
interagdes bastante fortes com essas moléculas. Portanto, ndo se sabe qual a fracdo do apo-
TRP poderia ser disponivel para a formacdo de homotetrameros, sob condig¢des tipicas, e se
esse processo seria de grande importancia na regulagdo da agcdo dos TRs. Entretanto, ¢ sabido
que fatores de transcricdo sdo freqiientemente seqiiestrados em pequenas sub-regides do
nucleo, ou concentrados como multimeros em sitios de promotores alvos no DNA. Com base
nesses eventos, a concentragdo de TR no nucleo celular poderia ser elevada, contribuindo com

a formacao dos tetrameros.
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Além da formacgdo dos tetrameros, esse trabalho também reporta os efeitos do ligante
T3, o qual inibe também a formagdo de dimeros em algumas condigdes. Conforme
demonstrado nos experimentos de gel filtracdo, o apo-TRP em baixas concentragdes esta
presente em solu¢do, majoritariamente, como dimero (Rh 4,2 nm), enquanto o holo-TR ¢
predominantemente monomérico sob as mesmas condi¢cdes (Fig. 24). O T3 promove a
dissociacdo dos homodimeros TRB-TRP dos elementos responsivos de DNA, entretanto as
bases moleculares que explicam esse fato ainda ndo sdo claras. Seria interessante especular se
este efeito estd relacionado com alteracdes no equilibrio mondmero-dimero de maneira
hormonio-dependente (ou independente). Com isso, seria possivel investigar a possibilidade
do ligante influenciar na atividade de ligacdo TR-DNA, através de efeitos diretos na
conformagdo da superficie de dimerizacdo do LBD do TR.

A tetramerizacdo ¢ um evento freqiiente na regulagdo do reconhecimento proteina-
DNA ¢ na regulagdo da transcricio'* '** ¥ Em vista das evidéncias encontradas para a
formag¢do de tetrameros dos receptores TR e RXR humanos, seria interessante o
questionamento se a auto-associacdo em tetrdmeros poderia representar um nivel geral de
regulagdo celular, sinalizada pelos receptores nucleares. A auto-montagem dos receptores
nucleares em formas tetraméricas inativas dentro da célula poderia contribuir para o acimulo
e estoque desses receptores, os quais poderiam ser facilmente disponiveis para a ativagdo na
presenga de um ligante ou DNA especifico ou, até mesmo, pela queda na concentracdo desses

receptores.
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W O - Estudos Estruturais

em Baixa Resolucao do TR Através de
SAXS

5.1. Introducio.

Os estudos apresentados nesse capitulo objetivaram, principalmente, a construgao dos
envelopes moleculares dos receptores, visando estudos estruturais. Além disso, esses
experimentos contribuiram com os estudos de oligomerizagdao do receptor. Os experimentos
de SAXS foram realizados com as duas isoformas do TR, al e B1, em diversas construgdes —
TR al completo e DBD-LBD, na presenca e auséncia do horménio T3; e TR 1 DBD-LBD

na presenga ¢ auséncia do hormoénio T3 e na presenga do TRE F2. Todas as amostras
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submetidas aos experimentos de SAXS foram checadas, em termos de monodispersividade e
agregacao, por experimentos preliminares de gel nativo e DLS, apresentando boas
caracteristicas. Uma parte do trabalho apresentado nesse capitulo, que contém os envelopes
dos dimeros e tetrimeros do TR Pl DBD-LBD, foi publicada'®® na revista indexada
internacional biochemistry (Anexol) e indicada pela mesma como /ot article.

As estruturas obtidas através de cristalografia de proteinas do TR DBD e do holo-TR
LBD, juntamente com as estruturas obtidas para outros receptores nucleares, resultaram em
informagdes importantes sobre a agdo dos RNs e do TR 17 137147 A estrutura do TR DBD
confirmou a ocupagdo 3" no DNA DR-4 do TR, no heterodimero formado com o RXR, além

138 " As estruturas do TR

de fornecer os detalhes moleculares acerca da interagdo TR-DNA
LBD, além das interagcdes TR-ligantes, sugeriram grandes mudancas conformacionais geradas
pela ligacdo de diferentes ligantes®. Por fim, as estruturas de ambos os dominios revelaram
que muitos aminodacidos, que originalmente foram identificados como formadores do dominio
D (hinge) estdo estruturados em uma extensdo em o-hélice entre os dominios DBD e LBD**
38

As andlises reportadas sobre o comportamento do TR f1 em solu¢do demonstram uma
maior complexidade desse receptor. O RXR era considerado como o unico receptor capaz de
formar homotetrameros em solugdo, porém os estudos com o TR B1 demonstraram que esse
receptor também ¢é capaz de formar tetrdmeros em solugdo, os quais podem ser dissociados
pela incubagio com o ligante ou com TREs™ '**

Nenhuma estrutura de alta resolu¢do dos TRs ou outro receptor nuclear em uma
constru¢do maior (por exemplo, um receptor completo ou contendo os dominios DBD-LBD)
foi resolvida. Até o momento, a Gnica estrutura em baixa resolu¢do de uma constru¢do maior

de um receptor nuclear foi resolvida para o RXR LBD-DBD, através da técnica de SAXS'*.

Essa ferramenta revela a estrutura de macromoléculas em solugdo, em resolu¢do nanométrica,
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e pode ser usada para a determinagdao de posi¢des e orientagdes de dominios individuais.
Portanto, demonstra um modelo da estrutura do receptor.

Nesse trabalho serdo apresentados estudos extensivos de SAXS utilizando-se diversas
construgdes do TR. Os dados revelam o primeiro modelo de estrutura a baixa resolugao de
dimeros e tetrdmeros do TR f1 DBD-LBD, além de revelarem o primeiro modelo estrutural
de uma constru¢do completa do TR al. Foi observado que, apesar de existirem fortes
semelhancas entre o TR e 0 RXR, os modelos também demonstram diferencas bastante claras.
Os modelos de SAXS dos tetraimeros do RXR DBD-LBD possuem uma forma em X, com os
4 dominios DBD fortemente espacados e separados do cerne formado pelos LBDs'*. Os
dimeros do RXR DBD-LBD apresentam uma estrutura mais similar que a encontrada para o

TR (Fig. 34).

Dimeros de RXR DBD-LBD

zy X

&

Figura 34 - Modelos de baixa resolugdo de dimeros e tetrameros do RXR DBD-LBD, obtidos por SAXS. (a), (b)
e (c¢) Sdo as representacdes das visdes ortoscopicas dos modelos, 140.
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5.2. Resultados
5.2.1. Espalhamento de raios-X a baixos angulos do TR p1
5.2.1.1. O TR 1 DBD-LBD com e sem ligante

Os resultados de SAXS para o TR f1 DBD-LBD confirmam os resultados dos estudos
de oligomerizagao (capitulo 4). As preparagdes do TR f1 LBD-DBD com e sem ligante, em
uma escala de diferentes concentragdes, resultaram em envelopes diméricos e tetraméricos do
receptor. As curvas de espalhamento tipicas obtidas do receptor estdo representadas na figura

35, e os parametro estruturais derivados de cada curva estdo representados na Tabela 2.

ajuste apo-TR

14 = apo-TR 1 DBD-LBD
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Figura 35- Curvas experimentais de espalhamento de apo e holo TR 1 DBD-LBD. Curvas de Intensidade de
espalhamento log I versus g do Holo-TR 31 DBD-LBD e do Apo-TR 1 DBD-LBD normalizadas por um fator
de escala de intensidade, dado que essas curvas representam medidas realizadas em dias diferentes. Holo-TR 1
DBD-LBD e Apo-TR 1 DBD-LBD representam as curvas experimentais; sobre essas curvas estdo ajustadas as
intensidades de espalhamento tedricas calculadas através do programa GNOM.

Os dados indicam que a distancia méaxima intra-particulas (Dmax) € o raio de giro (Rg)
do apo-TR 1 DBD-LBD sao, respectivamente, 18 nm e 4,9 nm, enquanto o holo-TR B1
DBD-LBD formam espécies com Dy, de 12 nm e Rg de 3,8 nm. Esses resultados confirmam
a presenca de dimeros do holo-TR e tetrameros do apo-TR e estdo de acordo com dados
obtidos por DLS (onde Rg*™™™ = 4,6 nm e Rg"™™ = 3,5 nm), e também sugerem que ambas

as espécies sdo relativamente alongadas. Isso também pode ser evidenciado pelas méximas
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distancias intra-particula calculadas para os dimeros e tetrdmeros do TR B1 DBD-LBD, as
quais sao 3 a 4 vezes maiores que o Rg dos oligdmeros do receptor. Essa idéia de um receptor
mais alongado também pode ser suportada pelos perfis de distribuicao de distancias (p(r))

calculados (Fig. 36), os quais sio tipicos de proteinas alongadas '*’.

—e— Dimero
—e— Tetramero

S i
o

., T

....‘-.
......-
—
14 16 18
r(nm)
Figura 36 — Fung@o de distribuicdo de distancias dos dimeros (rosa) e tetrdmeros (violeta) do hTR f1 DBD-
LBD.

Para a geracdo do modelo, o volume de esferas encontrado para o dimero foi
estabelecido, em numero de &tomos DAM, em Npaym = 6603, com um raio de empacotamento
de .= 0,29 nm em uma esfera de didmetro Dp.x = 12,0nm. Para o tetrdmero, Npam = 7376,
r.= 0,42 nm e Dyx= 18,0 nm. Vinte simulagdes ab initio independentes foram executadas.
Delas, 182+10 atomos dummy foram atribuidas ao modelo final do dimero hTR 1 DBD-
LBD, e 590+£30 atomos dummy foram designadas para o modelo final dos tetrAmeros
hTRB1IDBD-LBD. Essa diferenga no nimero de atomos dummy entre o dimero e o tetramero
pode ser atribuida a diferenca de informagdo presente em cada uma das curvas, sendo que a
curva do apo-TR, correspondente aos tetrameros, possui maior quantidade de informagao, em
comparagdo a curva do dimero (holo-TR), e por isso foi atribuido um numero maior de
atomos dummy para o tetrdmero. Além disso, os tetrdmeros apresentam um maior valor de

Dpmax, 0 que também contribui para essa diferenca.
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Os envelopes globais do TR f1 DBD-LBD com e sem ligantes foram determinados ab
initio através de dois procedimentos independentes e estao representados nas figuras 37 e 38.
Ambas as reconstrugdes ab initio resultaram em formas moleculares semelhantes. O holo-TR
1 DBD-LBD possui uma estrutura terciaria em formato mais achatado e globular que o apo-
TR B1 DBD-LBD (Fig. 37), enquanto o formato do apo-TR 1 DBD-LBD apresenta-se mais
cilindrico ou prolato (Fig. 38). Os tetrameros do TR sdo significantemente mais alongados
que os dimeros, o que ¢ consistente com sua massa molecular, porém ndo acomoda dois
dimeros do holo-TR em um arranjo cabega-cabeca. Isso sugere que deve haver alteragdes
significantes nas posi¢des respectivas do DBD e do LBD nos arranjos em dimeros e

tetrameros.

Figura 37- Trés vistas ortogonais do envelope de SAXS dos dimeros do holo-TR 1 DBD-LBD derivado de
calculos ab initio. Os envelopes moleculares foram obtidos por expansdes de harmonios esféricos (SASHA) e
estdo representados pela superficie solida em cinza, os modelos de atomos Dummy, obtidos pelo programa
DAMMIN, estdo representados pelas esferas em ciano, figura em escala com a Fig. 38.

Figura 38- Trés vistas ortogonais do envelope de SAXS dos tetrameros do apo-TR 1 DBD-LBD derivado de
calculos ab initio. Os envelopes moleculares foram obtidos por expansdes de harmonios esféricos (SASHA) e
estdo representados pela superficie solida em cinza, os modelos de atomos Dummy, obtidos pelo programa
DAMMIN, estdo representados pelas esferas em ciano, figura em escala com a Fig. 37.

Para a determinagdo das posigdes e orientagdes relativas dos TR f1 DBDs e LBDs no

envelope de baixa resolu¢do do TRB1 DBD-LBD dimérico, foi criado um modelo estrutural
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dos dimeros de TR baseado nas estruturas cristalograficas desses dominios e analisando-se o
melhor ajuste destes modelos sobre o envelope molecular. De acordo com as estruturas ab
initio a baixa resolugao, foi assumido uma simetria de ordem 2 nos modelos dos dimeros, ao
longo do eixo maior do modelo, passando através do centro do envelope. A seqiiéncia
correspondente ao dominio D, a qual liga os dominios DBD e LBD, foi modelada, pelo
programa Modeller, como uma a-hélice.

Tabela 2- Pardmetros experimentais e calculados para os dados de SAXS

hTRP-1 DBD LBD dimero? hTRB-1 DBD LBD tetrdmero®
Parametro/
| amostra Exp®  Mod®” DAM® Exp!  Mod® DAM®
Dmax(nm)  120£1,00 1280 12,10 I80+1,00 1861 1784
Rg (nm) T 3.79£0.50 382 3,66 497+050 496 484
- Discrepancia y - 0,9 0,9 - 1,2 1,1
Resolugdo (nm) 3.8 - 3,8 3,5 - 3,5

a Exp., calculado dos dados experimentais. b Mod., parametros dos modelos de dimeros e tetrdmeros. ¢ DAM,
parametros dos modelos de atomos dummys, apds 10 modelos. d Simetria imposta de ordem 2. e Simetria

imposta de ordem 222.

O melhor ajuste para o modelo do TR B1 DBD-LBD, superposto sobre o envelope
prolato do dimero esta evidenciado na figura 39. Os LBDs se encontram na base maior do
envelope e ocupam um volume consistente com as interagdes preditas para um homodimero
simétrico em arranjo cauda-cauda, mediado pela interface de dimerizagdo formada pelas
hélices 10 e 11 do LBD. As andlises dos melhores ajustes do DBDs indicam que eles estio
localizados no extremo oposto do envelope, afastados dos LBDs. O dominio D, que liga esses
dois dominios, precisa estar relativamente estendido; a separagdo entre o DBD e LBD ¢
consistente com a noc¢ao que o dominio D forma uma hélice continua, andloga ao modelo
estrutural e sugerida pelos modelos cristalograficos dos dominios DBD e LBD em separado.
Os DBDs estdo em contato proximo, o que levanta a possibilidade de que possam envolver-se
em contatos intermoleculates até entdo inesperados.

A posi¢do dos modelos estruturais do DBD no envelope molecular sugere que o

melhor ajuste se d4 para a orientacdo cauda-cauda, compativel com a ligagio a TREs em
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palindromos invertidos, arranjo de DNA preferencial para homodimeros do TR?. A resolugéo
do envelope molecular (~3,5 nm, Tabela 2) ndo ¢ suficiente para a distingdo direta entre as
posigoes relativas do DBD, entretanto, foi observado que os dominios D se sobrepdem na
orientagdao cauda-cauda (palindromo invertido) e que esses contatos moleculares ndo ocorrem
na orientacdo cabega-cabeca (palindromo), resultando em um dimero mais fraco. Portanto, a
melhor predi¢do para o modelo de baixa resolu¢do sugere que o homodimero DBD-LBD
adote uma conformagao com os DBDs posicionados para a ligagao a palindromos invertidos e
que os contatos intermoleculares entre os DBDs e os dominios D contribuam para a formagao

do homodimero.

BB v

Figura 39- Envelopes dos dimeros de hTR 1 DBD-LBD derivados do calculo ab initio. Superposi¢dao da média
de 20 modelos DAMs obtidos pelo DAMMIN e do modelo gerado a partir das estruturas obtidas por
cristalografia de raios X de dois hTR f1 DBDs e dois hTR B1 LBDs. Os modelos foram rotacionados a 90° em
torno do eixo y e X.

No envelope dos tetrameros do apo-TR o melhor ajuste para o posicionamento dos
LBDs ocorrem no centro da molécula de forma que relembra os dados publicados para os
tetrameros do RXR. Nesse modelo, os dois pares de LBDs estdo empilhados e orientados em
um angulo de 180°, um em relacdo ao outro. Os pares de DBDs partem do cerne formado
pelos LBDs em diregdes opostas, de tal forma que o tetramero predito relembre um cilindro
distorcido (Fig. 40). Assim como ocorre nos homodimeros do TR, os dois DBDs, que formam
cada um dos pares do cilindro, se localizam nas extremidades em contato préximo de um com
o outro. Esta organizacdo difere das estruturas a baixas resolugdes encontradas para o

tetramero do RXR, o qual possui um formato em X com os DBDs bastante espagados'*’, e
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representa uma evidéncia a mais que os DBDs podem interagir em contatos moleculares

unicos.

Figura 40- Envelopes dos tetrameros de hTR f1 DBD-LBD derivados de calculus ab initio. Superposi¢io da
media de 10 DAMs obtidos pelo DAMMIN e domodelo gerado a partir das estruturas obtidas por raios X de
quatro hTR B DBDs e quatro hTR 1 LBDs. Os modelos foram rotacionados a 90° em torno do eixo y e x.

5.2.1.2. O TR 1 DBD-LBD com o elemento responsivo F2.

Os experimentos de SAXS realizados para o TR f1 DBD-LBD, na presenga do TRE
F2 foram realizados em 3 concentragdes de proteina, 3, 5 e 8 mg/mL. Para todas as medidas,
os envelopes gerados confirmam a estrutura dimérica do receptor, quando ligado ao DNA. A
curva do espalhamento do receptor esta representada na figura 41 e os parametros estruturais

derivados do espalhamento estao representados na Tabela 3.
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Figura 41- Curva experimental de espalhamento do TR 1 DBD-LBD complexado ao TRE F2. Intensidade de
espalhamento LBD, normalizada por um fator de escala de intensidade, (log I) versus g. TR DBD-LBD F2
representa a curva experimental; DAM ¢ a curva da intensidade de espalhamento calculado a partir do modelo
DAMs, gerado pelo programa DAMMIN; e Modelo € a curva relativa ao espalhamento do modelo de alta
resolugdo.
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Os valores experimentais de Dy.x € Rg foram 13,5 nm e 4,25 nm, isso sugere que a
proteina também possui uma forma alongada. Comparando-se esses dados aos resultados de
SAXS dos dimeros do holo-TR B1, foi possivel observar poucas diferengas. As curvas do TR
1 DBD-LBD com DNA apresentam um perfil de uma molécula um pouco maior (Dp.x € Rg
para TR+T3 sdao 12 e 3,8 nm), porém dimérica e alongada. Os perfis das funcdes de
distribuicdo de distdncias também foram tipicos para moléculas alongadas e, quando

comparado ao dimero do holo-TR B1, apresenta o perfil de uma molécula maior (Fig. 42).
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Figura 42 — Curvas de distribuicdo de distancias do o TR f1 DBD-LBD complexado ao elemento responsivo
F2 e dos dimeros do holo-TR 1 DBD-LBD. Pode-se observar que o perfil da curva ¢ tipico de moléculas
alongadas e que o holo-TR ¢ menor que o TR com DNA.

O volume encontrado para o dimero foi calculado, em niimero de 4tomos DAM, em
Npam = 6856, com um raio de empacotamento de r, = 0,30 nm em uma esfera de diametro
Dpax = 13,50 nm. Foram executadas dez simulagdes ab initio independentes e, dessas,
154+16 atomos dummy foram atribuidas ao modelo final do dimero hTR 1 DBD-LBD com
F2. Os envelopes globais da proteina foram determinados ab initio, de acordo com o que foi
descrito para o apo- ¢ holo- TR 1 DBD-LBD, resultando em formas semelhantes. O
envelope do TR f1 DBD-LBD com F2 apresentou-se bastante parecido com o do dimero
encontrado para o holo-TR 1 DBD-LBD, porém um pouco maior.

Para se fazer o modelo de alta resolu¢do, os conjuntos de coordenadas dos dominios

separados do hTRB1 DBD e LBD foram obtidas do banco de dados de proteinas (PDB ID
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2NLL>® e 2H6W®). Os dimeros foram gerados pela imposi¢do de simetria de ordem 2 no
programa superpose do pacote CCP4'">. O modelo de DNA foi gerado pelo programa
3DNA"’. Os oligdmeros foram ajustados manualmente, evitando-se impedimentos estéricos.
As posigoes relativas dos dominios DBD foram encontradas pela sobreposi¢ao dos dominios
do DBD do TR sobre a estrutura cristalografica do ER DBD (PBD ID 1HCQ'"™"), o qual
possui a orientagdo de palindromo, apds isso, fez-se uma operagao de translagdo nos dominios
para chegar a orientacao de palindromo invertido do elemento responsivo do F2. Os modelos
de alta resolugcdo foram ajustados nos envelopes através do programa MASSHA. Rg,
distdncias maximas intraparticulas (Dpax), fungdes dos envelopes e curvas de espalhamento
foram calculadas a partir das coordenadas atomicas através do programa CRYSOL, levando-
se em conta a influéncia da camada de hidratacao.

Tabela 3 - Pardmetros experimentais e calculados para os dados de SAXS
hTRB-1 DBD LBD F2 dimero

Parametro/ EXp.a Mo dr° DAM®
amostra : i :
Dmax (nm)  13,5£1,00 1293 13,56

| Rg (nm) 425+ 040 3,85 3,97
Discrepancia y, - 1,19 1,07
Resolugdo (nm) 3,25 - 3,25

a Exp., calculado dos dados experimentais. b Mod., parametros dos modelos de dimeros. ¢ DAM, parametros
dos modelos de atomos dummys , apds 10 modelos.

O melhor ajuste para o modelo do TR 1 DBD-LBD superposto sobre o envelope esta
evidenciado na figura 43. Os DBDs apresentam uma tor¢do em relacdo aos LBDs,
diferentemente do dimero do holo-TR B1, de maneira que o DNA fique rotacionado cerca de
90° em relagdo ao plano dos LBDs. Para o melhor ajuste ao modelo de dimero, os DBD foram
posicionados ao longo dos DNA, isso faz com que o hinge (Dominio D) adote em uma
conformacdo estendida, um de cada lado da molécula de F2. Essa orientagdo para o hinge

promove um melhor espacamento para rearranjos na proteina, para a ligagdo com os HREs.
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Esses dados, apesar de fornecerem uma idéia da estrutura da proteina, ainda sdo preliminares

e devem ser repetidos até que o envelope e as caracteristicas do modelo sejam melhorados.

X

Figura 43 - Envelopes dos dimeros de hTR 1 DBD-LBD com F2 derivados de calculo ab initio. Superposicao
da media de 10 DAMs obtidos pelo DAMMIN e das estruturas obtidas por raios-x de dois hTR § DBDs e dois
hTR B1 LBDs. Os modelos foram rotacionados a 90° em torno do eixo y e X.

5.2.2. Espalhamento de raios-x a baixos dngulos do TR al
5.2.2.1. O TR a1 DBD-LBD com e sem ligante.

O TR al DBD-LBD apresentou-se predominantemente dimérico, tanto na presenga
quanto na auséncia de T3, confirmando os resultados obtidos por gel nativo e DLS (capitulo
4). Os experimentos de SAXS foram realizados a 3 e 8 mg/mL. As curvas do TR al DBD-
LBD com e sem ligante praticamente ndo apresentaram diferengas, demonstrando que o
ligante ndo deve provocar grandes mudangas estruturais que modifiquem o envelope da

proteina (Fig 45).
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Figura 45 — Curvas da intensidade de espalhamento do TR al DBD-LBD na presenca e auséncia de T3 versus q,
demonstrando as semelhangas entre o espalhamento da proteinas em duas preparacdes diferentes.
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Dada a semelhanca no padrao de espalhamento das duas preparagdes do TR al, os

melhores modelos foram calculados a partir da curva do TR al com ligante a 8 mg/mL, por

apresentar melhores parametros estatisticos. A curva de espalhamento do receptor esta

= (1)

apresentada na figura 46 e os parametros estruturais derivados do espalhamento estdo

—©

representados na tabela 4.
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Figura 46- Curva experimental de espalhamento do TR ol DBD-LBD com ligante. Intensidade de
espalhamento (log I), normalizada por um fator de escala de intensidade, versus ¢. (/) representa a curva
experimental; (2) € a curva da intensidade de espalhamento calculado a partir do modelo DAMs, gerado pelo
programa DAMMIN; e (3) é a curva relativa ao espalhamento do modelo de alta resolug@o.

A determinacdo dos valores experimentais Dy, € Rg resultou nos valores 13 nm e 4,2

nm para o TR ol DBD-LBD ligado ou ndo ao T3, isso sugere que a proteina, em ambos 0s

casos, ¢ alongada. Esses dimeros possuem um formato alongado, assim como o TR 1 DBD-

LBD, e isso pode ser confirmado através do perfil da funcdo de distribuicdo de distincias,

tipico para moléculas alongadas (Fig. 47).
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Figura 47 - Curva de distribuicdo de distancias de hTR a1l DBD-LBD, a 8 mg/ml, na presenca de ligante
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O volume do dimero, em numero de atomos DAM, encontrado foi Npapy=6339, com
um raio de empacotamento r,= 0,32 nm, em uma esfera de didmetro de 13,0 nm. Para a
geracdo dos modelos de baixa resolucdo, foram executadas vinte simulagdes ab initio,
conforme j& descrito no capitulo 3, o modelo final foi formado por Npay=162,3+14 atomos
dummy. O modelo de alta resolugdo utilizado para o ajuste ao modelo médio do envelope
gerado foi o mesmo utilizado para o TR B1, pois dada a resolu¢do dos envelopes e a alta
semelhanca entre as estruturas do TR o e B, a utilizagdo do modelo de baixa resolucio ¢
altamente ilustrativa acerca das posicoes e disposi¢cdes dos dominios. Os ajustes de corpo
rigido para o encaixe do modelo de alta resolu¢cdo no envelope molecular foi realizado pelo
programa MASSA e o programa CRYSOL foi utilizado para o célculo dos pardmetros Rg e

Dmax.

Tabela 4 - Pardmetros experimentais e calculados para os dados de SAXS

Parametro/ hTRo-1 DBD LBD dimero
amostra Exp.? Mod” DAM®
Dmax (nm) 13,0 1.00 133 12,1
Rg (nm) 4,2+0,30 3,7 4,1
- Discrepanciay - - 1,20 1,07
Resolugdo (nm) 3,8 - 3,8

a Exp., calculado dos dados experimentais. » Mod., parametros dos modelos de dimeros. ¢ DAM, parametros
dos modelos de 4&tomos dummys, apds 10 modelos.

Os envelopes do dimero do TR a1l DBD-LBD apresentam algumas diferengas, quando
se compara ao TR B1 DBD-LBD. Os DBDs parecem estar mais moveis, e isso pode ser
observado pelo maior volume na regido do envelope em que estdo dispostos e pelo
espacamento entre os DBDs. Além disso, para o melhor ajuste dos LBDs foi necessaria uma
tor¢ao desses em relagdo aos DBD, o que propdem um arranjo diferente dessa isoforma,

deixando o envelope mais torcido, diferente do que ocorre com a isoforma 3 (Fig. 48).
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Figura 48- Envelopes dos dimeros de hTR o1 DBD-LBD derivados de calculo ab initio. Superposi¢do da média
de 10 DAMs obtidos pelo DAMMIN e das estruturas obtidas por raios-x de dois hTR § DBDs e dois hTR B1
LBDs. Os modelos foram rotacionados a 90° em torno do eixo y e x.

5.2.2.2. O TR a1 completo com e sem ligante.

As medidas de SAXS do TR a completo demonstraram que a proteina encontra-se
dimérica na presenca e auséncia do ligante T3. As curvas de espalhamento da proteina (Fig.
49) com e sem ligante apresentaram-se bem semelhantes, assim como acontece com a
constru¢do DBD-LBD dessa mesma isoforma. O TR apo apresentou uma melhor estatistica
nos dados e, portanto, os melhores modelos de envelopes foram gerados para essa preparacao
de proteina. Essas medidas foram realizadas para o TR al completo a 2,5 e 5 mg/mL.
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Figura 49- Curva experimental de espalhamento do TR a1 completo. Intensidade de espalhamento (log 1),
normalizada por um fator de escala de intensidade, versus g. (1) representa a curva experimental; (2) € a curva da
intensidade de espalhamento calculado a partir do modelo DAMs, pelo programa DAMMIN.

Os calculos dos parametros Dyax € Rg resultaram nos seguintes valores 13,8 nm e 3,7

nm, indicando que o envelope, apesar de possuir um raio um pouco menor que o determinado
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para o TR al DBD-LBD, ¢ mais alongado, conforme foi determinado pelo perfil de

distribuicao de distancias do TR al completo (Fig 50).
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Figura 50 - Grafico das distribui¢oes de distincias calculadas a partir dos dados de SAXS do TR a completo
sem T3 a5 e 2,5 mg/mL (1 e 2, respectivamente) e com ligante T3 a 5 ¢ 2.5 mg/mL (3 e 4, respectivamente). O
grafico demonstra que ndo ocorrem modificagdes estruturais muito significativas entre as duas preparagdes da
proteina (apo- e holo).

O volume calculado para o dimero Npay foi de 6459, com um r,= 0,35 nm, em uma
esfera de didmetro de 14 nm. Para a geragcdo dos modelos de baixa resolugdo, foram realizadas
cinco simulagdes ab initio. O modelo final foi constituido por Npay=490 £11 atomos dummy.

Como ndo existe nenhuma estrutura da regido N-terminal dos receptores nucleares
disponiveis, o modelo de alta resolu¢do foi utilizado somente em carater ilustrativo, para se
confirmar o melhor posicionamento dos dominios LBD e DBD. Além disso, apos esse ajuste
foi possivel detectar qual seria a posicdo relativa da regido N-terminal no envelope do
receptor. Esses também sdo resultados que deverdo ser mais bem trabalhados, porém sao

importantes para possiveis comparagdes com outras construgdes e isoformas da proteina.

Tabela 5 - Pardmetros experimentais e calculados para os dados de SAXS

Parametro/ hTR al completo - dimero
amostra Exp.? Mod.” DAM°
Dmax (am)  13.85£1,0 B3 140
7 Rg (nm) - 3,7+030 3,9 4,2
Discrepancia y - 1,65 1,7
Resolugdo (nm) 3,1 - 3,1

a Exp., calculado dos dados experimentais. » Mod., parametros dos modelos de dimeros. ¢ DAM, parametros
dos modelos de atomos dummys, apds 5 modelos.
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A comparagao do modelo gerado para o apo-TR al completo com os modelos de apo-
TRal e B1 DBD-LBD demonstra que o TR completo apresenta-se mais alongado que o TR B1
DBD-LBD, sendo a forma mais globular o TR al DBD-LBD. As curvas de espalhamento ¢ a
p(r) demonstram que o apo-TR al completo apresenta-se um pouco maior que os apo-TRal e

B1 DBD-LBD, com didmetro maximo de 140 A, contra 120 A dos outros modelos (Fig 51).

1

A S
1.0+ s 0.1
4 (0]
L 2 o1
_ 08, 2
= 1 £ .
S 06 = = 860 05 10 15 20
g | ﬁh (A’
_'8 04{ =& = TR a completo
@ ] e TR o DBD-LBD
@ TR p DBD-LBD
£ 0.2 P
0.5 1.0 1.5 2.0
a(nm™)
B TR o completo
] —— TR o completo +T3
1.0 —— TR a DBD-LBD
0.8- — TR 31 DBD-LBD
=~ 0.6 -
\6-/ <4
0.4
0.2+
0.0+

0 2 4 6 8 10 12 14 16
q (nm)

Figura 51 — A. Sobreposicdo das curvas de intensidade de espalhamento do TR al completo com e sem T3, TR
al DBD-LBD ¢ TR p1 DBD-LBD normalizadas, no detalhe temos 0 mesmo grafico, no qual a intensidade de
espalhamento esta em escala logaritimica, ambas as curvas evidenciam as diferengas de espalhamento mesmo

em valores de q baixos. B. Sobreposicdo das curvas de distribui¢do de distdncias — p(r) do TR al completo com

e sem T3, TR a1l DBD-LBD ¢ TR 1 DBD-LBD, evidenciando as diferen¢as estruturais encontradas para cada
modelo gerado por SAXS.

O modelo médio construido para o TR al completo apresenta-se com um formato
cilindrico (prolato), mais alongado e bem mais estreito que as construgdes DBD-LBD. Isso

talvez ocorra porque o dominio N-terminal, de alguma forma, contribua na formagdo dos
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contatos entre os DBDs, mantendo-os mais proximos e, consequentemente, mantendo os
hinges provavelmente em contato. Além disso, conforme observado na constru¢do DBD-LBD
do TR al, na construgdo completa também ocorre uma pequena tor¢ao entre o plano dos

DBDs e LBDs, porém, nesse caso, a tor¢do ¢ menos proeminente que no primeiro.

Z/ X

Figura 52- Modelo de baixa resolu¢do no TR al completo, com a estrutura cristalografica do dominio LBD
ajustada ao modelo. O envelope se apresenta prolato, com uma ligeira torgdo entre a regido onde se acomoda o
LBD e a regido do DBD. Os modelos foram rotacionados a 90° em torno do eixo y € x.

A comparagdo dos envelopes de todos os modelos gerados para TR1 DBD-LBD, TR
al DBD-LBD e o TR al completo demonstra algumas diferengas. O TR ol DBD-LBD ¢ o
mais globular de todos e apresenta seus DBDs em uma conformacdo bastante aberta, com os
LBDs rotacionados em relagdao aos DBDs. O TR 1 DBD-LBD apresenta uma globularidade
intermediéria entre 0 TR al completo e DBD-LBD, com os DBDs em conformagdo ainda
aberta, porém, mais fechado que no TR al DBD-LBD. E possivel notar que o TR al
completo ¢ o mais alongado de todos os modelos. As regides N-terminal de cada mondmero
da proteina (com aproximadamente 7 kDa) devem ocupar um pequeno espaco, demonstrando
que estas, provavelmente, estdo interagindo e forcando os DBDs, os quais nos outro modelos
estdo em uma conformac¢ao mais aberta, a se fecharem. Além disso, nota-se também uma
tor¢ao dos dominios LBDs em relacdo aos DBDs, semelhante ao que ocorre no TR a1l DBD-

LBD.
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Figura 53 - Modelos gerados por SAXS para TR o DBD-LBD (azul), TR § DBD-LBD (rosa) ¢ TRa completo
(roxo0), evidenciando as diferengas estruturais encontradas, ¢ possivel observar que no primeiro modelo os DBDs
se encontram em uma conformag@o mais aberta; no segundo modelo, a conformagao dos DBDs ¢ intermedidria
e, no terceiro, fechada e mantida pelos N-terminais, que estdo interagindo (linha pontilhada). Também se observa
que a isoforma o apresenta uma tor¢do dos LBDs em relagdo aos DBDs, o que nao ocorre na isoforma f3.

A sobreposi¢ao dos trés modelos de dimeros (Fig. 54) evidencia bem a tor¢ao que
ocorre na isoforma o e nao ocorre na isoforma beta, além de ilustrar a localizagdo do dominio

N-terminal.

Figura 54 — Sobreposic¢do dos modelos gerados por SAXS para TR oo DBD-LBD (azul), TR § DBD-LBD (rosa)
e TRa completo (roxo), evidenciando as diferencas estruturais encontradas e o formato mais alongado do TR
completo.

5.3. Discusséo dos resultados.

Nesses estudos foram apresentados os envelopes de baixa resolugdo de duas

construgdes mais completas do TR, a1l DBD-LBD e 1 DBD-LBD, na presenca e auséncia do
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ligante T3; além do envelope do receptor TRal completo, sugerindo o primeiro modelo do
formato de um receptor nuclear completo.

A tUnica isoforma que apresentou modificacdes em seus envelopes apos a adi¢ao do
ligante na amostra foi a 1, a qual apresenta um modelo de baixa resolugao e raio de giro (Rg)
caracteristicos de tetrameros na auséncia do hormoénio, tanto em baixas como em altas
concentragdes de proteina (2 e 8 mg/mL). Apds a adicdo do ligante, esses tetrAmeros parecem
se dissociar em dimeros, independentemente da concentragdo de proteina utilizada nos
experimentos de SAXS (2, 5 e 8 mg/mL), confirmando os estudos de oligomerizagdo'*®
apresentados no capitulo 4. Esses resultados foram escritos em forma de artigo cientifico e
foram publicados em revista cientifica internacional'* (Anexol).

As estruturas em baixa resolu¢do dos dimeros do TR 1 DBD-LBD apresenta-se em
um formato achatado e pouco globular, sendo um pouco alongada. O ajuste do modelo de alta
resolugdo sobre o envelope demonstra que os LBDs estdo dispostos de acordo com a interface
de dimerizagdo predita para os RNs, os DBDs se encontram na outra extremidade do envelope
e parecem estar dispostos em uma conformagdo em que estdo interagindo. Esses dominios
apresentam-se espagados pelo dominio D, os quais devem estar em uma conformacao de a-
hélice estendida.

Os tetrameros apresentam-se menos achatados que os dimeros em um formato
bastante cilindrico ou prolato, indicando um maior contato entre os DBDs e os hinges. Apesar
de serem formados por um dimero de dimeros, o didmetro méaximo dos tetrdmeros nao
corresponde ao dobro do tamanho do dimero. O melhor ajuste das estruturas de alta resolug¢ao
ao envelope molecular indica que os dominios D devem estar em uma conformag¢do menos
estendida, o que faz com que ocorra uma leve aproximagdo entre o DBD ¢ o LBD. Também
foi verificado que a interface de tetramerizagdo, proposta com base nos tetrameros do RXR,

também se faz presente nos modelos do TR 1.
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A adi¢ao de elementos responsivos de DNA também causam a dissociacdo dos
dimeros do TR B1 DBD-LBD. O envelope gerado para os dimeros TR f1 DBD-LBD com o
TER F2, apesar de ainda ser preliminar, sugere um formato de dimero pouco menos globular
que o do holo-TRP1 e mais alongado. A orientacdo dos DBDs no DNA faz com que ocorram
uma tor¢ao no envelope, fazendo com que os DBDs fiquem a 90° do plano que contém os
LBDs.

Quando se compara a isoforma ol a isoforma B1, em relacdo a resposta ao ligante,
esses estudos demonstraram que nao existe modificacdes no envelope. O TR al DBD-LBD e
o TR al completo se comportam como dimeros em solugdo, tanto na presenca quanto na
auséncia de ligantes (capitulo 4) e o envelope de ambas as preparagdes € praticamente
idéntico. Os envelopes dos dimeros do TR al DBD-LBD se apresentam com um formato
mais globular e achatado. Também foi verificado que o plano que contém os DBDs possui
uma orientagdo perpendicular ao plano dos LBDs. O ajuste do modelo de alta resolucao
aponta para uma disposi¢ao mais aberta dos DBDs, os quais podem interagir com diversos
arranjos de elementos responsivos, o que pode sugerir uma maior mobilidade desses
dominios.

A adicdo do dominio N-terminal na constru¢do TR a1l DBD-LBD modifica bastante a
estrutura de baixa resolu¢ao do TR al. O envelope do TR al completo apresenta-se bastante
cilindrico, com os DBDs e os hinges bastante proximos. O papel do N-terminal parece ser o
de estabilizar possiveis contatos entre os DBDs, resultando em uma estrutura em que os
DBDs possuem um menor grau de liberdade de rotagdo, o que pode contribuir na distingao
exata entre diferentes elementos responsivos.

A comparacdo entre os dimeros do TR al e B1 com os dimeros do RXR demonstram
poucas diferencas estruturais, como as tor¢des que ocorrem no envelope do TR al. A
comparagdo entre o posicionamento dos dominios demonstra que os LBDs se encontram

dimerizados pelas hélices H10/11 e os DBDs se encontram relativamente afastados do cerne



123 Chpitute 5 — Hodelos Estruturais oo S

do receptor. A adicdo do N-terminal no TRal resulta em um envelope mais cilindrico que o
encontrado para o RXR. Os tetrameros do TR, apesar de cilindricos e alongados, diferem dos
tetrameros do RXR pela posicao dos dominios DBDs, os quais no TR se encontram préximos
do cerne protéico, formado pelos LBDs e, no RXR se encontram distantes dos LBDs em um
formato de X.

Por fim, as evidéncias da importancia fisioldgica dos dimeros e tetrdmeros do TR sdo
limitadas, essas estruturas permitem algumas predigdes sobre a possivel funcdo desses
oligdbmeros. Enquanto o TR heterodimeriza com o RXR nas células, existem indicagdes que
os homodimeros do TR regulem a repressdo transcricional em TREs positivos e a ativacao
transcricional dependente de ligante em elementos como palindromos invertidos e DR-4>°"
152'

Os DBDs ¢ o hinge podem exercer contatos especificos no homodimero, os quais
podem supor regra fisioldogica putativa para essas espécies oligoméricas. A similaridade
estrutural aparente entre os tetraimeros do RXR e TR sugerem que essas espécies podem

103, 134, 135, 142, 146, 153, 154,

. ~ . 1 . ~
satisfazer fungdes parecidas > Foi proposto que a formagio

103, 134, 142, 153

tetramérica do RXR atua como um mecanismo de auto-silenciamento e mutacoes

e - N . N .. . .1 154
no RXRa podem inibir a formagao de tetrimeros conduzindo a atividade constitutiva'*™> '>*.
E sabido que os apo-TRs formam complexos com correpressores e o requerimento de

um segundo mecanismo de auto-silenciamento ndo é obvio. Também foi proposto que a

formag¢do dos tetrdimeros de RXR permite interagdes com elementos responsivos nao

154, 156 157, 158

usuais e, como os TREs nativos sdo considerados frequentemente complexos ,
seria interessante especular que os tetrameros do TR f1 poderiam modular a transcricdo em
variantes ndo usuais de TREs. Além disso, a ligagdo cooperativa e a correlacdo sinergistica da
ativacdo da transcricdo em elementos responsivos contendo quatro meio-sitios também foram

r 1 1 o g 161 .
relatadas para os receptores de CS‘[I‘OgGHO 59, progesterona 60 € gIUCOCOI‘tICOIdGS 6 . Maiores

investigagcdes deveriam ser realizadas para a definicdo da funcdo dos tetrdmeros do TR. No
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entanto, o fato que os TR P formam tetrameros indica que os RXRs ndo sdao os tnicos com
essa capacidade e poderia indicar que outros RNs poderiam formar tetrameros em condi¢des

apropriadas.
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Afinidade do TR aos Elementos
Responsivos ao Hormoénio

6.1. Introducao.

Conforme citado no capitulo introdutorio, os receptores tireoidianos atuam como
reguladores transcricionais, reprimindo ou ativando a transcri¢ao, dependendo da presenga de
seu ligante T3. Na auséncia de ligantes, o TR pode reprimir fortemente a transcricdo em

162, 163

diversos promotores , como o do elemento silenciador de lisozima de galinha e os

promotores do hormdnio de crescimento, da enzima malica ¢ do hormdnio estimulador da
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tiredide, entre outros’ " '°*. Dessa forma o TR recruta correpressores, os quais podem ativar a
transcrigdo basal, em vez de reprimi-la, em genes que sdo negativamente regulados pelos
hormoénios tireoidianos. Na presenca do ligante, esse efeito repressivo ¢ aliviado e a
transcrigdo passa a ser significantemente estimulada, apds o recrutamento dos coativadores.
Como resultado, uma vasta gama de atividade de niveis transcricionais pode ser alcancada®.
Os efeitos do TR na regulagdo génica sdo iniciados com a ligagdo do receptor as
regides especificas do DNA (TREs), que contém os meio-sitios AGGTCA dispostos em
varias orientagdes’. Geralmente, os TREs mais comuns possuem dois meio-sitios orientados
como repeticdes diretas e espacados por quatro pares de base (DR-4), ou em orientagdes
palindromicas sem espacamento (TERpal ou IP-0) e, at¢é mesmo, como palindromos
invertidos, espagados por seis pares de base (F2) ®* ' 166197 (g elementos palindromicos
sdo considerados os mais comuns para a ligagio com TR'®, também foi descrito que os
homodimeros de TR se ligam com alta afinidade aos palindromos invertidos™® e que as
repeticdes diretas sdo preferenciais para heterodimeros TR-RXR'®*. Alguns ensaios de
transativagdo celular demonstraram que os homodimeros do TR podem atuar como potentes
repressores, suas preferéncia de ligagio ao DNA seguem a ordem F2> IP-4>IP-9>DR-4'%*.
Estudos realizados através de gel shift das interagdes proteina-DNA demonstraram que
a adi¢do de T3 aos homodimeros do TR promove sua dissociagao, favorecendo a formagao de
heterodimeros®. Em contraste, outros estudos revelaram que o T3 aumentou a interacdo dos
homodimero do TR em elementos palindromicos e diminuiu essa interagdo em palindromos
invertidos”. Isso significa que o ligante pode induzir a repressdo ou ativagio do TR,
dependendo da seqiiéncia do TRE em que seré ligado’'. Alguns promotores sio positivamente
regulados pelo T3, como o de lisozima de galinha (F2); enquanto outros sdo regulados
negativamente, como a cadeia pesada da miosina B em coelhos®. As modificagdes

conformacionais na estrutura do TR, apds a ligacdo do ligante, pode prevenir a ligacdo de
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homodimeros do TR a alguns tipos de DNAs'®. Dessa forma, o T3 pode modificar o balango
entre homo e heterodimeros ligados ao DNA®.

Os homodimeros de TR ligam-se com alta afinidade a palindromos invertidos com
meio-sitios espagados por 4, 5 ou 6 pares de base. Um efeito cooperativo bastante forte ¢
observado para a ligagdo de homodimeros do TR em palindromos invertidos (F2), mas nao
para DR-4. Essa cooperatividade também foi observada para a ligacao de heterodimeros TR-
RXR com todos os TREs'**.

Os detalhes sobre a ligagdo de homodimeros do TR a diversos TREs ainda sdo
desconhecidos, os unicos valores de constantes de dissociagdo (Kp) para a ligacdo TR-TREs
foram determinados em experimentos de saturagdo utilizando-se gel shift, no qual o TR B
completo com e sem ligante foi avaliado. Os fatores de retardacdo de cada amostra foram
analisados em termos de um grafico de Scatchard e os Kps foram estimados para a ligagao do
TR nos promotores EM-1 (miosina embrionaria — meio-sitio), EMlpal (similar ao F2),
TREpal e Vit A (vitamina A), com os valores de 0,81 nM ¢ 0,75 nM, 10,1 nm e 7,3 nM, 0,27
nme 0,1 nm, e 0,76 nm ¢ 0,92 nM, respectivamente, para o TR sem e com ligante’.

Nesse capitulo, serdo descritos os estudos investigativos sobre a ligagdo de diferentes
constru¢des do TR 1 (DBD e DBD-LBD) e do TR a 1 completo a diversas construgdes de
HREs (F2, TREpal, DR-4, DR-1). Os ensaios feitos com o TR B foram realizados com a
finalidade de se estabelecer a contribuicdo de cada um dos dominios no processo de ligagao
ao DNA, além de se estudar se a presenca de ions divalentes interfere no processo de ligagao
ao DNA. Os estudos do TR al foram realizados para, além da determinagdo das constantes de
dissociacdo, avaliar as modificagdes nessas constantes apds a adi¢do do ligante na amostra.
6.2. Resultados
6.2.1. Estudos de ligacdo do TR 1 DBD-LBD e TR 1 DBD a diferentes HREs

Para a avaliacdo da diferenca na especificidade de ligacdo do TR B1 aos elementos

responsivos foram realizados ensaios de ligacdo proteina-TRE, através de medidas de
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anisotropia de fluorescéncia, utilizando-se oligonucleotideos marcados com fluoresceina. Essa
abordagem agrega diversas vantagens quando comparada a outros métodos fisico-quimicos
como, por exemplo, ensaios de migragao em gel (gel shift), ultracentrifugacao analitica e
ressonancia plasmoénica, pois permite medidas diretas de eventos em solugdo sem a
interferéncia de co-aditivos ou matrizes.

A anisotropia, nesse caso, ¢ uma medida direta do raio hidrodindmico global do
DNA, através da fluoresceina, a qual contribui com eventos locais de despolarizagdo através
da movimentagao de sua cauda de seis carbonos. Apesar dessa contribui¢do, a ligacdo do TR
ao DNA marcado com fluoresceina induz a diminui¢ao da despolarizagdo da fluorescéncia, a
qual se reflete no aumento do volume hidrodindmico do complexo formado e, além disso, ao
aumento progressivo nos valores de anisotropia de fluorescéncia.

Nesse trabalho buscou-se informacdes sobre diversos fatores na ligagdo TR-TREs,
como a utilizagdo de duas construgdes da proteina (TR DBD e TR DBD-LBD), de diferentes
elementos responsivos € o uso de cations magnésio, que atuam como cofatores na ligagao
proteina-DNA. Em todos os ensaios isotérmicos realizados, os dados foram analisados
empregando-se dois diferentes modelos: o modelo thigh-binding nao-cooperativo ¢ o modelo
livre de Hill, baseado em andlises cooperativas de interacdo. Para todas as analises as duas
abordagens foram utilizadas e resultaram em valores similares, com um coeficiente aparente
de Hill (n) proximo de 1 (Tabela 6 e 7), indicando que a ligacdo do TR aos TREs apresentam
um comportamento ndo-cooperativo para todas as variaveis analisadas.

Os resultados sumarizados na tabela 6 demonstram que a ligacdo do TR DBD aos
HRESs apresenta alta afinidade para os elementos F2, TERpal e DR-4 (Kps 32+15 nM, 61+£24
nM e 76+42 nM), visto que as curvas de anisotropia de fluorescéncia desses trés elementos
responsivos quase se sobrepdem (Fig. 55A). Somente o DR-1 foi significantemente

discriminado pelo TR DBD, apresentando valores de afinidade aproximadamente uma ordem
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de magnitude menor, resultando em um valor de constante de dissociagao de 329,5+41 nM
(Tab. 6, Fig. 55).

Tabela 6 — afinidade de ligacdo TR DBD aos HREs

TR DBD sem MgCl, (nM)
TR DBD com MgCl, (nM)
TRE Kp Hill “n” Kp Hill “n”
F2 32,1+15,2 1+0,3 28,15+5,3 1+0,1
PAL  61,8+24,06 1403 19,2474 10,2
DR-4  73,6+42,5 1+0,3 9,343,7 1+0,4
DR-1 = 329,5+41,5 10,2 298,3+56,4 1+0,4

Tabela 7 — afiinidade de ligacdo TR DBD-LBD aos HREs

TR DBD-LBD sem MgCl, TR DBD-LBD com MgCl,
(nM) (nM)
TRE Kb Hill “n” Kp Hill “n”
F2 12,5+7,5 10,5 2,78+0,30" 1+0,1
PAL = 77.8+22,1 10,2 80,77+14,5 1+0,1
DR-4 = 64,5+16,05 10,2 110,60+19,08 1+0,1
DR-1 = 142,8+21,3 1+0,1 106,3+£53,5 1+0,4

*Valor de Kd aparente
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Figura 55 — Curvas de anisotropia de fluorescéncia da ligagdo TR DBD com diferentes HREs, F2, PAL, DR-4 ¢
DR-1, na auséncia (A) e presenca (B) de ImM MgCl, .

A ligacdo do TR DBD-LBD ao DNA apresenta maior afinidade aos elementos
responsivos F2, TER pal e DR-4 que para a repeti¢do direta espacada por um nucleotideo
(DR-1) (Tab.7, Fig. 56). O arranjo do HRE em F2 demonstra a maior afinidade para o TR
DBD-LBD, com um Kp 12.5+7 nM, e o DR-1 apresentou o menor valor de afinidade (Kp
142+£21 nM), os elementos TER pal e DR-4 apresentaram valores similares de constante de
dissociacao, 77£22 nM e 64+16 nM, respectivamente (Tab. 7, Fig. 56). Esses dados indicam

que o LBD pode ser responsavel, ndo somente pelo reconhecimento ao hormdnio, mas
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também que pode estar envolvido no reconhecimento ao DNA, o que indica uma regra crucial

na funcao regulatéria do TR.
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Figura 56 — Curvas de anisotropia de fluorescéncia da ligagdo TR DBD-LBD com diferentes HREs, F2, PAL,
DR-4 e DR-1, na auséncia (A) e presenca (B) de 1mM MgCl,.

A liga¢dao dos DBDs sozinhos ¢ mais fraca nos elementos palindromicos. Na auséncia
do cloreto de magnésio, isso talvez ocorra, primeiramente, porque o cloreto de magnésio
diminui ligagdes inespecificas entre DNA e proteina, e porque os dominios LBDs coordenam
a dimerizagdo, direcionando o receptor na ligagdo com o DNA. Os dominios LBDs parecem
auxiliar no posicionamento dos DBDs, além de facilitar a estabilidade da ligacdo ao DNA. Os
ions magnésio também causam uma grande mudanca na ligagdo TR-HRE, aumentando a

afinidade pelos elementos especificos ao TR. Ou seja, a presenga do dominio LBD e os ions
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magnésio aumentam a especificidade na ligagdo, coordenando melhor proteina ¢ DNA nesse
processo.

Os efeitos do MgCl, na ligacdo TR-TREs sdo mostrados nas figuras S5B e 56B. A
ligacdo do TR DBD-LBD com o HRE F2 nao sofre modificagdo com a presenga de magnésio,
para o TREpal, essa afinidade ¢ somente um pouco melhorada. Por outro lado, para os
elementos em repeticdes diretas, as afinidades diminuem em torno de 1,5 a 5 vezes na
presenca dos ions magnésio. A construcdo TR DBD apresenta um aumento de 3 e 7 vezes,
respectivamente, nas ligacdes aos elementos TREpal e DR-4 quando MgCl, ¢ adicionado a

solucdo.

6.2.1.1. A influéncia da forca ionica na ligacio TR-DNA

A constante de dissociagcdo para a interagdo do TR DBD-LBD com o elemento F2
resultou em um valor de mesma magnitude da concentragdo de DNA utilizada no ensaio.
Nesse caso, o uso do modelo de thigh binding para o ajuste das curvas de ligagdo poderia
refletir em erros analiticos. Por esse motivo, optou-se por outra abordagem para a avaliacao
da constante de dissociacdo do complexo TR DBD-LBD:F2, baseado no decréscimo de
afinidade através do aumento da forca idnica'*" 16519,

A ligagdo do TR DBD-LBD ao DNA ocorre em alta afinidade quando a
concentra¢do salina do tampao da amostra ¢ baixa. Altas concentracdes salinas promovem um
deslocamento nas curvas de ligagdo, com um decréscimo progressivo na afinidade através da
blindagem de ions envolvidos nos contatos eletrostaticos do complexo formado entre o TR e o
DNA. A figura 57 demonstra a ligagdo do TR DBD-LBD no elemento F2, na presenca de

magnésio em diferentes forgas idnicas, onde se pode observar um aumento no Kp de 2,78 nM

(em 50 mM NaCl, Fig. 56), para 130 nM (em 300 mM NacCl) (Fig. 57).
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Figura 57 — Curvas de anisotropia de fluorescéncia da ligagdo TR DBD-LBD com F2 em 100, 200 e 300 mM
NaCl, demonstrando o deslocamento da afinidade a medida que a concentragdo salina é aumentada.

Cations divalentes, em especial o magnésio, exercem uma regra importante nos
eventos de ligacdo aos 4cidos nucléicos, modulando a afinidade e especificidade em diferentes
sistemas'®’. Para a avaliagio da importancia do Mg®" na interagio do TR aos HREs, os
experimentos de ligagdo do TR aos HREs foram realizados na presenca e auséncia de MgCl,.
O Kp encontrado para o TR DBD-LBD ligado ao F2, na presenga de MgCl,, apresentou um
valor menor que a concentragdo de DNA usada no ensaio (Kd = 2.78 nM, [DNA] = 10 nM),
por conta desse valor, o Kp encontrado ¢ considerado um Kp aparente.

Baseado nas influéncias do NaCl na ligagdo do TR ao DNA e na constante aparente
encontrada para a ligagdo TR DBD-LBD em F2, na presenca de MgCl,, outro experimento foi
necessario para se calcular o real valor do Kp entre TR DBD-LBD e F2. Neste experimento
foram realizadas titulacdes de isotermas do TR DBD-LBD + F2, variando-se a concentracao
de NaCl de 100 a 300 mM. As constantes de dissociacdo foram calculadas para cada curva e
colocadas em um grafico de dependéncia logaritmica das constantes de dissociagdo em fungao
da concentracdo de sal. Esse procedimento permitiu que o valor de Kp entre o TR DBD-LBD

ligado ao F2, em 50 mM NaCl, fosse extrapolado por uma regressao linear (Figura 58).
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Através dessa extrapolacdo, a real constante de dissociacao entre TR DBD-LBD:F2
encontrada foi 15,42 nM, similar a constante encontrada para a mesma constru¢do na
auséncia de magnésio (12,5 nM). Esse resultado pode indicar que a presenga do MgCl, ndo

interfere no processo de ligagdo do TR DBD-LBD ao F2 (Tab. 7, Fig. 56B).
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Figura 58 — Grafico logaritimico das constantes de dissociagdo do TR-DBD-LBD ligado ao F2 em diferentes
concentragdes de NaCl.

6.2.1.2. A estequiometria de ligacio TR-DNA

Os ensaios de eletroforese nativa demonstram que o TR se liga aos diferentes
elementos responsivos como dimeros. As diferencas entre as intensidades das bandas sdo
causadas pelas diferentes afinidades a cada tipo de TRE usado neste experimento (F2,
TREpal, DR-1 ¢ DR-4). Conforme revelado, em altas concentragdes (acima de 40uM), o TR

N ~ A s . 12
comporta-se como tetrimeros em solugio na auséncia de seu ligante cognato, T3'*’

. A adicao
do T3 induz a dissociacdo dos tetrameros em dimeros para a ativagao do TR. Esse processo
poderia habilitar a proteina a se ligar ao DNA como homodimeros, ou preferencialmente,
como heterodimeros com o RXR %1%,

O gel nativo apresentou o mesmo comportamento previamente observado (Fig. 59).
Na auséncia do T3, o TR DBD-LBD aparece em uma banda mais alta, com um raio
hidrodinamico calculado de 4,1 nm, correspondente a tetrdmeros. Quando um dos quatro

HREs, utilizados nesse trabalho, foi adicionado a proteina, observou-se um perfil de migracao

diferente, com as bandas em uma posi¢ao mais baixa, compativel com a migragdo de dimeros
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(Rh-3,6 nm). Esse padrdao de migracdo demonstra que os tetrameros também se dissociam na

presenca de DNA, indicando que o evento de ligacdo pode estar acoplado a um rearranjo de

subunidades.

Figura 59 - Gel nativo do TR DBD-LBD na auséncia e presenca de 4 diferentes elementos responsivos, F2, TRE
PAL, DR-4 e DR-1. O gel foi corado com brometo de etidio (A) e, posteriormente com Coomassie (B), para que
se pudesse visualizar o DNA e a proteina. As canaletas do gel correspondem a 1 e 1’, TR DBD-LBD sem DNA,
tetrAmero; 2 e 2’, TR DBD-LBD com F2; 3 ¢ 3°, com TRE PAL; 4 ¢ 4°, com DR-4; 5 ¢ 5°, com DR-1. Pode-se

notar que a ligagdo dos 3 primeiros DNAs sdo melhores que o tltimo, DR-1. D. Dimeros, T. Tetrameros.

Esses dados foram confirmados através de experimentos de estequiometria de
fluorescéncia, conduzidos por medidas de anisotropia do DNA marcado com fluoresceina e
excesso do mesmo DNA ndo marcado. Os resultados revelam que o TR DBD-LBD e o TR

DBD ligam-se a qualquer HRE utilizado nesse estudo (F2, TREpal, DR-4 ¢ DR-1) como

dimeros. TR DL estequiometria TREpal TR DBD estequiometria TREpal
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Figura 60- Curvas estequiométricas de associagdo TR DBD-LBD e TR DBD ao elemento responsivo TREpal,
as retas pontilhadas foram adicionadas para demonstrar onde se localizam os pontos de inflexdo das curvas, os
quais estdo em torno de 4uM, o que representa duas vezes a concentragdo de DNA utilizado no experimento.

6.2.1.3. Ensaios de interacio TR-TR
Para esse experimento houve a necessidade de se marcar a proteina com a sonda
fluoresceina. A marcacdo ocorreu em duas horas e uma cromatografia através de uma coluna

de desalting foi realizada para a separacdo da proteina marcada e o excesso de sonda.
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Em baixas concentragdes (escala nano molar), o TR DBD-LBD apresenta-se em um
balanco delicado entre monomeros e dimeros (Fig 61). Os dimeros sdo observados em baixas
concentragdes de proteina (Kp encontrado pela média de quatro curvas diferentes foi
190,9+46 nM). Considerando-se que os ensaios de anisotropia de ligacdo do TR DBD-LBD
ao DNA foram realizados em uma concentragao entre 1 a 1000 nM, pode-se afirmar a

predominancia do TR DBD-LBD na forma dimérica quando ocorre a ligagdo ao DNA.
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Figura 61 — Curva de associacdo TR-TR por anisotropia de fluorescéncia. Pode-se notar um platd bem definido,
o qual pelos experimentos realizados em solugdo acredita-se que seja um equilibrio entre M—>D.

Alguns ensaios de mobilidade por eletroforese (EMSA) demonstraram que o TR B
completo apresentou a capacidade de ligagcdo as seqiiéncias palindromicas (similar a F2) e
DR-4 como homodimeros, e que a adicdo do T3 induz a sua dissociagdo para a formacao de
heterodimeros com o RXR”. Adicionalmente, as medidas dos coeficientes de Hill
apresentaram valores proximos a um, o que ¢ um indicativo de um evento de ligacdo direto de
dimeros livres ou mondmeros independentes que se acoplam para a dimerizagdo. A presenca
dos tetrameros em solugdo parece ocorrer em pequenas quantidades quando relacionadas a
concentragdo de proteina total. Além disso, os tetrameros podem estar silenciados nas
medidas dos eventos de ligacdo, e por isso ndo possuem relevincia nos resultados
apresentados.
6.2.1.4. Medidas de interagoes inespecificas entre TR e DNA

Para avaliar a especificidade da ligacdo do TR DBD e DBD-LBD aos HREs foram

realizados ensaios de ligacdo entre o TR e uma seqiiéncia de DNA ndo especifica, aleatoria,
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sem a presenga de qualquer seqiiéncia similar ao motivo AGGTCA. Os resultados
demonstram que a associacdo do TR DBD-LBD e do TR DBD somente ocorre em altas
concentragoes de proteina, acima de 1,5 uM, provando que a interacao entre o TR e os HREs
sdao especificas (Fig. 62), apesar das diferengas entre os elementos responsivos e os efeitos

dos ions magnésio.
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Figura 62- Perfil de associagdo dos complexos formados entre 0o TR DBD-LBD (A) e TR DBD (B) e a
seqiiéncia aleatoria de DNA, a qual ndo contém o motivo AGGTCA, presenga de MgCl,,

6.2.1.5. A dissociacao dos complexos TR-DNA

Os resultados demonstram que a titulagdo de sal nos complexos TR DBD-LBD:HREs
apresentou um perfil de dissociagdo similar para os quatro HREs, na presenca e auséncia de

MgCl,, o que pode ser visualizado através da sobreposicao das curvas de dissociacdo dos

complexos (Fig. 63).
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Figura 63 - Perfil de dissociagdo dos complexos formados entre o TR DBD-LBD e os diferentes elementos
responsivos utilizados nos experimentos — F2, TREpal, DR-4 ¢ DR-1, na auséncia (A) e auséncia (B) de MgCl,.
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O unico elemento responsivo que difere um pouco do padrao de dissociacao foi o DR-
I, o qual apresenta a menor afinidade ao TR DBD-LBD. Esse padrio semelhante de
dissociacao indica que os elementos responsivos F2, TERpal e DR-4 apresentam um niimero
semelhante de contatos i6nicos na ligagdo ao TR DBD-LBD. O complexo formado pelo TR
DBD-LBD e o elemento DR-1, porém apresenta um numero de contatos idnicos diferenciado
dos demais, o que poderia ser explicado pela conformacdo diferente da proteina nesse
elemento responsivo, o qual possui uma pequena distancia entre os meio-sitios.

A dissociacdo dos complexos formados com o TR DBD apresenta um perfil mais
diferenciado que a constru¢do DBD-LBD. Nesses experimentos, na auséncia de magnésio, os
perfis sdo similares para F2, DR-4 e TREpal, e o elemento DR-1, o unico com valores de
constantes de dissociagdo mais diferenciados, também apresenta-se diferente dos demais
HREs. A presenga do MgCl, resulta em um perfil de dissociacdo bastante diferente. O
elemento TREpal parece ser o que possui o menor nimero de contatos i0nicos entre a proteina
e o DNA. O F2 possui um numero de contatos intermediario, enquanto DR-4 e DR-1
demonstram maior nimero de contatos ionicos (Fig. 64). Esses resultados sugerem que
algumas diferencas encontradas nas constantes de dissociagdo entre a preparacdo da proteina
com e sem magnésio podem ocorrer devido as interagdes inespecificas que ocorrem entre o

DNA e a proteina, e a influencia desses cations pode diminuir esse tipo de interagao.
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Figura 64 - Perfil de dissociagdo dos complexos formados entre o TR DBD e os diferentes elementos

responsivos utilizados nos experimentos — F2, TREpal, DR-4 ¢ DR-1, na auséncia (A) e auséncia (B) de MgCl,.
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6.2.2. TR alfa completo com e sem T3

Esses experimentos foram realizados para a avaliagdo da ligacao do receptor completo
TR al aos diferentes HREs (F2, TREpal, DR-4 ¢ DR-1) e, além disso, para a verificacdo da
influéncia do ligante nesse processo. Para tanto, as mesmas medidas de afinidade realizadas
com o TR B1 DBD-LBD foram executadas para o TR al completo, na presenca e auséncia do
ligante T3 (Tab. 8). Todas as curvas foram realizadas na auséncia de magnésio.

Tabela 8 — afinidade de ligacido TR o 1 completo aos HREs

TR a completo com T3 (nM) TR o completo sem T3 (nM)

TRE  Kp  Hill*n> Kp  Hill*n”

F2 2960:29 | 15402 3616447 0.79:0,06
PAL  3524+102 174008 | 811842 16401
DR4 30094221  1,740,19 7672463 170,16
DRI 261715 154013 769439 1,65+0,1

Os resultados demonstram que, primeiramente, o0 TR al competo apresentou valores
de Kp bem maiores que o TR 1 DBD-LBD, indicando que pode haver uma diferenca de
afinidade de ligacdo ao DNA entre essas isoformas. Mais ainda, foi possivel observar que o
TR al completo liga-se muito melhor ao elemento F2, quando comparado aos demais HREs,
os quais possuem valores de afinidades semelhantes, ndo havendo muita discriminagdo de
preferéncia de ligacdo entre eles. Também foi verificado que a ligacdo TR al completo-DNA
ocorre de maneira cooperativa para todos os DNAs testados, exceto para o elemento F2, na
auséncia do ligante, que se apresenta anti-cooperativa (n<l), ou seja, a ligacdo do primeiro
mondmero interfere negativamente na ligacdo do segundo, o que pode significar que, nesse
caso, a ligacdo deve ocorrer preferencialmente com mondmeros do TR. Por fim, foi possivel
constatar que e a ligacdo proteina-DNA também ocorre com a proteina em sua forma

dimérica.
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A presenca do ligante modifica o padrdo de afinidade descrito anteriormente (Fig. 65).
Apos a adicao do T3, a afinidade ao F2 se mantém parecida a do receptor na auséncia do
ligante. Porém, os outros HREs (TREpal, DR-4 ¢ DR-1) apresentaram valores de afinidades
cerca de 2 vezes menores que que os valores apresentados para o apo-TR, indicando uma
melhora em todos os valores de afinidade, exceto para F2 que se mantém, e também uma

queda na discriminagdo entre os elementos responsivos.
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Figura 65 - Curvas de afinidade do TR al completo aos diferentes HREs- F2, TREpal, DR-4 ¢ D-1, na presenga
¢ auséncia de T3.

Esses resultados indicam que o TR al, além de possuir constantes de afinidade muito
maiores que as obtidas para o TR B1 DBD-LBD, ou seja, menor afinidade aos elementos
responsivos; somente apresenta diferenciacdo para o F2, entre os elementos responsivos
estudados. A adi¢do do ligante exerce uma grade mudanc¢a no padrao de associa¢do do TR al
completo ao DNA, fazendo-o ndo amis diferenciar entre os HRs e reduzindo os valores de

constantes para Pal, DR-4 e DR-1.
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O grande aumento nos valores de constante de dissociacdo para o TR completo, em
relagdo as demais construcdes, poderia ser explicado pela presenca do dominio amino-
terminal, o qual, interagindo com o DNA, proporcionaria melhor conformacao a proteina,
dificultando a sua ligacdao as seqiliéncias que ndo fossem consenso, tornando a ligagdao aos
HREs mais especifica. Além disso, também se poderia especular que a ligacdo do TR al
ocorre com menor afinidade que o TR B1, e que este, por ser mais amplamente distribuido

entre os tecidos, ¢ ativado mais facilmente em termos de ligagdo ao DNA.

Quando se adicionou MgCl, ao apo-TR ol completo, o padrio de associacdo
verificado foi bastante diferente (Tabela 9). Nesse caso, pode-se observar que a associagdo do
TR al completo aos HREs seguem uma ordem de afinidade em que F2 é o elemento
preferencial, seguido por TREpal, DR-4 e por fim, com menor afinidade, o DR-1. Além disso,
os valores de constante apresentados para o TR al com magnésio sdo bem menores que para
o TR a 1 sem magnésio para os elementos palindromicos, ao contrario do que ocorre com as

repeticdes diretas.

Tabela 9 — Constantes de dissociacdo para TR al completo, na presenca de MgCI2

TR al completo com MgCl,

HRE Kp n

F2 142,7+42,7 1,240,4
PAL : 475,5+36,1 1,8+0,5
DR4 957,1+10,4 2,3+0,4
DR1 1363,2+55,7 1,4+0,2

A adig¢ao de MgCl, provocou alteragdes significativas na afinidade de ligagdo do TR a
todos os HREs (Tabela 9). Para o F2 e TER pal, houve uma queda de, aproximadamente,
duas vezes no valor de Kp, conseqiientemente, a afinidade para esses elementos aumentou na

mesma propor¢do. Para o DR-4 e DR-1, o efeito da adigdo de MgCl, modificou muito os
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valores de Kp em cerca de 1,5 a 2 vezes, respectivamente, para DR-4 ¢ DR-1. Dessa forma,
manteve-se um gradiente crescente de valor de constante de dissociacdo, na ordem: F2 <
TREpal < DR-4 < DR-1.

Com base nesses resultados, pode-se afirmar que interagdes inespecificas estdo muito
presentes na ligacdo entre o TR e o DNA, além disso, a presenca do MgCl, deve ser
fundamental para inibir esse tipo de intera¢do e facilitar a discriminagdo entre o TR e os

diferentes elementos responsivos que se ligam a ele.

6.3. Discussao dos Resultados.

O TR nas células existe somente em sua constru¢do completa, diferentemente de
muitas proteinas regulatérias, as quais podem ser encontradas in vivo em construgdes
truncadas. Entretanto, a expressdo e purificagdo do TR B1 recombinante ndo é um processo
trivial e, por isso, optou-se por estudar as contribuigdes individuais de cada dominio dessas
isoformas do TR no reconhecimento ao DNA. A constru¢do do TR al apresenta uma maior
produtividade e estabilidade nos processos de purificagdo e expressdo, com isso foi possivel
estudar como ocorre o reconhecimento de um receptor completo aos HREs.

O TR esta envolvido em diversos processos biologicos, os quais sdo finamente

regulados pela ligagio e reconhecimento ao DNA, acoplado a modulagdo do ligante” ' 1% 17

71 Apesar de muitos trabalhos na literatura discutirem sobre elementos responsivos

preferenciais e a importancia da modulagdo por correguladores, nenhum deles apresentou um

estudo detalhado sobre todos os HREs preferenciais e nao-preferenciais.

Nos estudos realizados com o TR B1 foi possivel verificar a contribuicdo dos dominios
DBD e LBD para a ligacdo a quatro HREs. Primeiramente, foi observado que a construgao
TR B1 DBD-LBD ¢ mais seletiva que a do TR f1 DBD, visto que o primeiro diferencia
melhor entre os elementos responsivos. A afinidade do TR f1 DBD-LBD aos HREs segue a

seguinte ordem de preferéncia: F2 < TREpal = DR-4 < DR-1. Entretanto o TR 1 DBD segue
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a mesma ordem, porém os valores entre os Kps F2, TREpal e DR-4 possui valores
semelhantes, sendo o Kp para DR-1 o mais destoante. Isso significa que a presenga do LBD, o
qual possui a interface de dimerizagdo do receptor, pode auxiliar no direcionamento e
posicionamento correto para a ligagdo dos homodimeros ao DNA, o que facilitaria a
estabilidade do complexo formado entre TR-DNA. A construcao que contém somente o DBD
poderia estar ligando ao DNA como mondomeros livres. A ligacdo do DBD ao DR-1 poderia
ser prejudicada pelo fato desta constru¢do conter uma parte do hinge, a qual, pelo pequeno
distanciamento entre os meio-sitios, sofreria impedimentos estéricos no posicionamento dos

dois dominios ao DNA, o que atrapalharia a ligagdo.

A comparagdo ente as constru¢des DBD e DBD-LBD, em um grafico de correlagio
(Fig. 66) demonstra que o TR f1 DBD apresenta pequenas diferencas nos valores de Kp entre
F2, TREpal e DR-4, somente o DR-1 apresenta um valor diferente de afinidade. Para o TR B1
DBD-LBD os elementos mais diferenciados sdo do F2 e DR-1, com o TREpal ¢ DR-4
apresentando-se similares. Esses resultados demonstram que a seletividade aos elementos
responsivos aumenta a medida que a proteina se aproxima de seu tamanho completo. Estudos
realizados com o ER completo e DBD também apresentam diferengas no perfil de ligagdo das
duas construcdes ao DNA'’2. Esses fatos contribuem para reforcar a idéia de que
determinadas conformacdes, presentes em construgdes mais completas da proteina,

contribuem na especificidade de ligacdo ao DNA.
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Figura 66 — Grafico de correlagdo entre as constantes de afinidade obtidas para o TR 1 DBD ¢ LBD,
correlacionando as diferengas de afinidade para cada construgéo.
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Outra constatacao desse trabalho ¢ a preferéncia da ligacdo do TR B1 a elementos
palindrémicos, como F2 e TREpal. Alguns estudos ja relataram que o TR possui a capacidade
de se ligar a elementos palindromicos, palindromos invertidos e a repeti¢des diretas espacadas
por 4 nucleotideos e que a orientacdo entre os monomeros nesse tipo de interagao revelam o
estado de atividade da proteina.

O TREpal confere pouca especificidade hormonal ao receptor, pois pode ser
reconhecido por um grande nimero de outros RNs. O HRE mais comumente descrito para
homodimeros do TR e heterodimeros TR-RXR tem sido o F2 ¢ o DR-4, respectivamente. Nas
seqiiéncias em arranjos de repeti¢cdes diretas, o espacamento entre os dois motivos AGGTCA
ndo pode ser puramente randomico, visto que o TR reconhece os nucleotideos a 3" e possui
uma forte preferéncia para o DR-4 e pouca afinidade para o DR-1. Nos palindromos
invertidos os dois motivos apresentam uma orientagdo cabeca-cabeca, com a necessidade de

’ 1 1 1
um espacamento de 6 nucleotideos ™ 3% 163 173,

Um artigo recente demonstra que
homodimeros e mondmeros do TR B podem mediar as respostas do T3 em F2 ¢ TREpal, além
disso esse trabalho também revela a preferéncia em DR-4 quando o receptor estd em seu
estado ativo e que a ligagdo dos homodimeros ao DNA ¢ preferencial para o TR na auséncia
de ligantes, atuando como repressores da transcrigio' .

Os estudos realizados com o TR al completo apresentaram muitas diferencas no perfil
de ligagdo ao DNA, quando comparado aos estudos realizados com o TR 1. Além do TR al
completo apresentar valores de Kps muito maiores que os obtidos para o TR B1, na auséncia
do cloreto de magnésio, foi observado que somente ha discriminagdo para o F2, entre os
quatro DNAs utilizados nos experimentos. As afinidades para TREpal, D-4 e DR-1
apresentam-se proximas. Porém, a adi¢do do ligante T3 modifica todo esse perfil, fazendo
com que o TR al completo se ligue maior afinidades proximas para os quatro HREs, F2,

TREpal, DR-4 ¢ DR-1. Esses resultados demonstram que o TR a1 possui uma preferéncia real

ao F2 ¢ a adi¢do do ligante, apesar de aumentar a finidade para os outros HREs, ndo
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demosntra discriminagdo entre nenhum deles. Também foi constatado que a ligacdo do TR al
completo aos HREs ¢ cooperativa para todos os elementos responsivos, na auséncia de
presenca do T3. A auséncia do ligante promove uma modificagdo dessa cooperatividade
somente para o F2, o qual passa a se ligar ao DNA de maneira anti-cooperativa (n<l1). Essa
anticooperatividade pode estar relacionada ao evento de dissociacao dos dimeros, no DNA,
refletindo resultados descritos na literatura’, o que poderia significar a preferéncia da ligagio
dos mondmeros do TR al em F2.

TR alfa completo sem e com T3 oFz2
o PAL

m DR4
| DR1

900

Com T3 Sem T3

Figura 67 — Grafico das constantes de dissociagdo do TR al completo sem e com o ligante, T3, para os
diferentes elementos responsivos utilizados nos experimentos de anisotropia de fluorescéncia.

Os ions magnésio promovem efeitos drasticos na ligacao entre proteinas e DNA. Nas
condigdes dos experimentos realizados nesse estudo esses ions parecem aumentar fortemente
a ligacdo do TR a seqiiéncias especificas de DNA (F2 e DR-4). E sabido que cations Mg”"
aumentam a especificidade de ligagdo entre proteina e DNA através das pontes
intermoleculares formadas entre os grupamentos fosfatos do DNA e aminodcidos carregados
das proteinas, além disso, 0 magnésio causa a coordenacio dos grupos PO,”, promovendo a
desidratacdo do DNA'®.

Foi verificado que a adicao de MgCl, nas amostras resultou em grandes modificacdes
nas constantes de afinidade obtidas para o TR PB1. Na constru¢do do TR B1 DBD foi
verificado que a preferéncia de ligacao aos HREs seguiu a seguinte ordem: DR-4 < TREpa I=

F2 <<< DR-1. Os valores encontrados para F2, TREpal e DR-4 foram bastante proximos e os
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valores dos Kps para F2 e DR-1 praticamente ndo foram modificados apos a adigdo de
magnésio. Esses resultados demonstram a diminuicdo de interacdes inespecificas para os
elementos DR-4 ¢ TREpal e, mais ainda, que F2, descrito ser preferencial para o TR,

praticamente ndo apresentou interacdes inespecificas na auséncia de Mg”.

TR beta DBD sem e com Magnésio oF2

@ PAL

350. m DR4

m DR1
300+
250+
200+

Kp
1504
100
50
0,
Sem MgCl, Com MgCl,

Figura 68 — Grafico das constantes de dissociacdo do TR f1 DBD sem e com o cloreto de magnésio, para os
diferentes elementos responsivos utilizados nos experimentos de anisotropia de fluorescéncia.

A construgdo TR B1 DBD-LBD também apresentou modificagdes em seu
comportamento ap6s a adicdo do MgCl,, porém essas mudangas nas afinidades foram
observadas somente para os elementos em repeticdes diretas. Os elementos palindromicos
praticamente mantiveram suas afinidades, demonstrando que essas interagdes sdo especificas
e demonstrando a preferéncia do TR P1 aos elementos palindromicos. A mudanga nas
afinidades observada para DR-1 e DR-4, pode se explicada pela presenca da interface de
dimerizacao nessa constru¢ao.

Conforme descrito, a interface de dimerizagdo presente no LBD promove um arranjo
diferenciado dos monomeros do TR, dificultando a ligacdo aos elementos responsivos em
repeti¢des diretas. O DR-4 tem sido descrito como um elemento preferencial para a ligagao de
heterodimeros TR-RXR com alta afinidade e a ligagdo dos homodimeros a esses elementos
ocorre com afinidades intermediarias'’, visto que a interface de dimerizagio do receptor nio

¢ respeitada nesse arranjo. Em suma, pode-se atribuir essa mudanga de afinidade ao arranjo
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preferencial da proteina ao DNA e a diminuicao de interacdes inespecificas apos a adicao do

" 2+

cation Mg~ .
g TR beta DBD-LBD sem e com Magnésio OF2

o PAL

m DR4

m DR1

160+

140+

120+

100+

Kp
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Figura 69 — Grafico das constantes de dissociacdo do TR 1 DBD-LBD sem e com o cloreto de magnésio, para
os diferentes elementos responsivos utilizados nos experimentos de anisotropia de fluorescéncia.

O TR ol completo também apresenta mudangas em suas afinidades apds a adi¢do do
cloreto de magnésio. A principal mudanca observada nesse sistema foi a reducdo da constante
de dissociagdo para os elementos palindromicos, F2 e Pal, de 1 a 2 vezes ap6s a adi¢do do ion,
e o aumento das constantes para os outros elementos, DR-4 e DR-1. Além da modificagdo nos
valores de constantes, também foi observado que uma ordem de preferéncia de ligacdo passou
a se estabelecida com a adi¢io de Mg®", na qual a afinidade ao elemento F2 passou a ser
evidenciada, sendo seguida pelos elementos TREpal, DR-4 e, por fim, pelo DR-1. Com isso, 0
perfil de afinidade aos HREs se mantém para ambas as isoformas, com a preferéncia pelos

elementos palindromicos, seguidos pelo DR-4 e DR-1.

TR alfa completo sem e com Magnésio OF2
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400+
200+
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Figura 70 — Grafico das constantes de dissociagdo do TR al completo sem e com o cloreto de magnésio, para os
diferentes elementos responsivos utilizados nos experimentos de anisotropia de fluorescéncia.
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Por fim pode-se especular que a influéncia desse ion contribui para a especificidade o
TR as diversas seqiiéncias de DNA estudadas e essa contribuicao pode ocorrer pela redugdo
de interacdes inespecificas entre a proteina e o DNA e também pelo melhor alinhamento e
arranjo do DNA. Proteinas que se ligam ao DNA possuem um grande nimero de cadeias
laterais catidnicas, as quais se ligam as cadeias anionicas dos grupos fosfatos presentes no
DNA, através de pontes salinas' . Portanto, a concentragdo salina do tamp3o no qual essa
interagdo estd ocorrendo pode modificar o equilibrio entre grupos anidnicos e cationicos. A
estrutura cristalografica do TR DBD contém uma face inteira do dimero TR-RXR, a qual
interage com o DNA, composta principalmente de cadeias laterais carregadas positivamente.
As hélices de reconhecimento dos DBDs ligam-se ao sulco maior do DNA fazendo contatos
diretos com os grupos fosfatos do esqueleto do DNA, determinando a especificidade de
ligagdo de cada RNs a cada HRE®,

Em termos de ligagdo TR-DNA pode-se dizer que todas as curvas paresentaram perfis
parecidos e que as diferencas nas especificidades de diferentes formas do TR foram
confirmadas com esse estudo, para a liga¢dao a todos os DNAs utilizados nos experimentos.
Este trabalho foi o primeiro a demonstrar a ligacdo de diferentes constru¢des e isoformas do
TR em diferentes HREs, em termos de constantes de dissociacdo. Esses resultados abrem
novos horizontes para o melhor entendimento dos mecanismos de funcionamento dos

receptores nucleares.
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W / - Estudos da

Dinamica da Ligacao do Hormonio por
Espectrometria de Massas

7.1. Introducio.

As mudancas conformacionais induzidas pelo ligante, provocadas no dominio de
ligacdo ao ligante na superfamilia dos receptores nucleares tém sido investigadas por diversos
estudos®” 7> 176 177178 "5 T BDs dos RNs possuem uma estrutura altamente conservada para
muitos receptores (RXR, RAR, TR), a qual geralmente é composta por 12 a-hélices ¢ 3 a 4
fitas-p>% 4% O1- 63 3. 72 176. 17 "poas estruturas revelam que os LBDs dos RNs compartilham

uma arquitetura similar, principalmente quando se trata do bolsio de ligacdo ao ligante®®. A
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comparagao entre as estruturas do apo- € holo-RNs demonstra que a presenca do ligante induz
a um arranjo conformacional mais compacto e, além disso, que este se encontra geralmente

38. 49, 61, 65, 75. 176. 177 Ap6s 0 posicionamento

completamente enterrado no interior do dominio
do ligante no interior do sitio de ligacdo, forcas eletrostaticas induzem a uma mudanca
conformacional, com o reposicionamento das hélices 11, 12 (H11 e H12) e do loop H11-
H12°% #6172 A H12 do holo-receptor ¢ usualmente empacotada sobre o corpo do LBD,
entretanto, algumas estruturas resolvidas para o ER ¢ o RAR demonstram que a H12 pode

176, 177 " Até o momento,

adotar diferentes conformacdes, o que sugere sua mobilidade
nenhuma estrutura do TR na auséncia de ligantes foi obtida e a conformagao da H12 do apo-
TR ainda ¢ desconhecida. As estruturas resolvidas para o holo-TR com diferentes ligantes
também apresentam uma arquitetura comum para esse receptor® "> 7.

A técnica biofisica de troca H/D tem sido considerada bastante poderosa para a
delimitagdo de mudangas na dindmica de proteinas induzidas por diversos fatores. Ela pode
ser utilizada para a determinacao de taxas de troca rapida para hidrogénios-amida presentes na
superficie de proteinas, o que pode ser importante para estudos de oligomerizagdo'®" '™
Diversos estudos de desenovelamento de proteinas, agregagdo, interacdo proteina—proteina
tém sido realizados através dessa técnica e apresentam resultados bastante interessantes'*”.
Protecdes contra esse tipo de troca podem significar mudangas conformacionais na proteina, o
que causa alteragdo na exposicdo de determinados residuos ao solvente, podendo ser
interpretado como modificagdes nas estruturas terciaria e secundéria'®*. Além disso, as taxas
rapidas de troca podem resultar na baixa estabilidade da macromolécula'®’.

Na tentativa de se entender mais sobre a dinamica do apo- e holo-TR 1 LBD em
solugdo e para uma melhor compreensdo sobre as modificagdes estruturais que ocorrem no
receptor, ap6s a adicao de ligantes, foram realizados experimentos de troca de hidrogénio por

deutério (H/D ex), monitorados por espectrometria de massas. Nesses estudos, as regides mais

flexiveis sdo mais penetraveis pelo solvente, o que pode ser refletido por uma troca rapida
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entre H/D, além disso, trocas rapidas entre hidrogénio e deutério podem refletir sobre a
estabilidade e a estruturagdo da proteina'®’.

O grau em que os grupamentos amida das cadeias laterais sdo expostos ao solvente
revela muito sobre seu ambiente'™. Mudangas conformacionais induzidas pela liga¢do de um
ligante podem causar variagdes na exposi¢ao dos grupos amida e essas variagdes podem ser
determinadas através de medidas da taxa de troca dos hidrogénios das amidas pelos deutérios

182
presentes no solvente'®

. Portanto, andlises de troca H/D permite que modificacdes nas
estruturas de proteinas sejam observadas antes e ap6s qualquer evento que modifique a
conformagdo proteica. Essa técnica, acoplada a protedlise com enzimas especificas e a
espectrometria de massas tem sido considerada uma nova e sofisticada metodologia para a
analise dindmica de estrutura de proteinas'®. A utilizacdo da digestio proteolitica permite a
localizagio de mudangas conformacionais especificas na estrutura proteica'™.

Alguns estudos utilizando essa técnica t€m demonstrado a utilidade desse sistema para
a diferenciagdo de perturbagdes estruturais no LBD de alguns receptores nucleares. As
mudancas conformacionais do PPARY, induzidas apds a ligacdo de agonistas totais e

. . 124
parciais

e os estudos de dindmica de modificagdes estruturais que ocorrem em
homodimeros do RXR, também apés a adi¢do do ligante'™, aumentaram o conhecimento
acerca das propriedades dessas moléculas em solucdo. Além disso, a comparacdo desses
resultados com as estruturas cristalograficas desses receptores tem acrescentado muito no
conhecimento sobre os mecanismos de transdu¢ao de sinais dos RNs.

As medidas de espectrometria de massas ap6s as trocas H/D para o TR B1 LBD com e
sem ligante foram realizadas na tentativa de se observar modificac¢des estruturais que ocorrem
apos a ligacdo do ligante. Os resultados apresentados confirmam que o ligante promove
modificagdes conformacionais sensiveis a estrutura do LBD. O comportamento do apo-TR

demonstrou que este se apresenta mais méovel e em menor grau de estruturacdo que o holo-

TR, principalmente na cavidade do ligante.
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7.2. Resultados.

A massa predita para o TR f1 LBD (AAs 209-461), através do programa MS digest'*’
(http://prospector.ucsf.edu/prospector) foi calculada em 27.335 Da. A deconvolucdo dos
espectros puros da proteina inteira resultou em dois picos (Fig. 71), sendo o maior deles
correspondente a espécies monoméricas, com uma massa medida de 28.046x18 Da, e o pico
menor, referente aos dimeros do TR, o qual apresentou uma massa de 55.990+35 Da. Esses
resultados concordam com estudos prévios de cromatografia por exclusdo de tamanho (gel
filtracdo) e de gel nativo do TR, os quais afirmam que esse dominio do TR apresenta-se como

uma mistura de monomeros ¢ dimeros em solucao (Capitulo 4).
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Figura 71 - Espectro de massa do TRB1 LBD, com dois picos, o menor é referente aos mondmeros (massa
medida 28.045 Da) e o maior, referente aos dimeros (massa medida 59.990 Da).

Cada subunidade do TRB1 LBD apresentou um total de 180 hidrogénios dos grupos
amida que efetuaram trocas com deutério. O total de incorporacdo nos sitios amida aumentou
com o tempo de deuteracdo em cada uma das amostras (apo- e holo-TR). A troca com
deutério ocorreu em aproximadamente 80% do apo-TR e em 65,92% do holo-TR, nos 480
minutos do ensaio. Uma diferenca de massa de 12-24 Da foi observada entre oTR apo e holo,

o que representa 15% da incorporacdo de deutérios (Fig.72).
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Figura 72 — Numero de deutérios incorporados pelo TR LBD, em cada tempo de deuteragdo da proteina inteira,
na auséncia (azul escuro) e presenca de ligante (azul claro). A troca de deutério da holo proteina foi menor que
os niveis de incorporacgdo do apo-TR, o que sugere protecdo do ligante nas trocas H/D .

As condigdes da proteodlise com a pepsina geraram 60 peptideos, cobrindo 94,9% da
seqliéncia de aminoacidos do TR B1 LBD; dos quais, 30 foram utilizados para analise da

trocas H/D, o que cobriu 92,1% da seqiiéncia global da proteina (Fig. 73).

x4 28 248 - 260 284
GHEKEPEPTDEEWEL IX TV TEAHVATHAQGIHNKQKRKFLPEDIGQAPIVNAPEGGEYVDLEAFSHFTKIITPRAITRYY

Figura 73 - Seqiiéncia da proteina analisada por massa ¢ os peptideos gerados por sua digestdo (linhas pretas e
vermelhas). As linhas vermelhas representam os peptideos que foram utilizados na analise de deuteracdo da
proteina.

Os peptideos pépticos tiveram suas massas analisadas em todos os tempos de
incorporag¢do de deutério, para a marcagdo dos niveis de troca de deutério em toda a cadeia
principal da proteina. Essas medidas foram realizadas tanto para a proteina com ligante,
quanto sem ligante. Esses resultados foram usados para localizacdo das regides onde a
incorpora¢ao foi maior ou menor, nas duas formas da proteina, para posterior comparagao.

No tempo global do experimento o receptor se apresentou mais protegido apds a

adi¢ao do ligante (Fig. 74), sendo a tnica excecdo, o peptideo composto pelos aminoacidos
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281-290 (C-terminal da H3), regido que comporta o sitio de ligagdo a correpressores. Isso
pode significar um maior grau de estruturacdo dessa regido que ocorre na proteina, na

auséncia do ligante.
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Figura 74 - Numero de deutérios incorporados para cada peptideo na presenga (barras azuis) e auséncia (barras
rosa) do ligante.

Os niveis de incorporacdo de deutério do apo-TR, em funcdo do tempo de
incorporacdo estdo ilustrados na figura 75A. Nessa figura, os peptideos mais dindmicos e
moveis, que apresentam troca rapida, estdo representados em vermelho, enquanto as regides
de troca lenta, ou seja, os peptideos menos dindmicos, estao representados em azul.

Regides de troca lenta, e por isso de menor mobilidade, onde as trocas com deutério
foram menores que 50%, incluiram por¢do N-terminal da hélice 3 (H3), fita 4 (S4), hélice 7
(H7) e o loop H10-11. Regides de mobilidade intermediaria, com trocas entre 50 e 80%, sdo
formadas por H3, loop H3-4, H4, HS5, H6, fita B3 (S3), HS, H9 e H11. E, finalmente, as
regides mais dindmicas da proteina, com mais de 80% de incorporagdo, sdo compostas pelos
loops HO-1, H1-2, H2-3, H9-10, H10-11 e H11-12, H1, H2, fita B1 (S1), fita B2 (S2), N-

terminal da H10, N-terminal da H11 e H12.
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No primeiro tempo de incorporagdo de D,O (1minuto) os fragmentos da HS5, H6 ¢ H9
se apresentam com taxas de incorporacao baixas, a H10 apresenta incorporacao intermediaria.
Esse comportamento ¢ explicado pelo fato de que essas hélices compdem o cerne da proteina
e, portanto, menos expostas ao solvente. As regides de maior mobilidade encontradas nesses
experimentos foram H1, C-terminal da H11 e H12, as quais estdo localizadas nas regides mais
externas da proteina. Esses dados representam a alta mobilidade do apo-TR em solugdo, o
qual se apresenta majoritariamente com taxas de trocas intermediarias em todos os tempos de
incubagdo com deutério.

O holo-TR LBD apresentou-se mais estavel e estruturado que o apo-TR, ou seja, com
menor mobilidade. As mudancas conformacionais no TR apds a ligagdo do ligante
promoveram um decréscimo de, aproximadamente, 10-15% na incorporagdo de deutério (Fig.
75B). As regides identificadas como de trocas intermediarias para a proteina, na auséncia do
ligante, ndo demonstraram muitas mudangas apds a adi¢do do ligante. Somente H1, S2, S3,
S4, H7 e HS8 tiveram seu comportamento modificado apos a ligacdo do ligante, e passaram a
ser classificadas como de baixa mobilidade, demonstrando que o ligante de protegeu essas
regides. Esses fragmentos estio localizados proximos aos contatos do ligante e, por isso, estao
mais protegidos, apresentando uma dinamica menor.

Os fragmentos da H2, loop H1-2, loop H2-3, H3, H4, H5, H6 ¢ H9 foram mantidos
com taxas intermedidrias de trocas H/D, indicando nenhuma modificagdo estrutural apds a
formag¢ao do complexo proteina-ligante em algumas por¢des da proteina. A maior mobilidade
registrada para a proteina ligada ao T3 foi localizada nas regides da proteina compostas pelo
loop HO-1, n-terminal da H1, S1, c-terminal da H6, S2, c-terminal H11, loop H11-12 ¢ H12,

as quais estdo muito expostas ao solvente.
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Figura 75 — Alinhamento da seqiiéncia do TR LBD em cada tempo do experimento (t1 at8 - 1, 3, 8, 15, 60, 180,
300 e 480 minutos). As trocas H/D para apo- ¢ holo- TR estio representadas por A e B, respectivamente. As
taxas de deutério incorporado estdo representadas na figura pelas cores: vermelho demonstra incorpora¢do maior

que 85%; laranja, de 85 a 70%; amarelo, entre 70 e 50%; verde escuro, entre 50 e 35%; verde claro, entre 35 ¢
25%; e azul, abaixo de 15%. A estrutura secundaria foi determinada pelo programa DSSP e esta representada por
ol - 12 para o-hélices e B1 - B4, para fitas. A tltima linha representa a hidrofobicidade de cada residuo.
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As diferengas no padrdo de incorporacao de deutério entre apo- e holo-TR sdo claras
entre as duas formas do TR (Tab. 10). O apo-TR ¢ bastante flexivel, com taxas de troca que
variam entre 45 a 80%, de 1 a 480 minutos de exposicdo ao D,O. O complexo TR-T3 se
apresentou mais estavel e com uma estrutura mais rigida, com taxas de troca variando entre

36 a 66%, para todo o tempo do experimento.

Tabela 10 - diferencas no padrdo de incorporacdo de deutério.

Estrutura® Residuos® Carga®  Apo TR (%)° = Holo TR (%)° = Apo — Holo' (%)

HO-H1/H1 i 209 c222 1 i 100 i 100 0

H1 223 233 V 1 88,8 44,4 : 44 4

H1-H2 234 241 1 100 83,3 16,6
S1/H2 241 248 1 100 100 0
H2-H3 248 257 1 66,6 66,6 0
H2-H3 255 268 1 50 50 0
H3 268 271 1 100 80 20
H3 271 277 1 66,6 66,6 0
H3 277 281 1 66,6 66,6 0

H3 278 282 1 66,6 88,8 =222

H3 282 292 1 81,8 54,5 27,2
H4/HS5 302 314 1 77,7 77,7 0
H5/H6 306 316 1 100 90 10

H5/H6 307 318 1 76,98 46,1 30,7
S3 322 333 1 60 60 0
S4/H7 331 342 1 70 50 20

H7/H8 342 352 1 66,6 50 16,6
H8 354 360 1 70 50 20

H8/H9 361 371 1 100 66,6 333
H9 372 376 1 80 80 0

H9/HO-H10 376 386 1 87,5 75 12,5
H10 387 396 1 100 80 20
H10 396 402 1 55,5 55,5 0
H10/H10-H11 408 418 1 75 75 0
H11 418 423 1 80 70 10

HI11 423 434 1 83,3 50 333
HI11 434 441 1 100 100 0
H11/H11-H12 441 451 1 100 100 0
H12 451 456 1 100 100 0
H12 455 460 1 100 100 0

*localizagdo dos peptideos na estrutura " nimero de residuos no inicio e fim do peptideo. © carga do peptideo. ¢
porcentagem de incorporagdo de deutério para apo-TR. ° porcentagem de incorporagdo de deutério para holo-TR.
fdiferen(;as na incorporagdo de deutério entre apo- e holo-TR. H1 a H12, sdo as hélices-a e S1-S4, sao as fitas-;
os loops estio representados por H1-H2, H2-H3, ¢ assim por diante
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As maiores mudancas conformacionais entre os peptideos da proteina ligada e nao
ligada ao T3 estdo claramente evidenciadas pelas diferengas significativas na troca H/D apos a
exposi¢ao ao deutério, em condigdes experimentais idénticas (Fig. 76). As maiores diferengas
estao relacionadas a presenca do ligante, o qual obstrui estericamente o sitio ativo, impedindo
0 acesso ao solvente e enrijecendo a estrutura protéica. A regido que apresentou maior grau de
prote¢do contra troca H/D, antes da ligacdo do ligante é o peptideo formado pelo C-terminal
de H3 (AAs 281-290)

Em geral pode se observar que as diferengas na incorporagdo entre apo- e holo-TR (%
D,0 em apoTR - % D,O em holoTR) refletem valores positivos (Tab. 10) indicando maior
protecdo na presencga do ligante. A Uinica excegdo a essa regra ¢ representada pelo peptideo
281-290, que se apresenta protegido antes da adi¢do do ligante e perde essa protecdo apds a
adi¢do do mesmo, o que se reflete nos valores negativos da tabela. Esse peptideo esta
localizado na regido de interacdo com o correpressor, provavelmente mais estruturado na
auséncia do ligante. A adi¢ao do T3 deve promover modificagdes estruturais nessa regiao,

deixando-a mais exposta ao solvente.

@ 1min

W 3min

70 4 O 8min
[ \ [ \ | \ A ( \ 0 15min

r_HoQ /_/H)M A__ 06 \ 0.8 o 10 m 30min
ol a3 oS o7 ( \ = 180min

50 q o9 O 300min

30 4

% de protegdo contra deutério

.30 4

Fragmento protéico

Figura 76 - Grafico da diferenca de incorporagéo de deutério entre apo- e holo-TR. Este grafico demonstra as
diferencas de incorporagdo para cada peptideo, em cada tempo de exposi¢do. o 1-12 representam as posi¢oes das
a-hélices.

As regides N- e C-terminal, as quais incluem o /oop HO-HI1 e o N-terminal da HI

(AAs 209-222), H11, loop H11-H12 e H12 (AAs 434-460), demonstraram ser as mais
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moveis, com as maiores taxas de troca. Esses segmentos estdo altamente expostos ao solvente,
com a incorporagdo de deutério variando de 92% a 100% nos primeiros cinco minutos do
ensaio (Fig. 76). A presenca do hormonio ndo afetou essa regido, as quais também
apresentaram altas taxas de troca H/D.

O apo- ¢ holo-TR, quando sdao comparados em termos do tempo total do experimento,
apresentaram o0 mesmo comportamento nas regides que compreende os peptideos que
compdem o loop HO-H1, H1(AA 209 -222), SI(AA 241 — 248), H2 (AA 248-257), loop H2-
H3 (AA 255-268), N-terminal da H3 (AA 271-281), H4 e N-terminal de H5 (AA 302 — 314),
S3 (AA 322-333), C-terminal da H10 e o loop H10-H11(AA 396 — 418), C-terminal da H11
(AA 434-441) , loop H11- H12 e H12 (AA 441 — 460). Isso indica que o ligante pode nao
influenciar as partes mais externas da proteina, ou que as mudangas ocorram principalmente
nos primeiros minutos do experimento. No tempo global do experimento (300 min.) existe a
tendéncia das taxas de troca se igualarem pela alta exposi¢do ao solvente contendo D,O.
Apesar de algumas dessas regides, como H3, S3, HI11 e H12, conterem residuos que fazem
contatos com o ligante, todas elas estdo expostas ao solvente.

As maiores movimentagdes na estrutura protéica encontradas apds a formacdo do
complexo TR-T3, nos tempos iniciais do ensaio, foram localizadas nas hélices 1, 3, 4, 5, 6, 7,
8,9,10¢e 11 e as fitas- 3 ¢ 4. As hélices 5, 6 ¢ 9 compdem o cerne da estrutura em sanduiche
da proteina, nessa regido a grande distingdo no ganho de deutério se deve ao fato de que a
adi¢ao do ligante promove um enrijecimento desses peptideos e a auséncia do mesmo deixa a
estrutura mais movel. Porém, a parte da proteina que apresenta a maior diferenga na
assimilagdo de deutério, apds a ligagdo do T3 (44%), € a hélice 1. Ainda ndo se sabe se esta
regido interage diretamente com o ligante, porém a ligagdo do T3 pode induzir a mudangas
conformacionais que protejam essa regido; e, além disso, existem indicios de que a hinge (HO)
apresenta grandes mudangas conformacionais ap6s a ligagdo do ligante, o que pode induzir a

movimentagoes da H1.
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As estruturas cristalograficas dos dominios de ligacdo ao ligante dos receptores
nucleares (RNs) tém esclarecido regras estruturais da ligagdo hormodnio-proteina. As
estruturas do TR ligado a diversos ligantes demonstram que eles geralmente se encontram
enterrados na estrutura do receptor, tornando a proteina mais compacta.

O padrao de troca H/D para o TR LBD demonstra diferencas relevantes entre o TR
complexado ao ligante o TR livre, as principais diferencas estdo localizados justamente na
regido de ligacdo ao ligante, o que corrobora com as interagdes ¢ mudangas conformacionais
propostas pelas estruturas cristalograficas. As diferengas nos padroes de troca H/D s3o mais
evidenciadas quando a estrutura do TR ¢ colorida de acordo com a diferencga de incorporagao

de deutério entre apo- e holo-TR (Fig. 77).

40-50%
39-30%
29-20%
19-10%
9-0%

B0 30%

Figura 77 — Estrutura do TR B LBD colorida de acordo com as diferengas na tomada de deutério entre apo- e
holo-TR. O gradiente de cores indica como as duas formas das proteinas se comportam de maneira diferente. A
parte em rosa indica que TR+T3 apresentou uma mobilidade que variou de 0 a 30% a mais que o apo-TR. As
demais cores indicam as regides do apo-TR que apresentam maior mobilidade, com variagdo de 0 a 50%.

A protegao da estrutura contra a troca H/D, gerada pelo ligante, foi mais evidenciada
nos peptideos que contem residuos que possuem contatos diretos com o ligante. Estes estdao
localizados na H3 (F269, T273, 1276, T277 e 1280), H6 (M310, E311, S314 e A317), S3
(N331), H7/H8 (G345, L346, F354), H11 (A436, L440 e K443) e H12 (F459). Quando se
observa a incorporacdo de deutério para cada tempo do experimento, é possivel observar que

para H3 a protecdo ocorre de maneira muito rapida no primeiro minuto de ensaio
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(principalmente para os residuos 271 a 277); nos outros periodos, as taxas entre apo- ¢ holo-
TR se tornam similares. As hélices 6, 7 ¢ 8 demonstraram grande diferenca na tomada de
deutério quando se compara apo- € holo-TR. O N-terminal e o meio da H6 apresentam quase
10% de diferenca entre cada situagdo, ja o C-terminal do fragmento apresenta a maior
diferenca de incorporagao encontrada. Para as hélices 7/8, a diferencga de trocas H/D alcanca
quase 20% para apo- ¢ holo-proteina; na fita B S3, essa diferenca alcanga 30% na
comparagdo. Um caso curioso ¢ a incorporagdo observada nas hélices 11 e 12; as quais,
segundo esses resultados, sdo muito expostas ao solvente nas duas situagdes (proteina ligada e
nao ligada ao T3), ndo apresentando nenhuma diferenca de incorporagao.

A figura 78 representa a estrutura do TR f LBD complexado ao T3 e em sua forma
apo (PDB ID 2H6W) colorido de acordo com a porcentagem de incorporagdo de deutério em
cada ponto do experimento (T1 — Imin, T2 — 3min, T3 — 8min, T4 — 15 min, TS — 60min, T6
— 180min, T7 — 300min, T8 — 480min.). Observamos que entre o T1 ¢ T6 as mudancas na
tomada de deutério entre TR+T3 e TR sdo bastante grandes o que ndo ocorre nos ultimos
tempos do experimento, onde as diferengas s3o bem menores. Também ¢ possivel verificar
nessa figura que a regido do sitio ativo ¢ a mais significativa em termos de diferencas nos
padroes de troca H/D. O padrao de cores apresentado no sitio ativo da proteina vai do azul ao
amarelo (taxas baixas a intermediarias) para a proteina ligada ao T3; para o apo-TR, este vai
do amarelo ao vermelho, apresentando taxas intermediarias a altas.

A dependéncia do tempo na tomada de deutério para apo- ¢ holo-TR indicam que 15
peptideos apresentam nenhuma mudancga na incorporagdo de D,O. Desses peptideos, somente
H3 e H12 fazem contato com o ligante, mas sdo muito expostos ao solvente. A maior parte
destes peptideos apresentam uma diferenca inicial nas trocas H/D entre apo e holo-TR maior
que 30% (N-terminal da H1, H3, HS5, H6, HI0 e H11). A maior diferenca na tomada de
deutério foi observada nos primeiros 15 minutos de exposi¢do ao deutério, indicando uma

troca muito rapida. Em muitos casos, para o holo-TR, as taxas de troca foram reduzidas pela
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protecao do ligante, mas em 300 minutos o numero de hidrogénios trocados comeca a ser

semelhante em ambos os casos.

Holo-TR

300min 480min

Figura 78 — Holo- e apo-TR coloridos de acordo com a incorporagdo de deutério de cada peptideo, nos 8 tempos
do experimento (1min, 3min, 8min, 15 min, 60min, 180min, 300min, 480min.). O degradé de cores, do azul ao
vermelho, representado nas figuras, indicam baixas a altas taxas de incorporagdo de deutério.
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Esses fatos confirmam que holo-RNs sdo mais compactos que apo-RNs. A protecao do

ligante contra trocas de D,O ¢ mais evidente nos residuos que fazem contato com o ligante
(H3, H6, H8 e S3). Além disso, a troca H/D ¢ mais evidente nos residuos que compdem o
corpo da proteina (HS, H6, H9 e H10). A troca H/D em TR também revela que o C-terminal
da H1 e o loop HI-2 sdao afetados pela presenca do ligante, indicando uma mudanca
conformacional nessas regioes apos a ligacao do ligante. Entretanto, um resultado curioso ¢
observado pela H11 e H12, as quais fazem contatos com o ligante, mas demonstram muito
pouca (H11) ou nenhuma (H12) prote¢dao apos a ligagdo do T3, talvez isso ocorra porque
essas hélices sdo muito expostas ao solvente.

A comparacao entre os fatores de temperatura (fator-B) da estrutura cristalografica do
holo-TR (PDB ID 2H6W) e os dados obtidos para a troca de H/D apresentaram padroes
similares entre os residuos que apresentaram alta e baixa mobilidade (Fig. 79). O grafico que
compara a incorporagdo de D,O e os fatores de temperatura médios para cada peptideo

demonstra um padrdo similar de mobilidade.
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Figura 79 — Comparacdo entre os fatores de temperatura obtidos do cristal do TR 1 LBD (2H6W), em cinza
claro, com a taxa de incorporacdo de deutério, cinza escuro, para cada peptideo estudado. No quadro em rosa
tem-se a regido onde o padrdo de mobilidade ¢ diferenciado para as duas medidas.

Cerca de 70% dos residuos apresentam valores correspondentes entre fatores de
temperatura e incorporagdo de deutério. Somente 27% dos residuos, os quais compreendem a
regido formada pelos peptideos que formam H6, H7, S2, S3, S4 e N-terminal de HS8, nao

apresentaram similaridade entre os valores de incorporacdo de deutério e os fatores de
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temperatura. Dado que os valores dos fatores de temperatura representam uma indicacao de
mobilidade de cada residuo, essa comparacao foi importante para demonstrar a veracidade dos
resultados. As diferencas encontradas podem estar relacionadas a contatos cristalinos entre
residuos vizinhos no cristal, levando-se em conta que os experimentos de troca H/D foram

realizados em solugdo, alguns desses contatos podem estar mais soltos, ou até, inexistentes.

7.3. Discussao dos Resultados

Os resultados apresentados confirmam que o holo-TR apresenta-se mais compacto que
0 apo-TR, em termos de acessibilidade ao solvente®. A protegio contra a troca com deutério
presente no solvente ¢ mais evidente nos residuos que fazem contato com o ligante (N-
terminal de H3, H6, H8 e S3), além disso, a troca H/D ¢ menor nos residuos que compdem o
cerne da proteina (H5, H6, H9 e H10). Esses experimentos também demonstram que o C-
terminal da H1 e o loop H1-H2 sdo afetados pela presenca do ligante, indicando mudancas
conformacionais apos a ligacdo do T3. Entretanto, as hélices 11 e 12, que também fazem
contato com o ligante, demonstraram pouca (H11) ou nenhuma protecdo (H12) apds a adi¢ao
do ligante, apresentando alta mobilidade e exposicdo ao solvente, o que pode ser explicado
por sua localizagdo externa.

A dependéncia temporal na tomada de deutério entre o receptor, ligado ou nao ao T3,
indica que, aproximadamente, 15 peptideos ndo apresentaram grandes modificacdes na
incorporagdo de deutério, sendo eles compostos principalmente por loops bastante expostos e
pela H12. As maiores diferencas nas taxas de troca entre apo e holo TR foram observadas nos
primeiros 15 minutos do ensaio, indicando uma cinética rapida da proteina, a qual interage
fortemente com o solvente. Na maioria dos casos, ap0s as cinco horas de trocas H/D, as taxas

de incorporacdo entre apo e holo receptor foram muito similares (Fig. 80).
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Figura 80 - Cinética de incorporacdo de deutério, nos diferentes tempos do experimento para cada peptideo
correspondente as hélices H1, H2, H3 (a, b e ¢, sdo o N-terminal, o meio e o C-terminal da H3), H4, HS (aeb
sdo o N-terminal e o c-terminal), H6, H7, H8, H9, H10, H11 e H12 e as fitas-B S3 e S4. Com esses graficos é

possivel observar as diferengas na tomada de D,0 para apo- e holo-TR.

A baixa flexibilidade do C-terminal de H3 na auséncia do ligante pode ser causada por
uma maior estruturagdo dessa regido ou por contatos adicionais entre os aminoacidos da
proteina, porém como a estrutura do apo-TR ¢ desconhecida ndo se pode afirmar a causa
dessa protecdo. Poderia se especular que essa protegdo ¢ causada por uma interagao adicional

entre a H12 e a H3. A estrutura cristalografica do ER complexado com um agonista parcial,

176

raloxifeno apresenta esse tipo de interagdo entre a H12 e o sitio do coativador "°. Nessa
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estrutura a H12 interage com um sulco formado entre H3, H4 ¢ HS, em uma orientagdo
antagonista. Esse posicionamento antagonista poderia ser uma explicacdo razoavel para a
protecao observada na H3 do TR, na auséncia do T3. Outro estudo com ER revelou que a H12
compete com peptideos correpressores por essa mesma regido’ . Essas intera¢des explicariam
uma nova maneira de regulacao do TR na auséncia de seu ligante cognato. Entretanto, ndo foi
verificada protecdo em H4 ¢ HS5 e nem, mesmo em H12, que justificaria essa interagdo.
Baseados nessas premissas foram realizados estudos de troca de H/D para um mutante do TR,
desprovido da HI2 (TR F451x), porém a mesma protecdo foi observada o que levou ao
descarte dessa hipotese.

Os experimentos de troca H/D realizados com os receptores PPAR e RXR'® 1%
propuseram que as principais diferencas encontradas nesses RNs foram detectadas em H3,
H5, H7 e HI11, para o RXR e H3, HS5, H6, H7, H11 e H12 para o PPAR. Os dados
apresentados para o TR concordam com esses estudos, entretanto, o TR também parece ser
mais afetado pelo solvente e menos compacto que essas proteinas, pois apresenta taxas de
trocas maiores e regioes mais flexiveis que RXR e PPAR, como H1, loop H1-H2, S4, H8, H9
e H10. As hélices 11 e 12 também se apresentaram com alta flexibilidade na comparagao
entre os estudos.

O RXR também apresentou uma alta prote¢ao na regido que compreende a interface de

. . ~ 1
dimerizagdo'*

(H9, H10 e H11). Para o TR, essa regido apresentou taxas de troca que vao de
intermediarias a rapidas, indicando pouca prote¢do nessa regido, com isso, se conclui que os
dimeros formados pelo LBD do TR devem ser mais instaveis que os de RXR.

A alta mobilidade da H12 ¢ contraria ao mecanismo de ratoeira proposto, o qual
sugere uma transconformagdo do LBD induzida pelo ligante®® "*” '*¥. De acordo com essa
proposta, o ligante ¢ atraido pela cavidade hidrofobica, induzindo um reposicionamento da

H11. Esse mecanismo faz com que a H12 se desloque, movimentando a H3, e trazendo o Q-

. 1 : r
loop para proximo da H12°% ", Talvez esse mecanismo também ocorra para o TR no
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ambiente celular e a presenga do coativador seja crucial para a estabilizagdo deste novo
posicionamento da H12.

Estudos de dindmica molecular do TR LBD demonstraram que existem dois principais
caminhos de dissociacdo do ligante”’ 187. 188 Uma dessas rotas de dissociacdo envolve o
deslocamento da H12 para longe do LBD, permitindo o escape do ligante através de uma
abertura formada entre H3 ¢ H12"" ", O outro caminho envolve uma regidio bastante mével
do LBD, a qual compreende H3, o loop entre H1 e H2 proximo das fitas-p S3 ¢ S4 "% Os
dados de troca H/D para o TR LBD revelam que essa regido possui uma mobilidade
considerada de média a alta, na presenca do ligante, com o aumento do tempo de exposi¢do de
D,0. Essa regido apresentou de 42% a 83% de incorporagdo para o loop H1-H2, 20 a 88%
para H3, 88% a 100% para H12 e¢ 10 a 60 % para as fitas-f. Com esses resultados seria
possivel especular que talvez essa mobilidade seja resultado de possiveis dissocia¢des do
ligante do sitio do receptor. Com base nessa idéia, o caminho 1 seria o preferencial para o
escape do ligante, o que pode ser explicado pela grande mobilidade de H3 e H12, e o outro
caminho também seria uma alternativa para a saida do ligante do sitio do receptor. Esses
resultados também estdo de acordo com as simula¢des de dindmica molecular, que indicam o
primeiro caminho como sendo preferencial e o segundo, uma alternativa’"" '*>. Em suma, os
resultados obtidos para o TR permitem ndo somente predigdes sobre a dindmica e estabilidade
do receptor na presenca e auséncia do T3, mas também podem contribuir com estudos de

rotas de dissociacdo do ligante.
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W d - Conclusées e

Perspectivas do Trabalho

8.1. Conclusoes dos Resultados.

Esse trabalho permitiu a descoberta de novos conhecimentos sobre os receptores dos
hormonios tireoidianos, os quais proporcionaram avangos no entendimento dos mecanismos
de agdo deste receptor. Os resultados apresentados discorrem sobre a utilizacdo de diferentes
técnicas biofisicas e bioquimicas para o estudo do TR, apresentando como essa

macromolécula se comporta em termos de estados de oligomerizagdo ¢ ligagdo ao DNA.
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Além disso, eles também apresentaram modelos estruturais de baixa resolugao do receptor em
diferentes estados e quais sdo as principais movimentacdes que ocorrem na estrutura do
dominio de ligagdo ao ligante apds a adigdo do hormdnio T3 a proteina.

A partir dos estudos de oligomerizagao (capitulo 4) pode-se concluir que o TR ¢ capaz
de formar oligdbmeros em solug¢dao. Os tetrameros foram encontrados somente para o TR B1
DBD-LBD, mas nao para o TR a1l DBD-LBD ou TR al completo. Mais ainda, quando esses
estudos foram realizados com constru¢cdes menores da isoforma 1 do receptor, os tetrameros
também ndo foram identificados. Outra importante descoberta realizada nesse trabalho foi a
constatagdo que a presenca do ligante induz a dissociacdo dos tetrdmeros do TR 1 DBD-
LBD em dimeros, provavelmente, para a ativacao do receptor. Além do mais, foi observado
que, para a isoforma al, a presenga do ligante ndo alterou o estado oligomérico do receptor.

A andlise de todos esses dados resulta no melhor entendimento do comportamento do
TR em solugdo. Primeiramente, pode-se concluir que a formacdo de tetrameros também
ocorre com o0 TR e ndo somente com 0 RXR, conforme descrito na literatura. Além disso, a
tetramerizagdo demonstrou ser um evento isoforma-especifico para o TR, o que pode resultar
em formas de regulacdo diferentes e especificas para o TR a e o TR B. Finalmente, também
foi descoberto que a capacidade de tetramerizagdo do TR B1 ocorre somente em construgdes
que contenham os dominios de ligagdo ao ligante e de ligagdo ao DNA, dado que somente o
dominio LBD nao apresentou essa capacidade.

Os resultados do espalhamento de raios-X a baixos angulos (capitulo 5) permitiram
que fossem gerados modelos de baixa resolucdo das duas isoformas do receptor em
construgdes contendo, no minimo os dominios LBD e DBD, além de um dos receptores
completos, em diferentes situagdes: com e sem ligante e na presenga do HRE F2. Com isso,
foi possivel, pela primeira vez, se propor modelos estruturais de construgdes maiores do
receptor e, com a ajuda das estruturas cristalograficas dos dominios separados do TR, foi

possivel se estabelecer modelos de alta resolugdo do TR, os quais foram gerados com base
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nos envelopes medidos. Esses dados apresentam um grande avango em termos de estudos
estruturais do TR, visto que, até o presente momento, nao existem estruturas cristalograficas
contendo mais de um dominio do TR. Com base nesses resultados, torna-se possivel o melhor
entendimento sobre as disposi¢des desses dominios em uma estrutura mais completa do
receptor, além da possibilidade de inferéncias sobre possiveis interagdes que possam ocorrer
entre os dominios.

Os resultados de SAXS também confirmam os resultados apresentados nos estudos de
oligomerizacdo e as diferengas que ocorrem entre as isoformas. Além disso, ¢ possivel
observar poucas diferencas estruturais entre os modelos gerados, dentro dos limites de
resolugdo dos modelos. A principal diferenca observada foi a maior mobilidade dos DBDs
nos dimeros do TR al, os quais se apresentam mais abertos que os DBDs dos dimeros do TR
B1. Os tetrameros do TR B1 apresentam-se mais estruturados, com os DBDs possivelmente
interagindo entre si. Essa interacdo entre os DBDs também pode ser extrapolada para o
dimero do TR al completo, dado o pequeno distanciamento existente na regido em que esses
dominios se localizariam no envelope, a qual provavelmente pode ser um resultado da
presenga da regido amino terminal. Além dessas conclusdes, foi possivel observar que o TR
al parece apresentar uma tor¢do entre o plano que contém os LBDs e o plano que contém os
DBDs, o que ndo ¢ observado no envelope do TR B1, o qual se apresenta mais achatado.

Os estudos de anisotropia de fluorescéncia da ligagdo do TR a quatro diferentes
elementos responsivos de DNA (capitulo 6) permitiram que, pela primira vez, fossem
apresentadas constantes de dissociacdo do TR aos HREs, as quais resultaram em andlises de
seletividade do receptor aos diferentes arranjos de DNA nos quais o TR se liga. Além disso,
foi constatado que a presenca do LBD auxilia no aumento da seletividade do receptor aos
HREs, talvez pela presenca da interface de dimerizagdo a qual fornece um melhor

posicionamento do TR a determinados HREs. A preferéncia do TR Bl aos HREs seguiu a
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seguinte ordem de preferéncia: F2>TREpal= DR-4>DR-1, o TR al completo apresentou uma
outra ordem de preferéncia: F2>>TREpal~<DR-4~DR-1.

Outra constatagdo foi de que a presenca do cloreto de magnésio influencia na
seletividade do receptor aos diferentes elementos responsivos, impedindo que interagdes
inespecificas ocorram e coordenando melhor os grupos fosfatos do DNA, para que ocorra
uma ligacdo mais especifica. A adi¢do do ligante, nos experimento realizados com o TR al
completo, demonstrou que essa isoforma apresenta uma afinidade mais alta para F2, porém a
ligacdo passou de cooperativa, para anti-cooperativa, indicando uma possivel preferéncia de
mondmeros na ligagdo do F2, na presenca do T3.

Por fim, os experimentos de troca de hidrogénio por deutério, monitorados por
espectrometria de massas (capitulo 7), revelam que o LBD do TR apresenta-se bastante
exposto ao solvente e que a adi¢cdo do T3 promove a compactagdo do receptor em termos de
acessibilidade ao solvente. Os experimentos demonstraram que as regides que fazem contato
com o ligante (H3, H6, S3 e S4) se apresentam protegidas do solvente apds a adi¢ao do
ligante, porém, a H12 ndo apresentou diferengas quanto a acessibilidade ao solvente, o que
pode significar que talvez a presenca do coativador seja necessaria para a estabilizagdo e
protecao dessa hélice.

Os peptideos que compdem o cerne protéico ndo apresentaram modificagdes nas
trocas H/D, demonstrando que o ligante ndo promove modificagdes conformacionais nestas
regides. Outra constatagdo foi que as trocas H/D ocorrem de maneira bastante rapida,
geralmente nos primeiros minutos do ensaio € que, apds esse tempo existe a tendéncia das
trocas se igualarem nas duas preparagdes da proteina. Além disso, também foi verificado que
existe uma protecao no peptideo formador da parte C-terminal da H3 na auséncia do ligante,
indicando que esta regido pode estar mais estruturada e compactada, na auséncia do ligante, e
que a adi¢do do mesmo pode promover mudangas conformacionais nesta regido, deixando-a

mais flexivel.
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Esses resultados apresentam novas informagdes sobre o comportamento dos TRs, as
quais podem modificar ou acrescentar fatos a alguns modelos de funcionamento j& propostos
para esse receptor. Os principais resultados apresentados nesse estudo foram publicados em
revistas cientificas indexadas internacionalmente (Anexo 1), ou estdo sumarizadas em
manuscritos, os quais estdo em fase de correcdo e deverdo ser submetidos para posterior
publicagdo. O melhor entendimento sobre o conhecimento dos mecanismos de ag¢do dos
receptores nucleares tem sido muito procurado para a proposi¢ao de regras para seu controle,
o que pode resultar no combate a diversas patologias em que estdo envolvidos. E importante
ressaltar que estas sdo metas com imediato impacto na procura racional de agonistas ou
antagonistas hormonais e se insere dentro de uma perspectiva de promocdo do
desenvolvimento cientifico-tecnoldgico na area de receptores nucleares com vinculos estreitos

aos interesses da industria farmacéutica, da medicina e do setor produtivo.

8.2. Perspectivas

Apesar dos resultados apresentados nesse trabalho possuirem forte impacto e
sugerirem a proposi¢do de novos modelos funcionais e estruturais do TR, muito ainda deve
ser feito no campo desses receptores para que o entendimento profundo de seus modos de
acao seja alcangado.

Novos estudos estruturais buscando-se a resolucdo de estruturas do receptor em sua
forma apo, ou complexados com antagonistas, ou em busca de uma estrutura mais completa
do receptor seriam de extrema importancia para o entendimento estrutural do receptor e para a
proposicao de novas moléculas que possam atuar como agonistas e antagonistas do TR.

Além disso, estudos de complexagdo desses receptores a moléculas correguladoras e
ao DNA poderiam ampliar o conhecimento sobre os mecanismos de regulacdo da transcri¢ao
de determinados genes e fornecer detalhes finos sobre a interacdo que ocorrem nesses

complexos. Estudos que foquem a formagao de heterodimeros do TR com outros receptores



W & —Coneluiées o ?WWM 174

nucleares e sua ligacao a diferentes HREs que sejam compostos por promotores estruturais
também ampliariam muito o entendimento de como essas moléculas estdo envolvidas na
regulacao da transducgdo de sinais que ocorrem nos receptores nucleares.

Muito ainda deve ser feito para o exato conhecimento dos mecanismos de atuagdo
dessas macromoléculas, as quais estdo envolvidas em processos vitais e altamente complexos
de diversos organismos, porém estas sdo metas de impactos imediatos para a integracdo de
varias informagdes obtidas até o momento sobre a regulacdo dos receptores nucleares, com
isso pode-se avangar um pouco mais no conhecimento das fun¢des dos receptores nucleares e
na forma que esses se complexam a outras proteinas para a ativacdo ou repressdo da

transcri¢ao de genes-alvos.
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