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RESUMO

O receptor P2X7 é um canal i6nico trimérico ativado por ligante. Quando
ativado pelo ATP, seu agonista natural, abre um canal cation seletivo,
entretanto, quando ativado por altas concentracfes de ATP a célula se torna
permeavel a corantes de alto peso molecular por um poro néo seletivo de
identidade desconhecida. H4& duas hipoteses para a abertura deste poro, a
primeira consiste na dilatacdo do préprio canal ibnico e a segunda consite na
necessidade de recrutar novas subunidades para a formacgéo do poro, contudo
estas hipoteses permanecem controversas na literatura. Nao ha modelos
estruturais derivados de estudos de ressonancia magnética nuclear ou
cristalografia de raios-x na literatura que venham a auxiliar nesta questdo. O
entendimento dos mecanismos de ativagcdo do P2X7R poderia ajudar no
desenho de novos antagonistas de potencial clinico, visto que a ativacdo do
P2X7R esta envolvido com dor neuropética, doencas inflamatérias como a
artrite reumatoide e leucemia linfocitica. Dados na literatura sugerem que o
P2X7R possui dois dominios transmembrana por subunidade e que o dominio
transmembrana 2 forma a luz do canal ibnico. Entretanto, algoritmos
especializados na predicdo de hélices transmembrana ndo entram em acordo
sobre quais residuos formariam a regido transmembrana 2 do P2X7R.Todas as
predigcbes se focam em uma regido de 47 residuos altamente hidrofébica, mas
variam em relacdo a quais residuos estariam atravessando a membrana. Além
disso, esta regido hidrofébica contém residuos consenso entre todos os
subtipos P2X. Desta maneira, fomos estudar parte deste segmento hidrofébico
que foi denominado peptideo ADSEG (FGIRFDILVFGTGGKFDIIQLVVY).
Dados publicados pelo nosso grupo mostram que, assim como 0s dominios
transmembrana do receptor de AcH e de glicina, este peptideo era capaz de
formar canais ibnicos cations seletivos em membranas artificiais. Estas
informacbes sugerem que este segmento tem um papel importante na
seletividade i6nica do P2X7R e pode estar localizado na membrana ou na
regido adjacente, podendo adentrar a membrana durante o mecanismo de
ativacao, possivelmente durante a abertura do poro nédo seletivo. Neste
trabalho determinamos a estrutura do peptideo ADSEG por RMN utilizando o
DMSO como mimético de membrana e verificamos a estabilidade da estrutura
de menor energia obtida por dinamica molecular, como uma maneira de refinar
a estrutura. O peptideo se apresentou estruturado em parte em a-hélice e parte
em folha-B, em acordo com os resultados na literatura por FTIR (Fourier
Transform Infrared Spectroscopy). Este dobramento poderia explicar o fato dos
programas de predicdo de hélices transmembrana ndo entrarem em acordo se
esta regido, que € altamente hidrofobica, poder estar ou ndo atravessando a
membrana. Novos experimentos Sao necessarios para sustentar se este
segmento esta ou nao localizado na regido transmembrana 2 do P2X7 e se ele
estaria participando a atividade de canal ibnico ou na de poro ndo seletivo.



Structural study of consensus segment adjacent to the second

transmembrane domain of hP2X7 receptor
ABSTRACT

P2X7 receptor is a trimeric ligand-gated ion channel. When activated by the
naturally ocurring agonist ATP it opens a cation selective channel, however,
when activated by high ATP concentrations, it allows the cells to become
permeable to large wheight dyes thought a unindentified non selective pore.
There are two hypotesistho this phenomena: the first one consists in a dilatation
of the ion channel itself and the second highlights the need of another subunit to
assembly the pore, however, this issue remains controversal in the literature.
There are no structural models avaliable from nuclear magnectic ressonance or
x-ray cristallography studies that help one to solve this issue. The
understanding of the P2X7R activation underlying mechanisms may help to
design new antagonists, that can be used in clinic, once P2X7R activation is
related to disased such as neuroptic pain, inflammatory diseases and
lymphocytic leucemia. Avaliable data in literature suggests two transmembrane
domains per subunit and the second transmembrane domais forms the ion
conducting pathway. However, algorithms specialized in predict membrane
spannig segments do not agree in wich residues spans the membrane. The
predictions keep in a high hydrophobicity 47 residues segment but varies in
wich residues would be in contact with the membrane.In this contexto, we begin
to studieparto f this hidrophobic segment, and called it ADSEG peptide. Data
published by our group shows that, as seem for AcHR and GIyR
transmembrane segments, this peptide can form cation selective channels in
articial bilayers. This data suggests that this segmente might play an importante
role in P2X7R ion selectivity and may be localized in the membrane or
adjacente to it and play a role in the non seletive pore formation indeed. In this
work, we solve the structure of the ADSEG peptide in DMSO as a membrane
mimetic enviroment and inspect it stability of the less energy structure by
molecular dynamics simulations as a manner to refine the structure. The
peptide shows structured part in a-helix and part in B-sheet, in agrément with
previous data in literature by FTIR spectroscopy. This fold pattern may explain
the fact that the a-helix membrane spanning predctions algorithms cannot agree
in wich of the hydrophobic segment residues are buried in the
membaneenviroment. New experiments are needed to support wheather this
segment is o0 is not localizes in the P2X7R second transmembrane domain and
if it is plays a role in ion channel or non-selective pore formation mechanism.



“Nao é sinal de saude estar bem adaptado a uma

sociedade profundamente doente.”

Jiddu Krishnamurti (1895-1986)

Vi



Abreviaturas
Resumo \Y
Abstract Vv
Capitulos:
I 11 0o U o> o SR 1
1.1 Canais ibnicos ativados por ligante............cccovvvvvviieeveiiiiiiiicceeee e 1
1.1.1. LGIC Pentaméricos (Receptores “Cys-LoOp”)......cccceevvererererennnnns 2
1.1.2 LGIC Tetraméricos.(Receptores de Glutamato).............ccccvvveeennn. 6
1.1.3- LGIC Triméricos (Receptores P2X)......ccceceeeeiveiieiieeieiiniecen e 7
1.1.3.1 SUBLIPO P2X7 ...t ee e 14
1.1.3.1.1 — Caracteristicas estruturais e funcionais.................... 13
1.1.3.1.2 Potencial Terapéutico do P2X7R..........ccccceevieeiiieeeeeennn. 23
1.2 Abordagem de Dividir € CONQUISTAr..........ccuuvviiiiieiiiieeieeee e 25
Y @ L 1 =] 4 1Y 1 P PURTURRRRRR 29
2.1 ODJELIVOS GEIAIS. ... .uuuviiiiiiiiiiieeie et e e e e e e e s 29
2.2 Objetivos ESPECIfiCOS.......uuuuuiiiiiiii e 29
3- MateriaiS € MELOUOS. ... ..uuiiiii et 30
3.1 Sintese dO PEPLIAEO. .......cccvieieeeeeeiccce e 30
3.2 Preparagao da @mMOSHA..........uuuuiiiieiiieieeaiiais e e e e e e e n e 30
3.3 Experimentos de RMN...........oooiiiiiiiiiiiiiicsee e 30
3.3.1 Espectro de NOESY .....coooiiiiiiiiiiiieiin e 31
3.3.2 ESpPectro de TOCSY ....ccvviiiiiiiieiieiiiineis e e e e e e aeeaeaee e 31
3.3.3 Assinalamento do ESPEecCtro........c.cccvvvvvviiiviiiiiiiieeeeiciiinnn, 33

vii



3.4 DINAMICA MOIECUIAT ... .. e 34

- RESUITAOS . ...eeeiieieeieeee e 38
4.1 Experimentos de RMN...........uuuiiiiiiiii i 35
4.1.1 ESPECIIO AD.. e 35
4.1.2 Predicéo da estrutura secundaria.............ccccceeeeeerennnn. 35
4.1.3 Curvade build up.......ueeeiiiiiiiee 37
4.1.4 Assinalamento do ESPEeCtro.........ccccevviviiiiiiiieiieeennn. 41
4.2 DInNAmica MOIECUIAT..........coiiiiiiiie e 44
5= DISCUSSA0. ...ttt e e e e e e e e e e ekt e e e e e e e e e e e e e e aenaneees 56
B- CONCIUSOES. .....cciiiiiiiiiiit ettt e e e e e e 67
7= PEISPECIIVAS. ...ttt e e e e e e e 67
8- REFEIENCIAS. ..ot 68

Figuras e Tabelas:

T = U O OO 5
FIQUIA 1.2, et e e et e e 6
101 = U O 9
FIQUIA ... et e 10
Tabela 1.5, ... s 13
[T r= U O TSRS 14
FIQUIA L. 7.ttt a e 26
T = U 700 O PPSR 32
FIQUIA 3.2, .. 36
T [ 1= U S 39

[T [0 = U SRR 41

viii



[T r= U S U 42

FIQUIA 4.4 ... et 42
T = U 5 T 43
[T = U 5 P PPUUPRUPTRPT 43
T = U S 45
Tabela 4.8.. ... 46
FIQUIA 4.9, .. 46
Tabela 4. 1. ... a7
FIQUIA 4. L0, ...ttt e e e e e 48
101 = U S0 5 PP PRUPPPRRRN 48
FIQUIA 4. 12, ...ttt e e e 50
T = U S0 0 SR 51
FIQUIA 4. LA ...ttt a e e e e e 52
FIQUIA 4. 15, ..t 53
1010 = U S 54
[0 18 ] = 0 PP PPR TP RTTPPPPPP 54
FIQUIA 4,18, .o e e araa 55
FIQUIA 5. L. ettt e e e 56
10101 r= U T 58
TaDEIAS. L. . 59
T r= U T S 62
FIQUIA 5.4 e 65
FIQUIE 5.5, e 66



1- Introducgéo
1.1 Canais ibnicos ativados por ligantes

Ha cerca de 70 anos houve um grande avanco no entendimento sobre a
conducdo nervosa, principalmente através dos estudos com o0s ax6nios
gigantes de lula. Esses trabalhos descreviam certas alteragcbes elétricas nos
neurdnios, o que foi prontamente associado ao movimento de ions pela
membrana, uma vez que se observavam também mudancas nas
concentracbes de determinados ions acompanhando tais fenémenos
eletrofisioldgicos. Entretanto, ndo se sabia como estes ions atravessavam a
membrana. Os proprios cientistas na época imaginavam que alguma entidade
molecular promovia tal passagem (1). Foi s6 ha 43 anos atras que foi purificado
primeiro canal i6nico, o receptor de acetilcolina nicotinico do peixe Torpedo, o
gual podemos encontrar em grandes quantidade no orgao elétrico deste peixe
e purifica-lo com relativa facilidade (2). Desde entdo, outros canais ibnicos
foram descobertos e classificados de acordo com o critério de permissividade a
ions, mecanismos de ativacdo/abertura e caracteristicas estruturais, dentre
eles podemos destacar os canais i6nicos que ficam a maior parte do tempo
abertos, os que se abrem em resposta a uma mudanca de potencial na

membrana e 0s que se abrem mediante a ligacdo de um ligante especifico (3).

Os canais ibnicos ativados por ligantes (LGIC - ligand-gated ion
channels) permitem que mensageiros extracelulares controlem a passagem de
determinados ions pela membrana de acordo com o gradiente eletroquimico.
Até a presente data, podemos classificar os LGIC em familias estruturalmente
distinas: a familia dos pentaméricos (também conhecida como familia Cys-
Loop), os tetraméricos (receptores de glutamato) e os triméricos (receptores
P2X).

A ativacdo dos LGIC pode ser dividida em 3 estagios distintos: 1) ligacdo
do agonista 2) propagacédo do sinal e 3) abertura do canal idnico. No primeiro
estagio ha a interacdo do agonista com o seu sitio de ligacdo, o que leva a
modificagdes alostéricas que se propagam pelo receptor até ele se estabilizar,
e esta nova estrutura estavel resulta na abertura do canal seletivo na regido
transmembrana, promovendo a passagem dos ions antes impermeaveis a
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membrana. Apds este processo, o receptor tende a entrar em um estado
dessensibilizado, no qual ele mantém a afinidade pelo agonista, mas nao

promove a abertura do canal (3).
1.1.1 LGIC pentaméricos (Receptores “Cys-Loop”)

A familia de receptores ativada por ligantes pentaméricos é certamente o
subgrupo de LGIC mais bem estudado. Essa familia também é conhecida
como Cys-loop, devido a presenca de um loop extracelular caracteristico que é
mantido por pontes disssulfeto (embora hoje conhecamos homoélogos de
bactérias que ndo possuam esta caracteristica) (4). Todos os receptores desta
familia apresentam o N- terminal voltado para a face extracelular, o qual
contém o sitio de ligagdo ao agonista, 4 dominios transmembrana (TM)
conectados por duas alcas intracelulares (TM1-TM2 e TM3 e TM4), uma alca
extracelular (TM2-TM3), e o dominio C-terminal também voltado para o0 meio
extracelular. O TM2 forma a luz do canal e é cercado pelos outros TMs, que o

fazem com que ele néo tenha contato direto com a membrana (2, 4).

Os principais receptores desta familia sdo: receptor de serotonina (5-
HTR), receptores de acetilcolina nicotinicos (nAcHRS), receptores de GABA
(GABARs) e o receptores de glicina (GlyRs) (2). Os dois primeiros séo
receptores excitatorios, ou seja, promovem a despolarizacdo da membrana
mediante a ligagdo do agonista enquanto os dois Ultimos séo inibitorios,
promovendo a hiperpolarizacdo da membrana (salvo os casos do receptor
GABA no desenvolvimento pos-natal, que em virtude do gradiente de CI" tém o
efeito excitatorio (5)). Dentre os quatro tipos de LGIC pentaméricos aqui
descritos, temos uma grande variedade de subtipos que compreendem a
combinacéo de subunidades diferentes e splicing variantes, resultando em, por
exemplo, 19 subtipos de receptores GABA e mais de 10 subtipos de receptores
de acetilcolina nicotinicos (2).

O maior avanco em relacdo a estrutura dos LGIC pentaméricos sao as
estruturas dos receptores de acetilcolina de dois peixes (Torpedo e
Electrophorus) (2, 6, 7). Dentre estas duas estruturas, a do Torpedo apresenta
uma maior similaridade com a sequéncia do receptor de acetilcolina humano
(6). Esses estudos sobre a estrutura deste subtipo de receptor nicotinico

2



revelaram que este apresentava os dominios transmembrana configurados em
a-hélice, a regido extracelular rica em folhas-B (Figura 1.1) com o sitio de

ligacdo do agonista no encontro de duas subunidades diferentes (7).

Os dominios transmembrana se organizam de maneira a formar um
vestibulo que permite a passagem dos ions pelo receptor, sendo que o dominio
TM2 forma a luz do canal propriamente dito (Figura 1). Neste vestibulo
podemos observar uma distribuicdo de residuos carregados negativamente, o
que promove a seletividade a céations. E importante ressaltar que o vestibulo é
estreito o suficiente para permitir que estes residuos promovam um efeito de
carga sobre os ions que o atravessam (8). Os dominios sdo alinhados
verticalmente (em relacdo ao plano da membrana), desta maneira o vestibulo é
formado de anéis concéntricos, com residuos na maioria das vezes, iguais.
Levando isso em consideracdo, B. Hille, propdés a nomenclatura no qual os
residuos que formam estes anéis sejam numerados de acordo com sua
posicdo, contanto a partir do meio extracelular para o meio intracelular (0", 1,
2°, 3, etc...) (3). O anéis proximos a regido extracelular sdo formados por
residuos carregados enquanto os anéis na parte central do vestibulo sao
formados, de uma maneira geral, residuos ndo carregados. Logo, podemos
inferir que os ions sédo atraidos para o vestibulo pelas cargas negativas dos
primeiros anéis, passam pela parte central do vestibulo e saem do outro lado
da membrana (3). Esses estudos sobre estas estruturas do receptor de
acetilcolina nicotinico sustentam estudos de mutagénese que mostraram 0s
efeitos na substituicAo destes residuos carregados nas caracteristicas
eletrofisiol6gicas deste receptor. Nos receptores de acetilcolina e de
serotonina, temos uma predominancia de residuos carregados negativamente
no limite extracelular do canal (nos primeiros anéis), enquanto no GABAR e no
GlyR temos uma predominancia de residuos carregados positivamente . Logo,
ao promovermos mutacdes nestes residuos, podemos inverter (substituindo por
residuos de carga oposta) ou anular (substituindo por residuos ndo carregados)
estas cargas e fazer com que o receptor mude seus parametros de
condutancia e/ou de seletividade (9-14). Por exemplo, em um importante
estudo com o receptor de serotonina de ratos, o autor alinhou o TM2 de 4 tipos

diferentes de receptores da familia de LGIC pentaméricos e verificou que



certos residuos eram bastante conservados tanto entre 0s canais cation
seletivos quanto nos anion seletivos, todavia, o autor queria descobrir quais
seriam os residuos determinantes entre o canal ser cation- ou anion seletivo.
ApoGs diversos testes foi concluido que 3 mutacdes eram capazes de inverter a
seletividade do receptor. Neste caso, foi substituida a valina 291 por uma
treonina, o glutamato 179 por uma alanina e a insercdo de uma prolina
altamente conservada entre os canais anion seletivos entre os residuos 276 e
277 (14). Desta maneira, vemos a importancia da localizagdo destes residuos
em relagdo a seletividade. Interessantemente, o segundo dominio TM do
receptor de acetilcolina consegue, por si sO, formas canais ibnicos cation
seletivos em bicamadas lipidicas planares. Além disso, a estrutura deste
peptideo foi determinada por ressonancia magnética nuclear em uma bicamada
lipidica, mostrando que o mesmo sem configura, assim como o esperado,
como uma hélice, permitindo assim a constru¢do de um modelo de organizacéo
do canal. Juntamente com dados de mutagénese e ensaios de acessibilidade a

cisteina, foi possivel determinar quais residuos formariam a luz do canal (15).



Extracellular 5 P —.__.\‘Trp149
domain (ECD) "

E

Transmembrane M <3

domain (TMD) a3 D
)

Cad e

&3 3

B N

%) |

M1M2 [/ TN |

N

S .,

Intracellular ~
domain a | =
L

g | maA
= |
H ‘

=

= )
"D

Figura 1.1 Vista lateral de uma subunidade do receptor de
acetilcolina do peixe Torpedo. A subunidade do receptor de acetilcolina é
mostrada na representacdo cartoon. As linhas cinzas representam a regiao
relativa a membrana, separando o0s espacos intra e extra-celular. Cada
subunidade é composta por 4 dominios transmembrana em a-hélice e a regido

extracelular € rica em folhas-. (Adaptado de Zouridakis, M. et al 2009 (4))



Figura 1.2 Estrutura do receptor de acetilcolina do peixe Torpedo
visto da fenda sindptica. Nesta figura sdo mostradas as estruturas
secundarias com as nuvens eletronicas em roxo. Os limites entre as
subunidades diferentes estdo representados pela linha pontilhada. Cinco
subunidades formam o receptor, com o TM2 em verde (formando a luz do
canal), o dominio de interacdo com o agonista e vermelho (observe que este se
encontra entre duas subunidades adjacentes) e o dominio Cys-loop em
amarelo. Note que os TM2 se alinham como um anel formando um vestibulo

aquoso por onde passam os ions. (Adaptado de Miller e Smart, 2009 (7))

1.1.2 — LGIC tetraméricos. (Receptores de glutamato)

A superfamilia dos LGIC tetraméricos € formada pelos receptores de
glutamato. S&o receptores excitatérios do sistema nervoso central céation
seletivos e sdo classificados de ponto de vista farmacolégico pelo home dos
seus agonistas preferenciais: AMPA (Acido 2-amino-3-(3-hidroxy-5-metil-
isoxazol-4-yl) propanoico), NMDA (N-metil D-Aspartato) e kainato (16).

Os receptores de NMDA sao formados por combinagbes
necessariamente heteroméricas das subunidades GIuN1, GIuN2A, GIluN2D,

GIuN3A e GIuN3B (17, 18), formando canais que permitem a passagem de



ca'™ e podem ser bloqueados por Mg*™* (19) e Z™* (20). Em contraste, os
chamados receptores ndo NMDA, como os receptores de AMPA (AMPAR)
(21), séo formados por combinacdes tanto heteroméricas quanto homomericas
de subunidades GluA1-4 e sdo insensiveis a Mg*". Ja os receptores de kainato
sdo formados pela combinacdo das subunidades tanto homo quanto
heteroméricas das subunidades GIuK1-5(22). Os AMPAR e os NMDAR
participam da comunicacdo sinaptica, enquanto o receptor de kainato tem o

papel associado a plasticidade neural(16).

O maior avanco no estudo dos receptores de glutamato foram as
estruturas do homotetramero AMPAR formado pela subunidades GIuA2 nos
estados aberto, fechado e dessensibilizado (23). Como predito, o receptor
possui quatro dominios TM: o dominio TM3 forma a luz do canal juntamente
com um motivo denominado pore-like helix, que constitui uma pequena hélice
com uma volta contendo a sequéncia H5, uma sequéncia altamente
conservada nos canais de K’ (24) que tem o papel associado com a
seletividade ibnica. Os dominios TM1 e TM4 ficam posicionados de maneira
periférica & luz do canal, interagindo com a bicamada lipidica.

1.1.3- LGIC triméricos (Receptores P2X)

Os LGIC triméricos sdo também conhecidos como familia P2X. Os
receptores desta familia sdo ativados por seus agonistas fisiolégicos ATP e
ADP, além de agonistas sintéticos como Bz-ATP e aB-metil-ATP, os quais
apresentam diferentes sensibilidades a tais ligantes(25). Os receptores P2X
sdo encontrados em diversos tecidos, como por exemplo, tecido epitelial,
células do sistema imune e sistema nervoso central e periférico (26, 27). Os
subtipos de receptores P2X sao codificados por 7 genes (P2X1-P2X7 —
numeracao relativa a ordem a qual os genes foram clonados), os quais vao
gerar subunidades que se oligomerizam como os homotrimeros P2X1,
P2X2,P2X3, P2X4,P2X5,P2X7 (a subunidade P2X6 ndo € capaz de formar
homomeros (28)) ou como os heterotrimeros P2X1/P2X4 (29), P2X1/P2X5
(30), P2X2/P2X3 (31), P2X2/P2X6 (32) P2X4/P2X6 (33) e P2X4/P2X7 (34).

Todos os 7 genes codificam subunidades com a mesma topologia

basica: os dominios N- e C-terminal voltados para o citoplasma, uma grande



alca extracelular entre dois dominios transmembrana. O nimero de residuos
em cada subunidade varia de 379 (P2X6) a 595 (P2X7) (35). Esse padréo
estrutural comparado as outras superfamilias de LGIC se revelou bastante
simples e se assemelha bastante aos canais ibnicos sensiveis a acido (36, 37),

embora haja pouca similaridade na sequéncia de aminoacidos.

Os receptores P2X ao serem ativados pelos seus agonistas abrem um
canal cation-seletivo (com excecao do receptor P2X5, que é anion seletivo) (25,
35, 38), sendo que cada receptor apresenta diferentes cinéticas de ativagédo e
abertura, onde cada padréo de corrente representa uma identidade do receptor
(Figura 1.3). Entretanto, o subtipo P2X7 apresenta um comportamento peculiar
no qual ao ser ativado prolongadamente ou com altas concentracdes de ATP
(na faixa de mM), abre um canal de alta condutancia (400pS) que permite a
passagem de moléculas de alto peso molecular (39-41). Ainda ndo se sabe o
mecanismo de formacdo desse poro ndo seletivo e as hipoteses serdo

discutidas adiante.

O grande avanc¢o no entendimento sobre a estrutura dos receptores P2X
foram os modelos estruturais obtidos a partir dos estudos de cristalografia de
raios-x do homotrimero P2X4 de peixe zebra (zfP2X4R) no estado fechado (42)
e no estado aberto (43), ligado ao ATP . E importante salientar que o processo
de cristalizacdo sé foi possivel retirando os segmentos intracelulares do
receptor (tanto o dominio N- quanto o C-terminal), entretanto, a caracterizacéo
eletrofisiologica do receptor revelou que o canal idbnico era funcional. O modelo
estrutural do zfP2X4 também revelou que, de maneira semelhante a
superfamilia de receptores pentameéricos, o sitio de ligagdo ao agonista no

receptor zfP2X4 se encontra no limite entre duas subunidades (43).
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Figura 1.3: Cinética de abertura e dessensibilizacdo dos diferentes
homotrimeros de receptores P2X. Registro de corrente de todos os canais
unitarios presente na membrana de células HEK293 transfectadas com o
subtipo P2X indicado na parte de cima do registro pela técnica de patch-clamp
modalidade whole cell. A barra preta representa o tempo de aplicagao do ATP.
Note a diferenca da escala de tempo entre as correntes da parte superior e
inferior da figura. A auséncia do P2X6R acontece pela sua incapacidade de
formar homotrimeros (Adaptado de Khakh, 2012) (25).

Este padrdo de sitio de ligacdo ao agonista j4 era esperado para o
subtipo P2X1R, como foi demonstrado com a abordagem utilizando cross-
linkers (44)). Estudos de mutagénese sitio dirigida sugerem que, assim como
em outras proteinas de interagdo com o ATP (45), o sitio de ligacdo ao ATP
nos P2XRs possa ser formado por residuos carregados positivamente, 0s quais
podem interagir com os grupamentos fosfato carregados negativamente, e por
residuos aromaticos, que poderiam interagir com a adenina (46). Por exemplo,
guando feitas mutac¢des nos residuos Phel85 ou Phe291 do P2X1R, o0 ECs do
ATP foi aumentado de 0.87 uM (no tipo selvagem) para 8,66 uM (F185) e
140,93 pM (F291). Quando feito o alinhamento multiplo entre os subtipos P2X

vemos que essas fenilalaninas sdo altamente conservadas entre todos os
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subtipos (Figura 1.4), o que sugere uma fungdo em comum (neste caso a
capacidade de se ligar ao ATP) (47). Algumas lisinas conservadas também
parecem estar envolvidas com o sitio de interacdo com o ATP. Mutacdes
nestas lisinas também afetam o ECsy do ATP, como mostrado na tabela 1.
Corroborando com estes dados, estas lisina estdo presentes no sitio de
interacdo com o ATP no zfP2X4R (43).

P2X KAQGIRTGKEVAF-NDTVKI®! I FGWePV  V DDIPRPALLREAINRTLF 188

PZX: LGNGLRTGRCVPYYQGPSK CIVF PV -DGASDSQFLGTMAP% IL 186
P2X, PGGGILTGRCVNY-SSVLRTCEIQ CPTEVDT—VETPIM-MEAEj IF 174
P2X, HSNGVSTGRCVAF-NGSVKTCEVAAWCPVEDDTHVPQPAFLKAAENFTLL 188
P2X., AGNGVKTGRCLRRGNLARGTCEIFAWCPLETSS-RPEEPFLKEAEDHTIF 191
P2X, HSHGVKTGQCVVEFNGTHR-TCEIW CPVESGV—VPSRPLLAQAQ# LF 189
P2X, QSKGIQTGRCVVH-EGNQKTCEVSAWCPIEAVEEAPRPALLNSAENKTVL 191
195 198 217 227 230
P2X, IKNSISuP FKVN- RRNLVEEVNAAHM- - “ T@LFHKTLHPLEPVHQLGYV 235
P2X, IKNSIHYPKEHFS-KGNIADR-TDGYL--KRCTFHEASDLYCPIFKLGFI 232
P2X, IKNSIRFPLFINFE-KGNLLPNLTARDM--KTCRFHPDKDPFCPIIRVGDV 221
P2X, VKNNIWYPKENFS-KRNILPNITTTYL--XSCIYDAKTDPFCPIFRLGKI 235
P2X, IKNHIRFPKFINFS-KNNVMDVKDRSFL--KSCHFGPK-NHYCPIIFRLGSI 237
P2X, IKNTVTFSKENFS-KSNALETWDPTYF--KHCRYEPQFSPYCPVIFRIGDL 236
P2X, IKNNIDHPGHNYTTR-NILPGLNITCTFHKT------ ONPQCPI|FRLGDI 234

243 259 261 270 274 276

P2X, VQESGONFSTLAEKGGVVGITIDHS LOWHVRHRPIYEFHGLYE---E 282
P2X, VEKAGEN:TELAHKGGVIGVIINWDCDLDLPASECNPKYSFRRLDPKHV- 281
P2X, VKFAGQDEAKLARTGGVLGIKIGWVCDLDKAWDQCT PKYSFITRLDSVSEK 271
P2X, VENAGHSFQDMAVEGGIMGIQVNWDCNLDRAASLCLPRYSFRRLDTRDVE 285
P2X, VRWAGSDFQDIALRGGVIGINIEWNCDLDXAASECHPHYSFISRLDNKLSK 286
P2X, VAKAGGTEEDLALLGGSVGIRVHWDCDLDTGDSGCWPHY|SE-QLQEK--- 280
P2X, FRETGDNESPVAIQGGIMGIEIYWDCNLDRWFHHCRPKYSERRLDDKTTN 284
289 291 293 297 309 311 315 326
P2X, [FIVE - NGTNY KHLEFS jGI FDILVDGKAGHHDIIP- 330
P2X, AXYYKINGTTT- RTLIKAYGIRIDVIVHGQAGHES---- 326
P2X, YKMENGSEYRTLLKAFGI RE[DVLVYGNAGKEN---- 317
P2X, RDLAGNEQRTLI v IRFIDIIVFGKAGKEDIIPT 335
P2X, YRDAAGVEFRTLMKAYGIRFDVMVN- - - GKGAFF-- 331
P2X, ATHWWEQPGVEARTLL gzIRFDILVTGQAGKFG--~- 323
P2X, KE-NNVEKRTLIKVEGIREDILVFGTGGKEDIIQL 333

Figura 1.4 Alinhamento maultiplo entre as subunidades P2X (aqui
mostrado somente do residuo 188 ao 333). Os residuos nas caixas sao
altamente conservados entre todos os subtipos. As setas vermelhas indicam as

fenilalaninas conservadas entre os diferentes subtipos as quais estédo
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provavelmente envolvidas com a interagdo com o ATP (Adaptado de Roberts e
Evans ; 2004 (47)).

Outra caracteristica marcante dos receptores P2X é a presenca de 10
cisteinas altamente conservadas na grande alca extracelular. Estas cisteinas
parecem formar pontes dissulfeto intra-subunidade, uma vez que as
subunidades podem ser dissociadas em um gel de eletroforese em condi¢cdes
ndo redutoras (29). No entanto, estas cisteinas parecem ndo estar relacionadas
com a ligagdo do agonista, visto que mutacdes pontuais nestes residuos néo
foram capazes de alterar a resposta ao ATP, porém, o trafego e/ou a
estabilidade do receptor foram alterados, uma vez que tais mutacfes, quando
feitas no receptor P2X1, diminuiram a expressao do receptor na membrana
(48).

A grande alca extracelular, rica em folhas-3, conecta o sitio de ligacao
ao agonista aos dominios transmembrana configurados em a-hélice, onde ha
um rearranjo que permite a passagem dos ions (43). Corroborando com
estudos de acessibilidade a cisteina(49-53), o dominio TM2 forma a luz do
canal no modelo estrutural do zfP2X4, com o TM1 se posicionado de maneira
periférica (42, 43, 54). Esse perfil parece se repetir para 0os outros subtipos,
como sugere estudos de mutagénese supracitados. Ferramentas de
bioinformatica predizem que os dominios TM dos receptores P2X se
configuram em a-hélice, com exce¢do do TM2 do subtipo P2X7, nos quais 0s
algoritmos ndo entram em consenso de qual segmento estaria atravessando a

membrana nem como seria a sua conformacao secundaria (55).
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Residuos
correspondentes
nos
P2X1R/PX2R/P2X4R P2X1 P2X2 P2X4
Tipo selvagem ~1 uM(37, 38) ~10 uM(39) ~3 uM(41)
K70A/K71A/K69A -4 uM(37) >1000 puM(39) n.d.
K190A/K188A/K190A 4,3 UM(37) >1000 puM(39) >5000 uM(40)

Tabela 1: ECsp dos receptores P2X1, P2X2 e P2X4 do tipo selvagem
ou quando feitas as mutacOes nas lisinas nas posi¢cOes indicadas, as
guais provavelmente estdo envolvidas com a interagdo com o agonista. A
carga positiva derivada das lisinas foi neutralizada por mutacbes as
substituindo por alanina. Estes resultados sugerem que estas cargas positivas
nestas posicdes sdo importantes para a ligacdo do ATP. “n.d.” indica ndo
definido (Adaptado de Marquez-Klaka, B; 2007(44)).
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Figura 1.5 Sitio de interacdo com o ATP na estrutura do zfP2X4R.
Na figura (a) vemos a representagdo do trimero P2X4 mostrando os raios de
van der Walls dos atomos. A regido da membrana esta delimitada pelas linhas
cinzas, separando 0s espacos intra- e extracelular. O inserto aumentado na
figura (a) mostra a regido que interage com o ATP. A molécula de ATP esta
representada na forma de bastdo. Na figura (b), esse mesmo inserto é
representado na forma de cartoon (enquanto o ATP mantém a representagao
de bastdo) destacando os residuos importantes para a ligacdo do ATP.
(Adaptado de Hattori et al; 2012(43)).
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1.1.3.1 Subtipo P2X7
1.3.1.1.1 - Caracteristicas estruturais e funcionais

Do ponto de vista funcional, o subtipo P2X7 tem certamente o
comportamento mais intrigante, visto que ele apresenta dois estagios de
ativacdo: um canal idnico cation seletivo de baixa condutancia e um poro néo
seletivo de alta condutancia (40, 56, 57). No primeiro estagio, a ativacdo do
receptor leva ao influxo de Ca*™ e Na* e o efluxo de K*, além disso, o Mg™" é
capaz de inibir a corrente (58). No segundo estagio, ha um aumento da
condutancia acompanhada da entrada de corantes de alto peso molecular (até
900 Da) por um poro nao-seletivo de identidade ainda desconhecida (59, 60).
Na figura 1.6 podemos ver um registro eletrofisiolégico com a técnica de patch-
clamp na modalidade whole-cell que evidencia este fendmeno. Essa
modalidade permite a deteccdo da corrente total de todos canais unitarios na
membrana ao mesmo tempo. Devido a presenca de dois tipos de correntes, de
acordo com o tempo de exposi¢cdo ao agonista, este fenbmeno é descrito na
literatura como corrente bifasica (Figura 1.6). Apos a aplicacdo inicial do
agonista é aberto o canal idnico e se a ativacdo com o agonista for prolongada
€ 0 observado o segundo estagio da corrente, neste mesmo momento a célula
passa a captar corantes hidrofilicos de alto peso molecular (41, 60, 61). As
hipoteses sobre o mecanismo subjacente ao segundo estdgio de ativacao

serdo discutidas adiante.

100 M BzATP

Current (nA)
|

40 s

Figura 1.6. Os dois estagios de ativacdo do P2X7R. Neste registro de patch-
clamp modalidade whole-cell obtido de células HEK 293 expressando
heterologamente o receptor P2X7 podemos ver que a aplicacdo inicial do

agonista BzATP (representado pela regido sombreada) promove a abertura dos
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canais i6nicos na membrana (“I"). Logo, ao ser exposto durante um tempo
prolongado ao agonista, podemos ver o segundo estagio da corrente (“II”), com
a cinética de abertura mais lenta porém com a condutancia maior que no
primeiro estagio. Esta segunda fase é atribuida a abertura do poro nédo seletivo,
que coincide com a passagem de corantes de alto peso molecular (adaptado
de Yan et al, 2008 (60)).

A topologia béasica do subtipo P2X7 é mesma dos outros subtipos, com
os N- e C-terminais voltados para o citoplasma, uma grande alca extracelular e
dois dominios transmembrana, se organizando predominantemente na forma

de homotrimero (62).

Assim como nos outros subtipos P2X, o sitio de ligagdo ao ATP também
€ encontrado na alca extracelular, entretanto, poucos trabalhos na literatura
abordaram essa questéo. Foi observado que, em concordancia com os dados
obtidos para os receptores P2X1, P2X2 e P2X4 (Tabela 1), as lisinas
conservadas na alga extracelular parecem ser importantes para a interacao
com o ATP, visto que mutacdes nestes residuos alteravam a sensibilidade do
receptor ao ATP (63). Além disso, foi demonstrado que uma variacdo na
Leul9l causa perda de funcdo no P2X7R (64). Esta leucina, na posicao
equivalente no receptor P2X2, também se demonstrou importante para
interagdo com o ATP e seu papel foi atribuido com a interacéo hidrofobica com
a adenina (65), assim como a Leu217 no zfP2X4R (43). Entretanto, neste caso
nao observamos a Leu217 (numeracao do zfP2X4) em posicao correspondente
no P2X7R (66) , o que poderia prejudicar a interacdo com o ATP e este fato
poderia explicar porque o0 P2X7R tem menor afinidade com o ATP e maior
afinidade ao Bz-ATP em comparacéo ao zfP2X4 (25).

Os dominios transmembrana do receptor P2X7 também apresentam
uma caracteristica intrigante. Analises da hidrofobicidade dos residuos da
subunidade P2X7R mostram duas regides hidrofébicas (provaveis dominios M1
e M2). Em relacdo a primeira regido hidrofébica, diferentes algoritmos de
predicdo de a-hélices transmembrana preveem este padrdo estrutural para esta
regido. Em relagdo a segunda regiao hidrofobica, muito maior (cerca de 55

residuos), estes mesmos algoritmos preveem a a-hélices transmembrana em
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regides diferentes (ou nem conseguem prever este dominio) (55). Estes dados
levantam duvidas em relacdo a qual regido estaria inserida ha membrana na
segunda regiao hidrofébica M2 e se esta mesma estaria configurada em a-
hélice. Esse dominio ser4 abordado com detalhes na discusséo deste trabalho.
Como citado anteriormente, dados na literatura sugerem que o segundo
dominio TM do P2XRs forma a luz do canal ibnico (49-53) nos receptores P2X,
0 que é sustentado nos dois estudos de cristalografia de raios-x no receptor
P2X4 (43) . Assim como em outros canais, os residuos nos dominios TM e nas
regides adjacentes sdo responsaveis pela seletividade i6nica. Parte do
segundo dominio hidrofébico (M2) do P2X7R (denominado aqui neste trabalho
de peptideo ADSEG - residuos 313-336 — FGIRFDILVFGTGGKFDIIQLVVY -
numeracao P2X7 humano) consegue, por si s6 formar canais iGnicos em
bicamada lipidica artificial e em patch-clamp com caracteristicas de
seletividade e condutancia proximas ao receptor P2X7 integro (67) . Ainda
dentro da regido hidrofébica M2, foram descobertos residuos que influenciam
na seletividade ibnica do receptor P2X7. Em um recente trabalho, Browne et al
demonstrou que a substituicdo do Asp352 e da Thr348 por Lys, ambos no
segundo dominio hidrofébico do P2X7R, alterava tanto o potencial de reverséo
do receptor, quanto a permeabilidade a anions, quando comparado ao tipo
selvagem, sugerindo entdo que esta regido faz parte do caminho de onde
passam 0s ions e essa passagem é estreita o suficiente para que haja um
efeito de carga das cadeias laterais destes residuos sobre os ions que
atravessam o receptor (61). O mesmo trabalho também averiguou a
acessibilidade destes residuos a reagentes sulfonados . Nesta abordagem
substituimos os residuos que provavelmente formam a passagem dos ions por
cisteina e, ao fazer o registro eletrofisiolégico do receptor, aplicamos o0s
reagentes sulfonados antes da aplicacdo do agonista (acessibilidade ao canal
fechado) ou depois (acessibilidade no canal aberto), tais reagentes sé&o
capazes de formar uma ligacdo covalente com a cisteina (se a posi¢cdo da
cisteina for acessivel ao reagente) e bloguear a corrente pelo canal. Utilizando
desta abordagem o autor viu que os mesmos residuos que influenciavam na
seletividade i6nica mais o residuo Gly345, também eram acessiveis aos

reagentes sulfonados, mas somente quando aplicados depois do agonista, ou
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seja, aqueles residuos estavam expostos ao meio aquoso quando o canal esta
aberto e o diametro deste canal e € superior as dimensfes do reagente
sulfonado, nesse caso o MTSEA ligado a biotina (0,75 x 0,80 x 1,85 nm). Além
disso, a glicina 345 era acessivel um reagente sulfonado ndo carregado e de
volume molecular maior ainda, o MTSEA ligado a rodamina. Ha ainda um outro
trabalho que aborda a participacdo do dominio transmembrana 2 na formagéao
do poro nédo seletivo(68), entretanto, este dois trabalhos verificam que certos
residuos quanto mutados no TM2 afetam a passagem de corantes de alto peso
molecular pelo poro ndo seletivo mas a expressao destes receptores mutados
na membrana também estava diminuida, e os autores ndo levaram em
consideracao este fato. Portanto, ao contrario do que os artigos concluem, néo
podemos determinar que o proprio receptor dilatou e permitiu a passagem dos

corantes diretamente.

Uma das caracteristicas mais marcantes do receptor P2X7 € o dominio
C-terminal. Esta regido é bem maior neste subtipo do que nos demais da
familia P2X e apresenta motivos importantes. Em um importante trabalho sobre
a caracterizacdo do dominio C-terminal do P2X7R, Denlinger et al (69),
encontraram regides com similaridades com o dominio SH3, um motivo
encontrado em diferentes proteinas intracelulares, como receptores tirosina-
guinases e proteinas reguladas por GDP/GTP. Este motivo sugere que o
receptor P2X7 possa interagir com outras proteinas através do seu C-terminal.
Além disso, também é encontrada no C-terminal do P2X7R uma regido com
semelhanca com o dominio de morte TNFR1 (residuos 436-451), outro dominio
conhecido por sua capacidade de se ligar a outras proteinas intracelulares e
desencadear eventos downstream. Nao ha ainda informacdes sobre a estrutura
3D deste dominio, o que poderia confirmar se a semelhanca com os dominios
acima citados se estende até a estrutura 3D ou se limita a estrutura primaria. O
C-terminal do receptor P2X7 esta envolvido com a formacdo do poro nado
seletivo associado a sua ativacdo, visto que mutacbes neste dominio sao
capazes de diminuir a captacdo de corantes e/ou ions de alto peso molecular,
mas ndo afetam a corrente do canal i6nico(60, 70). Outra caracteristica
importante a respeito do dominio C-terminal do receptor P2X7 é a regido de

interag@o com LPS. A presenca deste dominio poderia estar relacionada com a
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modulacdo da atividade do P2X7R por LPS(71) . Sendo assim, este dominio
representa um alvo terapéutico potencial nos processos imunes mediados pelo
P2X7R. Outra maneira de se entender o dominio C-terminal do P2X7R seria a
andlise de mutacGes naturais. Dentro deste contexto podemos destacar a
mutacdo em que ha a troca de um acido glutdmico por uma alanina (E496A),
gue é frequentemente encontrado em pacientes com leucemina linfocitica (72).
Esse polimorfismo, na forma homozigética, faz com que o P2X7R perca a
capacidade formar o poro ndo seletivo associado a sua ativacdo e tenha a
apoptose induzida pelo receptor P2X7 prejudicada (73). Além disso, este
polimorfismo parece estar envolvido coma suceptibilidadea tuberculose (74, 75)
e ao cancer de tireoide (76). Os polimorfismos I568N (77) e T357S (78)
também sdo descrito em linfocitos e macrofagos, respectivamente, e também
estdo associados a perda de funcéo e diminuicdo da expressdo do P2X7R na
membrana. A partir destes dados, podemos inferir que este dominio é
fundamental para a abertura do poro nao seletivo, levando em consideracéo
gue o grande dominio C-terminal e a capacidade de abrir o poro nao seletivo

sao caracteristica exclusivas do homotrimero P2X7.

Atualmente, a caracteristica biofisica mais estudada do P2X7R é a sua
capacidade de levar a formacdo de um poro ndo seletivo na membrana.
Embora haja muitos grupos no mundo estudando este fen6meno, ainda nao se
sabe por qual mecanismo € aberto este poro, entretanto, duas hipotoeses

principais surgiram de acordo com as evidéncias obtidas.

A primeira hip6tese sugere que o proprio canal idnico dilate e forme o
poro. Neste contexto, Yan et al desenvolveram um modelo matematico
baseado nas caracteristicas farmacoldgicas do P2X7R que propbe que a
ligacdo de duas moléculas de ATP no receptor abriria o canal ibnico cation-
seletivo. Logo, estas duas moléculas de ATP iriam cooperar negativamente
para ligacdo da terceira molécula de ATP, ou seja, iriam dificultar a ligagcédo da
terceira molécula de ATP no receptor. Entretanto, quando a concentracao fosse
alta o suficiente para permitir a ligacéo da terceira molécula de ATP, o receptor
iria sofrer mudancgas conformacionais de maneira que ele se dilataria e abriria o

poro nao seletivo (57). Teixeira et al, também propuseram um modelo no qual o
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segmento adjacente ao dominio TM do P2X7R, que parece ser estruturado em
folha- B, poderia ser inserido na membrana e se organizar de maneira que
permitisse a abertura do poro nao seletivo (55). Recentemente, foi
demonstrado na literatura que mutacdes no segundo dominio TM do receptor
P2X7 altera as propriedades deste poro ndo seletivo. Browne et al, demonstrou
gue a insergdo de residuos carregados positivamente no dominio TM2 diminuia
a captacdo do corantes de alto peso molecular de carga positiva brometo de
etidio, enquanto aumentava a captacdo de FITC, um fluor6foro de carga
negativa (61). No entanto, é importante ressaltar que n&do houve um
refinamento estatistico adequado nesta andlise, uma vez que o autor utilizou
somente analise variancia e as curvas de capacdo de corante/tempo séo
bastante similares, levantando duvidas sobre a relevancia deste dado. Sun et
al, também demonstrou que a substituicdo de certos residuos no TM2 do
P2X7R por residuos homoélogos dos P2X1 e P2X4R também diminuia a
captacao de alguns corantes de alto peso molecular. Além disso, foram criadas
guimeras com o TM2 do receptor P2X7 sendo substituido pelo TM2 do P2X4R
ou do P2X1R completamente ou parcialmente, e isso também diminuia a
captacdo de corantes de diferentes pesos moleculares (68). Todavia, esta
questdo deve ser mais bem explorada, pois, como citado anteriormente, as
mutacdes em ambos os trabalhos diminuiam a quantidade do P2X7R expresso
na membrana, 0 que poderia contribuir para a menor captacdo dos corantes
pelo poro ndo seletivo. Esse modelo poderia explicar o efeito duplo da ativacao
do P2X7R no ciclo celular, no qual a abertura do canal i6nico cation seletivo
mediante a ligacdo de duas moléculas de ATP, iria induzir a proliferacao
engquanto a ligacado de trés moléculas iria induzir a morte celular, mediante a

abertura do poro néo seletivo (40).

A segunda hipbtese baseia-se na necessidade de uma proteina
acessoria para a formacdo do poro ndo seletivo. Cankurtaran-Sayar et al
sugeriam que a captacdo de corantes de alto peso molecular de cargas
diferentes, via ativagao do receptor P2X7, poderia acontecer por vias diferentes
(79). Em células HEK-293 transfectadas com o vetor contendo o cDNA do
receptor P2X7 corantes catibnicos como YO-PRO-1 e TO-TO1 eram captados

por um mecanismo independente do aumento da concentracdo do Ca™"
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intracelular enquanto corantes aniénicos como o lucifer yellow e a calceina
eram captados por um mecanismo dependente do aumento da concentracdo
de calcio intracelular. Ja em células RAW 264.7, que expressam naturalmente
o P2X7 foi observado que as culturas de células captavam ambos os corantes,
mas um exame mais minucioso revelou que algumas subpopulagdes na
mesma cultura captavam apenas brometo de etidio (corante catibnico) e
algumas captavam apenas lucifer yellow (corante catiénico). Em um outro
estudo, Schachter et al demonstraram em células HEK 293 transfectadas com
o vetor contendo o cDNA do receptor P2X7 e macréfagos, que expressam
naturalmente o receptor P2X7 que a capacdo de corantes anidnicos era
independente da temperatura e dependendo do potencial elétrico poderia
cruzar a membrana nos dois sentidos enquanto a captacdo de corantes
cationicos era dependente da temperatura e o fluxo era exclusivamente
unidirecional (80). Além disso, Jiang et al demonstrou que células HEK
expressando heterologamente o receptor P2X7 que a captacdo do cétion de
alto peso molecular NMDG+ era dependente da concentracdo de Na*
extracelular enquanto a captacdo do corante YO-PRO acontecia de maneira
independente da concentragcdo de Na+ extracelular. Embora estes trabalhos
nao sejam conclusivos, eles sugerem que hajam mecanismos diferentes de
captacdo de moléculas de alto peso molecular associado a ativacdo do
receptor P2X7 (81). Algumas proteinas capazes de formar poro podem estar
associadas a formacdo do poro ndo seletivo do receptor P2X7. Foi
demonstrado que a captacdo de corantes de alto peso molecular era
dependente da panexina (82, 83), entretanto Alberto et al demonstraram que
ndo ha essa dependéncia (84). Esta controvérsia fato abre a possibilidade de
em tipos celulares diferentes a captacdo de moléculas de alto peso molecular
via ativagdo do receptor P2X7 poderia ocorrer por mecanismos diferentes,

recrutando proteinas diferentes em tipos celulares diferentes.

Em mamiferos, algumas proteinas formadoras de poro sao candidatas a
serem associadas ao P2X7R como as conexinas (85), canais maxi-anion (86),
poro associado a maitoxina, TRPV1 (receptor vaniloide de potencial transiente)
(87) e CALHM1 (modulador da homeostase de calcio) (88). Todas estas

proteinas apresentam caracteristicas biofisicas compativeis com o poro n&o
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seletivo associado a ativagdo do P2X7R (59). Independente da hipdtese
adotada é demonstrado que segundos mensageiros, como MAPKs (mitogen
activated protein kinases) e o aumento do Ca’" intracelular sdo necessarios

para a formacao do poro nao seletivo (41).

Os dados na literatura ainda sdo muito controversos em relacdo as duas
hipoteses e ainda ndo existe uma ideia concreta de como poderia estar
ocorrendo este fendmeno. O entendimento dos mecanismos por tras da
abertura do poro associado ao receptor P2X7R é fundamental para o desenho
de novas estratégias terapéuticas baseadas no P2X7R, uma vez que muitos
eventos decorrentes da ativacdo do receptor dependem desse segundo estagio

de ativacao.

O ATP é o unico ligante fisiolégico conhecido do P2X7R. Contudo, o
ATP fisiolégico extracelular € encontrado normalmente em concentracdes
baixas. Logo, nestas condi¢cBes, esta concentracdo de ATP nao é suficiente
para ativar o P2X7R que, como citado anteriormente, necessita de altas
concentracfes de ATP para ser ativado. Ja a concentracdo de ATP intracelular
€ bastante alta e diferentes tipos celulares sdo capazes de liberar este ATP
(89) e aumentar a concentracdo extracelular por 3 mecanismos conhecidos até
0 momento, 0s quais sao importantes no entendimento do contexto fisioldgico e
patolégico que envolve o P2X7R. O primeiro consiste na liberacdo de
vesiculas, como é demonstrado que o ATP pode ser liberado na fenda
sinaptica (90, 91), onde a concentracdo nas vesiculas pode chegar a 5 mM. A
liberagdo de ATP também pode acontecer em células ndo neuronais, como
células B pancreaticas(92) e plaquetas (93). A liberacdo de ATP também
pode ocorrer por via de transportadores de membrana, como canais de alta
condutancia ou transportadores ABC. Em relacdo aos canais de alta
condutancia podemos destacar as panexinas (94), o regulador transmembrana
da fibrose cistica (95), canais regulados por volume (96) ou o préprio poro
associado a ativacdo do P2X7R, o qual, como citado anteriormente, ainda tem
a identidade desconhecida. Além dos mecanismos descritos, € importante
notar que ceélulas necréticas liberam todo o seu contetdo no meio extracelular,
incluindo o ATP.
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Uma vez ativado, o P2X7R leva a ativacdo de diferentes cascatas
intracelulares. O influxo de Ca'" leva a desfosforilagdo (neste caso representa
a ativacao) do NFAT (nuclear fator of activated T cells) (97). Além disso, a
ativacdo do P2X7R pode desencadear como eventos downstream a ativacao
das fosfolipases A2 e D e MAPKs (mitogen activated protein kinases)(41) além
da JNK (janus kinase) (98). Esses eventos véao resultar na ativacdo de
diferentes fatores de transcricdo que vao levar a producédo de proteinas de
carater proé-inflamatério como iINOS (inducible nitric oxide sintetase) (99) e
COX-2 (ciclo-oxigenase 2) (100). Além disso, o efluxo de K decorrente da
ativacdo do P2X7R leva a clivagem da pro-IL-13 para a forma madura (101),
gue desta maneira pode ser secretada e exercer seu papel pro-inflamatoério
(90). Esses fenbmenos celulares estdo por tras do papel do P2X7R na resposta

inflamatodria, que seré discutido mais a frente.

Os eventos acima citados a respeito da ativacdo do P2X7R vao levar a
diferentes fendbmenos celulares. O ponto mais interessante entre estas funcdes
seria a de regulagéo do ciclo celular, pois 0 P2X7R pode tanto levar a morte
celular quanto a divisao celular, dependendo do contexto de ativagéo e/ou do
tipo celular em questdo. Por exemplo, a ativacdo do receptor P2X7 com baixas
concentracbes de ATP (1-100 pM) induzem a morte de neurbnios motores
isolados de rato (102).. Em células de glioma, o bloqueio do P2X7R leva a
proliferacdo celular por um mecanismo dependente do célcio intracelular (103).

O sistema mais bem estudado em relacéo a ativacdo do P2X7R é a sua
participacdo no sistema imune. Basicamente, o papel conhecido do P2X7R no
sistema imune decorre de situa¢des quando hd uma alta concentracéo de ATP
extracelular, pelos meios que ja foram descritos, e essa ativacdo vai levar
eosinofilos, mondcitos ou macréfagos a secretar IL-13, considerada uma das
principais citocinas pro-inflamatorias. Além disso, a liberacdo de outras
citocinas de carater pr6 inflamatério também vem sendo associadas a ativacao
do P2X7R, como IL-1a, IL-2, IL4, IL6, IL-13, IL-18, TNF-a (104).

1.3.1.1.2- Potencial terapéutico do P2X7R
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Devido ao grande namero de fenbmenos que sdo mediados, diretamente
ou indiretamente, pelo receptor P2X7 ndo € surpresa que ele a modulacao de
sua atividade possa ser util como estratégia terapéutica. Além disso, alguma
disfuncéo no receptor P2X7 pode gerar uma situacao patolégica. Assim hoje, o
receptor P2X7 é encarado como um novo alvo em potencial para algumas
doencas, e 0 conhecimento acerca de sua estrutura € fundamental para o

desenho de novos ligantes que possam ter aplicacao terapéutica.

Os receptores purinérgicos de uma maneira geral vém sendo associados
aos processos de sinalizacdo da dor do SNP ao SNC. Tanto as vias sensoriais
guanto células da glia liberam ATP no meio extracelular que ativa o receptor
P2X7 em células de carater pro-inflamatorio e contribuir na manutencéo da dor
associada a inflamacéo. Dentro desse contexto, Labasi et al caracterizaram
macrofagos knockout para o receptor P2X7 e verificaram que havia uma
producao diminuida de IL1-B induzida pelo tratamento com ATP e LPS quando
comparado aos animais controle (tipo selvagem) (105). Além disso, os autores
verificaram o efeito da delecdo do gene do receptor P2X7 em um modelo
animal de artrite e concluiram que diversos sinais clinicos associados a este
modelo, como lesdes nas articulagcbes e degradacdo do colageno, estavam
diminuidos nos animais knockout em relacdo ao controle. Em outro importante
trabalho no contexto clinico do receptor P2X7, Chessell et al também utilizaram
animais knockout para o receptor P2X7 para produzir inflamacao cronica, agora
em um outro modelo, o induzido por adjuvante, e verificaram que 0s animais
nao apresentavam hipersensibilidade a dor por estimulos mecéanicos e por
temperatura, ao contrario dos animais tipo selvagem (106). Além disso, estes
resultados se repetiam em um modelo de dor neuropética. Corroborando com a
literatura, o autor ainda verificou que havia uma menor producdo de citocinas
pro-inflamatorias, como a IL-1B e IL-10, o que pode explicar (pelo menos
parcialmente) a relacdo entre a atividade do receptor P2X7 e 0s processos

inflamatorios.

Tendo em vista estes resultados, é de se esperar que o bloqueio
farmacologico do receptor P2X7 possa produzir efeitos anti-inflamatorios que

possam ser utilizados como estratégias clinicas. Por exemplo, o ATP-oxidado,
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um inibidor irreversivel do receptor P2X7,é capaz de diminuir a nocicep¢ao em
ratos com modelo de inflamacédo induzida por adjuvante. Entretanto, embora
este estudo reforce o potencial clinico do blogueio do receptor P2X7, o uso do
ATP oxidado também pode inibir outros receptores, como o P2X1 e P2X2
(107), podendo gerar efeitos colaterais indesejaveis. Além disso, é
demonstrado que o ATP oxidado leva a diminuigdo da ativagdo de NF-k3 e da
liberacéo de IL-8 independente do efeito sobre o receptor P2X7 (108). Portanto,
€ de se esperar que haja um esforco para a obtencdo de novos antagonistas
gue sejam cada vez mais especificos para o receptor P2X7, como objetivo de
evitar efeitos colaterais. Devido a falta de modelos estruturais que revelem
caracteristicas sobre o sitio de ligacdo do agonista ou dominios importantes
para a abertura do canal i6nico, ainda é precoce a ideia de se procurar
desenhar racionalmente novos agonistas por meio de simulagées de docking
molecular. Portanto, o atual esfor¢o na busca de novo antagonistas do receptor
P2X7 se concentra em screenings farmacolégicos de produtos naturais e de
novos antagonistas sintéticos (109). Por exemplo, € demonstrado que
diferentes extratos da planta Rheedia longifolia sdo capazes de inibir a
formagdo do poro associado ao receptor P2X7 (110), todavia a aplicabilidade
clinica dos extratos ou dos provaveis principios ativos ainda precisam ser

elucidados.

A industria farmacéutica vem patenteando novos produtos sintéticos
capazes de inibir o receptor P2X7. Por exemplo, os antagonistas A-740003
(111) , A-438079 (112) e A-839977 (113) sédo capazes de produzir efeitos
antinociceptivos em modelos animais de maneira dose dependente, e
representam futuros candidatos a testes clinicos de novos analgésicos. Dentre
0s antagonistas em testes clinicos temos o GSK1482160 (114) para a dor
inflamatéria e o AZD9056 (115) e CE-224535 (116) para artrite reumatoide.
Embora os resultados em modelos animais se mostrarem promissores, 0
antagonista AZD9056 nao apresentou efeito maior que o tratamento padréo
nos testes clinicos, isto exemplifica 0 quanto devemos aprender ainda sobre os
mecanismos de ativacdo bem como a participacdo do P2X7R em situacdes
fisiologicas e patolégicas e o caminho é longo para que possamos transforma-

lo em um novo alvo terapéutico, o que poderia trazer alivio para pacientes que
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sofrem de diferentes doencas, principalmente as que envolvem inflamacéo
cronica. Dentre os pontos que precisam ser explorados temos o conhecimento
da estrutura, o qual pode permitir, por meio de ensaios de docking molecular, o
desenho de novas drogas de maneira racional que sejam mais especificas e
potentes, com 0 objetivo de minimizar os efeitos colaterais e maximizar a

eficacia da droga.
1.2- A abordagem de dividir e conquistar

A grande dificuldade no estudo de proteinas de membrana requer o uso
de estratégias alternativas. Uma das abordagens mais usadas € a de dividir e
conquistar. O termo dividir e conquistar (divide et impera) € usado em
estratégia militar desde a antiguidade, seu primeiro registro escrito é
geralmente atribuido ao general romano Caio Julio César no século 1 AC. De
uma maneira geral este termo se refere ao processo de dividir o alvo em partes
menores, de maneira que facilite o estudo e a posterior conquista do mesmo.
Logo o alvo vai sendo dominado aos poucos ate que o todo seja conquistado.
Em relacdo a aplicacdo desta abordagem ao estudo de proteinas de
membrana, podemos dividir a proteina em segmentos menores, que podem ser

manipulados e estudados de maneira mais simples (117).

As proteinas de membrana possuem partes hidrofilicas, referentes aos
dominios intra- e extracelulares, e segmentos hidrofébicos, que sdo as partes
da proteinas que ficam enterradas na bicamada lipidica. Logo, podemos inferir
gue o dobramento natural de cada regido depende da interagdo com 0 seu
ambiente, ou seja, as partes hidrofilicas necessitam da solvatacdo da agua
para adotar sua conformacdo 3D e as partes hidrofébicas necessitam do
ambiente hidrofébico proporcionado pelas cadeias apolares da bicamada
lipidica para se dobrar corretamente. Desta maneira, podemos estudar
segmentos hidrofébicos da proteina separadamente em um ambiente mimético
de membrana, ou seja, um ambiente que reproduza pelo menos parte das
propriedades fisico-quimicas da bicamada lipidica. Dentre os miméticos de
membrana mais usados temos 0s solventes DMSO (dimetilsulféxido) (118) e o
TFE (trifluoroetanol) (119) e o uso de micelas (120), como por exemplo de SDS

(sodio dodecil sulfato) e DPC (docecilfosfocolina).
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Esta abordagem é fundamentada na hipétese de dois estagios (121), no
qgual diz que os segmentos transmembrana de uma proteina assume sua
conformacdo 3D em dois estagios energeticamente distintos. Em um primeiro
momento, os dominios que ficam enterrados na membrana se dobram sob
influéncia das caracteristicas fisico-quimicas da membrana e de interacdes de
curto alcance. Em um segundo estagio, estas estruturas formadas e estaveis
formam dominios capazes de interagir com regides mais distantes da
proteinas, como por exemplo outros dominios TM, resultando no dobramento

nativo da proteina (Figura 1.7).

interfacial a-helix
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Figura 1.7 Modelo de dois estagios. O modelo de dois estagios para o
dobramento de proteinas de membrana coloca que as a-hélices
transmembranas se dobram logo ao serem inseridas na membrana, sem a
necessidade do contato com partes mais distantes da proteina (1). Em um
segundo estagio, energeticamente distinto, as hélices formadas possuem
motivos capazes de interagir com regides mais distantes da subunidade (como
outros dominios transmembrana) (2). Finalmente a subunidades se
oligomerizam formando a estrutura tridimensional nativa da proteina. (Adaptado
de Bordag e Keller, 2011 (117)).

Os trabalhos com a rodopsina bacteriana sustentam esta hipotese. As
estruturas dos peptideos correspondentes aos dominios transmembrana (122)
se assemelharam bastante as regides correspondentes na proteina inteira, a
gual a estrutura foi determinada a partir de estudos de cristalografia de raios X
(123). Além disso, inclusive os loops que conectam os dominios TM também se
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assemelharam bastante na proteina inteira (124). Outro receptor associado a
proteina G, o receptor de adenosina A2A também teve as estrutura dos
dominios TM determinadas (125) separadamente e estas se assemelharam a
estrutura na proteina inteira, a qual teve a estrutura posteriormente

determinada por cristalografia de raios-X (126).

Levando isso tudo em consideracdo, esta abordagem representa uma
importante ferramenta para adquirir informacfes sobre a relagdo estrutura-
funcdo dos dominios TM na auséncia da estrutura da proteina inteira
determinada. Esta abordagem vem sendo usada para diferentes tipos de
proteinas de membrana como receptores associados a proteina G, canais

idnicos e proteinas virais.

Uma outra vertente desta abordagem, neste caso especifica para o
estudo de canais idnicos seria a de inserir peptideos tanto relativos as regides
transmembrana como de regibes adjacentes em membranas artificiais e
verificar a capacidade dos mesmos em formar canais i6nicos por si s6. No caso
do AcHR, o segundo dominio transmembrana, o qual forma a luz do canal
ibnico, € capaz de formar canais com caracteristicas de seletividade préximas
ao do canal na proteina integra (15). Além disso, o segmento H5, responsavel
pela seletividade idnica nos canais shaker de K" (127) também ¢ capaz de
formar canais ibnicos seletivos a K+ em membranas artificiais (128). Neste
contexto, Souza et al demonstraram que o0 segmento adjacente ao dominio
TM2 do P2X7R, que como mencionado anteriormente tem identidade com o
segmento H5 dos canais de K+, é capaz de formar canais ibnicos com
propriedades de seletividade e condutancia préximas as registradas para o
P2X7 integro, tanto em membranas artificiais quanto em membranas naturais,
neste segundo caso verificado pela técnica de patch-clamp (67). Com essa
abordagem, podemos adquirir informacdes sobre a relacdo entre a estrutura-
funcdo dos canais I06nicos enquanto eles ainda ndo tem suas estruturas

determinadas.

Estas abordagens, embora bastante reducionistas, se mostram
importantes devido ao lento avan¢o na determinacdo da estrutura de proteinas

de membrana. Até Junho de 2013, foram depositadas 76.573 estruturas de
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proteinas sollveis no Protein Data Bank, enquanto isso, somente 615
estruturas de proteinas de membrana foram depositadas. Este déficit fica mais
claro quando observamos que as proteinas de membrana formam 1/3 do nosso

genoma (129) e mais da metade dos alvos dos farmacos atuais(130).

Como citado anteriormente, nosso grupo vem trabalhando com parte do
dominio M2 do P2X7R (peptideo ADSEG), que demonstrou ser importante na
sua seletividade ibnica (67). Todavia, sua estrutura s6 foi estudada por
dindmica molecular. As simula¢des de dinamica molecular mostraram que sua
estrutura ficaria estavel configurada com uma folha- nos solventes miméticos
de membrana TFE e DMSO. No entanto, quando feitas simulacdes partindo de
uma estrutura em a-hélice, esta se manteve estavel em TFE mas ndo em
DMSO (55). Uma vez que sO temos dados de sua estrutura in silico, e esta
regido parece ser importante para a atividade do P2X7R fica evidente a
necessidade de determinar sua estrutura in vitro. Neste contexto este trabalho
tem como objetivo determinar a estrutura do segmento adjacente ao P2X7R no
solvente mimético de membrana DMSO, com o objetivo de se entender melhor
sua capacidade de formar canais idnicos por si s6 e associar estas informacdes
a atividade do P2X7R, contribuindo assim para entendermos melhor as

caracteristicas de seletividade deste receptor.
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2-Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Estudar o conteudo estrutural de parte do dominio M2 do receptor P2X7

humano

2.2 — Objetivos especificos

2.2.1 Determinar a estrutura do peptideo correspondente a parte do
dominio M2 do P2X7 humano em DMSO por ressonancia magnética nuclear de
solucéo.

2.2.2Realizar simulagbes de dinamica molecular em uma caixa contendo
DMSO e utilizando a estrutura de menor energia obtida nos experimentos de
RMN.
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3- Materiais e Métodos

3.1 - Sintese do peptideo

O peptideo ADSEG (FGIRFDILVFGTGGKFDIIQLVVY) foi sintetizado
pela empresa Genemed Synthesis (Texas, EUA) com a pureza de >98%

confirmada por espectrometria de massa.
3.2- Preparacéo da amostra

O peptideo ADSEG foi diluido em DMSO perdeuterado (Cambridge
Isotopes Laboratories, Massachusetts, EUA) em uma concentracao de 2 mM. A
solucdo obtida estava translucida indicando que nao houve agregacao da

amostra.
3.3- Experimentos de RMN

Os nucleos de alguns atomos possuem uma propriedade chamada de
momento magnético e consequentemente apresentam spins nucleares. Os
spins ¥2 podem assumir dois estados de energia quando dentro de um campo
magnético, entretanto, na auséncia desse campo, eles estdo degenerados, ou
seja, 0s niveis de energia dos spins sao iguais, logo eles nédo sdo capazes de
gerar algum sinal detectavel (INVERTER). Todavia, quando esses spins estao
em um campo magnético externo (BO) eles tendem a se alinhar em relacdo ao
campo e se dividem em dois niveis energéticos, como citado anteriormente: um
de baixa energia (a - alinhado na direcdo do campo externo B0O) e um de alta
energia (B — alinhado na direcdo contraria ao campo externo B0), essa
condicao é conhecida como estado de equilibrio. A populacdo desses estados
€ muito similar, com um pequeno excesso no estado a, que vai efetivamente
gerar o sinal adquirido durante os experimentos. Todos esses spins
precesssam em uma frequéncia especifica, denominada frequéncia de Larmor.
Logo, quando aplicamos um pulso de radiofrequéncia na amostra, a
distribuicdo dos estados energéticos dos spins muda, contudo, esse estado &
instavel o que resulta, apés um determinado tempo, no retorno ao estado de
equilibrio. A volta do spin ao estado de equilibrio € conhecida como relaxacéo.
Assim, podemos usar essa situacao para obter informacdes sobre a disposicéo

espacial dos diferentes spins nucleares em uma proteina de interesse, durante
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o retorno ao estado de equilibrio. Para tal, foram utilizados experimentos de
TOCSY (informacdes intra-residuais), para fazer o assinalamento sequencial
do pepitideo ADESG, e experimentos de NOESY (informacdes intra- e inter-
residuais), para obter as distancias entre os nucleos proximos até 5 A. Ambos

0s espectros utilizando o hidrogénio (H), o qual possui o spin %.

3.3.1 — Espectro de NOESY (Espectroscopia de efeito Overhauser

nuclear)

Nos experimentos de NOESY, podemos estimar a distancia entre dois
nlcleos diferentes separados por uma distancia de até 5 A. Apés colocarmos
nossa amostra no campo B0 os spins vao assumir os estados de energia a e 3
com um pequeno excesso de spins no estado a, como citado anteriormente.
Logo, aplicamos um pulso de radiofrequéncia, na frequéncia de Larmour de um
determinado ndcleo e, dessa maneira, a populacdo de nucleos com essa a
frequéncia, e no estado de baixa energia a, vai absorver a energia do pulso por
ressonancia e passar para o estado de alta energia 3. Dessa maneira,
igualamos as populagbes de spins (estados a e ) e ndo podemos mais
observar o sinal, uma vez agora eles se cancelam chegando a uma condicdo
chamada de saturacdo. Os spins nucleares afetados pelo pulso de RF sé&o
chamados spins fonte (source spins). Em seguida, os spins fonte relaxam para
o estado de equilibrio, polarizando de forma cruzada outros nucleos préximos
ao nucleo fonte, os quais passam para o estado de alta energia 3, que resultam
no aumento da populacéo polarizada. Como resultado, observa-se um ganho
de sinal. Esse processo de relaxacao cruzada é conhecido como NOE (nuclear
Overhauser effect). A magnitude desse aumento é inversamente proporcional &
distancia entre os nucleos com acoplamento dipolar, logo podemos obter
informacfes sobre a distancia entre esses spins. Todavia, o espectro de
NOESY néao é adequado para identificar os sistemas de spin de cada residuo.

Essas informacdes sdo obtidas no espectro de TOCSY
3.3.2 — Espectro de TOCSY (Espectroscopia de correlacao total)

Nos experimentos de TOCSY, utilizamos o mesmo principio que o
NOESY, entretanto inserimos pulsos adicionais na sequéncia para que 0
acoplamento entre diferentes spins nucleares ndo ocorra pelo espaco, mas
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entre ligacdes quimicas. Dessa maneira, apos o pulso de RF, os spins tendem
a voltar para o equilibrio e a magnetizacao afeta somente spins separados por
ate 3 ligagcbes quimicas. Embora essa técnica ndo nos permita obter
informacdes sobre a distAncia entre os &atomos, podemos fazer o
assinalamento sequencial, identificando os sistemas de spins acoplados
através de ligacdes quimicas. Logo, essas informagfes sdo utilizadas junto
com o conhecimento da estrutura primaria do peptideo para determinar quais
spins nucleares produziram os picos observados no espectro de NOESY.
Dessa maneira, utilizamos os NOEs (presentes no espectro de NOESY), que
foram devidamente identificados com o auxilio do espectro de TOCSY, para
obter informacdes entre as distancias entre cada ndcleo. Nesse sentido, essas

informacdes vao ser utilizadas no calculo da estrutura.

{08 | Phe/HN-HB 3
B TV -
A 2e3

| _-Phe BN

82 82 81 81 80 80 79 79 78
Deslocamento Quimico
Figura 3.1- Sistema de spin da fenilalanina no espectro de TOCSY.
Na figura (A) € mostrado como acontece a transferéncia de magnetizacao
(setas azuis) a partir do préton amidico dentro do residuo de fenilalanina. A

transferéncia é passada para o proton a (1) e os dois protons B (2 e 3) gerando
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picos que podem ser observados no espectro. A linha vermelha representa o
valor de deslocamento quimico do proton amidico e os picos indicados pelas
setas vermelhas indicam os picos relativos as conectividades estabelecidas, as
guais sao compativeis com os valores de deslocamento quimico esperados
para cada prétons (no eixo y). Os valores de deslocamento quimico esperados
para os protons dos diferentes residuos podem ser encontrados no banco de

dados Biological Magnetic Resonance Data Bank. A B
3.3.3 - Assinalamento do espectro

O assinalamento do espectro foi feito com o auxilio do programa
CcpNmr (131) para a visualizagdo. Todos os sistemas de spin puderam ser
assinalados com o tempo de mistura utilizado (400 ms). Os sistemas de spin
foram identificados no TOCSY e o assinalamento sequencial foi feito pelo
NOESY. No TOCSY a transferéncia de magnetizacdo € feita via ligacoes
guimicas (com excecdo das ligacbes que envolvem O e N) enquanto no
NOESY temos picos relativos a protons proximos sem a nhecessidade de
estarem separados por uma ligacdo quimica. Portanto, temos 0s mesmos picos
encontrados no TOCSY mais o0s picos relativos a spins acoplados

espacialmente.

A figura 3.2 mostra o exemplo dois sistemas de spin (Phe 328 e Asp
329). O quadro acima na figura 3.1 mostra os picos encontrados em valores
caracteristicos dos prétons B destes residuos (em azul) no eixo “y”. Logo,
sabemos que os picos encontrados nesta linha vertical, se referem ao sistema
de spin destes residuos. A faixa de valores no eixo “x” indica que estes
sistemas de spin sdo referentes a conectividade com o proton amidico (HN),
como podemos observar no banco de dados de valores de deslocamento
guimicos. Portanto, neste caso os picos da parte de cima da figura 3.2
representam conectividades HN-HB dos respectivos residuos. A parte de baixo
da figura 3.2 mostra uma conectividade inter-residual, entre os protons
amidicos do Asp 329 e a Phe 328, feita entre os protons amidicos destes
residuos. Esta conectividade, assim como todas as outrasinter-residuais, esta
presente somente no espectro de NOESY. Desta maneira, identificamos o0s

sistemas de spin dos residuos no espectro de TOCSY e fazemos o
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assinalamento sequencial no espectro de NOESY (pelo assinalamento das
conectividades HN-HN de residuos vizinhos). Uma vez identificados os
sistemas de spin, é feito o0 processo de assinalamento das outras
conectividades inter-residuais, encontrando picos que representam atomos
proximos e a intensidade do pico pode ser transformada na distancia entre
eles, permitindo o calculo da estrutura. As linhas horizontais na figura 3.2
representam como podemos encontrar as conectividades inter-residuais. Neste
caso vemos picos (em vermelho) que s6 aparecem no NOESY sobre a linha
referente ao sistema de spin do proton amidico. Esses picos vao aparecer
alinhados (horizontalmente) com o pico referente ao préton o qual ele esta
fazendo uma conectividade. A intensidade dos picos no NOESY é
inversamente proporcional a distancia entre eles (na relagédo 1/t° onde r é a
distancia entre os protons). Na figura 3.2 ainda podemos observar
conectividades entre o préton amidico da Phe 328 e um dos proétons 3 do Asp
329 assim como entre o proton amidico do Asp 329 e um dos prétons 8 da Phe
328. Foram encontradas conectividades de diferentes distancias, tanto as
sequenciais (entre residuos vizinhos), de média distancia (até 5 residuos) e de
longo alcance (> 6 residuos). Os volumes de cada pico foram usados para o

célculo da estrutura utilizando o programa ARIA (132).
3.4 — Dinamica Molecular

Como uma forma de refinar a estrutura de menor energia obtida por
RMN, procedemos para simulacdes de dindmica molecular. Na dinamica
molecular foi possivel criar uma caixa virtual na qual preenchemos com as
moléculas de nosso interesse para reproduzir este determinado ambiente.
Logo, os algoritmos que regem 0s programas se propdem a reproduzir todas a
caracteristicas fisico quimicas das moléculas na caixa, desta maneira
observamos com detalnes o comportamento das moléculas da caixa e
esperamos que ela reproduza da melhor maneira possivel aquele ambiente em
guestdo. Desta maneira utilizamos a dinamica molecular para verificar como a
estrutura de menor energia se comportaria em uma caixa virtual como mesmo
ambiente em que o peptideo ASEG estava durante os experimentos de RMN.

Uma vez que a estrutura obtida por RMN esteja bem préxima de uma estrutura
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gue representem bem a populacdo de estruturas na amostra, a estrutura deve

se manter predominantemente semelhante.

Os estudos de dindmica molecular foram feitos utilizando o programa
GROMACS (4.6.4). A estrutura de menor energia obtida pelos experimentos de
ressonancia foi inserida e centralizada em uma caixa cubica e realizada uma
solvatacao explicita para dimetilsulfoxido (DMSO). O campo de forca usado foi
o ffG53a6 do pacote GROMACS (84). As simulacdes foram realizadas com
condicbes periddicas de contorno, em agrupamento Gibbs (NPT), a
temperatura de 298,15 K com termostato v-reescale e pressdo atmosférica (1
atm) com o barostato de Berendsen. Foi aplicado o método de Particle Mesh
Ewald (PME, distancia Fourier de 0,14 nm, 6° ordem e tolerancia 10-5) e
potenciais de Leonard-Jones para considerar as interacdes de Coulomb e de
van der Waals, com raio de 1,2nm e 1,4 nm respectivamente. O algoritmo
LINCS foi aplicado sobre as ligacGes covalentes. A energia inicial do sistema
foi minimizada e o sistema foi equilibrado através de uma curta dindmica de
2ns com a proteina em condi¢des de restricdo de posicdo. Além disso foram
estabelecidas restricbes de distancia obtidas através dos NOEs, uma vez que
estes representam evidéncias experimentais de relacdes de distancias entre
diferentes ndcleos. Desta maneira, podemos observar a dindmica do peptideo
in silico respeitando as informagdes obtidas através do assinalamento do
espectro de 2D-1H-1H- NOESY. As restricdes de distancia foram estabelecidas
dando uma penalidade de custo energético quando os nucleos em questao se
afastarem ou se aproximarem mais do que os limites estabelecidos para
restricdo, como esta mostrado na figura 3.3. Os limites superiores e inferiores
foram estabelecidos com base nas informacdes de saida do calculo da
estrutura. Além disso foram usadas as ferramentas do Gromacs: g_cluster,
g_helix e dssp para extrair informacfes adicionais da dinamica molecular. As
representacdes graficas a respeito da estrutura foram geradas pelo programa
Pymol (133).
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Figura 3.2 Assinalamento do espectro de NOESY do peptideo
ADSEG em DMSO. A figura acima duas regides do espectro de NOESY (HN-
HN e HN-Hp). A figura mostra os sistemas de spin do Asp 329 e da Phe 328.
As conectividades intra-residuais estdo em azul e os relativos as
conectividades inter-residuais estdo em vermelho. As linhas indicam que estes
picos representam conectividades de dtomos dentro de um mesmo sistema de

spin.
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Figura 3.3: Potencial de energia estabelecido para a dinamica com
restricbes de distancia. RO e r2 representam os limites superiores e inferiores
de distancia, onde ha uma penalidade de custo energético para que a posicao

se mantenha dentro dos limites.
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4- Resultados

4.1- Experimentos de RMN
4.1.1 — Espectro 1D

Com o objetivo de determinar a estrutura do peptideo ADSEG em
solucdo optamos pela técnica de ressonancia magnética nuclear.
Primeiramente obtivemos um espectro 1D da amostra para verificar, através da
dispersdo dos picos, se amostra estaria estruturada dentro das nossas
condicbes experimentais. O espectro 1D (Figura 4.1) mostrou picos bem
definidos, com linhas bem finas, indicando que a amostra estava estruturada. O
espectro 1D mostra a intensidade (eixo y) em que cada valor de deslocamento
guimico (eixo x) aparece. Quando a proteina esta estruturada, diferentes
residuos sofrem a influéncia de diferentes ambientes quimicos, pois 0os atomo
terdo vizinhos distintos resultando em uma boa dispersdo dos picos. Se o
peptideo assumir uma conformacdo randémica, os diferentes residuos irdo
sofrer a influéncia de ambientes quimicos muito parecidos (influenciado muito
mais pelo solvente do que pelo dobramento), tendo uma dispersdo ruim do

espectro.
4.1.2- Predicdo da estrutura secundéaria

A partir do CSI (Chemical Shift Index) podemos ter uma predicdo do
contelido de estrutura secundaria. Logo, utilizamos um valor de referéncia para
os valores de deslocamento quimico dos prétons a (assumindo um peptideo
com a conformacéo randémica) e subtraimos pelos valores obtidos para cada
residuo do peptideo em analise. Valores positivos indicam propenséo a folha-f3
enguanto valores negativos indicam propenséo a hélice. A figura 4.2 mostra a
predicdo de estrutura secundaria obtida para o peptideo ADSEG, o qual se
mostrou parte estruturado em folha-B e parte em a-hélice. Os valores de

deslocamento quimico estdo na tabela 4.1.

Além disso, utilizamos um outro método para a predicdo da estrutura
secundaria com o objetivo de reforcar a predicao do CSI (Figura 4.3). O SSP
(Secondary Structure Propensity) (134) utiliza um algoritmo que usa como base

os valores de deslocamento quimico de diferentes nucleos (neste caso o Ha e
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o HN) e cria um score que indica a propensédo daquela regido a assumir uma
determinada estrutura secundaria. Quando a regiao é estruturada em a-hélice
ou folha-B o score tende a assumir valores préoximos a 1 e -1, respectivamente.
Corroborando com a predicdo do CSI, o SSP predisse a presenca de uma
hélice entre os residuos 324 e 329. Entretanto, o SSP nao indicou uma folha-f3

bem formada entre os residuos 319-321 e 330-336, como foi predito pelo CSI.

\‘M '
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Deslocamento Quimico 'H (ppm)

Figura 4.1 Espectro 1D do peptideo ADSEG em DMSO. O eixo “X”

representa os valores de deslocamento quimico e o eixo “y” representa a

intensidade no qual estes valores foram obtidos.

39



4.1.3- Curvade “build-up”

Em algumas circunstancias, a magnetizacdo nao é transferida entre
protons diretamente pelo espaco entre eles, mas pode ocorrer indiretamente
por meio de um proton em um espaco intermediario. Neste exemplo, ao invés
da magnetizacdo passar do proton hipotético A para o C, ela é transferida para
o préton B e em seguida para o C. Desta maneira, a intensidade do pico ndo
terd a relacdo esperada da distancia entre os prétons A e C, este fenbmeno é
conhecido como difuséo de spin (Figura 4.5). Logo, devemos usar um tempo
de mistura no qual conseguimos a intensidade maxima de sinal sem que haja
difusdo de spin. Para superar este artefato, podemos verificar a intensidade de
um pico em diferentes tempos de mistura, observar o padrdo da curva, e
escolher um ponto (um determinado tempo de mistura) adequado. Foram
escolhidos 3 picos de maneira aleatéria (dentro dos picos “reais”, ou seja, que

nao eram ruido) e plotados contra tempo de mistura (Figura 4.6)

Levando isso em consideragéo, escolhemos o tempo de mistura de 400
ms, uma vez que podemos observar na figura 4.6 que neste tempo a
intensidade do pico ndo comecou a cair e portanto temos a intensidade maxima

do sinal, logo néo houve difusdo de spin neste tempo de mistura.
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Figura 4.2 Chemical Shift Index (CSI)Predi¢do da estrutura secundaria do
peptideo ADSEG em DMSO através da variacdo dos valores de deslocamento
guimico obtidos em relagdo aos valores de referéncia (peptideo com estrutura
randémica). Valores positivos indicam propensdo a a-hélice e negativos
indicam propensédo a folha-B. O desenho esquematico acima representa a
predicdo da estrutura secundéria pelo CSI: folha-B (em amarelo), a-hélice e
loop (linha tracejada).
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Figura 4.3 Secondary Structure Propensity (SSP). A figura mostra o
score SSP para cada regido do peptideo ADSEG. Valores préximos a 1
indicam a presenca de a-hélice e valores préximo a -1 indicam a presenca de
folha-B.
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Figura 4.4 Niamero de assinalamentos por residuo encontrados no
espectro de NOESY.O desenho esquematico acima representa a predicao da

estrutura secundaria pelo CSI: folha-B, a-hélice e loop (linha tracejada).
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Figura 4.5 Fendmeno de difusdo de spin. Em um experimento
hipotético de NOESY a transferéncia de magnetizacao entre os atomos A e C
pode ocorrer diretamente (linha azul), o que daria uma relacéo correta entre o
volume do pico gerado pela transferéncia de magnetizacéo entre eles. Todavia,
a magnetizacao transferida de A para B pode ser passada para C se o tempo
de mistura for muito longo (linhas vermelhas),fazendo que haja uma relacéo
errada entre o volume do pico gerado e a distancia. Logo o tempo de mistura
de espectro de NOESY deve permitir a intensidade méaxima, sem que haja o

fendmeno de difuséo de spin.
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Figura 4.6 Curva de build up. Foram escolhidos trés picos aleatorios (que nao

eram ruido) e o seu volume foi verificada em cada tempo de mistura. Cada
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linha representa um pico distinto e cada triangulo representa o volume medido

normalizado pelo valor maximo observado para cada pico.
4.1.4 Assinalamento do espectro

O assinalamento do espectro foi feito com o auxilio do programa Ccpn
Analysis para a visualizagdo dos espectros 2D NOESY e TOCSY usando a
abundancia natural do préton. O procedimento de assinalamento esta descrito
em materiais e métodos. Como observado na figura 4.1, o espectro apresentou
satisfatéria dispersdo. Todos os sistemas de spin foram encontrados no tempo
de mistura usado (400 ms). O volume de cada pico assinalado foi usado como
entrada para o célculo da estrutura. Os valores de deslocamento quimico
encontrados estao na tabela 4.1 e o padrdo de conectividades encontrado esta
representado na figura 4.7. A figura 4.8 mostra as 20 estruturas de menor
energia geradas pelo experimentos de RMN. O RMSD do backbone das
estruturas foi de 3,15 + 0,7 A. O RMSD (root mean square deviation) é a média
guadratica das variacdo das posi¢cdes dos atomos em diferentes estruturas, e
representa uma medida de variancia quando comparamos mais de uma
estrutura. Outra maneira de validar a estrutura seria através do gréafico de
Ramachandran, o qual estabelece os angulos Phi e Psi da cadeia principal
permitidos quando esta participando de uma hélice ou folha-B (com excegao da
glicina, que tem liberdade para assumir diferentes angulos, devido a sua

pequena cadeia lateral).

Basicamente, as estruturas obtidas se assemelham a um grampo com
uma conformagdo predominantemente estendida com uma regido em hélice
entre os residuos 327 e 331. O grafico de Ramachandram mostra que os
residuos estdo em regides favoraveis, reforcando as caracteristicas estruturais
que podemos observar. E importante ressaltar que o refinamento da estrutura
foi feito levando em consideragcdo o ambiente de DMSO o qual esta inserido o
peptideo. Este fato se mostrou importante, uma vez que quando calculada a
estrutura sem levar em consideracdo este parametro, podemos observar a
hélice em outra posicdo (entre os residuos 324 e 329, dados ndo mostrados).
Logo, a presenca da hélice entre os residuos 327 e 331, observadas nas

estruturas com refinamento em DMSO, é mais coerente com 0s residuos que a
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compde. Uma vez que a hélice entre os residuos 324 e 329 inclui uma regido
rica em glicina (GTGG) seria muito flexivel para suportar tal estrutura
secundaria. Regibes com tal flexibilidade sdo encontradas normalmente em
voltas, como aparece nas estruturas da figura 4.8. A tendéncia helicoidal
observada nas estruturas geradas com o refinamento em DMSO (figuras 4.8 e
4.9) é corroborada pelas previsdes do CSI e do SSP (figuras 4.2 e 4.3,
respectivamente). A figura 4.9 mostra a posicdo dos residuos carregados
negativamente na estrutura de menor energia gerada pelos experimentos de
RMN. Podemos ver que os dois residuos de aspartato se encontram
diametralmente opostos, 0 que sugere que esta disposicao seja fundamental
para as caracteristicas de seletividade idnica apresentadas pelo peptideo
ADSEG.
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dap (i, i+2)
daf (i, i+3)
daN (i, i+3)
Phe Gly Ille Arg Phe Asp lle Leu Val Phe Gly Thr Gly Gly Lys Phe Asp lle lle GIn Leu Val Wval Tyr
313 314 315 316 317 318 319 320 321 322 323 324 325 326 327 328 329 330 331 332 333 334 335 336
Residuos

Figura 4.7 Padréo de conectividades encontradas no assinalamento
do peptideo ADSEG. As linhas na figura representam as conectividade entre
os residuos (mostrados no eixo “x”). A espessura das linhas representa a
intensidade do pico: fortes (d > 2,8 A), médio (3,4 A>d > 2,8 A) e fracos (d >

3,4 A).
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Figura 4.8 Sobreposicdo das 20 estruturas de menor energia
derivadas do calculo da estrutura do peptideo ADSEG e grafico de
Ramachandran da estrutura média. Na figura (A) esta representado o
backbone das estruturas geradas pelos experimentos de RMN.N&o
houve nenhuma violagcdo. O grafico de Ramachandran (figura B) foi
gerado pela plataforma online de validacdo de estruturas PROCHECK-
NMR. A estrutura média apresentou 10 residuos em regifes favoraveis,
8 residuos em regibes adicionalmente favoraveis,e quatro residuos de
glicina (a qual tem liberdade para assumir diversos angulos).O primeiro e

0 ultimo residuo ndo participam da analise.

Figura 4.9 Estrutura de menor energia gerada pelo programa

ARIA apos o assinalamento do espectro destacando, em rosa, 0S
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residuos de aspartato diametralmente opostos, carregados
negativamente, que podem estar envolvidos com a formacdo de um

canal cation seletivo do peptideo ADSEG.

Tabela 4.1 Valores de deslocamento quimico assinalados no espectro
obtido do peptideo ADSEG em DMSO.

NH oH BH Outros
Phe 313 8,15 4,12 2,98 e 3,15 HD: 7,21 HE: 7,14 HZ:7,08
Gly 314 8,73 3,84 23,93
lle 315 8,06 4,28 1,72 HG: 0,80
Arg 316 8,11 4,3 1,63 HG: 1,47 HE:7,51
Phe 317 7,99 4,61 2,8e3,05 HD: 7,25 HE: 7,15 HZ: 7,08
Asp 318 8,56 4,63 253e2,7
lle 319 8 4,24 1,73 HG1A: 1,09 HG1B: 1,24
Leu 320 8 4,39 1,45e 1,61 HG: 1,46
Val 321 7,69 4,18 1,92 HGA: 0,78
Phe 322 8,11 4.6 2,82e3,06 HD: 7,26
Gly 323 8,27 3,8e3,93
Thr 324 7,89 4,08 4,08 HG1: 5,05 HG2: 1,09
Gly 325 8,21 3,8
Glv 326 81 3,72e3,79
Lys 327 7,89 4,26 1,48e 1,61 HGA: 1,09 HGB: 1,25
Phe 328 8,05 4,59 2,79e3,06 HD: 7,27
Asp 329 85 4,65 2,54e2,72
lle 330 7,72 4,28 1,74 HG1A:1,07 HGBE: 1,44
lle 331 7,95 4,28 1,74 HG1A:1,10 HG1B: 1,44 HG2: 0,83 HD: 0,74
Gln 332 8,07 4,29 1,75 HGA;: 2,10 HE: 6,28
Leu 333 8,07 437 1,62 HG: 1,46
val 334 7.8 4,23 1,95 HG: 0,83
val 335 7,82 4,2 1,95 HG: 0,83
Tyr 336 8,12 4,39 2,81e2,94 HD: 6,82_HE: 6,67

4.2 — Dinamica molecular

Utilizamos a estrutura de menor energia obtida nos experimentos RMN
como a estrutura inicial do peptideo nas simulacdes (Figura 4.10). Além disso
fixamos restricdbes de distancia obtidas no assinalamento ndo ambiguos do
espectro de RMN, uma vez que temos uma evidéncia experimental destas

distancias, e utilizamos um campo de forca para refinamento de estruturas
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obtidas por RMN (gmx2ff) no pacote do Gromacs. O tempo total de simulag&o
foi de 10 ns, este tempo se mostro suficiente, uma vez que o peptideo se
estabilizou como €& mostrado pela estabilizagdo do RMSD nos primeiros

nanosegundos de simulacéo (Figura 4.11).

Figura 4.10. Estrutura de menor energia do peptideo ADSEG (apenas o
backbone) obtida utilizando as restricbes derivadas dos NOEs assinalados no
espectro de NOESY. Esta estrutura foi utilizada como ponto de partida na

dindmica molecular.

0,6 : : : : :

i ! P gt A i e
J

f ]

RMSD (nm)
o = =
e =Y A

e
)
1

l

0 1 | | | 1 | |
0 2 4 6 8 10

Tempo (ns)

Figura 4.11 RMSD durante os 10ns de simulacdo do peptideo ADSEG em

DMSO. Neste grafico esta representado a variagdo de RMSD de toda a estrutura no
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decorrer dos 10 ns de dindmica molecular. Podemos ver que rapidamente (por volta
de 2 ns) a estrutura se estabilizou e o RMSD se manteve predominantemente

constante.

Utilizamos a ferramenta do pacote do Gromacs g_cluster para avaliar o
comportamento da estrutura durante a simulagcdo. Esta ferramenta reune
diferentes frames observados na simulacdo com estruturas semelhantes
(variacédo de até 0,2 nm de RMSD) em grupos (denominado clusters). No total
da simulacdo, o g_cluster pode separar todos os frames em 5 clusters,
numerados em ordem decrescente de nimero estruturas agrupadas em cada
cluster. O nimero de estruturas por cluster esta representado na figura 4.12 e
as estrutura meédias de cada cluster estdo representados na figura 4.13. Com o
g_cluster podemos ainda observar quais foram os clusters que predominaram
durante a dinamica. Na figura 4.14 podemos ver em que momento da dinamica
encontramos cada cluster. A dindmica comeg¢a com uma estrutura que foi
agrupada no cluster #5, o qual podemos ver na figura 4.13 que é o que mais se
assemelha a estrutura inicial da dinamica (figura 4.10). Entretanto o peptideo
rapidamente muda o seu padrao estrutura de maneira que agora as estruturas
subsequentes sao agrupadas em diferentes clusters (especificamente o #1 e o
#4, figura 4.13). Neste momento podemos ver que ha uma variacdo no RMSD
da estrutura (Figura 4.11), corroborando com estas observacdo. Deste
momento em diante, a estrutura parece se estabilizar, mostrada pela
predominancia do cluster #1 durante todo o decorrer da dinamica. Logo
podemos dizer que a estrutura média do cluster #1 (figura 4.14) representa

como se estabilizou o peptideo durante a maior parte da dinamica.

O fato mais marcante na dindmica molecular foi que a regido em hélice
perdeu a definicdo nos primeiros nano segundos de dindmica, como é
mostrado pelo dssp (Figura 4.15). O dssp € uma ferramenta que identifica
padrbes de estrutura secundaria encontrados no peptideo no decorrer do
tempo de simulagdo da dinamica. Assim podemos ver na figura 4.15 que a
regido em hélice (representada pela cor azul) é identificada somente nos
momentos iniciais da dinamica. Ao observarmos a dindmica vemos claramente

gue a pequena regido de hélice vai abrindo, até um momento que se estabiliza.
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Esta abertura pode ser observada pelo aumento do diametro da hélice no

decorrer da dinamica (Figura 4.16)
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Figura 4.12 Numero e variacao de clusters durante a simulacédo. O ponto de
corte para a agrupar estruturas no cluster foi uma RMSD 0,2 nm, ou seja,
estruturas com diferencas representadas por um RMSD menor que 0,2 nm s&o

agrupadas em um mesmo grupo (cluster).

Podemos ver na figura 4.17, que mostra a estrutura ao final da
dindmica que a representacdo gréfica gerada pelo programa Pymol néo
identifica mais a regido de hélice (diferentemente da estrutura usada como
ponto inicial da dinamica, figura 4.10), mas podemos ver que esta regido nao
assumiu uma conformacgao estendida, preservando parte do padrédo que se
assemelha a uma hélice. Essas informagfes em conjunto sugerem que esta
regido tem uma tendéncia a assumir uma conformacdo helicoidal (0 que é
corroborado pelos dados de predicdo de estrutura secundaria, figuras 4.2 e
4.3), contudo, ela ndo é estavel, jA que no inicio da dinamica ela perde a
definicdo. E provavel que nas diferentes estruturas encontradas na amostra
algumas apresentem a hélice bem definida nesta regido e outras com a hélice
nao tdo bem definida. Ao observamos algumas outras estruturas derivadas dos
experimentos de RMN, podemos ver que algumas das estruturas geradas
apresentam hélices nao tdo bem definidas (dados ndo mostrados). Um fato que
poderia explicar esta observacdo € que esta regido poderia ser o inicio da

regido de hélice transmembrana no receptor P2X7 integro, assim como é a
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regido homologa no zfP2X4R (vide discusséo, figura 5.4), assim néo teriamos
0s residuos seguintes para estabilizar as outras voltas da hélice, portanto esta
regido poderia se dobrar de tal maneira, mas faltariam fatores que a

estabilizassem.

A flexibilidade da estrutura pode ser representada pela ferramenta b-
factor do programa Pymol. Neste tipo de visualizagcdo podemos ver as regioes
mais flexiveis do peptideo (Figura 4.18). Como era de se esperar, as
extremidades do peptideo ficaram mais flexiveis. Além disso, podemos
observar uma grande flexibilidade na regido rica me glicina (GTGG). Na regido
da hélice, vemos uma flexibilidade moderada, uma vez que ndo houve a perda

de defini¢do total da hélice.

IEATAT

Cluster #1 Cluster #2 Cluster #3
Cluster #4 Cluster #5 Cluster #6

Figura 4.13. Estrutura média de cada cluster obtido com a ferramenta
g_cluster. Nesta figura € mostrado somente o backbone do peptideo. Os

clusters sdo numerados (de #1 a #6) dependendo do numero de estruturas
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agrupados (em ordem decresescente). Desta maneira as estruturas que

compdesm o cluster #1 predominam na maior parte da dinamica.
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Figura 4.14 Quantidade de diferentes frames por cluster. Nesta
figura podemos ver a quantidade de estruturas no primeiro cluster & bem maior
gue nos demais, além disso a quantidade de estruturas nos clusters seguintes
tendem a decrescer, mostrando que a estrutura vai se estabilizando com o

tempo.

Os dados mostrados sugerem que a estrutura determinada por RMN
esta proxima do ideal, ou seja, representa bem as estruturas que o peptideo
pode adotar no ambiente de DMSO. Devemos ressaltar também a flexibilidade
gue a estrutura parece apresentar em decorréncia da diferenca entre as
estruturas de menor energia geradas pelos experimentos de RMN. Logo, a
estrutura pode ser melhorada através de novos célculos. E importante ressaltar
gue a abordagem de dividir para conquistar (vide introducdo) € usada para
segmentos transmembrana em a-hélice. Nao ha ainda estudos utilizando esta a

abordagens em estruturas de diferentes padrdes. Logo, ainda ndo sabemos se
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Residuo

estruturas configuradas em um padrdo diferente de hélice sdo estaveis sob
estas condicfes experimentais tdo reducionistas, ou seja, pela determinacao
da estrutura de apenas um segmento de uma proteina menor e utilizando um
solvente mimético de membrana. Como citado na introdugcdo, ndo temos
certeza se este segmento (peptideo ADSEG) possa estar inserido na
membrana no receptor P2X7 integro, mas sabemos que ele tem capacidade se
oligomerizar e se manter estavel em uma membrana, visto pela sua
capacidade de formar canais ibnicos cation seletivos em membranas naturais e
artificiais (61), logo esperamos que o DMSO tenha reproduzido algumas das
caracteristicas da membrana e contribuido para que o peptideo assuma uma

conformacéo préxima a encontrada em uma bicamada lipidica.

e | AT LT
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Figura 4.15. Figura DSSP. O grafico acima representa por cores diferentes a
estrutura secundaria que cada residuo (eixo y) participa durante os 4 primeiros
ns da dindmica molecular (eixo x). Azul: a-hélice, verde: dobra (bend), amarelo:
volta (turn). Podemos observar que a regido em hélice permanece definida somente

nos primeiros picosegundos de simulagéo.
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Figura 4.16. Variagcdo no raio da hélice no decorrer da dinamica.
FigPodemos ver que o raio da hélice aumenta logo no inicio da dindmica
molecular. Esta variagdo acompanha a perda de definicdo da mesma e com a

subsequente estabilizac&o da estrutura.

Figura 4.17 Comparagdo entre as estruturas no inicio (em verde,
figura A) e no final da simulagdo de dindmica molecular (em azul, figura

B). Observando as duas estruturas, podemos ver que de uma maneira geral
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ela se abriu e a regido de hélice perdeu parte da definicao, indicando uma falta
de estabilidade promovida pelas interacdes nesta regido, é importante ressaltar
gue as restricdes de distancia derivadas do assinalamento do espectro de

NOESY foram mantidas durante a dinamica.

regido ricaem glicina (GTGG)

\

—

Figura 4.18 Representacdo grafica da flexibilidade da estrutura.
Neste tipo de representacdo é mostrado o backbone da estrutura do peptideo
ao final da simulacdo de dindmica molecular. A espessura da regido
representada é diretamente proporcional & maior flutuacdo entre as posicoes
dos &tomos durante a simulacdo. Além disso a flexibilidade também é
representada em cores (vermelho: muito flexivel e azul: pouco flexivel). Ao
observar a figura podemos destacar grande flexibilidade nas extremidades do

peptideo e na regiao rica em glicina.
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5- Discusséao

Com o objetivo de compreender melhor as caracteristicas estruturais
fundamentais para a atividade do P2X7R, nosso grupo se propds a estudar as
suas regides transmembrana, uma vez que estes dominios formam o caminho
para a passagem dos ions nos canais ibnicos. Como citado anteriormente,
diversos dados na literatura sustentam que o dominio TM2 forma o canal
propriamente dito dos P2XRs. Logo, ao fazer o alinhamento mdltiplo entre os
diferentes subtipos P2X, podemos ver que ndo h& muita semelhanca na
sequéncia de aminoacidos destes dominios. Entretanto, na regido adjacente ao
dominio TM2 podemos ver diversos residuos conservados, como pode ser
observado na figura 5.1. Levando em consideracdo que uma caracteristica
estrutural em comum possa estar associada a uma fungdo comum (no caso
dos P2XRs a cétion seletividade, observadas em todos os subtipos com
excecdo do P2X5R), este segmento poderia estar relacionado com a

seletividade ibnica dos P2XRs.

H5 TATTVGYG _
P2¥, GTNYRHLFKVFGIRFDILVDGKAGKFDI I PTMT'IFGSGI GIFGVATVLCDLLLLHIL

P2X; GTTTRTLTKEYGIRID?TVHGQRGHFFLTPTIINLATALTEVGUG5F1CDWTLITFM

P2¥s GSLYRTL;KAEGIRFDVLVYGNAGKFNL;ETIISSVAALTEVGVGTVLCDllLLMEL

FZ¥s; GNEORTLIEAYGIRFDIIVEGKRD

Fa¥s GUEFRTLMKAYGIRFDFMVNGKGHFFC3LULIYL#KKREFYRDKKYEEURGLEDSSQ
P2¥s GVEQRTLLKLYGIRFDIL?TGGAGKFGLIPﬂAVTLGTGAAWLGVVTFFCDLlLLT@b

P2¥s —UEKRTLIKHFGIRFDIL??GTGGKFDIIQL@VYIGSTLSYFGLAA?FIDFIiDTES

0 e ADSEG peptide -
Figura 5.1. Alinhamento multiplo entre as diferentes subunidades
P2X. Os segmentos mostrados na figura consiste nos dominios
transmembrana 2 previstos por algoritmos especializados (caixa vermelha) e a
regido adjacente, onde podemos ver diversos residuos consenso (em azul) O
segmento em verde acima consiste na assinatura H5 dos canais de K*, a qual
esta relacionada com a seletividade idnica e apresenta similaridade com um

segmento (em verde) do P2X1R (o segmento homodlogo nas outras
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subunidades também esta em verde. A sequéncia sobre a linha vermelha
consiste no peptideo ADSEG (Adaptado de Teixeira et al, 2009(61)).

Ao buscar regibes homoélogas com esta regido dos P2XRs, verificamos
que o subtipo P2X1 possui similaridade com o segmento H5, um segmento
encontrado em diversos canais de K'(127), mesmo que evolutivamente
distantes e este segmento esta relacionado com a seletividade ibnica destes
canais. A partir destas observacdes, resolvemos estudar o segmento adjacente
ao dominio TM2 do receptor P2X7, o qual compreende alguns dos residuos
consenso e parte do segmento homdlogo a regido do P2X1R que havia
semelhanca com o segmento H5 dos canais de K'. Denominamos este

segmento de peptideo ADSEG.

Teixeira et al utilizaram diferentes algoritmos para prever as regides
transmembrana do P2X7R verificaram que ndo houve consenso entre eles
(Tabela 5.1). Estes algoritmos focam na busca por hélices transmembrana,
uma vez que as regides TM de praticamente todas as proteinas de mamiferos
de estrutura conhecida sao configurados em a-hélice. O programa HMMTOP2
predisse trés hélices transmembrana para o P2X7R, uma entre os residuos 25-
47, que seria 0 TM1 e duas outras (TM2 e TM3) entre os residuos 309-327 (a
gual inclui os residuos consenso) e 334-356, respectivamente. Os programas
MEMSAT e TMPRED preveem duas regides TM, sendo que a primeira estava
de acordo com os predito pelo HMMTOP e a segunda estaria entre os residuos
333-355, a qual ndo compreende a regido consenso. JA o programa TMAP
predisse, de maneira similar ao MEMSAT e TMPRED, duas regiées TM, sendo
gue a regiao do TM1 estava de acordo com a predicdo dos outros programas.
Entretanto, esta ferramenta predisse o TM2 entre os residuos 316-344, o qual

compreende os residuos consenso (55).

Ao tentarmos compreender esta falta de acordo entre os diferentes
programas de predicdo de hélice transmembrana, pudemos fazer algumas
observacdes interessantes. Ao analisar a hidrofobicidade da sequéncia da
subunidade P2X7 por trés escalas diferentes, podemos observar 0 mesmo
padrdao (Figura 5.2): uma pequena regido altamente hidrofobica, que

denominamos de M1 e uma grande regido hidrofébica que denominamos M2. A
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regido M1 esta de acordo com as predi¢cdes dos programas para uma hélice
transmembrana nesta regido. No entanto, a segunda regido hidrofébica contém
todos 0s segmentos previstos para o provavel segundo (e terceiro, no caso da
predicdo do HMMTOP2) dominio transmembrana, independente da falta de
acordo dos programas. Estas observacdes levantaram algumas perguntas
como: qual seria o segundo dominio TM2 do P2X7R? Este dominio conteria 0s
residuos consenso? Se néo, a regido consenso, por ser altamente hidrofobica
poderia entrar na membrana durante o mecanismo de abertura do P2X7R
(tanto o canal ibnico quanto o poro ndo seletivo)? Uma vez que estes
programas sao especializados em predizerem hélices transmembrana, poderia

este dominio estar configurado de outra maneira?

Hydrophobicity
Index

o S0 100 150 200 250 300 350 400 450 500 SS0

Figura 5.2. Andlise da hidrofobicidade da subunidade hP2X7. Aqui
sdo mostradas trés escalas diferentes plotadas contra a sequéncia primaria do
hP2X7R: Eisenberg (preto), Kyte e Dollitle (azul) e Engelman (vermelho).
Todas as escalas mostram duas regides altamente hidrofobicas M1 e M2,
sendo a regido M2 (regido onde houve o desacordo em respeito a predicao de
regibes TM e onde ha os residuos consenso entre as subunidades P2XRs)
bem maior em relacdo a M1 (Adaptado de Teixeira et al, 2009 (55) ).
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E importante afirmar que o peptideo ADSEG (que esta na grande regido
hidrofébica M2 e contém alguns dos residuos consenso) € capaz de formar
canais ibnicos em bicamadas lipidicas artificiais e naturais (ou seja, presente
em uma célula viva) com caracteristicas de seletividade proximas ao P2X7R
(67). Este tipo de abordagem foi utilizada para os dominios transmembrana do
receptor de glicina (135) e de acetilcolina (15), os quais peptideos relativos aos
dominios transmembrana, também previstas por ferramentas de bioinformatica,
também eram capazes de formar canais idnicos por si s6, mantendo diversos
parametros de seletividade. O segmento H5 dos canais de K*, também é capaz
de formar canais ibnicos em bicamadas artificiais (128), também mantendo as
caracteristicas de seletividade i6nica observadas na proteinas inteiras que
contém este segmento. Além disso, o segmento H5 se posiciona de maneira
adjacente a hélice transmembrana, formando um loop reentrante na
membrana. A contribuicdo de cada um destes loops reentrantes na membrana
forma o filtro de seletividade deste canais tetraméricos. A partir desta
observacbes podemos sugerir que o peptideo ADSEG pode estar relacionado
com a seletividade idnica do P2X7R, 0 que € uma caracteristica em comum

das regides transmembrana e regides adjacentes de diversos canais idnicos.

Método ™1 T™™M2 T™M3 % acuracia
TMHMM2 25-47 - - 93,1
HMMTOP2 25-47 309-327 334-356 94,4
MEMSAT2 31-47 333-355 - 91,6
TMAP 29-55 316-344 - 92,9
ALOM2 31-47 - - 80,1
TMPRED 29-55 333-351 - 93,1

Tabela 5.1 Predicdo dos provaveis dominios TM do receptor P2X7.
Diferentes ferramentas foram empregadas para predizer a localizagdo dos
provaveis dominios TM do receptor P2X7. Podemos ver que as predices

entram em acordo no que diz respeito ao dominio TM1, entretanto, ha
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resultados substancialmente diferentes para o dominio TM2 entre as
ferramentas (Adaptado de Teixeira, et al, 2009(55)).

Dado as questbes levantadas a respeito desta regido do P2X7R ficou
clara a necessidade de determinar a estrutura da regido M2. Podemos separar
esta regido em duas: a que contém os residuos conservados (peptideo
ADSEG), o qual ndo sabemos se esta inserida ou em algum momento poder
provavelmente estar inserido na membrana, e a regido que ndo contém o0s
residuos consenso, a qual deve mesmo estar inserida na membrana e formar
(pelo menos parte do) caminho dos ions pela membrana, como foi sustentado
de maneira experimental recentemente (72), a qual vamos chamar de TM2. A
determinacdo do conteudo estrutural do peptideo relativo ao TM2 ndo foi
possivel devido ao fato deste peptideo ndo ser solivel em miméticos de
membrana TFE/H,O e DMSO nem se adequar ao protocolo de insercdo em
micelas descrito na literatura (136). Sera necessario explorar variagcbes no
protocolo descrito para insergcdo em micelas para promover a insercao deste
peptideo nas mesmas, 0 que permitiria que ele atingisse um dobramento (pelo

menos proximo do) natural.

O peptideo ADSEG nédo apresentou solubilidade em diferentes
propor¢cdes de TFE/H,0 (30, 50 e 100%), mas apresentou boa solubilidade em
DMSO, o que permitiu que fossem feitos os experimentos de RMN de solucéao,
esperando que o DMSO reproduza pelo menos parte do ambiente necessario
para o dobramento correto do peptideo (118). E importante citar que 0 DMSO
foi usado para determinar a estrutura de peptideos relativos aos dominios
TM(122) e as alcas(124) (que conectam os dominios TM) da rodopsina
bacteriana. Por outro lado, o DMSO é um sistema mimético de membrana que

carece em diversas propriedades exercidas pela membrana (117).

Em relacdo ao peptideo ADSEG, foi sugerido por dados de FTIR que ele
estava estruturado quando diluido em DMSO, parte em a-hélice parte em folha-
B (55). A estrutura gerada a partir dos calculos de distancia consiste em duas
regides estendidas separadas por uma volta, sendo que um destes segmentos
estendidos possui uma regido em hélice, consistente com as previsées obtidas

pelo CSI e pelo SSP (neste caso a predi¢cdo indicou uma folha-f ndo muito
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bem formada) . Assumindo que esta estrutura se mantenha no receptor P2X7R
inteiro, podemos inferir que a presenca de uma estrutura predominantemente
estendida no grande dominio hidrofobico M2 poderia ter comprometido a
analise pelos algoritmos de predicdo de regido TM, uma vez que estes levam
em consideracado tanto a hidrofobicidade (que em todo o dominio M2 é grande
o suficiente para que esta seja TM) quanto a capacidade de formar uma hélice.
A partir somente da estrutura ndo podemos inferir diretamente se este
segmento poderia ou ndo estar (ou ter a capacidade de ser) inserido na
membrana, embora haja algumas cadeia laterais hidrofébicas expostas ao
solvente. A interacdo com outras regifes da proteina (inclusive interagdes com
outras subunidades) podem estabilizar estes residuos por interacdes
hidrofobicas mesmo se localizado fora da membrana. A estrutura
predominantemente estendida também est& de acordo com dados de dindmica
molecular publicados pelo nosso grupo, que mostrou que o peptideo ADSEG
se mantinha estavel nesta configuracdo em DMSO. Ao contrario de quando
comecamos a simulacdo em hélice, onde o peptideo se desestrutura. Quando
estas simulacbes foram feitas com a combinacdo TFE/H,0 a estrutura se
manteve estavel tanto quando era iniciada a partir de uma a-hélice quanto
guando era iniciada a partir de uma folha- B (55). Assim, podemos inferir
baseado nesses dasos, que a estrutura seria mais estavel em folha- (ou uma

conformacéo predominantemente estendida) quando diluido em DMSO.

Em relacdo a seletividade idnica, podemos inferir que alguns residuos
carregados na regido transmembrana (ou proxima dela) tenham um papel
fundamental na atracdo de ions de carga oposta e na repulsdo dos de mesma
carga. Observando a sequéncia do peptideo ADSEG podemos encontrar dois
residuos carregados negativamente (Asp 318 e Asp 329, figura 4.9), que
podem estar relacionados a seletividade a cétions tanto do P2X7R quanto do
peptideo ADSEG. O residuo Asp 318 é um dos residuos consenso entre os
subtipos P2X, e o Ultimo de uma sequéncia de cinco residuos consensos
consecutivos (314-318). Interessantemente, 0 outro aspartato fica
diametralmente oposto na estrutura obtida do peptideo, ou seja, pode haver um
efeito de carga concentrado em uma regido do peptideo ao se oligomerizar

(figura 5.3). Imaginando que este peptideo se oligomerize ao formar o canal
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ibnico, estas cargas podem se posicionar de maneira a formar um anel que
funcionaria com um filtro. Anéis como este sdo observados tanto no receptor de
acetilcolina quanto no de serotonina. Logo esses residuos podem ser alvos
promissores em estudos de mutagénese, que podem revelar tanto o efeito que
estas cargas tem na corrente que passa pelo canal quanto a sua acessibilidade
a reagentes sulfonados em ensaio de acessibilidade a cisteina. Browne et al
demonstrou que a mutacdo em alguns residuos na regido M2 poderia aumentar
a permeabilidade do P2X7R a anions, entretanto, estes residuos se
localizavam no provavel dominio TM2 (regido do M2 que ndo contém o0s
residuos consenso. A figura 5.3 mostra uma possivel organizacao trimérica do
peptideo ADSEG utilizando como modelo a estrutura de menor energia
derivada dos estudos de RMN. Desta maneira, os residuos carregados

negativamente poderiam ser alinhados de maneira a formar um efeito de carga

na provavel luz do canal ibnico que o peptideo ADSEG é capaz de formar.

Figura 5.3 Possivel organizacéo trimérica do peptideo ADSEG ao
formar um canal i6nico céation seletivo. Nesta imagem estédo representadas
as 3 copias da estrutura de menor energia derivada dos experimentos de RMN.
Os residuos em vermelho sdo carregados positivamente e estariam voltados

para a luz do canal enquanto os residuos em azul, carregados positivamente,
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estariam voltados para a direcdo contraria a luz do canal, ndo interferindo no

potencial eletrostatico negativo no interior do canal.

Ao analisarmos a regido homodloga na estrutura do receptor zfP2X4
disponivel no Protein Data Bank, podemos observar que esta regido assume
uma conformacéo estendida, fazendo parte de uma folha-B presente adjacente
a membrana (Figura 5.4). Dada a conservacdo da sequéncia primaria desta
regido podemos estimar que esta regido mantenha essa configuracdo no
receptor P2X7 inteiro. Além disso, esta regido pode estar envolvida no caminho
de passagem dos ions independente da rota utilizada. Observando a estrutura
do receptor P2X4 podemos ver duas provaveis vias de acesso aos ions (Figura
5.4). A primeira seria pelo vestibulo superior, na qual os ions entrariam pela
regido extracelular mais afastada da membrana, percorreria todo o receptor
para finalmente atravessar a membrana pelos dominios TM. A segunda
provavel via seria por meio das fenestras laterais presentes adjacentes a
membrana. Samways et al ultilizaram um modelo por homologia do receptor
P2X4 humano baseado na estrutura do zfP2X4 para identificar potenciais
residuos envolvidos nas duas provaveis vias, e testar, por meio da técnica de
acessibilidade a cisteina qual seria a via preferencial de passagem dos ions
(137). Mutacdes por cisteina na provavel via pelo vestibulo superior ndo
causavam alteragbes na corrente induzida pelo ATP quando aplicado
reagentes metanosulfonados (ou seja, tais reagentes ndo eram acessiveis
aquela regido e/ou esta de fato ndo formava o caminho de passagem dos
ions). Entretanto, quando as mutacfes por cisteina eram feitas nos residuos
localizados no caminho pelas fenestras laterais a corrente era diminuida
guando reagentes metanosulfonados de carga positiva ou aumentada, quando
utilizados tais reagentes carregados negativamente. Kawate et al também
utilizaram esta abordagem, combinando o uso de um modelo por homologia do
receptor P2X2 de rato baseado na estrutura do receptor zfP2X4 com estudos
de acessibilidade a cisteina e também concluiram que os ions entravam no
receptor por meio das fenestras laterais (138). Além disso, esse mesmo
trabalho mostrou que o caminho pelas fenestras laterais é energeticamente
mais favoravel a passagem dos ions do que o caminho pelo vestibulo superior.

Esses trabalhos, publicados antes mesmo da estrutura do receptor zfP2X4
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ligado ao ATP (43), sugerem fortemente que as fenestras laterais servem de
passagem aos ions quando o receptor € ativado pelo ATP. Independente do
caminho adotado, podemos ver que a regido homologa ao peptideo ADSEG na
estrutura do receptor zfP2X4 teria contato com os ions, e 0s residuos
carregados negativamente (D318 e D329 para o caminho central e somente o
residuo D329 para as fenestras laterais) destacados neste trabalho poderiam
contribuir com o potencial eletrostéatico favoravel a passagem dos cations pelo
receptor. Estudos de mutagénese no receptor P2X7 sdo necessarios para
sustentar esta hipétese. E interessante notar que a hélice transmembrana do
receptor zfP2X4 encontra bastante préximo da regido com tendéncia a hélice
no peptideo ADSEG quando fazemos o alinhamento de ambas as sequéncias
(Figura 5.4). Levando este fato em consideracdo, podemos sugerir que a regiao
com tendéncia a formar uma hélice no peptideo ADSEG seria a regidao onde
comecgaria a hélice transmembrana no receptor P2X7 humano. Além disso,
podemos ver que esta regido seria precedida por uma regido bastante flexivel
(GTGG), o que poderia estar envolvido com modificacbes estruturais
relacionadas a abertura do poro ndo seletivo associado a ativagao do receptor
P2X7, uma vez que um aumento no grau de inclinagdo desta regiao poderia
aumentar a amplitude da abertura do canal transmembrana, assim como no
canal mecanosensivel de E. Coli (139), no qual um canal de 2 A se expande
para um de 20 A devido a uma mudanca no grau de inclinacdo dos dominios
transmembrana em relagdo ao plano da mesma. Entretanto, estudos
envolvendo mutagdes que alterem a flexibilidade desta regido sdo necessarios
para sustentar esta idéia. Outra hipdtese poderia ser que o segmento que
forma o pepideo ADSEG poderia formar um loop reentrante na membrana
assim como o segmento H5 dos canais de H*, uma vez que a estrutura do
peptideo ADSEG se assemelha a tal dominio. Esta hipétese foi anteriormente
sugerida por Valera et al para o receptor P2X2 (140), entretanto esta ideia
atualmente € desacreditada, por este padrdo estrutural ndo estar presente na
estrutura resolvida do zfP2X4. Nesse sentido, embora o peptideo ADSEG
possa nao representar a conformacdo 3D desta regido no receptor P2X7,
entretanto, este peptideo pode servir como um modelo simples de formacao de

canais idncos, devido ao seu pegueno tamanha e capacidade de formar um
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canal com seletividade e auxiliar na compreensao do conceito de seletividade

ibnica e formacéo de canais em membranas biologicas.

caminho central

<——— fenestras laterais

Figura 5.4. Estrutura da subunidade zfP2X4 determinada por
cristalografia de raios X em azul destacando em vermelho a regido homéloga
ao peptideo ADSEG. A mesma regido se encontra separada na imagem a
direita. Nesta figura também sao indicados as duas possiveis passagens de
ions pelo receptor ao ser ativado. Diversos dados da literatura apontam as

fenestras laterais como caminho mais provavel.

A capacidade do P2X7R em formar um poro nédo seletivo de identidade
desconhecida também pode estar relacionada com a capacidade deste
segmento se inserir na membrana. Neste sentido, Teixeira et al propds um
modelo no qual a regido relativa ao peptideo ADSEG se organizariam na
membrana de maneira similar a uma estrutura em B-barril transmembrana, que
€ um padrdo comum em bactérias, e formar o poro ndo seletivo sem a
necessidade de novas subunidades (55). Esta explicagao seria coerente com a

estrutura obtida por RMN de solucéo e é sustentada pelo fato desta regiao ser
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altamente hidrofébica e desta maneira, se tornar estavel na membrana, depois
do receptor sofrer as modificacbes estruturais decorrentes da sua ativagao.
Entretanto, é importante ressaltar que este modelo € meramente especulativo,
ndo ha outros dados que sustentem esta hipétese. Este fenbmeno seria um
padrdo novo encontrado em proteinas de mamiferos. Todavia, outros estudos,
Sa0 necessarios para sustentar esta hipotese.
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Figura 5.5 Esquema proposto por Teixeira et al para a possivel
dilatacdo do poro do receptor P2X7. Em A temos a viséo lateral e viséo
superior da possivel organizacdo dos dominios transmembrana. Em B &
mostrado que as folhas adjacentes a membrana poderiam entrar na mesma e
formar a parede do poro néo seletivo. (Adaptado de Teixeira et al, 2009 (55) —

material suplementar)
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Conclusbdes

O peptideo ADSEG, que consiste em parte do dominio M2 do P2X7R
assume uma conformacdo predominantemente estendida, com duas

regides separadas por uma volta;

Ha uma regidao na estrutura com tendéncia a formar uma hélice,
entretanto ela n&o se manteve definida durante as simulacdes de

dinAmica molecular;

A presenca de duas cargas negativas alinhadas na estrutura obtida
apoés as simulagcfes de dinamica molecular sugerem que o peptideo
ADSEG ao se oligomerizar na membrana poderia formar uma anel de
cargas negativas que poderia explicar as suas propriedades cation
seletivas quando é formado o canal ibnico em membranas naturais e

artificiais.

Perspectivas

Fazer mutacdes nos residuos carregados e verificar se ha diferenca
na atividade de canal idbnico do peptideo ADSEG em comparacao

com o tipo selvagem;

Verificar a capacidade de oligomerizacéo do peptideo ADSEG

utilizando croos linkers ou Blue-PAGE;

Verificar se esta regido esta inserida na membrana por supressao do

triptofano por acrilamida;

Analisar a estrutura como oligbmero e compara-la com a estrutura

do mondmero.
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