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RESUMO

As NimA-related kinases (Neks) sdo uma familia de serina/treonina e tirosina quinases
altamente conservadas com fungbes relacionadas na integracdo do ciclo celular com
sinalizacdo de proliferacdo, resposta ao dano de DNA, metabolismo do cilio primario,
progressao da mitose, além de fungdes relacionadas a inflamagao, homeostase mitocondrial
e redox. O eixo mitético das NEKs esta relacionado com as fungbes das NEK6G, NEK7 e
NEK9. A NEK6 é um dos menores membros das NEKs, sua ativacdo e regulacdo na
progressao da mitose ndo estdo completamente elucidados. A atividade quinase da NEKG6 &
regulada apés estresse genotoxico através da fosforilagdo pela CHK1 e CHK2, no entanto o
residuo fosforilado nao foi identificado, apenas foi observado que o residuo fosforilado esta
localizado no N-terminal da NEK6 (aminoacido 1-80). Inicialmente hipotetizamos que o
residuo fosforilado da NEK6 pela CHK1 e CHK2 ¢é a serina 37, por este ser o Unico residuo
dentro do N-terminal identificado como fosfopeptideo experimentalmente, entretanto, nao
foram identificadas alteragdes na atividade quinase da NEK6 em mutantes fosfomiméticas e
fosfodeficiéntes da serina 37. Dessa forma, hipotetizamos que a serina 37 pode regular a
afinidade da NEK6 com alguns interatores sem alterar sua atividade quinase. Realizamos
uma analise de sitios funcionais e regulatérios da NEKG6 utilizando ferramentas in silico, e
obtivemos um modelo da estrutura de alta resolugdo da NEKG6 utilizando o software
AlphaFold2. Foi possivel observar através da andlise dos modelos estruturais da NEK6 que
a serina 37 nao esta na interface de homodimerizacao, corroborando a ideia de que a
fosforilacdo da serina 37 ndo afeta a homodimerizagdo e autoativagcdo da NEKS6, e
consequentemente sua atividade quinase. Posteriormente, analisamos se a serina 37 possui
relacdo com a regulagdo da homodimerizagdo, autoativagido, localizagdo celular e
estabilidade da NEK®6. Utilizamos vetores de expressdo em células de mamiferos clonados
com a sequéncia selvagem da NEK6 de Homo sapiens (313 aminoacidos), com mutacdes
fosfomiméticas e fosfodeficiéntes na serina 37 fusionadas com FLAG (pcDNA3.1) e GFP
(pGFP). As construgbes fusionadas ao FLAG e GFP foram cotransfectadas em células
HEK293T por 30 horas. Utilizamos a fluorescéncia do GFP para analisar a localizagcao
celular da NEKG6 através do microscopio de fluorescéncia, e realizamos a imunoprecipitagao
das constru¢des fusionadas ao FLAG utilizando beads de agarose conjugadas com IgG
anti-FLAG. Analisamos a homodimerizacdo pela coprecipitacdo da GFP-NEK6 com o
imunoprecipitado de FLAG-NEKG6 e a auto-ativacao e estabilidade por western blot. Nossos
dados indicam que a NEKG6 possui capacidade de homodimerizacdao e auto-ativagdo, nos
quais ndo sao afetadas pela serina 37. A estabilidade da NEK6 também nao foi afetada pela
serina 37. Identificamos que a serina 37 e a interacdo com a NEK9 regulam a localizacao
celular da NEKG6, e a serina 37 esta relacionada com a regulagao da afinidade da NEK6 com
a Beta Tubulina e a Gama Tubulina. Em uma analise filogenética nés identificamos que a
Nek6 surgiu em vertebrados apds uma duplicagdo génica, e a serina 37 surgiu nos
mamiferos. Dessa forma, nossos dados indicam que a serina 37 da NEKG6 regula sua
localizagdo celular e afinidade a interatores sem modificar sua atividade quinase,
provavelmente sendo o residuo fosforilado pela CHK1 e CHK2 apds estresse genotoxico, no
qual pdde ter conferido alguma vantagem evolutiva aos mamiferos. ldentificamos também
que a serina 37 regula um fendtipo que aparentemente sdo centrossomos amplificados,
sendo necessario a confirmagdo através da anadlise da colocalizagdo da NEK6 com
proteinas centrossomais através de imunofluorescéncia em microscépio de fluorescéncia.

Palavras-chaves: Mitose; ciclo celular; quinase; Nek



ABSTRACT

NEKs are a family of serine/threonine and tyrosine kinases highly conserved with functions
related in the the cell cycle integration with proliferation signaling, DNA damage response,
primary cilium metabolism, mitotic progression, as well as functions related to inflammation,
mitochondrial homeostasis and redox. The mitotic axis of NEKs is related to the NEK6, NEK7
and NEK9 functions. NEK6 is one of the smallest members of NEKSs, its activation and
regulation in mitotic progression are not completely elucidated. The kinase activity of NEKG is
regulated after genotoxic stress through phosphorylation by CHK1 and CHK2, however the
phosphorylated residue was not identified, it was only observed that the phosphorylated
residue is located at the N-terminus of NEK6 (amino acid 1-80). We initially hypothesized that
serine 37 is the residue phosphorylated in NEK6 by CHK1 and CHK2, since this is the only
residue identified experimentally as a phosphopeptide within the N-terminus. However, no
changes in the NEK6 kinase activity were identified in serine 37 phosphomimetic and
phosphodeficient mutants. Thus, serine 37 may regulate the affinity of NEK6 with some
interactors without altering its kinase activity. We performed an analysis of functional and
regulatory sites of NEK6 using in silico tools and obtained a high-resolution model of the
NEK®6 structure using AlphaFold2 software. It was possible to observe that serine 37 is not in
the homodimerization interface of the modeled NEK®6, corroborating the idea that serine 37
phosphorylation does not affect the homodimerization and autoactivation of NEK6, and
consequently its kinase activity. Subsequently, we analyzed whether serine 37 is related to
the regulation of homodimerization, autoactivation, cellular localization and stability of NEK®.
We used mammalian cell expression vectors cloned with the wild type NEK6 sequence of the
Homo sapiens (313 aminoacids) and with serine 37 phosphomimetic and phosphodeficient
mutations fused to FLAG (pcDNA3.1) and GFP (pGFP). The constructions were
cotransfected into HEK293T cells for 30 hours. We used GFP fluorescence to analyze the
NEK®6 cellular localization with fluorescence microscopy, and performed immunoprecipitation
of the FLAG-fused constructs using agarose beads conjugated with anti-FLAG 1gG. We
analyzed homodimerization by coprecipitation of GFP-NEK6 with immunoprecipitation of
FLAG-NEK®G, and autoactivation and stability by western blot. Our data indicates that NEK6
can form homodimerization and autoactivation, which are not affected by serine 37. NEK6
stability was also not affected by serine 37. We identified that serine 37 and the interaction
with NEK9 regulates NEK®6 cellular localization, and serine 37 is related to the regulation of
NEK®6 affinity to beta tubulin and gamma tubulin. In a phylogenetic analysis, Nek6 arose in
vertebrates after a gene duplication, and we identified that serine 37 arose in mammals.
Thus, our data indicates that serine 37 of NEKG6 regulates its affinity to interactors and
cellular localization without modify its kinase activity, probably being the residue
phosphorylated by CHK1 and CHK2 after genotoxic stress, in which it may have conferred
some evolutionary advantage to mammals. We also identified that serine 37 regulates a
phenotype that apparently are amplified centrosomes, which requires confirmation by
analyzing the colocalization of NEK6 with centrosome proteins through immunofluorescence
microscope.

Keywords: Mitosis; cell cycle; kinase; Nek
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1. Introducgao

1.1. Estrutura e enovelamento de proteinas

Proteinas sao moléculas bioldgicas produzidas por organismos vivos. Dentre os 4
principais tipos de moléculas existentes em organismos vivos, nos quais incluem os acidos
nucleicos (DNA e RNA), lipideos e polissacarideos, as proteinas sdo as moléculas mais
abundantes em todos os organismos da terra. As proteinas sdo encontradas em grande
variedade em relagcédo a forma (estrutura), tamanho, dindmica e fungéo, sendo as moléculas
responsaveis por diversas fungbes dentro dos organismos. Muitas dessas fungbes sao
conservadas, sendo possivel encontrar proteinas com sequéncia, estrutura, dindmica e
fungdes semelhantes mas presentes em diferentes organismos de regides distintas da
arvore filogenética (Stolar & Smith, 2020).

As proteinas sao polimeros formados por uma sequéncia de aminoacidos ligados
por ligagbes peptidicas, ocorrendo a ligagdo entre o grupamento carboxila do primeiro
aminoacido com o grupo amino do segundo aminodacido, posteriormente entre o grupo
carboxila do segundo aminoacido com o grupo amino do terceiro, € assim sucessivamente.
Dessa forma, o sentido de sintese da cadeia polipeptidica € do N-terminal ao C-terminal,
sendo o N representativo do nitrogénio do grupo amina do primeiro aminoacido da cadeia
polipeptidica e o C representativo do carbono do grupo carboxila do ultimo aminoacido da
cadeia polipeptidica (figura 1A). Durante a ligacdo peptidica o grupamento amina de um
aminoacido age como nucledfilo e desloca a hidroxila do grupamento carboxila de outro
aminoacido, causando a remocgao de uma molécula de H,O e formacdo de uma ligagcao
covalente entre o carbono e o nitrogénio (figura 1A) (Pan, A., Pranavathiyani, G. &
Chakraborty, S., 2021; Kabir, et al. 2023).

Dentro das células, a ligacdo peptidica e sintese de proteinas é um processo
complexo e basicamente ocorre através de 5 estagios (Banik & Nandi, 2012): 1) a enzima
aminoacil-tRNA-sintase forma um aminoacil-AMP através da reacido de um ATP com o
aminodcido, e posteriormente a mesma enzima realiza a ligagdo do grupamento carboxila do
aminoacil-AMP com seu respectivo RNA transportador (tRNA), formando aminoacil-tRNA e
liberando AMP; 2) ocorre a formagdo do complexo de iniciagdo, formado pelo RNA
mensageiro (MRNA) que se liga a subunidade menor do ribossomo, pelo aminoacil-tRNA
que se liga ao cédon de iniciagdo do mRNA e pelos ribossomos, onde a subunidade maior
se liga a subunidade menor (associada ao mRNA e tRNA) finalizando a formacao do
complexo; 3) ocorre o alongamento da cadeia polipeptidica através da formagao de
sucessivas ligagdes peptidicas, onde os aminoacil-tRNAs s&o orientados dentro dos sitios A
(aminoacil), P (peptidil) e E (exit = saida) dos ribossomos por proteinas associadas aos

ribossomos, ao passo que ocorrem as ligagdes peptidicas e sintese do polipeptideo;
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4) ocorre a terminacao da sintese da cadeia polipeptidica pela interagdo do coédon de parada
do mRNA em tradugdo com fatores de terminacao, nos quais contribuem com a hidrélise do
peptidil-tRNA (tRNA ligado a cadeia polipeptidica sintetizada no sitio P dos ribossomos) e
liberagdo da cadeia polipeptidica; 5) por fim, o polipeptideo sofre seu enovelamento final
(formacgéao de pontes dissulfeto, adicdo de carboidratos, lipideos) e é destinado ao seu local
celular (citosol, mitocdndrias, nucleo, reticulo endoplasmatico, etc) ou sao excretados, aonde

realizarao suas fungoes.
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Figura 1. Caracteristicas quimicas e estruturais da ligagdo peptidica e da cadeia polipeptidica, removidos de
Stolar & Smith (2020). A) Ligacéo peptidica entre dois aminoacidos. R representa o grupo radical (cadeia lateral)
dos aminoécidos, a ligagédo peptidica esta destacada em amarelo e em vermelho a hidroxila e o hidrogénio que
sdo removidos na forma de H,O durante a ligagdo peptidica. B) A ressonancia da ligagdo peptidica induz a
formagdo de um dipolo, representado pelos atomos em roxo. A ressonancia eletrénica da ligagdo peptidica
possui um equilibrio, onde as espécies entre colchetes indicam um equilibrio quimico entre ligagdes peptidicas
que possuem os elétrons na nuvem eletrénica do nitrogénio e do oxigénio. C) A cadeia polipeptidica linear,
representada do N-terminal (esquerda) ao C-terminal (direita). Grupos radicais estdo representados como R.
Os retangulos indicam as ligagdes peptidicas e sua configuracdo planar (retdngulo azul). Os &ngulos de rotagédo
¢ e y estdo indicados como setas tracejadas. Rotagdes ocorrem entre as ligagbes do carbono alfa (ligado ao
grupo R) com o nitrogénio e carbono das liga¢des peptidicas.

A distribuicdo eletrbnica e a ressonancia dos elétrons dos atomos da ligagao
peptidica conferem caracteristicas de ligacao dupla para esta ligacdo, onde o oxigénio
possui carga parcial negativa e o nitrogénio possui carga parcial positiva (figura 1B). Essas
cargas parciais sao oriundas da transferéncia do elétron do nitrogénio para o grupo
carbonila, causando entdo a transferéncia deste elétron para o oxigénio e conferindo carga

parcial negativa ao oxigénio (figura 1B). Essa distribuicao eletrénica nao permite que
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ocorram tor¢cdes da ligacao peptidica, conferindo uma caracteristica de ligagao parcialmente
dupla (Stolar & Smith, 2020; Kabir, et al. 2023).

Por outro lado, as ligagdes entre o carbono alfa (ligado a cadeia lateral ou grupo
radical) e os grupos carboxila e amino da ligagao peptidica sdo ligacao simples, nos quais
permitem rotagbes do carbono alfa com o grupo radical do aminoacido e da ligagao
peptidica (rotagbes na forma de planos rigidos) (figura 1C). Os angulos rotacionais sao
denominados de angulos ¢ (phi) e w (psi), sendo o angulo ¢ formado entre o carbono alfa e
o nitrogénio da ligagao peptidica e o angulo y formado entre carbono alfa e o carbono da
ligacao peptidica (figura 1C). Sendo assim, a ligacao peptidica possui organizagao espacial
planar, onde a cadeia principal dos polipeptideos é formada por uma série de planos com
eixos rotacionais no carbono alfa e nos grupos radicais dos diferentes aminoacidos.
Entretanto, ocorrem impedimentos estéricos entre grupos radicais e ligagbes peptidicas, e
tais impedimentos estéricos causam limitagdes no grau de liberdade entre os angulos ¢, @ e
dos grupos radicais (Stolar & Smith, 2020; Kabir, et al. 2023).

As forgcas predominantes no enovelamento das proteinas sdo decorrentes do efeito
hidrofébico, enquanto as interagdes fracas e covalentes definem a forma e estabilizam a

estrutura das proteinas (figura 2A).

A B Random coils Covalent bond Hydrophilic
interaction

H,0

Hydrophobic
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Unfolded Native

Metal ion /
coordination

Figura 2. Forcas relacionadas ao enovelamento das proteinas, removidos de Stolar & Smith (2020).
A) Representacio do colapso hidrofébico no enovelamento de proteinas. Os aminoacidos hidrofébicos (esferas
escuras) sofrem colapso para o centro da proteina durante o enovelamento, sendo envoltos pelos aminoacidos
da camada de solvatacdo (esferas brancas). B) Interagdes intramoleculares entre as cadeias laterais dos
aminoacidos de uma cadeia polipeptidica. Estdo demonstrados exemplos de interagdes hidrofdbicas, hidrofilicas,
ibnica (ponte salina), covalente (ponte dissulfeto) e coordenagdo por ion metalico ilustradas dentro de uma
cadeia polipeptidica (fita azul). O N-terminal e C-terminal das cadeias polipeptidicas ndo estdo sendo
discriminadas nas representacdes.

Os grupos radicais dos aminoacidos diferem em tamanho, formato, polaridade,
carga e hidrofobicidade, onde os radicais e cadeia principal interagem entre si através de

interacbes hidrofobicas, interagdes fracas (van der Waals, ligagdo de hidrogénio e
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eletrostatica) e covalentes (pontes dissulfeto) (figura 2B). As pontes dissulfeto sdo formadas
através da ligagao covalente entre os grupos tidis de duas cisteinas da cadeia polipeptidica
(Rico, F. et al. 2013; Stolar & Smith, 2020).

As proteinas sofrem de 3 a 4 niveis de organizagbes estruturais até alcancar seu
estado conformacional nativo e realizar suas fung¢des. Os niveis organizacionais sao
denominados de estrutura primaria, secundaria, terciaria e quaternaria (Rico, F. et al. 2013).
A estrutura primaria se refere a sequéncia dos aminoacidos de uma proteina de forma linear.
A estrutura secundaria se refere a formagao de estruturas organizacionais com padrbes
regulares da cadeia principal do polipeptideo, ocorrendo pela formagao de ligagdes de
hidrogénio entre o hidrogénio do grupo amina e o oxigénio do grupo carboxila das ligacdes
peptidicas. Essas ligagbes de hidrogénio ocorrem devido a ressonancia eletronica da ligagao
peptidica. As estruturas secundarias mais comuns encontradas em proteinas sdo as
alfa-hélices e folhas-beta, onde tais conformacdes evitam impedimentos estequiométricos e
maximizam a ligagdo de hidrogénio entre a cadeia principal (Rico, F. et al. 2013; Stolar &
Smith, 2020).

As alfa-hélices sao caracterizadas por uma espiral com voltas para a direita
(diregao horaria no sentido N-C terminal da cadeia polipeptidica) com ligagdes de hidrogénio
entre a primeira e quarta ligagao peptidica, segunda e quinta ligacao peptidica, terceira e
sexta ligacdo peptidica, quarta e sétima ligagao peptidica, e assim sucessivamente. As
alfa-hélices possuem aproximadamente 3,6 residuos de aminoacidos por volta da espiral
(aproximadamente 0,54 nm de distancia entre a cadeia principal na espiral) como os grupos
radicais voltados para fora da estrutura (figura 3A) (Rico, F. et al. 2013; Jiang, Q. et al.
2017).

Figura 3. Estruturas secundarias e terciaria das proteinas, removido de Rico, F. et al. (2013).
Representacdes de uma alfa-hélice (A) e uma folha-beta antiparalela (B) na forma de “arestas” (com os grupos
radicais voltados para fora da estrutura) e na forma de fitas (alfa-hélice como espirais e folha-beta como setas).
As ligacdes de hidrogénio da cadeia principal estdo representadas pelas linhas tracejadas. Os oxigénios,
carbonos e nitrogénios da cadeia principal estdo representados pelas cores vermelho, verde e azul,
respectivamente. C) Uma representagdo tipica da estrutura terciaria ou tridimensional de uma proteina.
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As folhas-beta sdo formadas por duas ou mais fitas beta em série, que se
organizam em um padrao regular em zig-zag dentro de um mesmo polipeptideo. A diregcédo
das fitas beta dentro de uma folha-beta podem ser organizadas de forma paralela (mesma
direcdo) e antiparalela (dire¢cdes opostas), ocorrendo a ligagao de hidrogénio entre fitas beta
adjacentes (figura 3B) (Cheng, P. et al. 2013; Rico, F. et al. 2013).

Neste sentido, a estrutura terciaria de uma proteina esta relacionada a sua
estrutura tridimensional, onde é decorrente do efeito hidrofdbico, das interacbes realizadas
pela cadeia principal e grupos radicais, € empacotamento das estruturas secundarias da
cadeia polipeptidica (figura 3C) (Stolar & Smith, 2020). As cadeias laterais das estruturas
secundarias e segmentos ndo ordenados do polipeptideo interagem entre si, nos quais
formam um arranjo de estruturas secundarias com conformagbes reconheciveis,
denominadas de padrdes (figura 4A). Por exemplo, o padrao B-o-f consiste em duas
folhas-beta conectadas por uma alfa-hélice de forma linear, nos quais durante o
empacotamento destas estruturas secundarias as fitas beta formam uma folha-beta paralela
com a alfa-hélice cruzando o centro da folhas-beta. Os padrdes e estruturas secundarias
interagem e formam dominios (figura 4B), nos quais sofrem enovelamento de forma
independente da cadeia polipeptidica inteira. As proteinas sdo formadas por um ou diversos
dominios, nos quais possuem fungdo estrutural e/ou catalitica, funcionando como mdédulos
funcionais que se relacionam ou ndo nas fungdes realizadas pela proteina (figura 4C) (Rico,
F. et al. 2013; Stolar & Smith, 2020).

A B c N

N
B-a—PB

Figura 4. Estrutura de padrdes, dominios e proteinas, removido de Stolar & Smith (2020).
A) Exemplos de sequéncias padrbes de proteinas, como voltas B e B-a-B. B) Dominios de proteinas séo
formados através do empacotamento das estruturas secundarias e padrdes, dando origem a estrutura terciaria
no qual esta relacionada a fungdo da proteina. Os retangulos definem os limites de um dominio hipotético,
formado pelos arranjos das estruturas secundarias e padrées alocados em seu interior. C) Exemplo de proteina
formada por diferentes dominios. O segmento rico em prolina representa um segmento desordenado na estrutura
da proteina. As setas vermelhas representam as fitas beta, os cilindros azuis representam as alfa-hélices.
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A estrutura quaternaria esta relacionada com complexos de proteinas, nos quais
possuem subunidades formadas por distintas proteinas que interagem através de ligagdes
fracas, covalentes e em alguns casos ocorrem interacdes através de regides hidrofébicas
(Rashid, M., Khatib, F. & Sattar, A., 2015).

Apos o enovelamento final, as proteinas podem ser classificadas pelas suas
caracteristicas macromoleculares, como globulares, transmembranas, fibrosas e
intrinsecamente  desordenadas. Essas caracteristicas macromoleculares  estao
correlacionadas com as caracteristicas das sequéncias dos polipeptideos e caracteristicas
estruturais dos dominios. No entanto, uma mesma proteina pode possuir segmentos
globulares, transmembrana e intrinsecamente desordenados (Rico, F. et al. 2013; Stolar &
Smith, 2020).

Aproximadamente um terco das proteinas humanas possuem algum segmento
desordenado em sua estrutura. As proteinas intrinsecamente desordenadas possuem
grande dindmica, onde algumas proteinas ou regides desordenadas sofrem modificagdes
conformacionais apos interagir com seu ligante, apresentando uma estrutura melhor definida
apos a interagdo. Dessa forma, os segmentos desordenados podem possuir fungéo de
scaffold na regulagdo da sinalizagao celular através de interagbes sequenciais, onde a
interacdo do segmento desordenado de uma proteina com um interator induz modificacdes
no segmento desordenado que sdo necessarias para a interagdo com um segundo interator
(Wright & Dyson, 2015). De forma interessante, proteinas intrinsecamente desordenadas e
segmentos desordenados de uma proteina estdo sendo descritos com a fungédo de
separacado de fase liquido-liquido, formando condensados de proteinas na fase liquida e
agrupando conjuntos de reagdes, como ocorrem nos corpos de Cajal nos nucléolos,
granulos de estresse no citoplasma e centrossomos (Brocca, S. et al. 2020).

O enovelamento de proteinas é descrito pelas leis da termodindmica (Stolar &
Smith, 2020). O sistema é definido como a reacdo de interesse, onde as reagbes de
enovelamento de proteinas incluem a proteina desenovelada e enovelada, e qualquer
solvente ou soluto que interage com essa proteina durante as reagdes. O ambiente é todo o
resto do universo que esta fora do sistema. A primeira lei da termodinamica atesta que a
quantidade de energia do universo é constante, onde a energia ndo pode ser criada ou
destruida mas pode ser transformada. Dessa forma, a quebra ou formacdo de novas
ligacOes irdo alterar a quantidade de energia do sistema na forma de calor, aumentando ou
reduzindo a temperatura do sistema e induzindo resposta oposta no ambiente pela
transferéncia do calor (Stolar & Smith, 2020).

A variagado na quantidade de calor em uma reagao é definida como entalpia (AH), o
qual € uma mensuracgao da energia das ligagdes formadas e quebradas no sistema (Stolar &

Smith, 2020). Se a reacao libera calor para o ambiente o AH sera negativo, exotérmico. Por
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outro lado, se a reacdo absorve calor do ambiente o AH sera positivo, endotérmico.
Formacéo de ligagdes de hidrogénio, interacdes de van der Waals e eletrostaticas resultam
na liberacdo de calor para o ambiente (exotérmica), enquanto a quebra dessas ligacdes
resultam na absorcao de calor do ambiente (endotérmica). Dessa forma, uma variagao entre
a formacgado e quebra dessas ligagdes ird determinar o valor positivo ou negativo do AH,
onde a formagéao das ligagbes fracas causam a perda de calor e induzem a proteina ao seu
estado de menor energia (Stolar & Smith, 2020).

Neste mesmo sentido, para o enovelamento protéico ocorrer de forma espontanea
deve ocorrer reducao na energia livre de Gibbs (G) e movimento conformacional da proteina
para um estado de menor energia (Stolar & Smith, 2020). A variagdo na energia livre de
Gibbs (AG) possui 2 componentes influenciados pela temperatura: a AH e na entropia (AS).
O AS é uma mensuragdo da mudanca na desordem do sistema, quanto maior a desordem
menor € o AS, e quanto menor a desordem maior € o AS. A segunda lei da termodinamica
atesta que a entropia do universo estd aumentando. Dessa forma, para que o enovelamento
da proteina seja favoravel a entropia do universo deve aumentar (Stolar & Smith, 2020).

A base do efeito hidrofébico € o aumento no AS das moléculas de agua associadas
a proteina, sendo a forga mais importante no enovelamento protéico (Stolar & Smith, 2020).
Em um polipeptideo desenovelado, as moléculas de agua se organizam em volta dos
aminodacidos hidrofébicos em uma estrutura semelhante ao gelo, reduzindo a desordem das
moléculas de agua e aumentando a ordem do sistema (reduzindo o AS). O efeito hidrofébico
agrupa os aminoacidos hidrofébicos no centro da estrutura da proteina, causando a
formacdo da camada de solvatacido pelos aminoacidos polares e alifaticos nos quais
interagem com as moléculas de agua. A interagdo das moléculas de agua com os
aminoacidos da camada de solvatagdo e a reducdo da organizagdo em estrutura
semelhante a gelo entre as moléculas de agua induzidas pelos aminoacidos hidrofébicos,
causam o aumento de moléculas de agua livres, e consecutivamente, aumentam a entropia
do solvente/sistema (AS positivo). Adicionalmente, nas reagdes exotérmicas (AH negativo) a
energia é liberada para o ambiente, aumentando a entropia do ambiente (AS positivo).
Dessa forma, a entropia do ambiente pode ser aumentada pelo aumento da entropia do
sistema (AS > 0), ou pela transferéncia de calor do sistema para o ambiente (AH < 0).

A energia livre de Gibbs é utilizada para monitorar a variagcdo na entropia do

universo, sendo AS = _Tﬂ, onde T é temperatura em Kelvin (Stolar & Smith, 2020).

universo

Se o0 AG é negativo, o ASun_

iverso é positivo e a reacao sera favoravel de ocorrer, e o contrario

é verdadeiro. O AG também é uma funcdo da entalpia e entropia do sistema, onde
AG = AH — TAS. Uma proteina desenovelada tera mais energia livre (AH positivo e o AS

negativo, causando valores positivos do AG) em relagdo a mesma proteina enovelada (AH
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negativo e AS positivo, causando valores negativos do AG). Sendo assim, 0 aumento do AS
do solvente pelo efeito hidrofébico e interagdo com a camada de solvatagao e a redugao do
AH pela liberagcao de calor pelas novas interacbes da cadeia polipeptidica causam reducao
do AG, tornando o enovelamento do polipeptideo espontaneo. No entanto, o AG apenas
indica que a reacao de enovelamento é favoravel, nao indicando a velocidade do processo e
sa0 necessarios experimentos calorimétricos para determinar os valores de AH e AS de um
sistema.

Durante o enovelamento de uma proteina existem diversas vias de enovelamento
que levam a proteina a alcangar seu estado nativo. Essas rotas microscopicas alternativas
geram estados intermediarios que sao estaveis mas nao enovelados completamente, que
vao se assemelhando cada vez mais entre si até o enovelamento ser completo e
alcangarem a conformagao nativa da proteina. Esse fendbmeno é representado pelo modelo
em funil rugoso de energia livre (figura 5), o qual esta relacionado com as interagbes
intramoleculares e otimizacdes dessas intera¢gdes durante o enovelamento da cadeia
polipeptidica (Bartlett & Radford, 2009).
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Figura 5. Modelo em funil rugoso de energia livre do enovelamento de proteinas, removido de Bartlett & Radford
(2009). O topo do funil representa os mais variados estados conformacionais que uma cadeia polipeptidica pode
apresentar quando suas interagdes intramoleculares ndo sao formadas, sendo necessario alto aporte de energia
para manté-las nessas conformagdes. O efeito hidrofébico causa grande reducdo da energia do sistema,
reduzindo os possiveis estados conformacionais do polipeptideo, e ao passo que as interagdes intramoleculares
s&o feitas a energia livre do polipeptideo é reduzida até seu estado de menor energia livre. As rugosidades do
funil representam o nivel energético de alguns estados conformacionais do polipeptideo durante o enovelamento,
nos quais podem necessitar de algum aporte energético para conseguir aumentar sua energia e “saltar” de uma
“‘vala” e seguir até o seu estado nativo.

Y

Durante o enovelamento dos polipeptideos as interagbes intramoleculares
aumentam a estabilidade das estruturas secundarias, nas quais induzem o enovelamento de
estruturas terciarias até um estado conformacional de menor energia livre
(termodinamicamente mais viavel). No entanto, no modelo em funil rugoso existem
diferentes possibilidades de niveis de enovelamento, nos quais necessitam de alguma

energia adicional para prosseguir ho enovelamento até o estado nativo. Essas regides sao
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denominadas de valas e estéo relacionadas a condicdo do meio em que o polipeptideo esta
se enovelando (temperatura, variagdo de pH, parceiros moleculares, presenga de
determinados sais, etc.), onde em determinadas condi¢des é necessario a adicao de energia
para desfazer e refazer, ou reordenar as interacbes intramoleculares para o polipeptideo
alcangar sua conformacao nativa e realizar suas fungdes. Algumas mutacdes pontuais
podem modificar os possiveis caminhos do enovelamento, podendo criar regides onde a
célula ndo é capaz de adicionar energia para o enovelamento prosseguir até o estado
nativo, causando o aumento de proteinas mal enoveladas com fungado, dindmica e
estabilidade afetadas (Bartlett & Radford, 2009).

As proteinas nao sao estruturas estaticas, sdo moléculas dindmicas que possuem
movimentos continuos devido as vibragbes dos atomos, oscilagbes das ligagcbes e
mudancas entre estados conformacionais de dominios ao longo da catalise (Ellaway, J.
2024). Estes diferentes estados conformacionais se interconvertem, nao sendo possivel
representar uma proteina como uma unica estrutura. A populagdo de uma mesma proteina
com estrutura heterogénea ¢é conhecida como conjunto estrutural. Tais estados
conformacionais nado podiam ser distinguidos experimentalmente, mas com o uso da
microscopia crioeletrénica & possivel analisar a distribuicdo dos diferentes estados
conformacionais presentes em um conjunto estrutural. Algumas mutagdes pontuais podem
induzir mais facilmente a proteina para um estado conformacional onde sua fungao,
dindmica e estabilidade estejam afetadas (Ellaway, J. 2024).

A atividade de uma proteina pode ser regulada de diversas formas (Lee & Yaffe,
2016). Algumas proteinas sao reguladas por alteragbes nos niveis proteicos através do
aumento ou diminuigdo da transcrigado, traducao ou degradagédo. Podem ocorrer alteragbes
nos niveis de isoformas através da regulacdo de processos de splicing. Por outro lado,
existem regulagdes na atividade de proteinas que ocorrem apés tradugado e enovelamento
da proteina, denominadas de modificacdes pos-traducionais, como fosforilagao,
SUMOilagdo e acetilagao. Essas modificagdes pds-traducionais estdo relacionadas com
ativacdo ou inibicdo da atividade e alteragdo da localizagdo celular de proteinas sem
necessariamente modificar os niveis proteicos. De forma semelhante, existem regulacoes
alostéricas da atividade de proteinas que ocorrem quando um ligante (molécula ou proteina)
interage em uma regido da estrutura da proteina e consequentemente ocorre uma
modificacdo da conformagdo de um sitio distante da estrutura da proteina. Tal modificagao
causa alteragdo na afinidade por outros ligantes deste sitio distante, aumentando ou

reduzindo a atividade da proteina.
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1.2. Determinagao da estrutura de proteinas através de dados experimentais

Os estudos sobre a estrutura de proteinas geralmente empregam procedimentos
que utilizam métodos analiticos associados a modelos matematicos e programacgoes
computacionais, possibilitando a conversdo dos dados gerados pelos métodos analiticos em
imagens tridimensionais de alta resolugdo da estrutura de proteinas (Dokholyan, N. 2020).
Diversos sao os métodos utilizados na obtencao dos dados biofisicos, abrangendo as areas
da bioinformatica (procura por sequéncias de mRNAs através de bancos de dados gerados
por sequenciamentos de genomas e transcritos de diversos organismos), biologia molecular
(clonagem de uma sequéncia de mRNA do organismo de interesse, expressdo em modelos
celulares adequados para o tipo da proteina de escolha, extragao e purificacdo e preparo da
proteina para analise) e biofisica (obtencdo e tratamento de dados através de métodos
como difracdo de raio X, espalhamento de raio X em baixo angulo (SAXs), microscopia
crioeletrénica, ressonancia magnética nuclear (RMN), dicroismo circular, etc) (Hartley, J.
2006; Mohd Salleh, et al. 2022).

A estrutura e dindmica das proteinas estdo relacionadas com as suas funcoes
(Schwartz, S. 2023). Durante a catalise, ou interagdo entre diferentes proteinas, ocorrem
movimentos dos diferentes dominios das proteinas com seus substratos ou interatores. Os
grupos funcionais necessdarios para a catalise se alinham com os grupos funcionais do
substrato, alterando a conformagao do dominio catalitico e consequentemente do substrato.
Tais mudancgas conformacionais sao necessarias para reduzir a energia de ativagdo da
reacao, alcancgar o estado de transi¢do do substrato e formar o produto (Schwartz, S. 2023).
Dessa forma, para melhores conclusées é necessario a utilizagdo de diversos métodos
analiticos relacionados a estrutura, dindmica e atividade das proteinas, onde os dados
gerados pelos diferentes métodos sao complementares.

Os estudos funcionais e estruturais de proteinas utilizam as diferentes propriedades
das radiacdes eletromagnéticas (Stolar & Smith, 2020). A luz é um tipo de energia com
dualidade onda-particula, onde podemos utilizar as propriedades da luz como uma particula,
denominada de féton, e podemos utilizar as propriedades da luz como ondas
eletromagnéticas. Neste sentido, a espectroscopia € o estudo da interacdo das radiacbes
eletromagnéticas com a matéria, e existem diferentes tipos de técnicas espectroscopicas
utilizadas pelo campo da biologia estrutural. Entre as técnicas mais utilizadas para
determinar estruturas de proteinas temos o dicroismo circular, SAXS, RMN e difragdo de

raio X.
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A luz possui um campo elétrico e um campo magnético que oscilam
perpendicularmente em picos e vales ao longo da diregdo que a luz percorre (figura 6A). A
frequéncia (f) da radiacdo eletromagnética é mensurada através da distancia entre os picos

da mesma radiagdo, sendo definido como comprimento de onda (A). A conversdo entre

frequéncia e comprimento de onda pode ser descrita pela equagcao f = % onde c é a

velocidade da luz (3 x 10® ms™) (Stolar & Smith, 2020; Roubhi, et al. 2022).
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Figura 6. Representacdo da radiagao eletromagnética e espectro eletromagnético, removido de Stolar & Smith
(2020). A) Representagdo dos campos elétrico (E, em vermelho) e magnético (M, em azul) da luz. A distancia
entre os picos das ondas eletromagnéticas determina o comprimento de onda (A) da radiacéo, e a amplitude é a
altura dos picos das ondas. B) O espectro eletromagnético é a separacdo das radiagdes eletromagnéticas pelo
seu comprimento de onda. O nivel energético das radiagdes sédo inversamente proporcionais ao comprimento de
onda, sendo as ondas do espectro das ondas de radio as menos energéticas e as radiagbes do espectro do raio
gama as mais energeéticas. O espectro de luz visivel sdo as radiagbes que o sistema visual dos humanos é capaz
de identificar.

Os fétons sao particulas de luz com discreta energia denominada de quanta (Stolar
& Smith, 2020). A quantidade de energia carregada por um féton depende de seu
comprimento de onda. Quanto menor o comprimento de onda, maior sera a energia
carregada pelo féton. O espectro eletromagnético é o intervalo de todas os comprimentos de
ondas eletromagnéticas detectadas no universo até o momento (figura 6B) (Rouhi, et al.
2022). Os diferentes tipos de radiagbes eletromagnéticas (raio gama, raio X, etc) possuem
diversos comprimentos de ondas em sua faixa do espectro eletromagnético. Podemos
observar que os raios gama estdo em um espectro mais energético do que os raios X, que
estdo em um espectro mais energético do que a ultravioleta (UV), e assim por diante.

Os niveis de energia da matéria sao quantizados e a radiagdo eletromagnética
pode causar transicdo de um nivel energético para outro, onde a energia da luz é absorvida
pela matéria. Os elétrons possuem diversos orbitais nos quais possuem um nivel de energia
associado. Quando uma molécula absorve um féton com a energia correta (comprimento de
onda), um elétron passa de seu estado fundamental para um estado excitado. Isto ocorre se

a energia do féton corresponder a diferenga energética entre o estado fundamental e estado



27

excitado da matéria. O estado excitado &€ um nivel energético superior ao do estado
fundamental que o elétron pode alcangar, e é representado como um nivel de energia vazio.
Sendo assim, a absor¢ao de uma onda eletromagnética por uma proteina converte a energia
do féton em energia interna, respeitando a primeira lei da termodinamica. Apds absorgao da
energia do foéton e excitagdo do elétron da molécula, o elétron retorna ao seu estado
fundamental e a energia absorvida pelo elétron da matéria é transferida para o solvente na
forma de calor (Stolar & Smith, 2020). A regido de uma proteina que absorve radiagao
eletromagnética € denominada de cromoéforo. Os aminodcidos aromaticos e as ligacdes
peptidicas sdo os dois principais cromoforos encontrados nas proteinas (Stolar & Smith,
2020).

As ligacbes peptidicas s&o responsaveis pela absorcdo da radiacdo UV e
infravermelho. A ressonancia eletrénica da ligacao peptidica possibilita absorver energia de
fétons do espectro eletromagnético da faixa do UV, com maxima absorgdo a 214 nm. Os
anéis aromaticos presentes nos radicais dos aminoacidos triptofano, tirosina e fenilalanina
também podem absorver radiagdo eletromagnética na faixa do UV, com maxima absorgao a
280 nm. O coeficiente de extincdo molar é a capacidade de 1 mol de uma molécula absorver
luz em um determinado comprimento de onda. Podemos utilizar a lei de Lambert-Beer, onde
A = &.l.c, para determinar a concentracdo molar (c) de uma molécula através da absorcao
da radiacdo eletromagnética (A), seu coeficiente de extingdo molar (¢) e o comprimento do
caminho o6ptico percorrido pela luz na amostra (1) (Stolar & Smith, 2020).

O dicroismo circular € uma técnica de espectroscopia de absorcao que utiliza
radiagcao eletromagnética circular polarizada para a direita e para a esquerda. Essa técnica
infere informagdes basicas sobre a estrutura secundaria da proteina (Rogers, et al. 2019).
As radiagdes eletromagnéticas geradas por alguma fonte luminosa possuem diversos fétons
com o eixo do campo elétrico posicionados em todos os planos (360°), nos quais nomeiam a
radiacdo eletromagnética como linear ndo polarizada. Através de filtros € possivel gerar
radiacédo eletromagnética linear polarizada, onde o campo elétrico oscila em um unico plano.
A combinacdo de duas radiagbes eletromagnéticas com os campos elétricos polarizados,
uma verticalmente e outra horizontalmente tendo um angulo de 90° entre os dois planos, em
fase (picos e vales sincronizados) e com a mesma amplitude induzem a geracao de um
campo elétrico que é resultante da média dos dois campos elétricos perpendiculares, o qual
oscila a 45° (figura 7A). No entanto, ao combinar duas radiagbes eletromagnéticas de
amplitudes iguais e campo elétrico polarizado, uma verticalmente e outra horizontalmente,
mas diferindo na fase por um quarto (diferenga entre a posi¢cao dos picos e vales em fungao
do tempo), as forgas eletromagnéticas resultantes tornam a luz linear polarizada em luz
circular polarizada (figura 7B) (Rogers, et al. 2019; Stolar & Smith, 2020).
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Figura 7. Radiagdo eletromagnética circular polarizada, removido de Stolar & Smith (2020). A) Exemplo de um
campo elétrico de 45° resultante de dois dois campos elétricos de duas radia¢des eletromagnéticas polarizadas
em fase posicionadas perpendicularmente a 90°. B) Exemplo de campo elétrico circular polarizado resultante
entre dois campos elétricos polarizados posicionados perpendicularmente a 45° mas com uma das fases
atrasadas por 1/4 de distancia entre os picos. C) Representacio da absorg¢ao diferencial da luz polarizada para a
esquerda e para a direita, e sua representacdo na forma de vetores pelo detector. LCP = luz circular polarizada
para a esquerda, RCP = luz circular polarizada para a direita. 8 é o &ngulo resultante entre os vetores da LCP e
RCP.

A transformagao da radiagdo eletromagnética linear polarizada para circular
polarizada é realizada através de um modulador fotoelastico, que rapidamente alterna a
direcdo da rotacdo da luz circular polarizada para direita (anti horario) e para esquerda
(horario), nas quais sao projetadas na amostra. Moléculas simétricas absorvem igualmente a
luz circular polarizada para a direita e para a esquerda. As moléculas assimétricas ou
dicroicas, como as proteinas, absorvem diferencialmente a luz circular polarizada para a
direita e para a esquerda. Proteinas que possuem grande quantidade de alfa-hélices,
folhas-beta ou sequéncias intrinsecamente desordenadas em sua estrutura possuem
diferengas no padrdo da absorbancia da luz circular polarizada para a direita e para a
esquerda. Neste sentido, esses padrdes na absorbancia sao utilizados para inferir
aproximagdes da quantidade de alfa-hélices, folhas-beta e espirais aleatérias na estrutura
das proteinas (Rogers, et al. 2019; Stolar & Smith, 2020).

A passagem da luz circular polarizada para a direita e para a esquerda na amostra
sao detectadas e representadas como combinacao de vetores. Quando nao ocorre absorgao
diferencial da luz circular polarizada para a direita e para a esquerda pela amostra ocorre a
geracao de um vetor linear, que oscila para cima e para baixo como resultante da interacao

entre os campos eletromagnéticos (figura 7C). Por outro lado, quando existe absorgao
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diferencial da luz circular polarizada para a direita e para a esquerda, o vetor resultante entre
0s campos eletromagnéticos apresenta uma forma eliptica (figura 7C) (Rogers, et al. 2019;
Stolar & Smith, 2020).

O angulo (8) gerado entre o eixo da elipse em relagao ao eixo do vetor linear (figura
7C) é mensurado em miligraus (1:1000 de 1°). Dessa forma, os sinais de dicroismo circular
sao expressos em graus de elipticidade (8), com unidades geralmente expressas em

miligraus. A elipticidade molar (Ag) leva em consideragéo a concentragdo molar da molécula

. ~ AA
e pode ser calculada através da equagdo As = com

concentracio molar x caminho éptico (cm)

unidades expressas em graus.M™*.cm™. A absorgao diferencial da luz circular polarizada
para a esquerda e direita pode ser calculada por
AA = A — A Dessa forma, os

luz circular polarizada para esquerda luz circular polarizada para direita’
valores positivos do grafico de absorbancia do espectro de dicroismo circular sao referentes
a absorc¢ao da luz circular polarizada para a esquerda, enquanto os valores negativos sao
referentes a absorgcdo da luz circular polarizada para a direita (figura 8) (Rogers, et al. 2019;
Stolar & Smith, 2020).
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Figura 8. Espectro de dicroismo circular, removido de Stolar & Smith (2020). Representacdo do espectro de
absorgéo diferencial da luz circular polarizada para a esquerda e para a direita de 3 proteinas com estruturas
compostas 100% de alfa-hélices (vermelho), folhas-beta (azul) e segmentos desordenados (verde).

Por outro lado, a elipticidade molar residual média (Agyg) € utilizada para reportar a

elipticidade molar de proteinas individuais ao invés de proteinas no geral, onde é utilizado a

concentragao residual meédia que e definida pela equacgao

Ae = concentragao molar x n° de residuos da proteina. A concentracdo residual media é
o ~ AA i ~

utilizada na equagdo As = onde substitui a concentragcdo molar na

A x caminho 6ptico (cm) ’

equagcdo que determina a elipticidade molar (Ag). Para conversdao da AA para 6 nos

utiizamos a equagado 6 = 32,982 x AA, e podemos obter a elipticidade molar residual
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100 x 6 (em miligraus)
Asmr x caminho 6ptico (cm) ’

média ([B]yr) através da equacgédo [e]mr= onde as unidades séao

expressas em miligraus.cm?.dmol™ (figura 8), equivalente a miligraus.m™*.M™* (devido o fator
100 da equacgéao converter centimetros para metros) (Rogers, et al. 2019; Stolar & Smith,
2020).

E necessario obter um espectro de referéncia (curva padrdo) de dicroismo circular
de proteinas com 100% de folhas-beta, alfa-hélices e espirais aleatérias em suas estruturas,
e com proteinas de diferentes proporcdes dessas estruturas secundarias. Sendo assim, é
realizada uma varredura da absorbancia da luz circular polarizada em diferentes
comprimentos de onda do espectro de UV, de 200 a 280 nm. Proteinas com 100% de
alfa-hélices em sua estrutura apresentam um pico positivo da [B]yz @ ~190 nm e dois picos
negativos da [B]yr @ ~208 nm e ~222 nm (figura 8). Ja proteinas com 100% de folhas-beta
apresentam um pico positivo da [B]yr @ ~195 nm (menor em relagéo ao pico observado em
proteinas formadas por alfa-hélices) e um pico negativo a ~220 nm (figura 8). Por outro lado,
proteinas intrinsecamente desordenadas que sdo 100% formadas por espirais aleatérias
apresentam um baixo sinal negativo da [B]yr @ ~195 nm, e apresentam sinais muito baixos
em comprimentos de onda acima de 210 nm (figura 8). Posteriormente, é realizada a
deconvolugdo do espectro de dicroismo circular, um processo matematico que infere as
fragdes relativas de cada estrutura secundaria na estrutura da proteina, somando diferentes
combinagdes dos espectros de referéncia (Rogers, et al. 2019; Stolar & Smith, 2020).

A absorbancia da luz circular polarizada nos espectros de 250 a 350 nm pelas
cadeias laterais dos residuos de fenilalanina, tirosina e triptofano podem ser utilizadas para
nos dar informagdes limitadas sobre a estrutura terciaria, nos dando indicativos do quao
empacotado estdo as estruturas secundarias da proteina. Dessa forma, é possivel utilizar o
dicroismo circular para inferir como alteracbes no ambiente (pH, solvente, calor, etc),
presenca de ligantes (inibidores, ions, DNA, RNA, polissacarideos, etc) e mutacdes na
sequéncia polipeptidica alteram as estruturas secundarias e terciarias das proteinas, sem
entrar em detalhes no nivel atdmico devido ao tipo da radiacdo eletromagnética utilizada
(espectro de UV) (Stolar & Smith, 2020).

O raio X possui comprimentos de onda de 1 nm até 5 pm, que sao distancias
proximas ao comprimento de ligagdes covalentes. Dessa forma € possivel discriminar a
distancia entre atomos de uma proteina utilizando o raio X. Existem técnicas que utilizam o
raio X em amostras em solugdo e na forma de cristais (sélida) para determinar aspectos
estruturais de proteinas. Os resultados dos experimentos que utilizam raio X em amostras
de proteinas em solugdo nao possibilitam a determinacdo da estrutura em alta resolugao,

devido as proteinas estarem em diversas posicoes dispersas no espaco. Ja as amostras de
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proteinas cristalizadas possibilitam a determinacdo da estrutura em alta resolugao por
estarem ordenadas de forma repetitiva no espaco (Stolar & Smith, 2020).

O espalhamento de raio X a baixos angulos (Small-Angle X-ray Scattering - SAXS)
utiliza feixes de raio X monocromatico e colimado, onde é analisado o espalhamento da
onda eletromagnética junto a uma varredura de baixo angulo (centésimo de 1°) da amostra
em solucao (figura 9A) (Boldon, L., Laliberte, F. & Liu, L., 2015; Jeffries, et al. 2021).
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Figura 9. Espalhamento de raio X a baixos &ngulos, removidos de Jeffries et al. (2021) e Stolar & Smith (2020).
A) Um feixe de radiacdo eletromagnética monocromatica no espectro do raio X é colimado e incidido em uma
amostra. Os colimadores limitam o campo de incidéncia da radiagdo eletromagnética, direcionando o feixe
através da absor¢do de parte da radiagdo. Como o SAXS é um método de contraste, € necessario haver
diferenga na densidade eletrénica entre a amostra e o solvente na aquisi¢do dos dados. O espalhamento
identificado pelo detector é analisado em fungdo do angulo de espalhamento do feixe de raio X. B) Espalhamento
da radiagdo de forma coerente do feixe de radiagdo monocromatica irradiado na amostra. C) Interferéncias
construtivas e destrutivas ocorrem entre a interagdo de duas radiagdes eletromagnéticas espalhadas de forma
coerente. Quando as radiagdes espalhadas de forma coerente estdo em fase ocorre a interferéncia construtiva,
causando o aumento da amplitude da onda eletromagnética. Quando as radiagbes espalhadas de forma
coerente ndo estdo em fase ocorre a interferéncia destrutiva, causando a redugdo da amplitude da onda
eletromagnética.

A interacao entre o raio X e os elétrons da matéria causam o espalhamento do raio
X de forma elastica (figura 9B). Quando ocorre o espalhamento da radiagcdo de forma
elastica sem alterar o comprimento de onda, o espalhamento é denominado de coerente. O
espalhamento coerente causa interferéncias construtivas e destrutivas na amplitude da onda
eletromagnética, que estdo relacionadas a fase, amplitude e comprimento de onda da
radiacao espalhada elasticamente. Quando duas radia¢des eletromagnéticas estdao em fase
(picos e vales no mesmo espago ao longo do tempo) elas sofrem interferéncia construtiva,

causando aumento na amplitude da radiagéo eletromagnética resultante (figura 9C). No



32

entanto, quando duas ondas eletromagnéticas nao estao em fase (picos e vales em espacos
diferentes ao longo do tempo) elas sofrem interferéncia destrutiva, causando queda na
amplitude da radiagdo eletromagnética resultante (figura 9C). Dessa forma, é necessario
passar a radiagao eletromagnética em um monocromador para selecionar os comprimentos
de onda e possibilitar o espalhamento coerente (Boldon, L., Laliberte, F. & Liu, L., 2015;
Stolar & Smith, 2020; Jeffries, et al. 2021).

Sendo assim, um feixe de raio X monocromatico colimado (K} é incidido sobre a
amostra onde uma porgdo da radiagdo interage com a molécula e gera eventos de
espalhamento (K,), que sdo detectados em um detector 2D (figura 9A). A transmissao
geometrica do espalhamento é analisada em termos do padrao de intensidade, /(q), e o
angulo de rotagao (@) em torno das coordenadas do centro do feixe de raio X (Jeffries, et al.

2021). O padrao de intensidade / é expresso em fungdo da magnitude do vetor de

4nsin®

transferéncia do momentum q (figura 9A e 10), sendo /(q), onde ¢ = ———, e 6¢é o angulo

de espalhamento e A é o comprimento de onda da radiagdo (figura 9A). Como o
espalhamento coerente é dependente da quantidade de elétrons na particula, e as proteinas
possuem tamanho e quantidade de atomos diferentes, e consequentemente, diferentes
guantidades de elétrons, cada proteina apresenta um espalhamento coerente intrinseco que

é refletido na geometria do espalhamento no detector (Jeffries, et al. 2021).
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Figura 10. Plot da intensidade do espalhamento de raio X a baixos angulos, removido de Jeffries et al. (2021).
Esta sendo representado o espalhamento de 3 proteinas distintas. Regido utilizada na relagdo Guinier esta
demarcada pela linha tracejada.

Ap6s realizar uma varredura do espalhamento do raio X em baixos angulos, é
obtido um perfil de decaimento do espalhamento de raio X (figura 10) o qual possibilita inferir
informacdes sobre o volume (tamanho), area (formato) e rugosidade da particula de 1 a
1000 nm (Boldon, L., Laliberte, F. & Liu, L., 2015; Jeffries, et al. 2021). O SAXS também
extrai pardmetros estruturais de proteinas como raio de giro (Ry), dimensdo maxima da
particula (D,..), € possibilita modelar o envelope molecular com baixa resolugao e visualizar

regides desordenadas (Jeffries, et al. 2021).
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Na relagdo Guinier (figura 10) s&o extraidas informagdées do tamanho e R, da
molécula. Quando g = 0, /(0), é possivel inferir o tamanho da particula através do quadrado
do seu volume, onde quanto maior for o sinal da intensidade maior é a particula (Jeffries, et
al. 2021). Por outro lado, a derivada do slope negativo do plot de espalhamento (inclinagédo
da curva) pelo plot de Guinier pode determinar o R, da particula. E interessante notar que
duas proteinas podem possuir Ry semelhantes mas com tamanhos diferentes. Dessa forma,
uma proteina com R, semelhante a uma outra proteina de tamanho maior, nos indicam que
a primeira proteina possui uma estrutura mais estendida e nao globular em relagdo a
segunda (Jeffries, et al. 2021).

O plot de Kratky infere informacdes sobre a estrutura e D,,,, da particula. O formato
da curva do plot de Kratky infere conformagdes da particula, onde um aumento da
intensidade seguida de um platd indica que a proteina possui estrutura desordenada, por
outro lado, um pico distinto (aumento e queda na intensidade) indica que a proteina possui

estrutura compactada ou enovelada (figura 11A) (Jeffries, et al. 2021).
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Figura 11. Plot de Kratky dos dados de espalhamento e plot da dimensdo maxima da proteina, removido de
Jeffries et al. (2021). A) Plot de Kratky utilizado para determinar o formato da proteina. B) Plot de Kratky da
frequéncia provavel de distancias no espacgo real para determinar a dimensdo maxima da proteina.

A D,..x € inferida pela frequéncia provavel de distancias no espaco real p(r), sendo
adquirida pela transformada inversa de Fourier da fungao /(q), onde a / que esta em funcao
de q (figura 10) é transformada em frequéncia de distribuigcdo p, no qual estda em fungéo da
distancia no espacgo real (r). Uma vez determinada a fungéo p(r) é possivel determinar a
dimensdo maxima da proteina em nandmetros (figura 11B) (Jeffries, et al. 2021).

O SAXS fornece informagdes sobre as distancias de todos os pares de elétrons,
onde essas informagbes n&o sdo acuradas o suficiente para gerar um modelo atdmico. No
entanto, é possivel fornecer restricdes espaciais para validar modelos estruturais, estados
oligoméricos, flexibilidade e formato de proteinas (Jeffries, et al. 2021). E possivel utilizar os
dados de SAXS para obter o envelope molecular de proteinas através de métodos que
calculam a éarea da proteina utilizando atomos ficticios ab initio (DAMMIN), e residuos

ficticios ab initio (GASBOR), por exemplo. O envelope molecular pode ser utilizado para
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gerar limites na estrutura de proteinas modeladas computacionalmente, onde diversos
modelos gerados sao alocados dentro da area gerada pelos dados de SAXS. Para ajustar
os modelos dentro do envelope molecular é realizado modelagem de corpo rigido, onde
diversos modelos se encaixam dentro do envelope molecular gerado através dos dados de
SAXS, demonstrando que uma proteina pode assumir diversas formas quando esta em
solugdo, nas quais possuem relagdo com a sua dindmica (Jeffries, et al. 2021).

No entanto, o método que é padrao ouro na determinagao da estrutura de alta
resolugdo de proteinas é a cristalografia de raio X (Stolar & Smith, 2020). Diferentemente do
dicroismo circular, SAXS e RMN que utilizam amostras em solugao no estado liquido, a
difracdo de raio X utiliza amostras de proteinas purificadas e fixadas através de
cristalizacdo. O método mais comum para cristalizacdo de proteinas € a difusdo de vapor,
denominada de hanging drop. Uma gota de solugdo tamponada de proteina purificada
altamente concentrada € alocada no topo de um reservatorio selado, que contém solugéo
tamponada em seu interior. A osmolaridade do tamp&o presente na gota de proteina
purificada € menor do que a osmolaridade da solugdo no reservatério, dessa forma, o
equilibrio osmético ira ocorrer através da agua no estado gasoso. Durante a osmose ocorre
o crescente aumento da concentragdo de proteinas na gota, que inicia a organizagéo entre
as moléculas de proteina e por fim a formag&o de um cristal (Hou, et al. 2019).

A cristalizacao de proteinas para difracdo de raio X possui limitacbes em relacéo a
resolugdo de segmentos méveis presentes na estrutura, além de tornar dificil a cristalizagao
de proteinas transmembranas, intrinsecamente desordenadas e complexos multiproteico.
Proteinas transmembrana apresentam grandes dificuldades de expressado e purificagao,
devido aos segmentos transmembranares serem hidrofébicos. Proteinas intrinsecamente
desordenadas e complexos proteicos ndo formam cristais de difracdo facilmente, devido os
segmentos modveis e a presenga de diferentes polipeptideos nao permitirem a formacao de
celas unitarias por ndo formarem segmentos com periodicidade (Stolar & Smith, 2020).

Na difracdo de raio X, o componente elétrico da radiagao eletromagnética do raio X
interage com a nuvem eletrbnica dos atomos das moléculas cristalizadas, gerando a
difracdo da radiagao. As reflexdes (sinais que chegam ao detector na forma de “pontos”) séo
resultantes da difragdo do raio X em determinados angulos entre o feixe de radiagcédo e o
cristal, e respeitam as leis geométricas da interferéncia construtiva descrita por Bragg (figura
12A) (Stolar & Smith, 2020). Apenas uma parte dos pontos de reflexdo chegam ao detector,
o qual possui forma planar e causa o padrao circular dos sinais no detector. As intensidades
dos pontos de reflexdo sdo determinadas pela quantidade de elétrons que existem em uma
série de planos paralelos imaginarios, denominados de planos de Bragg (figura 12B). Dessa

forma, as reflexbes das radiacées eletromagnéticas irdo ocorrer quando os elétrons
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equivalentes repetidos em um cristal forem encontrados em um conjunto de planos com

distancia interplanar adequada.
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Figura 12. Difragao de raio X, removido de Stolar & Smith (2020). A) Set up da cristalografia de raio X. B) Duas
ondas em fase (R1 e R2) sdo espalhadas em um angulo 6. Quando a distancia percorrida por R2 no segmento
CBC for multiplo inteiro do comprimento de onda, as ondas R1 e R2 ficardo em fase e gerardo interferéncia
construtiva, aparecendo no sinal de reflexdo. E quando a distancia percorrida por R2 n&o for mdltiplo inteiro do
comprimento de onda, as ondas R1 e R2 ndo ficardo em fase e gerarao interferéncia destrutiva, reduzindo o sinal
de reflexdo. Os pontos vermelhos s&o os atomos periddicos das células unitérias. d é a distancia entre os planos
de Bragg e hkl sdo os trés planos dimensionais. 8 € o angulo entre a radiagcdo eletromagnética e os elétrons
presentes nos planos de Bragg durante a difragéo.

Na equagdo nA = 2d.senB, d é a distancia entre os planos paralelos e 6 é o
angulo formado entre o feixe de raio X e os planos de Bragg. A Lei de Bragg determina que
as interferéncias construtivas das radiacbes eletromagnéticas ocorrem apenas para certos
valores de d e 6. Dessa forma, as interferéncias construtivas ocorrem quando o termo
2d.senf for multiplo inteiro do comprimento de onda do raio X, ou seja, quando nA for 1A, 2A,
3\, 4\ e assim por diante (figura 12B) (Stolar & Smith, 2020). E por isso que o cristal sofre
rotagbes e o feixe de raio X muda de angulo em relagdo ao cristal, para que possam ser
encontrados os pontos que irdo ocorrer interferéncias construtivas. Quanto menor for a
distancia entre os planos de Bragg, maior sera o dngulo entre o raio X e o cristal para poder
ocorrer a difracdo. Sendo assim, estruturas de alta resolugcado de proteinas que possuem
grandes quantidades de elétrons proximos uns aos outros, necessitam de cristais que
difratam a altos angulos (Wlodawer, et al. 2008, 2013; Stolar & Smith, 2020).

A intensidade dos pontos de reflexdo gerados pela difracdo sao convertidos em
densidades eletrénicas através da transformada de Fourier, utilizando a amplitude e fase de
cada reflexdo. Devido nao ser possivel inferir a fase das radiagbes difratadas que geram os

pontos de reflexdes, ndo é possivel realizar a transformada de Fourier com os primeiros
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dados da difracao, isso € denominado de problema de fase (Wlodawer, et al. 2008, 2013;
Stolar & Smith, 2020).

Para resolver o problema de fase é realizado “substituicdo molecular” (molecular
replacement), onde é utilizado modelos estruturais de proteinas que assumem estrutura
muito similar & estrutura da proteina cristalizada, que é desconhecida. E realizado o
posicionamento da estrutura da proteina conhecida em todas as orientagbes possiveis
dentro do cristal, gerando diversos modelos cristalograficos, onde é predito o padrao de
difracdo de cada modelo (através de transformada de Fourier) e comparado com o padrao
de difracdo gerado pelo cristal. Uma vez que os padrbées de difragdo do modelo satisfazem
as corretas orientagdes identificadas no cristal, 0 modelo é considerado cristalizado em um
cristal desconhecido e os valores de fase gerados pelo modelo sao utilizados. Dessa forma,
através da transformada de Fourier utilizando os valores da amplitude (determinada
experimentalmente) e os valores de fase (resolvidas por substituicho molecular), é
determinado o mapa de densidade eletrénica inicial (Stolar & Smith, 2020).

Posteriormente, a cadeia polipeptidica da proteina cristalizada é alocada dentro do
mapa de densidade eletrénica inicial para constru¢do de um modelo atémico (figura 13),
onde sao calculados as reflexdes e fases tedricas utilizando a transformada de Fourier e é
criado um novo mapa de densidade eletrdnica (Wlodawer, et al. 2008, 2013; Stolar & Smith,
2020). Dessa forma, a fase estad aprimorada por ser estimada da cadeia polipeptidica da
proteina cristalizada, e ndo de uma proteina com estrutura semelhante. Em seguida, a
cadeia polipeptidica da proteina cristalizada é alocada dentro do novo mapa de densidade
eletrOnica, sendo realizada uma nova transformada de Fourier e novamente criado um novo
modelo atdmico. Esse processo é denominado de refinamento, e os ciclos de refinamento
sdo realizados até que nao haja mais melhorias no modelo. Nesta etapa é possivel definir os
solventes, ligantes e corrigir erros como mal alocamento e sobreposicao de atomos
(Wlodawer, et al. 2008, 2013; Stolar & Smith, 2020).
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Figura 13. Mapa de densidade eletronica com moléculas alocadas com diferentes resolugdes, removido de
Wilodawer, et al.(2013). A resolugdo do modelo cristalizado esta relacionado ao quanto a molécula se encaixa
dentro do mapa de densidade eletronica (regido azul quadriculada) e a menor distancia necessaria para
distinguir dois 4tomos dentro do modelo. A = Angstrons.
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Apébs o refinamento, o modelo é validado através da analise dos angulo diedros e
posteriormente as coordenadas x,y e z dos atomos da proteina sado depositados em um
banco de dados de proteina (Protein Data Bank - PDB). Caso o modelo estrutural construido
com dados de difragdo de raio X ndo sejam favoraveis pelas analises dos angulos diedros,
pode-se retornar na construgdo do modelo através da nuvem eletrbnica ou realizar novas
tentativas de cristalizagdo (Wlodawer, et al. 2008, 2013). Estdo sendo realizadas a formagao
de diversos cristais de uma mesma proteina com diversas mutagdes pontuais, para ser
identificado as alteragbes nos cristais decorrentes das mutagbes (Wlodawer, et al. 2008,
2013; Stolar & Smith, 2020).

Devido ao processo de cristalizagcdo, a estrutura da proteina é semelhante a uma
“foto”, onde é perdido informacdes sobre a sua dindmica. Por outro lado, a associagao dos
dados de SAXS ou RMN com a cristalografia pode nos indicar niveis de movimentacao.
Como a cristalografia ndo possui boa resolugdo de segmentos desordenados, nos quais
muitas vezes sao removidos da construcdo para facilitar o processo de cristalizacao, a
associagao da estrutura de uma proteina determinada por cristalografia com o envelope
molecular obtido por SAXS pode nos dar a dimensdo da organizagdao do segmento
desordenado no espago em relagdo ao segmento determinado por cristalografia (Stolar &
Smith, 2020; Jeffries, et al. 2021).

Os modelos estruturais de proteinas gerados por SAXS, RMN, difracdo de raio X,
microscopia crioeletrbnica e modelos computacionais (descritos posteriormente) precisam
passar por validacdes (Wlodawer, et al. 2008, 2013; Stolar & Smith, 2020). A validagao dos
modelos pode ser através da analise dos angulos diedros (¢ e @) da cadeia polipeptidica
pelo grafico de Ramachandran (figura 14).
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Figura 14. Plot de Ramachandran, removido do PDBsum (https://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/databases/pdbsum/). As
regides delimitadas em vermelho sdo regides favoraveis dos angulos ¢ e y encontradas em estruturas
secundarias, como folhas-beta (B), alfa-hélices orientadas para a méao direita (A) e mao esquerda (L). As regibes
delimitadas em amarelo (b, a, e |) sdo para as mesmas estruturas secundarias descritas anteriormente, mas séo
regibes em que os angulos ¢ e Yy sdo menos permissivas. Em ocre estdo delimitadas as regides em que os
angulos @ e y sdo menos favoraveis em relagdo as outras regides. Ja a regido em branco sdo combinagdes de
angulos de tor¢do que nio sao favoraveis de ocorrer na estrutura de uma proteina.
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Os éangulos de torgdo foram definidos por Ramachandran, que considera as
propriedades fisico-quimicas do grupo radical e sua interagdo com residuos adjacentes. Os
valores mais e menos favoraveis entre os angulos ¢ e y encontrados em estruturas
secundarias (alfa-hélice, folhas-beta e algas) de diferentes cadeias polipeptidicas
determinadas experimentalmente foram identificados e representados dentro de um plano
cartesiano. O eixo x representa a variagao do angulo @ e o eixo y representa a variagao do
angulo y (Hollingsworth & Karplus, 2010; Wlodawer, et al. 2008, 2013).

0] grafico de Ramachandran gerado pelo PDBsum
(nttps://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/databases/pdbsum/) € dividido em 4 regides (figura 14): regiao favoravel
(vermelho = A, B e L), regido adicionais permissivas (amarelo = a,b e 1), regides permissivas
(ocre = ~a, ~b, ~l e ~p) e regibes desfavoraveis/ndo permissivas (branco). O grafico de
Ramachandran dos aminoacidos isoleucina e valina sdo separados por possuirem angulos
@ e Yy mais restritos, isso ocorre devido serem alifaticos, ramificados e com cadeias laterais
volumosas. O mesmo ocorre para o aminoacido prolina devido a sua estrutura ciclica, o qual
confere angulos @ e Yy mais restritos e que geralmente estdo localizados em algas na
estrutura de proteinas. A glicina, que é o aminoacido mais simples por possuir apenas um
hidrogénio na cadeia lateral, apresenta baixo impedimento estérico e dessa forma possui
alto grau de liberdade conformacional em relagdo aos demais aminoacidos. O angulo 6mega
(Q) é formado entre a ligagdo peptidica, onde a maioria dos aminoacidos possuem angulo Q
de 180°, o qual determina sua forma trans. No entanto a prolina possui duas configuragbes
que sao relacionadas ao angulo Q, a cis-prolina e a trans-prolina. Na cis-prolina ocorre a
formagédo de um angulo Q de 0° e na trans-prolina um angulo Q de 180° dentro da ligacao
peptidica. A pré-prolina se refere ao aminoacido que antecede um residuo de prolina. Como
0 grau de liberdade da prolina € baixo, os angulos ¢ e y do residuo de aminoacido que
antecede a prolina dentro de uma cadeia polipeptidica sofrem influéncia da prolina. Dessa
forma, os angulos ¢ e y dos residuos pré-prolina sdao mais restritos (Hollingsworth &
Karplus, 2010; Wlodawer, et al. 2008, 2013).

Quanto maior o numero de angulos @ e Y dentro regides favoraveis, maior é a
qualidade do modelo experimental (ex. difracdo de raio X) ou hipotético (ex. modelagem por
homologia) da estrutura de alta resolucdo da proteina. Para a validacdo do modelo pela
analise do plot de Ramachandran o ideal é que =98% dos residuos estejam dentro de
regides favoraveis, ou que =99,8% dos residuos estejam em regides permissivas
(Hollingsworth & Karplus, 2010; Wlodawer, et al. 2008, 2013). O grafico de Ramachandran
pode ser gerado pelo PROCHECK (através da plataforma PDBsum -

https://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/databases/pdbsum/) e MOLPROBITY (http://molprobitv.biochem.duke.edu/).
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1.3. Determinagao da estrutura de proteinas por modelagem

Determinar a estrutura de uma proteina é fundamental, pois a estrutura
amplamente determina a fun¢do da proteina além de nos dar informagbes sobre regides de
interacdo proteina-proteina, proteina-DNA/RNA, que podem ser promissores alvos
farmacéuticos (Senior, et al. 2020). Contudo, a estrutura de proteinas é muito laboriosa de
ser determinada experimentalmente, e algumas proteinas podem ter estruturas complexas
de serem determinadas.

Anfinsen observou que ao desnaturar a ribonuclease com agentes redutores e/ou
calor, ela possui a capacidade de renaturar e voltar na conformacgao nativa. Isso demonstrou
que a sequéncia polipeptidica ou a estrutura primaria contém os aspectos necessarios para
o enovelamento e estrutura tridimensional da proteina. Dessa forma, as maiores questdes
na predicao estrutural de proteinas estdo em como uma sequéncia polipeptidica se enovela
a partir da interacdo entre seus aminoacidos, qual € a cinética do enovelamento e como
predizer a estrutura tridimensional de uma proteina a partir de sua sequéncia primaria (Seki,
M. 2023).

Os métodos utilizados nas modelagens computacionais da estrutura de alta
resolucéo de proteinas séo escolhidos de acordo com a sequéncia polipeptidica de interesse
e os dados relacionados a outras proteinas com estruturas resolvidas. Os métodos mais
utilizados sdo o ab initio (ou de novo), threading e comparativa (homologia) (Senior, et al.
2020; Huang, et al. 2023).

Devido a estrutura de uma proteina ser mais conservada do que a sequéncia
durante o processo evolutivo, proteinas homologas compartiiham semelhangas estruturais.
Dessa forma, € possivel modelar a estrutura de uma proteina utilizando estruturas
determinadas de proteinas homodlogas. Uma forma de realizar buscas por homdlogos de
uma proteina é através do alinhamento multiplo de sequéncias polipeptidicas, onde uma
identidade entre as sequéncias acima de 30% é o suficiente para tornar a proteina homoéloga
um bom template para modelagem. No entanto, quanto maior for a identidade entre as
sequéncias polipeptidicas, melhores serdao os modelos gerados (Huang, et al. 2023).

A modelagem comparativa ou por homologia € o método mais aceito para se
determinar a estrutura de alta resolugdo de polipeptideos computacionalmente. Ela é
realizada através da busca por sequéncias polipeptidicas homologas a sequéncia de
interesse que possuem estrutura de alta resolugdo definidas experimentalmente. Dessa
forma, é utilizada a estrutura determinada experimentalmente como molde, onde os
aminoacidos do polipeptideo de interesse s&o ajustados dentro das restriges determinadas
pela estrutura da proteina homdloga. Quanto maior for a identidade e similaridade entre as

cadeias polipeptidicas do template com a sequéncia de interesse, maiores sdo as chances
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de se obter um modelo estrutural de alta resolugdo com boa confiabilidade, pois os
aminodacidos sao ajustados de acordo com suas propriedades fisico-quimicas (Muhammed &
Aki-Yalcin, 2019; Huang, et al. 2023).

O Threading ou reconhecimento de enovelamento, € um método utilizado para
modelagem por homologia de sequéncias que nao possuem boa identidade com sequéncias
de proteinas que possuem estrutura resolvida experimentalmente (entre 20 e 30% de
homologia). Nesse método é realizada uma analise de possiveis estruturas secundarias
formadas dentro da sequéncia polipeptidica, e posteriormente € procurado por padrdes de
estruturas secundarias semelhantes dentro dos modelos determinados experimentalmente.
O modelo é gerado entao pela orientagdo das estruturas secundarias das duas estruturas
(Cao, et al. 2004).

Os métodos ab initio ou de novo sao utilizados para modelagem de sequéncias
polipeptidicas que ndo possuem homologia com nenhuma cadeia polipeptidica que possui
estrutura determinada experimentalmente (abaixo de 20% de homologia). Os métodos ab
initio nao utilizam template no enovelamento, apenas € iniciado o dobramento do
polipeptideo em estruturas secundarias e terciarias considerando apenas as propriedades
fisico-quimicas de cada aminoacido e o modelo em funil rugoso de energia livre (Bartlett &
Radford, 2009; Huang, et al. 2023). Sendo assim, as predi¢des de estruturas de proteinas
sdo realizadas através da simulacdo do enovelamento e de fun¢des que minimizam a
energia, baseadas na tendéncia da proteina adotar sua conformacéo estrutural com a menor
energia livre (Huang, et al. 2023).

Dessa forma, para serem realizadas predicdbes com acuracia € necessario o
entendimento sobre os aspectos biofisicos do enovelamento de proteinas, e a relagao entre
a sequéncia de aminoacidos e a estrutura nativa da proteina (baseada em busca por
homologia). No entanto, uma andlise da histéria evolutiva das proteinas através de
alinhamentos multiplos de sequéncias polipeptidicas disponibilizam informag¢des nas quais
podem inferir a estrutura nativa da proteina. E possivel identificar residuos de aminoacidos
importantes para a estabilidade da proteina, onde residuos que fazem contato para
estabilizar a estrutura do dominio de uma proteina s&o co-evolutivos, ou seja, estéo
presentes nas sequéncias dos mesmos dominios de proteinas ortélogas e paralogas (figura
15) (Huang, et al. 2023).

Esses métodos que utilizam predigcdes de contatos também exploram a comutagao
de pares de residuos que ocorreram durante a evolugdo, onde dois pares de residuos
importantes para a estabilidade da estrutura da proteina tem uma forte tendéncia em
comutar para outros dois pares de residuos que também fazem interacao forte o suficiente
para manter a estrutura da proteina (figura 15). Dessa forma, a co-evolugéo de residuos e

as covariacdes evolutivas sdo encontradas através de alinhamento multiplo de sequéncias
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polipeptidicas, onde mudangas correlacionadas de dois aminoacidos podem inferir contato

entre esses residuos (Huang, et al. 2023).
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Figura 15. Exemplo de coevolugdo e comutagdes evolutivas de residuos de aminoacidos dentro de cadeias
polipeptidicas utilizadas pelos métodos de predi¢do de estrutura de proteinas, removido de Huang, et al. (2023).
Neste exemplo os residuos de tirosina 106 e valina 55 fazem interagdo e estabilizam a estrutura da proteina de
trés organismos, e sofreram comutagdo para fenilalanina 106 e isoleucina 55 em outros dois organismos, nos
quais podem também podem realizar interagao e estabilizar a proteina.

Interessantemente, as predigdes de distancia entre os residuos fornecem
informacdes mais especificas sobre a estrutura em relagao as predi¢cdes de contato (Senior,
et al. 2020). Os modelos estruturais gerados computacionalmente nos permitem encontrar
uma série de distancias entre os aminoacidos, que possibilitam a observacao de regides da
cadeia polipeptidica que estdo proximas quando a estrutura esta enovelada (figura 16).
Residuos sao definidos como proximos quando dois atomos de carbono [ (carbono do
radical ligado ao carbono a) possuem a uma distancia de 8 A ou menos entre eles. Essas
distancias sao plotadas em um grafico da sequéncia polipeptidica pela sequéncia
polipeptidica, sendo gerado um contatograma (figura 16). O contatograma gerado pelo
modelo estrutural computacional € comparado aos contatogramas de outras proteinas com
estrutura determinada experimentalmente, onde os contatos sao utilizados na predigao da
estrutura para modificar o potencial estatistico de enovelamento e o processo de guia do
enovelamento. Como muitas distancias sado analisadas, podem ser associadas as
informagdes relacionadas as distancias com informagdes de covariagdes, estruturas locais e
identidade de residuos adjacentes.

As estruturas modeladas que respeitam as distancias preditas sao geradas através
da construgdo de um potencial total, que representa as melhores conformagdes em funcao
dos angulos de torcdo ¢ e Y gerados pelas restricbes impostas pelas distancias. Um termo
de torcao e impedimentos estéricos sao adicionados ao potencial total, nos quais estao em
fun¢ao dos angulos ¢ e Yy e podem ser otimizados por gradiente descendente (algoritmo de

otimizagdo que minimiza algumas fungbes). Através do gradiente descendente realizado
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pelo pareamento com estruturas resolvidas, sao encontradas uma série de angulos de
torcao que minimizam o potencial especifico da proteina. As estruturas secundarias sao
preditas a partir da distribuicado dos angulos de tor¢ao preditos, € um conjunto de estruturas
com baixo potencial sdo gerados a cada ciclo de otimizagao por gradiente descendente, que

convergem até a estrutura de menor potencial (Senior, et al. 2020).
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Figura 16. Contatograma das distAncias dos aminoacidos de uma proteina em sua conformagio, nativa
tridimensional, removido de Senior, et al. (2020). A predi¢do das distancias entre 0s aminoacidos ocorre através
da determinagio da distancia entre os aminoacidos de uma estrutura tridimensional, nos quais s&o plotadas em
uma matriz formada pela sequéncia de aminoacidos x sequéncia de aminoacidos, denominado de contatograma.
O contatograma ¢ utilizado na busca por proteinas homdlogas para modelagem por homologia.

Sendo assim, as predigdes computacionais da estrutura de alta resolugdo de
proteinas incluem os angulos de tor¢do do backbone e as distancias entre os pares de
residuos. As probabilidades previstas baseadas em principios sdo combinadas para formar
um potencial especifico da proteina, representando a melhor dentre as possiveis
conformagbes estruturais que respeitam os principios aplicados na modelagem (Senior, et
al. 2020). Neste sentido, a procura pela conformacao estrutural de proteinas é baseada em
um problema de otimizagao, onde & procurado a conformagdo com menor energia livre e
com a menor diferenga entre a conforma¢ao predita e a estrutura nativa da proteina. Hoje
em dia estdo sendo utilizados “deep learning” e “machine learning” nas predi¢des estruturais
de proteinas, melhorando significativamente a acuracia das predigbes. O deep learning
utiliza redes neurais para predizer estruturas secundarias, inferir distancias ou contato
inter-residuos, avaliar a qualidade dos modelos e construir estruturas utilizando a sequéncia
de ponta a ponta (Huang, et al. 2023).

O AlphaFold2 é um software que utiliza uma combinagao de duas redes neurais e
modelagem por homologia para gerar modelos que podem ter acuracia experimental
(Bertoline, et al. 2023). AlphaFold2 incorpora novas arquiteturas de redes neurais e
procedimentos de machine learning baseadas nas restricdes evolutivas, fisicas e
geométricas das estruturas de proteinas. E utilizada uma rede neural treinada nas estruturas
do PBD para predizer distancias entre os atomos de carbono B dos residuos de uma

proteina. A rede neural do AlphaFold2 é capaz de aprender com dados do PDB e criar um
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método indutivo fisico e geométrico, assim as estruturas produzidas sao treinadas para
serem mais parecidas com as estruturas do PDB (Senior, et al. 2020; Jumper, et al. 2021).

A rede neural do AlphaFold2 processa a entrada de dados (input) através de
repetidos blocos de novas redes neurais, denominado de Evoformer, permitindo o raciocinio
entre as relagbes espaciais e evolutivas através da troca de informagdes entre o
alinhamento multiplo de sequéncias e representagdo de pares (figura 17A). Tais trocas de
informagdes ocorrem através de componentes baseados em atencao e nao atencao, criando
hipéteses estruturais com continuo refinamento através das repeticbes dos blocos

Evoformer (Jumper, et al. 2021).
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Figura 17. Modelo das redes neurais e processos realizados pelo AlphaFold2, removidos de Jumper, et al.
(2021). A) Arquitetura do software AlphaFold2. As sequéncias de aminoacidos s&o inseridas no input e
consecutivamente é realizado um alinhamento multiplo de sequéncias para buscar por sequéncias homologas e
comutagdes. Ao mesmo tempo é realizada uma modelagem ab initio e gerado um contatograma da estrutura
modelada, o qual é comparado com outros contatogramas gerados por machine learming. Os contatos e
sequéncias homologas passam por blocos Evoformer para refinamentos e por final é gerado um modelo
estrutural de alta resolucdo. B) Representagdo dos pares por contatograma e tridngulos multiplicativos de
auto-atencdo, onde os quadrados vermelhos (esquerda) e circulos (direita) representam os residuos de
aminoacidos.

Os elementos dos pares inferem informagdes sobre a relagao entre os residuos e
realizam uma analise através de triangulos multiplicativos (figura 17B), onde analisam as
distancias entre os pares de aminoacidos e avaliam a distancia utilizando os componentes
de atencado e nao atengao. Adicionalmente, a cada bloco Evoformer é realizado um novo
alinhamento multiplo de sequéncias, o qual é associado as informagdes dos componentes

de atenc¢do e nao atengao gerados pela andlise dos pares. Dessa forma, a repeticao dos
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blocos Evoformer garantem que os pares de contato sejam refinados através do refinamento
do alinhamento multiplo de sequéncias (Jumper, et al. 2021).

A partir da discriminagao das distancias entre os aminoacidos do polipeptideo sao
realizados enovelamentos locais, os quais sao utilizados para prever as consecutivas
conformagbes possiveis até a conformacdo de menor energia livre. Dessa forma, um
backbone de uma estrutura tridimensional é construida a partir dos pares de contato,
alinhamentos multiplos e enovelamentos locais, onde as representagdes da geometria do
backbone (atomos do N-Ca-C) sao priorizadas em relagéo as cadeias laterais, nas quais as
localizagbes sdo altamente restritas dentro da representagdo do backbone. A geometria da
ligacao peptidica nao é restritiva pois a utilizagdo da cadeia aberta permite os refinamentos
locais, e durante o refinamento a geometria das ligagdes peptidicas s&o encorajadas
(Jumper, et al. 2021).

Essas etapas s&o realizadas consecutivamente associadas aos mecanismos de
machine learning, nos quais utilizam vias neurais que otimizam as informagdes processadas
de acordo com os dados adquiridos ao longo da modelagem, fazendo ajustes ao longo do
processo. Dessa forma, apds os enovelamentos locais ocorrem buscas por proteinas que
possuem padrdes de enovelamento semelhantes, e posteriormente é realizada uma
modelagem comparativa e novamente uma analise da distédncia entre os aminoacidos.
Essas novas distancias entre os aminoacidos s&o otimizadas e novamente sao realizados
enovelamentos locais até a conformacdo de menor energia livre, com posterior otimizagao
do modelo tridimensional (figura 17A) (Jumper, et al. 2021).

A andlise da qualidade do modelo gerado pelo AlphaFold2 é realizada através do
teste de diferenca de distancia local predito (predicted local distance difference test - pLDDT)
e o plot de Ramachandran (Jumper, et al. 2021; Huang, et al. 2023). O pLDDT avalia a
distancia local de todos os atomos do modelo com os atomos do template (Mariani, et al.
2013). Diferentemente da raiz quadrada do desvio quadratico médio (Root Mean Square
Deviation - RMSD), o qual sobrepbde duas estruturas e analisa o RMSD dos atomos, o
pLDDT nao sobrepde duas estruturas para avaliar os posicionamentos entre o atomos do
template com os atomos do modelo. O pLDDT avalia as distancias entre os atomos da
mesma molécula e compara com as distancias entre os atomos da molécula template.
Utilizando a diferenca entre os raios das distancias entre os atomos da molécula template
com os atomos da molécula modelo € obtido o raio de inclusdo, onde caso as distancias
forem diferentes é um indicativo de que as estruturas sao diferentes, por outro lado, se as
distancias estiverem dentro do raio de inclusdo € um indicativo de que as estruturas sao
semelhantes. Sendo assim, os niveis de semelhanga entre as estruturas é discriminado ao
longo da cadeia polipeptidica, indicando as regides que possuem desde 6tima semelhanga

(azul escuro) a semelhanga nenhuma (vermelho), discriminando as regides com alto grau de
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homologia das regides com baixo grau de homologia (figura 18A) (Senior, et al. 2020;
Jumper, et al. 2021; Huang, et al. 2023).
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Figura 18. Grafico de pLDDT e exemplo de estrutura modelada pelo AlphaFold2, removidos de Azzaz & Fantini
(2022). A) O plot & gerado pela relagdo dos valores de pLDDT pela sequéncia de aminodcidos. E possivel
observar que no exemplo, o modelo 1 é o que possui maiores valores de pLDDT em relagZo aos outros modelos.
No entanto, existem regides que possuem baixos valores de pLDDT e em relagdo aos valores do restante da
cadeia polipeptidica. B) Os scores do pLDDT s&o representados na estrutura tridimensional do modelo gerado
pelo AlphaFold2 em escalas de cores. As estruturas secundarias geralmente apresentam bons scores de
confiabilidade, por outro lado os segmentos desordenados ndo apresentam bons scores de confiabilidade por
serem segmentos méveis com grande grau de movimentagdo.

Sendo assim, o grafico do pLDDT mostra no eixo x as posi¢des de cada
aminodacido e no eixo y o pLDDT de cada aminoacido (figura 18A) (Senior, et al. 2020;
Jumper, et al. 2021; Huang, et al. 2023). Quanto maior a semelhang¢a na posi¢cao dos atomos
entre o template e o modelo, maior é o valor de y (que € expresso em percentual, de 0 a 100
de semelhanca). AlphaFold2 gera diversos modelos e realiza um rank entre os 5 melhores
modelos levando em relagdo o pLDDT, quanto maior for a qualidade do modelo mais regides
com pLDDT alto tera (figura 18B). O pLDDT igual ou maior que 90 indica regides de alto
grau de precisao na predi¢cao e podem ser utilizados para identificar e caracterizar sitios de
ligacao, sitio ativo. O pLDDT entre 70 e 90 indica que as cadeias laterais nao sao bem
modeladas e ndo possuem alto grau de predi¢ao, ja o backbone pode ser fidedigno. Ja o
pLDDT entre 50 e 70 indicam baixa confianga na predigao e as regides devem ser tratadas
com cautela (Senior, et al. 2020; Jumper, et al. 2021; Huang, et al. 2023). O AlphaFold2 ja
realiza a analise do grafico de Ramachandran, n&do sendo necessario a validacdo dos
angulos diedros do modelo pelos programas PROCHECK e PROBILITY.

O AlphaFold2 apresenta alta acuracia das predicbes das estruturas de proteinas,
como a cadeia principal, dominios e das cadeias laterais (quando a cadeia principal possui
alta confiabilidade). O aumento da confiabilidade dos modelos estruturais de proteinas pelo
AlphaFold2 tem impactado o desenvolvimento de novos farmacos, uma vez que nhao

possuimos estruturas de todos os alvos farmacoldgicos determinados de forma
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experimental. O AlphaFold2 consegue modelar algumas intera¢des proteina-proteina,
apesar de n&o modelar bem complexos oligoméricos e proteinas intrinsecamente
desordenadas (Senior, et al. 2020; Jumper, et al. 2021). O AlphaFold2 também pode ser
utilizado para melhora da resolu¢ao do problema da fase na difracdo de raio X de proteinas
(Huang, et al. 2023). Apesar do modelo gerado pelo AlphaFold2 ser uma foto da proteina, o
pLDDT pode ser utilizado para discriminar informagdes sobre a dindmica da proteina, onde
regides com baixos pLDDT podem ser atribuidos a alta flexibilidade da regido e ndo a uma

predicdo baixa da estrutura (Guo, et al. 2022).

1.4. Proteinas quinase

A fosforilagdo € um mecanismo reversivel catalisado por quinases, sendo a primeira
reacao de fosforilagao identificada no metabolismo do glicogénio. As quinases catalisam a
transferéncia do fosfato gama do ATP ou GTP para o grupo hidroxila dos residuos de serina
e treonina, e grupo fenol de residuos de tirosina do seu substrato, gerando monoéster de
fosfato (figura 19) (Keck, et al. 2015). Ja a remocgao do fosfato ocorre através da hidrolise do

monoéster de fosfato pelas fosfatases (Castelo-Soccio, et al. 2023).
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Figura 19. Fosforilagao de residuos de serina, treonina e tirosina por proteinas quinase, removido de Keck, et al.
(2015). O fosfato gama da molécula de ATP é transferido para o grupo hidroxila dos aminoacidos serina, treonina
e tirosina, com posterior liberagdo de ADP.

Aproximadamente um tergo das transferéncias do fosfato gama ocorrem no grupo
hidroxila dos residuos de serina, treonina e tirosina, denominados de O-fosforilacdo. A

fosforilagcdo de tirosina € pouco frequente em relagdo a fosforilagdo de serina e treonina.
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Alguns residuos de histidina e aspartato também podem ser fosforilados, denominados de
N-fosforilagdo. Neste sentido, as quinases sdo classificadas de acordo com os residuos
fosforilados por elas, como serina, treonina ou tirosina quinase. Geralmente as quinases que
fosforilam residuos de serina também fosforilam residuos de treonina, sendo denominadas
de serina/treonina quinase (Serine/Threonine Kinases - STKs). As quinases que fosforilam
os residuos de tirosina sdo denominadas de tirosina quinase (Tyrosine Kinases - TKs). E
existem as quinases que fosforilam os trés residuos, denominadas de quinases de
especificidade dual (Dual-Specificity Kinases - DSKs) (Keck, et al. 2015; Ardito, et al. 2017).

O dominio catalitico de proteinas quinases consistem de aproximadamente 250-300
aminoacidos, e o primeiro cristal de uma proteina quinase foi da subunidade catalitica da
proteina quinase A (Protein Kinase A - PKA). Foi demonstrado que as quinases possuem
uma estrutura globular dividida em dois lobos, lobo N e lobo C, com o sitio catalitico
localizado entre os dois lobos o qual é regulado pelo looping de ativacao e alfa-hélice C
localizada no lobo N (figura 20) (Knighton, et al. 1991; Hanks & Hunter, 1995; Arter, et al.
2022).

O lobo N das quinases possui 5 folhas-beta e ao menos uma alfa-hélice, e o lobo C
é composto por sua maioria de alfa-hélices e algumas folhas-beta (figura 20). Por
convencdo, as folhas-beta sdo numeradas e as alfa-hélices sdo nomeadas com letras
alfabéticas de forma crescente, comecando do N-terminal da proteina. O ATP fica localizado
na interface entre os dois lobos. Os lobos sdo conectados por uma curta sequéncia
denominada de Hinge, que também interage com a adenina do ATP através de duas
ligagbes de hidrogénio. O sitio catalitico & formado pelo sitio de ligagdo do ATP e o sitio de
ligacdo do polipeptideo. O sitio de ligagdo do polipeptideo é formado pela interface da

alfa-hélice C do lobo N com o looping de ativagao (Knighton, et al. 1991; Arter, et al. 2022).
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Figura 20. Representacdo estrutural de uma quinase tipica, removido de Arter, et al. (2022). Imagens
representativas do dominio quinase da Aurora A. O lobo N, lobo C e looping de ativagdo (A-loop) estdo anotados
pelas cores laranja, verde e amarela, respectivamente. As estruturas secundarias conservadas no dominio
quinase como as folhas-beta 1, 4, 5, 6 e 7, alfa-hélice C, sitio de interagdo do polipeptideo (area tracejada da
esquerda) e o looping alfaC-Beta4 (area tracejada da direita) estdo anotados na figura. As esferas vermelhas
representam o sitio de ligagéo de ATP.
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As proteinas quinases sao ativadas através de diversos mecanismos, como a
fosforilagdo do looping de ativagédo por outra quinase (frans-fosforilagdo) ou a autoativagéo
(cis-fosforilagao), ativagdo alostérica (interagdo entre duas quinases do mesmo tipo, a qual
induz modificacdo no sitio catalitico para um estado ativo sem realizar a fosforilagdo do
looping de ativagao) e foforilagdo de um segmento autoinibitério por uma segunda quinase
(Ardito, et al. 2017).

A conformacao estrutural do dominio quinase de diferentes proteinas quinases
foram determinadas experimentalmente, possibilitando a identificacdo de subdominios
conservados dentro do dominio quinase de células eucaridticas. O dominio catalitico de
quinases eucaridticas é subdividido em 12 subdominios conservados que se enovelam em
um core catalitico com estrutura semelhante (Hanks & Hunter, 1995).

Os subdominios conservados do dominio quinase descritos por Hanks & Hunter
(1995) estao descritos a seguir (figura 20): subdominio | das quinases eucariéticas possuem
a sequéncia consenso Gly-x-Gly-x-x-Gly-x-Val e esta localizado em uma volta- entre as
folhas-beta 1 e 2 (formando uma estrutura que envolve e ancora os fosfatos nao
transferiveis do ATP); subdominio Il é caracterizado por uma Ala-x-Lys dentro da folha-beta
3, onde a alanina contribui em um bolséo hidrofébico para o anel purinico do ATP, enquanto
a lisina auxilia no ancoramento e orientacdo do ATP através da interacdo com os fosfatos a
e [3; subdominio Il é representado pela alfa-hélice C, possuindo um glutamato localizado
centralmente na hélice, auxiliando na estabilizacdo da interacido entre a Lisina do
subdominio Il com os fosfatos a e f do ATP; subdominio IV é caracterizado por uma
folha-beta 4 com caracteristica hidrofébica; subdominio V conecta o lobo N com o lobo C do
dominio quinase, é composto por uma folha-beta 5 com caracteristica hidrofébica localizada
no final do lobo N e conectada a alfa-hélice D localizada no inicio do lobo C. A regido de
conexao entre os lobos N e C auxilia na ancoragem do ATP através da formagao de uma
cavidade hidrofébica para o anel da adenina, e realiza ligacdo de hidrogénio com a ribose do
ATP além de estar envolvida na interagcdo com o peptideo-substrato; subdominio VIA é
caracterizado por uma grande e hidrofébica alfa-hélice E, estendendo-se ao longo do lobo C
e agindo como uma estrutura de suporte do dominio quinase; subdominio VIB apresenta
uma volta-B entre as folhas-beta 6 e 7, sendo presente o motivo consenso
His-Arg-Asp-Leu-Lys-x-x-Asn (HRDLKxxN) e Asp-lso-Lys-Pro-Ala-Asn (DIKPAN), nos quais
sao sequéncias atribuidas ao sitio ativo. Este subdominio possui residuos de aminoacidos
relacionados com a interagcdo com o peptideo-substrato e com as reagdes de transferéncia
do grupo fosforil (agindo como aceptores de prétons do substrato, como estabilizadores da
ribose do ATP e como neutralizadores da carga negativa do fosfato y e do segundo ion Mg#,
o qual se liga ao fosfato a e y do ATP); subdominio VII apresenta uma volta-§ entre as

folhas-beta 8 e 9, que possui o motivo Asp-Phe/Leu-Gly (DFG ou DLG) e auxilia na
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orientagdo do fosfato y do ATP através da interagdo com ions Mg*" que interage com os
fosfatos B e y do ATP; subdominio VIl estd relacionado com a estabilizagdo do lobo C,
reconhecimento dos substratos ou pseudo-substratos, localizacdo do motivo conservado
Ala-Pro-Glu (APE) e do looping de ativagdo (a reacdo de fosfotransferéncia para este
segmento faz com que os oxigénios do grupamento fosfato formem ligagbes de hidrogénio
com residuos de Arg e Lys, estabilizando o looping em uma conformagao que permite a
orientagdo do peptideo do substrato). Podem ocorrer modificacées no subdominio VIII apds
a interagcdo da quinase com outro ligante (proteina/DNA/RNA), essa modificagdo movimenta
o looping para uma conformacao favoravel para a fosforilagdo do looping, ou para uma
posicao que favoregca a atividade quinase sem modificagdo poés-traducional no looping;
subdominio IX corresponde a longa alfa-hélice F, realizando uma ligacao de hidrogénio com
uma sequéncia que precede o looping de ativagao, estabilizando o looping; subdominio X é
pouco conservado com fungao variavel dentro de cada tipo de quinase, possuindo diversas
insergdes entre o subdominio X e XI em diferentes quinases; subdominio XI se estende até
o C-terminal do dominio quinase.

O genoma humano possui aproximadamente 518 genes de proteinas quinases, as
quais sao divididas em grupos, familias e subfamilias. A maioria das quinases possuem
outros dominios associados a sua estrutura, podendo regular a atividade quinase,
localizacdo ou oligomerizagdo (Knighton, et al. 1991; Hanks & Hunter, 1995; Arter, et al.
2022). Interessantemente, mais de 30% de todas as proteinas humanas podem sofrer
fosforilagcdo. Dessa forma, proteinas quinases sao componentes chaves na sinalizacao
celular, induzindo respostas rapidas frente ao sinal intra e extracelular. A fosforilagcdo € um
mecanismo de regulagido presente na maioria dos processos celulares, como regulacao da
sintese de proteinas, crescimento, divisao e morte celular, desenvolvimento e
envelhecimento. Muitas enzimas e receptores séo ativadas ou inativadas por fosforilacdo. O
mecanismo de fosforilagdo ndo apenas regula vias de sinalizagdo, as fosforilagdes
controlam a amplitude dos sinais transduzidos pelas vias de sinalizacéo devido ao fato de
serem reacgbes rapidas e reversiveis (Ardito, et al. 2017). Dessa forma, a desregulacéo da
funcdo de proteinas quinases possui grande impacto no desenvolvimento de patologias
como doengas imunoldgicas, cardiovasculares, neurodegenerativas, metabdlicas,
inflamatérias, infecciosas e o cancer. Neste sentido, as proteinas quinases sao alvos clinicos
importantes onde existem diversos inibidores de quinases aprovados para uso clinico nos
quais estao distribuidos dentro do quinoma humano (figura 21) (Kannaiyan & Mahadevan,
2018).
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Figura 21. Mapa filogenético do quinoma humano associado aos inibidores aprovados pela FDA no
tratamento de tumores solidos e hematoldgicos, removido de Kannaiyan & Mahadevan (2018). Os circulos
vermelhos indicam as quinases que possuem inibidores aprovados para uso clinico. As quinases dos circulos
azuis representam as serina/treonina quinases e os circulos roxos representam as tirosinas quinases.

1.5. NEKs

As Neks (NimA-related kinases) sdo uma familia de proteinas serina/treonina e
tirosina quinases altamente conservadas. O protétipo da familia Neks é a proteina NimA
(Never in mitosis, gene A), uma serina-treonina quinase identificada e caracterizada
funcionalmente nos fungos Aspergillus nidulans, sendo critica para a progressdo do ciclo
celular e inicio da mitose (figura 22A) (Bergen, et al. 1984).

A homologia com o dominio quinase da NimA é o requisito para pertencer a familia
das Neks. No genoma de Homo sapiens, até o momento foram identificados e confirmados
11 membros desta familia, NEK1 a NEK11, nos quais formam um ramo evolutivo
independente no quinoma humano (figura 22B) (Kooij, et al. 2019). Os dominios quinase das
NEKs possuem 40-50% de homologia entre si e em relagao a NimA (Fry, et al. 2012), no
entanto, as NEKs apresentam diferencas estruturais além do dominio quinase. Semelhante

a NimA, as NEKs possuem anotag¢des para segmentos coiled-coil e sequéncias PEST, além
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do dominio RCC1, sequéncia Dead-box e repeticbes Armadillo (figura 22A) (Moniz, et al.
2011; Fry, et al. 2012).

A.nidulans
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Figura 22. Alinhamento mudltiplo dos dominios quinase das NEKs e Nima, e dendrograma de quinases
eucarioticas, removidos de Moniz, et al. (2011) e Manning, et al. (2002). A) Alinhamento do dominio quinase das
NEKs e NimA (retirado de Moniz, et al. 2011) com anotagbes dos dominios coiled-coil, RCC1, DEAD-BOX,
sequéncias PEST, Armadillo e tirosina auto-inibitoria (TYR-Down). B) Dendrograma do dominio catalitico de 491
proteinas quinases eucaritticas (retirado de van de Kooij, et al. 2019). Podemos observar grandes ramos
filogenéticos nas familias TK, TKL, CMGC, CAMK, AGC, CK e STE, onde o ramo das NEKs (ampliado) esta
localizado mais proximo ao ramo da familia CAMK, entre as familias de quinases FUSED/ULK e de
pseudo-quinases TRB (Manning, et al. 2002).

Dessa forma as fungbes das NEKs podem ser quinase dependente e independente,
e estao envolvidas na regulagao do ciclo celular, metabolismo do cilio primario e estabilidade
do genoma nuclear (figura 23) (Fry, et al. 2012; Pavan, et al. 2021). Entretanto, foram
elucidadas novas fungdes das NEKs envolvendo a regulacdo de splicing de mRNAs,
inflamacao, metabolismo energético e homeostase mitocondrial (Basei, et al. 2024). A

Tabela 1 sumariza as fungbes das NEKs descritas na literatura.
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Progressdo mitotica

Fungéo ciliar
NEK1
NEK4
NEKS
NEK9

Checkpointem § Sinalizagdo de proliferagéo

NEKS NEK3
NEKS NEK6
NEK8

Figura 23. Contribuicao das NEKs para a progressao do ciclo celular, metabolismo do cilio primario e estabilidade
do genoma nuclear, adaptado de Fry, et al. (2012). Podemos observar que as fungdes relacionadas a progressao
do ciclo celular das NEKs estao distribuidas entre seus membros.

Alteragdes na fungao ou no niveis proteicos das NEKs estdo associados a diversas
condicbes patolégicas, como doengas neurodegenerativas, inflamatorias, ciliopatias e
distrofias, além de estarem associados a formacgdo e progressdo dos canceres. Neste
sentido, as NEKs também sao alvos farmacoldgicos e existem inibidores para alguns
membros da familia, nos quais ainda sao alvos de estudos na busca de novos inibidores

para uso clinico (Peres de Oliveira, et al. 2020).
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Tabela 1. Fungbes propostas para as quinases NEKs de humanos, adaptada de Quarmby &

Mahjoud (2005).

Proteina Funcgoes descritas na literatura
Alteragbes no gene NEK1 em animais sdo modelos para a doencga policistica renal em humanos.
NEK1 Interage com proteinas envolvidas no ciclo celular e no reparo do DNA.
Mecanismo de reparo por homologia.
Papel na resposta a dano ao DNA induzido por radiagao ionizante.
Localizado em centrossomos e cinetdcoros.
NEK2 Fosforila a C-Napland NIp no centrossomo.
Regula a separagéo do centrossomo na transi¢do G2/mitose.
Possivel papel na regulagéo do fuso mitético.
NEK3 Modula a sinalizagéo dos receptores de prolactina.
Aumento da expressao esta relacionado com baixo prognéstico de pacientes com cancer gastrico.
NEK4 Reparo de DNA, splicing RNA.
NEK5 Respiragéo mitochondrial.
Substrato da caspase 3, promovendo diferenciagao das células do musculo esquelético.
Regulagéo dos telémeros através da fosforilagdo de TPP1.
Estabilizagéo das fibras do cinetdcoro através da fosforilagdo de HSP72.
NEK6 Relacionado com cancer de prostata resistente a castracéo.
Fosforila o fator de transcrigdo FOXJ2.
Interator de RGS2.
Centrossomo.
Ativagao do inflamassoma NLRP3.
NEK7 Participa da mesma cascata de sinalizagao na mitose que Nek6.
Interator de RGS2.
Centrossomo.
NEKS Aumento da expressado em cancer de mama.
Estabilidade na forquilha de replicagdo mediada por RAD51.
Associagdo ao Bicd2 in vivo, fosforilagdo de Bicd2.
Regula o alinhamento e a segregacédo dos cromossomos na mitose.
NEK9 Mediador da organizagéo dos cromossomos e do centrossomo.
Ativa a Nek6 durante a mitose.
Regula a progressao de G1 e S através da interagdo com o complexo facilitador da transcrigao da
cromatina (FACT)
NEK10 Resposta a dano ao DNA induzido por UV
Quinase responsiva a estress replicativo e a danos ao DNA.
NEK11 P P

E ativada pela Nek2a em células com defeito na progressao do ciclo celular em G1/S.
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1.6. NEK6

A NEKG6 é paraloga da NEK7, e o locus Crb2-Dennd1A-Lhx2-Nek6 do cromossomo
9933.3 e o locus Crb1-Dennd1B-Lhx9-Nek7 do cromossomo 1q31.3 sdo regides paralogas
do genoma humano (Katoh & Katoh, 2004). O gene da NEK6 possui aproximadamente
95.000 pb (NCBI), ja o gene da NEK7 possui aproximadamente 165.000 pb (NCBI).

A NEKG6 e a NEK7 sdao os menores membros da familia NEK, onde a NEK6 possui
313 aminoacidos com massa molecular de 35 kDa e a NEK7 com 302 aminoacidos e 34
kDa. Elas consistem praticamente de um N-terminal regulatério curto e desordenado
seguido do dominio quinase no C-terminal (figura 22A). As sequéncias da NEK6 e NEK7
possuem 77% de identidade, com 86% de identidade no dominio quinase e 20% de
identidade no N-terminal curto e desordenado (Meirelles, et al. 2011).

O C-terminal e N-terminal da NEK6 possuem interatores diferentes, onde o mesmo
ocorre com a NEK7. No entanto, apesar da alta homologia entre a sequéncia de
aminoacidos e caracteristicas estruturais entre a NEK6 e NEKY7, os interatores do N-terminal
desordenado e dominio quinase sao diferentes entre elas, com alguns interatores no
dominio quinase sendo compartilhados, nos quais estdo relacionados com as fungdes
compartilhadas entre NEK6 e NEK7 na mitose (Meirelles, et al. 2011; de Souza, et al. 2014).

Até o presente momento, ndo existem modelos estruturais de alta resolugao
gerados por difragdo de raio X de cristais da NEK6 na literatura, apenas para NEK7. No
entanto, existem diversos trabalhos que realizaram modelagem por homologia da NEKG6
utilizando os modelos estruturais de alta resolu¢gdo da NEK7 como template (Meirelles et al.
2011; Moraes, et al. 2015; de Donato, et al. 2018). Dentre os modelos da estrutura de alta
resolugdo da NEKG6 gerados pelos diferentes trabalhos, o modelo gerado por Meirelles et al.
(2011) apresenta as melhores predigdes. Os autores identificaram que a NEK6 possui
estrutura monomérica globular levemente alongada com o N-terminal flexivel e
desordenado, e realizaram modelagem de corpo rigido dos modelos estruturais gerados in
silico com informagdes do envelope molecular da NEK6 obtidos por SAXS combinado com
calculos ab initio (Meirelles, et al. 2011).

Meirelles et al. (2011) utilizaram a construgdo 6xHis NEK6 S206A purificada de
bactérias para a analise por SAXS, onde através da analise de Guinier e Kratky foi
demonstrado um raio de giro de 32,0 + 1,0 Ae324+08A, respectivamente, e dimensao
méaxima de aproximadamente 110 A através da anélise de Kratky. Os dados de SEC-MALS
(Size-Exclusion Chromatography coupled to Multi-Angle Light Scattering) sdo associados
aos dados de SAXS para caracterizar a amostra e demonstrar que nao houve agregagao ou
formacado de complexos da amostra. Neste sentido, a analise por SEC-MALS da 6xHis

NEK6 S206A demonstrou a natureza monomérica desta constru¢do. O raio de Stokes (Rs)
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de polipeptideos pode ser calculado por SEC-MALS a partir da construgao de uma curva de
calibracdo com diferentes polipeptideos de massa molecular e Rg conhecidos. Para o
célculo do Rg é identificado o coeficiente de particdo (K,,) das proteinas padrdao e da
proteina de interesse através da relacdo dos volumes injetados, morto e total da coluna
cromatogréfica (Tiroli e Ramos, 2007), sendo é realizado uma regressao entre 0 Rg € Kyy.
Meirelles et al. (2011) purificaram NEK6 WT, S206A e com truncamento do
N-terminal (A1-44 NEK6 WT) expressas em bactérias com e sem a A-fosfatase para a
analise da relagao do status de fosforilacdo e do N-terminal com o0 Rg da NEK6. A NEK6 WT
desfosforilada apresenta um Rg de 2,1 nm, enquanto a NEK6 WT fosforilada apresenta um
Rs de 2,6 nm e o truncamento do N-terminal (A1-44 NEK6 WT) reduz o Rg para 1,8 nm. Isso
indica que a fosforilagdo da NEK6 modifica sua conformacgao e seu N-terminal é responsavel
pelo seu alongamento (Meirelles, et al. 2011). A razdo Rg/Rg é utilizada para indicar
conformacbes estruturais, como esferas homogéneas (razdo de 0,78) a espirais alongadas e
elipséides (razdo acima de 2). O Rg por SEC-MALS (2,6 nm) e raio de giro por SAXS (3,2
nm) da NEK6 sao valores proximos, dando uma razido Rg/Rgs de 1,3, sendo mais um
indicativo de que sua estrutura é globular levemente alongada (Meirelles, et al. 2011).
Meirelles et al. (2011) utilizaram diversos softwares para identificar qual € o melhor
modelo da estrutura de alta resolucdo da NEK6. Os autores utilizaram os softwares
I-TASSER, Geno3D, 3D-JIGSAW, SWISS-MODEL e o MODELLER 9v8 para modelagem por
homologia da NEK6 sem o N-terminal desordenado e com a mutacdo S206A, utilizando o
cristal 2WQM da NEK7 como template. Foi identificado através da andlise da qualidade
estereoquimica pelo plot de Ramachandran que o SWISS-MODEL gerou o modelo mais

aceitavel dentre os softwares utilizados (figura 24A).

Figura 24. Representagéo do envelope molecular, modelos alocados no envelope molecular e modelo estrutural
de alta resolugdo da NEKG6, removidos de Meirelles, et al. (2011). A) Modelo molecular comparativo da NEK6
S206A baseado na estrutura da NEK7 do cristal 2WQM. Os lobos N e C estdo representados de azul e verde,
respectivamente. O looping de ativagdo (T-loop) foi modelado pois os cristais de NEK7 n&do possuem este
segmento resolvido. N&o foi realizada a modelagem do N-terminal desordenado. B) Visao ortogonal do envelope
molecular médio do modelo da NEK6 de baixa resolugdo BUNCH. C) Dois modelos tipicos e uma superposicao
de modelos de baixa resolugdo da NEK6 S206A obtidos a partir de dados de SAXS usando uma combinagao de
calculos ab initio e modelagem de corpo rigido.
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A reconstrucdo do envelope molecular através dos dados de SAXS é realizada por
diversos softwares, onde utilizam reconstrucdes ab initio. Meirelles et al. (2011) realizaram a
reconstrucdo do envelope molecular com os dados de SAXS utilizando os métodos de
atomos ficticios ab initio (DAMMIN) e residuos ficticios ab initio (GASBOR) (figura 24B). Os
autores utilizaram os modelos BUNCH para modelar a estrutura da NEK6 modelada in silico
com a reconstrugdo do envelope molecular construido com os dados de SAXS (figura 24C).
O N-terminal desordenado nao foi modelado, apenas foi representado alguns possiveis
posicionamentos obtidos pelos métodos DAMMIN e GASBOR (figura 24C). O software
BUNCH realiza modelagem de corpo rigido, sendo possivel utilizar dados de SAXS para
ajustar os modelos estruturais de alta resolugdo. Modelagem de corpo rigido utiliza estrutura
de polipeptideos modelados computacionalmente ou resolvidos experimentalmente
(cristalografia), nos quais realizam movimentos rotacionais e translacionais em 3 eixos para
determinar a melhor orientagdo da molécula dentro de um determinado molde.

O conteudo de alfa-hélices, folhas-beta, voltas beta e espirais aleatérias presentes
na 6xHis NEK6 S206A foram determinados por Meirelles et al. (2011) através da
deconvolugédo do espectro de dicroismo circular (Tabela 2). Meirelles et al. (2011) também
realizaram uma analise da estrutura secundaria através dos softwares PredictProtein/Prof,
PSIPRED, SSpro, SOPMA e GOR4 ¢ identificaram que a estrutura da NEK6 é composta por
34% de alfa-hélices, 12% folhas-beta e 54% de espirais, que sdo valores proximos aos
observados pela deconvolugdo do espectro de dicroismo circular (Tabela 2). Esses dados
corroboram com o fato das quinases possuirem mais alfa-hélices em relagao a folhas-beta
na estrutura (figura 20), e a diferenca nos valores de alfa-hélices observadas pela
deconvolugao podem ser explicadas pela dindmica da estrutura e dispersdo das moléculas

em solugao.

Tabela 2. Porcentagem de estruturas secundarias preditas na estrutura da NEK6, removido
de Meirelles et al. (2011).

alfa-hélice

folhas-beta

Voltas beta

Espirais

Predigoes in silico*

34%

12%

54%

Deconvolugao do espectro de dicroisn
circular - software CDNN**

41,7%

13,2%

15,7%

25,8%

Deconvolugao do espectro de dicroisn
circular - software K2d**

41%

17%

42%

Deconvolugédo do espectro de dicroisn

circular - Correia & Ramos (2009)**

38,6%

*Softwares PredictProtein/Prof, PSIPRED, SSpro, SOPMA e GOR4 (Meirelles, et al. 2011)

**Deconvolucao do espectro DC da NEK6 recombinante analisada a 4°C (Meirelles, et al. 2011)
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A NEKG6 possui distribuicao citosélica e nuclear nas células ao longo da interfase
(Jeon, et al. 2010). Durante a mitose, ocorre o aumento dos niveis protéico de NEK6
concomitante ao aumento de sua atividade quinase (Yin, et al. 2003). E possivel observar a
translocacdo da NEKG6 para estruturas mitéticas durante as diferentes fases da mitose. A
NEK6 sofre translocacdo para os centrossomos, fuso mitético e cinetdécoro durante a
metafase, centro do fuso mitético durante a anafase e para o “midbody” durante a citocinese
(O’Regan, et al. 2009; Rapley, et al. 2008). Dessa forma, a fungdo mitdtica da NEKG6 esta
relacionada com a separagao dos centrossomos associado a modulagdao da formacao,
integridade e movimento do fuso mitético e das fibras do cinetdécoro, sendo necessaria para
a segregacao cromossomal na transicdo da metafase para anafase do ciclo celular (figura
25) (O’Regan, et al. 2009; Meirelles, et al. 2014).
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. Nup98 ' & ;
@ Hsp72 3 =
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Figura 25. Funcgbes e regulagdes do eixo mitdtico das NEKs formado pelas NEK6, NEK7 e NEK9, removido de
Fry, et al. (2017). Médulo de ativagdo da NEK9-NEK6-NEK?7 durante a mitose. Durante a transigdo da fase G2
para mitose, CDK1 fosforila a NEK9 na S869 criando um sitio de ligacdo para o dominio polo-box da PLK1, o
qual fosforila a S210 da NEK9 causando sua ativagdo. Durante a transicdo G2/M, NEK9 ativada fosforila NEDD1,
um adaptador do complexo y-TuRC (gamma-tubulin ring complex), que é recrutado para o PCM (material
pericentriolar) e esta relacionado com a maturagdo dos centrossomos. Apds a maturagdo, os centrossomos
passam pelo processo de separagdo e migram para polos opostos da célula, um processo que envolve a
nucleagdo de microtubulos e formagédo do fuso mitdtico. A NEK9 ativada apds fosforilagdo da S210 sofre
autofosforilagdo do C-terminal, possibilitando a interagdo com a NEK6 no qual é ativada e recruta EG5 para o
centrossomo, causando sua separagao. A fungdo mitética da NEK6 também esta relacionada com a quebra do
envelope nuclear, organizagdo do fuso mitético, organizagéo das fibras do cinetdcoro e citocinese através da
fosforilagdo da NUP98, HSP72, MKPL2 e KIF14, respectivamente.
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A NEKG6 é considerada uma NEK mitética junto da NEK7 e NEK9, e foram descritas
funcdes centrossomais durante o ciclo celular para a NEK2, NEK5, NEK6, NEK7 e NEK9
(Fry, et al. 2012). A NEK6 pode apresentar colocalizagdo com Gama Tubulina nos
centrossomos (Meirelles, et al. 2011). A localizagdo da NEKG6 nos centrossomos esta
relacionada a separagao centrosomal durante a mitose, regulando a localizagao e atividade
da EG5 nos centrossomos, o qual realiza atividade motora para movimentacdo dos
centrossomos até os poélos da célula mitética (Rapley, et al. 2008). Foi identificado a ativagao
da EG5 pela NEK6 e CDK1, nos quais induzem localizagao centrossomal da EG5 e geragao
de forca mecanica para movimentagdo e separagao dos centrossomos maturos para os
polos da célula (Rapley, et al. 2008).

Os centrossomos, diferentemente das mitocdndrias, reticulo endoplasmatico e
lisossomos, sdo organelas que nao sido delimitadas por membranas, sendo formadas
exclusivamente por proteinas (Conduit, P.,Wainman, A. & Raff, J. 2015; Pihan, et al. 2013).
Os centrossomos sdo formados por dois centriolos e material pericentriolar (pericentriolar
material - PCM). Nas células em quiescéncia ou em GO, os centriolos fazem parte do corpo
basal do cilio primario, enquanto que durante o ciclo celular ocorre a biogénese (duplicagéo
dos centriolos) e maturacdo (aumento do material pericentriolar) (figura 26A) onde o PCM
possui diferentes camadas de organizagdo proteica durante a mitose (figura 26B). Os
centrossomos maduros sdo nucleados pelos microtubulos para a separacdo dos
centrossomos nos polos da célula e separacdo das cromatides irmas de forma bipolar
(Conduit, P.,Wainman, A. & Raff, J. 2015; Pihan, et al. 2013).
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Figura 26. Centrossomos e sua organizagdo estrutural durante o ciclo celular. A) Relagdo do ciclo celular e
metabolismo do cilio primario e centrossomos, removidos de Conduit, P.,Wainman, A. & Raff, J. (2015). B)
Representacdo da organizagdo centrossomal e do material pericentriolar (PCM) de vertebrados, removido de
Pihan, et al. (2013).
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Os processos que regulam a biogénese, maturagéo e separagao dos centrossomos
podem apresentar defeitos e induzir aberracbes numéricas e morfolégicas nos
centrossomos, sendo a amplificacdo centrossomal uma das mais estudadas. Os principais
mecanismos envolvidos na amplificacdo centrossomal estdo relacionados ao excesso da
biogénese centriolar (formagdo de novo), excesso de duplicacdo (over duplication),
fragmentagdo por excesso de forca mecéanica sobre os centrossomos, fragmentagdo de
centriolos super alongados e falhas na citocinese (Sabat-Pospiech, et al. 2019; Mittal, K. et
al. 2022).

Centrossomos amplificados sdo marcas do cancer nos quais induzem instabilidade
gendmica, sendo uma forga formadora de novos subclones associados a agressividade das
células de cancer (figura 27). Neste sentido, a amplificacdo de centrossomos é comumente
observada em linhagens celulares de diverso tipos de cancer e em amostras clinicas de
diversos tipos de tumores (bidpsias), como mama, ovario, sistema nervoso central, célon,
pele, pulmao, prostata, renal e hematoldogicos (leucemia, linfoma e mieloma), sendo
observadas também em lesdes pré-cancerosas (Sabat-Pospiech, et al. 2019; Mittal, K. et al.
2022).

Interphase Prophase Prometaphase Metaphase Anaphase Telophase

Normal Cell

Cancer Cell

Figura 27. Imagens ilustrativas e imunofluorescéncia de células normais e células cancerosas com centrossomos
amplificados e sua organizacdo ao longo das diferentes fases do ciclo celular, removida de Mittal, K. et al. 2022.
Microtubulos estdo marcados para Gama Tubulina (verde), os centrossomos estdo marcados para a-tubulina
(vermelho) e o DNA indicado com Hoechst (azul). Barra de escala =5 uym.
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Quando as células que possuem amplificagao centrossomal entram na mitose, elas
tipicamente formam fuso mitético multipolar (figura 27) o qual induz a morte celular caso nao
seja corrigido a multipolaridade do fuso, devido a instabilidade gendémica gerada pelos
diversos vetores de forgas gerados sobre a cromatina (Sabat-Pospiech, et al. 2019; Mittal, K.
et al. 2022). Dessa forma, a morte celular pode ser induzida pela prolongada parada do ciclo
celular e apoptose, uma vez que a amplificagdo centrossomal induz ativacdo da p53 e
parada do ciclo celular induzida pela resposta ao dano no DNA. Por outro lado, a falta de
genes essenciais nas células filhas devido a aneuploidia também pode induzir a morte
celular (Sabat-Pospiech, et al. 2019).

Uma das formas das células tumorais lidar com o excesso de centrossomos e
reduzir a instabilidade genémica e morte celular, € através da inativagdo ou perda
(degradacao ou extrusdo) de alguns centrossomos e do agrupamento desses centrossomos
em dois pseudo-pdlos (figura 27) (Sampson, et al. 2017; Sabat-Pospiech, et al. 2019; Mittal,
K. et al. 2022). Os dois pseudo-polos do fuso mitético sdo formados por mais de um
centrossomo, nos quais o agrupamento gera dois vetores de forca para a separacido das
cromatides irmas, garantindo que a divisao mitética ocorra de forma bipolar e possibilite a
sobrevivéncia.

A NEK6 e a HSP72 sdo necessarias para o agrupamento (cluster) dos
centrossomos amplificados em pseudo-polos em células de tumores de mama (Sampson, et
al. 2017). A HSP72 é necessaria para a correta montagem do fuso bipolar e eficiente
segregacao dos cromossomos. Para isso, a HSP72 é substrato da NEK6 durante a mitose,
onde a HSP72 é fosforilada na treonina 66 pela NEK6 e induz o aumento de HSP72 nos
polos do fuso mitdtico e sitios do cinetécoro (O’Regan, 2015).

Entretanto, existem outras fungdes da NEK6 nao relacionadas a mitose (Fry, et al.
2012). A NEK®6 possui fungao na sinalizagao de proliferacao celular, através da fosforilagao e
ativagdo de STAT3 e fosforilagao e inibicdo da SMAD4 e OCT1 (Jeon, et al. 2010; Zuo, et al.
2015; Kan, et al. 2011). Recentemente, trabalhos do nosso grupo tém demonstrado a fungao
da NEK6 na homeostase mitocondrial, sistema antioxidante e balan¢o redox (Basei, et al.
2024; Pavan, et al. 2023).

A funcado da NEKG6 é regulada de forma semelhante a NimA. No inicio da mitose,
ocorre 0 aumento dos niveis de NEKG6 por sintese proteica junto a ativagdo induzida por
ativacao alostérica ou pela interagcdo com a NEK9. Ao sair da mitose, ocorre reducéo dos
niveis de NEK6 por degradagao e consequentemente reducio da atividade quinase (Fry, et
al. 2012). Foram identificados interagbes de elementos regulatorios distais com a regido
promotora do gene da NEK®G, onde sitios para CCCTC-Binding Factor (CTCF) localizados
distantemente da regido promotora formam contato com dois sitios de inicio de transcri¢cdo

do gene da NEKG6, formando um hub para “enhancers” e promotores de forma especifica ao
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tipo celular (Huang, et al. 2017). Entretanto, ndo foram identificados quais fatores de
transcricao, coativadores, corepressores e receptores nucleares regulam a regido promotora
da NEKG. Por outro lado, os niveis de NEK6 s&o regulados pela E3 ligase LNX1 (ligand of
numb-protein X 1) em macréfagos apoés infeccao por M. tuberculosis, onde LNX1 promove
poliubiquitinacao da lisina 174 da NEK6 e consequentemente degradagao proteassomal (Fu,
et al. 2020). No entanto, ndo existem evidéncias da regulacao da NEK6 pela LNX1 em
outros contextos celulares sem ser pela infeccao por M. tuberculosis.

De forma semelhante a NEK7, a ativagdo da atividade quinase da NEKG6 ocorre
tanto de forma alostérica quanto por fosforilagao da serina 206 (S206) localizada no looping
de ativacdo, podendo ocorrer ativagdo alostérica e fosforilagdo da S206 por outra NEK6
(autofosforilagdo) ou através da interagdo e fosforilagdo da S206 pela NEK9 (figura 25B)
(Rapley, et al. 2008). A regulacao alostérica da NEKG6 foi identificada devido a alta homologia
entre o dominio quinase da NEK6 e NEK7, e por uma série de estudos cristalograficos da
NEK?7 que identificaram regulacéo alostérica através da homodimerizagdo da NEK7 (Haq, et
al. 2015; Richards, et al. 2009). A homodimerizacdo da NEK?7 induz ativacdo pela liberacao
da tirosina 97 (Y97) da posi¢ao auto-inibitoria (TYR-down para TYR-up), que esta voltada
para o sitio ativo do dominio quinase formando uma ponte de hidrogénio com a leucina 181
do motivo DLG, bloqueando uma conformacado ativa da alfa-hélice C localizada no lobo N
(Haq, et al. 2015). Na NEK®6, o residuo de tirosina 108 (Y108) foi identificado com fungéo
auto-inibitoria (Richards, et al. 2009).

A homodimerizagcdo da NEK7 ocorre na orientacao “back-to-back” e essa interagao
ocorre de forma passiva ou induzida pela NEK9 (figura 28A). A homodimerizag&o passiva
ocorre entre a interacado de duas NEK7 na orientacdo back-to-back, causando sua ativagao
alostérica e posterior autofosforilagdo na serina 195 (S195) dentro do looping de ativagao,
mantendo sua ativagao estavel (Haq, et al. 2015). Na homodimerizagao da NEK7 induzida
pela NEK9 ocorre interacdo de uma sequéncia curta do C-terminal de homodimeros de
NEK9 (residuos 810 ao 828) com o lobo C de duas NEK7, causando aproximagio e
dimerizacdo da NEK7 (Haq, et al. 2015). Consequentemente, a dimerizagdo da NEK7 induz
a liberacdo da Y97 da posigao auto-inibitéria, ativagdo alostérica da NEK7 e posterior
autofosforilacdo na S195. A NEK9 também pode fosforilar a S195 da NEK7 apds a interacéo
entre elas, ativando a atividade quinase da NEK7. Entretanto, Haqg, et al. (2015)
identificaram que a interface back-to-back ocorre exclusivamente no lobo N do homodimero
de NEK7, e os residuos envolvidos nessa interface sdo criticos para a ativacdo da NEK7
pela dimerizagdo induzida pelo C-terminal da NEK9, onde mutacbes em residuos de
aminoacidos que estio localizadas na interface back-to-back, como N90OR e R155E, causam

inibicdo da atividade quinase da NEK7 mesmo na presenga do C-terminal da NEK9. Por
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outro lado, esses dados ndo indicam se os homodimeros de NEK7 sdo estaveis ou

transientes.
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Figura 28. Regulagéo da atividade quinase da NEKG6, adaptado de Pavan, et al. (2021). A) Mecanismos de
ativacdo da NEK7. A NEK7 é ativada por homodimerizagdo, a qual libera a Y97 da posicdo auto-inibitdria
causando sua ativagdo, e posteriormente a NEK7 pode ser autofosforilada ou fosforilada pela NEK9 na S195 o
qual induz estabilidade de sua ativagdo. B) A atividade da NEK6 é inibida pela remogdo de FBS e via
ATM/ATR-CHK1/CHK2 sensivel a cafeina apds estresse genotdxico. A inibicdo da atividade da NEK6 apds
estresse genotdxico ocorre para haver parada do ciclo celular em G2/M.

A NEK6 possui a capacidade de autofosforilagao in vitro (Belham, et al. 2003) € a
Y108 como um residuo auto-inibitério (Richards, et al. 2009; Haq, et al. 2015). Esses dados
indicam que a NEK6 possui regulagdo alostérica da atividade quinase induzida pela
formacédo de homodimeros na orientagcao back-to-back. Interessantemente, uma analise de
cromatografia de exclusdo acoplada a dispersao de luz multidngulo da 6xHis NEKG6 S206A
demonstrou uma natureza monomeérica, enquanto a 6XHIS NEK6 WT foi identificada como
mondémeros com uma pequena fracdo de homodimeros. A expressdao da NEK6 humana em

células procaridticas causa a autofosforilagdo da NEK6, e quando a 6XHIS NEK6 WT é
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desfosforilada pela A-fosfatase ela deixa de apresentar a pequena fragdo de homodimeros
(Meirelles, 2011). Dessa forma, esses dados indicam que existe uma pequena formacao
estavel de homodimeros de NEK6 de forma dependente da fosforilagdo da S206, no
entanto, nao foi identificado se existem outros residuos da NEK6 que sao fosforilados apds a
fosforilacdo da S206 para ocorrer a formagao do homodimero, e se a expressao em células
de humanos causa alguma alteragado na relagéo entre monémeros e dimeros uma vez que
os experimentos relatados acima foram realizados em proteinas expressas e purificadas de
bactérias.

O controle da atividade da NEK6 nao esta elucidado até o momento, mas existem
evidéncias da regulacdo de sua atividade e nivel protéico (figura 28B e Tabela 3), onde

podem ser regulados positiva ou negativamente por alguns compostos.

Tabela 3. Condicbes e tratamentos que afetam os niveis de mRNA e niveis proteicos da
NEKS6.

Aumento dos niveis de mRNA e/ou niveis Reducao dos niveis de mRNA e/ou niveis
proteicos de NEK6 proteicos de NEK6
e  Hipodxia moderada (1% O, por 24 horas) (Zuo, et al. e  Hipoxia severa (0,5% O, for 16 horas) (Brady, et al.
2015) 2017)
e  Hipodxia moderada (2% O, por 48-72 horas) e TGF-Beta 1 (Zuo, et al. 2015)
(Donato, et al. 2015) e  Berberina (Wang, et al. 2014)
e  Desferroxamina (mimetiza indugéo da HIF1a pela e  Mitramicina (inibidor da Sp1/survivina)
hipdxia) (Zuo, et al. 2015) (Fajardo, et al. 2011)

e  Eritropoetina (Gillinder, et al. 2017)

e  Combinagao de 5-Azacitidina (inibidor da DNMT1)
com 4-fenilbutirato de sédio (pequena chaperona
quimica e inibidor de HDAC)

(Thayanithy, et al. 2012)

e  GM-CSF (granulocyte macrophage-colony

stimulating factor) (Kimura, et al. 2009)

A regulacdo da atividade quinase da NEK6 sem alteracdo dos niveis protéicos
ocorre apos remocgao do FBS do meio de cultivo e apds estresse genotdxico (figura 28B)
(Minoguchi, et al. 2003; Lee, et al. 2008). A reducio da atividade da NEK6 ocorre de forma
rapida apos a remog¢ao do FBS do meio de cultivo, e isso ocorre mesmo com adi¢cao de
todos os aminoacidos no meio de cultivo, demonstrando que a reducédo da atividade da
NEK®6 ocorre pela remocgao de fatores mitéticos no meio de cultivo, como horménios, fatores
de crescimento e alguns fosfolipidios (Minoguchi, et al. 2003).

Ja apos tratamento com UV e IR, a atividade da NEK6 é regulada pela via
ATM/ATR-CHK1/CHK2 sensivel a cafeina, onde ocorre fosforilagdo da NEK6 pela CHK1 e
CHK2 com posterior parada do ciclo celular em G2/M. A inibi¢ao da atividade da NEK6 apods
estresse genotdxico esta associada a resposta ao dano no DNA da célula (Pavan, et al.
2021), o qual garante que a célula ndo prossiga na mitose com danos no genoma. Por outro
lado, a superexpressdo da NEK6 impede a parada do ciclo celular em G2/M apds estresse

genotdxico, ocasionando aumento de células na fase G1 e sub-G1 (Lee, et al. 2008). O
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mesmo ocorre em células superexpressando NEK6 apds tratamento com etoposideo
(Minoguchi, et al. 2003). Lee et al. (2008) identificaram através de ensaios in vitro que a
fosforilacdo da NEK6 pela CHK1 e CHK2 ocorre entre os aminoacidos 1 e 80 do N-terminal.
De forma interessante, Belham et al. (2003) apds superexpressdao de NEKG em células
HEK293, imunoprecipitagdo, separacdo em SDS-PAGE, digestdo das bandas da NEKG e
posterior analise de fosfopeptideos por espectrometria de massas, identificaram que entre
os aminodacidos 1 e 80, apenas a serina 37 (S37) da NEKG6 se apresenta fosforilada. A S37
apareceu como fosfopeptideo apenas na banda de migragéo lenta da NEK6 (NEKG6 ativa,
fosforilada na S206) no SDS-PAGE e em menor nivel em relagido ao fosfopeptideo da S206.
No entanto, os autores geraram mutacdes fosfomimética (S37D) e fosfodeficiénte (S37A) da
S37 da NEKG6 e nao identificaram alteracdo na atividade quinase através de ensaio in vitro
(Belham, et al. 2003).

Sendo assim, a regulacdo da atividade quinase da NEK6 ocorre apds estresse
genotoxico através da fosforilagdo do N-terminal (entre os aminoacidos 1 € 80 da NEKG6)
pela CHK1 e CHK2, enquanto a S37 da NEK6 é o unico residuo fosforilado dentro do
N-terminal encontrado experimentalmente, onde a mutagao fosfomimética da S37 nao altera
sua atividade quinase. Se de fato a S37 for o residuo fosforilado apds o estresse genotoxico,
tal contradicdo pode ser devido aos substratos utilizados para o ensaio quinase pelos dois
grupos. Ambos grupos utilizaram para o0 ensaio quinase imunoprecipitados de NEK6
superexpressa em células HeLa e HEK293 em proliferagdo. No entanto Lee et al. (2008)
utilizaram como substrato a proteina basica da mielina (Myelin basic protein, MBP),
enquanto Belham et al. (2003) utilizaram GST-p70S6K ACT104 T252A, a qual consiste na
proteina p70S6K sem os ultimos 104 aminoacidos do C-terminal (que confeie resisténcia a
inibicao da atividade quinase da p70S6K por rapamicina e remog¢ao dos aminoacidos do
meio de cultivo) associada a uma mutacdo da treonina 252 para alanina (que confere
inibicdo de sua ativagao por fosforilagdo). Como o N-terminal regulatério da NEK6 e NEK7
sdo funcionais e possuem interatores diferentes do C-terminal (Meirelles, et al. 2010; de
Souza, et al. 2014), a localizagao da S37 da NEK6 no N-terminal regulatério pode estar
associado a uma regulagdo dos interatores do N-terminal sem alteragdo da atividade
quinase da NEK6. Dessa forma, & possivel que a interpretacdo da inibicdo da atividade
quinase da NEK6 que ocorre apdés o estresse genotoxico seja devido a alteragdo da
afinidade da NEK6 pela MBP, e consequentemente sua fosforilagao.

Sendo assim, para melhor compreensao e hipoteses sobre a S37 na regulagao da
afinidade por alguns interatores da NEKG6, nos inicialmente realizamos uma caracterizagao
estrutural da NEK6 utilizando ferramentas in silico, e posteriormente avaliamos se a
capacidade de homodimerizagao, autoativacdo, localizacdo celular e alteragdo em

interatores da NEK6 podem ser reguladas pela S37.
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2. Objetivos
2.1 Objetivos gerais

O presente trabalho teve como objetivo analisar se a S37 localizada no N-terminal
desordenado da NEK6 possui funcdo na regulagdo da homodimerizagéo, autoativagao,

estabilidade, interagcao com outras proteinas e localizagao celular da NEK®6.

2.2. Objetivos especificos

e Realizar analise da sequéncia, sitios funcionais e regulatérios da NEK6 utilizando
ferramentas in silico, e visualiza-los de forma bidimensional e tridimensional através de um
modelo de alta resolugdo da estrutura da NEK6 gerado computacionalmente pelo software
AlphaFold2.

e Realizar uma analise com ferramentas in silico das caracteristicas estruturais da
homodimerizagdo da NEKG, e identificar quais os possiveis papéis da S37 na regulagéo da
funcdo da NEK®6.

e |dentificar se a homodimerizacdo, auto-ativacdo, localizagdo celular e estabilidade da
NEK6 podem ser reguladas pela S37 através da coexpressao, coprecipitacdo e imagens de
fluorescéncia de construgdes da NEK6 WT, S37A e S37D com dois TAGs diferentes (FLAG

e GFP) em células imortalizadas de mamiferos (HEK293T).
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3. Materiais e métodos

3.1. Analise in silico

Analisamos através de ferramentas in silico o nivel de conservagao dos residuos
(servidor ConSurf e Jalview), predigdes de fungao e dominios (servidor SMART e BLASTP),
sitios funcionais/regulatérios (servidor ELM), estruturas secundarias (PDBSum) da
sequéncia polipeptidica da NEK6 e NEK7. Os modelos das estruturas de alta resolugcéo da
NEK6 e NEK7 foram realizadas pelo software AlphaFold2, através do Google Colab
As

imagens e alinhamento das estruturas de alta resolugdo foram realizadas no software

PyMol. O alinhamento multiplo e conservacéo entre a sequéncia polipeptidica da NEK6 e

NEKT? foi realizado pelo software Jalview.

3.2. Mutagénese sitio dirigida

Geramos as mutantes fosfodeficiente (serina para alanina) e fosfomimética (serina
para aspartato) na serina 37 da NEK6 WT clonadas nos vetores pcDNA3.1 e pGFP. Os
clones FLAG-NEK6 WT clonado no vetor pcDNA3.1 e GFP-NEK6 WT clonado no vetor
pGFP foram gerados pela Dra. Gabriela Vaz Meirelles durante seu doutorado.

Modificamos o cdédon TCT da serina para GCT da alanina e GAT do aspartato.
Dessa forma, os primers utilizados na reagdo de mutagénese sitio-dirigida para geracao da
NEKG6 S37A foram: Foward
5-GAGGCATCCCAACACGCTGGCTTTTCGCTGCTCGCTGGC-3’ e Reverse
5-GCCAGCGAGCAGCGAAAAGCCAGCGTGTTGGGATGCCTC-3'; e para NEK6 S37D
foram: Foward 5-CACGCTGGATTTTCGCTGCTCGCTGGCGGACTTCCAGATCG-3' e
Reverse 5-GCAGCGAAAATCCAGCGTGTTGGGATGCCTCTGTGGGTCAGG-3'. Os
primers foram utilizados na reagdo para gerar FLAG-NEK6 S37A, FLAG-NEK6 S37D,
GFP-NEK6 S37A e GFP-NEK6 S37D.

Foram realizados reagdes de PCR com os seguintes componentes: reaction buffer,
50 ng do plasmideo molde (FLAG-NEK6 WT ou GFP-NEK6 WT) e 125 ng do primer foward
e 125 ng do primer reverse,1 uL of dNTP mix, 1 yL do Pfu Ultra HF DNA polimerase (2.5
U/uL) e ddH,0 livre de nucleases até o volume final de 50 pL. As reagdes foram realizadas
no termociclador na seguinte configuracdo: aquecimento inicial de 5 minutos a 95°C com
repeticdo de 18 ciclos de 30 segundos a 95°C, 1 minuto a 55°C e 10 minutos a 72°C, e apos
os 18 ciclos foi realizado uma extensao final de 60 minutos a 72°C. As reacdes foram

digeridas com Dpnl, transformadas em E. coli termo-competentes e as colénias formadas
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foram removidas para isolamento dos plasmideos e posterior sequenciamento de Sanger
para confirmacao da mutacgao.

A qualidade e concentragao dos vetores isolados foram analisadas por eletroforese
em gel de agarose e espectrofotometria com posterior sequenciamento. Utilizamos o primer
foward para o promotor do CMV 5-GGTCTATATAAGCAGAGCTC-3’ no sequenciamento das
FLAG-NEK6 S37A e S37D pois o FLAG possui 1 kDa e esta no N-terminal das construcoes,
nao atrapalhando o sequenciamento do inicio da sequéncia. Devido o GFP possuir 27 kDa
(238 aminoacidos, traduzidos de um mRNA de aproximadamente 717 pb) e estar no
N-terminal da construgdo de GFP-NEK®G, ao utilizar o primer para o promotor do CMV para
sequenciar apenas a parte GFP sera sequenciada, pois 0 sequenciamento possui uma faixa
de boa acuracia das leituras dos nucleotideos apds 50 pb do inicio do sequenciamento até
aproximadamente 700 a 800 pb de leitura. Dessa forma, ao sequenciar o plasmideo com
GFP-NEK6 WT nao teremos um bom sequenciamento da parte inicial da NEK6 apds o GFP.
Sendo assim, ndés utilizamos um primer reverso para uma sequéncia interna da NEKG6
(5’-CCACTAGGGCGTGGGCTGCGGTGGTC-3) disponivel no laboratério, sequenciando do
meio para o inicio até alcangar os cdodons da S37. O sequenciamento dos vetores com
FLAG e GFP NEK6 WT, S37A e S37D utilizados nos experimentos estdo demonstrados na
figura 29 e estdo mostrando apenas a regido em torno da serina 37. Utilizamos o software
BioEdit (

sequéncias mutadas com a selvagem.
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Figura 29. Alinhamento da sequéncia de nucleotideos do N-terminal da NEK6 (Q9HC98-1) com a sequéncia de
nucleotideos dos sequenciamentos dos vetores FLAG-NEK6 WT, S37A e S3D, e GFP-NEK6 S37A e S37D
gerados por mutagénese sitio dirigida. O sequenciamento das FLAG-NEK6 WT, S37A e S37D foram
sequenciados utilizando um primer foward para o promotor. O sequenciamento das GFP-NEK6 S37A e S37D
foram sequenciados utilizando um primer reverso para uma regido no centro da NEK6 devido o GFP ser
N-terminal, o qual impediria o sequenciamento passar pela sequéncia da GFP e chegar na regido da S37 da
NEK6 com uma leitura desta regido se utilizado primer forward para o promotor. Os cédons dos aminoacidos H25
ao K49 estéo representados na figura. Serina = TCT, Alanina = GCT, Aspartato = GAT.

Posteriormente realizamos a transformagao, inéculo e isolamento destes vetores e
analisamos a qualidade e concentragcdo para os préoximos experimentos. A qualidade dos
vetores foi analisada pela varredura da absorbancia dos plasmideos nos espectros de 240 a
300 nm, e através da eletroforese em gel de agarose para identificar se os plasmideos estao

integros ou possuem degradacao.
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3.3. Cultura de células

As células HEK293T foram cultivadas em meio DMEM suplementado com 10% de

soro fetal bovino, mantidas a 37°C, sob atmosfera de 5% de CO..

3.4. Imunoprecipitagdao e Western Blot

Apos as células HEK293T atingirem a confluéncia de 90%, foi realizada a troca do
meio e a transfecgdo dos plasmideos com agente carreador PEI e PBS (Sigma-Aldrich).
Apés a transfecgcdo, as células foram cultivadas por 30 horas, retirado imagens no
microscopio de fluorescéncia, tripsinizadas e centrifugadas a 300 g por 5 minutos a
temperatura ambiente. A lise foi realizada em 200 uL de tampao TRIS (Tris-Cl 50 mM, pH
7,5, NaCl 137 mM, NP40 1%) por sonicagdo (10 ciclos sendo 1 segundo ligado e 5
segundos desligado em 20% da poténcia maxima da VibroCell) em banho de agua/gelo.
Apdés a sonicacdo, o lisado foi centrifugado por 10 minutos a 10.000xg a 4°C. O
sobrenadante foi destinado para o lisado total (WL) e imunoprecipitagéao (IP).

A imunoprecipitacdo consistiu em remover 3 pg de proteina do lisado total e
adicionar a 50 pyL de ressuspensdo de beads conjugadas com anticorpo anti-FLAG e
completado para 300 pL de tampdo TRIS, sendo incubado sob agitagdo por 4 horas na
geladeira. ApGs a incubagdo, as amostras foram centrifugagdo a 10.000xg por 1 minuto a
4°C, o volume de 250 pL foi removido (flow through - FT) e as beads lavadas no tampao de
TRIS com posterior incubagdo com 50 uL tampdo Laemmli (eluido - IP). Adicionamos
Laemmeli nas amostras de LT e FT e juntamente a IP foram fervidos (95°C) por 5 minutos.
As amostras foram submetidas a SDS-PAGE seguido da transferéncia para membrana de
nitrocelulose, bloqueadas com 3% de leite em TBS e incubadas overnight com anticorpo
primario para as proteinas de interesse (NEK6, NEK9, GAPDH, Beta Tubulina, Gama
Tubulina, CEP250, NEK2, CCP110, CEP192 e CENTROBIN). Apdés as lavagens, as
membranas foram incubadas por 1 hora a temperatura ambiente com anticorpo secundario
conjugado a HRP e reveladas utilizando ECL (Thermo Fisher) no fotodocumentador
(BioRad).

3.5. Fluorescéncia do GFP
As imagens de fluorescéncia do GFP fusionada a NEK6 foram adquiridas de células

HEK293T transfectadas por 30 horas utilizando o microscépio de fluorescéncia (Leica) com

o canal verde e ampliacdo de 10X e 20X.
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3.6. Expressao e coexpressao FLAG NEK6/NEK9 e GFP NEK6 em células HEK293T

3.6.1. Padronizacao da concentragao de DNA para transfecgao em células HEK293T

Avaliamos a melhor concentracao de DNA para transfec¢ao dos vetores em células
HEK293T. A raz&o da concentracao DNA:PEI foi mantida em 1 ug de DNA para 3 ug para
PEI. Aplicamos 1ug, 2ug e 4ug de DNA por pogo na placa de 6 pogos em duplicata por 24
horas, com as células a 70-80% de confluéncia no momento da transfecgao. A toxicidade da
transfeccao foi analisada visualmente no microscopio de campo claro através da ocorréncia
ou nao de desprendimento de células da placa e aparecimentos de células suspensas.
Monitoramos a transfeccao da GFP-NEK6 WT através da fluorescéncia do GFP e
realizamos WB para analise da expressao dos vetores FLAG-NEK6 WT, FLAG-NEK9 WT e
GFP-NEK6 WT.

A transfeccdo com 1 ug de DNA nao apresentou boa eficiéncia, mostrando baixa
fluorescéncia da GFP-NEK6 WT (figuras 30D e 30G) e baixa expressado de todos vetores
quando analisado por western blot (figura 32). Houve maior toxicidade nas transfeccbes com
4 ug de DNA por pogo. Observando as imagens de campo claro das transfec¢gdes com
GFP-NEK6 WT (figura 30C), FLAG-NEK6 WT (figuras 31C) e FLAG-NEK9 WT (figura 31l)
houve maior desprendimento das células transfectadas com 4 pug de DNA, apesar da
fluorescéncia da GFP-NEK6 WT (figura 30F e 30I) apresentar 6timo sinal e alta quantidade
de células transfectadas. Com 4 ug de DNA observamos a degradacao da FLAG-NEK9 WT,
apesar de mostrar boa expressdo dos vetores FLAG-NEK6 WT e GFP-NEK6 WT quando
analisado por western blot (figura 32).

As imagens nos microscopios em conjunto com o western blot mostraram que a
melhor condicdo entre as testadas é a concentragao de 2 ug por pogo. Observamos alta
quantidade de células fluorescentes (figura 30E e 30H), infimas regides com pequenos
desprendimento de células e poucas células suspensas (figura 30B, 31B, 31H). A expressao
observada por western blot mostra étimo sinal (figura 32), apresentando uma Unica banda
para todos os vetores, indicando que ndo houve degradagao das proteinas expressadas.

Assim, relativizando a concentragéo de 2 ug de DNA pela area do pogo da placa de
6 pogos (9,6 cm?), nos temos um valor de 0,2 yg DNA/cm? para transfecgdo. Essa
relativizacdo permite alterar a escala das transfecgbes (para placas de 60mm, 100mm, 24

pocos) com a mesma eficiéncia e toxicidade.
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Figura 30. Imagens de campo claro e fluorescéncia de GFP de HEK293T transfectadas com pGFP-NEK6 WT por
24 horas nas concentracbes de 1 ug, 2 ug e 4 yg de DNA por poco usando uma placa de 6 pogos, com razdo
DNA:PEI 1 pg:3 pg. Imagens representativas com ampliacdo de 10x e 20x. Pardmetros das imagens de
fluorescéncia: exposi¢éo = 1 ms, ganho = 10x, gama = 0,6.
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Figura 31. Imagens de campo claro de HEK293T transfectadas com pcDNA3.1 FLAG-NEK6 WT e pcDNAS.1
FLAG-NEK9 WT por 24 horas nas concentragdes de 1 ug, 2 ug e 4 ug de DNA por pogo usando uma placa de 6
pocos, com razao DNA:PEI 1 ug:3 ug. Imagens representativas com ampliagdo de 10x e 20x.
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Figura 32. Western blot das transfecgdes de FLAG-NEK6 WT, FLAG-NEK9 WT e GFP-NEK6 em HEK293T por
24 horas nas concentragdes de 1 ug, 2 ug e 4 ug de DNA por pogo usando uma placa de 6 pogos, com razdo
DNA:PEI 1 pg:3 pg. Foram carregadas 20 ug de proteina por pogo para o SDS-PAGE. Anti-NEKG6, anti-NEK9 e
anti-GAPDH foram utilizados no experimento. A exposicdo das membranas foi otimizada automaticamente pelo
software do fotodocumentador.

3.6.2. Padronizagao da relagcao DNA:PEI

Utilizamos uma placa de 6 pogos e o GFP-NEK6 WT na concentragcédo de 0,2 ug
DNA/cm? para analisar a relagdo da concentragdo de DNA:PEI. Testamos a razdo 1 ug:1 ug,
1 p9:2 pg, 1 pg:3 pg, 1 ug:4 ug, 1 ug:5 ug e 1 pg:6 pg de DNA:PEI. Monitoramos a eficiéncia
da transfecgdo pela fluorescéncia do GFP-NEK6 WT através do microscépio de
fluorescéncia. A toxicidade da transfec¢ao foi analisada visualmente no microscopio de
campo claro através da ocorréncia ou nao de desprendimento de células da placa e
aparecimentos de células suspensas. As imagens (dados nao apresentados) mostraram que
a melhor razdo DNA:PEI nas nossas condicoes foi de 1 ug:2 ug, com boa eficiéncia e baixa
toxicidade. A razao 1:1 nao apresentou boa fluorescéncia da GFP-NEK®G, indicando baixa
eficiéncia de transfeccdo. A razdo 1:3 apresentou boa eficiéncia mas causou o
desprendimento de mais células quando comparada com a razao 1:2. Ja as razoes de 1.4 a

1:6 causaram grande desprendimento de células da placa e aparecimentos de células
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suspensas. Sendo assim, padronizamos nossas condicées de transfecgdo em 0,2 ug
DNA/cm? na razéo 1 ug DNA:2 ug PEI em células HEK293T por 24 horas.

3.6.3. Padronizagao da concentragcao de DNA para cotransfecgcao em HEK293T usando
FLAG-NEK9 WT + GFP-NEK6 WT

Avaliamos a melhor relacdo da concentracdo de DNA para a cotransfeccdo dos
vetores FLAG e GFP em HEK293T. Os experimentos foram realizados em placas de 60 mm
em duplicata e as coexpressdes foram por 24 horas com as células HEK293T a 70-80% de
confluéncia no momento da transfecgao. Utilizamos a FLAG-NEK9 WT e GFP-NEK6 WT
para ver o efeito da expressdo de 2 proteinas diferentes na toxicidade e eficiéncia da
cotransfecgdo. Como identificamos que 0,4 ug/cm? de DNA é tdéxico para a célula, nos
utilizamos combinagbes que no total somam 0,25 pg/cm? a 0,35 pg/cm?. Sendo assim,
testamos as relagdées de 0,10 ug FLAG/cm? + 0,15 ug GFP/cm?; 0,10 ug FLAG/cm? + 0,20
ug GFP/cm2; 0,15 ug FLAG/cm? + 0,15 uyg GFP/cm? e 0,15 ug FLAG/cm? + 0,20 ug
GFP/cm?. A razdo da concentragdo DNA:PEI foi 1 pg DNA:2 ug PEI, sendo a concentragdo
de DNA a soma da massa dos 2 vetores. A toxicidade da transfecgdo foi analisada
visualmente no microscopio de campo claro através da ocorréncia ou nao de
desprendimento de células da placa e aparecimentos de células suspensas. Monitoramos a
transfeccdo do GFP-NEK6 WT da fluorescéncia do GFP utilizando o microscopio de
fluorescéncia. Todas as condigcbes causaram o desprendimento de células de forma
semelhante quando observadas no campo claro. As imagens fluorescentes (figuras nao
mostradas) mostraram que a melhor relagdo da concentragdo de DNA nas nossas
condigdes foi de 0,15 pg/cm? + 0,15 ug/cm?, com boa eficiéncia. Padronizamos entéo
nossas cotransfecgées com FLAG 0,15 ug DNA/cm? + GFP 0,15 ug DNA/cm? por 24 horas
em células HEK293T.
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4. Resultados e discussao
4.1. Analise de dominios, residuos funcionais, conservagao e alinhamento entre as

sequéncias polipeptidicas da NEK6 e NEK7

Inicialmente realizamos o alinhamento entre os aminoacidos da cadeia polipeptidica
da NEK6 (Q9HC98-1) e NEK7 (Q8TDX7-1) utilizando a ferramenta de alinhamento multiplo

Clustal Omega do software Jalview (https:/www.jalview.org/), € anotamos o dominio quinase, os

residuos funcionais (sitio ativo, de ligacdo de ATP, de ligacdo de polipeptideos e
regulatérios) e a conservacgao entre os aminoacidos da NEK6 e NEK7 discriminados pelos
softwares BLASTP (httes://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins), SMART
(http://smart.embl-heidelberg.de/), ELM (http:/eim.euorg/) € Jalview (figura 33). Podemos observar uma
alta homologia dentro do dominio quinase entre NEK6 e NEK7, com os residuos de
aminoacidos anotados como dominio quinase apresentando cerca de 88% de homologia
(figura 33). Os residuos anotados como parte do sitio ativo (sitio de ligacdo de ATP e sitio de
ligacao de polipeptideos) junto as sequéncias consenso de proteinas quinase (HRD, DLG e
looping de ativagdo, residuo de ativagcdo e tirosina auto-inibitéria) possuem
aproximadamente 80% de conservagao, diferenciando apenas em 5 aminoacidos na
sequéncia da NEK6 em relacdo a sequéncia da NEK7, nos quais sdo anotados como sitio
de ligacdo de ATP (V71, L73 e S131), um aminoacido anotado como sitio ativo (D190) e um
aminodcido localizado no looping de ativagdo (E200) (figura 33). Podemos observar no lobo
C da NEK6 uma sequéncia rica em prolina (PPLP) no qual é motivo para ligagdo do dominio
WW da Fe65 (Lee, et al. 2007). Apesar do N-terminal desordenado da NEK6 e NEK7
apresentarem grandes diferengas, ambas possuem anotagcdo de uma sequéncia rica em
prolina (PPxPxRxP na NEK6 e PPxP na NEK7) no qual podem estar relacionadas ao
docking do N-terminal com interatores. Interessantemente, a S37 se encontra préxima a
sequéncia rica em prolina anotada no N-terminal da NEKG6, ndao possuindo conservagdo com
a NEK?7 (figura 33).
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Figura 33. Alinhamento dos aminoacidos da NEK6 (Q9HC98-1) e NEK7 (Q8TDX7-1). Anotagbes do sitio ativo, sitio de ligacdo de ATP, sitio de ligagéo de polipeptideos,
conservagao e residuos regulatérios estdo discriminados. Estdo representados os aminoacidos regulatérios da NEK6 (Y108, T202, S206, T210, K174 e sequéncia motivo de
ligagdo do dominio Fe65 WW). Sequéncias consenso de proteinas quinases estéo discriminadas (HRD, DLG e Looping de ativagao). Esta representada a anotagédo de uma
sequéncia rica em prolina e a S37 no N-terminal desordenado. A conservagéo foi analisada pelo Jalview através do alinhamento, representado com escala de 0 (-) a 10 (*).
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4.2. Analise das estruturas de alta resolugido da NEK7 determinadas

experimentalmente identificadas na literatura

Na literatura existem diversas representacbes de alta resolucdo da estrutura da
NEK?7 determinadas experimentalmente por difracdo de raio X (PDB 5de2, 2WQM, 2WQN,
6S73, 6S75 e 6S76) e por microscopia crioeletrénica (PDB 6NPY) (figura 34).
Interessantemente, a NEK7 pode ser cristalizada e formar cristais com celas unitarias

distintas, podendo haver uma, duas e quatro unidades por cela unitaria.

2WOM 2N
Apoenzyme ; ADP bounded

Gs7a

Compound 51 SRS mutant
Compound 51

Figura 34. Representagdes de alta resolugédo da estrutura e das celas unitarias dos cristais da NEK7 encontrados
na literatura. Imagens geradas no Pymol.

Os cristais da NEK7 ndo possuem resolugdo do N-terminal desordenado e do
looping de ativacdo, pois sdo elementos mdveis e ndo geram interferéncias construtivas
devido a variacdo da posicao dos aminoacidos nesses segmentos. Um modelo com boa
qualidade possui resolucdo de = 2 A, que se refere a distancia minima de resolucdo entre
dois pontos, em outras palavras, dois objetos s6 seréo observados como dois sinais a partir
de uma distancia minima de =< 2 A entre elas (lembrando que uma ponte de hidrogénio
possui ~3 A de comprimento). O fator R, ou R livre, de um modelo cristalografico esta
relacionado ao quanto o modelo estrutural da proteina se ajusta aos dados do mapa de

densidade eletrbnica. No R livre é considerado o nivel de variacdo da sobreposicdo dos
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atomos da molécula dentro do mapa da nuvem eletrénica e a permissividade dos angulos
diedros. Valores de R livre menores que 0,2 sdo observados em estruturas com boa
resolucdo (Wlodawer, et al. 2008, 2013). Podemos observar que todos os cristais de NEK7
identificados na literatura possuem bons valores de R livre e de resolucdo (Tabela 4),
indicando boa resolucéo e qualidade dos modelos gerados por esses cristais, onde o cristal

2WQM ¢é o que possui a melhor qualidade em relacéo aos valores de R livre e resolugao.

Tabela 4. Valores de R livre e resolugao (angstrons) dos cristais da NEK7 encontrados na
literatura.

5de2 2wam 2WQN 6S73 6S75 6S76 6NPY*
R livre 0,254 0,215 0,221 0,271 0,317 0,286 -
Resolugio (A) 2,78 2,10 2,30 3,50 3,30 3,38 3,80

*Dados obtidos por microscopia crioeletrénica

Os graficos de Ramachandran das estruturas de alta resolugdo da NEK7
identificadas através dos cristais 5de2, 2WQN e 2WQM possuem 100% dos aminoacidos
com angulos diedros em regides permissivas, denotando alta acuracia do modelo (Tabela 5
e figura 35). Por outro lado, podemos observar que as estruturas identificadas através dos
cristais 6s73, 6s75 e 6s76 apresentam alguns aminoacidos com angulos diedros em regides
nao permissivas (Tabela 5 e figura 35). A presenca desses residuos de aminoacidos em
regides nao permissivas podem estar relacionadas com a estrutura dos cristais, onde nos
cristais 6s73, 6s75 e 6s76 existem 4 mondmeros em uma cela unitaria (figura 34) nos quais
podem forcar movimentacdo dos residuos para regides nao permissivas durante a

cristalizagao.

Tabela 5. Porcentagem dos aminoacidos das estruturas da NEK7 determinadas
experimentalmente nas regides discriminadas pelo grafico de Ramachandran.

5de2 6s76 6s75 6s73 2WQN 2wQm
Favoravel 88,6% 81,8% 85,0% 89,8% 90,0% 90,8%
Adicionais permissivas 11,0% 17,1% 14,1% 9,9% 9,6% 8,8%
Permissivas 0,4% 0,4% 0,7% 0,1% 0,4% 0,4%
Desfavoravel 0,0% 0,6% 0,2% 0,2% 0,0% 0,0%
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Figura 35. Grafico de Ramachandran dos modelos estruturais de alta resolugdo da NEK7 determinados
experimentalmente. Graficos de Ramachandran gerados na plataforma PDBsum.

Todos os residuos de aminoacidos localizados em estruturas secundarias de todas
as estruturas da NEK7 determinadas experimentalmente possuem angulos diedros em
posicoes permissivas. A andlise da estrutura secundaria de todos os cristais da NEK7
através do PDBsum demonstrou uma média de 36,5 + 0,9 % de alfa-hélice e 13,1 £ 0,9 %
de folhas-beta na estrutura da NEK7 (Tabela 6). Os valores relativos de alfa-hélice e

folhas-beta das estruturas da NEK7 sdo muito parecidos, demonstrando que apesar da
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estrutura de alta resolucdo da NEK7 ter sido determinada por diferentes cristais e
apresentarem resolucdo e fator R diferentes, a relacdo de estruturas secundarias se

manteve proxima entre essas estruturas.

Tabela 6. Porcentagem de aminoacidos encontrados em estruturas secundarias das
estruturas da NEK7 determinadas experimentalmente.

5de2

6s76

6s75

6s73

2WQN

2wam

alfa-hélice

36,1%

35,4%

38,1%

36,1%

36,4%

37,1%

folhas-beta

13,9%

12,6%

11,9%

12,6%

14,2%

13,6%

Separamos cada mondmero da NEK7 presente nos arquivos PDB 5de2, 2WQM,
2WQN, 6S73, 6S75 e 6S76 e realizamos a superposi¢cao das estruturas secundarias e
cadeias principais das estruturas de alta resolugdo da NEK7 determinadas
experimentalmente através do software Pymol (figura 36A e 36B). A superposi¢cao dos
modelos estruturais nos permite identificar a raiz quadrada do desvio quadratico médio
(RMSD), no qual é uma medida de sobreposi¢cao de duas estruturas no mesmo plano que
analisa a distancia entre cada par de atomos correspondente entre as duas estruturas. Os
valores de RMSD demonstrados na Tabela 6 estdo relacionados a superposicao dos
monémeros do cristal 5de2 com todos os outros mondmeros dos cristais da NEK7. Podemos
observar uma boa superposicdo das estruturas secundarias e cadeia principal de cada
mondmero dos cristais da NEK7 (figura 36A e 36B), no qual refletem os valores baixos da
RMSD das superposi¢des das cadeias principais dos cristais, sendo entre 0,628 A e 2,293 A
(Tabela 7). O mesmo ocorre para as cadeias laterais dos aminoacidos de cada mondémero
dos cristais da NEK7, onde podemos observar a superposi¢cdo das cadeias laterais das
estruturas da NEK7 determinadas pelos cristais 5de2 e 2WQN (figura 36C).
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Figura 36. Superposi¢do das estruturas da NEK7 determinadas experimentalmente identificadas na literatura. A)
Superposi¢do da estrutura secundaria dos monémeros das estruturas de alta resolugdo da NEK7 determinadas
experimentalmente. B) Superposicdo da cadeia principal dos mondmeros das estruturas de alta resolugdo da
NEK7 determinadas experimentalmente. C) Superposicdo da estrutura secundaria e cadeia lateral dos
aminodacidos das estruturas de alta resolugdo da NEK7 determinadas experimentalmente, PDB 5de2 (verde) e
PDB 2WQN (rosa).

Tabela 7. RMSD das superposi¢cdes entre as cadeias principais dos mondmeros das
estruturas de alta resolu¢do da NEK7 determinadas experimentalmente.

5de2 5de2

cristal 1| cristal 2 6s76 6s75 6s73 2Wwam 2WQN 6NPY

1-1,164A| 1-1261A| 1-1,969 A

5de2 2-1301A| 2-1342A| 2-1823A
e : 0707A | 53T So0h| . iattA| 5.1vean| O628A | 0859A [ 1032A

4-0933A| 4-0956A| 4-1357A

1-1332A| 1-1408A| 1-2,293A

5de2 2-1177A| 2-1084A| 2-20070A
cristal2 | O7O7A - 3-1495A| 3-1482A| 3-1911A| O7S0A [ 0SIBA L 0941A

4-1015A| 4-1033A| 4-1633A

As semelhancas entre as estruturas da NEK7 determinadas experimentalmente por

difracao de raio X de diferentes cristais aumentam a confiabilidade de sua estrutura. Devido
a alta homologia entre NEK6 e NEK7, nés usamos os cristais da NEK7 como template para
criar modelos de alta resolugdo da estrutura da NEK6 e NEK7 utilizando a ferramenta
AlphaFold2.
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4.3. Modelagem da estrutura de alta resolugdo da NEK6 e NEK7 pelo Alpha Fold 2

Realizamos a modelagem da estrutura de alta resolugdo da NEK6 e NEK7 através
do software AlphaFold2. Os altos escores de confiabilidade (pLDDT) do dominio quinase
dos modelos de alta resolugdo das estruturas da NEK6 e NEK7 preditos pelo AlphaFold2,
indicam alta acuracia dos modelos (figura 37). A acuracia do modelo da NEK6 esta do

aminodacido 39 ao 313, ja o modelo da NEK7 possui alta acuracia do aminoéacido 22 ao 299.
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Figura 37. Modelos estruturais de alta resolu¢do da NEK6 e NEK7 preditos pelo AlphaFold2. As predi¢des estédo
coloridas pelos valores do pLDDT, mostrando o nivel de confianga do modelo. A) Representagio da estrutura
secundaria do modelo RANK1 da NEK6 e NEK7. B) Representa¢io da superposicio da estrutura secundaria dos
5 modelos da NEK6 e NEK7. C) Representacdo da superposi¢do da cadeia principal dos 5 modelos da NEK6 e
NEK?7.

Podemos observar que a alfa-hélice C e as voltas beta do lobo N da NEK6 e NEK7
apresentam pLDDT alto em relagdo aos valores de pLDDT muito alto no restante da
estrutura do dominio quinase (figura 37). Esses menores valores de confiabilidade estao
relacionados a dindmica de ativacdo das quinases, onde ocorrem movimentagbes da
alfa-hélice C e algas das voltas beta. O mesmo ocorre para os elementos médveis do
N-terminal e looping de ativacdo, que apresentam baixos escores de confiabilidade (figura
37). A baixa confiabilidade do looping de ativagao ocorre devido a dinamica estrutural dessa

regido durante a ativagdo da proteina quinase. Apos fosforilagdo no looping de ativagao
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ocorre grande movimentagao da al¢a (looping) para expor o sitio ativo, possibilitando que a
enzima quinase reconheca seus substratos e catalise reacbes de fosforilacao.

O grafico de Ramachandran do modelo da NEKG6 gerado pelo AlphaFold2
apresenta 98,5% dos aminoacidos com angulos diedros em regides permissivas (Tabela 8 e
figura 38). Ja o modelo da NEK7 apresenta 100% dos aminoacidos com angulos diedros em
regidbes permissivas (Tabela 8 e figura 38). Podemos observar que os aminoacidos do
modelo da NEK6 que possuem angulos diedros em regides ndo permissivas no graficos de
Ramachandran estdo localizados no N-terminal desordenado da NEK6, nos quais nao
apresentam boa confiabilidade na predigao (figura 38). Ja os angulos diedros dos
aminoacidos localizados no dominio quinase dos modelos da NEK6 e NEK7 se encontram

em regides permissivas no graficos de Ramachandran (figura 38).

Tabela 8. Porcentagem dos aminoacidos das estruturas da NEK6 e NEK7 modeladas pelo
AlphaFold2 nas regides discriminadas pelo grafico de Ramachandran.

AF-NEK6 AF-NEK7
Favoravel 84,6% 91,0%
Adicionais permissivas 12,1% 8,6%
Permissivas 1,8% 0,4%
Desfavoravel 1,5% 0,0%

AF-NEK6

Psi (degrees)
Psi (degrees)

45 90 135 180 135 180

Phi (degrees) Phi (degrees)

Figura 38. Grafico de Ramachandran dos modelos estruturais de alta resolugdo da NEK6 e NEK7 gerados pelo
AlphaFold2. Grafico de Ramachandran gerado pela plataforma PDBsum.
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O grafico de Ramachandran do modelo da NEKG6 S206A gerado pelo
SWISS-MODEL por Meirelles et al. (2011) apresentou 86,6% dos residuos em regides
favoraveis, 12,1% em regides adicionais permissivas, 0,8% em regides permissivas e 0,4%
(1 aminoacido) em regido ndo permissiva. O modelo gerado por Meirelles et al. (2011) n&o
possui o N-terminal desordenado, reduzindo o numero de aminoacidos com baixa
confiabilidade da predicao e consequentemente aumentando o valor relativo de aminoacidos
em regides permissivas no grafico de Ramachandran. O SWISS-MODEL fez predicao de
uma alfa-hélice curta dentro do looping de ativagdo da NEKG, estando também presente no
modelo gerado pelo AlphaFold2 (figura 37). Dessa forma, os modelos da NEK6 gerados pelo
AlphaFold2 e pelo SWISS-MODEL sao semelhantes em termos de validacao.

Realizamos a superposicdo dos modelos da NEK6 e NEK7 com as estruturas de
alta resolugcao da NEK7 determinadas experimentalmente através dos cristais 5de2 e 2WQN
(figura 39 e 40, Tabela 9 e 10). Esses cristais foram escolhidos por serem compostos de
homodimeros de NEK7 (5de2) e possuir um ADP no sitio ativo (2WQN), posteriormente
possibilitando uma analise da interface de contato da homodimerizagao e ligagdo do ADP
por superposi¢ao das estruturas.

Podemos observar o6timas superposicoes das estruturas secundarias, cadeia
principal e cadeias laterais do dominio quinase dos modelos alta resolugéo das estruturas da
NEK?7 gerados pelo AlphaFold2 com as estruturas de alta resolugdo da NEK7 determinadas
experimentalmente (PDB 2WQN e 5de2), no qual apresentam baixo valor de RMSD da
superposicédo das cadeias principais, entre 0,665 A e 0,728 A (figura 39 e Tabela 9). Isso
demonstra que a qualidade do dominio quinase dos modelos da NEK7 gerados pelo
AlphaFold2 sdo comparaveis a estrutura dos modelos determinados experimentalmente.

Interessantemente, apesar do dominio quinase da NEK6 e NEK7 serem 12% nao
homologos, podemos observar 6tima superposigcao da estrutura secundaria, cadeia principal
e cadeia lateral dos aminoacidos homdlogos entre os modelos de alta resolugao das
estruturas da NEK6 gerados pelo AlphaFold2 com as estruturas de alta resolugdo da NEK7
determinadas experimentalmente (PDB 2WQN e 5de2), no qual apresentam baixo valor de
RMSD das superposi¢cdes das cadeias principais, entre 0,507 A e 0,671 A (figura 40 e
Tabela 10). Isto indica que os aminoacidos nao homaologos do dominio quinase da NEK6 nao
sdo suficientes para causar alteracbes na estrutura, uma vez que o modelo possui altos

escores de confiabilidade de predicdo da estrutura do dominio quinase da NEK®6.
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Figura 39. Superposicdo do modelo da NEK7 gerado pelo AlphaFold2 com as estruturas 5de2 e 2WQN da
NEK7. A) Superposicdo da estrutura secundaria e cadeia da principal do modelo 1 da NEK7 predito pelo
AlphaFold2 (pLDDT) com as estruturas de alta resolugéo da NEK7 determinadas experimentalmente, PDB 5de2
(verde) e PBD 2WQN (rosa). B) Superposigédo da estrutura secundaria e cadeia lateral dos aminoacidos do
modelo 1 da NEK7 predito pelo AlphaFold2 (pLDDT) com a estrutura de alta resolugdo da NEK7 determinada
experimentalmente, PDB 5de2 (verde).

Tabela 9. RMSD das superposicbes entre as cadeias principais da estrutura de alta
resolugdo da NEK7 determinada experimentalmente (PDB 5de2) e os 5 modelos da
estrutura da NEK7 preditos pelo AlphaFold2 (AF).

NEK7 AF RANK1 | NEK7 AF RANK2 | NEK7 AF RANK3| NEK7 AF RANK4 | NEK7 AF RANKS

5de2 cristal 1 0,676 A 0,696 A 0,665 A 0,668 A 0,728 A
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Figura 40. Superposicdo do modelo da NEK6 gerado pelo AlphaFold2 com as estruturas 5de2 e 2WQN da
NEK?7. A) Superposicdo da estrutura secundaria e cadeia da principal do modelo 1 da NEK6 predito pelo
AlphaFold2 (pLDDT) com as estruturas de alta resolugdo da NEK7 determinadas experimentalmente, PDB 5de2
(verde) e PBD 2WQN (rosa). B) Superposicdo da estrutura secundaria e cadeia lateral dos aminoacidos do
modelo 1 da NEK6 predito pelo AlphaFold2 (pLDDT) com a estrutura de alta resolugdo da NEK7 determinada
experimentalmente, PDB 5de2 (verde).

Tabela 10. RMSD das superposi¢cdes entre as cadeias principais da estrutura de alta
resolugdo determinada experimentalmente da NEK7 (PDB 5de2) e os 5 modelos da
estrutura da NEKG6 preditos pelo Alpha Fold 2 (AF).

NEK6 AF RANK1 | NEK6 AF RANK2 | NEK6 AF RANK3 | NEK6 AF RANK4| NEK6 AF RANKS

5de2 cristal 1 0,671 A 0,596 A 0,507 A 0,578 A 0,590 A

A analise da estrutura secundaria dos modelos da NEK6 e NEK7 gerados pelo
AlphaFold2 através do PDBsum demonstraram 37,1% e 37,4% de alfa-hélices, e 13,7% e
14,2% de folhas-beta para NEK6 e NEK7, respectivamente (Tabela 11). Os valores relativos
de alfa-hélice e folhas-beta das estruturas dos modelos da NEK6 s&o muito parecidos aos
observados nas estruturas da NEK7 determinadas experimentalmente (Tabela 6), podendo

ser consequéncia da alta homologia entre as sequéncias polipeptidicas da NEK6 e NEK?7.
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Tabela 11. Porcentagem de aminoacidos encontrados em estruturas secundarias das
estruturas dos modelos da NEK6 e NEK7 gerados pelo AlphaFold2.

AF-NEK6 AF-NEK7
alfa-hélice 37,1% 37,4%
folhas-beta 13,7% 14,2%

Podemos observar que o valores relativos de estruturas secundarias obtidas pelos
modelos gerados pelo AlphaFold2 e através dos softwares utilizados por Meirelles et al.
(2011) (Tabela 2) sdo semelhantes. No entanto, os valores relativos de alfa-hélice obtidos
por deconvolugdao do espectro de dicroismo circular sdo maiores em relacdo aos valores
obtidos pelas predicdes e modelos, exceto para a deconvolucédo do espectro de dicroismo
circular segundo Correia & Ramos (2009) realizado por Meirelles et al. (2011).

Dessa forma, obtivemos os modelos de alta resolucdo das estruturas da NEK6 e
NEK7 com alto grau de confiabilidade dentro do dominio quinase (figura 41). O modelo da
NEK6 gerado pelo AlphaFold2 possui semelhanga ao modelo da NEK6 construido por
Meirelles et al. (2011) utilizando o SWISS MODEL (figura 24C). Entretanto, o N-terminal
desordenado do modelo da NEK6 gerado pelo AlphaFold2 possui maior grau de liberdade
de movimento quando comparado com o grau de liberdade do N-terminal da NEKG6
observado experimentalmente através dos dados de SAXS da NEK6 S206A, no qual utilizou
combinacao entre calculos ab initio e modelagem de corpo rigido (Meirelles, et al. 2011).
Isso indica um limite na movimentagdo do N-terminal da NEK6 no qual o algoritmo do

AlphaFold2 n&o consegue realizar predicbes acuradas.

NEK6 AF RANK3 NEK7 AF RANK2

Figura 41. Modelos das estruturas de alta resolu¢do da NEK6 e NEK7 preditos pelo AlphaFold2. As cadeias
polipeptidicas estéo coloridas pelo espectro visivel, indo do azul no N-terminal para vermelho no C-terminal.
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4.4. Analise das diferengas e semelhangas estruturais, dos sitios funcionais e
regulatérios, conservagao dos residuos e homodimerizagao utilizando os modelos de

alta resolugao da NEK6 e NEK7 gerados pelo AlphaFold2

Como podemos observar, existem semelhangas topoldgicas do sitio ativo e do
looping de ativagdo da NEK6 e NEK7, com essas regides possuindo distribuicdo espacial
semelhante (figura 42A e 42B). A superposicdo dos modelos da NEK6 e NEK7 com a
estrutura de alta resolugao da NEK7 ligada ao ADP no sitio ativo, mostra superposi¢des das
cadeias laterais dos residuos do sitio ativo (sitio de ligacao de ATP e sitio de ligacao de
polipeptideos) e da leucina 122 da NEK6 (homdloga a L111 da NEK7, que estabiliza o ADP
no sitio ativo) (figura 42C).

NEK6E AF RANK3 NEK7 AF RANK2 2WQN + NEK7 AF RANK2 + NEK6 AF
ACTIVATION LOOP + ACTIVE SITE + ADP ACTIVATION LOOP + ACTIVE SITE + ADP RANK3 ACTIVE SITE + ADP
SURFACE SURFACE SUPERPOSITION

Figura 42. Modelos estruturais da NEK6 e NEK7 gerados pelo AlphaFold2 com anotagdes de sitios funcionais. A)
Representagéo em superficie do modelo de alta resolugdo da NEK6 preditos pelo AlphaFold2 com marcagéo do
sitio ativo (cinza), looping de ativacéo (roxo) e adicdo do ADP através de superposicdo com a estrutura de alta
resolucdo da NEK7 determinada experimentalmente (PDB 2WQN). B) Representagdo em superficie do modelo
da estrutura de alta resolucdo da NEK7 preditos pelo AlphaFold2, com marcacéo do sitio ativo (cinza), looping de
ativagdo (roxo) e adigdo do ADP através de superposicdo com a estrutura de alta resolugdo da NEK7
determinada experimentalmente (PDB 2WQN). C) Superposicdo da estrutura secundaria e cadeia lateral dos
aminodacidos da regido do sitio ativo dos modelos da estrutura de alta resolu¢cdo da NEK6 e NEK7 preditos pelo
AlphaFold2 com a estrutura de alta resolugdo da NEK7 determinada experimentalmente (PDB 2WQN). Podemos
observar a superposicdo da L122 da NEK6 com a L111 da NEK7, no qual estabiliza o ADP no sitio de ligagao de
ATP (Richards, et al. 2009).

O grau de superposicao dessas regides pode ser explicado pelo nivel de
conservacao destes residuos na familia das Neks de diferentes espécies, onde podemos
observar alto nivel de conservacéao do sitio ativo da NEKG6 (figura 43A). Podemos observar a
presenca de uma superficie eletrostatica com potencial elétrico positivo no sitio ativo da
NEK6 e NEK7 (figura 43B e 43C). Essa semelhanca entre o sitio ativo da NEK6 e NEK7
pode ser devido a alta conservacdo e pode explicar a semelhanca da preferéncia de
residuos acidos (carregados negativamente) e alguns hidrofébicos dentro das sequéncias
reconhecidas pela NEK6 e NEK7 para fosforilagdo (Kooij, et al. 2019), podendo estar
relacionado com a semelhanga em alguns substratos entre elas, como a EML4 e EG5 (Adib,

et al. 2019; Freixo, et al. 2018). No entanto, podemos observar que os aminoacidos nao
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homdlogos entre o dominio quinase da NEK6 e NEK7 estdo relacionados com uma
alteragcdo na distribuicdo do potencial eletrostatico na camada de solvatagéo (figura 43B e
43C), podendo explicar as diferengas entre alguns interatores do dominio quinase da NEK6

e NEK7 (Meirelles, et al. 2010; de Souza, et al. 2014).
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Figura 43. Representacdes dos modelos estruturais da NEK6 e NEK7 gerados pelo AlphaFold2. A) Representacdo da cadeia principal, estrutura secundaria e superficie do
modelo estrutural de alta resolugdo da NEK6 gerado pelo ConSurf. Coloragdo de acordo com os escores de conservagao dos residuos de aminoacidos gerados pelo ConSurf.
B) Representagéo da estrutura secundaria, superficie e superficie eletrostatica do estrutural de alta resolugdo da NEK6 gerado pelo AlphaFold2. Os aminoacidos ndo homologos
com NEK?7 (Figura 33) estéo representados como esferas. C) Representagdo da estrutura secundaria, superficie e superficie eletrostatica do modelo estrutural de alta resolugédo
da NEK7 gerado pelo AlphaFold2. Os aminoacidos nao homologos entre o dominio quinase da NEK6 e NEK7 (Figura 33) estédo representados como esferas.
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Posteriormente destacamos os residuos regulatorios da NEK6 no modelo da
estrutura de alta resolugao gerado pelo AlphaFold2 (figura 44). Podemos observar que a
K174 pertence a sequéncia anotada como sitio de ligagao de polipeptideo da NEKG6 (figura
33), dessa forma, apesar de Fu et al. (2020) nao investigarem se a poliubiquitinagao da
K174 altera a atividade quinase da NEKG6, é possivel que tal inibicdo ocorra.
Interessantemente, a sequéncia rica em prolina (PPLP) esta localizada na base do lobo C da
NEK6 enquanto a S37 e outra sequéncia anotada como rica em prolina (PPxPxRxP) estao
localizados no N-terminal desordenado da NEKG6 (figura 44). Dessa forma, podemos
observar que existe interacao proteina-proteina em diferentes regides da estrutura da NEK®,
podendo ocorrer no lobo N, lobo C, sitio catalitico (envolve estruturas do lobo N e C) e

N-terminal desordenado.

Figura 44. Representagdo da estrutura secundaria, superficie e residuos regulatérios do modelo estrutural de alta
resolucdo da NEK6 gerado pelo AlphaFold2. Residuos regulatérios estdo demonstrados como esferas. S37 =
serina 37; K174 = lisina 174; S206 = serina 206; T210 = treonina 210; PLPP = prolina 267, leucina 268, prolina
269, prolina 270.

Os aminoacidos localizados na interface back-to-back da NEK7 possuem cerca de
65% de homologia com os aminodcidos da NEK6 na mesma posi¢cao (Haq, et al. 2015).
Dessa forma, realizamos a superposicdo de dois modelos da estrutura de alta resolugao da
NEK®6 gerados pelo AlphaFold2 com o homodimero da estrutura de alta resolu¢gao da NEK7
determinada experimentalmente (PDB 5de2) (figura 45). Os baixos valores de RMSD da
superposicao entre o dimero de NEK7 e os modelos da NEKG6 (figura 40 e Tabela 10)
associados a alta homologia entre a NEK6 e NEK7 nos permite especular que a

homodimerizacao da NEK6 apresente a mesma caracteristica estrutural.
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Figura 45. Superposicdo da estrutura secundaria do homodimero da NEK7 determinada experimentalmente
(PDB 5de2, em verde) com a estrutura secundaria de dois modelos da estrutura da NEK6 gerado pelo
AlphaFold2 (em azul).

Foi identificado que a Y28 do N-terminal desordenado da NEK?7 junto da Y98 do
mesmo monémero formam um cage hidrofébico para a R155 presente no segundo
mondmero da interface back-to-back do homodimero de NEKY7 (figura 46) (Haq, et al. 2015).
Mutagdes como R155E e truncamento do N-terminal da NEK7 por delegc&o dos primeiros 30
aminoacidos, M1 ao T30, causam reducio da atividade quinase da NEK7 (Hagq, et al. 2015;
Richards, et al. 2009). A remogao dos primeiros 30 aminoacidos da NEK7, no qual séo
removidos os aminoacidos P24 ao N29 que estdo presentes na interface back-to-back,
provavelmente causam alteragées no cage hidrofébico para a R155 formado pela Y28 e
Y98, no qual impede a homodimerizacao e ativagao da NEK7, e consequentemente reducao
da atividade quinase. O mesmo ocorre com a mutagao N90OR da NEK7, no qual faz interacéo
com a cadeia lateral da K96 e cadeia principal da Y97 do segundo monémero do
homodimero, auxiliando na modificacdo da posi¢cao auto-inibitéria da Y97 (TYR-down para
TYR-up) (figura 46) (Haq, et al. 2015).

Observamos que os residuos N90, K96, Y97 e R155 da NEK7 sao homdlogos aos
residuos N101, K107, Y108 e R166 da NEK6 (figura 46). No entanto, ndo existe homologia
entre os residuos na NEK6 que estdo na mesma posicdo da Y28 e Y98 da NEK7. Na
mesma posicao estdo a R39 e L109 da NEKG6. A leucina € um aminoacido hidrofébico, dessa
forma a L109 da NEK6 pode ter fungcdo na formacao do cage hidrofébico para a R166 da
interface back-to-back do homodimero. Por outro lado, a arginina € um aminoacido polar
com carga positiva no grupo radical, e dessa forma a R39 da NEK6 poderia impedir a

formacao do cage hidrofébico para a R166.
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Figura 46. Representagéo da interface back-to-back da homodimerizagdo da NEK7 (PDB 5de2, verde) e NEK6
(AlphaFold2, azul). Um dos mondmeros esta representado como estrutura secundaria e o outro como superficie.
A cadeia lateral dos residuos Y28, N90, K96, Y97, Y98 e R155 da NEK7 e dos residuos S37, F38, N101, K107,
Y108, L109 e R166 da NEK6 estdo destacadas como arestas nos mondémeros representados como estrutura
secundaria. Todos os residuos da interface back-to-back estdo coloridos de acordo com os atomos das cadeias
laterais nos mondmeros representados com superficie.

Interessantemente, a S37 esta dentro da regido do N-terminal desordenado da
NEK6 (T35, L36, S37, F38, R39 e C40) no qual esta alinhada com os residuos de
aminoacidos do N-terminal desordenado da NEK7 (P24, D25, M26, G27, Y28 e N29) que
estdo voltados para a interface back-to-back do homodimero (figura 46 e 33). E como foi
observado por Belham et al. (2003), mutagdes da S37 da NEK6 nao altera sua atividade in
vitro, existe a possibilidade da sequéncia do N-terminal desordenado da NEK6 (T35, L36,
S37, F38, R39 e C40) nao possuir fungédo na interface back-to-back da NEK6, como ocorre
com a NEK7. Como a posicdo dos aminodacidos localizados na interface back-to-back
modelada com a NEK6 possuem alta acuracia (alto pLDDT do aminoacido 39 ao 313), é
possivel que a S37 da NEKG6 regule interatores apenas do N-terminal regulatério, sem
modificar a homodimerizacdo, ativacao e atividade. E como a NEK6 possui uma sequéncia
rica em prolina no N-terminal desordenado, proximo a S37 (figura 33), € possivel que os
interatores regulados pela S37 realizem o docking na sequéncia rica em prolina. Essas
caracteristicas do modelo da NEK6 corroboram com a hipétese de que a afinidade da NEK6

pela MBP foi regulada apds o estresse genotdxico, e ndo sua atividade.
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4.5. S37 da NEK6 nao possui relacdo com a sua autoativagao, coprecipitagao e

estabilidade

As proteinas quinases que possuem auto-ativacdo podem ser analisadas através
da superexpressdo e modificacdo da mobilidade eletroforética por SDS-PAGE. A
homodimerizacdo da NEK6 possui uma constante de dissociagdo (Kp), a qual prevé um
equilibrio entre as formas de mondmeros e homodimeros de NEK6. Dessa forma, a
superexpressao da NEK6 aumenta a formacédo de homodimeros e auto-ativagao por agao
das massas, onde o aumento da expressao de mondémeros inativos causa o0 aumento da
homodimerizagcao e auto-ativagcdo. Com o aumento da homodimerizagcdo e auto-ativagao
ocorre 0 aumento da banda que possui enzimas ativadas por fosforilagdo, que migram mais
lentamente no SDS-PAGE em comparagao as enzimas inativas, que se encontram
desfosforiladas e migram mais rapidamente no SDS-PAGE. Esse fenébmeno foi demonstrado
na NEK6 por Belham et al. (2003), onde a atividade quinase é observada apenas na banda
de migracao lenta (superior) no qual possui a presencga de fosfopeptideos na S206, T202 e
S37. Por outro lado, a banda de migragédo lenta ndo apresenta atividade quinase e néo
possui presenga de fosfopeptideos na S206, T202 e S37. Meirelles et al. (2011) também
demonstraram que a NEK6 S206A (mutagcdo no qual impede a ativagao por fosforilagdo do
looping de ativagdo) migra rapidamente como uma unica banda.

Nés geramos mutantes fosfodeficiente (S37A) e fosfomimético (S37D) da S37 da
NEK6 em construgbes fusionadas com FLAG e GFP através da mutagénese sitio dirigida
(figura 29), coexpressamos as combinagdes entre FLAG-NEK6 WT, S37A e S37D com
GFP-NEK6 WT, S37A e S37D em células HEK293T por 30 horas e imunoprecipitamos a
FLAG-NEKG6 utilizando beads de agarose conjugadas com IgG anti-FLAG. Analisamos a
homodimerizacdo da NEKG6 pela coprecipitacdo da GFP-NEK6 com o imunoprecipitado da
FLAG-NEKG®G, e a auto-ativacao pela presenga da banda de migracao lenta no western blot.

A NEKG6 possui massa molecular de 35 kDa e o GFP possui massa molecular de 27
kDa, dessa forma a fusdo GFP-NEKG6 gera uma constru¢gdo com aproximadamente 62 kDa.
Por outro lado, o peptideo FLAG possui apenas 1 kDa, alterando a massa molecular da
fusdo FLAG-NEKG6 para 36 kDa. A revelacao dos sinais das proteinas NEK6 e Beta Tubulina
durante o western blot das imunoprecipitacées (figura 47) foram realizadas juntas (revelacao
das 4 membranas marcadas para as duas proteinas ao mesmo tempo). Dessa forma
podemos observar que o nivel endégeno da NEK6 presente no lisado total (WL) da
cotransfecgao dos controles (FLAG-vazio com GFP-vazio), possui o sinal muito baixo em
relagdo ao sinal da Beta Tubulina (figura 47). Podemos ver a banda de migragéo rapida da
NEK6 enddgena, indicando que a maior parte se apresenta na forma inativa, no qual

corrobora com os baixos niveis e baixa atividade da NEK6 observados durante a interfase
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(Yin, et al. 2003). Por outro lado, todas as coexpressdes de NEK6 causaram aumento dos
niveis de NEK6 de forma semelhante, onde podemos observar duas bandas na altura da
FLAG-NEK6 (36 kDa) e GFP-NEK6 (62 kDa) no lisado total de todas as construcdes
cotransfectadas, com sinais muito maiores em comparagdo a Beta Tubulina (figura 47).
Todas as coexpressdes da NEK6 causaram o surgimento da banda de migracao lenta
(superior) no lisado total, no qual possui sinal maior em relagao a banda de migragao rapida
(inferior), indicando que a maior parte da NEK6 superexpressa sofreu auto-ativagao e que a
S37 nao altera sua capacidade de auto-ativagao (figura 47).

Devido os maiores niveis de FLAG-NEK6 ativa (banda superior) em relagédo a
inativa (banda inferior) no lisado total das cotransfecgbes, todas as imunoprecipitagcdes de
FLAG-NEK6 (WT, S37A e S37D) ocorreram praticamente com a forma ativa da FLAG-NEK®,
onde podemos observar apenas a banda de migracdo lenta da FLAG-NEKG6 nas
imunoprecipitacbes (figura 47). Todas as imunoprecipitagdes capturaram de forma
semelhante a maior parte da FLAG-NEK®6 superexpressa, indicado pela redugao do sinal da
banda de migragao lenta da FLAG-NEK6 no flow-through (FT) em relagcédo ao lisado total
(WL) (figura 47). Podemos observar a coprecipitagdo da GFP-NEK6 WT com a FLAG-NEK6
WT, no qual a GFP-NEK6 WT esta na forma ativa devido a presenca apenas da banda de
migragéo lenta (figura 47), indicando que a NEKG6 possui a capacidade de homodimerizaggo.
Como a ativagao alostérica da NEK6 através da homodimerizagcdo ocorre anteriormente a
fosforilagdo da S206, a auséncia de bandas de migracéo lenta (desfosforilada, inativa) de
GFP-NEK6 coprecipitada com FLAG-NEK6 é um indicativo da natureza transiente da
homodimerizacdo entre duas NEK6 desfosforiladas/inativas, e que a ativacdo através da
fosforilagdo estabiliza a dimerizagdo. Esses dados corroboram com os dados de Meirelles et
al. (2011), nos quais indicam que a fosforilagdo € importante para a homodimerizagéo. E
como nao houve diferenca entre os sinais de GFP-NEK6 WT, S37A e S37D coprecipitados
com FLAG-NEK6 WT, S37A e S37D (figura 47), nossos dados indicam que a S37 néao
possui interferéncia na homodimerizagdo da NEKG6.

Dessa forma, nossos dados indicam que a NEK6 pode formar homodimero no qual
€ transiente e a ativacao por fosforilagdo aumenta a estabilidade do homodimero, e a S37
nao esta relacionada ao controle da homodimerizagédo e ativagcdo da NEKG6, corroborando
com Belham et al. (2003) ao ndo encontrarem alteragdes na atividade da NEK6 S37A e
NEKG6 S37D in vitro.
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Figura 47. Western blot das imunoprecipitagdes utilizando beads de agarose conjugada com anti-FLAG de
células HEK293T cotransfectadas por 30 horas com combinagbes de FLAG-NEK6 WT, S37A e S37D com
GFP-NEK6 WT, S37A e S37D. Lisado total (WL), Flow-Through (FT) e imunoprecipitado (IP). Foi utilizado
anticorpos anti-NEK6 e anti-Beta Tubulina como controle endégeno neste WB. A SDS-PAGE foi realizada em gel

com 10% de acrilamida até a saida da frente de azul de bromofenol. O ponceau S das membranas esta
demonstrado na figura 48.
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Figura 48. Ponceau S dos western blots das imunoprecipitagbes utilizando beads de agarose conjugada com
anti-FLAG de células HEK293T cotransfectadas por 30 horas com combinacdes de FLAG-NEK6 WT, S37A e
S37D com GFP-NEK6 WT, S37A e S37D da figura 47.

Interessantemente, os niveis de GFP-NEKG6 coprecipitadas com FLAG-NEKG6
representam uma pequena fracdo dos niveis de FLAG-NEK6 imunoprecipitado, no qual
podemos observar uma leve reducdo no sinal de GFP-NEK6 no flow through (FT) em
comparacgao ao lisado total (WL) das imunoprecipitagdes das coexpressdes de NEKG6 (figura
47). Dessa forma, uma pequena parte da GFP-NEKG6 coexpressa se encontra como
homodimero ativo (coprecipitado), enquanto a maior parte estd na forma de monémeros no
estado ativo com uma pequena fracdo no estado inativo (flow-through) (figura 47). No
entanto, a interpretagao do equilibrio entre monémeros e homodimeros de NEK6 possui viés
na forma que analisamos, podendo haver maiores niveis de homodimeros do que o
observado através da coprecipitagdo de GFP-NEK6 com FLAG-NEKG6 (figura 47). Isso &
devido ocorrer a homodimerizacdo de forma transiente entre duas NEKG6
inativa/desfosforiladas e provavelmente deve ocorrer homodimerizacdo entre duas
FLAG-NEKG e entre duas GFP-NEK6 durante as cotransfecgdes, no qual ndo sao possiveis
de identificar através do nosso experimento. Sendo assim, a homodimerizacdo da NEK6
ativa/fosforilada pode representar ao menos metade do sinal da NEKG6 ativa apés
superexpressao, com a segunda metade na forma de monémeros ativos. Interessante notar
que Belham et al. (2003) encontraram um equilibrio entre os peptideos fosforilados em
ambos S206/T202 e fosforilados apenas na S206 na banda de migragao lenta da NEK6. Por
outro lado, fosfopeptideos apenas na T202 nao foram encontrados. Dessa forma, como
possivelmente metade da NEK6 superexpressa se encontre na forma de homodimero ativo,
é provavel que a T202 tenha funcdo na regulagdo homodimerizacdo da NEK6, podendo
aumentar ou reduzir a afinidade entre os homodimeros. Diferentemente do observado por
Meirelles et al. (2011) onde foi identificado que a NEK6 é encontrada em sua maioria como
mondmeros, no entanto esses dados sdo de proteinas expressas e purificadas de bactérias
e essa diferenga pode ser devido ao processo de purificacdo que pode causar a separagao
dos homodimeros durante as lavagens, ou devido a alguma fosforilagdo que ocorre apenas

em células de eucariotos.
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No entanto, a coprecipitacdo da GFP-NEK6 poderia estar ocorrendo através da
interacdo com a NEK9 enddgena, no qual pode estar em um oligbmero de NEKS9 junto de
uma FLAG-NEKG6. Sendo assim, nés coexpressamos a FLAG-NEK9 WT com as GFP-NEK6
WT, S37A e S37D em células HEK293T por 30 horas e realizamos a imunoprecipitacdo da
FLAG-NEK9 utilizando beads de agarose conjugadas a IgG anti-FLAG. Como podemos
observar no lisado total (WL) na figura 49, a coexpressdo de FLAG-NEK9 com GFP-NEKG6
causou ativacao da NEK6 WT, S37A e S37D devido a presenca das duas bandas de
GFP-NEK®6. Boa parte das GFP-NEKG6 coprecipitaram com FLAG-NEKS9, indicado pelo sinal
no flow through (FT) em relagdo ao lisado total (WL) da GFP-NEK®6 (figura 49). E podemos
observar duas bandas de GFP-NEKG6 de intensidades semelhantes que coprecipitam com
FLAG-NEKY, indicando que interacado entre NEK6 e NEK9 possui um equilibrio entre hetero
oligbmeros com NEK9 e NEK®6 inativas e ativas (figura 49). Como a coprecipitacdo das
GFP-NEK6 com as FLAG-NEK6 ocorreu com a GFP-NEK®6 ativa (banda superior) (figura
47), a falta da banda de GFP-NEKG®6 inativa na coprecipitacdo € um forte indicativo de que a
coprecipitagdo das GFP-NEK6 com as FLAG-NEKG6 ndo ocorreram de forma mediada pela
NEK9 endbdgena.

FLAG-NEK9 WT

GFP GFP GFP GFP GFP
vazio NEK6WT  NEK6S37A  NEK6S37D _NEK7WT

WL FT IPWL FT IP WL FT IP WL FT IP WL FT IP

3 2 o

120 kDa | § FLAG-NEK9

62kDa L em e e R ‘ GFP-NEK6

Figura 49. Western blot das imunoprecipitagdes utilizando beads de agarose conjugada com anti-FLAG de
células HEK293T cotransfectadas por 30 horas com combinagbes de FLAG-NEK9 WT com GFP-NEK6 WT,
S37A, S37D e -NEK7 WT. Lisado total (WL), Flow-Through (FT) e imunoprecipitado (IP). Foi utilizado anticorpos
anti-NEK9 e anti-NEK6 neste WB. A SDS-PAGE foi realizada em gel com 10% de acrilamida até a saida da
frente de azul de bromofenol.

Como a S37 nao afetou a homodimerizagao e auto-ativacido da NEKG6, é provavel
que a regiao do N-terminal desordenado que esta voltado para a interface back-to-back do
modelo da homodimerizagado da NEK6 nao possua fungao na dimerizagcao. Sendo assim, é
possivel que a R166 ndo possua fungdo na homodimerizagdo da NEKG (figura 46). Por outro
lado, os residuos N101, K107 e Y108 podem ter funcdo na homodimerizagdo e outros
residuos na interface back-to-back podem ser responsaveis pela dimerizagao back-to-back e
ativacdo da NEK6. A D67, Q99 e R167 do modelo da NEK6 sao residuos de aminoacidos
voltados para a interface back-to-back, no qual possuem superposicao com a D56, Q88 e
R156 da estrutura de alta resolugdo da NEK7 determinada experimentalmente (PDB 5de2).
Estes residuos estdo proximos de outros residuos que permitem interacédo eletrostatica e

ponte de hidrogénio na interface back-to-back entre os homodimeros. A R167 da NEKG6
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pode interagir com a cadeia principal da D67 do segundo mondmero, e a Q99 pode interagir
com a K69 do segundo mondmero. No entanto, os residuos D56, Q88 e R156 da NEK7 nao
foram modificados e a capacidade de ativacao nao foi testada experimentalmente.
Identificamos também que as mutantes S37A e S37D n&o afetam a estabilidade da
NEKG6 (figura 47). Podemos observar a presenga apenas de 2 bandas de NEKG6 na altura da
FLAG-NEKG6 e na altura da GFP-NEKG6 no lisado total de todas as cotransfeccdes, sem a
presenca do padrdao em escada da banda que é caracteristico de degradagao da proteina.
Também n&o foi possivel observar mudancas na mobilidade eletroforética da NEK6 no qual
seria resultante da incorporagcao de ubiquitinas em sua estrutura, sendo assim, a S37 nao

possui relagdo com a poliubiquitinacao da K174 e degradacéo da NEK®.

4.6. S37 da NEKG6 regula sua localizagao celular e afinidade a interatores

Interessantemente, nds identificamos que a localizacao celular da NEK6 é regulada
pela S37 e pelos niveis de NEK9. Durante as cotransfecgdes de NEK6 nds identificamos o
surgimento de células com focos de GFP-NEK®G (figura 50). Podemos observar que a NEK6
WT e S37A induzem grande numero de células a formarem focos de GFP. As
contransfeccbes de GFP-NEK6 S37A com as FLAGs-NEK6 WT, S37A e S37D causaram
aumento na quantidade de células com focos de GFP. O mesmo ocorre na cotransfecgcéo de
GFP-NEK6 WT com FLAG-NEK6 WT. Entretanto, ocorreu um leve aumento do nimero de
células com focos de GFP na cotransfeccdo de GFP-NEK6 WT com FLAG-NEKG6 S37A,
contrario ao observado quando cotransfectamos GFP-NEK6 S37A com FLAG-NEKG6 WT.
Como o sinal observado € apenas da NEK6 conjugada ao GFP, a menor formagao de focos
pelo GFP-NEK6 WT quando cotransfectado com FLAG-NEK6 S37A pode ser devido a
FLAG-NEK6 S37A estar presente nos focos, causando a redugao da quantidade de células
com GFP-NEK6 WT nos focos. Isso pode indicar que a NEK6 S37A possui maior afinidade
pela estrutura relacionada aos focos em relagdo a NEK6 WT. Apenas a expressao do
GFP-NEK6 WT, S37A e S37D com o FLAG-vazio nao foi suficiente para ter grandes
aumentos na quantidade de células com focos de GFP, demonstrando que esse fenébmeno é
dependente dos niveis de NEKG6.

Por outro lado, a NEK6 S37D possui inibicdo no aumento do niumero de células
com focos de GFP (figura 50). As cotransfeccoes de GFP-NEK6 WT e S37D com
FLAG-NEK6 S37D nao causam o aumento na quantidade de células com focos de GFP
induzidos por elevados niveis de NEK6. Como os niveis dos FLAGs sdo maiores em relagao
aos GFPs no lisado total das coexpressodes (figura 47), é possivel que os maiores niveis de
FLAG-NEK6 S37D apresentem efeito antagénico na formagdo dos focos maior do que o

efeito agonista da GFP-NEK6 WT. Nos observamos grande numero de células com focos de
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GFP nas cotransfec¢des da GFP-NEK6 S37D com as FLAG-NEK6 WT e S37A (figura 50 e
imagens ndo mostradas), no qual podem também podem ser explicados pelos maiores
niveis dos FLAGs em relacdo aos GFPs no lisado total das coexpressdes (figura 47). Dessa
forma, os maiores niveis de FLAG-NEK6 WT e FLAG-NEK6 S37A possuem maior efeito
positivo na formacao dos focos em relagédo ao efeito negativo da GFP-NEK6 S37D, e devido
a S37 nao influenciar na coprecipitagdo da GFP-NEK6 S37D com as FLAG-NEK6 WT e
S37A (figura 47), a GFP-NEK6 S37D pode estar interagindo com a FLAG-NEK6 WT e S37A
nos focos formados pela maior expressao delas e assim gerando focos de GFP-NEK6 S37D
nessas cotransfeccgdes (figura 50).

Como nao observamos a formagao de focos de GFP durante a contransfeccao de
GFP-NEK6 S37D com FLAG-NEK6 S37D, e observamos focos de GFP durante as
cotransfeccoes de GFP-NEK6 S37D com FLAG-NEK6 WT e S37A (figura 50 e imagens nao
mostradas), podemos especular que a NEK6 pode estar presente como homodimero nos
focos gerados por elevados niveis de NEK6. Dessa forma, € possivel que dimeros entre
FLAG-NEK6 WT e GFP-NEK6 S37D e entre FLAG-NEK6 S37A e GFP-NEKG6 S37D estejam
presentes nessas estruturas. Por outro lado, o impedimento da localizagcdo da GFP-NEKG6
S37D nesses focos durante a contransfecgdo com FLAG-NEK6 S37D nos indica de que a
regulacéo da formacgéo dessas estruturas ocorre através de homodimeros de NEK6 ambos
fosforilados na S37.

Interessantemente, quando cotransfectamos as GFP-NEK6 WT, S37A e S37D com
a FLAG-NEK9 WT (figura 50) ocorreu aumento localizag&o citosolica da NEKG, onde ndo &
possivel observar o surgimento de focos de GFP pela NEK6. Como a maior parte da NEK9
se encontra inativa no citosol e uma pequena fragdo se encontra ativa nos centrossomos
(Roig, et al. 2002; Bertrand, et al. 2011), é provavel que a interagdo entre NEK6 e NEK9
ocorra em maior parte no citosol, causando assim o aumento da localizac&o citosélica da
NEK®6 na cotransfeccdo com NEK9. Interessantemente, como ndao houve aumento nos focos
de GFP-NEKG6 na cotransfecgdo com FLAG-NEK9 WT, é provavel que a via mitética da
NEKs que ocorre através da hetero oligomerizacao entre NEK9-NEKG6 (figura 25) ndo ocorra
nas estruturas relacionadas com os focos de GFP-NEK6. Dessa forma, a auséncia de focos
de GFP nas cotransfeccoes de NEK6 WT, S37A e S37D com NEK9 (figura 50) e
coprecipitagdo de aproximadamente metade da GFP-NEK6 corexpressa com FLAG-NEK9
(figura 49), nos indicam que a localizacdo da NEK6 nessas estruturas ocorrem na forma de
homodimeros independentemente de NEK9, e sdo regulados pela fosforilagdo da S37 e

aumento dos niveis de NEK9, no qual aparentemente sequestra a NEK6 no citosol.
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Figura 50. Imunofluorescéncias representativas do GFP e quantificagdo de células com focos de GFP
semelhantes a centrossomos amplificados de células HEK293T cotransfectadas por 30 horas com combinagdes
de FLAG-NEK9, FLAG-NEK6 WT, S37A e S37D com GFP-NEK6 WT, S37A e S37D. O nimero de células com
eventos semelhantes a centrossomos amplificados foram contadas manualmente de imagens com ampliagéo de
20X. Grafico em barra representa as médias e desvio padréo dos focos de GFP semelhantes a centrossomos
amplificados. Os dados estdo apresentados como média + desvio padrdo, foi realizado o teste ANOVA com
pos-teste de Tukey. # = p < 0.05. As imagens foram adquiridas de 2 experimentos independentes, onde
analisamos 3 campos aleatérios de cada experimento. Parametros das imagens de fluorescéncia: exposigao = 1
ms, ganho = 10x, gama = 0,6.
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Meirelles et al. (2011) identificaram que a NEK6 possui localizagdo centrossomal
através de imunofluorescéncia, e acreditamos que esses focos (figura 50) podem ser
centrossomos amplificados. Noés identificamos células com sinais de GFP-NEKG6
semelhantes a presenca de 3, 4 e 5 centrossomos (figura 51) nas células observadas na
figura 50. Ao mesmo tempo foi possivel observar células com distribuicdo dos focos de
GFP-NEKG6 semelhantes aos observados nas diferentes fases da mitose (figura 51).

Foi demonstrado que a downregulagdao dos niveis de NEK6 em células
MDA-MB-231 utilizando siRNA causou o aumento de células com centrossomos
amplificados com fusos multipolares (Sampson, et al. 2017). Esses dados estdo em
contraponto as nossas observagdes, uma vez que nossas condigdes representam excesso
de NEKG6 no sistema celular e seria esperado que esses focos estivessem agrupados em
pseudo-polos. Por outro lado, a EG5 pode induzir a amplificacdo de centrossomos através
da geracao de excessiva forca mecanica e ruptura da estrutura dos centrossomos. Esses
fragmentos de centrossomos sao formados por material pericentriolar (PCM) e podem conter
ou nao centriolos. Dessa forma, € possivel que em nossas condigbes, o excesso de NEK6
no sistema celular induziu o aumento de forgas atuantes nas estruturas mitéticas, como o

fuso mitdtico e centrossomos.
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Figura 51. Imagens representativas da imunofluorescéncia de células HEK293T cotransfectadas por 30 horas
com combinagbes de FLAG-NEK6 WT e S37A com GFP-NEK6 WT, S37A e S37D. Imagens de células
apresentando trés, quatro e cinco focos de GFP semelhantes a centrossomos amplificados. E Imagens
representativas da imunofluorescéncia de células HEK293T cotransfectadas por 30 horas com combinagdes de
FLAG-NEK6 WT, S37A e S37D com GFP-NEK6 WT, S37A e S37D. Imagens de células apresentando focos de
GFP semelhantes a centrossomos amplificados com padrdes semelhantes ao observado ao longo das diferentes
fases do ciclo celular de células cancerosas (figura 27). Parametros das imagens de fluorescéncia: exposicdo = 1
ms, ganho = 10x, gama = 0,6.
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Como foi identificado que a NEK6 possui localizagcdo centrossomal, em
colocalizagdo com a Gama Tubulina, e possui interagdo com proteinas do fuso mitético e
funcdo na regulacdo de proteinas relacionadas a montagem e movimento dos fusos na
separacdo dos centrossomos e separacdo das cromatides irmas, nés analisamos se as
FLAG-NEK6 WT, S37A, S37D e FLAG-NEKS9 das imunoprecipitacdes mostradas nas figuras
47 e 49, coprecipitam com proteinas dos centriolos, dos diferentes niveis de organizagao do
PCM e do fuso mitético (microtubulos). N6s analisamos a coprecipitacdo das proteinas do
linker centrossomal (C-Nap1 ou CEP250, NEK2), do terminal distal do centriolo-mae
(CCP110), da parede pericentriolar (CEP192 e CENTROBIN), do complexo yTuUuRC (Gama
Tubulina) e do fuso mitético (Beta Tubulina). Nao foi possivel identificar sinal das CEP250,
NEK2, CCP110, CEP192 e CENTROBIN nas imunoprecipitagcdes (dados nao apresentados),
apenas foi possivel observar uma variagcdo no sinal de Gama Tubulina e Beta Tubulina
(figura 52) indicando que a NEK6 e NEK9 estdo localizados na camada mais externa do

PCM, provavelmente junto ao complexo yTuRC.
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Figura 52. Western blot das imunoprecipitagbes utilizando beads de agarose conjugada com anti-FLAG de
células HEK293T cotransfectadas por 30 horas com combinagées de FLAG-NEK6 WT, S37A e S37D com
GFP-NEK6 WT, S37A e S37D. A imagem apresenta apenas o imunoprecipitado (IP) da preparagéo analisada na
figura 47. Foi utilizado anticorpos anti-Gama Tubulina e anti-Beta Tubulina neste WB. A SDS-PAGE foi realizada
em gel com 10% de acrilamida até a saida da frente de azul de bromofenol.

Podemos observar que todos os controles das imunoprecipitacbes das
cotransfecgcbes realizados com FLAG-vazio apresentaram sinal moderado de Gama
Tubulina, e sinal muito fraco de Beta Tubulina (figura 52). Como a nucleagdo de
microtubulos ocorre através da interagdo do terminal negativo dos microtibulos (no qual
esta associado a presenga da a-Tubulina) com o terminal positivo do y-TuRC (associado a
presenca de anéis de Gama Tubulina) (Sulimenko, et al. 2022), é possivel que o peptideo
FLAG (no qual é carregado negativamente pela presenga de 5 aspartatos na sequéncia
FLAG, DYKDDDDK) interaja de forma inespecifica com essas estruturas. Dessa forma,
devido o sinal de Gama Tubulina n&o variar entre as cotransfeccées de FLAG-vazio com os
GFP-vazio, NEK6 WT, S37A, S37S e NEK7 WT, é provavel que esteja ocorrendo interagédo
inespecifica do peptideo FLAG com a Gama Tubulina. O mesmo deve ocorrer para Beta
Tubulina, no qual € o monémero associado ao terminal positivo dos microtubulos (Howard,
et al. 2003). As imunoprecipitagdes da FLAG-NEK9 WT das cotransfec¢des com GFP-vazio,

NEK6 WT, S37A e S37D apresentaram aumento do sinal de Gama Tubulina em relagéo ao



103

controle, mas n&o houve sinal de Beta Tubulina (figura 52). O mesmo ocorre para o sinal de
Gama Tubulina nas imunoprecipitagdes da FLAG-NEK6 S37A cotransfectada com
GFP-vazio e GFP-NEK6 WT em relagdo ao controle (figura 52). Por outro lado, as
imunoprecipitacdes da FLAG-NEK6 WT com os GFP-vazio, NEK6 WT, S37A, S37 e NEK7
WT apresentaram aumento do sinal de Beta Tubulina em relagao as imunoprecipitagdes de
FLAG-NEK6 S37A e S37D (figura 52). Sendo assim, a presencga de sinal de Gama Tubulina
e Beta Tubulina nos controles das imunoprecipitagdes indicam interagao inespecifica com o
peptideo FLAG, e aparentemente nao apresentam interferéncia nas imunoprecipitacbes com
as construgcdes de NEK6 e NEK9 devido existir variagbes nos sinais de Gama Tubulina e
Beta Tubulina entre as imunoprecipitacdes das cotransfecgdes (figura 52). Para confirmar
isto sera necessario realizar as cotransfecgdes e imunoprecipitacdes com beads conjugadas
a anti-GFP, ou utilizar outras tags como His ou c-Myc.

Como discutido, as imunoprecipitacdes das cotransfecgbes entre duas NEK6 e
entre NEK6 e NEK9 possuem variagdo nos sinais de Gama Tubulina e Beta Tubulina, dessa
forma apresentaremos apenas as imunoprecipitacdes dos FLAG-NEK6 WT, S37A, S37D e
NEK9 WT contransfectados com GFP-vazio, no qual sao as condigcbes que nao apresentam
variagéo induzida pela cotransfecgao por nao haver competicéo entre as FLAG-NEK6 ou
FLAG-NEK9 coexpressa com GFP-NEK6 pela Gama Tubulina e Beta Tubulina, no qual
interferem nas interpretagdes (figura 53).

FLAG FLAG FLAG FLAG

NEKSE WT NEKS 31T4 NEKS 3370 NEKIWT

+ + + +

GFPvazlo GFPvazlo GFPvazo GFP vazio

48 kDa o LJ Gama Tubulina

T e

Figura 53. Western blot das imunoprecipitagbes utilizando beads de agarose conjugada com anti-FLAG de
células HEK293T cotransfectadas por 30 horas com combinagées de FLAG-NEK6 WT, S37A e S37D com
GFP-vazio, removidos da figura 52. A imagem apresenta apenas o imunoprecipitado (IP) da preparagao
analisada na figura 47 e 49.Foi utilizado anticorpos anti-Gama Tubulina e anti-Beta Tubulina neste WB. A
SDS-PAGE foi realizada em gel com 10% de acrilamida até a saida da frente de azul de bromofenol.

Podemos observar na figura 53 que a NEK6 S37A e NEK9 WT possuem maior
coprecipitagdo com Gama Tubulina em relagdo a imunoprecipitacdo de NEK6 WT e S37D.
Ja foi demonstrado que uma pequena porgao da NEK9 se encontra ativa durante a profase,
no qual esta localizada nos centrossomos junto da CDK1 e PLK1 ativas (Bertran, et al.
2011). Dessa forma, a presenca de forte sinal de Gama Tubulina na imunoprecipitacao de

FLAG-NEK9 com GFP-vazio (figura 53), corrobora com sua localizagdo centrossomal. O
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mesmo foi demonstrado para NEKG, no qual foi observado através de imunofluorescéncia a
colocalizagdo com Gama Tubulina nos centrossomos (Meirelles, et al. 2010).

Podemos observar que a cotransfecgdo das GFP-NEK6 WT, S37A, S37D e
GFP-NEK7 WT com FLAG-NEK9 WT causam reducido do sinal de Gama Tubulina no
imunoprecipitado de FLAG-NEK9 WT (figura 52), indicando que a NEK6 e NEK7 no citosol
compete com a Gama Tubulina pela NEK9, reduzindo a interacao entre NEK9 e Gama
Tubulina. Dessa forma, o reducdo do sinal de Gama Tubulina na imunoprecipitacao de
FLAG-NEK9 coexpressa com GFP-NEKG6 (figura 52), associado a indug¢do da localizagao
citosélica de NEK6 com a inibicdo da formacao de focos de NEK6 através da coexpressao
com NEK9 (figura 50), nos indicam que a localizagdo centrossomal da NEKG6 é independente
da hetero oligomerizagdo com NEKSO.

A mutante NEK6 S37A apresenta maior afinidade pela Gama Tubulina
possivelmente devido a impossibilidade de fosforilagcdo da S37 e reducdo da afinidade pela
Gama Tubulina no PCM. Por outro lado, como a NEK6 WT pode ser fosforilada na S37 no
PCM, os baixos niveis de Gama Tubulina na imunoprecipitagdo de NEK6 WT e S37D em
oposicao aos altos niveis na NEK6 S37A e NEK9 WT nos indicam que a localizagdo da
NEK6 no PCM ocorre através da NEK6 desfosforilada na S37 e a fosforilagao da S37 regula
os niveis de NEK6 no PCM, impedindo o acumulo de NEK6 nessa estrutura. Dessa forma,
uma vez que os focos de GFP sao formados por elevados niveis de NEKG6 (figura 47 e 50) e
a NEK6 S37D impede o aumento de focos semelhantes a centrossomos amplificados, &
possivel que o acumulo de NEK6 S37A e WT no PCM ocorra devido a incapacidade das
proteinas centrossomais regularem o excesso de NEK6 nos centrossomos através da
fosforilagdo da S37, causando o acumulo de NEK6 nos centrossomos e aumento de focos
semelhantes a centrossomos amplificados em condi¢cées de elevados niveis de NEKG6.

Por outro lado, NEK6 WT e S37A possuem maior coprecipitacdo com Beta Tubulina
em relagdo a imunoprecipitagdo de NEK6 S37D e NEK9 WT (figura 53). Foi demonstrado
que a NEK6 possui capacidade de interagir de forma fraca com a Beta Tubulina,
imunoprecipitar com feixes de microtubulos e fosforilar Beta Tubulina in vitro (Adib, et al.
2019; Takatani, et al. 2017). Nos microtubulos, a funcdo da NEK6 esta relacionada com a
regulacado de proteinas regulatérias da dinAmica de microtubulos (ex. EML4), e na ativagao
da EG5 para realizar forca mecanica para a separacao das cromatides irmas na transicao da
metafase para anafase (Adib, et al. 2019; Bertran, et al. 2011). Sendo assim, os maiores
niveis de Beta Tubulina nas imunoprecipitacbes de NEK6 WT e S37A em relacdo a NEK6
S37D (figura 53), nos indica que a fosforilagdo da S37 ao menos regula a interacdo da NEK6
com Beta Tubulina e provavelmente sua localizagdo nos microtubulos. Como nao existem
informacdes da localizagdo da NEK9 nos microtubulos, a auséncia de Beta Tubulina na

imunoprecipitagcdo de NEK9 é um indicativo de que a regulagéo da fungdo mitética da NEK6
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pela NEK9 aparentemente ocorre no citosol, com posterior translocacdo da NEK6 para
estruturas mitéticas, como centrossomo e fuso mitético através da interagdo com Gama
Tubulina e Beta Tubulina, respectivamente.

Nos testamos se a EG5 coprecipitou nas imunoprecipitagées, no entanto nao foi
possivel identificar o sinal da EG5 no western blot devido a um sinal inespecifico no western
blot na altura da EG5, e possivelmente pela interagcao entre NEK6 e EG5 ser transiente, uma
vez que a interagao entre elas foi observada através da coexpressao e imunoprecipitacao da
EG5 e ndo da NEKB.

Nos realizamos a transfeccao da NEK6 WT, S37A e S37D em células HEK293T e
desafiamos com a remocéao do FBS até que todas as células estivessem mortas visualmente
no microscopio de luz. Surpreendentemente, as células transfectadas com NEK6 S37D
sobreviveram por 4 meses sem qualquer alteragdo do meio, enquanto as outras células
morreram dentro de alguns dias (dados ndo mostrados). Meirelles et al. (2010)
demonstraram os interatores da NEKG6 identificados por duplo hibrido e na plataforma da
BioGrid possuem fungbes no metabolismo, reparo de DNA, resposta ao estresse, sintese
proteica, entre outros processos celulares, além de alguns interatores ndo terem fungdes
descritas. Dessa forma, a S37 da NEK6 aparentemente possui relagdo com a regulagéo de
vias de sobrevivéncia e senescéncia celular, além de proteinas de estruturas mitéticas.

Centrossomos sdo consideradas organelas sem membranares, onde a formacgao da
organela é governada pela separacao liquido-liquido. Segmentos desordenados possuem
funcdo na separacao liquido-liquido. Dessa forma, é possivel que a fosforilagdo da S37 no
N-terminal desordenado da NEKG6 esteja relacionada com a separagéao liquido-liquido e sua
localizacdo nas estruturas semelhantes a centrossomos. No entanto, € necessario a
confirmacao de que os focos de GFP s&o centrossomos amplificados através de imagens de
imunofluorescéncia, analisando a colocalizacdo das GFP-NEK6 WT e S37A com a Gama

Tubulina outras proteinas centrossomais.

4.7. Analise filogenética da S37 da NEK6 de humanos

Nés realizamos uma busca por sequéncias polipeptidicas homdlogas a NEK6 de
humanos através do BLASTP e posteriormente o alinhamento multiplo entre as sequéncias
polipeptidicas com maior nivel de homologia. Nés selecionamos as sequéncias homaologas
encontradas em dois mamiferos, uma ave, um réptil, um peixe, um tunicado séssil e um

verme (figura 54).
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Figura 54. Alinhamento multiplo de sequéncias homologas a NEK6 de Homo sapiens identificadas por BLASTP.
Estao demonstradas as sequéncias de proteinas homoélogas encontradas em répteis, aves, peixes, mamiferos,
tunicado e verme. Estdo destacados nos quadrados roxo os residuos relacionados ao sitio catalitico, nos
quadrados pretos os sitios funcionais e regulatérios, e em amarelo o looping de ativagédo (figura 33). Os
quadrados vermelhos estdo anotando o N-terminal que faz interagdo na interface back-to-back da NEK7 (sendo
onde esta localizado a S37 da NEK6 de Homo sapiens), e os aminoacidos que iniciam (fenilalanina e tirosina) e
terminam (serina, alanina e lisina) o dominio quinase.

Noés identificamos sequéncias polipeptidicas da NEK6 e NEK7 apenas nos
vertebrados. Nao foi identificada a sequéncia da NEK6 no banco de dados de cDNA de
Danio rerio (zebrafish), no entanto este organismo possui os locus da NEK6 e NEK7 em seu
genoma. A Ciona intestinalis € um cordado utilizado em estudos evolutivos dos vertebrados,
como apenas a sequéncia da NEK?7 foi identificado nos bancos de dados de cDNA de Ciona
intestinalis, é possivel que o evento de duplicagdo génica no qual originou as NEK6 e NEK7
ocorreu apés o surgimento do vertebrados. Interessantemente, C. elegans ndo apresenta a
duplicagdo génica que gerou os locus de NEK6 e NEK7 no genoma por possuir um ortélogo,
nekl-3, que é semelhante a NEK6 e NEK?7, corroborando a idéia de que a duplicagao génica
ocorreu apos o surgimento dos vertebrados.

Todas as quinases analisadas no alinhamento multiplo possuem alto nivel de
homologia no dominio quinase (figura 54). Podemos observar quase 100% de conservagéao

do sitio do sitio ativo, looping de ativagao, sitios funcionais e regulatérios (serina fosforilada
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no looping de ativagdo, sequéncia HDR, DLG e PLPP localizado no lobo C) entre as
quinases analisadas. No entanto, o N-terminal desordenado possui baixa homologia, e
interessantemente apenas nos mamiferos é possivel observar a conservacdo da S37 da
NEK®6, ndo estando presente na NEK6 de aves e répteis. Dessa forma, como a S37 da
NEK®6 possui relagao da regulagéo dos interatores relacionados a estrutura mitética (gama e
Beta Tubulina), regulagdo de vias de sobrevivéncia e senescéncia celular, aparentemente
por estar presente apenas nas sequéncias da NEK6 de mamiferos € possivel que a
fosforilagdo da S37 trouxe alguma vantagem para essas espécies em relagao a sinalizagao
induzida por estresse. No entanto, sdo necessarias analises para identificar se algum outro
residuo de serina, tirosina ou treonina presente no N-terminal das ortélogas da NEK6 e da
NEK7 que podem ser fosforilados e realizarem a fungcao de regulacdo dos interatores,

localizagdo celular e sinalizag&o de sobrevivéncia.

5. Conclusoes e perspectivas

Nés conseguimos demonstrar que o AlphaFold2 modela o dominio quinase da
NEKG6 e NEK7 com alta acuracia. A alta homologia entre a NEK6 e NEKY7 possibilitou a
analise da homodimerizagdo através da superposicdo do modelo da NEKG6 gerado pelo
AlphaFold2 com a estrutura da NEK7 (5de2), onde observamos que o N-terminal
desordenado da NEK6 nao esta posicionado na interface do homodimero, sendo um
indicativo de que o N-terminal desordenado nao possui funcdo na homodimerizacdo e
autoativacdo da NEK®G, diferentemente da NEK7. Nossos dados indicam que a NEK6 possui
capacidade de homodimerizacdo e auto-ativacdo, nos quais nao foram afetadas por
mutacdes fosfomimética e fosfodeficiente da S37 da NEKG, corroborando com a observagao
de que a S37 nao esta préoxima a interface de dimerizacéo. A estabilidade da NEK6 também
nao foi afetada por mutagdes fosfomimética e fosfodeficiente da S37, ndo possuindo relagéao
com a poliubiquitinacao e degradagao da NEK®6.

Por outro lado, identificamos que a S37 da NEKG6 e a interagdo com NEK9 regulam
a localizacdo celular e um novo fendtipo induzido pela superexpressdao de NEK6. A
superexpressdao de NEK6 induziu o aumento de focos semelhantes a centrossomos
amplificados, e a mutagao fosfomimética da S37 impediu a formacgao desses focos. A maior
afinidade da NEK6 S37A com Gama Tubulina é um indicativo de sua localizagdo na camada
mais externa do PCM, e a localizacdo da NEK6 no PCM aparentemente ocorre com
homodimeros de NEK6 de forma independente de NEK9 e é regulado pela fosforilagdo da
S37 de homodimeros de NEK6. No entanto, é necessario confirmar a colocalizagdo da
NEK6 com as diferentes proteinas dos centriolos e PCM (CEP250, NEK2, CCP110,

CEP192, CENTROBIN e Gama Tubulina) através de imagens de imunofluorescéncia, para
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demonstrar que NEKG6 possui colocalizagcdo com proteinas centrossomais mas apenas
interage com Gama Tubulina, confirmando o novo fenétipo e que a localizagdo centrossomal
da NEKG6 ocorre na camada mais externa do PCM.

O mesmo ocorre com Beta Tubulina, onde identificamos que a NEK6 S37A possui
maior afinidade pela Beta Tubulina, enquanto a NEK6 S37D possui menor afinidade com a
Beta Tubulina. A maior afinidade pela Beta Tubulina e Gama Tubulina pela NEK6 S37A em
relagcdo a NEK6 S37D é um indicativo de que 37 regula os interatores da NEK6 associados a
processos mitéticos.

Devido a funcao na sobrevivéncia celular frente a auséncia de FBS e alteracéo na
afinidade por interatores pela NEK6 S37D associados a presenga da S37 apenas na
sequéncia da Nek6 de mamiferos, sado indicativos de que essa regulagao trouxe vantagens
para os mamiferos frente a situacdes de estresse. Neste sentido, acreditamos que a S37 é o
residuo da NEK6 fosforilado apds o estresse genotdxico. A regulacdo da localizacao e
interatores sem modificagcdo na atividade quinase da NEK6 pode ser devido a outras
fungdes reguladas pela NEK6, como a homeostase mitocondrial e balango redox. Dessa
forma, a inibicdo da atividade da NEK6 apds o estresse genotdxico poderia induzir disfungéo
mitocondrial e estresse oxidativo.

Esse conjunto de dados indicam que a inibicdo da atividade quinase da NEK6 apds
estresse genotdxico observada por Lee et al. (2008), pode estar relacionada a alteragédo da
afinidade da NEKG6 pelo substrato (proteina basica da mielina) apés a fosforilagdo via
ATM/ATR-CHK1/CHK2 sensivel a cafeina. Dessa forma, € possivel que apds estresse
genotoxico ocorra a fosforilagdo da S37 da NEK6 para reduzir sua afinidade e localizagéao
com estruturas mitéticas sem modificar sua atividade quinase. No entanto, sdo necessarios
experimentos utilizando diversos quimioterapicos para analisar o efeito das mutacbdes da
S37 na resposta celular apds o estresse genotdxico, além de experimento que identifiquem
quais sao os interatores regulados pela S37 e quais s&o as proteinas que podem fosforilar a
S37 da NEK®6.

A NEKG6 é considerada uma oncoproteina por estar superexpressa em diversos
tipos de tumores sodlidos e hematoldgicos, e a superexpressdo induz transformacao
independente de ancoragem em células JB6 C141 (Jeon, et al. 2010). O cancer de mama
apresenta grande incidéncia de amplificacdo centrossomal, e pode ser um alvo
farmacoldgico promissor para o tratamento de cancer de mama triplo negativo.
Interessantemente, foi identificado que os niveis de NEK6 aumentam ao longo da
progressao do cancer de mama, enquanto os niveis de NEK9 sofrem redugéo (He, et al.
2018; Xu, et al. 2020). Em células MDA-MB-231, na qual € uma célula de cancer de mama
triplo negativa, Anuraga et al. (2021) observaram que entre diversos tipos de células de

linhagem de céncer de mama, os niveis de transcrito da NEKG € superior nas células
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MDA-MB-231 em relagdo as demais linhagens analisadas, enquanto os niveis de transcrito
da NEKS9 sao baixos nessa linhagem. Dessa forma, como identificamos que a NEK9 induz a
localizagao citosolica da NEK6 e impede a formacao de focos semelhantes a centrossomos
amplificados pela superexpressao de NEKG6, é possivel que a reducédo dos niveis de NEK9
associado ao aumento dos niveis de NEKG6 durante a progressao do cancer de mama possa
ter agdo no desenvolvimento deste fenétipo, tornando o cancer de mama agressivo.

Sendo assim, concluimos que a S37 localizada no N-terminal desordenado da
NEK6 regula a afinidade de alguns interatores e sua localizagdo, e esse mecanismo

aparentemente surgiu nos mamiferos.
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