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RESUMO

O écido retinoico (AR), o principal metabolito ativo da vitamina A, é capaz de regular a
transcricdo génica através da ativacdo dos seus receptores nucleares cognatos. A Proteina
Celular Ligante de AR 2 (CRABP2) atua como coativadora neste processo, transportando AR
do citoplasma para o ndcleo e o entregando diretamente aos Receptores de Acido Retinoico
(RARs). A ativacdo de RARs induz a transcricdo de genes relacionados a apoptose e inibicéo
do crescimento, o que confere a CRABP2 o status de proteina antioncogénica com potencial
terapéutico para os casos de cancer onde a resisténcia a AR é observada. Devido a similaridade
entre as estruturas tridimensionais de CRABP2 livre (apo) e ligada a AR (holo), os mecanismos
responsaveis por mediar a formacdo do complexo AR:CRABP2 e a interacdo da proteina com
diferentes parceiros moleculares ainda ndo foram elucidados. O presente trabalho teve como
objetivo a caracterizagdo da interacdo entre CRABP2 e AR e da dindmica da proteina na
presenca e na auséncia de ligante, utilizando Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) como
principal ferramenta. Os experimentos de RMN foram coletados em espectrometros Bruker
600MHz/800MHz/900MHz, a 25 °C e utilizando amostras ®N e/ou *C-CRABP2 livre ou
ligada a AR. A dindmica répida e intermediaria de CRABP2 livre e na presenca de AR foi
derivada das taxas de relaxacdo longitudinal (R1) e transversal (Rz) do ntcleo *°N e do *N-{*H}
NOE e de experimentos de dispersdo de relaxagdo via N-CPMG (Carr-Purcell-Meiboom-
Gill), respectivamente. A interacdo entre CRABP2 e AR foi investigada pela combinacao de
experimentos de titulagdo por RMN, Fluorimetria Diferencial de Varredura (DSF) e
Ressonancia Plasmdnica de Superficie (SPR). Na presenca de ligante, a dindmica térmica das
alcas BC-BD e BE-BF de CRABP2 foi suprimida. Além disso, 0 aumento dos valores de R
concomitante a diminuicdo de Ri observado para o complexo AR:CRABP2 indicou
autoassociacdo da proteina induzida por AR. A superficie de autoassociacdo de CRABP2,
mapeada por experimentos de titulacdo por RMN, envolve residuos localizados na regido do
portal (al-alca-02/BC-BD/BE-BF) e nas fitas BI-BA. A superficie de dimerizacdo de holo-
CRABP2 em solucdo foi a mesma observada no dimero cristalografico do complexo
AR:CRABP2 (PDF 2FR3). Um grande numero de residuos de CRABP2 apresentou troca
conformacional na escala de ps-ms na auséncia de AR. Dezesseis residuos constituiram o grupo
principal de residuos em troca conformacional por apresentaram valores de kex e ps semelhantes
entre si (kex = 320 + 40sY/ pg = 0.2 + 0.03). Os eventos de troca conformacional observados
para a proteina livre foram suprimidos com a ligacdo a AR. Um grupo menor de residuos
apresentou uma flutuacéo rapida na presenca de AR (kex >2000s/pg~0.05) que é independente
dos eventos de troca conformacional em apo-CRABP2. Apesar de haver sobreposicao entre 0s
residuos que apresentaram CSP na presenga e na auséncia de AR e residuos que mostraram
dindmica lenta na proteina livre, esses dois efeitos ndo puderam ser relacionados de forma
estatisticamente relevante, indicando que o estado de maior energia de CRABP2 ¢
estruturalmente distinto do complexo AR:CRABP2. Além disso, os experimentos de SPR
utilizados para a caracterizagdo dos parametros cinéticos da interagdo CRABP2: AR mostraram
que a ligacdo do AR a CRABP2, bem como a liberacdo do AR do sitio de interagdo ocorrem
em tempos de escala ndo condizentes com a interconversao entre os estados livre e ligado da
proteina caracterizados por CPMG, indicando que esta ndo pode ser a etapa limitante para a
ligacdo/liberacdo do AR. Os resultados obtidos neste trabalho indicam que o sitio de interacdo
de CRABP2 com AR encontra-se pré-formado e que a interacdo com o ligante leva a
estabilizagdo da superficie de dimerizacdo de holo-CRABP2 e de outras regides funcionalmente
importantes para a interacdo com parceiros moleculares. Devido a similaridade entre as
estruturas de apo e holo-CRABP2, a execucdo das funcbes especificas a cada estado de
CRABP2 (livre e ligado) nas celulas deve ser modulada pela entropia conformacional,
incluindo a regulagdo da interacéo entre a proteina e seus diferentes parceiros moleculares.



ABSTRACT

Retinoic acid (RA), the major vitamin A active metabolite, regulates gene transcription through
the activation of its cognate nuclear receptors. Cellular RA-Binding Protein 2 (CRABP2) is a
coactivator of the RA-controlled gene expression, translocating RA from the cytoplasm to the
nucleus and directly channeling it to Retinoic Acid Receptors (RARs). RARs activation induce
the transcription of apoptosis-related and growth inhibition genes, pointing at CRABP2 as anti
oncogenic protein and a potential target for therapy of RA-resistant cancers. Due to similarities
between free (apo) and RA-bound (holo) CRABP2 tridimensional structures, the mechanisms
in charge of RA:CRABP2 complex formation and CRABP2 recognition by its molecular
partners remain unknown. The goal of this work was to characterize the interaction between
CRABP2 and RA as well as free and RA-bound CRABP2 dynamics using Nuclear Magnetic
Resonance (NMR) as the main tool. NMR spectra were collected on N and/or *C-labeled
CRABP2 samples at 25 °C on Bruker 600MHz/800MHz/900MHz spectrometers. Fast and slow
backbone dynamics of free and RA-bound CRABP2 were derived from °*N longitudinal (Ry),
transverse (Rz) relaxation rates and ®N—{*H} NOE, and ®N Carr-Purcell-Meiboom-Gill
relaxation dispersion (CPMG)-based experiments, respectively. The interaction between
CRABP2 and RA was characterized by a combination of NMR titration experiments,
Differential Scanning Fluorimetry (DSF) and Surface Plasmon Resonance Spectroscopy (SPR).
In RA presence, loops BC-BD and BE-BF fast dynamics was quenched. Besides that, the R
values increasing associated with the decrease in Ri values for the AR: CRABP2 complex
suggested CRABP2 self-association triggered by RA. Holo-CRABP2 self-association interface
mapped by NMR titration experiments concerns residues clustered on the CRABP2 portal
region(a1-loop-a2/BC-BD/BE-BF) and on B-strands BI-BA. Holo-CRABP2 dimerization surface
in solution correlates well with the interface mediating RA:CRABP2 self-association in
RA:CRABP2 crystallographic dimer structure (PDB 2FR3). Numerous residues of apo-
CRABP2 displayed conformational exchange dynamics in the ps-ms time scale. Sixteen
residues constituted the core group that showed the most similar fluctuation parameters (kex =
320 + 40s/ ps = 0.2 + 0.03). Apo-CRABP2 conformational exchange events were suppressed
upon RA:CRABP2 complex formation. A smaller subset of residues showing fast exchange
fluctuation, which is independent of apo-CRABP2 intermediate timescale dynamics, was
identified in holo-CRABP2 (kex>2000s/ pg~0.05). Even though residues showing CSPs in RA
presence and absence agree well with the ones showing intermediate timescale dynamics in
apo-CRABP?2, both effects could not be correlated in a statistically relevant way, indicating that
CRABP2 higher-energy state is structurally distinct from the RA:CRABP2 complex. In
addition, SPR experiments used to characterize the kinetic parameters of RA binding to
CRABP?2 showed that RA-binding to CRABP2 and release from the binding cavity occur in a
different timescale than the fluctuation characterized by CPMG and cannot be the rate-limiting
step in both cases. Our findings indicate that the RA-binding site is pre-formed and that ligand
interaction lead to stabilization of CRABP2 dimerization interface and of other surfaces that
mediate protein interaction with different molecular partners. Due to the similarity between apo
and holo-CRABP2 tridimensional structures conformational entropy may play a key role in free
and RA-bound CRABP2 diverse cellular functions, including protein interaction with different
molecular partners.
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1 INTRODUCAO
1.1 VITAMINA A E SEUS METABOLITOS

A vitamina A, um micronutriente lipofilico essencial & vida, encontra-se envolvida na
regulacdo de uma ampla gama de processos fisioldgicos, incluindo reproducgdo, embriogénese,
visdo, crescimento, diferenciacéo celular e funcéo imune (DE LUCA, 1991; DUESTER, 2008;
MARK; GHYSELINCK; CHAMBON, 2006; STEPHENSEN, 2001). A desregulacdo dos
niveis de vitamina A, tanto o excesso quanto a deficiéncia, estd relacionada a diferentes
patologias. Os casos extremos de deficiéncia de vitamina A podem levar a cegueira e a morte
por infec¢cbes severas (CHIU; DILLON; WATSON, 2016). Em contrapartida, 0 seu excesso
pode ser toxico para diferentes 6rgaos e tecidos, como o figado e a pele, além de causar méa
formagBes durante o desenvolvimento embriondrio (BLOMHOFF;, BLOMHOFF, 2006;
COLLINS; MAO, 1999; MORRISS-KAY; WARD, 1999).

A execucdo de diferentes funcdes pela vitamina A (retinol) é intermediada por seus
metabolitos ativos, como o acido all-trans retinoico (AR), o 9-cis-AR e o 11-cis-retinal,
coletivamente conhecidos como retinoides de ocorréncia natural (NAPOLI, 1996). Os
retinoides sdo compostos por um anel -ionona, uma cadeia poli-insaturada e um grupamento
polar. Os retinodides se distinguem entre si através do estado de oxidacdo do grupamento polar.
O retinol apresenta um grupamento hidroxila, o retinal um grupamento carbonila e 0 AR um
grupamento carboxila (BOLLAG, 1983) (Figura 1). Devido a natureza hidrofébica, seja no
meio extra ou intracelular, os retinoides estdo presentes em goticulas lipidicas ou encontram-se
associados a diferentes proteinas especificas ligantes de retinoides (NAPOLI, 2016).

Os retinoides realizam suas diferentes fungdes fisiologicas através de trés mecanismos
principais: 1) 11-cis-retinal (rodopsina) atua como um cromoforo para o0 processo visual
(PALCZEWSKI, 2012; WALD, 1968); 2) AR e seus metabdlitos participam da regulagéo da
expressdo através da ativacdo de receptores nucleares (MENOZZI et al., 2017); 3) AR executa

fungdes extranucleares ndo-gendmicas (WEI, 2016).
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Figura 1: Estrutura quimica da vitamina A (retinol), retinal, acido retinoico e 11-cis-retinal.

1.2 ABSORCAO E METABOLISMO DE VITAMINA A

Os seres humanos ndo sdo capazes de produzir vitamina A e, portanto, obtém seus
precursores a partir da dieta. Os carotenoides, principalmente o -caroteno, sdo precursores de
vitamina A que podem ser obtidos de fontes vegetais. Ja a vitamina A pré-formada, na forma
de retinil ésteres (RES) e retinol, pode ser obtida de fontes animais (OLSON, 2009).

Os carotenoides sdo absorvidos pelos enterocitos e convertidos a retinal pela p-caroteno-
15,15’-monooxigenase (BCO-I) (DEVERY; MILBORROW, 1994). O retinal produzido é
convertido a retinol pela acéo de retinaldeido redutases (REH) (LI; TSO, 2003). Ja os REs sé&o
hidrolisados a retinol no Iimen intestinal por lipases associadas a membrana dos enterdcitos,
sendo subsequentemente internalizados por essas células (HARRISON, 1993). Nos enterdcitos,
o retinol é encontrado em complexo com a Proteina Celular Ligante de Retinol 2 (Cellular
Retinol-Binding Protein 2 -CRBP2). Outras CRBPs, que também se ligam a retinol, séo
encontradas em tecidos especificos (ALBALAT, 2009).

A maior parte do retinol absorvido pelos enterdcitos é re-esterificado a retinil ésteres,
principalmente a palmitato (BLOMHOFF; BLOMHOFF, 2006). CRBP2 é responsavel por
entregar retinol a enzima lecitina:retinol acil transferase (lecitchin:retinol acyl transferase -
LRAT) para esterificacdo (HERR; ONG, 1992). Os REs formados sdo incorporados aos

quilomicrons, secretados na linfa e, posteriormente, direcionados para a circulacdo geral
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(BLOMHOFF et al., 1982, 1990). Uma porcdo significativa de retinol ndo esterificado é
liberado na circulagdo porta-hepatica (HARRISON, 2005). Remanescentes de quilomicrons
contendo REs sdo encontrados na circulacdo geral e transportados para os tecidos-alvo ou para
o figado (PAIK et al., 2004).

A maior fragdo dos quilomicrons que contém REs é absorvida pelas células hepéticas e os
REs sdo novamente hidrolisados a retinol nos hepatdcitos. O retinol formado pode ser re-
esterificado por acdo da LRAT e estocado nas células estreladas hepaticas ou secretado na
circulacdo em complexo com a Proteina Ligante de Retinol (serum Retinol-Binding Protein -
RBP) para os diferentes tecidos onde atua (GOTTESMAN; QUADRO; BLANER, 2001,
ZANOTTI; BERNI, 2004). Em mamiferos, em torno de 50-80% do estoque de Vitamina A esta
presente nas células estreladas hepéaticas (SENOO, 2004). Mais de 95% da vitamina A presente
nessas células é encontrada na forma de REs e armazenada em goticulas lipidicas no citoplasma
(SENOO, 2004). REs também sdo armazenados em células extra-hepaticas sob a forma de
goticulas lipidicas, o que pode ser importante para o suprimento de tecidos com alta demanda
de retinol (BLOMHOFF; BLOMHOFF, 2006) (Figura 2).

un
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Figura 2: Absorcao e metabolismo intestinal e hepatico da Vitamina A.

A absorcdo de retinol:RBP por células-alvo € mediada pela proteina transmembrana STRAG
(stimulated by RA gene 6 — STRAG6), que atua como um receptor de alta afinidade para RBP na
superficie celular (KAWAGUCHI et al., 2007). O retinol absorvido pode ser convertido nos
diferentes metabdlitos ativos da vitamina A ou pode ser estocado em goticulas lipidicas
(THEODOSIOU; LAUDET; SCHUBERT, 2010). O AR ¢ o principal metabdlito ativo da
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vitamina A e pode ser produzido em duas etapas a partir do retinol: 1) reversivelmente
convertido a retinal por duas retinol-desidrogenases: alcool desidrogenase de cadeia curta
(medium-chain alcohol dehydrogenases - ADHS) e desidrogenases/redutases de cadeia média
(membrane-bound short-chain dehydrogenases/reductase - SDRs) (PARES et al., 2008); 2)
irreversivelmente convertido a AR por retinal desidrogenases (Retinal dehydrogenase -
RALDH) - RALDH1, 2, 3 e 4 (DUESTER, 2008).

Apds a sua sintese, 0 AR pode ser translocado para o nacleo das células em associagcdo com
a Proteina Celular Ligante de AR 2 (Cellular Retinoic Acid-Binding Protein — CRABP2) e a
Proteina Ligante de Acido Graxo 5 (Fatty Acid-Binding Protein 5 — FABP5) (WOLF, 2000;
DONOVAN et al., 1995) e induzir a transcricdo de genes especificos via ativacdo dos
Receptores de AR (Retinoic Acid Receptors - RARS) e dos Receptores Ativados por Proliferador
de Peroxissoma /6 (Peroxisome Proliferator-Activated Receptor /0 — PPARS/6 ) (SCHUG et
al., 2007; SHAW; ELHOLM; NOY, 2003a), respectivamente. Além disso, 0 AR pode ser
transportado para células-alvo vizinhas onde ird atuar (THEODOSIOU; LAUDET;
SCHUBERT, 2010). Devido a sua capacidade de ativar a expressdo de genes envolvidos em
uma ampla gama de processos fisiologicos, o nivel de AR nas células é finamente regulado. O
excesso de AR é eliminado através da sua conversdo em compostos polares, como 4-OH-AR,
4-0x0-AR e 18-OH-AR, por enzimas Citocromo P450 (CYP26s) presentes na membrana do
reticulo endoplasmaético - CYP26A1, CYP26B1 e CYP26C1 (PETKOVICH, 2001). In vitro, as
proteinas CRABP1 e CRABP2 regulam a concentracdo de AR via CYP26B1 (NELSON et al.,
2016) (Figura 3).
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Figura 3: Absorcao e metabolismo extra-hepatico de Vitamina A.
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1.3 SINALIZACAO CELULAR VIA ACIDO RETINOICO (AR)

A acdo do AR ¢ analoga a de hormonios esteroides, como estrogenos, progestogenos e
glicocorticoides, que usualmente atuam atraves da inibicdo/ativacdo da transcricdo génica
(ROSS; TERNUS, 1993). Assim como o AR, essas moléculas séo transportadas na circulagdo
sanguinea em associa¢do com proteinas ligantes de hormonios, sdo capazes de se difundir
através da membrana plasmatica e interagir com seus receptores intracelulares (BRINKMANN,
1994). A sinalizacdo via AR pode ocorrer de duas maneiras: 1) Paracrina- o AR presente no
citoplasma é liberado na circulacdo e captado por uma célula vizinha; 2) Autécrina- 0 AR é
translocado para o ndcleo da célula e ativa a transcri¢do de genes responsivos a AR (BUDHU;
NOY, 2002; ROSS; TERNUS, 1993).

A via classica de regulacdo da transcricdo génica por AR é mediada pela ativacdo de RARs
(RARa, RARP e RARY) na presenca de ligante (GERMAIN et al., 2006). Porém, na ultima
década, descobriu-se que 0 AR controla diversos processos biolégicos de maneira independente
de RARs. Além de RARs, 0 AR pode atuar como agonista de PPARB/6 (BERRY; NOY, 2007;
SHAW; ELHOLM; NOY, 2003b). RARs e PPARf/5 regulam a expresséo de genes distintos e,
consequentemente, a reposta das células ao AR é dependente da via que é ativada ou da via
predominante (NOY, 2016). RARs e PPARP/6 sdo amplamente distribuidos nos tecidos de
vertebrados, inclusive nas mesmas células, sugerindo que existe um mecanismo responsavel
por controlar o particionamento de AR entre os diferentes receptores. A biodisponibilidade de
AR para os diferentes receptores é controlada por CRABP2 e FABP5. Enquanto CRABP2
apresenta alta afinidade por AR (subnanomolar) e o entrega aos RARs, FABP5 possui menor
afinidade por AR (nanomolar) e o entrega aos PPARp/3. Sendo assim, os niveis relativos de
CRABP2 e FABPS5 sdo determinantes do efeito causado pelo AR nas células (MANOR et al.,
2003; SCHUG et al., 2008a).

Além dos efeitos gendmicos do AR, acdes extranucleares ndo-gendmicas ja foram descritas
para essa molécula. No citoplasma, o AR esta envolvido na ativagdo de diferentes cascatas de
sinalizagéo capazes de modular a expressao tanto de genes responsivos a AR quanto de genes
n&o responsivos a essa molécula que podem ou néo estar sob o controle direto de seus receptores
nucleares cognatos. O AR regula a expressdo de diferentes genes via metilacdo de DNA,
modificacdo de histonas e fosforilacdo de proteinas coativadoras/corepressoras da expressao
génica (AL TANOURY; PISKUNOV; ROCHETTE-EGLY, 2013; BAR-EL DADON;
REIFEN, 2017).
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1.3.1 Regulagéo da Transcri¢do Génica por AR via RARs e PPARP/d

A acdo genémica do AR € responsavel pela regulacdo da transcricdo de mais de 532 genes
envolvidos no controle da proliferacdo, da diferenciacdo e da manutencdo da morfogénese em
diferentes linhagens celulares (BALMER; BLOMHOFF, 2002). Os elementos centrais das vias
que medeiam os efeitos gendmicos do AR nas celulas sdo os receptores nucleares cognatos, as
sequéncias de DNA especificas presentes na regido promotora dos genes responsivos a AR e as
proteinas carreadoras de AR que realizam a sua entrega no nucleo (THEODOSIOU; LAUDET;
SCHUBERT, 2010) (Figura 4).

CRABP2

RXR-RAR RXR-PPARB/S

Figura 4: Elementos centrais na regulacio gendmica da transcricéo via AR. Na presen¢a de AR, CRABP2 e
FABPS5 séo translocadas para o nucleo das células onde entregam AR a RARs e PPARP/S, respectivamente. A
ativacdo de RARs e PPAR/S leva a transcricdo de genes que apresentam elementos de DNA especificos e sdo
responsivos a AR. CRABP2 e FABPS livres sdo rapidamente redirecionadas ao citoplasma.

1.3.1.1 Receptores Nucleares

Os receptores nucleares (Nuclear Receptors - NRs) sdo fatores de transcricdo ativados pela
interacdo com ligantes cognatos. A ativacdo dos NRs pode tanto reprimir quanto ativar a
transcrigdo de genes-alvo (DELFOSSE et al., 2015). Os NRs controlam mdaltiplos processos
bioldgicos, como desenvolvimento, metabolismo, funcdo imune e reproducdo (BOOKOUT et
al., 2006; DELFOSSE et al., 2015). Dos quarenta e oito receptores nucleares identificados até
0 momento no genoma humano, aproximadamente metade se liga a esteroides enddcrinos

(progesterona, andrdgenos e estrdégenos), vitaminas lipossoliveis A e D, acidos graxos, acidos
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biliares, dentre outros (BOOKOUT et al., 2006;GRONEMEYER; GUSTAFSSON; LAUDET,
2004). A outra metade € constituida por receptores orfaos, cujos ligantes, genes-alvo e funcdes
fisioldgicas ainda sdo desconhecidos. Os NRs sdo utilizados como alvos terapéuticos pela
industria farmacéutica para o desenvolvimento de farmacos contra diferentes patologias, como
0 cancer de mama, diabetes mellitus tipo 2, infertilidade e doencas inflamatorias
(GRONEMEYER; GUSTAFSSON; LAUDET, 2004).

1.3.1.1.1 Estrutura e Mecanismo de a¢édo

O AR atua como agonista de duas classes de NRs: RARs — (RARa, RARP e RARy) e
PPARP/S (SCHUG et al., 2007; SHAW; ELHOLM; NOY, 2003a). RARs e PPARP/S
apresentam a arquitetura modular candnica dessa familia de receptores, sendo constituidos por
seis dominios — A, B, C, D, E e F. Os dominios N-terminais A/B estdo relacionados a interacdes
com coativadores que sao independentes de ligante. O dominio C constitui o dominio de ligacdo
a DNA (DNA Binding Domain - DBD) e esta envolvido na interagdo desses fatores de
transcricdo com elementos de DNA especificos. O dominio D conecta o dominio de ligacéo a
DNA ao dominio de interacdo com o ligante e usualmente contém os residuos responsaveis pela
localizacdo nuclear dos receptores. O dominio E é o dominio de interacdo com o ligante (Ligand
Binding Domain - LBD). A superficie principal que medeia a dimerizacdo de NRs e as regides
envolvidas na interacdo com ativadores/repressores estdo presentes no LBD. O dominio F
apresenta tamanho variavel e a sua funcdo ainda ndo é totalmente conhecida (Figura 5A). O
DBD e o LBD sdo altamente conservados entre os membros da familia, enquanto os dominios
A/B e F sdo bastante varidveis (CHAWLA et al., 2001; RASTINEJAD et al., 2013).

Os NRs podem se ligar aos seus DNAs-alvo como homodimeros (Classes | e l1ll),
heterodimeros (Classe I1) ou monémeros (Classe 1V) (ARANDA; PASCUAL, 2001). RARs e
PPARpB/5 pertencem a classe Il e formam heterodimeros com um parceiro em comum, 0
Receptor de Retinoide X (Retinoid Receptor X - RXR) (LEID; KASTNER; CHAMBON, 1992)
(Figura 5B). A regulagdo da transcricdo génica mediada por NRs é controlada por uma rede
complexa e dindmica de interacbes entre esses receptores e multiplos complexos
coativadores/corepressores. Na auséncia de ligante, os heterodimeros RAR:RXR e
PPARPB/3:RXR encontram-se associados tanto aos seus DNAs-alvo quanto a complexos
corepressores, que garantem a compactacdo da cromatina e inibem a transcricdo génica
(RASTINEJAD et al., 2013).
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Enquanto RARs apresentam alta afinidade e seletividade a AR (subnanomolar), PPARB/5
se liga a AR com menor afinidade (nanomolar) e também pode ser ativado por diferentes
moléculas derivadas de acidos graxos (DESVERGNE; WAHLI, 1999; LANGE et al., 2008;
LIN et al., 1999; SHAW; ELHOLM; NOY, 2003b). A interacdo entre os NRs e seus ligantes
cognatos induz mudancas conformacionais em seus LBDs, modulando a sua preferéncia de
interacdo com coativadores ou corepressores. Os LBDs sdo formados por 12 hélices (H1-H12)
e por uma pequena folha-p, que conecta as hélices H5 e H6 (Figura 5C). Quando em complexo
com seus ligantes cognatos (holo-NRs), a hélice H12 se move em direcdo ao sitio de interacédo
com o ligante formando uma “tampa”. A mudanca conformacional da hélice H12 na presenca
de ligante favorece contatos hidrofobicos com as hélices H3 e H4. A superficie formada entre
as trés hélices é utilizada para a interacdo com coativadores, incluindo membros da familia de
coativadores de receptores de esteroides (Steroid Receptor Coactivator - SRC) (Figura 5C). A
ligacdo de coativadores aos holo-NRs inicia a formacgdo dos complexos de transcri¢éo, tendo
efeito positivo na regulacéo da expressdo génica controlada por RARs e PPARB/6 (CHANDRA
etal., 2017; EBERHARDT et al., 2019; NAGY; SCHWABE, 2004). O término da transcri¢do
pode ser sinalizado pela ubiquitunacdo dos holo-NRs e consequente degradacdo pelo
proteassoma (AL TANOURY; PISKUNOV; ROCHETTE-EGLY, 2013).

A ligacdo de AR a RARs e PPAR/s ativa a transcri¢do de genes envolvidos em processos
como embriogénese, crescimento celular, diferenciagdo e apoptose (LEID; KASTNER,;
CHAMBON, 1992). Como a modulagdo da expressdo génica mediada por RARs e PPARp/3
tém efeito direto na diferenciacdo e crescimento celulares, moléculas sintéticas capazes de se
ligar a esses receptores e regular a sua agao foram desenvolvidas para o tratamento de diferentes
tipos de cancer (leucemia promielocitica, linfoma cutaneo de células T, sindrome
mielodisplasica e carcinoma de células escamosas) e doencas inflamatérias (acne severa e
psoriase) (ALTUCCI et al., 2007; HUANG; CHANDRA; RASTINEJAD, 2014).
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Figura 5: Estrutura tridimensional de NRs e complexo quaternario com DNA. (A) Estrutura modular
candnica de NRs. Os dominios C e E sdo os dominios de ligacdo a DNA (DBD) e a ligante (LBD), respectivamente.
(B) Estrutura cristalografica do complexo RARB-RXRa-DNA (PDB 5UAN). O complexo € composto por: RARP
(verde), RXRa (rosa), peptideo coativador NCOA2 (amarelo), AR (azul), 9-cis-AR (ciano) e DNA-alvo (laranja).
Os sitios reconhecidos pelos DBDs de RXRa ¢ RXRa estdo destacadas na em rosa e verde, respectivamente, na
sequéncia do DNA-alvo. (C) Estruturas cristalograficas de RXRa livre (esquerda) (PDB 6HNG) e ligado a &cido
docosa-hexaenoico (direita) (PDB 1MV9). A hélice H12, que é a mais afetada pela interagdo com o ligante, esta
destacada em ciano. O peptideo coativador NCOAZ2 e o acido docosa-hexaendico estdo representados em amarelo
e vermelho, respectivamente.
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1.3.1.2 Elementos de DNA

Apesar de ambos os receptores dimerizarem com RXRs, RARs e PPARP/6 induzem a
expressao de genes distintos. Enquanto o complexo RAR:RXR ativa a transcricdo de genes que
contém o Elemento do Receptor de Acido Retinoico (Retinoic Acid-Receptor Element — RARE)
(WOLF, 2000), os genes-alvo do dimero PPARPB/6:RXR apresentam Elementos Responsivos
a PPAR (PPAR Response Element - PPER) (JUGE-AUBRY et al., 1997). Os RARESs sédo
formados por duas repeticGes diretas (Direct Repeats - DRs) da sequéncia consenso de seis
nucleotideos 5’-(A/G)G(G/T)TCA-3’. As repeticdes dessas sequéncias podem estar dispostas
em tandem (DRO) ou estar separadas por até 8 nucleotideos (DR1-DR8) (WOLF, 2000). Os
PPERs sdo formados por um elemento central DR1 e também podem apresentar uma regiao
adicional localizada anteriormente a DR1 (JUGE-AUBRY et al., 1997).

Tanto RARs quanto PPAR/S estdo envolvidos na ativagdo da transcri¢do de genes que
controlam o crescimento celular. Porém, os genes regulados pelos diferentes NRs apresentam
efeitos opostos. Os genes cuja transcricdo é ativada por RARs inibem o crescimento celular,
induzindo a diferenciacdo, a parada do ciclo celular e a apoptose (WANG et al., 2006). De
maneira contréria, a ativacdo de PPARP/S resulta na transcrigdo de genes que promovem a
sobrevivéncia e a proliferacdo celular (SCHUG et al., 2007; WANG et al., 2006). Compostos
sintéticos capazes de ativar seletivamente RARs sdo utilizados no tratamento de diferentes
patologias, incluindo cancer e doencas dermatologicas (ALTUCCI et al., 2007; SOPRANO;
QIN; SOPRANO, 2004).

Sendo assim, devido a ativagdo tanto de RARs quanto de PPARp/S, a regulagdo da
transcricdo génica via AR pode ter efeitos contrarios nas células. A predominancia de uma via
em detrimento da outra é primariamente controlada pelas proteinas responsaveis por transportar

0 AR para o nucleo e realizar a sua entrega aos seus receptores cognatos (NOY, 2016).
1.3.1.3 Proteinas Intracelulares Ligantes de Lipideos

As Proteinas Intracelulares Ligantes de Lipideos (Intracellular Lipid-Binding Proteins -
iILBPs) séo pequenas proteinas citosolicas (aproximadamente 15 kDa) capazes de se ligar com
alta afinidade, de maneira ndo-covalente e reversivel, a diferentes compostos hidrofébicos
(NOY, 2007; SMATHERS; PETERSEN, 2011). A funcéo priméria das iLBPs é a de chaperona
de moléculas hidrofobicas. Porém, além de atuarem solubilizando seus ligantes hidrofébicos
em ambiente aquoso e impedindo a degradacdo/isomerizacdo inespecifica dessas moléculas, as

iLBPs também estdo envolvidas na regulacdo da atividade biol6gica de seus ligantes nas células
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(GLATZ, 2015). As iLBPs incluem as Proteinas Celulares Ligantes de Retinol (CRBPs), as
Proteinas Celulares Ligantes de Acido Retinoico (CRABPS) e as Proteinas Celulares Ligantes
de Acidos Graxos (FABPs) (VOGEL HERTZEL; BERNLOHR, 2000). As diferentes isoformas
das iLBPs, o seu perfil de expresséao e 0s seus ligantes cognatos estdo resumidos na Tabela 1.

As CRBPs se ligam a retinal e retinol com afinidade de nanomolar e sdo responsaveis por
entrega-los a enzimas especificas que catalisam a formacdo de retinil ésteres ou AR
(THEODOSIOU; LAUDET; SCHUBERT, 2010). As FABPs se ligam a diferentes moléculas
hidrofobicas e realizam funcdes variadas nas células como modula¢édo da atividade de enzimas
envolvidas no metabolismo de &cidos graxos, captacdo de acidos graxos da membrana,
transporte dos ligantes entre os compartimentos celulares e ativagdo de PPARP/o
(SMATHERS; PETERSEN, 2011; VOGEL HERTZEL; BERNLOHR, 2000). CRABPs
interagem com AR com afinidade de subnanomolar, desempenhando um importante papel no
controle dos niveis dessa molécula nas celulas e na ativacdo de RARs, por exemplo (NELSON
et al., 2016; WOLF, 2000). A interacdo entre CRABP2 e FABP5 com AR resulta na sua
translocacéo para o nucleo e na ativacdo da transcricdo génica modulada por AR (SCHUG et
al., 2007; SHAW; ELHOLM; NOY, 2003a).

1.3.1.3.1 Estrutura e Mecanismo de agéo

Apesar da baixa similaridade de sequéncia primaria (~20%), as iLBPs apresentam
estruturas tridimensionais conservadas (YOUNG et al., 1994). A estrutura candnica das iLBPs
consiste em um dominio N-terminal hélice-alga-hélice (al-alca-a2) e um barril-g (BA-pJ). O
barril-f é formado por duas folhas-f antiparalelas, com 5 fitas-p cada (BA-BE e BF-BJ), que sdo
praticamente ortogonais entre si, constituindo uma cavidade grande e preenchida por solvente
que contém o sitio de interagdo com o ligante (KLEYWEGT et al., 1994). Oito das nove algas
que conectam as fitas-f sdo pequenas voltas reversas, entretanto as fitas A ¢ B sdo conectadas
pelo motivo hélice-al¢a-hélice (Figura 6A). A regido formada pelo dominio hélice-al¢a-hélice
e pelas alcas BC-BD e BE-BF é conhecida como a regido do portal das iLBPs (Figura 6B). Nesta
familia de proteinas, as fitas BD e BE ndo s@o conectadas por ligacfes hidrogénio entre os
atomos das suas cadeias principais, formando a regido do gap (Figura 6C). Tanto o portal
guanto o gap ja foram previamente relacionados a entrada e saida dos ligantes da cavidade que
contém o sitio de interacdo (AALTEN et al., 1995).



Tabela 1: iLBPs — perfil de expressao e ligantes. Adaptado de VOGEL HERTZEL; BERNLOHR, 2000.

iLBP Expressao Ligante(s)
Figado, intestino, pancreas, rins, o
FABP1 A . Oleato, bilirrubina, etc
estdmago, pulmdes
FABP2 Intestino, figado Acidos graxos de cadeia longa
Musculo cardiaco/esquelético,
rins, pulmdes, estdbmago, . .
i . Palmitato, oleato, acido
FABP3 testiculos, adrenal, glandulas L
. . araquidonico, etc
mamarias, placenta, ovarios,
tecido adiposo marrom
Adipdcitos, macréfagos, células
FABP4 dendriticas, fibras musculares Acidos graxos de cadeia longa
esqueléticas
Pele, lingua, adipdcitos,
macrofagos, células dendriticas,
glandulas mamarias, cérebro, . .
A ) ] . Acido esteéarico, all-trans AR,
FABP5 estdmago, intestino, rins, o L
§ B 3 acido araquidonico
figado, pulmdes, coracéo,
musculo esquelético, testiculos,
retina, baco, placenta
ileo, ovarios, adrenais, . N
FABP6 R Acidos biliares
estdmago
Cérebro, sistema nervoso
FABP7 central, células da glia, retina, Oleato, acido araquidbnico
glandulas mamarias
Sistema nervoso periférico, o .
FABPS8 ] Acidos graxos de cadeia longa
células de Schwann
Testiculos, glandulas salivares, o )
FABP9 . . Acidos graxos de cadeia longa
glandulas mamérias
FABP12 Retina, testiculos
CRABP1 ubiqua
Pele, adipdcitos, glandulas AR
CRABP2 mamarias, testiculos, plexo
coroide
Figado, rins, pulmdes, 6rgéos
CRBP1 reprodutores, plexo coroide,
epitélio pigmentar da retina Retinol, Retinal
CRBP2 Intestino delgado
CRBP3 Coracdo, musculos esqueléticos

28
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Figura 6: Estrutura canénica e regifes caracteristicas de iLBPs. (A) Estrutura cristalografica de CRABP2 livre
(PDB 2FR6) como representativa da estrutura canénica de iLBPs. As a-hélices estdo representadas em ciano, as
folhas-B em magenta e as algas em bege. A regido C-terminal (C), a hélice al, as fitas Bl-BJ e as alcas BF-BG, G-
BH, BH-pBI e BI-pJ estdo indicados na estrutura de apo-CRABP2. A figura da direita esta girada de 180° em y em
relacdo da esquerda. A regido N-terminal (N), a hélice a2, as fitas BA-BE e as alcas al-a2, a2- BB, pB-pC, BC-BD,
BD-BE e BE-BF estdo identificadas na estrutura da proteina. (B) A regido do portal das iLBPs (al-alca-o2 e pelas
algas BC-BD e BE-BF) esta destacada em vermelho na estrutura cristalogréfica de CRABP2 livre (PDB 2FR6). (B)
A regido do gap das iLBPs (fitas D e BE) esta destacada em verde na estrutura cristalografica de CRABP2 livre
(PDB 2FR6).

A cavidade que contém o sitio de ligacdo em iLBPs apresenta um volume cerca de 3 vezes
maior que o proprio ligante e, tipicamente, apenas uma molécula de ligante é encontrada na

cavidade. O sitio de ligacdo € formado por uma superficie anfipatica, com residuos polares
localizados mais internamente e residuos hidrofobicos presentes na regido do portal
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(THOMPSON; BRATT; BANASZAK, 1995). A cabeca polar dos ligantes esta localizada mais
internamente na cavidade, enquanto a regido do portal interage com a porgdo apolar
(KLEYWEGT et al., 1994) (Figura 7).

Figura 7: Sitio de ligacao anfipatico e orientacdo do ligante em iLBPs. Os residuos de CRABP2 que realizam
contato direto com AR estdo mapeados na estrutura cristalografica de holo-CRABP2 (2FR3). As cadeias laterais
dos residuos envolvidos em contatos hidrofébicos com a porgao apolar do AR, localizados na regido do portal,
estdo coloridas em azul. As interagdes hidrofébicas estdo representadas por linhas pontilhadas na cor bege. As
cadeias laterais dos residuos que interagem com a por¢do polar do AR via ligacdo de hidrogénio, localizados mais
internamente na cavidade, estdo representadas em vermelho. As ligacGes de hidrogénio estdo representadas por
linhas pontilhadas amarelas. A molécula de 4gua responséavel por mediar a interacdo do AR com Argl1l e Thr54
esta representada por uma esfera preta. AR esta representado em verde.

Uma rede ordenada de moléculas de agua e mantida por ligagdes hidrogénio com cadeias
laterais de residuos polares e com outras moléculas de agua também € observada no interior da
cavidade dessa familia de proteinas (BANASZAK et al., 1994). Com a formagéo do complexo
ligante:proteina, as moléculas de agua s&o deslocadas para o fundo da cavidade, formando uma
rede de liga¢Oes hidrogénio muito mais compacta e menos dindmica do que a verificada na
forma livre (BANASZAK et al., 1994; CHEN et al., 1998). A principal funcéo atribuida a essa
rede de &guas é a estabilizagdo da cavidade de iLBPs na auséncia de ligante e a participagéo no
processo de enovelamento dessas proteinas (LUCKE et al., 2002).

A extensa interagdo entre iLBPs e seus ligantes e a compactacdo da rede de aguas
proveniente da formagdo do complexo ligante:iLBP resulta no aumento da estabilidade da

forma ligada dessas proteinas, sendo a regido do portal a mais afetada. A estabilizacdo da regido
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do portal na presenca do ligante foi comprovada por estudos de protedlise limitada e pelo
aumento da densidade eletrénica dessa regido nas estruturas cristalograficas de holo-iLBPs
(JAMISON; NEWCOMER; ONG, 1994). Apesar da maior estabilidade na presenca de ligante,
a comparacao das estruturas tridimensionais de diferentes iLBPs livre e ligada ndo mostra
diferencas significativas e, sendo assim, 0 mecanismo de captacéo e liberacdo de ligante pelas
proteinas dessa familia ainda ndo é completamente entendido (Figura 8).

Figura 8: Semelhancas entre as estruturas de apo- e holo-iLBPs. Sobreposicao das estruturas cristalogréaficas
de CRABP2 livre (PDB 2FS6) (ciano) e ligada a AR (2FR3) (cinza). O AR esta representado em verde.

Como a regido do portal é localmente desordenada e flexivel, devido a desestabilizacdo das
interacdes entre 0s segmentos que o formam, em algumas iLBPs, foi sugerido que a entrada do
ligante na cavidade de interagdo estaria correlacionada a transi¢cbes ordem-desordem na
proteina livre. Na hipotese do “portal dinamico”, as iLBPs apresentam uma conformagao aberta
na auséncia de ligante e fechada na presenca de ligante. As transi¢cdes ordem-desordem seriam
suprimidas em holo-iLBPs, através de uma série de interacfes adicionais observadas na
presenca do ligante, deslocando o equilibrio na direcdo do estado ordenado/fechado. A
liberacdo do ligante deve ser favorecida por algum processo que desloque esse equilibrio
novamente para o estado desordenado, ou aberto, como a coliséo com membranas aceptoras
(HODSDON; CISTOLA, 1997). Apesar dessa hipoOtese ndo ser capaz de explicar inteiramente
0 mecanismo de captacédo de ligantes por todas as iLBPs, visto que a desestruturacdo da regido
do portal ndo foi observada para todos os membros da familia, ela indica que a dindmica dessas

proteinas tem papel central no mecanismo de entrada e saida do ligante da cavidade (RAGONA
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etal., 2014). A caracterizac¢do da dindmica molecular de apo e holo-iLBPs, visando a elucidagéo
do mecanismo de interagdo entre essas proteinas e seus ligantes, foi alvo de diferentes estudos

nas ultimas décadas.
1.4 PROTEINA CELULAR LIGANTE DE ACIDO RETINOICO 2 (CRABP2)

CRABP?2 ¢ encontrada em virtualmente todos os vertebrados e, apesar de ser ubiqua durante
o desenvolvimento embrionario, tem expressao limitada a tecidos especificos em individuos
adultos como pele, Utero, ovérios, testiculos, plexo coroide e células da linhagem
hematopoiética (WARDLAW et al., 1997; YAMAMOTO et al., 1998; ZHENG et al., 1996;
ZHENG; ONG, 1998). CRABP2 se liga com alta afinidade e especificidade ao acido all-trans
retinoico (AR) e com menor afinidade aos isébmeros 9-cis-AR e 13-cis-AR (NORRIS et al.,
1994;FOGH; VOORHEES; ASTROM, 1993). CRABP2 atua solubilizando o AR no ambiente
aquoso celular, protegendo o AR da isomerizacgdo inespecifica, mediando o seu transporte entre
os diferentes compartimentos celulares, entregando o excesso de AR para o catabolismo e
potencialmente inibindo a sua degradacdo pela enzima CYP26B1 em momentos de escassez
desta molécula, além de ser um elemento crucial na regulacdo da expressdo de genes
responsivos a AR (NAPOLI, 1993, 2012). Na auséncia de AR, CRABP2 interage com o
Antigeno R Humano (Human Antigen R - HUR), modulando a afinidade desta proteina aos seus
alvos de mMRNA (VREELAND et al., 2014a, 2014b).

1.4.1. Transativacdo de RARs

CRABP2 atua como coativadora da expressao génica mediada por AR, induzindo a ativagédo
da transcrigdo de genes-alvo de RARs (DONG et al., 1999). Na presenca de AR, CRABP2 ¢
translocada para o ndcleo onde entrega o AR diretamente aos RARs, através da formacédo de
um complexo transiente entre as duas proteinas. Os residuos GIn74, Pro80 e Lys101,
localizados préximo a regido do portal em CRABP2, sdo responsaveis por mediar a interacdo
entre holo-CRABP2 e RARs (Figura 9) (BUDHU; GILLILAN; NOY, 2001; BUDHU; NOY,
2002). A substituicéo desses residuos pelos residuos correspondentes em CRABP1, a homdéloga
mais proxima a CRABP2 que ndo é capaz de transativar RARs, eliminou a capacidade de
CRABP2 de ativar a transcri¢do de genes responsivos a AR. Os residuos de RARs envolvidos
na interacdo com CRABP2 ainda ndo sdo conhecidos, porém, sabe-se que essa interacdo é
mediada pelo LBD (BUDHU; GILLILAN; NOY, 2001). Apds entrega de AR para RARs, 0

complexo AR:RAR:CRABP2 é rapidamente dissociado, resultando na translocacdo de apo-
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CRABP2 para o citoplasma. Apesar do emprego de diferentes técnicas, o complexo
AR:RAR:CRABP2 nunca foi isolado (BUDHU; NOY, 2002b).

Figura 9: Residuos que medeiam a interacdo entre CRABP2 e RARs. Os residuos envolvidos na intera¢do
entre CRABP2 e RARs estdo mapeados na estrutura cristalografica de holo-CRABP2 (PDB 2FR3). O AR esta
representado em verde.

1.4.2 Localizagao subcelular

Na auséncia de AR, CRABP2 encontra-se no citoplasma, predominantemente associada
aoreticulo endoplasmético (RE). Como CRABP2 ¢ uma proteina solavel, é sugerido que a sua
associacdo ao RE seja provavelmente mediada por interacdes proteina-proteina. Como tanto
HuR quanto CYP26B1, que sao parceiras moleculares de CRABP2, sdo proteinas encontradas
na membrana do RE, acredita-se que a associacdo de CRABP2 ao RE ocorra via interagcbes com
essas duas proteinas (NELSON et al., 2016; ZHANG; VREELAND; NOY, 2016).

A interacdo com o AR leva a SUMOilagédo da Arg101 que resulta na sua dissociacédo do RE
(MAJUMDAR et al., 2011) e na translocagdo de holo-CRABP2 para o nucleo. CRABP2
apresenta um sinal de localizacdo nuclear (Nuclear Localization Signal — NLS) n&o-canénico,
formado pelos residuos Lys20, Arg29 e Lys30, que é ativado ap0s a interacdo entre a proteina
e 0 AR (SESSLER; NOY, 2005) (Figura 10). Importinas-a estdo envolvidas no

reconhecimento desse NLS presente em holo-CRABP2 e medeiam a translocagdo do complexo
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para o nucleo via importinas-p (SESSLER; NOY, 2005; ZHANG; VREELAND; NOY, 2016).

O mecanismo responsavel pelo retorno de CRABP2 para o citoplasma ainda néo foi elucidado.

Figura 10: NLS de CRABP2. Os residuos que compde o NLS de CRABP2 estdo mapeados na estrutura
cristalogréfica de holo-CRABP2 (PDB 2FR3). O AR esta representado em verde.

1.4.3 Estrutura e interacdo com AR

CRABP2 apresenta 137 residuos (My ~ 16 kDa) dispostos na estrutura tridimensional
candnica das iLBPs. A estequiometria de ligacdo entre CRABP2 e AR é de 1:1 e a interacdo
entre proteina e ligante é extensa, envolvendo 21 residuos (KLEYWEGT et al., 1994). Os
residuos que formam o sitio de interagdo foram identificados pela perda de superficie de acesso
ao solvente das cadeias laterais com a formacdo do complexo AR:CRABP2 na primeira
estrutura cristalografica determinada para holo-CRABP2, sdo eles: Phel5, Leul9, Val24,
Leu28, lle31, Ala32, Ala35, Ala36, Pro39, Val4l, Thrb4, Thr56, Val58, Args9, Val76, Asp77,
Argll1, Leul2l, Met123, Arg132 e Tyrl34 (KLEYWEGT et al., 1994) (Figura 11). O anel p-
ionona do AR esta parcialmente fixado a regido do portal pela porcédo inferior da hélice o2 ¢
pelas alcas BC-BD e BE-BF via interagdes hidrofobicas (KLEYWEGT et al., 1994). Apds a
formagéo do complexo AR:CRABP2, a porcédo apolar do AR permanece parcialmente exposta
ao solvente, permitindo que ele seja reconhecido por proteinas que interagem com CRABP2
(KLEYWEGT et al., 1994). A porcéo polar do AR esta diretamente ligada a Arg132 e Tyr134
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enquanto interage com Argl11 e Thr54 através de uma molécula de dgua (KLEYWEGT et al.,
1994). A extensa interacdo entre proteina e ligante gera uma afinidade da ordem de
subnanomolar e, quando os residuos polares sdo substituidos por residuos hidrofdbicos, a
interacdo diminui ~1000 vezes (uM), mas a orientacdo do AR na cavidade é mantida
(VAEZESLAMI et al., 2008).

Figura 11: Sitio de interagdo de CRABP2 com AR (PDB 2FR3). As cadeias laterais referentes aos 21 residuos
que participam da interacdo com o AR estdo destacadas na estrutura da proteina. Os residuos que interagem com
a ligante via interacdo hidrofobica estdo coloridos em azul (Phel5, Leul9, Val24, Leu28, lle31, Ala32, Ala35,
Ala36, Pro39, Val4l, Thr56, Val58, Arg59, Val76, Asp77, Leul21 e Metl123) e os residuos que participam de
interagdes polares com o ligante estdo em vermelho (Thr54, Arg111, Arg132 e Tyr134). O AR esta representado
em verde. A figura da direita esté rotacionada 180° em y em relagdo a da esquerda.

As estruturas tridimensionais de CRABP2 humana livre (VAEZESLAMI et al., 2006;
WANG et al., 1998) e ligada a AR foram determinadas (KLEYWEGT et al., 1994; WANG,;
YAN, 1999) tanto por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) quanto por cristalografia e
difracdo de raios-X. Néo é observada uma diferenca significativa entre as estruturas
tridimensionais cristalograficas de apo-CRABP2 (PDB 2FR3) e holo-CRABP2 (PDB 2FR6)
(Figura 8), inclusive para os residuos envolvidos na interacdo com AR (Figura 12A), RARs
(Figura 12B) e na formacéo do NLS tridimensional na presenca de ligante (Figura 12C). O
que se verifica € um aumento na rigidez da estrutura apos a interagdo com o ligante, indicando
que a dindmica da proteina € a principal responsavel pela execugdo das diferentes funcGes

referentes aos estados livre e ligado de CRABP2.
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Figura 12: Comparacgdo da conformacdo das cadeias laterais dos residuos de CRABP2 envolvidos na
interacdo com AR (A), na interagdo com RARs (B) e na translocacdo de CRABP2 para o nucleo (C) na
auséncia e na presenca de AR. Os residuos foram mapeados nas estruturas cristalograficas de CRABP2 livre
(PDB 2FS6) (ciano) e ligada a AR (2FR3) (cinza). O AR esta representado em verde.

Ja na estrutura de RMN de apo-CRABP2 (PDB 1BLR), o sitio de interacdo com AR
apresenta-se desordenado e flexivel, resultando em um portal para a cavidade de interagdo mais
alargado e um sitio de interacdo mais exposto ao solvente (VAEZESLAMI et al., 2006; WANG
et al., 1998). Porém, as regifes com as maiores diferengas entre as estruturas cristalograficas e
de RMN de CRABP2 apresentam poucos NOEs de longa distancia que sdo necessarios para a
definicdo da estrutura tridimensional (WANG et al., 1998) (Figura 13). Nos estudos de RMN,

foi observado que dos 21 residuos que fazem contato com o AR, 16 apresentam sinais fracos
ou néo observaveis nos experimentos 2D *H-®N HSQC (WANG et al., 1998). Porém, com a
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adicdo de AR, 19 dos 21 picos tém intensidade consistentemente incrementada nos
experimentos 2D *H-®"N HSQC (WANG; YAN, 1999).

As causas mais comuns de alargamento dos sinais de RMN em HSQCs sdo eventos de troca
conformacional e/ou troca do H amidico com o solvente. Para CRABP2, e outras iLBPs, foi
verificado que o alargamento dos sinais é devido a eventos de troca conformacional que
acontecem em uma escala de tempo intermediéria (us-ms) ao tempo de escala de RMN. A
supressdo dos eventos de troca em CRABP2 na presenca de AR sugere que a dindmica da
proteina nessa escala de tempo é crucial para 0 mecanismo de interacdo com o ligante (WANG
etal., 1998).

O mecanismo responsavel pela interacdo entre CRABP2 e AR e a modulagdo das
funcGes desempenhadas por apo e holo-CRABP2 pela interacdo com AR ainda ndo sédo
completamente entendidos. A grande similaridade entre as estruturas de apo e holo-CRABP2 e
a modulacdo dos eventos de troca conformacional pela interagdo com AR indicam que a
dindmica da proteina tem papel importante na execucao das suas diferentes funcées e, sendo

assim, a caracterizacdo da dindmica de CRABP2 se faz necessaria.

Figura 13: Comparacao da estrutura cristalografica e em solugdo de apo-CRABP2. Alinhamento entre a
estrutura cristalografica de apo-CRABP2 (2FS6) em azul e a estrutura de RMN de apo-CRABP2 (1BLR) em ciano.
A figura da direita esta rotacionada 180° em y em relacéo a da esquerda.

1.4.4 Papel na patogénese do cancer

O AR ¢ capaz de inibir a proliferacdo de células cancerosas e € utilizado de maneira racional
e especifica em determinadas terapias antitumorais, como em casos de neuroblastoma e
leucemia promielocitica (ALTUCCI; GRONEMEYER, 2001; SOPRANO; QIN; SOPRANO,
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2004). A inibicdo do crescimento celular pelo AR é mediada, primariamente, pela via
CRABP2/RAR, que induz a transcri¢do de genes responsaveis pela inibicdo da proliferagéo,
parada do ciclo celular e apoptose (WANG et al., 2006). Porém, no caso de células saudaveis e
de certos tipos de cancer de mama e pele, por exemplo, além de induzir a proliferacdo, o AR é
capaz de promover o crescimento e a sobrevivéncia (NOY, 2010; SCHUG et al., 2007). A
ativacdo da via FABP5/PPARP/S é responsével por induzir a expressao de genes que estimulam
0 crescimento, a angiogénese e a sobrevivéncia, promovendo o desenvolvimento tumoral
(WANG et al., 2006). Sendo assim, o efeito antagbnico do AR no tratamento de tumores é
observado devido a capacidade de ativagdo das vias CRABP2/RAR e FABP5/PPARp/S por
essa molécula (SCHUG et al., 2007).

Nas células onde a razdo FABP5/CRABP2 é reduzida, levando a ativacdo da via
CRABP2/RAR, 0 AR ira inibir o crescimento e induzir a apoptose. Porém, nas células onde a
razdo FABP5/CRABP2 é elevada, a via FABP5/PPARp/S serd predominante e promovera a
sobrevivéncia e a proliferacdo celular (SCHUG et al., 2007, 2008b). A desregulacdo da razéo
FABP5/CRABP2, comumente causada pelo aumento da expressdao de FABP5 concomitante a
diminuicdo da expressdo de CRABP2, é observada em diferentes tipos de cancer, como
glioblastoma, carcinoma de células escamosas, cancer de mama e cancer de bexiga (BARBUS
et al., 2011; CHEN; FENG; XU, 2011; LEVI et al., 2013; MASOUYE; SAURAT;
SIEGENTHALER, 1996; WATANABE et al., 1997) (Figura 14).

Os niveis de FABP5 sdo aumentados nas linhagens humanas MDA-MB231 de cancer de
mama e PC3M de cancer de prostata, ambas resistentes ao tratamento com AR. Ratos MMTV-
neu, que sdo um modelo para cancer de mama, apresentam resisténcia ao tratamento com AR e
seus tumores apresentam razdo FABP5/CRABP2 aumentada (SCHUG et al., 2008b). A redugéo
da razdo FABP5/CRABP2 em ratos MMTV-neu, seja pelo silenciamento de FABP5 ou pelo
aumento da expressdo de CRABP2 nas células mamarias, direciona 0 AR para a via
CRABP2/RAR em detrimento da via FABP5/PPARP/S e inibe a tumorigénese (LEVI et al.,
2013; SCHUG et al., 2008b). Em contrapartida, em diferentes linhagens tumorais de mama que
superexpressam CRABP2, como MCF-7, MB-231 e SC115, o tratamento com AR promove a
expressao de genes-alvo de RARs que induzem a inibig&o do crescimento e apoptose (BUDHU,;
NOY, 2002; SCHUG et al., 2007).

Tanto CRABP2 como FABP5 séo potenciais alvos terapéuticos para os casos de cancer
onde a resisténcia a AR é observada. Por estar diretamente associada a ativacdo de RARs e a
supressao tumoral, CRABP2 é considerada uma potente proteina antioncogénica (MANOR et



39

al., 2003). Sendo assim, o entendimento do mecanismo de interacdo entre CRABP2 e AR se
faz essencial para o desenvolvimento de drogas que tenham CRABP2 como alvo.

Células normais
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Figura 14: Papel do AR na tumorigénese através da modulagdo da ativacdo das vias CRABP2/RARs e
FABP5/PPARP/S.

1.5 ESTUDO DA DINAMICA DE PROTEINAS POR RESSONANCIA MAGNETICA
NUCLEAR

Proteinas sdo entidades dinamicas com a capacidade de interconversdo entre diferentes
conformacdes que sdo criticas para a execucao de suas func@es biolégicas (PALMER, 2001).
A barreira energética que separa diferentes conformacdes de uma proteina pode ser bastante
variavel, de modo que a interconversdo entre diferentes estados pode levar apenas poucos
picosegundos (vibracdo de ligagdo, movimentagédo de algas, tombamento molecular) ou alguns
segundos (rearranjos dramaticos como desenovelamento) (PALMER, 2004). A espectroscopia
de RMN é uma ferramenta poderosa para o0 estudo desses processos dinamicos, fornecendo
informagdes em nivel atbmico em escalas de tempo que variam de picosegundos até dias
(MITTERMAIER; KAY, 2009) (Figura 15).
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Figura 15: Tempo de escala dos eventos proteicos. O estudo da dindmica de proteinas pode ser realizado com o
auxilio de diferentes experimentos de RMN em uma escala de tempo bastante abrangente. Na figura estdo
relacionados os eventos, o tempo(s) e exemplos de experimentos de RMN utilizados em cada escala de tempo.
Adaptado de (KOVERMANN; ROGNE; WOLF-WATZ, 2016).

A RMN utiliza, dentre outras medidas, os parametros de relaxacdo Ti, T2 e 0s efeitos
nucleares Overhauser entre o heterontcleo, tipicamente N, e o nicleo de hidrogénio
diretamente ligado a ele para a caracterizacdo dos tempos de escala dos movimentos internos
da cadeia polipeptidica (ISHIMA; TORCHIA, 2000). Os parametros de relaxacdo Ti, T2 € 0
{*H}-®N NOE refletem movimentos que sido mais rapidos do que o tempo de correlagéo
rotacional (tc), que é o tempo necessario para que a proteina dé uma volta completa sobre o seu
préprio eixo em solucdo (PALMER, 2001). Os processos de relaxacdo longitudinal e transversa
derivam da existéncia de campos magnéticos locais, que variam randomicamente em direcao e
magnitude conforme a proteina tomba em solucdo. Portanto, existe uma correlacdo entre o0s
tempos de relaxacdo e os movimentos desenvolvidos pela proteina em solucdo (PENG;
WAGNER, 1992; STONE et al., 1992).

Apos a aplicacao do pulso de radiofrequéncia, a magnetizacao resultante tende a retornar
a orientacdo de menor energia, alinhada ao eixo z, fendbmeno este conhecido como relaxacéo.
Existem dois mecanismos independentes de relaxacdo em RMN: a relaxacgdo transversa, T, e a
relaxacéo longitudinal, T1. A relaxacdo da magnetizagdo longitudinal (relaxacao spin-rede) é o
processo pelo qual os spins retornam ao equilibrio térmico em z por meio da redistribuicdo das
populacbes dos estados do spin nuclear apds terem sido perturbados por um pulso de
radiofrequéncia. T esté relacionado a relaxagédo spin-spin, ou seja, a intera¢do dos spins com o
sistema, causada principalmente pela inhomogeneidade do campo magnético principal, e diz
respeito ao tempo que o vetor magnetizacdo leva para desaparecer no plano xy apos a aplicacao
de um pulso de radiofrequéncia (Figura 16). A dinamica na escala de ps-ns corresponde a
movimentos cuja barreira energética € menor do que a energia térmica kT (onde k é a constante
de Boltzmann e T é a temperatura do sistema) e esté relacionada a flexibilidade local da cadeia
polipeptidica (VALENTE; MIYAMOTO; ALMEIDA, 2006).
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Figura 16: Representacdo vetorial dos processos de relaxacdo longitudinal (painel superior) e transversal
(painel inferior) do spin nuclear em fungéo do tempo.

Muitos processos bioldgicos, como catélise, ligacdo e enovelamento proteico acontecem
em uma escala mais lenta (us-ms) e podem ser entendidos como eventos de troca
conformacional ou equilibrio entre mais de uma conformacdo em solucdo (MITTERMAIER,;
KAY, 2009). O tempo de escala mais elevado esta relacionado a necessidade de ultrapassar
barreiras energéticas maiores que kT (VALENTE; MIYAMOTO; ALMEIDA, 2006). Os
estados de alta energia e pouco populados sdo chamados de estados excitados e a sua
caracterizacdo via experimentos de dispersdo de relaxacdo permite a descricdo fisico-quimica
de eventos que envolvem reconhecimento molecular (CARR; PURCELL, 1954; KLECKNER,;
FOSTER, 2011; MEIBOOM,; GILL, 1958; MITTERMAIER; KAY, 2009).

O aumento na largura de linha dos sinais de RMN devido a eventos de troca conformacional
na escala de ps-ms pode ser explorado para estudos quantitativos de dinamica molecular por
experimentos de dispersdo de relaxagéo, incluindo experimentos de Carr-Purcell-Meiboom-Gill
(CPMG) (CARR; PURCELL, 1954; KAY, 2016; MEIBOOM; GILL, 1958). Esses
experimentos sdo capazes de detectar estados excitados que correspondem a até ~1% da
populacdo total. Considerando uma molécula que apresenta troca conformacional entre 2
estados, A < B (kex =kag + ksa), onde um dos estados € consistentemente mais populado que
o outro, um dado nucleo apresentara diferentes valores de deslocamento quimico (v) entre as
duas conformacdes que serdo separados por Av. Se a taxa de troca entre esses estados for menor
do que a diferenca de deslocamento quimico entre eles (kex << Av) dois picos serdao observados
no espectro de RMN, desde que a populagédo do estado menos populado seja suficiente para a

obtenc&o do sinal de ressonancia. Quando a troca ocorre em uma taxa maior do que a diferenca
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de deslocamento quimico (Kex >> Av), apenas um pico é observado, porém em valores de
deslocamento quimico intermediérios em relagdo aos relacionados aos dois estados. Se a taxa
de troca e a diferenca de deslocamento quimico forem da mesma ordem de grandeza (Kex = Av),
sera observado apenas um sinal de ressonancia com largura de linha aumentada (FARBER;
MITTERMAIER, 2015).

A troca conformacional na escala de tempo intermediéria leva ao aumento de R> em funcgéo
de Rex (R29Pe™ad = R,0 + Ry, onde R2° € a relaxagéo transversa independente de Rex e Rex inclui
a contribuicdo do termo de troca entre os dois estados kex e a diferenca de deslocamento quimico
Av entre eles) e do aumento da largura de linha (A = 2 R,9P%™24%) (FARBER; MITTERMAIER,
2015; LORIA; RANCE; PALMER, 1999). O principio do experimento de CPMG ¢é reduzir ou
refocar o alargamento do sinal resultante da diferenca de deslocamento quimico entre as
diferentes conformagdes (reduzindo ou dispersando Rex) através da aplicagcdo de uma série spin-
echos (t-180°-t). Durante um tempo de relaxacdo via CPMG fixo (Trelax), um nimero variavel
de spin-echos, com diferentes valores de 1, sdo aplicados de maneira sequencial. Cada valor de
T pode ser expresso como uma frequéncia de aplicagdo de CPMG (vcpme = 1/21) que se refere
a taxa de precessdo da magnetizacdo sobre o eixo onde o pulso de RF foi aplicado (FARBER;
MITTERMAIER, 2015; KLECKNER; FOSTER, 2011). O perfil de dispersao de relaxacéo, a
relagdo entre a largura de linha dos sinais e a frequéncia dos pulsos de CPMG sé&o utilizados
para o ajuste do modelo de troca conformacional a partir do qual os parametros termodindmicos
sdo extraidos (MITTERMAIER; KAY, 2006).
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO PRINCIPAL

Tendo em vista o papel central de CRABP2 na regulacdo da expressao génica via AR, 0
presente projeto visa entender, através de uma abordagem estrutural, o0 mecanismo de interacao
entre CRABP2 e AR e a modulacao da dinamica de CRABP2 por seu ligante cognato.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Verificacdo do assinalamento sequencial da cadeia principal de CRABP2 livre (BMRB 4186)
e do complexo AR:CRABP2 (WANG et al., 1998).

- Caracterizacdo da estabilidade térmica de CRABP2 livre e ligada a AR.

- Caracterizacdo da cinética de interacdo entre CRABP2 e AR.

- Identificag@o dos residuos de CRABP2 envolvidos na interagdo com AR.

- Caracterizacdo da dinamica térmica (ps-ns) de CRABP2 na presenca e na auséncia de AR.

- Investigacdo da autoassociacdo de holo-CRABP2.

- Caracterizacao da dinamica intermediaria (us-ms) de CRABP2 na presenca e na auséncia de
AR.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 MATERIAL
3.1.1 Meios de cultura

As cepas bacterianas foram cultivadas em meio Luria-Bertani (LB) (Sigma), constituido
por triptona 10 g/L, extrato de levedura 5 g/L e NaCl 5 g/L. O meio LB sélido apresentou a
mesma composi¢do do meio liquido adicionado de agar 15 g/L (Sigma). Para a producdo das
amostras isotopicamente marcadas com **N e ®N/*C, o cultivo bacteriano foi realizado em
meio minimo M9 (Na2HPO4.12H,0 17 g/L, KH2PO4 3 g/L, NaCl 0,5 g/L, NH4Cl 1 g/L, MgSOg,
glicose 3 g/L, CaCl2.2H,0 14,7 g/L, tiamina 1 g/L) contendo **NH4CI e/ou [**C]-glicose
(Cambridge Isotope) como Unicas fontes de nitrogénio e carbono, respectivamente. Todos 0s
meios foram esterilizados por autoclavagdo e suplementados com canamicina 50 pug/mL. O
estoque do antibidtico foi preparado em agua miliQ a uma concentracdo de 50 mg/mL e

esterilizado por filtragdo em membrana de 0,22 um.
3.1.2 Cepas bacterianas

Neste trabalho, a cepa Escherichia coli DH5-a [genotipo: F- p80lacZAM15 A(lacZYA-
argF) U169 recAl endAl hsdR17 (rk-, mk+) phoA supE44 A- thi-1 gyrA96 relAl] foi utilizada
para o estoque de DNA plasmidial , enquanto a cepa E. coli BL21(DE3) [genétipo: F— ompT

hsdSB(rB—, mB-) gal dcm (DE3)] foi utilizada para a expressao da proteina de interesse.
3.1.3 Vetor de expressdo

A sequéncia de DNA referente 8 CRABP2 humana (residuos 1-137) foi subclonada no
vetor de expressdo heterologa pET-RP1B (promotor T7, origem de replicacdo f1, KanR), que
fusiona a proteina de interesse a uma cauda N-terminal constituida pelos seis primeiros
aminoacidos da tioredoxina (Tioe) seguida de seis histidinas (Hiss) e de um sitio de clivagem
para a protease TEV (Tobacco Etch Virus) (TiosHissTEV) pela empresa Genescript (EUA)
(Figura 17).
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Nco 1 (5068)
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Figura 17: Mapa de restri¢io do vetor de expressdo RP1B. No mapa do plasmideo estdo indicadas as enzimas
presentes no sitio de restricdo, a constituicdo da cauda de expressao, o sitio de resisténcia & canamicina e o gene
Lacl.

A massa molecular (kDa) e o ponto isoelétrico (pl) teéricos de CRABP2, antes e apos a
remocdo da cauda TiogHissTEV, foram calculados utilizando a ferramenta ProtParam,

disponivel no servidor Expasy (https://web.expasy.org/protparam) (Tabela 2).

Tabela 2: Massa molecular (kDa) e pl teéricos de CRABP2 antes e ap6s a remocao da cauda TioeHiss TEV

ANTES da remocao da APOS a remocao da cauda

cauda TiogHiss TEV TiogHiss TEV
Construcgéo Massa Massa
molecular pl tedrico molecular pl tedrico
(kDa) (kDa)
CRABP2 (1-137) 17.5 6.2 15.9 5.6



https://web.expasy.org/protparam/protparam-doc.html
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3.2 METODOS
3.2.1 Producéo de CRABP2 recombinante
3.2.1.1 Transformacéo bacteriana

Células de E. coli BL21(DE3) competentes foram preparadas de acordo com o método
de cloreto de rubidio (HANAHAN, 1983). Aliquotas de células competentes foram retiradas do
freezer a -80 °C e descongeladas em banho de gelo. Um volume de 2 pL. de DNA plasmidial
foi adicionado a cada aliquota de 200 pL de célula. A mistura foi incubada em gelo por 30 min,
seguida de choque térmico a 42 °C por 45 s e novamente banho de gelo por 2 min. Em seguida,
adicionou-se 1 mL de LB liquido e as amostras foram incubadas a 37 °C por 1 h sob agitacéo
de 250 rpm. Apos esse periodo, as células foram centrifugadas a 20375 g por 5 minutos a
temperatura ambiente. Um volume de 950 uL do sobrenadante foi descartado e 0 precipitado
formado foi homogeneizado nos 50 uL de meio restantes. As bactérias transformadas foram
plaqueadas em meio LB solido seletivo contendo 50 pg/mL de canamicina e crescidas a 37 °C

por 16 h.
3.2.1.2 Expressdo heterdloga de CRABP2

Células de Escherichia coli BL21(DE3) foram transformadas com o plasmideo RP1B
contendo a sequéncia codificante de CRABP2. As culturas bacterianas foram crescidas em meio
LB a 37 °C até que atingissem densidade 6tica a 600 nm de 0,6. A expressao da proteina
recombinante foi induzida por B-D-tiogalactopiranosideo (IPTG) 0,4 mM. Apds inducdo, as
células foram crescidas por 24 h a 18 °C e 200 rpm. As culturas foram recolhidas por
centrifugacdo a 5000 X g por 10 min a 4 °C e armazenadas a -80 °C. As amostras para 0s
experimentos de RMN foram produzidas utilizando meio M9 contendo **N e/ou *3C como

descrito no item 3.1.1.
3.2.1.3 Purificagédo de CRABP2
3.2.1.3.1 Lise bacteriana

O precipitado bacteriano proveniente da expressdao de ThiogHissTEV-CRABP2 foi
descongelado em banho de gelo e homogeneizado em tampéo de lise [Tris-HCI 50 mM, NaCl

500 mM, imidazol 5 mM, B-mercaptoetanol 10mM, triton-X 100 0,1%, suplementado com
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coquetel de inibidor de protease EDTA-free (Sigma-Aldrich) (pH 8,0)]. As células foram lisadas
por sonicagdo (Branson) em 20 ciclos de 20 s de sonicagdo e 60 s de intervalo (100W de
poténcia e 20% de amplitude). O lisado foi centrifugado a 8077 Xg por 40 min a 4 °C (Sigma
2-16KL) e o sobrenadante foi filtrado em membrana de 0,22 um (Millipore).

3.2.1.3.2 Primeira cromatografia de afinidade a niquel

A primeira etapa de purificacdo de CRABP2 (ThiogHissTEV-CRABP2) consistiu em
uma cromatografia de afinidade a niquel. Foi utilizada uma coluna HisTrap HP de 5 mL (GE
Healthcare), acoplada ao sistema de purificacido AktaPrime Plus (GE Healthcare), equilibrada
em tampdo A [Tris-HCI 50 mM, NaCl 500 mM, imidazol 5 mM, B-mercaptoetanol 10mM (pH
8,0)]. A amostra proteica foi aplicada na coluna utilizando um fluxo de 0,5 mL/min e a
subsequente lavagem da coluna com tampdo A se deu em fluxo de 2 mL/min. Apds a etapa de
lavagem, a coluna foi submetida a um gradiente linear de 5 a 500 mM de imidazol [Tris-HCI
50 mM, NaCl 500 mM, imidazol 500 mM, B-mercaptoetanol 10mM (pH 8,0)], utilizando um
fluxo de 3 mL/min. Aliquotas de 1 mL foram coletadas durante o processo de purificagdo. Apds
o0 término do gradiente, a coluna foi lavada com imidazol 2 M para que as moléculas que
persistissem ligadas a coluna fossem removidas. O perfil de eluicdo das proteinas presentes na
amostra foi acompanhado por absorbancia a 280 nm. Os tampdes A e B foram previamente

autoclavados para evitar a degradacdo de CRABP2 por proteases contaminantes.
3.2.1.3.3 Didlise e clivagem com TEV

As fracdes contendo CRABP2, provenientes da primeira etapa de cromatografia, foram
identificadas por SDS PAGE, reunidas e dosadas. A cauda N-terminal ThiosHissTEV, presente
em CRABP2 recombinante, foi removida através de incubacdo com a protease Hise-TEV Nla
(S219V), que apresenta uma atividade sitio-especifica e é capaz de reconhecer a sequéncia de
residuos ENLYFQG. A incubacdo se deu em razdo molar de 5:1 (CRABP2:TEV) durante 72 h
a 4 °C. Simultaneamente a clivagem, a amostra foi dialisada contra tamp&o [Tris-HCI 50 mM,
NaCl 500 mM, imidazol 5 mM, DTT 5 mM (pH 8,0)] em membrana SnakeSkin 3.5 K MWCO
(Thermo Scientific) para remocao do imidazol oriundo da elui¢do cromatografica. O tampé&o de
dialise foi previamente autoclavado para evitar a degradacdo de CRABP2 por proteases

contaminantes. A eficiéncia da clivagem foi avaliada por SDS PAGE.
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3.2.1.3.4 Eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida (SDS PAGE)

A técnica de SDS PAGE foi realizada conforme descrito por (LAEMMLI, 1970)
utilizando o Mini-PROTEAN Tetra System 20 (BioRad). O gel de corrida foi constituido de
14,5% de acrilamida, 0,5% de bis-acrilamida, Tris-Glicina 390 mM (pH 8,8), dodecil sulfato
de sodio (SDS) 0,1%, persulfato de aménio (PSA) 0,1% e TEMED 0,01%. O gel de
concentracdo foi composto de 5% de acrilamida, Tris-Glicina 130 mM (pH 6,8), SDS 0,1%,
PSA 0,1% e TEMED 0,01%. Os geis foram corridos a 25 mA por 1 h e 30 min em tampéo de
corrida [Tris-HCI1 25 mM, Glicina 250 mM e SDS 0,1% (pH 8,3)]. Foram aplicados 20 pL de
cada amostra adicionadas de 5 pL. de tampao de amostra [Tris-HCI 12,5 mM, -mercaptoetanol
25 mM, SDS 0,5%, Azul de bromofenol 0,25%, Glicerol 2,5% (pH 6,8)] nos géis. Apos a
separacdo eletroforética, as proteinas foram visualizadas por coloracdo com azul brilhante

Comassie R (Vetec).
3.2.1.3.5 Dosagem de proteinas

A concentracdo das amostras proteicas foi estimada através do método colorimétrico
realizado em placa de 96 pocos utilizando o reagente Pierce 660nm Protein Assay (Thermo
Scientific). Foram adicionados 150 pL do reagente a um volume de 10 pL de proteina e as
dosagens foram realizadas em triplicata. Apds 5 minutos de reacdo na auséncia de luz, a
absorbancia das amostras foi medida a 660 nm utilizando um leitor de placas Victor TM X5
(Perkin Elmer). Os valores de concentracdo das amostras de proteina foram calculados a partir

de uma curva padrdo feita com albumina bovina sérica (BSA) na faixa de 0,1 a 2 mg/mL.
3.2.1.3.6 Segunda cromatografia de afinidade a niquel

Apbs a etapa de clivagem, foi realizada uma segunda etapa de cromatografia de
afinidade a niquel, com o objetivo de separar a protease Hise-TEV da proteina de interesse. Esta
segunda cromatografia de afinidade foi realizada nas mesmas condi¢fes experimentais da
primeira, descrita no item 3.2.1.3.2. Nesta etapa, a protease Hiss-TEV permaneceu ligada a
resina de niquel enquanto CRABP2, desprovida da cauda de afinidade, foi diretamente eluida
no lavado. Posteriormente, Hiss-TEV foi eluida através de lavagem da coluna com tampéo
[Tris-HCI 50 mM, NaCl 500 mM, imidazol 500 mM, B-mercaptoetanol 10mM (pH 8,0)].

Amostras recolhidas ao longo de todo o processo de purificagdo foram analisadas por SDS-
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PAGE. Os tampdes A e B foram previamente autoclavados para evitar a degradacdo de

CRABP2 por proteases contaminantes.
3.2.1.3.7 Cromatografia de exclusdo molecular

Identificadas as fracdes referentes 8 CRABP2, estas foram reunidas e concentradas por
ultrafiltracdo em sistema CENTRICON (3000 Da; Millipore) até o volume de 3 mL. A amostra
concentrada foi submetida a uma terceira etapa de purificagcdo por cromatografia de excluséo
molecular utilizando uma coluna Superdex 75 (HiLoad 16/60; GE Healthcare) acoplada ao
sistema AKTA Prime Plus (GE Healthcare). A coluna foi equilibrada em tamp&o C [fosfato de
sodio 20 mM, NaCl 150 mM, DTT 5 mM (pH 7,4)] utilizando um fluxo de 1 mL/min. O tampéo
C foi previamente autoclavado para evitar a degradacdo de CRABP2 por proteases
contaminantes. O perfil de eluicdo das proteinas da amostra foi avaliado através do tracado de
absorbancia a 280 nm. As fragdes referentes aos picos de elui¢do foram avaliadas por SDS-
PAGE. A amostra final correspondente a CRABP2 com alto grau de homogeneidade foi
concentrada por ultrafiltracio em sistema CENTRICON (3000 Da; Millipore) até a

concentracédo desejada.
3.2.1.3.8 Producdo do complexo AR:CRABP2.

Para a realizacdo dos ensaios com o complexo AR:CRABP2, as fra¢Oes referentes a
CRABP2 obtidas na terceira etapa de purificacdo foram reunidas e diluidas até uma
concentracdo de ~40 uM em tampdo C. Uma solucdo de &cido all-trans retinoico (Santa Cruz
Biotec) 1 mg/mL em 100% de dimetilsulfoxido (DMSO) foi preparada e adicionada, em banho
de gelo, sob agitacdo e no escuro, de 5 em 5 pL a amostra de CRABP2. A razdo molar de
AR:CRABP?2 utilizada foi de 1:1,5 e o volume final de DMSO foi mantido abaixo de 2% do
volume total de amostra. Apds a adigdo do AR, a amostra foi mantidaa 4 °C por ~16 h (WANG;
LI; YAN, 1997). Para verificagdo do estado oligomérico de AR:CRABP2, uma etapa de
cromatografia de exclusdo molecular foi realizada como descrito no item 3.2.1.3.7 ap0s a
formagéo do complexo. Para verificar se CRABP2 interagia com o solvente DMSO, um
espectro 2D H-°N HSQC de apo-CRABP2 na presenca de 2% v/v de DMSO foi adquirido.
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3.2.2 Fluorimetria Diferencial de Varredura (Differential Scanning Fluorimetry — DSF)

Experimentos de DSF foram realizados com o intuito de avaliar a estabilidade térmica
de CRABP?2 livre e na presenca de AR através da determinacdo da sua temperatura media de
desenovelamento (Tm). Nos experimentos de DSF é realizada a desnaturagdo térmica gradual
da proteina de interesse na presenca de uma sonda cromofora que se liga as regides hidrofébicas
expostas com o desenovelamento proteico e emite fluorescéncia. O aumento da fluorescéncia
gerado pela sonda croméfora em funcdo do aumento da hidrofobicidade do meio onde esta se
encontra € monitorado. O sinal méximo de fluorescéncia é obtido quando a proteina se encontra
completamente desenovelada, e a intensidade do sinal diminui em fungédo da dissociacéo do
complexo cromoforo-proteina. A intensidade do sinal de fluorescéncia (RFU) é plotado em
funcdo da temperatura (°C), gerando uma curva sigmoidal que relacionada a fracédo de proteina
desenovelada a temperatura utilizada. O ponto de inflexdo corresponde ao T da proteina, no
qual 50% das moléculas encontram-se desnaturadas (BOIVIN; KOZAK; MEIJERS, 2013;
NEWMAN; IUCR, 2004).

As reacOes foram feitas em um volume final de 50 pL em placas de 96 pogos, onde
cinco microlitros de uma solugdo composta por CRABP2 livre ou pelo complexo AR:CRABP2
a 1.5 mg/mL (concentragdo final = 0.15 mg/mL) e SYPRO Orange 20X (Invitrogen)
(concentracéo final = 2X) foram adicionados a 45 pL de tampdo [NaP 20 mM, NaCl 50 mM,
TCEP 0.5 mM (pH 6,8)]. Os experimentos foram realizados em triplicatas em um equipamento
de PCR em tempo real CFX96 (BioRad) onde a temperatura foi variada de maneira crescente
de 4 a 80 °C, com incrementos de 0.5 °C a cada 5 s. Os dados foram analisados com o auxilio

dos programas BioRad CFX manager 3.1 e GraphPad Prisma.

3.2.3 Ressonancia Plasmonica de Superficie (Surface Plasmon Resonance Spectroscopy -
SPR)

Os pardmetros cinéticos da interacdo entre CRABP2 e seu ligante cognato AR foram
determinados por SPR. A SPR se utiliza do fendmeno de ressonancia plasmonica de superficie
para identificar a interacdo entre moléculas, para determinar a afinidade de interacdo entre elas
(Ka) e para calcular as taxas de associacao (kon) € dissociacao (koff). Nesta técnica é utilizado um
sensor, que consiste em um chip coberto por uma fina camada de metal, por exemplo ouro,
funcionalizado para a ligacio de biomoléculas especificas — chips de Ni?* sdo utilizados para a
adsorcdo de proteinas que contém uma cauda de seis histidinas, por exemplo. Apos a

imobilizacéo da molécula de interesse na superficie do sensor, 0 mesmo e submetido a um fluxo
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continuo de tampéo contendo o ligante desejado, permitindo a interagdo entre as moléculas.
Durante a etapa de associagdo entre proteina e ligante, o complexo se acumula na superficie do
sensor, gerando um aumento do sinal de SPR que € proporcional as massas dos complexos
adsorvidos na superficie do mesmo. Apos a etapa de associacdo entre proteina e ligante, a etapa
de dissociacdo é realizada. Nesta fase do experimento, o sensor é submetido a um fluxo
continuo de tampdo e, ao passo que a proteina e o ligante se dissociam, o ligante é removido da
célula de deteccdo (EDWARDS; EVANS; LI, 2017).

O instrumento Reichert4dSPR (Reichert Technologies) foi utilizado. Os experimentos
foram conduzidos a 25 °C e utilizando tampé&o de corrida [NaP 20 mM, NaCl 150 mM, TCEP
0.5 mM e Tween 0.05% (pH 7.4)]. A imobilizacdo de CRABP2 na superficie de um sensor de
ouro funcionalizado com hidrogel Ni-NTA (NiHC200M; Xantec) se deu pela injecao de 50 pL
de Hiss-CRABP2 a 1 uM por 30 s, seguida pelo equilibrio do sensor com tampé&o de corrida em
um fluxo constante de 50 uL/min por 10 min. Cerca de 2000 pRIU de proteina foram adsorvidos
a superficie, em média, na etapa de imobilizacdo. O AR em pé foi ressuspendido no tampé&o de
corrida e a sua concentracéo foi confirmada por absorbancia a 341 nm (e = 37600 M cm™).

O método de titulacdo cinética foi utilizado para a determinacdo dos parametros
cinéticos da interacdo entre CRABP2 e AR em um Unico ciclo de ligagdo através da injecéo
sequencial de concentragOes crescentes de AR (EDWARDS; EVANS; LI, 2017). Neste ensaio,
0 sensor contendo Hisse-CRABP2 imobilizada foi submetido a aplicagdo sequencial de
concentracdes crescentes de AR (125 nM, 250 nM, 500 nM). Posteriormente a cada etapa de
injecdo de AR foi realizada uma etapa de lavagem do sensor com tampao. Para cada etapa de
injecdo de AR ou lavagem com tampao, 60 uL de amostra ou tampé&o foram aplicados por 60 s
e um tempo de dissociacdo de 3 min foi utilizado. Os experimentos foram realizados em
quadruplicatas. Os sensores foram regenerados utilizando-se tampéo EDTA 350 mM (pH 8.0)
e NiSO440mM. Os dados foram exportados para o programa Scrubber (BioLogic Software
Ltd.) e fitados utilizando um modelo de titulagdo cinética limitado por transporte de massa no
programa Clamp (Biosensor Data Analysis) (MYSZKA et al., 1997). Os dados e os ajustes
foram exportados em arquivos .txt e plotados com o auxilio do programa DataGraph (Visual
Data Tools, Inc.). As constantes de associagdo e dissociacao, kon € Kotf, respectivamente, foram
determinadas a partir do ajuste dos sensorgramas com o auxilio do programa Prisma

(GraphPad). A constante de afinidade (Kq) foi calculada pela razéo Koft/Kon.
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3.2.4 Assinalamento sequencial das ressonancias da cadeia principal de CRABP2 livre e
ligada a AR

Os assinalamentos sequenciais previamente publicados para CRABP2 livre (BMRB
4186) e ligada a AR (WANG et al., 1998) foram verificados neste trabalho. Os espectros de
RMN foram coletados a 25 °C utilizando amostras de CRABP2 livre e ligada a AR purificadas
e isotopicamente enriquecidas com *°N e 3C [NaP 20 mM, NaCl 150 mM, DTT 5 mM (pH
7,4) e 5% (v/v) de D20] em espectrometro Bruker 900 MHz equipado com sonda TXI 900
MHz S6 (CNRMN/UFRJ). A concentragdo das amostras de CRABP2 livre e ligada a AR foi
de 1 mM.

O assinalamento das ressonancias de H, N e 3C das cadeias principais de CRABP2
na presenca e na auséncia de AR foi realizado com base na analise do espectro 2D H-°N
HSQC e dos espectros 3D HNCACB, CBCA(CO)NH, HNCA, HNCO e HN(CA)CO. Os
espectros de RMN foram adquiridos e processados com o auxilio dos programas Topspin 3.1
(Bruker Biospin) e NMRPipe (DELAGLIO et al., 1995). A analise foi realizada no programa
CARA (RLJ., 2004). O espectro *H-N HSQC foi utilizado para identificar os deslocamentos
quimicos de H e N amidicos de cada residuo da proteina, excetuando prolinas. Os espectros
de tripla ressonancia, que relacionam as frequéncias de *H e °N amidicos com as frequéncias
de carbono, foram utilizados para a identificagao dos deslocamentos quimicos de Ca, CB e C’
de cada residuo (i) e do residuo anterior (i-1). A analise combinada dos espectros HNCA,
HNCACB e CBCA(CO)NH permitiu a identificacdo dos deslocamentos quimicos referentes a
C%, CP, C%.1 e CPi.; para cada residuo e o par de espectros HNCO e HN(CA)CO permitiu a
identificacdo dos deslocamentos quimicos de C’i e C’i.1. Os experimentos utilizados para o

assinalamento e as informac0es obtidas a partir deles estdo listados na Tabela 3.

Tabela 3: Experimentos de RMN utilizados para o assinalamento sequencial das ressonancias das cadeias
principais de CRABP2 livre e ligada

oo CH HNCA ce, cY, ,
i€ LF
HNCACB CY e CF, C% ,eCh,

C% ., eCh,

HNCO G
CieC.
e 1{ HN(CA)CO c, Cia

CBCA(CO)NH C9 ., eCh
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Na estratégia de assinalamento sequencial de proteinas, a primeira etapa consiste na
identificacdo de C%, CPi, C%.1, CPi.1., C’ie C’i1 para todos os picos de correlagio observados no
'H-15N HSQC, excetuando os picos que sdo referentes as cadeias laterais de asparagina e
glutamina. Na segunda etapa, procura-se por picos no 'H-®N HSQC que apresentam
deslocamentos quimicos para C% e CP; ou C%.1 e CPi.; caracteristicos de alguns aminoacidos: 1)
Glicina — ndo apresenta CP e apresenta C* caracteristico em ~45 ppm; 2) Serina e Treonina —
s&0 0s Unicos cujos valores de deslocamento quimico de CP sdo maiores que os referentes a C%;
3) Alanina — apresenta o menor valor de deslocamento quimico de CP (~19 ppm). Tendo
identificado um sinal com essas caracteristicas, utiliza-se a funcdo do programa que procura
por sucessores (i+1) ou predecessores (i-1) do sistema de spin em questdo através da
comparagdo dos valores de deslocamento quimico de Ca, CB e C’ entre os spins. Se o programa
identifica um sucessor para o sistema de spin em andlise, os deslocamentos quimicos de C% e
CPi do spin tém que estar alinhados aos deslocamentos quimicos de C%.1 e CPi.1 do possivel
sucessor. Quando isso acontece, 0s spins sdo conectados e é feita uma nova rodada de busca
por sucessores. A sequéncia primaria da proteina também é fornecida ao programa e, com base
nela, os fragmentos obtidos com a conexao dos sistemas de spin sdo identificados e assinalados.

Foi realizada a caracterizacdo da estrutura secundaria de apo-CRABP2 e de holo-
CRABP?2 a partir da analise dos desvios dos deslocamentos quimicos dos atomos HN, N, C* e
CP obtidos neste trabalho em relacdo aos valores observados em estruturas randémicas com o
auxilio do programa Talos-N (SHEN; BAX, 2013).

3.2.5 Medida dos parametros de relaxacédo R1, Rz e {*H}-*°>N NOE.

A dindmica térmica (ps-ns) da cadeia principal CRABP2 livre e ligada a AR foi
caracterizada a partir da medida dos parametros de relaxagdo do ntcleo de *N (R1, Rz e {*H}-
N NOE). Os experimentos de dindmica foram coletados a 25 °C utilizando amostras de
CRABP2 livre e ligada a AR purificadas e isotopicamente enriquecidas com N [NaP 20 mM,
NaCl 150 mM, DTT 5 mM (pH 7,4) e 5% (v/v) de D20] em espectrometros Bruker Avance |11
800 e Bruker 900 MHz equipados com sondas TXI 900 MHz S6 e TXI 800 MHz 5mm,
respectivamente (CNRMN/UFRJ). A concentracdo das amostras de CRABP2 livre e ligada a
AR foi de 1 mM.

As taxas de relaxacdo longitudinal (R1) e transversa (Rz) dos nicleos de N foram
obtidas com a aquisicao de espectros em diferentes tempos de relaxacdo: 100, 200, 300, 400,
500, 700, 900 e 1100 ms para R1; e 16,96, 33,92, 50,88, 67,96, 84,80, 101,76, 118,72 e 135,65
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ms para Rz. Os experimentos de R, Rz e {*H}-°N NOE foram realizados em versdes pseudo-
3D, onde a terceira dimens&o corresponde aos diferentes tempos de relaxagéao.

3.2.6 Analise dos dados de relaxacdo Ri1, Rz e {{H}-°N NOE.

As intensidades dos sinais presentes nos espectros de correlagdo [*H, '°N] foram
utilizadas para calcular as taxas de relaxacdo. Os residuos que apresentaram sobreposicédo de
sinais no espectro 2D H-®N HSQC foram removidos da analise. O programa CCPNmr
(VRANKEN et al., 2005) foi utilizado para calcular os valores de R1 e R através do ajuste das
intensidades medidas vs. tempos de relaxagéo (T), empregando uma fungdo de decaimento

monoexponencial de dois parametros, descrita na Equacao 1 a seguir (STONE et al., 1992):

I(T) = Iy exp(—Ry,T)

Onde I(T) refere-se a intensidade ap6s um intervalo de tempo (T) e I, é a intensidade
no tempo zero.

Para determinar os valores dos {*H}-N NOE utilizou-se a razdo entre as intensidades
dos picos presentes no espectro coletado com saturacdo dos hidrogénios (lsat) € o coletado sem

saturacao (Irer), conforme a Equacao 2 abaixo:
NOE = sat/lref

Os erros experimentais foram calculados a partir do desvio-padrédo do ruido em relacao
as intensidades de ressonancia aferidas nos tempos de relaxacéo correspondentes ao meio dos
experimentos de R; e de Rz (Equagdo 3). No caso do {*H}-°N NOE (Equagdo 4), o desvio-
padrdo das intensidades do ruido observadas nos espectros saturado e de referéncia foram
utilizadas. Aproximadamente 1500 picos, positivos e negativos, foram selecionados para o
calculo do desvio-padrdo. Apenas picos do ruido que ndo estavam préximos dos sinais
referentes 8 CRABP2 ou proximos ao sinal da agua (5,5 — 6ppm) foram utilizados (FARROW
etal., 1994).

Equacdo 3:

1 Desvio padraogyiqo
Erro = ( )

Tempo de Relaxagao (s) Intensidadecragp2
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Onde Tempo de Relaxacdo (s) € o tempo de relaxacdo referente ao meio do
experimento escolhido, 0 Desvio padriog,s, € 0 desvio-padrdo calculado para o ruido no
tempo de relaxacéo escolhido e a Intensidadecr,5p, € @ intensidade dos picos referentes aos
residuos de CRABP2 no espectro do mesmo tempo de relaxacao em que os picos do ruido foram
obtidos.

Equacao 4:

N\ 1/2

. Desvio padrioSet, \* N Desvio padrioset,
Irro =
Intensidadeg,; Intensidadeg,r

Onde Desvio padrioz%,, ¢ o desvio-padrdo calculado para o ruido no espectro

saturado, Intensidades,; € a intensidade dos picos referentes aos residuos de CRABP2 no

Ref

espectro saturado, Desvio padraog,;,,

é 0 desvio-padrdo calculado para o ruido no espectro
referéncia e Intensidadeg, s € a intensidade dos picos referentes aos residuos de CRABP2 no

espectro referéncia.
3.2.7 Estimativa do tempo de correlacdo rotacional (tc)

Os valores de ¢ (ns) foram calculados para CRABP2 na presenca e na auséncia de AR
a partir dos valores médios de T1 e T2 (s), considerando apenas 0s residuos envolvidos em

estrutura secundaria, obtidos em cada concentragdo de proteina. A Equacdo 5 foi utilizada:

LI PR
TC - 47TUN T2

Onde vy € a frequéncia de ressonancia do ndcleo de **N (em Hz) e T, e T, séo os valores
médios das taxas de relaxagdo do nudcleo de N para os residuos de CRABP2 envolvidos em
estrutura secundaria (KAY; TORCHIA; BAX, 1989).

3.2.8 Dispersao de relaxacdo via CPMG (*°N)

A dindmica intermediéria (pus-ms) da cadeia principal de apo e holo-CRABP2 foi
caracterizada a partir da medida de dispersio de relaxacgdo do ntcleo de *°N via experimentos

de CPMG. Os experimentos de CPMG foram coletados a 25 °C e utilizando amostras de
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CRABP2 livre e ligada a AR purificadas e isotopicamente enriquecidas com °N [NaP 20 mM,
NaCl 150 mM, DTT 5 mM (pH 7,4) e 5% (v/v) de D20] em espectrometros Bruker Avance |11
800 e Bruker 900 MHz equipados com sondas TXI 900 MHz S6 e TXI 800 MHz 5mm,
respectivamente (CNRMN/UFRJ). A concentracdo das amostras de CRABP2 livre e ligada a
AR foi de 1 mM.

As taxas de relaxacdo experimental (Rzf) foram obtidos a partir de espectros 2D *H-°N
HSQC adquiridos em campos magnéticos de 800 e 900 MHz. As frequéncias de CPMG (vcpma)
de 66,7, 133,3, 200, 266,7, 333,3, 466,7, 600, 733,3, 866,7 € 1000 Hz e o tempo de evolucdo
da magnetizagdo transversal de 30 ms (Trelax) foram utilizados. Para cada valor de vceme, um
unico espectro foi adquirido (T fixo) e o valor de intensidade de cada ressonancia foi medido.
Um espectro de referéncia foi adquirido a T=0 e forneceu os valores de intensidade lo. Os
residuos que apresentaram sobreposicdo de sinais nos espectros 2D *H-N HSQC adquiridos
nos diferentes campos foram removidos da anélise.

Para cada residuo foi calculada uma taxa de relaxacdo experimental (Rzeff) utilizando as
intensidades obtidas nos espectros 2D H -1N HSQC adquiridos com diferentes vcpmc a partir

da Equacéo 6:

I
RZeff(VCPMG) = - 1/Tr In ( CPMG/]O)

elax

Onde vCPMG = 1/2t (t corresponde ao intervalo entre pulsos de refoco sucessivos), Trelax
é o tempo de relaxacdo (30 s), 11 do Icpy¢ € a intensidade do pico nas diferentes vCPMG
empregadas e I, € a intensidade do pico quando vCPMG = 0.

Os valores de Rzt obtidos foram plotados em fungio dos valores de vepme Utilizados e, para
0s residuos que apresentaram troca conformacional nesta escala de tempo, foi observada a
diminuicéo de Rzt em fungéo do aumento de veeme. Os erros experimentais foram calculados
a partir do desvio-padrdo do ruido em relagéo as intensidades de ressonancia aferidas na vcevc

= 466,7 Hz através da Equacéo 7:

1 o
exp | _ =
[8RzeFr | = F T

Onde ¢ é o desvio padréo do ruido obtido com a vcemc = 466,7 Hz, I-py € a intensidade
dos picos de CRABP2 aferidas na vcpme = 466,7 Hz e T é 0 tempo de evolugéo da magnetizagdo

transversal.
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Os dados foram adquiridos, processados e analisados com o auxilio dos programas
Topspin 3.1 (Bruker Biospin), NMRPipe (DELAGLIO et al., 1995), CCPNmr (VRANKEN et
al., 2005) e ccpn2cpmg (desenvolvido pelo professor Adolfo H. de Moraes, Universidade

Federal de Minas Gerais, Brasil).
3.2.9 Analise dos dados de dispersdo de relaxagdo via CPMG (**N)

Os residuos de CRABP2 livre e em complexo com AR foram ajustados individualmente
a equacdo de Carver-Richards (CARVER; RICHARDS, 1972) para um sistema em troca entre
duas conformac6es utilizando um algoritmo Levenberg—Marquardt. Visando a realizacdo de
um ajuste global, os residuos que apresentaram constantes de troca (kex) € percentuais das duas
conformacdes (pa e ps) semelhantes foram incluidos em um mesmo grupo. A qualidade dos
grupos formados foi realizada utilizando o Critério de Informacdo Bayesiano (Bayesian
Information Criterion - BIC) para comparar a qualidade dos ajustes individuais e globais
utilizando ABIC = BICgrpo — BIlCindivisua (KUMAR et al., 2018). Algumas rodadas de
refinamento do ajuste global foram realizadas e apenas os residuos que apresentaram valores
de ABIC < 1 foram mantidos nos grupos. Para CRABP2 livre, os grupos também foram
refinados através de uma operacdo jackknife. Uma vez que um grupo de 16 residuos foi
identificado, uma operacdo jacknife final foi realizada a partir de 1000 ajustes utilizando 8

residuos randomicamente selecionados no grupo de 16 visando o calculo do erro.
3.2.10 Medidas de perturbacédo de deslocamento quimico (CSP)

Experimentos de titulagdo por RMN foram realizados para o estudo da auto associagdo
do complexo AR:CRABP?2 e para verificar a interacdo entre CRABP2 e AR.

Para o estudo da auto associacdo de CRABP2, espectros 2D H-®N HSQC de *N
AR:CRABP2 [NaP 20 mM, NaCl 50 mM, TCEP 0.5 mM (pH 6,8) e 5% (v/v) de D20] foram
coletados a 25 °C e utilizando concentracdes crescentes do complexo (10, 20, 40, 60, 80, 100,
125, 150, 200, 250, 300, 400, 500 e 800 M) em espectrometro Bruker NEO 600 MHz equipado
com criossonda TCI HCN (Universidade do Arizona - EUA).

Para verificar a interacdo de CRABP2 com AR, N CRABP2 livre (50 uM) [NaP 20
mM, NaCl 50 mM, TCEP 0.5 mM (pH 6,8) e 5% (v/v) de D20] foi titulada com AR (100% de
DMSO). Espectros 2D *H-N HSQC foram adquiridos a 25 °C e em razdes molares crescentes
de [AR]/[**N CRABP?2 livre] (0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 1, 1.25, 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5 e 4)
em espectrometro Bruker NEO 600 MHz equipado com criossonda TCI HCN (Universidade
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do Arizona - EUA). A superficie de interacdo entre CRABP2 e AR foi identificada observando-
se as diferencas induzidas pelo ligante (raz&o molar 1:4) em relacdo a proteina livre.

3.2.11 Analise das medidas de perturbacéo de deslocamento quimico (CSP)

As mudancas de deslocamento quimico dos sinais de ressonancia observadas ao longo
dos diferentes experimentos de titulacdo foram quantificadas atraves das medidas de
perturbacdo do deslocamento quimico (Chemical Shift Perturbation - CSP). Os CSPs foram
calculados (Equacdo 8) para cada residuo com o auxilio do programa CCPNmr 2.4.2
(VRANKEN et al., 2005). O desvio-padrdo também foi calculado levando em consideracéo
todos os valores de CSP calculados.

Equacéo 8:

AS = ((AwH)2+ (Aw”/ 6.66)2)1/2

Onde Aon e Amn sdo referentes aos CSPs observados para as dimensdes 'H e °N,
respectivamente.
As médias e os respectivos desvios-padrdao foram calculados levando em consideragdo

os valores de CSP em cada experimento.
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4 RESULTADOS
4.1 EXPRESSAO E PURIFICACAO DE CRABP2

A expressao heterdloga e a purificacdo de CRABP2 fusionada a cauda T7 (pET-17b) ja
havia sido descrita na literatura (WANG; LI; YAN, 1997). Porém, no presente trabalho,
CRABP2 foi fusionada a cauda TiogHissTEV e a expressdo da proteina recombinante foi
avaliada na cepa BL21(DE3) de E. coli, nas condi¢fes descritas previamente na literatura (0,4
mM de IPTG, DOsoo ~ 0.6 € 5 h de crescimento a 30 °C e 200 rpm apds a adi¢do do indutor) e
na condigdo descrita no item 3.2.1.2, tendo sido esta Ultima a escolhida como melhor condic&o
de expressdo. Foi verificado o enriquecimento de uma banda eletroforética na massa esperada
para a construcdo TiosHissTEV-CRABP2 (~16 KDa) apds inducdo a 18 °C durante 24 h
(Figura 18).
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Figura 18: Expressao heterologa de CRABP2. SDS-PAGE referente a expressdo da proteina recombinante
utilizando E. coli BL21(DE3), 0,4 mM de IPTG, DOggo ~ 0.6 e 24 h de inducédo a 18 °C. A banda eletroforética
referente a proteina recombinante esta indicada com uma seta vermelha. P — Padrdo de massa molecular; A.l. —
Antes da adi¢do de IPTG; D.l. — 24h ap0s a adicao de IPTG.

A proteina recombinante foi obtida com alto grau de homogeneidade em 3 passos de
purificacdo:
- 12 etapa de cromatografia de afinidade a niquel: o sobrenadante obtido com a lise celular foi
aplicado em uma coluna de Ni?* e TiosHissTEV-CRABP2 foi eluida com ~100 mM imidazol
em gradiente linear de 0-500 mM parcialmente purificada. As fragbes que continham
TiogHiss TEV-CRABP2 foram reunidas e a amostra foi incubada com a protease TEV nas

condicdes descritas no item 3.2.1.3.3.
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- 28 cromatografia de afinidade a niquel: ap6s a remogdo da cauda TiosHiss TEV, CRABP2 foi
submetida a uma segunda etapa de cromatografia de afinidade a niquel para separar a proteina
clivada da cauda TiosHiss TEV e da protease Hiss-TEV.
- Cromatografia de exclusdo molecular: foi realizada uma terceira etapa de polimento por
cromatografia de exclusdo molecular onde CRABP2 foi obtida em sua forma monomérica e
com alto grau de homogeneidade. As fragdes referentes a CRABP2 foram reunidas e
concentradas até ~1 mM para a realizacdo dos experimentos de RMN.

A Figura 19 relne os cromatogramas e as analises por SDS-PAGE de todas as etapas
de purificacdo de CRABP2.
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Figura 19: Etapas de Purificacdo de CRABP2. (A) 12 Etapa de Cromatografia de Afinidade a Niquel: a esquerda,
o0 cromatograma referente a purificagdo. O pico onde CRABP2 foi eluida esta destacado em vermelho e as fracoes
analisadas por SDS-PAGE estdo indicadas por nimeros. A direita, o gel de SDS-PAGE contendo: P- Padréo de
massa molecular; AM — amostra aplicada na coluna; FT — fracdo néo ligada a coluna; Lav — Lavagem com tampao
A; 1,2, 3,4, e5—fragBes do pico de eluicdo. Uma seta vermelha estéd indicando a banda referente a proteina de
interesse. (B) Remocdo da cauda de expressdo/purificacdo: a esquerda, o gel de SDS-PAGE contendo a amostra
referente a primeira cromatografia antes da incubagéo com TEV (A.T.) e ap6s 3 dias de incubacio (D.T.). A direita,
um esquema representando a etapa de remocdo da cauda TiogHissTEV — A.T. (antes da incubacdo com TEV) e
D.T. (ap6s 3 dias de incubacgéo). (C) SDS-PAGE referente a 22 Etapa de Cromatografia de Afinidade a Niquel: P-
Padrdo de massa molecular; AM — amostra aplicada na coluna; FT — fragdo ndo ligada a coluna; Lav — Lavagem
com tampéo A; 125mM, 250 mM, 375 mM, 500 mM e 2M — concentrac¢des de imidazol referente aos degraus de
eluicdo. (D) Cromatografia de Exclusdo Molecular: a esquerda, o cromatograma referente a esta etapa de
purificacdo. O pico onde CRABP2 foi eluida esta destacado em vermelho, e as fragGes analisadas por SDS-PAGE
estdo indicadas por nameros. A direita, 0 gel de SDS-PAGE contendo: P- Padrdo de massa molecular; AM —
amostra aplicada na coluna; 1, 2, 3, 4, 5 e 6 — fragBes do pico de eluicdo. Uma seta vermelha esté indicando a
banda referente a proteina de interesse.



62

4.2 ASSINALAMENTO SEQUENCIAL DAS RESSONANCIAS DE CRABP2 LIVRE E DO
COMPLEXO AR:CRABP2

A primeira etapa deste trabalho foi verificar o assinalamento sequencial das ressonancias
de H, ®N e ¥C da cadeia principal de CRABP2 livre (BMRB 4186) e do complexo
AR:CRABP2 (WANG et al., 1998), uma vez que essas informacgdes sdo necessarias para 0s
estudos de dindmica e interacdo por RMN e apenas o assinalamento da proteina livre encontra-
se disponivel no Biological Magnetic Ressonance Bank (BMRB).

Foi realizado o assinalamento sequencial de ~90% das ressonancias dos atomos da cadeia
principal de CRABP?2 livre (excetuando-se as 4 prolinas) (Figura 20). O espectro 2D *H-°N
HSQC da proteina livre apresentou sinais com intensidades heterogéneas e larguras de linha
variadas. Cerca de 100 residuos apresentaram intensidade forte tanto no espectro 2D *H-°N
HSQC quanto nos experimentos 3D e foram facilmente identificados. O restante dos residuos
apresentou picos fracos ou ndo detectiveis em todos os experimentos realizados. As causas
mais comuns de alargamento dos sinais de RMN séo eventos de troca conformacional e/ou
troca do *H amidico com o solvente. Como foi observada a agregagio de apo-CRABP2 em pHs
acidos, ndo foi possivel realizar experimentos em um pH que minimizasse as trocas do *H
amidico com o solvente. J& foi verificado anteriormente para iLBPs que o alargamento dos
sinais € decorrente de eventos de troca conformacional que acontecem em uma escala de tempo
intermediaria na escala de RMN (ps-ms) (WANG et al., 1998), sugerindo que alguns dos
residuos que apresentaram intensidade diminuida experimentam dindmica na escala de tempo

de ps-ms.
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Figura 20: Espectro 2D 'H-N HSQC de apo-CRABP2 assinalado. Cada pico de correlagdo *H->N amidico
assinalado neste trabalho esté identificado com o nome do residuo (cédigo de uma letra) e o nimero correspondente
ao aminoacido na sequéncia proteica no espectro 2D *H-SN HSQC obtido para a proteina livre. O espectro foi
adquirido com ~ 1 mM de apo-CRABP2 em tampéo fosfato de sédio 20 Mm (pH 7.3), NaCl 150 mM, DTT 5 mM
e 10% de D0, a 25°C e em um espectrdometro Bruker 900 MHz.

Alguns residuos foram identificados com base no assinalamento do complexo AR:CRABP2
realizado neste trabalho e no assinalamento do mutante R111M de apo-CRABP2 disponivel na
literatura (WANG; YAN, 1998). Os 14 residuos de apo-CRABP2 néo assinalados no presente
trabalho foram: Glul3 (BA), Glul6 (al), Arg29 (a2), Ala34-Ala36 (02), Lys38 (a2-pB), Val41l
(BB), Thr56-Val58 (BC-BD), Thr60 (BD), Asnl15 (BH-BI) e Val133 (BJ) (Figura 21). Destes

residuos, 5 foram previamente relacionados a interagdo direta com AR (Ala35, Ala36, Val41,
Thr56 e Val58) (KLEYWEGT et al., 1994).
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Figura 21: Residuos de apo-CRABP2 néo assinalados neste trabalho. (A) Sequéncia priméaria de CRABP2 (1-
137) onde os residuos ndo assinalados neste trabalho estdo coloridos em bege e as prolinas estdo indicadas em
vermelho. (B) Os 14 residuos de apo-CRABP2 nédo assinalados (Glul3 (BA), Glul6 (al), Arg29 (a2), Ala34-
Ala36 (a2), Lys38 (a2-pB), Val41 (BB), Thr56-Val58 (BC-BD), Thr60 (BD), Asnl15 (BH-PI) e Val133 (BJ))) estdo
coloridos em bege na estrutura cristalografica da proteina livre (PDB 2FS6) (cinza). A figura da direita esta girada
de 180° em y em relacéo a figura da esquerda.

Para o complexo AR:CRABP2, foi possivel assinalar ~95% das ressonéncias dos
atomos da cadeia principal (excetuando-se as 4 prolinas) (Figura 22). Apenas 7 residuos ndo
foram identificados, sao eles: Glul3 (BA), Phel5-Glul7 (al), Gly47 (BB-BC), Thr57 (BC-BD)
e Thr60 (BD) (Figura 23). Destes residuos, 5 também ndo haviam sido assinalados previamente
na literatura (Glul3, Glul7, Glul8, Gly47 e Thr57) (WANG; YAN, 1999). A adicdo de AR
levou a um aumento consistente da intensidade dos picos nos experimentos 2D *H-1°N HSQC
e nos experimentos 3D, facilitando o processo de assinalamento das ressonancias. O aumento

da intensidade observado na presenca de AR é indicativo da supressdo dos eventos de troca

conformacional que acontecem na escala de ps-ms na presenca do ligante, sugerindo que a
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dindmica intermediaria dessas proteinas ¢ modulada pela interacdo com o ligante (WANG et
al., 1998).
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Figura 22: Espectro 2D *H-N HSQC de holo-CRABP2 assinalado. Cada pico de correlagdo *H-*N amidico
assinalado neste trabalho esta identificado com o nome do residuo (cédigo de uma letra) e o nimero correspondente
ao aminoacido na sequéncia proteica no espectro 2D H-*N HSQC obtido para a proteina ligada a AR. O ensaio
foi realizado com ~ 1 mM de CRABP2 e 1.5 mM de AR em tampéo fosfato de sodio 20 mM (pH 7.3), NaCl 150
mM, DTT 5 mM e 10% de D,0, a 25°C e em um espectrometro Bruker 900 MHz.
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Figura 23: Residuos de holo-CRABP2 nédo assinalados neste trabalho. (A) Sequéncia priméria de CRABP2
(1-137) onde os residuos ndo assinalados neste trabalho estdo coloridos em bege e as prolinas estdo indicadas em
vermelho. (B) Os 7 residuos de holo-CRABP2 ndo assinalados no presente trabalho (Glul3 (BA), Phel5-Glul7
(al), Gly47 (BB-BC), Thr57 (BC-BD) e Thr60 (BD)) estdo coloridos em bege na estrutura cristalografica do
complexo AR:CRABP2 (PDB 2FR3) (cinza). O AR esta representado em verde. A figura da direita esté girada de
180° em y em relacdo a figura da esquerda.

Com o intuito de garantir que as diferencas observadas entre apo e holo-CRABP2 nao
foram causadas pela interacdo entre a proteina e o solvente utilizado para a solubilizacdo do AR
(DMSO 100%), um espectro 2D H-N HSQC foi adquirido para CRABP2 adicionada de um
volume de DMSO correspondente ao utilizado na amostra com AR. Como pode ser verificado
na Figura 24, o espectro obtido para a proteina livre é similar ao observado para a proteina na

presenca de DMSO, indicando que as diferengas observadas entre os espectros de apo e holo-
CRABP2 foram originados pela interacdo entre CRABP2 e AR.
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Figura 24: Sobreposicdo dos espectros 2D [*H,*N] HSQC de CRABP?2 livre e na presenga de DMSO. Os
sinais em vermelho sdo referentes a CRABP2 livre e 0s sinais em roxo a proteina na presenca de DMSO (1% v/v).
O ensaio foi realizado com ~ 0.2 mM de apo-CRABP2 e 1% v/v de DMSO em tampdo fosfato de sodio 20 mM,
NaCl 150 mM, DTT 5 mM (pH 7.3) e 10% de D,0, a 25°C e em um espectrometro Bruker 900 MHz.

4.3 PREDICAO DA ESTRUTURA SECUNDARIA DE APO E HOLO-CRABP2

Os elementos de estrutura secundaria preditos com base nos deslocamentos quimicos
obtidos neste trabalho, utilizando o programa Talos-N, para CRABP2 livre e ligada a AR estéo
representados na Figura 25A. De maneira geral, ndo é observada uma modificacéo significativa
de conformacdo com a interacdo com o AR, porém algumas regides apresentam diferencas na
presenca e na auséncia de ligante. Para CRABP2 livre, os residuos da hélice 1, que faz parte da
regido do portal de acesso ao sitio de interacdo com AR, apresentam angulos de diedro
caracteristicos de a-hélice, mas apo6s a interacdo com o ligante ndo foi mais possivel assinalar
a sua porcdo N-terminal (Phel5-Glul7). Além disso, a fita BE praticamente nao apresenta
angulos de diedro caracteristicos de fita-p na auséncia de AR, mas o0s adquire na presenca do
ligante. Da estrutura cristalografica de holo-CRABP2 sabe-se que a interagdo com o ligante
leva a formacéo de uma ligacdo de H entre Arg59 (BD) e GIn74 (BE), que estabiliza de maneira
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simultanea a alca BE-BF que faz parte da regido do portal e a por¢do C-terminal da fita BE que
faz parte do gap (KLEYWEGT et al., 1994) (Figura 25B).
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Figura 25: Predicdo de estrutura secundaria para apo e holo-CRABP2 (Talos N). (A) Os valores de Talos N
index obtidos a partir dos valores de deslocamento quimico de HN, N, C* e CP estdo representados em funcéo dos
residuos de CRABP2. A altura das barras (Talos N index de 0-1) reflete a probabilidade da predicédo realizada. As
barras na cor vinho sdo referentes a predicdo de estrutura secundaria do tipo fita-p e as barras em verde estao
relacionadas a estrutura secundaria do tipo a-hélice. Os elementos de estrutura secundaria referentes a estrutura
cristalogréfica de holo-CRABP2 (PDB 2FR3) estdo indicados na parte superior da figura. As fitas-p estdo
representadas por setas e as a-hélices por cilindros. (B) Representacéo da ligagéo de H estabelecida entre Arg59
(BD) e GIn74 (BE) com a interacdo entre CRABP2 e AR na estrutura tridimensional de AR:CRABP2 (PDB 2FR3)
(cinza), que estabiliza de maneira simultanea a alga BE-BF, que faz parte da regido do portal, e a por¢do C-terminal
da fita BE que faz parte da regido do gap. As fitas BD e BE estdo coloridas de laranja. O AR esta representado em
verde.
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4.4 CARACTERIZACAO DA INTERACAO ENTRE CRABP2 E AR

O AR é um composto altamente hidrofébico (solubilidade em 4gua ~60 nM) e CRABP2 é
responsavel por solubiliza-lo no ambiente aquoso citoplasmatico e por realizar o seu transporte
entre o nucleo e o citoplasma. Experimentos de DSF mostraram que a formagdo do complexo
AR:CRABP2 aumenta a estabilidade térmica de CRABP2 (Tm) em aproximadamente 15 °C
(ATm). Enquanto apo-CRABP2 apresenta uma temperatura de fuséo (Tm) igual a55+ 0.2 °C, 0
Tm observado para holo-CRABP2 ¢ de 69.9 + 0.1°C (Figura 26). CRABP2 apresenta uma
cavidade interna relativamente grande (~600 A% em relacio ao seu tamanho (137 residuos)
(VASILEIOU et al., 2009). A maior estabilidade do complexo AR:CRABP2 em relacéo a
proteina livre deve-se as mudltiplas interacfes hidrofobicas e ligacdes polares adicionais
formadas entre CRABP2 e seu ligante e também a compactacéo da rede de moléculas de dgua
presente no interior da cavidade (VAEZESLAMI et al., 2006; WANG; YAN, 1998)
(VAEZESLAMI et al., 2006) (Figura 7).
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Figura 26: Perfis de desnaturacdo e estabilidade térmica de apo e holo-CRABP2 aferidos por DSF. (A)
Curvas representativas de desnaturacéo térmica de CRABP2 na presenca (laranja) e na auséncia de AR (azul). (B)
Primeira derivada das curvas de desnaturacdo de apo (azul) e holo-CRABP2 (laranja). A interacdo com AR
aumentou a estabilidade térmica do complexo (Tm) em ~15 °C (4Tr). Os experimentos foram realizados em tampéo
NaP 20 mM (pH 6,8), NaCl 50 mM e TCEP 0.5 mM. As concentracgdes finais de apo/holo-CRABP2 e SYPRO
Orange foram 0.15 mg/mL e 2X, respectivamente.

A cinética de interacdo entre CRABP2 e AR foi avaliada por SPR. A afinidade de interacdo
(Kq) e as taxas de associagdo e dissociacdo (kon € Koff, respectivamente) foram determinadas e
estdo apresentadas na Tabela 4. Na Figura 27 esta a curva representativa das curvas observadas
e dos ajustes obtidos nos experimentos de titulagéo cinética. A correlacdo entre os dados obtidos
e 0s ajustes indica que os parametros cinéticos obtidos sdo coerentes. A alta afinidade de
ligacdo, a natureza hidrofébica do ligante e a taxa de dissociagdo lenta sugerem que a liberagdo
de AR do sitio de interacdo seja mediada por fatores externos que gerem mudangas

estruturais/dindmicas em CRABP2.
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Tabela 4: Parametros cinéticos da interacédo entre AR e CRABP2 determinados por SPR.

kon (M7s7) | 6.92 x 10° + 2.32 x 10°
Kot (5°) 4.01x10°+1.08x 103
Ko (NM) 5.94 £ 0.79

N (replicatas) | 4

50+

500 nM

40+

HRIU

AuRIU

T I T T T T ' | T T T T ' I T T T 1
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900
time (s)

Figura 27: Sensorgrama representativo da caracterizacdo dos parametros cinéticos da interacdo entre
CRABP2 e AR por SPR. CRABP2 foi titulada com trés concentragfes de AR (125, 250 and 500 nM). O
experimento foi realizado em quadruplicata em tampdo NaP 20 mM (pH 7.4), NaCl 150 mM, TCEP 0.5 mM e
Tween 0.05%. O sensorgrama representativo estd mostrado no painel superior da figura (URIU vs. tempo). Os
tracos em preto representam os dados experimentais e os tracos em vermelho so referentes ao ajuste realizado
utilizando um modelo de titulagdo cinética limitado por transporte de massa. No painel inferior (A uRIU vs. tempo)
esta mostrada a diferenca entre os dados experimentais e as curvas calculadas a partir do modelo utilizado.

Com o objetivo de identificar os residuos de CRABP2 que medeiam a interacdo com
AR, espectros 2D [*H,®N] HSQC foram adquiridos na presenca de concentracdes crescentes
de AR (Figura 28). As medidas de perturbacdo do deslocamento quimico (CSP) causados pela
formagéo do complexo AR:CRABP2 (excesso molar de AR de 4x) em relacdo a CRABP2 na

auséncia de ligante foram medidas (Figura 29A). Os valores de CSP refletem as mudancgas que

acontecem no ambiente quimico onde os nticleos se encontram (HN e *N). A medida de CSP
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é sensivel tanto a alteragBes na estrutura molecular covalente, quanto a interacdes nao-
covalentes, como interag6es hidrofdbicas e ligagdes hidrogénio. O mapeamento das mudangas
nos ambientes quimicos dos nucleos informa acerca dos contatos realizados entre a proteina e
diferentes parceiros moleculares/ligantes.

A interagdo com AR causou CSPs em residuos presentes em quase todas as regides de
CRABP2, excetuando as fitas BG, BH e a alga BG-BH. A alca BG-BH contém o sitio de
SUMOilacdo (Lys101), responsével pela dissociacdo de AR:CRABP2 do reticulo
endoplasmatico (MAJUMDAR et al., 2011). Valores de CSP maiores do que 1.5 desvios-
padrdo foram observados para os residuos Ile9 (BA), Leul9 (al), Val33 (a2), Ala40 (BB),
Arg59 (BC-BD) e Arg132 (BJ). Os residuos Lys30 (a2), 1le31 (a2), Thr54 (BC), Glu62 (BD),
lle63 (BD), GIn74 (BE), Asp77 (BE-BF), Gly78 (BE-BF), Leu119 (BI), Leul2l (BI) e Tyrl34
(BJ) apresentaram valores de CSP entre 0.5 e 1.5 desvios-padrao (Figura 29B).
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Figura 28: Sobreposicdo dos espectros 2D [*H,'>N] HSQC de apo e holo-CRABP2. Os sinais em rosa sdo
referentes a CRABP?2 livre e os sinais em verde ao complexo AR:CRABP2 (excesso molar de 4x). Os espectros
foram adquiridos com ~ 50 uM de apo/holo-CRABP2 em tamp&o NaP 20 mM (pH 6,8), NaCl 50 mM e TCEP 0.5
mM e 5% de D,0, a 25°C e em um espectrémetro Bruker 800 MHz.
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Figura 29: Identificacdo dos residuos de CRABP2 que medeiam a interacdo com AR. (A) Os valores de CSP
foram calculados considerando a proteina livre e o complexo AR:CRABP2 (excesso molar de AR de 4x) e estdo
mostrados em funcéo dos residuos de CRABP2. As linhas pontilhadas em vermelho indicam os valores 0.5 e 1.5
desvios-padrdo acima da média. As regides de CRABP2 que apresentam CSPs significativos estdo destacadas em
bege. Os elementos de estrutura secundaria referentes a estrutura cristalografica de holo-CRABP2 (PDB 2FR3)
estdo indicados na parte superior da figura. As fitas-p estio representadas por setas e as a-hélices por cilindros.
(B) Os residuos que apresentaram valores de CSP estatisticamente significativos estdo mapeados na estrutura
cristalogréfica de holo-CRABP2 (PDB 2FR3) (>1.5 desvios-padrao, rosa escuro; entre 0.5 e 1.5 desvios-padrédo,
rosa claro). As cadeias laterais estdo representadas por bastGes e identificadas. AR esté representado em verde. A
figura da direita esta girada de 180° em y em relacdo a figura da esquerda.

Os residuos que apresentaram valores de CSP estatisticamente significativos nos
experimentos de titulagdo por RMN foram comparados com os residuos que interagem com AR
na estrutura cristalografica de AR:CRABP2 (PDB 2FR3). Os residuos Argl32 e Tyrl34, que

mostraram valores de CSP estatisticamente relevantes nos experimentos de RMN, realizam

contatos diretos com o grupamento carboxilato do AR via uma ponte salina e uma ligacao de
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hidrogénio na estrutura cristalogréfica de holo-CRABP2, respectivamente (VAEZESLAMI et
al., 2006) (Figura 7). Adicionalmente, os residuos Leul9, lle3l, Thr54, Arg59, Asp77 e
Leul21, que interagem com AR via contatos hidrofobicos na estrutura cristalografica do
complexo AR:CRABP2 (VAEZESLAMI et al., 2006) (Figura 12A), também apresentaram
valores de CSP estatisticamente significativos nos experimentos de RMN . Porém, alguns dos
residuos que mostraram valores de CSP significativos, como 1le9, 11e63 e Leul19 n&o estdo
envolvidos em contatos diretos com AR na estrutura cristalografica do complexo AR:CRABP2.
As cadeias laterais de 11€9, 1le63 e Leull9 apontam para o interior da cavidade de interacgéo,
sugerindo que os CSPs observados para esses residuos foram possivelmente induzidos por
mudancas conformacionais causadas pela interagdo com o ligante (Figura 29B).

Contudo, a comparacdo das estruturas cristalograficas de apo (PDB 2FS6) (VAEZESLAMI
et al.,, 2006) e holo-CRABP2 (PDB: 2FR3) (VAEZESLAMI et al., 2006) revelou que a
conformacdo das cadeias laterais dos residuos que encontram-se voltadas para o interior da
cavidade de interacdo, por exemplo, dos residuos envolvidos na interagdo com o ligante, é muito
semelhante nos dois estados, o que esta em desacordo com dados de CSP obtidos neste trabalho
(Figura 12A). Sendo assim, as mudancas conformacionais observadas ndo parecem governar
de maneira exclusiva o mecanismo de interacdo entre CRABP2 e AR. A entropia
conformacional de CRABP2, ou seja, a distribuicdo dos estados conformacionais populados
pela proteina, deve ter participacdo tanto na formacdo do complexo AR:CRABP2 quanto na
interacdo entre CRABP2 e seus diferentes parceiros moleculares. Apesar de algumas cadeias
laterais de residuos presentes na superficie de apo e holo-CRABP2 também apresentarem
diferenca de conformacéo entre os dois estados isso ocorre possivelmente devido a diferencas
no empacotamento cristalografico, pois as proteinas foram cristalizadas em diferentes grupos

espaciais.

4.5 CARACTERIZACAO DA DINAMICA RAPIDA (ps-ns) de CRABP2 LIVRE E DO
COMPLEXO AR:CRABP2 POR RMN

Os parametros de relaxagdo Ti1, T2 e os efeitos nucleares Overhauser *H-°N (NOEs) foram
utilizados para a caracterizagdo dos movimentos internos da cadeia polipeptidica (ps-ns) de
CRABP2 livre e ligada a AR. Os parametros de relaxacdo foram aferidos para apo e holo-

CRABP2 em dois campos magnéticos diferentes (800 e 900 MHz). Porém, como eles se
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mostraram semelhantes em ambos os campos utilizados, a analise da dinamica térmica de
CRABP2 levou em consideracdo apenas os valores obtidos a 900 MHz.

Os valores médios dos parametros de relaxacdo bem como os tempos de correlacdo
rotacional globais obtidos para CRABP2 na auséncia e na presenca de AR estdo mostrados na
Tabela 5. Um aumento global dos valores de R> concomitante a uma diminui¢do global dos
valores de R; foram observados na presenca de AR. O aumento de R2 simultaneo a diminuigéo
de Rz indicou que o complexo AR:CRABP2 apresenta uma massa molecular maior do que a
proteina livre em solucdo. A estimativa dos tempos de correlacdo rotacionais globais (tc) de
CRABP?2 livre (10,4 ns) e do complexo AR:CRABP2 (15,1 ns) confirmou que holo-CRABP2
apresenta um raio hidrodindmico em solu¢do maior do que apo-CRABP2. A diferenca de
comportamento entre as formas livre e ligada a AR de CRABP2 néo se deve ao aumento da
viscosidade da solucéo na presenga do ligante, uma vez que os experimentos foram conduzidos
utilizando a mesma concentracdo de proteina, tampao e temperatura.

Apesar do tc estimado em ambos os casos ter sido maior do que o esperado para 0
monodmero de CRABP2 (15.7 kDa; 8-10 ns) (XIAO et al., 2010), o complexo AR:CRABP2
apresentou um tempo de correlacdo rotacional mais préximo ao que seria esperado para um
dimero de CRABP2, sugerindo a possibilidade de autoassociacdo de pelo menos uma fracéo de
CRABP2 na presenca de ligante. Resultados anteriores para CRABP1, a iLBP mais proxima a
CRABP2, indicam que tanto as formas livre e ligada a AR dimerizam em solucdo (KRISHNAN
et al., 2000).

Tabela 5: Valores médios dos pardmetros de relaxacao e tc obtidos para CRABP2 livre e ligada a AR.

Parametro CRABP2 AR:CRABP2
{*H}-5N NOE 0.82 £ 0.05 0.81 £ 0.06
Rz (s?) 19.45+1.50 29.94+2.72
Ri (s 0.8 +0.06 0.61 +0.04
1 (NS) 10.4 15.1

A comparacdo dos valores dos parametros de relaxacdo obtidos para apo e holo-
CRABP2, bem como os erros associados a cada medida, estdo representados na Figura 30.
Para CRABP?2 livre, residuos presentes nas alcas pA-al, pC-BD, BE-BF, BG-BH e na regido C-

terminal apresentaram dindmica térmica, ou seja, altos ou baixos valores de R: associados a
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baixos valores de R, e {*H}-°N NOE. Essas regides fazem parte, ou estdo proximas, a regido
do portal de CRABP2 que se mostra altamente flexivel na auséncia de ligante (WANG; YAN,
1998). No complexo AR:CRABP2, as al¢as BA-al, BG-BH e a regidao C-terminal também se
mostraram flexiveis. Porém, alteragdes nos valores de R: de residuos presentes nas algas BC-
BD e BE-BF sugeriram a supressdo da dinamica térmica dessas regides com a formacéo do

complexo AR:CRABP2.
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Figura 30: Dindmica térmica de CRABP2 na presenca e ha auséncia de AR (900 MHz). Os parametros de
relaxagdo {*H}->N NOE, R; e R, bem como os erros associados a cada medida, estdo representados em fungio
dos residuos da proteina. Em preto estdo os valores observados para apo-CRABP2 e em cinza os valores aferidos
para holo-CRABP2. As regides cuja dindmica térmica foi suprimida com a formagdo do complexo AR:CRABP2
estdo destacadas em bege. Os elementos de estrutura secundaria referentes a estrutura cristalografica de holo-
CRABP2 (PDB 2FR3) estdo indicados na parte superior da figura. As fitas-p estdo representadas por setas ¢ as o-
hélices por cilindros. Os experimentos foram realizados com ~ 1 mM de apo-CRABP2 ou ~ 1 mM de CRABP2 e
1.5 mM de AR em tampdo fosfato de sodio 20 mM (pH 7.3), NaCl 150 mM, DTT 5 mM e 10% de D20, a 25°C
e em um espectrometro Bruker 900 MHz.
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No complexo AR:CRABP2, residuos presentes na regiao do portal (al-al¢a-a2 e algas
BC-BD e BE-BF) interagem com a porgdo apolar do AR via interagdes hidrofobicas
(KLEYWEGT et al., 1994) (Figura 7). Além disso, o residuo Arg59 forma uma ligacao
hidrogénio com GIn74, conectando a porcao superior das fitas BD e BE, que formam a regido
do gap das iLBPs (VAEZESLAMI et al., 2006) (Figura 25B). Sendo assim, 0s contatos
adicionais promovidos pela ligacdo de AR a CRABP2 seriam responsaveis pela supressao da
dindmica térmica das alcas BC-BD e BE-BF na presenca de ligante. Vale destacar que a al¢a

BG-BH, que contém o sitio de SUMOilacdo Lys101, permaneceu flexivel nos dois estados.
4.6 INVESTIGAC}AO DA AUTOASSOCIAQAO DE CRABP2 INDUZIDA POR AR

Tendo em vista a variacdo dos parametros de relaxacdo e do tempo de correlacédo rotacional
global em fungdo da presenca de AR que indicaram a autoassociagdo do complexo
AR:CRABP2 em solucdo, experimentos de titulagdo por RMN foram conduzidos com o
objetivo de mapear a superficie envolvida nesse processo.

A Figura 31 mostra a sobreposi¢do dos espectros 2D [*H, ©®N] HSQC coletados em
concentragdes crescentes do complexo AR:CRABP2. Na Figura 32A, estdo representados 0s
valores de CSP observados entre as concentragcdes limitrofes de 10 uM e 800 pM. Os residuos
Val26 (a2), Leu28 (a2) e Val58 (BC-BD) apresentaram os maiores valores de CSP (3 desvios
-padrdo acima da média). Adicionalmente, valores de CSP de 0,25 desvios-padrdo acima da
média foram observados para os residuos 1le10 (BA), Lys20 (al), Asn25 (al-a.2), Lys30-11e31
(a2), Val33 (a2), Ala35 (a2), Arg59 (BC-BD) e Asnl115 (BH-BI) (Figura 32B). Basicamente
todos os residuos que apresentaram valores de CSP estatisticamente relevantes localizam-se na
regido do portal de iLBPs (al-alca-a2 e algas BC-BD e BE-BF), formando uma superficie
continua de interacéo entre os monémeros do complexo AR:CRABP2.

Na estrutura cristalografica do complexo AR:CRABP2, a cadeia lateral da Val58 se
aproxima da hélice a2, possibilitando que os residuos Leu28, 1le31, Ala35 e Val58 formem
uma superficie hidrofébica continua (Figura 32C). Os residuos presentes nessa superficie
hidrofobica contigua estabelecem contatos com um outro monémero de AR:CRABP2 presente
na unidade assimétrica do cristal. A superficie hidrofobica formada na regido do portal interage
com os residuos 1le120, Thr122, Thrl31 e Vall33 presentes no outro monémero de
AR:CRABP2 (Figura 33). Vale ressaltar que todas as moléculas de agua sdo expulsas da
interface de interacédo entre os dois monémeros de AR:CRABP2, além disso, a cadeia lateral da

Asn25 de um mondmero forma uma ligacdo hidrogénio com a cadeia lateral do Aspl116 do
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outro monémero. A superficie de interacdo observada para o dimero cristalografico de
AR:CRABP?2 se sobrepde a regiao mapeada por CSP em funcdo do aumento da concentracao
de holo-CRABP2, sugerindo que essa regido também medeia a autoassociacdo de holo-

CRABP2 em solucao.
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Figura 31: Sobreposicdo dos espectros 2D [*H,*N] HSQC adquiridos em concentracdes crescentes de holo-
CRABP2. As concentracfes de holo-CRABP2 utilizadas foram: 10 uM (azul), 20 uM (azul marinho), 40 pM
(lilds), 60 pM (verde-azulado), 80 uM (ciano), 100 uM (marrom), 125 uM (laranja), 150 pM (salméo), 200 uM
(rosa claro), 250 pM (verde), 300 uM (rosa), 400 pM (verde claro), 500 pM (azul claro) e 800 uM (magenta). Os
residuos que apresentaram CSPs estatisticamente significativos em funcdo do aumento da concentracdo de holo-
CRABP2 estdo identificados. Os espectros foram adquiridos em tamp&o NaP 20 mM (pH 6,8), NaCl 50 mM e
TCEP 0.5 mM e 5% de D0, a 25°C e em um espectrdmetro Bruker 600 MHz.
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Figura 32: Residuos que medeiam a auto associacao de holo-CRABP2 identificados por CSP. (A) Valores de
CSP observados para AR:CRABP2 considerando as concentra¢des de 10 uM e 800 uM mostrados em fungéo dos
residuos de CRABP2. As linhas pontilhadas em vermelho indicam os valores 0.25 e 3.0 desvios-padrao acima da
média. As regides de holo-CRABP2 que apresentam CSPs significativos estdo destacadas em bege. Os elementos
de estrutura secundaria referentes a estrutura cristalografica de holo-CRABP2 (PDB 2FR3) estdo indicados na
parte superior da figura. As fitas-p estdo representadas por setas e as a-hélices por cilindros. (B) Os residuos que
apresentaram valores de CSP estatisticamente significativos estdo mapeados na estrutura cristalogréfica de holo-
CRABP2 (PDB 2FR3) (>3.0 desvios-padréo, azul escuro; entre 0.25 e 3.0 desvios-padréo, azul claro). As cadeias
laterais estdo representadas por bastdes e identificadas. AR esta representado em verde. (C) Zoom da interface de
dimerizacdo mapeada por CSP. Os residuos que formam a superficie hidrofébica contigua estdo destacados em
azul na estrutura cristalografica de AR:CRABP2 (2FR3).
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Figura 33: Residuos que medeiam a auto associa¢édo de holo-CRABP?2 identificados por CSP e diminui¢do
da intensidade relativa dos sinais. Os residuos envolvidos na dimerizagdo de AR:CRABP2 estdo mapeados na
estrutura cristalografica do dimero de holo-CRABP2 (2FR3). As cadeias laterais dos residuos localizados na regido
do portal estéo coloridas em ciano. As cadeias laterais dos residuos localizados nas fitas pl-BA e na alca BH-pl do
monodmero de simetria relacionada estdo mostradas em vermelho. A ligagdo de hidrogénio conectando os residuos
Asn25 (mondmero A) e Aspl116 (mondmero B) esta representada por uma linha pontilhada amarela. As cadeias
laterais estdo representadas por bastdes e identificadas. AR esta representado em verde.

Além das mudancgas de deslocamento quimico, alguns picos de correlagdo apresentaram
diminuicdo de intensidade em fungdo do aumento da concentracdo de AR:CRABP2 (Figura
34A). Os residuos 11e10 (BA), Argll (BA), Asn115 (BH-BI) e Thrl31 (BJ) apresentaram a maior
diminuigdo de intensidade (<2 desvios-padrdo da média) com o aumento da concentracdo de
AR:CRABP?2. Os residuos Phe3, Lys8 (BA), Leul9 (al), Lys38 (a2-BB), 1le63 (BD), Thr110
(BH), Thr114 (BH-BI), Leul21 (BI), Cys130 (BJ) e Vall35 (BJ) apresentaram diminuicdo de
intensidade entre 0,75 e 2 desvios-padrdo da media (Figura 34B). Surpreendentemente, 0s
residuos Thr114 (BH-BI), Asn115 (BH-BI), Leul2l (BI), Cys130 (BJ), Thrl31 (BJ) e Val135
(BJ) localizam-se na superficie hidrofébica continua que interage com a regido do portal no
dimero cristalografico de AR:CRABP2, sugerindo que a diminui¢do da intensidade relativa

desses residuos foi causada pela dimerizacdo do complexo em solucdo (Figura 34C).
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Figura 34: Residuos que medeiam a auto associagcdo de holo-CRABP?2 identificados por diminuicdo da
intensidade relativa dos sinais. (A) Razédo entre as intensidades relativas de holo-CRABP2 a 10 pM e 800 pM
(1s00um/110um) €M funcgdo dos residuos de CRABP2. As linhas pontilhadas em vermelho indicam os valores 0.75 e
2.0 desvios-padrdo abaixo da média. As regides de holo-CRABP2 que apresentam os menores valores de
lsooum/110um €St80 destacadas em bege. Os elementos de estrutura secundaria referentes a estrutura cristalogréfica
de holo-CRABP2 (PDB 2FR3) estéo indicados na parte superior da figura. As fitas-p estdo representadas por setas
e as a-hélices por cilindros. (B) Os residuos que apresentaram valores de lsooum/110um €Statisticamente significativos
estdo mapeados na estrutura cristalografica de holo-CRABP2 (PDB 2FR3) (<2.0 desvios-padréo, laranja escuro;
entre 0.75 e 2.0 desvios-padrdo, laranja claro). As cadeias laterais estdo representadas por bastdes e identificadas.
AR esta representado em verde. (C) Zoom da interface de dimerizacéo identificada por perda de intensidade
relativa. Os residuos que formam a superficie hidrofébica contigua estdo destacados em laranja na estrutura
cristalogréafica de AR:CRABP2 (2FR3).
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A intensidade relativa dos residuos presentes na alca BG-BH (Lys101-Gly104)
aumentou com a dimerizacdo de AR:CRABP2, indicando que esses residuos tornaram-se mais
flexiveis com a formacdo do homodimero. O sitio de SUMOilacdo de CRABP2, que €
responsavel pela dissociacdo da proteina da membrana do reticulo endoplasmatico, esta
presente nessa regido (Lys101) e é possivel que esse aumento de flexibilidade seja importante
para 0s processos subsequentes de sinalizagdo mediados por holo-CRABP2.

Apesar da saturacdo nao ter sido alcancada no experimento de titulacdo de AR:CRABP2
devido a limitaces na solubilidade do complexo, a constante de dissociacdo aparente para a
homodimerizagdo de holo-CRABP2 foi estimada utilizando os valores de CSP de todos o0s
residuos envolvidos na autoassocia¢do de AR:CRABP2 (Kq~1.0 £ 0.2 mM). O alto valor de Kq
é indicativo de uma interacdo fraca, sugerindo que a homodimerizacdo de AR:CRABP2 possa
ser inespecifica. Entretanto, a homodimerizacdo de outras iLBPs na presenca de seus ligantes
cognatos ja foi descrita na literatura e relacionada a modulagéo da translocacéo dessas proteinas
entre o nucleo e o citoplasma (AVERS et al., 2007).

4.7 CARACTERIZACAO DA DINAMICA INTERMEDIARIA (us-ms) de CRABP2 LIVRE
E DO COMPLEXO AR:CRABP2 POR RMN

O alargamento de alguns sinais de ressonancia observados para apo-CRABP2 € indicativo
de que esses residuos experimentam troca conformacional em regime intermediario. Sendo
assim, a dindmica na escala de tempo de ps-ms foi investigada para CRABP2, tanto na auséncia
quanto na presenca de AR, utilizando experimentos de disperséo de relaxacdo por CPMG (**N).

As taxas de relaxagdo efetiva Rt (s) obtidas a 25 °C, utilizando frequéncias de CPMG
iguais a 66,7 e 1000 Hz e em campos magnéticos de 800 MHz e 900 MHz para CRABP2 livre
estdo apresentadas na Figura 35. Residuos distribuidos ao longo de toda a estrutura
tridimensional de CRABP2 livre, excetuando-se os segmentos BG, BH e a alca BG-BH,
apresentaram valores de AR2eff (R2eff 66.7 Hz - Roets 1000 Hz), em ambos os campos utilizados,
indicativos de eventos de troca conformacional. Na Figura 36A estdo representados os valores
de ARzt em ambos os campos magnéticos utilizados. Tanto residuos hidrofobicos quanto
carregados apresentaram dinamica intermediaria na auséncia de ligante. Muitos dos residuos
que apresentaram CSPs com a formacdo do complexo AR:CRABP2 também mostraram
dindmica intermediaria nos experimentos de CPMG.

De todos os residuos que apresentaram troca conformacional no tempo de escala de ps-ms,
os residuos Lys8 (BA), Leul9 (al), Leu22 (al), Lys30-Ala32 (a2), Thr51-11e53 (BC), Arg59
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(BC-BD), Glu73-GIn74 (BE), Val76 (BE-BF), Thrl14 (BH-BI), Thrid1l (BJ) e Tyrl34 (BJ)
formaram o grupo principal por apresentarem valores de kex € ps semelhantes (Figura 36B e
Figura 36C). Os valores de kex € ps médios obtidos com o ajuste global dos dados de CPMG
obtidos para apo-CRABP2 foram 320 + 40 /s e 0.2 = 0.03, respectivamente. Os residuos
envolvidos em eventos de troca conformacional localizam-se principalmente na regido do portal
(al-alca-a2, alcas BC-BD e BE-BF) e do gap (BD e BE) de CRABP2. Em concordancia com os
resultados de CPMG, os residuos que ndo puderam ser assinalados devido ao alargamento dos
sinais de RMN estdo localizados nas mesmas regides que apresentaram dinamica intermediaria
- BA (Glul3), al (Glul6), a2 (Arg29, Ala34-Ala36), a2-fB (Lys38), pB (Val4l), BC-BD
(Thr56-Val58), BD (Thr60), BH-BI (Asn115) e BJ (Val133) (Figura 36B).
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Figura 35: Taxas de relaxacéo efetiva Rzt (s) aferidas para apo-CRABP2 no 900 MHz e no 800 MHz a
25°C com frequéncias de CPMG (vcpmc) de a 66,7 Hz e 1000 Hz. Os valores de Rz () estdo representados
em funcdo dos residuos da proteina. Em preto estio os valores observados para vcpme = 66.7 Hz e em cinza os
valores aferidos com vcpmg = 1000 Hz. As barras representam os erros associados a cada medida. Os elementos de
estrutura secundaria referentes a estrutura cristalografica de holo-CRABP2 (PDB 2FR3) estdo indicados na parte
superior da figura. As fitas-B estdo representadas por setas e as a-hélices por cilindros. Os experimentos foram
realizados com ~ 1 mM de apo-CRABP2 em tampdo fosfato de sédio 20 mM (pH 7.3), NaCl 150 mM, DTT 5 mM
a25°C.
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Figura 36: Dinamica intermediaria de CRABP2 livre. (A) Valores de ARz em funcdo dos residuos de
CRABP2, adquiridos para a proteina livre a 25 °C nos campos magnéticos de 800 MHz (azul) e 900 MHz
(vermelho). Os elementos de estrutura secundaria referentes a estrutura cristalografica de holo-CRABP2 (PDB
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2FR3) estdo indicados na parte superior da figura. As fitas-p estdo representadas por setas e as a-hélices por
cilindros. As regides que exibiram dinamica intermediaria estdo destacadas em bege. (B) Os residuos que
apresentaram pardmetros de troca semelhantes em apo-CRABP2 (ke = 320 + 40 /s e pg = 0.2 + 0.03) estdo
representados por esferas azuis na estrutura cristalografica de CRABP2 livre (PDB 2FS6). Os residuos que ndo
foram incluidos no grupo principal de maneira estatisticamente significativa estdo representados por esferas pretas.
Os residuos que ndo foram assinalados estdo coloridos em bege na representagdo em cartoon. (C) Perfis
representativos de dispersdo de relaxacdo obtidos por >N CPMG no 900 MHz (Razeft VS. vceme) para os residuos
Lys8 (rosa), Lys30 (roxo), Val76 (azul), Thr131 (verde) e Tyrl34 (laranja); os residuos correspondentes estdo
destacados em B por circulos nas mesmas cores utilizadas em suas respectivas curvas em C. As linhas
correspondem ao ajuste dos perfis de relaxacdo a equacdo de Carver—Richards. (D) Valores de ARz em funcédo
dos residuos de CRABP2, adquiridos para a proteina livre (preto) e ligada a AR (preto) a 25 °C no 900 MHz.

Os experimentos de CPMG-RD foram repetidos na presenca de AR. As taxas de
relaxagdo efetiva Reert (s1) obtidas a 25 °C, utilizando frequéncias de CPMG iguais a 66,7 e
1000 Hz e em campos magnéticos de 18.79 e 21.14 T para holo-CRABP2 estdo apresentadas
na Figura 37. A dinamica intermediaria de CRABP2 foi suprimida com a formacdo do
complexo AR:CRABP2 (Figura 36D). Os perfis de dispersdo de relaxacdo dos residuos Lys8,
Lys30, Val76, Thr131 e Tyrl34, que integram o grupo principal de residuos que apresentaram
parametros de troca conformacional semelhantes em apo-CRABP2, observados para CRABP2
livre e na presenca de AR estdo representados na Figura 38. Os perfis de relaxacao observados
para esses residuos na auséncia de AR sédo indicativos de eventos de troca conformacional,
apresentando altos valores de Roer em baixas frequéncias de CPMG e decaimento da taxa de
relaxagdo com o aumento de vcpme. A analise desses perfis de relaxagdo aferidos para apo e
holo-CRABP2 permite a observacdo da inibicdo dos eventos de troca conformacional na

presenca do ligante.
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Figura 37: Taxas de relaxacdo efetiva Roer (1) aferidas para holo-CRABP2 no 900 MHz e no 800 MHz a
25°C com frequéncias de CPMG (vcemc) de a 66,7 Hz e 1000 Hz. Os valores de Rz (S) estéo representados
em funcdo dos residuos da proteina. Em preto estdo os valores observados para vepme = 66.7 Hz e em cinza os
valores aferidos com vepme = 1000 Hz. As barras representam os erros associados a cada medida. Os elementos de
estrutura secundaria referentes a estrutura cristalografica de holo-CRABP2 (PDB 2FR3) estdo indicados na parte
superior da figura. As fitas-p estdo representadas por setas e as a-hélices por cilindros. Os experimentos foram
realizados com ~ 1 mM de CRABP2 e 1.5 mM de AR em tampao fosfato de sédio 20 mM (pH 7.3), NaCl 150
mM, DTT 5 mM a 25 °C.
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Figura 38: Perfis de dispersao de relaxacdo observados para Lys8, Lys30, Val76, Thr131 e Tyrl34 em apo
e holo-CRABP2. Os valores de Ry (s1) em funcdo da variagio de vcems €stdo mostrados no painel da esquerda
para a proteina livre e no painel da direita para o complexo atRA:CRABP2. Em azul estdo os valores aferidos no
800 MHz e em vermelho estdo os valores observados no 900 MHz.
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Alguns residuos em holo-CRABP2 apresentaram movimentos em uma escala de tempo
mais rapida (ps-ps): 1le10-Serl2 (BA), Leul9 (al), Lys38 (a2-pB), Thri22-Thrl24 (BI) e
Argl32 (BJ) (Figura 39A). Esses residuos constituiram o grupo principal por apresentarem
valores de kex e ps semelhantes (Figura 39B e Figura 39C). Os kex € ps médios obtidos com o
ajuste global dos dados de CPMG obtidos para holo-CRABP2 foram kex > 2000 /s e pg ~0.05,
respectivamente. Em concordancia com os resultados de CPMG, os residuos que nao puderam
ser assinalados devido ao alargamento dos sinais de RMN estéo localizados nas mesmas regides
que apresentaram flutuacdo rapida - Glul3 (BA), Phel5-Glul7 (al), Gly47 (BB-BC), Thr57
(BC-BD) e Thr60 (BD) (Figura 39B).
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Figura 39: Dindmica intermediaria de AR-CRABP2. (A) Valores de ARzem fungdo dos residuos de CRABP2,
adquiridos para holo-CRABP2 a 25 °C nos campos magnéticos de 800 MHz (azul) e 900 MHz (vermelho). Os
elementos de estrutura secundaria referentes a estrutura cristalografica de holo-CRABP2 (PDB 2FR3) estdo
indicados na parte superior da figura. As fitas-p estdo representadas por setas e as a-hélices por cilindros. As
regides que exibiram dinamica intermedidria estdo destacadas em bege. (B) Os residuos que apresentaram
parametros de troca semelhantes em holo-CRABP2 (kex > 2000 /s e ps ~0.05) estdo representados por esferas
laranja na estrutura cristalogréafica de holo-CRABP2 (PDB 2FR3). Os residuos que ndo foram assinalados estao
coloridos em bege na representacdo em cartoon. AR esté representado em verde. (C) Perfis representativos de
dispersdo de relaxacdo obtidos por *®N CPMG no 900 MHz (Ra Vs. vcema) para os residuos Argll (azul), Serl2
(verde), Thr122 (rosa), Met123 (verde-oliva) e Thr124 (vinho); os residuos correspondentes estdo destacados em
B por circulos nas mesmas cores utilizadas em suas respectivas curvas em C. As linhas correspondem ao ajuste

dos perfis de relaxacdo a equacdo de Carver—Richards.
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Essa flutuagdo rapida apresentada por holo-CRABP2 é distinta da dindmica intermediaria
verificada para apo-CRABP2, como pode ser observado na Figura 40 que mostra os perfis de
dispersdo de relaxacdo dos residuos Argll, Serl2, Thrl22, Met123 e Thrl24 observados na

auséncia e na presenca de AR.
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Figura 40: Perfis de dispersdo de relaxacdo observados para Argll, Serl2, Thr122, Met123 e Thr124 em
apo e holo-CRABP2. Os valores de Rz (1) em fungdo da variagdo de vcemc estdo mostrados no painel da
esquerda para a proteina livre e no painel da direita para o complexo AR:CRABP2. Em azul estdo os valores
aferidos no 800 MHz e em vermelho estdo os valores observados no 900 MHz.
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Na estrutura do complexo AR:CRABP2, o residuo de Arg59 passa a formar uma ligacdo
hidrogénio com GIn74 que ndo é observada na proteina livre (Figura 25B). Essa ligacéo
hidrogénio parece eliminar os eventos de troca conformacional dos residuos presentes na fita
BD e na alca BE-BF, favorecendo o estado menos flexivel e de menor energia de CRABP2. A
supressdo da dindmica rapida da alca BE-BF causada pela interacdo com o ligante corrobora
com o aumento da rigidez estrutural de CRABP2. Além disso, a dindmica intermediaria de
residuos presentes na regido do portal tambem é suprimida com a formacdo do complexo
AR:CRABP2. Isso ocorre devido a multiplas intera¢des hidrofobicas formadas entre o anel -
ionona do ligante e os residuos presentes na regido do portal de CRABP2 (WANG; YAN, 1998)
(VAEZESLAMI et al., 2006) (Figura 7). Em conjunto, essas interacdes parecem reduzir de
maneira significativa a entropia conformacional ndo apenas na regido do portal, mas também
nas fitas-B adjacentes, incluindo BA, Bl e BJ, indicando novamente que o AR desloca o
equilibrio conformacional de CRABP2 para uma conformacédo mais rigida e de menor energia.
A interacdo entre proteina e ligante estabiliza a interface de dimerizacdo de holo-CRABP2,
tornando-a disponivel para o evento de autoassociagdo (Figura 33).

A pré-organizacao da superficie de dimerizacdo garante que ndo ocorra gasto de energia
conformacional adicional durante o processo de dimerizacdo. A superficie hidrofobica presente
na hélice a2 de um dos monémeros interage com os residuos Thrl31 e Val133 do outro
mondmero no dimero cristalografico de AR:CRABP2 (Figura 33). Enquanto as cadeias laterais
de Thr131 e Val133 apontam para o solvente, as de Arg132 e Tyr134, localizadas na face oposta
da mesma fita, apontam para o interior da cavidade e interagem diretamente com o grupamento
carboxilato do AR (Figura 41). Desta forma, a formacdo do complexo AR:CRABP?2 estabiliza
tanto a superficie de dimerizagdo quanto o sitio de interacdo com o ligante.

A restricdo da dindmica de CRABP2 e a estabilizacdo da interface de dimerizacdo com a
formacdo do complexo AR:CRABP2 também tém efeito na formacéo do NLS tridimensional
constituido pelos residuos Lys20, Arg29 e Lys30. As cadeias laterais destes residuos estdo
expostas ao solvente e apresentam conformacdes semelhantes nos estados livre e ligado a AR
de CRABP2 (Figura 12C). Portanto, isto ndo explica como a interacdo com AR induz a
translocacdo de AR para o nucleo. Os residuos Leul9, Leu22 e Lys30-Ala32 apresentaram
dindmica intermediaria na auséncia de ligante, que foi suprimida com a formacao do complexo
AR:CRABP2 (Figura 36D). A estabilizacdo dessa regido em resposta a interacdo com AR
permite que o NLS tridimensional seja formado na presenca de ligante, permitindo o

reconhecimento do complexo AR:CRABP2 por importinas.
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V1 33

Figura 41: Pré-organizacdo da interface de dimerizacdo de CRABP2 mediada pela interacdo com AR. A
ligacdo de AR a CRABP2 estabiliza os dois lados da superficie de dimerizag@o. As cadeias laterais dos residuos
Thr131 e Val 133 (bastdes vermelhos), localizadas na fita fJ, apontam para o solvent e interagem com a superficie
hidrofébica da hélice 2 do outro mondmero na estrutura cristalografica de AR:CRABP2 (PDB 2FR3). As cadeias
laterais dos residuos Arg132 e Tyr134, localizados na face oposta da fita pJ (bastdes azuis), interagem diretamente
com o grupamento carboxilado de AR. Os residuos envolvidos na interface de dimerizacdo localizada na regido
do portal estdo coloridos em ciano. Residuos localizados nas fitas Bl-BA e na al¢a BH-BI do mondmero de simetria
relacionada estdo mostrados em vermelho. A ligacdo de H entre os residuos Argl32 e Tyrl34 e o AR estdo
representadas por linhas amarelas pontilhadas. AR esté representado em verde.

Resultados adicionais suportam o0s nossos dados. A titulacdo de CRABP2 com AR foi
realizada em diferentes razbes molares. Devido a alta afinidade entre CRABP2 e AR, a
interacdo entre proteina e ligante acontece em regime lento no tempo de escala de RMN. Assim,
observou-se a diminuicdo da intensidade do sinal referente ao estado livre da proteina de
maneira simultanea ao aumento da intensidade do sinal referente ao estado ligado de CRABP2,
em funcdo do aumento da razdo molar entre AR:CRABP2 (Figura 42). Neste experimento, 0s
residuos de CRABP2 foram divididos em dois grupos, de acordo com a razao estequiometrica
onde os sinais referentes a forma ligada da proteina foram observados (Figura 43A). No
primeiro grupo (roxo) foram alocados os residuos cujos sinais referentes ao estado ligado de
CRABP2 foram observados em razfes estequiométricas 0.1 < AR:CRABP2 <0.9 . Os residuos
que fazem parte deste grupo estdo envolvidos na interagdo com a por¢do hidrofobica de AR.
Residuos localizados na BA (Lys8-11e9), al (Leul9, Leu22), al-a2 (Asn25), a2 (Lys30-1le31,
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Val33-Ala35), a2-BB (Ser37-Lys38), BB (Alad0-Val4l), BC (Thr54-Thr56), D (Glu62), BD-
BE (Gly68), BE (GIn74), BE-BF (Asp77-Gly78) e BH-BI (Thrl14-Asnl15) constituem o
primeiro grupo (Figura 43B).

O segundo grupo (laranja) contém residuos sensiveis a supressdo da dindmica intermediaria
de apo-CRABP2 e a homodimerizagdo de holo-CRABP2, cujos sinais referentes ao estado
ligado de CRABP2 foram observados em raz@es estequiométricas AR:CRABP2 > 1.0. Além
disso, residuos que fazem contatos diretos com a porcao polar de AR também fazem parte deste
grupo. O grupo dois compreende residuos presentes na por¢do N-terminal (Phe3), BA (11e10),
BC (Thr54), BC-BD (Val58-Arg59), BH (109Wel), Bl (Leul21-Thr122) e pJ (Thr131-Argl32,
Tyrl34) (Figura 43B).
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Figura 42: Espectros 2D [*H-®N] de CRABP2 adquiridos em diferentes razées molares AR:CRABP2. Na
regido destacada na figura, os picos referentes as conformacdes livre e ligada de Leu22 e lle 31 estdo indicadas
para cada razdo molar AR:CRABP?2 utilizada. Os espectros foram adquiridos com ~ 50 pM de holo-CRABP2 em
tampéo NaP 20 mM (pH 6,8), NaCl 50 mM e TCEP 0.5 mM e 5% de D,0, a 25°C e em um espectrémetro Bruker

800 MHz.
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Figura 43: Titulagdo de CRABP2 com AR. (A) Razdes molares nas quais os sinais referentes ao estado ligado
de holo-CRABP2 foram observados pela primeira vez em func¢do dos residuos de CRABP2. Os residuos de
CRABP2 afetados pela adi¢do de AR foram divididos em 2 classes, de acordo com a razdo molar entre AR e
CRABP2 que eles foram primariamente observados. Razéo < 0.9 (roxo) e razdo > 1.0 (laranja). Os elementos de
estrutura secundaria referentes a estrutura cristalografica de holo-CRABP2 (PDB 2FR3) estdo indicados na parte
superior da figura. As fitas-p estéo representadas por setas e as a-hélices por cilindros. (B) Os residuos foram
mapeados na estrutura de AR:CRABP2 (PDB 2FR3). AR esta representado em verde.

As estruturas cristalograficas de apo e holo-CRABP2 séo virtualmente idénticas
(Figura 8), sugerindo que a conformacéo ligada esteja presente mesmo na auséncia de ligante,
ou ainda, que esta seja majoritaria. Sendo assim, o sitio de interagdo com AR estaria pre-
formado. Embora conformagcbGes mais abertas possam estar presentes no conjunto de
conformacdes de apo-CRABP2, como foi sugerido anteriormente (WANG et al., 1998), a
conformacado livre/ligada ja é suficientemente aberta para permitir a entrada do AR na cavidade
de interagdo (VAEZESLAMI et al., 2006).

Sendo assim, nossos dados mostram que a dinamica intermediaria de CRABP2 ndo estaria
correlacionada a um estado mais aberto da proteina, necessario para permitir a entrada de AR
na cavidade de ligacdo. Além disso, nos experimentos de SPR, a constante de associacao obtida
para CRABP2 e AR foi influenciada pela difusdo do ligante em detergente, que teve que ser
adicionado a solucdo devido a baixa solubilidade de AR em tamp&o aquoso. Isso é consistente
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com resultados anteriores que demonstram que a taxa de ligacdo de AR a CRABP2 ¢ limitada
pela difusdo de AR (DONG et al., 1999). E provavel que restrices semelhantes se apliquem in
Vvivo e que a taxa de formacdo do complexo AR:CRABP?2 seja limitada pela captacdo de AR do

ambiente lipofilico da membrana do reticulo endoplasmaético ou de goticulas lipidicas.
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5 DISCUSSAO

O mecanismo de interacao entre iLBPs e seus ligantes € principalmente atribuido a sua
dindmica molecular, uma vez que as estruturas tridimensionais referentes as formas livre e
ligada dessas proteinas ndo apresentam diferengas significativas (RAGONA et al., 2014). Para
entender o mecanismo de captacdo de AR por CRABP2 e, para entender como a formagéo do
complexo AR:CRABP?2 altera as funcGes celulares e a localizacao subcelular de holo-CRABP2,
a caracterizacdo da dinamica molecular de CRABP2 na presenca e na auséncia de ligante foi
realizada em nivel atbmico e em diferentes escalas de tempo.

Nossos resultados mostraram que a dindmica rapida de CRABP2 foi pouco afetada pela
presenca de AR. A dindmica das algas BC-BD (Arg59) e BE-BF (Val76 e Asp77) na escala de
tempo de ps-ns foi suprimida pela interacdo entre CRABP2 e AR. A dindmica rapida de iLBPs
é bastante diversa e nem sempre € alterada pela presenca de seus ligantes (KRISHNAN et al.,
2000; MENOZZI et al., 2017). CRBPs 1 e 2, por exemplo, ndo apresentam dinamica térmica
tanto na auséncia quanto na presenca de ligante (LU; CISTOLA; LI, 2003; LU et al., 1999).
Em contraste, FABP1 se mostra bastante flexivel na forma apo e tem dindmica réapida
suprimida pela formacédo do complexo com seu ligante (CAl et al., 2012).

A interacdo entre CRABP2 e AR promove a formacéo de uma ligacao hidrogénio entre
os residuos Arg59 (BD) e GIn74 (BE), que conecta a parte superior do gap neste estado
(KLEYWEGT et al., 1994). A mutacdo do residuo de Arg59 promove uma grande perda de
afinidade entre CRABP2 e AR (VASILEIOU et al., 2009). Sendo assim, é possivel que a regido
do gap atue como um portal adicional para a entrada e saida de AR em CRABP2. Simulacdes
de dindmica molecular com as proteinas FABP1 de sapo (Rhinella arenarum) (TSFADIA et
al., 2007) e a CRBP humana mostraram que 0 gap nessas proteinas atua como um portal
adicional para a entrada e saida de ligante (AALTEN et al., 1995). Além disso, os residuos
GIn74, Pro80 e Lys101, responsaveis por mediar a interagdo de CRABP2 com RARs estdo
localizados préximos ao gap e, sendo assim, esta regido poderia ser um potencial portal de saida
para 0 AR no complexo holo-CRABP2:RAR (BUDHU; GILLILAN; NOY, 2001).

Apesar da dindmica térmica de CRABP2 nao ser fortemente alterada pela interagdo com
AR, foi observado um aumento global dos valores de Rz, concomitante a diminuicdo dos valores
de Ry, indicando a auto associa¢do da proteina induzida pela interacdo com o ligante. Nos
experimentos de titulacdo por RMN, foi possivel identificar por CSP que residuos hidrofébicos
presentes na hélice a2 ¢ na alca PBC-BD fazem parte da superficie envolvida na

homodimerizacdo de holo-CRABP2. As cadeias laterais dos residuos mais afetados (\Val26,
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Leu28 e Val58) apontam para o solvente, indicando que os mesmos podem estar envolvidos em
interacOes proteina-proteina (PENZES; NAPOLI, 1999). J& foi mostrado que CRABP1, a iLBP
mais homologa a CRABP2, também forma dimeros. Entretanto, isso acontece na auséncia de
ligante (KRISHNAN et al.,, 2000; THOMPSON; BRATT; BANASZAK, 1995). Holo-
CRABP?2 e apo-CRABP1 apresentam superficies de dimerizag&o diferentes. A regido do gap é
responsavel por mediar a dimerizagdo de apo-CRABP1, formando um barril constituido por 20
fitas-P e que apresenta uma cavidade mais aberta e acessivel ao ligante (THOMPSON; BRATT;
BANASZAK, 1995).

A proteina FABP4, uma iLBP que, assim como CRABP2, possui uma sequéncia NLS
tridimensional ndo-candnica localizada no motivo hélice-al¢a-hélice e ativada por interacdo
com ligante, também dimeriza via uma interface hidrofébica presente na hélice a2. A
dimerizacdo de FABP4 tem consequéncias para a sua translocacdo para o nucleo, visto que
ligantes que ndo sdo capazes de ativar o NLS de FABP4 e que induzem a sua dimerizagao,
previnem a sua interacdo com importinas nucleares (GILLILAN; AYERS; NOY, 2007). Em
contraste ao que se observa para FABP4, com a dimerizacdo de CRABP2, o NLS fica exposto
ao solvente, potencialmente aumentando as chances de importagdo de holo-CRABP2 para o
nacleo e, consequentemente, a ativacdo de RARs. Com a dimerizacdo de holo-CRABP2, duas
moléculas seriam transportadas para o ncleo de maneira simulténea, acelerando o aumento da
concentracdo de AR no ndcleo. A dimerizacdo de uma subpopulacdo de holo-CRABP2 pode
ter um papel na regulacdo fina das maltiplas acdes desempenhadas pela proteina, além de
promover o uso eficiente de AR nas células, protegendo uma pequena concentracao de AR, que
é uma molécula relativamente escarca, da degradacdo por CYP26B1, por exemplo (NELSON
et al., 2016).

Eventos de troca conformacional ja foram previamente descritos para outras iLBPs e a
correlacdo entre a dindmica dessas proteinas na escala de ps-ms e o evento de interacdo com o
ligante foi alvo de muitas investigacbes (RAGONA et al., 2014). Sugere-se que os estados livre
e ligado das iLBPs oscilem entre uma conformacao aberta e fechada, respectivamente, mediada
por transicbes ordem-desordem (HORVATH et al., 2017). Os resultados de dispersdo de
relaxacdo por CPMG mostraram que os residuos presentes na regido do portal e do gap de apo-
CRABP2 apresentam dinamica intermediaria na forma livre. A dindmica de CRABP2 nesta
escala de tempo foi suprimida pela presenca de AR, inclusive para residuos que fazem parte do
sitio de interacdo com AR (KLEYWEGT et al., 1994). Porém, apesar de ter sido observada uma
boa correlagdo entre os residuos que tiveram sua dindmica intermediéria suprimida pela

presenca de AR nos experimentos de CPMG e os residuos que apresentaram CSPs entre apo e
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holo-CRABP2, os valores de A obtidos a partir dos resultados de CPMG né&o concordam com
as diferencas de deslocamento quimico (Ad) medidas por CSP (Figura 44). Isso sugere que 0
estado excitado de CRABP2 ¢ estruturalmente distinto do complexo AR:CRABP2. Além disso,
a partir da caracterizacao cinética da interacao entre AR e CRABP2, foi possivel concluir que
o0s eventos de troca conformacional observados para apo-CRABP2 n&o constituem a etapa
limitante para a interagdo com o ligante, visto que esses eventos ocorrem em escalas de tempo
distintas. O evento de formacdo do complexo AR:CRABP2 ocorre em uma escala de tempo

muito mais rapida do que os eventos de troca conformacional observados para apo-CRABP2.
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Figura 44: Comparacéo entre os valores de Ad e A® (ppm) obtidos para apo-CRABP2 nos experimentos de
CSP e CPMG, respectivamente.

De maneira analoga ao que foi observado para CRABP2, os eventos de troca
conformacional observados para FABP1 humana na forma livre foram suprimidos na presenca
de ligante. Entretanto, também foi observada uma incompatibilidade entre os tempos de escala
desses eventos de troca e a cinética de interacdo com o ligante (LONG; YANG, 2010). A
supressdo de eventos de troca conformacional na presenca de ligante também foi verificada
para a proteina FABP6 (COGLIATI et al., 2010). Assim como para CRABP2, foi observada a
sobreposicao entre os residuos que apresentaram dindmica intermediaria na auséncia de ligante
e residuos que apresentaram CSPs significativos entre os estados livre e ligado de FABP6.
Porém, também n&o foi observada uma relacdo linear entre as diferencas de deslocamento
quimico determinadas por CPMG e por CSP (COGLIATI et al., 2010). Entretanto, quando a

comparacao foi feita com residuos distantes do ligante, uma correlagdo entre os valores de A®
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(CPMG) e Ad (CSP) foi observada, sugerindo que o equilibrio conformacional de FABP6
envolve uma conformacéo correspondente a forma ligada da proteina.

A conformacdo “invisivel” experimentada por apo-CRABP2 ndo esta necessariamente
envolvida com o mecanismo de interacdo com AR. Entretanto, a existéncia desse equilibrio
conformacional parece ser critico para a realizacdo das diferentes funcdes de CRABP2 que s&o
mediadas via interagdo com madaltiplos parceiros moleculares. Holo-CRABP2 deve ser
transportada para o nacleo por importinas nucleares e, uma vez no nucleo, interage com RARs
e entrega AR diretamente a eles. As regides criticas para a interagdo com importinas (NLS
formado por Lys20, Arg29 e Lys30), ligacdo a RARs (GIn74, Pro80 e Lys101) e dimerizagéo
de holo-CRABP2 sdo todas dindmicas na auséncia de ligante, mas tém sua dindmica suprimida
na presenca de AR. Por exemplo, o complexo formado entre AR:CRABP2 e RARSs é transiente
e nunca foi isolado, mesmo com a utilizacdo de diferentes técnicas. Ou seja, apos a liberagédo
do AR da cavidade de CRABP2 a partir da interacdo com RARs, a superficie que realiza a
interacdo entre as duas proteinas passa a apresentar dinamica intermediaria, como é observado
para apo-CRABP2, desfazendo rapidamente o complexo. A desestabilizacdo do NLS com a
liberacdo de AR para RARs também pode potencialmente ser responsavel pela translocacéo da
proteina para o citoplasma. Sendo assim, a amplitude do conjunto de conformacdes
experimentada por CRABP2 livre reflete uma entropia conformacional que interfere na
capacidade de interacdo entre a proteina e seus diferentes parceiros moleculares. A formacao
do complexo entre AR e CRABP2 tem como efeito primario a restri¢do drastica do numero de
conformac@es experimentadas por apo-CRABP2. Essa mudanca faz com que holo-CRABP2
possa ser distinguida de apo-CRABP2, mesmo que a interagdo com o ligante ndo cause
mudancas significativas na estrutura tridimensional dos dois estados. A “rigidificagdo” de
CRABP2 causada por AR diminui o custo entrépico da interacdo com outros parceiros
moleculares.

Devido as similaridades observadas entre as estruturas livre e ligada a AR de CRABP2,
estudos anteriores sugeriram que a interacdo entre CRABP2 e seus parceiros moleculares deve
ser mediada por mudancas na flexibilidade de CRABP2 (VAEZESLAMI et al., 2006). No
presente trabalho foi possivel quantificar essas mudancas na dinamica de CRABP2, identificar
o0 tempo de escala em que elas acontecem (us-ms) e correlaciona-las a regides funcionalmente
importantes de CRABP2, racionalizando a ativacdo da proteina para interagdes com parceiros
moleculares por AR, apesar das poucas diferengas estruturais observadas entre apo e holo-
CRABP2.
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6 CONCLUSAO

- Holo-CRABP?2 apresenta estabilidade térmica maior do que apo-CRABP2 (4Tm = 15 °C).

- A dindmica rapida de CRABP2 (ps-ns) foi pouco alterada pela presenca de AR. A flexibilidade
das algas BC-BD e BE-BF foi suprimida pela presenca do ligante enquanto a alca BG-BH se
mostrou flexivel em ambos os casos.

- A presenca de AR levou a autoassociacdo de CRABP2, mediada por residuos presentes na
regido do portal e das fitas Bl-BJ. A superficie de dimerizacdo de CRABP2 mapeada por RMN
coincide com a interface que medeia a formacdo de um dimero na estrutura cristalografica de
holo-CRABP2 (2FR3).

- Eventos de troca conformacional foram observados para residuos presentes na regido do
portal e do gap de CRABP2 na auséncia de ligante (**N CPMG). A dinimica intermediaria de
CRABP2 foi suprimida com a formacéo do complexo AR:CRABP2.

- Em holo-CRABP2, residuos presentes nas fitas BI-BA, na hélice ol e na alca a2-fB
apresentaram movimentos em uma escala de tempo mais rapida que ndo estdo relacionados a
dindmica intermediaria de apo-CRABP2.

- Os eventos de troca conformacional presentes em CRABP?2 livre ndo séo a etapa limitante do
mecanismo de interacdo entre a proteina e AR, visto que ndo existe uma relagdo linear entre os
valores de Ad e Aw obtidos nos experimentos de titulagdo da proteina com o ligante e no ajuste
dos dados de CPMG, respectivamente. Além disso, a caracterizacdo cinética da interacdo entre
CRABP2 e AR realizada por SPR mostrou que 0s eventos de troca conformacional e de

interacdo com o ligante ndo acontecem na mesma escala de tempo.
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