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EPIGRAFE

“Nunca ande pelo caminho tracado, pois ele conduz somente

até onde os outros ja foram”.

Alexandre Grahan Bell (1847-1922)

“O que sabemos é uma gota, o que ignoramos é um oceano”,

Isaac Newton (1642-1727)
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Lista de abreviaturas e simbolos

aa= Aminoacidos

AC = Adenilato ciclase

ADH= Hipocalcemia autossdémica dominante

ADD = Anticorpo monoclonal primario anti-CASR contra um peptideo sintético
correspondente aos residuos 214-235 do CASR humano (seqiiéncia de aminodcidos 214-235:
ADDYGRPGIEKFREEAEERDI)

Ca/" = Célcio ionizado intracelular

Ca,”" = Célcio ionizado extracelular

CASR= Receptor sensor de cilcio

C-terminal= Carboxi terminal

DAG = Diacilglicerol

dNTP= Deoxinucleosideo trifosfato

DMEM= Meio de cultura de célultas (Dulbecco’s Modified Eagle’ Medium)

DNA= Acido desoxirribonucléico

| ECD= Dominio extracelular

FBS= Soro fetal bovino

FHH= Hipercalcemia hipocalciiria familiar

GABA= Acido ¥ - aminobutitico

HEK-293= Células renais de embrido humano-293 (Human Embrionic Kidney Cell)

ICD = Dominio intracelular

IP = Fosfato mnositol

IP,= Trifosfato inositol



NaN,= Azida de s6dio

NSHPT= Hiperparatireoidismo neonatal grave

N-Terminal= Amino terminal

pb= Pares de base

PBS= tampio fostato/salina (Phosphate Buffered Salking)

PBS-T= PBS com Tween-20

PKA = Proteina quinase A

PKC = Proteina quinase C

PCR= Reagdo em cadeia da polimerase

PTH= Hormonio da paratirebide; paratormonio

PVDF= Membrana de “polyvinylidene difluoride”

SDS= Dodecilsulfato de sodio

SDS-PAGE= Eletroforese em gel de poliacrilamida sob condicbes desnaturantes
(Sodinm Dodecyl Sulphate-PolyAcrilamide Gel Electrophoresis)

TMD= Dominio transmembrana

VET = “Venus flytrap”



Resumo

O receptor sensor de cilcio (CASR) é membro da familia IIT dos receptores que
acoplam 2 proteina G e é de fundamental importincia no processo da homeostase do célcio. O
dominio extracelular (ECD) do receptor € o principal sitio de ligacio do Ca,*’ e a maioria das
mutagGes naturais que ocorrem nesse dominio afeta somente a afinidade do receptor pelo
Ca,”". Algumas mutagdes no ECD podem causar uma alteracio mais grosseira na estrutura do
receptor, com consequente reducdo da sua expressio na superficie celular. O objetivo desta
tese fo1 investigar o grau de expressio do CASR com mutacBes no ECD, incluindo alteracoes
na polaridade ou no cardter 4cido/base, em locais onde mutagdes ativadoras (ADH) ou
inativadoras (FHH/NSHPT) ji foram descritas. Além disso, também deletamos a regido entre
os aminoacidos 139 e 167 do ECD por ser uma regido altamente hidrofébica e cuja
inportincia ainda ndo foi investigada. A técnica de Western blotting nos permitiu verificar a
expressdo de todos os receptores mutados transfectados em células HEK-293. Através da
densitometria das bandas de 140 e 160 kDa e a andlise estatistica do valores obtidos de trés
experimentos separados, verificamos uma expressio similar ao CASR nativo dos receptores
mutados nas posighes A116T, N118S, E127K, F128Y, T138K e A139-167. O receptor com a
mutagdo P55S apresentou uma dristica reducio na expressio das formas diméricas e
oligoméricas (~220 kDa) em relagio a0 CASR nativo. Assim, podemos concluir que a
expressdic do CASR pode ser afetada de acordo com alteracSes das caracteristicas dos
aminoicidos nativos (polaridade, carter dcido/base) e a mudanga no padrio de expressio é
dependente da posigio do aminoicido mutado. A posigio 55 demonstrou ser critica para a
expressdo das formas diméncas do receptor, enquanto que a regiio hidrofdbica entre os

aminoacidos 139 e 167 nio € importante para a expressdo nem para a formacio de dimeros.
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Abstract

The calcum sensing receptor (CASR) is a member of the family III of G protein
coupled receptors and plays an essential role in calcium homeostasis. The extracellular domain
(ECD)} of the receptor is the most important site for Ca,” -binding and the majority of the
naturally occurring mutations in the ECD affects only the affinity of the receptor for Ca,™".
Other mutations in the ECD could result in a more gross alteration of the receptor structure,
reflected by reducing expression levels of the receptor at the cell surface. The objective of this
thesis was to investigate the expression levels of the CASR with mutations in the extracellular
domain where activating and inactivating mutations have been described. The mutation
resulted in changes in aminoacid polarity or acid/base character. In addition, a deletion of a
region between 139 and 167 aminoacids of the extracelullar domain of the CASR, 2 highly
hydrophobic region, was perform to investigate its relevance. The Western blotting technique
demonstrated that all mutant receptors were expressed in HEK-293 cells. Analysis of the
intensity of the bands by densitometry in three separate experiments showed no significant
differences m expression levels of the mutants A116T, N118S, E127K, F128Y, T138K and
A139-167 compared to the CASR wild type. The mutant receptor P55S showed a drastically
decreased expression level in the dimeric and oligomeric forms (~220 kDa) when compared to
the CASR wild type. In conclusion, the expression of the CASR could be affected by
alterations of the amino acids characteristics (polarity, acid/base character) and the changes in
the expression levels is dependent on the position of mutated amino acid. The position 55 is
critical for expression of the dimeric forms of the receptor, while the hydrophobic region

between 139 and 167 amino acids is not important for the expression nor the dimerization of

the CASR.
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Introducdo

Introducao

Receptores que acoplam a proteina G

Os receptores que acoplam as proteinas heterotriméricas ligadoras de GTP (proteinas
(5) sdo proteinas de membrana envolvidas na transmissdo de sinais do ambiente extracelular
para o citoplasma. Hsses receptores compdem a maior familia de receptores encontrada na
natureza (WESS, 1998). A grande maioria dos hormédnios peptidicos, moléculas odorantes,
moléculas gustativas, opioides, estimulos luminosos e outras substincias exercem seus efeitos
intracelulares através da ligagio a um receptor especifico pertencente 4 classe dos receptores
que acoplam 2 proteina G {GPCRs) (FERGUSON, 1998). Ap6s a clonagem da opsina bovina
(NATHANS ¢ HOGNESS, 1983), ja foram identificados aproximadamente 2000 GPCRs, os
quais sio classificados em trés subfamilias de acorde com a homologia da seqiiéncia, com a
estrutura do ligante e com a funcdo do receptor (J1 et al., 1998). A familia I é compasta pelos
receptores relacionados a rodopsina, a familia IT estd relacionada ao receptor de calcitonina e a
tamilia I11 estd relacionada ao receptor metabotrépico do glutamato (WESS, 1998).

Todos os receptores que acoplam & proteina G apresentam caracteristicas estruturais
similares: um segmento N-terminal extracelular, sete segmentos transmembranas, trés alcas

extracelulares, trés algas intracelulares e um segmento C-terminal (JI et al., 1998).

Modelos de interagdo agonista-receptor

Os dominios dos GPCRs envolvidos na unido do ligante sfio quase tio diversos quanto
a natureza quimica dos agonistas conhecidos (GETHER e KOBILKA, 1998). Ligantes como
fotons, aminas biogénicas, nucleosideos, eucosandides e moléculas de lipidios se unem

exclusivamente 4 parte central do dominio transmembrana (TMD), diferentemente dos
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Introducdo

peptideos menores que se ligam tanto na parte central transmembrana quanto nas alcas
extracelulares. Os polipeptidios matores se igam as alcas extracelulares e também ao segmento
N-terminal. E os horménios glicoproteicos, tais como LH, FSH, hCG e TSH. se unem
exclusivamente ao segmento N-terminal de seus receptores com posterior interacio com as
alcas extracelulares (J1 et al., 1998). Um outro modelo de interagio, o do “Venus flytrap”, é
proposto para a unido de pequenos neurotransmissores, glutamato, cilcio e GABA (O'HARA
et al,, 1993). Esse modelo é proposto para a tamilia III dos GPCRs e sugere que, apds a unido
do ligante, os dois lobos do amplo dominio extracelular (ECD) do receptor se aproximam e
esta mudanga de conformacio é transmitida para a regiio transmembrana gerando um sinal
(GALVEZ et al., 1999).

Foi observado que muitos GPCRs apresentam uma certa atividade basal podendo
ativar a proteina G na auséncia de agonistas. Além disso, algumas mutacdes sio capazes de
aumentar drasticamente a atividade constitutiva do receptor também de forma independente
do agonista (GETHER, 2000). Sugere-se, portanto, que interacbes intramoleculares de
constrangimento mantém o receptor preferenctalmente em sua conformagio inativa na
auséncia do agonista. Essas amarras repressoras, por sua vez, s3¢ liberadas como parte do
processo de ativagio do receptor, promovendo a exposigio de sequéncias importantes para a

proteina G (GETHER, 2000).

Dimerizacdo dos GPCRs

Muitos estudos tém revelado que os GPCRs existem como dimeros, os quais podem
estar presentes como homo ou heterodimeros/oligdbmeros. Além destes, virias outras
proteinas existem e funcionam como dimeros, entre elas estio os receptores da tirosina-
quinase, os fatores de transcrigio e os receptores esterdides intracelulares (RIOS et al., 2001).

As propriedades dos receptores, tais como afinidade pelo agonista, poténcia e eficicia, sdo

15



Introducdo

alteradas como resultado da dimerizagfo. As regides extracelulares, TM e C-terminal estio
envolvidas neste processo, e enquanto alguns GPCRs formam unidades diméricas em
compartimentos intracelulares, outros as formam na superficie celular de forma dependente do
agonista (RIOS et al,, 2001). O mecanismo de formagiio de dimeros, entretanto, parece ser
consideravelmente diferente entre os receptores. No receptor By-adrenérgico e no receptor D,
da dopamina, a dimenzagdo envolve intera¢des entre os segmentos transmembranas
(HEBERT et al,, 1996). No receptor 0-opidide, a dimerizagiio indica o envolvimento de uma
regido da cauda C-termuinal (CVEJIC e DEVI, 1997), enquanto que para os receptores
metabotropicos do glutamato  esse processo ¢ dependente de pontes dissulfidicas
intermoleculares entre cisteinas nos dominios extracelulares (BAI et al., 1998;ROMANO et al,
1996;WARIDD et al, 1998). As implicagdes funcionais da dimerizacio ainda nio foram
completamente estabelecidas para a maioria dos GPCRs (BAI et al., 1999). No entanto, os
agonistas podem estabilizar as formas diméricas de varios receptores, tais como o receptor B,-
adrenérgico e receptores da quemodquina (HEBERT et al., 1996;RODRIGUEZ-FRADE et al.,
1999). Isto sugere, portanto, que a homodimerizagio pode desenvolver um papel tanto
diretamente no mecanismo de ativagio do receptor quanto, alternativamente, nos processos
subseqiientes de dessensibilizagdo e internalizacio dependentes do agonista (GETHER, 2000).
A heterodimerizacio tém mostrado importincia entre os subtipos de receptores proximamente
relacionados, como no caso do receptor GABAg, onde a co-expressio dos subtipos R1 e R2 é

que permite detectar um receptor completamente funcional e glicosilado na superficie celular

(GETHER, 2000).
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Introducdo

Familia lll dos GPCRs

A familia 111 dos GPCRs compreende os receptores metabotropicos do glutamato,
mGLuRs 1-8 (PIN e DUVOISIN, 1995); os receptores GABA; (WHITE et al., 1998); o
CASR; um subgrupo de receptores de feromdnios (HERRADA e DULAC, 1997); ¢ os
receptores gustativos (HOON et al, 1999). Todos esses receptores possuem um amplo ECD
(500-600 residuos) que apresenta uma homologia limitada as proteinas bacterianas ligadoras
periplasmaticas (PBPs}, as quais exibem uma caracteristica estrutural de um “Venus flytrap”
bilobado {O'HARA et al, 1993;RAY et al, 1999;REYES-CRUZ et al, 2001). Mais
recentemente foram clonados quatro receptores homdlogos 6rfios: RAIG1, GPCRSB,
GPCR5C e GPCR5D que se mostram proximamente relacionados aos receptores mais
primitivos da famiiia III e apresentam um dominio N-terminal curto, ao contrario dos
membros dessa familla (BRAUNER-OSBORNE et al,, 2001). Outro receptor, o GPCRGA,
também foi clonado recentemente através do cDNA de rim humano e apresenta uma
homologia significante com o CASR e com outtos membros da familia III

(WELLENDORPH e BRAUNER-OSBORNE, 2004).

Modelo de interacao agonista-receptor: “Venus flytrap”

O modelo de mnteragio ligante-receptor proposto para a familia III dos GPCRs é o
modelo do “Venus flytrap” (O'HARA et al., 1993). O dominio de ligagio do agonista nesta
familia é homdlogo ao das PBPs e este achado foi confirmado através da estrutura
cristalografica do dominio extracelular do mGluR1 (GOUDET et al., 2004). Neste modelo, se
observam duas conformagdes: uma conformagio aberta com o ligante unido inicialmente 2 um
lobo com baixa afinidade no amplo ECD do receptor, e uma conformagio fechada na qual o

ligante se une a um segundo dominio do receptor estabilizando uma conformagio fechada de
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Introducdo

alta afinidade. Ainda permanece desconhecido o mecanismo que possibilita a passagem do
sinal de ativagio do ECD para o TMD. No entanto, sabendo que esses receptores formam
dimeros, sugere-se que a ligagdo do agonista em pelo menos um dos dominios VIF promove
uma ampla mudanga conformacional nos ECDs dos dimeros, possivelmente forcando os dois
TMDs para interagirem entre s1 estabilizando o estado ativo dos receptores (GOUDET et al.,
2004). Além disso, mutantes truncados do mGluR1 com o ECD e sem a regiio rica em
cisteinas ndo se expressam normalmente na membrana celular e nio apresentam nenhuma
interagdo significante com o ligante, um indicativo de que essa regido rica em cisteinas, que se
encontra entre 0 ECD e o TMD, € importante para a estrutura conformacional, para a
expressdo da proteina bemn como para a ativagdo do receptor (OKAMOTO et al., 1998). A
estrutura dimérica dos dominios VFT do mGluR1 revelou duas mudancas conformacionais
importantes resultantes da ligacdo do glutamato. Primeiro, os agonistas podem estabilizar um
estado fechado de pelo menos um dominio VFT no dimero. Segundo, 2 orientagio relativa dos
dominios VFT no dimero ¢ diferente na presenca do glutamato, ou seja, o final da cauda C-
terminal (que esti conectada a0 TMD que ativa a proteina GG) se torna mais proxima por mais
de 20 A. Isto sugere que esta Gltima mudanca na orientacio desempenha um papel chave na
ativagdo do receptor, como mostra BESSIS et al. (2002) em seu estudo com o receptor mGlu8.
Recentemente, GOUDET et al. (2004) evidenciou que um modulador alostérico positivo foi
capaz de ativar o mGJuR5 agindo como agonista em receptores truncados sem a presenca do
amplo dominio extracelular (VFT e regifio rica em cisteinas), ativando espontaneamente o
subtipo G, das proteinas G através do seu TMD. Esse resultado sugere que o TMD da familia
IIT dos GPCRs apresenta atiidade constitutiva que pode ser regulada positiva ou

negativamente pelos ligantes, assim como ocorre com a familia I (GOUDET et al,, 2004).
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Introducdo

Receptor Sensor de Calcio

O receptor sensor de cdlcio é uma proteina de membrana que pertence a superfamilia
dos receptores que acoplam a proteina G (BROWN et al,, 1993). Esse receptor desempenha
um papel central na homeostase do cilcio regulando a secregiio do paratorménio (PTH) bem
como a excregdo renal de calcio. Além das paratiredides e rins, o CASR é expresso no cérebro,
intestino, pele e outros orgdos onde provavelmente regula os efeitos do calcio extracelular em
uma variedade de outras fungdes celulares, tais como atividade de canal i6nico, diferenciaciio e

proliferagio celular (CHATTOPADHYAY etal, 1997).

ldentificacdao do receptor sensor de calcio

O cDNA do CASR foi clonado de paratiredides bovinas (BoPCarl) por BROWN et al.
em 1993 e sua expressdo foi analisada através da clonagem em odcitos de Xengpus laevis. O
CASR ¢é uma proteina de peso molecular de aproximadamente 120 kDa que compreende uma
similaridade limitada com os receptores metabotrdpicos do glutamato. Esse receptor apresenta
um amplo dominio extracelular, sete TMD e uma longa cauda C-terminal situada no
citoplasma (BROWN et al., 1993). Esse receptor foi identificado, posteriormente, em adenoma
de glandula paratireéide humana (GARRETT et al,, 1995) e também em rim humano (AIDA
et al,, 1995). Os CASRs de diferentes espécies mostram um alto grau de homologia com o
BoPCaR (>90% de identidade de aminoécidos), sugerindo que sdo homélogos do mesmo gen
ancestral (CHATTOPADHYAY et al.,, 1996). O gen do CASR est3 localizado no cromossomo
3q13.3-21 (AIDA et al,, 1995JANICIC et al,, 1995) e apresenta uma regiio codificadora de

3234 pares de bases, a qual estd contida dentro de seis exons (GARRETT et al., 1995).
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Introducdo

Caracteristicas estruturais do CASR

O CASR humano consiste de 1078 residuos de aminocacidos e apresenta trés dominios
estruturais matores: um amplo dominto N-terminal extracelular de 612 aminocidos: uma parte
central de 250 aminoacidos que compdem os sete dominios transmembranas com algas intra e
extracelulares; e uma regiio C-termunal hidrofilica de 216 aminodcidos {cauda citoplasmatica)
(GARRETT etal, 1995). O receptor apresenta onze sitios potenciais de glicosilacio no ECD,
cinco sitios potenciais de fosforilagio da proteina quinase C (PKC), ¢ dois sitios potenciais de
proteina quinase A (PKA) dentro das algas intracelulares e da regido C-terminal (BAL, 2004).

Varias regides dos CASR e mGluRs apresentam residuos de aminodcidos altamente
conservados. As posicdes relativas de 20 cisteinas (17 delas na regiic N-terminal, uma na
primeira € outra na segunda al¢a extracelular e uma no quinto TMD) sio conservadas tanto no
CASR quanto nos mGLuRs. A regido rica em cisteinas com nove cisteinas altamente
conservadas em uma seqiéncia muito préxima (aproximadamente ao longo de 60
aminodcidos) esta presente entre o dominios do “Venus flytrap” (VFT) e o TMD de todos os
membros da familia III, exceto no GABAZR1 (BAI, 2004}. Além disso, uma seqiiéncia de
residuos ndo-carregados entre as posigdes 141 e 171 no ECD do CASR é muito similar (48%
de identidade e 70% de similaridade) a0 segmento equivalente no ECD dos mGluRs. Esses
elementos conservados provavelmente fornecem um suporte estrutural para a correta
formagio da estrutura tercidria da proteina de ambos, CASR e mGLuRs (BAIL 2004).

Além das regiGes do ECD citadas acima, a primeira e terceira alca intracelular (il e i3)
sdo conservadas significativamente no CASR e nos mGLuRs (49 e 69% de identidade,
respectivamente). Varios autores verificaram que a segunda alca intracelular e parte da cauda C-
terminal dos mGluRs determinam a especificidade para o acoplamento da proteina G (G, €

G, as quais ativam fosfolipase C e inibemn adenilato ciclase, respectivamente) (GOMIEZA et al,
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1996;PIN e DUVOISIN, 1995;PIN et al., 1994). Essas duas regides nio sdo bem conservadas
no CASR, o que deve provavelmente permitir que esse receptor acople tanto com G, como

com G, (BAI, 2004).

N-glicosilacao

O dominio extracelular do CASR contém onze sitios potenciais de N-glicosilacio,
sugerindo que esse receptor € uma glicoproteina (HENDY et al., 2000}. As proteinas do CASR
isoladas de células renais embrionarias humanas (HEK-293) transfectadas com esse receptor
apresentam padrdes de expressio similares aos das proteinas wsoladas das células de
paratiredide (BAI et al,, 1996). A deteccio do CASR dessas células através de um anticorpo
para esse receptor mostrou a presen¢a de trés bandas imunorreativas especificas entre 120 e
200 kDa e bandas adicionais de alta massa molecular (~350 kDa). A espécie menor de 120 kDa
representa a forma nio-glicosilada; 2 banda de 140 kDa representa a forma imatura glicosilada
com alta manose, sensivel 2 endoglicosidase H (Endo H) e 2 N-glicosidade F (PNGase F); e 2
banda de 160 kDa representa a forma completamente madura glicosilada por carboidratos
complexos, resistente 2 Endo H e sensivel 2 PNGase F (BAT et al,, 1996;RAY et al., 1998).
Somente uma fragdo muito baixa do receptor maduro é expressa na superficie celular (BAT et
al., 1998). A glicosilagio de pelo menos trés sitios de glicosilagdo é essencial para a expressio
na superficie celular, mas niio parece ser critico para a transdugdo do sinal, o qual pode ser
medido através do acimulo de fosfatos-inositéis (IPs) induzido por alta [Ca,”] (RAY et al,

1998).
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Figura 1. Topologia do receplor sensor de cilcio.
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Dimerizacédo do receplor sensor de calcio

BAI et al. (1998a) demostrou que o CASR se apresenta na superficie celular das células
HEK-293 transfectadas, na maioria das vezes, em sua forma dimérica. Esses dimeros do CASR
sdo ligados por pontes dissulfidicas e a inclusfio de agentes redutores sdo capazes de converter
o dimero para mondmero em gel SDS-PAGE (BAI et al., 1998).

As cisteinas relevantes envolvidas nas pontes dissulfidicas intermoleculares, tanto no
CASR quanto nos mGluRs, estio localizadas no ECD (GOLDSMITH et al,, 1999). No
mGluRS5, especificamente, essas cisteinas estdo localizadas dentro dos 17 kDa da regifio amino-
terminal do ECD (ROMANO et al., 1996), onde promovem a formacio de homodimeros via
ligagdes dissulfidicas intermoleculares. Dessa forma, devido 4 homologia entre esses receptores
{mGluRs ¢ CASR), sugere-se a possibilidade de que o CASR também possa dimerizar da
mesma maneira (ROMANO et al,, 1996). Além disso, vanios outros GPCRs com menor
relagio estrutural tém demonstrado formar homodimeros, incluindo o receptor muscarinico, o
receptor B,-adrenérgico, o receptor do glucagon, e o receptor 8-opidide (BAI et al., 1998).

Um estudo de mutagénese sitio-dirigida no CASR, o qual promoveu a troca de 19
residuos de cisteinas para serina no ECD, demonstrou que 14 dessas cisteinas (C%, C'!, C**,
C*, C¥, C*%, C, C*, C*%, C*%, C**, C**, C**, C™) siio essenciais para a expressdo normal
do receptor na superficie celular, e para o funcionamento normal do receptor em resposta 2
ativagio pelo cilcio extracelular, evidenciando um erro na estrutura tridimensional protéica e
retengio intracelular dos receptores mutados (FAN et al., 1998). Dessa forma, sugere-se que
esta regido represente a interface dimérica para o receptor e que mutagdes de residucs dentro
dessa intetface promovem rnud;mc;as importantes na resposta do receptor ao Ca** (FAN et al,
1998). Outro estudo de mutagénese sitio-dirigida, realizado por PACE et al. (1999), revelou

que a troca de ambas as Cisteinas, C'"' e C*, por Serinas promove a eliminagio total da
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dimerizacio, mas mantém a dimerizagio nio-covalente. A mutagiio combinada, C'#S/C™'S,
elimina a maioria das ligacbes dissulfidicas intermoleculares e as substituicbes de ambas as
cisteinas s3o necessarias para a ruptura da interagio intermolecular covalente (RAY et al.,
1999). ZHANG et al. (2001), em um estudo posterior, demonstra resultados consistentes com
o estudo realizado por Ray ¢ 4/ com relaciio as Cisteinas 129 ¢ 131, entretanto, ndo mostrou
concordancia em relagio 4 duas mutacdes, C''S e C**S, demonstrando que estas interferem
substancialmente com a expressio do receptor quando presentes individualmente ou em
combinagio, mas nio eliminam a dimerizagio mediada por pontes dissulfidicas. Além disso,
foi verificado que o CASR dimeriza até mesmo na auséncia de ligacio dissulfidica covalente,
podendo também dimenzar através de interagdes hidrofdbicas nio-covalentes (ZHANG et al,
2001), como ocorre, por exemplo, com o receptor Badrenérgico (HEBERT et al,, 1996).

O modelo molecular do ECD utilizando a estrutura cristalografica do mGluR1 como
padrio sugerma que as leucinas conservadas na interface dimérica do mGluR1 podem ser
importantes para interagdes hidrofébicas nesses dois receptores. Acredita-se que a Leu'” e
Leu™ nessa interface dimérica sio essenciais para a dimerizagio do CASR através de

interacBes hidrofdbicas njo-covalentes e reconstitugio funcional (BAI, 2004).

Complementaridade funcional atraves da dimerizacdo no CASR
O CASR com a C* e a C* trocadas por Serinas é substancialmente mais sensivel 20
Ca,”" do que o receptor nativo, sugerindo que essas cisteinas nfio sdo essenciais para a
dimerizagdo desse receptor, mas estio relacionadas ao constrangimento do mesmo para
cooperar na manutencio de sua forma inativa através de pontes dissulfidicas (RAY et al,
1999). Além disso, a co-expressio de dois mutantes mativos do CASR, cada qual com atividade

reduzida ou ausente, resulta na formagio de heterodimeros com uma reconstituigio parcial da
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sinalizagdo dependente de cdlcio extracelular, sugerinde a2 importidncia de interacSes
intermoleculares na funcio do receptor (BAI et al, 1999). A co-expressio de um CASR
contendo uma mutacdo no ECD com outro CASR apresentando mutacdes no 13 e¢/ou na
cauda C-termmnal geralmente resulta em um aparente ganho de funcio (BAI et al, 1999).
Assim sendo, a sinahzacdo intracelular nesses heterodimeros deve ocorrer através do dominio
13/cauda C-terminal normal do CASR co-expresso (BAI et al., 1999). Um mecanismo possivel
para esse tipo de complementagio funcional € a troca de dominios proposta por Gouldsor ¢
Reynolds (1997). Sugere-se, portanto, que o CASR consiste de pelo menos dois dominios
funcionais separados, um compreendendo 0 ECD e outro que inclui o i3 e a cauda C-terminal
(BAI et al,, 1999). Além disso, um dominio normal do CASR pode ser afetado negativamente
pela presenca de um dominio anormal em um receptor heterodimérico. Foi verificado,
entretanto, que a co-transfeccio de varios CASRs mutantes carregando mutacdes distintas no
ECD com o mesmo receptor truncado na cauda C-terminal, resulta em diferente afinidade

pelo agonista (BAI et al., 1999).

Locais de interacdo do CASR com o ion Ca**

O CASR apresenta varias regides altamente 4cidas dentro do seu dominio extracelular
que sdo similares as que estio envolvidas na ligagdo de fons célcio nas proteinas ligadoras de
calcio de baixa afinidade. Estas regides se localizam entre os aminodcidos 216-251 e 557-611
no dominio N-terminal extracelular, e em um segmento icido curto na segunda alca
extracelular do CASR e podem estar potencialmente envolvidas na ligacio do Ca,”* e outros
cations polivalentes (BROWN et al., 1993).

A primeira evidéncia direta de que o Ca,”" se une a0 ECD do CASR foi fornecido por
estudos usando receptores quimeéricos, expressos em oocitos de Xemgpus lgeuss, nos quais o

ECD tanto do CASR quanto do mGluR foi fusionado com o TMD/cauda C-terminal do
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outro receptor (HAMMERLAND et al,, 1999). O receptor quimérico contendo o ECD do
CASR e TMD/cauda C-terminal do mGluR1a foi ativado por alta {Ca,”"], mas nfo por
agonistas do mGluR. Ao contririo, o receptor quimérico contendo o ECD do mGluR ¢
TMD/cauda C-terminal do CASR foi ativado pelo glutamato, mas nio por alta [Ca,”"]. Além
disso, poliarminas, tais como a neormicina, também mostraram interagir com o CASR via ECD.
No entanto, ions trivalentes, como o Gd,”*, se ligam nio somente 20 ECD, mas também ao
TMD do receptor (HAMMERLAND et al.,, 1999). Posteriormente, um receptor quimérico
compreendendo ¢ ECD do CASR ¢ o TMD/cauda C-terminal do mGluR1a foi ativado pelo
Ca,”", Mg,”" e Ba,”" com valores de EC, muito similares ao do receptor nativo. Esse estudo
confirma que o Ca,”” age no CASR através de sua ligacio ac ECD e que outros fons divalentes
também sdo capazes de ativar o ECD do receptor (BRAUNER-OSBORNE et al., 1999). Além
disso, os residuos de serina em posicdes homdlogas aos do mGluR1a, que se unem ao
glutamato, também sdo importantes para as respostas promovidas pelo Ca,”" via CASR. Dessa
forma, pdde-se concluir que 2 unidio do Ca,”" no CASR envolve as serinas nas posigdes 147 e
170 (BRAUNER-OSBORNE et al., 1999).

Até o presente, n3o existern ensaios para verificar a ligacio do Ca,”" no CASR.
Entretanto, 2 identificagdo de determinantes dentro do ECD, os quas sio importantes para a
unifo do Ca,”", tém permitido 2 medida do aumento de Ca’* ou da atividade da PLC {(medida
pelo acimulo de IP,) promovidos pelo Ca,”" alto (BAL 2004). E embora o sitio de unido do
ligante no CASR esteja no ECD, os residuos especificos envolvidos na ativagio mediada pelo
Ca,”" ndo estiio localizados precisamente (HOFER ¢ BROWN, 2003).

Finalmente, sendo o Ca,” o principal ativador fisiolégico do CASR, nio se pode
excluir a possibilidade da existéncia de outros ligantes endbgenos altamente especificos para o

CASR que ainda nio foram identificados (HOFER e BROWN, 2003).
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Sinalizacédo do CASR

Em varios tipos de células, o CASR tem sido relacionado com a regulagio de diversos
processos celulares, tais como secre¢do, guirniotaxia, apoptose, proliferacio, diferenciacio e
atividade de canal 16mico. Como é o caso de muitos receptores de superficie celular, a ligacio
do agomsta a0 CASR resuita na ativagdo de toda uma rede de sinalizacio no interior da célula,
a qual perrmite que um uUnico mensageiro extracelular direcione numerosas funcdes
intracelulares (HOFER e BROWN, 2003).

As elevagbes no calcio extracelular promovem um aumento nas concentragdes de
calcio mntracelular geradas por interages entre o CASR e fosfolipase C (PLC), as quais sdo
mediadas pelas subunidades Go, ou G, das proteinas G heterotriméricas. Essas interagdes
resultam na hidrdlise do fosfatidilinositol 1-4,5-bisfosfato (PIP,) pela PLC para formar
inositol-1,4,5-trisfosfato (IP,) e diacilglicerol (DAG) (Fig. 2). A consegiente liberagio de Ca™
dos estoques intracelulares promovido pelo IP, é um importante mediador da sinalizacio
intracelular do CASR, causando a inibigio da secre¢io de PTH através de mecanismos que

perrnanecem por serem completamente definidos (DARE et al, 1998). O CASR também
interage diretamente com a GO, © que resulta na mibicio da adenilato ciclase e reducio dos
niveis celulares de AMPc (DARE et al,, 1998;HOFER ¢ BROWN, 2003). Assim como outros
GPCRs que agem através de Go; e GOy, 0 CASR estimula a cascata de sinalizagio de

proteinas quinases ativadoras de mitdgenos (MAPKS), tais como as quinases reguladas por
sinais extracelulares (ERKs) 1/2 e quinase Jun amino-terminal (JNK) (HOFER e BROWN,

2003).
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Figura 2, Via de transdupio do sinal do CASR; anmentos nas [Ca"] ativam o0 CASR gue acopla a4 G,
levando a ativagio de PLC seguida pela Jormagis de diacilplicerol (DAG) ¢ inosital 1,4,5 -trisfosfato (IP,). O
DAG ativa a proteina quinase C (PKC) enguanio o IP; eleva a [Cal*} através da lberagio de cdliio dos
estogues intvacelulares ¢ awmento da captagio de cidlcio extracelular. O auments na [Ca?*] contribui para a
sinalizagdo intracelular causando a inibisio da seoregio de PTH. O CASR também apresenta nma via de
sinalizagio na qual acopla com Gt em alguns tipos de células. Reproduzido de (BROWN et al, 1995).
Papel do dominio extracelular na ativacéo do CASR

A 1dentificagio de mutacBes ativadoras e inativadoras no CASR tém fornecido
evidéncias para a informacio estrutural e para 2 relevincia fisiologica da funcio do CASR. Até
© momento, ja foram identificadas mais de 100 mutacées que ocorrem naturalmente no CASR
¢ promovem um impacto funcional neste receptor. As mutacdes inativadoras estio associadas
com a hipercalcernia  hipocalcitirica  familiar (FHH) e ocasionalmente com o
hiperparatireoidismo neonatal grave (NSHPT), em sua forma heterozigitica e homozigdtica,
respectivamente. As mutagdes ativadoras estio associadas com 4 hipocalcemia autossdmica
dominante (ADH) (BAI, 2004).

As mutagdes no CASR se encontram, em sua maioria, agrupadas nos 300 aminoacidos

micias do HCD e também entre a regiio transmembrana e o dominio mntracitoplasmiatico
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(HENDY et al., 2000). Consistente com 2 nog¢do de que o ECD do receptor é o sitio de ligagio
do Ca,”", a maioria das mutagdes que ocorre naturalmente nesse dominio afeta somente 2
afinidade do receptor pelo Ca,”. B possivel que essas mutacdes alterem os residuos de
aminoacidos em contato direto com o Ca,”* ou o microambiente de um ou mais sitios de
ligagio do Ca,”". Algumas mutagdes no ECD podem causar uma alteracio mais grosseira na
estrutura do receptor, refletida pela diminuigdo da expressio do receptor na superficie celular
(BAIL 2004).

Dessa forma, levantamos a hipdtese de que mutacdes de aminodcidos que afetam a
intera¢do com o agonista provavelmente nfo resuitario em alteragdes no padrio de exXpressio
do receptor, a0 passo que mutagdes de aminodcidos responsaveis pela estrutura tridimensional,
posstvelmente resultardo em mudanga conformacional podendo ndo conseguir se expressar na
membrana celular. Além disso, também hipotetisamos que a presen¢a de uma regido rica em
aminoicidos hidrofobicos no dominio extracelular (aminodcidos 139-167) e altamente
conservada entre todos os membros da subfamilia dos receptores metabotropicos do
glutamato representa um sitio em potencial para interagSes entre o dominio extracelular e
transmembrana em seu mecanismo de ativagio, pois regides hidrofdbicas tendem a se
esconder na camada lipidica da membrana. Assim, a dele¢io da regifio citada acima poderia
também resultar em uma mudanga conformacional no CASR que pode ser capaz de interferir
na sua expressio e/ou fungio. Esse estudo demonstra, portanto, a importincia de certas
posi¢bes (aminodcidos) na estrutura do CASR possibilitando um maior entendimento sobre a

mesima.
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Objetivo principal

» Avaliar a expressio do receptor sensor de cilcio com mutacdes e delecio em

regides do dominio extracelular.

Objetivos especificos

» Avaliar a expressio do receptor sensor de calcio com alteracio na estrutura,
polaridade ou cariter 4cido/base através de mutagdes pontuais nas seguintes
posicdes: 55, 116, 118, 127, 128, 138.

» Avaliar a expressio do receptor sensor de cilcio com delecio da regiio

hidrofdbica entre os aminodcidos 139 e 167.
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Material e Métodos

1. Construcao do vetor de expressao do CASR

O ¢DNA do CASR nativo (GenBank X81086) contendo sitios de restricio enzimatica
para Hind III e Xba I foi gentilmente doado pelo Dr. Geoffrey N. Hendy (McGill University).
Esse cDNA to1 inserido no vetor pcDNA3.1 (vetor especifico para transfec¢iio em células de
mamiferos) € a sua presenga no vetor foi avaliada a partr da digestio com Hind Il e Xba I (1
ul de DNA, 1 ulL de cada enzima - Promega, 1 4L de tampdo Promega) por 1 hora a 37°C.
Posteriormente, o produto dessa digestdo foi visualizado em gel de agarose 0.7% corado com
brometo de etideo e a imagem foi registrada em Polaroid (Amershan Pharmacia Biotech). O
cDNA do receptor sensor de célcio native inserido no vetor pcDNA3.1 serviu como molde

para as reagdes de PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase} das mutagéneses sitio-dingidas.

2, Preparacao de Bactérias Competentes

Para a preparagio de células competentes, a bactéria E. sl DH50 utlizada nas
transformagGes foi inoculada em 5 mL de meio LB (Meio de Luria Bertani - Triptona 10g,
Extrato de Levedura 5g, NaCl 10g, pH 7.0) sem antibibtico, deixada crescer por 12 horas, 2
37° C, sob agitacio de 250 rpm em agitador orbital. Cento e cinqgiienta microlitros desta cultura
foram inoculados em um volume de 15 mL de LB sem antibidtico. A solugio foi mantida sob
as mesmas condi¢Bes de agitacio e temperatura descritas acima, até atingirem o QD de 0.6.
Posteriormente, as bactérias foram colocadas no gelo por 1 minuto e centrifugadas 2 1000 x g
por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado, o precipitado de bactérias foi

ressuspendido em 5 mL de solugio de cloreto de calcio 0.1M esténl 2 4°C e incubado no gelo
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por 40 minutos. Apds esse periodo, as bactérias foram centrifugadas a 1000 x g por 10 minutos
a 4°C e o sobrenadante foi descartado. O precipitado de bactérias foi ressuspendido em 1 mL
de TBF2 (Mops 0.01M pH 7.0, CaCl, 0.075M, KCI 0.01M, Glicerol 15%) e armazenado em

aliquotas a -70°C até o momento da transformagio.

3. Transformacao de bactérias por choque térmico

Para a transformagio, a afiquota de células competentes foi descongelada no gelo por 2
minutos e foram adicionados 2 ML de DNA plasmidial purificado. Apés incubacio de 10
minutos em gelo, foi aplicado um choque térmico de 42°C por 45 segundos, o que permite a
abertura dos poros na membrana da bactéria e introduz © DNA no citoplasma. As células
foram incubadas a 37°C por uma hora sob agitagio de 250 rpm em 250 pL de meio SOC
(Triptona 0.2g, Hxtrato de levedura 0.05g, NaCl 0.006g, KCI 0.002g, MgCl, 0.02g, MgSO0,

0.024g € Glicose esténil 20mM), e posteriormente a cultura de bactéria foi espalhada em placas
de agar contendo meio de cultura LB ¢ 100 pg/pL de ampicilina (antibidtico especifico para o

vetor pcDINA3.1}, e incubada a 37°C por 16 h.

4. Extracéo de plasmideos pelo método de lise alcalina

As colonias resultantes da transformacio foram inoculadas em 5 ml de meio LB
contendo antibiGtico especifico e incubadas por 14 a 16 horas a 37°C com agitagio (250 tpm).
O DNA plasmidial foi extraido e purificado utllizando o protocolo de lise alcalina

(MANIATIS et al, 1989). Para a extragio, 1 mL da cultura bacteriana foi centrifugada por 30

segundos 2 12,000 x g e o precipitado foi ressuspendido em 100 UL da solugdo I (Glicose

50mM, Tris-HCl 25mM pH 8, EDTA 10mM pH 8 e 1 gL de RNAse 10mg/mlL)} a 4°C sob

forte agitacio. Apds homogeneizagio total do precipitado, 200 pL de solugio 1T (N2OH 0.2N,
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SDS 1%) recém preparada foi adicionada, para promover a lise da parede ¢ da membrana
bacteriana, e o tubo foi agitado levemente ¢ incubado por 3 minutos no gelo. Para neutralizar a
solugdo, foram adicionados 150 PL da solugiio 111 (Acetado de potissio 5M, Acido acético
glacial e Agua estéril) e o tubo foi mantido no gelo por 5 minutos. A solucio fot centrifugada
por 10 minutos a 12,000 x g, formando um “pellet” que agrega membranas, parede bacteriana,
proteinas, DNA gendmico bactetiano e outras impurezas. O sobrenadante foi transterido para
um novo tubo, onde foi adicionado fenol:cloroférmio(1:1) e centrifugado a 12,000 x g por 5
minutos. A fracio incolor contendo DNA foi transferida e precipitada com dois volumes de
etanol 100% e incubada por 15 minutos a —20°C. Apés esse periodo a solugio foi centrifugada
por 5 minutos a 12,000 x g e o sobrenadante foi removido. O precipitado contendo DNA foi
lavado com 1 mL de etanol 70%, e apds sua secagem, foi ressuspendido em 50 UL de TE (Tris
10mM, EDTA 20mM, pH 8) e mantido a ~20°C até sua utilizagiio. A presenca do DNA de

interesse foi confirmada por digestio e seqiienciamento.

5. Criacao de mutacoes

As mutagéneses sitio-dirigidas foram realizadas usando o “kit” “Quick Change Site-
Directed Mutagenesis” (Stratagene, La Jolla, CA). Para cada mutagdo foi utilizado um par de
“primers” que anelam a mesma seqiiéncia, porém em diregdes opostas. Os “primers” foram
desenhados para anelar especificamente com o ¢DNA do CASR nativo e os 12 ciclos de
extensdo foram realizados utilizando a Pf# Turbo DNA polimerase, seguida de digestio do
cDNA do CASR naﬁvo com a enzima Dpnl. Foram inseridas mutacSes nas diferentes bases
do cédon de interesse criando receptores contendo caracteristicas diferentes em determinadas

posigBes. Apods a mutagénese, o cDNA mutado foi usado para transformagio de E. wé (XLI-
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Blue) que pode incorporar pedagos de DNA e repard-los, seguido de incubacio em placas de
agar com meio de cultura LB e 100 pg/MIL de ampicilina 2 37°C por 16 h.

As coldnias foram cultivadas em minipreparagdes e 0 DNA foi extraido pelo método
de lise alcalina como descrito previamente. A presenca da insercio correta no DNA extraido
fol confirmada através de seqienciamento direto. Larga escala de ¢DNAs mutados foram
entdo preparados (HISpeed Plasmid Midi Kit® -Qiagen) para transfeccdes transitorias em
células renais embriondrias humanas (HEK-293). Os seguintes “primers” (sense e antisense)
foram utilizados para as mutagéneses dirigidas. As bases sublinhadas indicam o cédon em que
fo1 inserida a mutagio.

Posicio 55 (Prolina—>Serina)

Primer 55F: 5 GAT CTC AAA TCA AGG TCG GAG TCT GTG GAA TG ¥

Primer 55R: 5" CAT TCC ACA GAC TCC GAC CTT GAT TTG AGA TC ¥

Posi¢do A116T (Alanina -» Treonina)

Primer 116F: 5 GAA GCC ACC CTG AGT TTT GTT ACT CAA AAC AAA ATT GAT TCT TTG 3
Primer 116R: 5" CAA AGA ATC AAT TTT GTT TTG AGT AAC AAA ACT CAG GGT GGC TTC 3
Posicio N118S (Asparagina = Serina)

Primer 118F: 5 CC ACC CTG AGT TTT GTT GCT CAA AGC AAA ATT GAT TCT TTG AAC C 3
Primer 118R: 5 G GTT CAA AGA ATC AAT TTT GCT TTG AGC AAC AAA ACT CAG GG T GG 3
Posigdo E127K (Glutamato > Lisina)

Primer 127F: 5 GAT TCT TTG AAC CTT GAT AAG TTC TGC AACTGC TCA G ¥

Primer 127R: 5 C TGA GCA GTT GCA GAA CIT ATC AAG GTT CAA AGA ATC 3

Posicio F128Y (Fenilalanina - Tirosina)

Primer 128F: 5 CT TTG AAC CTT GAT GAG TAC TGC AAC TGC TCA GAG ¥

Primer 128R: 5 CTC TGA GCA GTT GCA GTA CTC ATC AAG GTT CAA AG ¥
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Posicio 138 (Treonina~>Lisina)

Primer 138F: 5 GAG CAC ATT CCC TCT AAG ATT GCT GTG GTG GG 3
Primer 138R: 5 CCC ACC ACA GCA ATC TTA GAG GGA ATG TGC TC 3
Posigdo Delegdo 139-167

Primer F: 5 GCA CAT TCC CTC TAC - GCC TCC TCC AGC AGA C %

Primer R: 5 GTCT GCT GGA GGA GGC - CGT AGA GGA ATC TGC %

6. Seqiienciamento

Para o seqienciamento direto, foram utilizados os mesmos primers usados para a
amplificagio. Para a reagio de seqienciamento foram utilizados 2L (aproximadamente 10ng)
do PCR purificado, UL de primer 4 5pmol, 2UL de “save money” (MgCl, 1M, Tris-HCl 1M
pH 9.0 e Agua estéril), 2ul. de big dye (Applied Biosystem - versdo 2) para um volume final de
10uL. O ciclo foi realizado utilizando o termociclador Mastercycler Eppendorf e consiste em
um passo de pré-desnaturagio do DNA molde 2 96° C por 2 minutos, seguido de 35 ciclos de
incorporagdo do big dye o qual inclui desnaturacio do DNA molde 4 96° C, anelamento do
primer 4 56° C ¢ uma extensio 2 60° C por 4 minutos. Ao produto da reacio sio adicionados
80UL de etanol 100% e apds 15 minutos de repouso 4 temperatura ambiente esse produto foi
submetido a uma centrifugacio de 14.000 rpm por 20 minutos. O sobrenadante foi descartado
e o precipitado foi lavado com 150uL de etanol 70% e centrifugado a 14.000 rpm por 10
minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado permaneceu 4 temperatura ambiente

por uma hora para secar. As amostras foram encaminhadas a0 Hemocentro da Unicamp, onde

é utilizado o seqlienciador de DNA ABIPrism 377.
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Os dados coletados foram processados através de um computador que gerou um
cromatograma. Esses cromatogramas foram transformados em arquivos texto e submetidos ao
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool - programa computacional de busca de
homolegia) e comparados com a seqiiéncia do receptor sensor de célcio nativo (Genbank —
X81086.1/HSPCART H. sapiens PCaR1 gene). A comparagio entre a seqiéncia do receptor
sensor de calcio nativo e a gerada pelo BLAST identificou as mudancas das bases ¢ a delecio

de aminoacidos.

7. Cultura de células e transfeccgéo transitéria

Os estudos de transfecges transitorias dos cDNAs com as mutacSes foram realizados
em células embriondrias renais humanas (HEK-293, American Type Culture Collection - RL-
573), linbagem que ndo expressa o receptor sensor de clcio. As células foram cultivadas em
meio de cultura de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM — 1.8 mM de Célcio e 4.5 g/L de
D-Glucose; Invitrogen) e suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS), penicilina e
estreptomicina (meto completo). Para a transfecgio, as células foram utilizadas a uma
confluéncia de 80% em frascos de 60 mm. O meio de cultura foi aspirado e as células foram
lavadas com DMEM sem soro e sem antibibtico. Para 2 formagio do complexo DNA-
Polyfect®, 4 pg de DNA, 40 pL de Polyfect® Transfection Reagent (Qiagen) e 150 pL de
meio DMEM sem soro e sem antibiético foram incubados por 10 minutos i temperatura
ambiente (20-25°C). Para cada tubo contendo o complexo, 1 mL de meio DMEM completo
fot adicionado e esta solugio foi imediatamente transferida para os frascos de células contendo
3 mL de meio DMEM completo. As células foram incubadas por 48 horas a 37°C e 5% CO, e,

apos esse periodo, foram utilizadas para a extragio das proteinas.
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8. Preparacéo do extrato de proteinas celulares

Para 2 preparacio de extrato total de proteinas celulares, as células foram lavadas com
solugdo de PBS {tampdo fosfato-salina) a 4°C e solubilizadas usando um tampio de lise celular
(Tris-HCI 50mM pH 8.0, EDTA 1mM, Aprotinina 5fg/pL, Pepstatina 5pg/ul, PMSF
25ug/uL, NP-40 1%, Sodium Desoxycholate 0,5%) ¢ incubadas por 5 minutos. Apds
homogeneizacio e centrifugacio a 12,000 x g por 2 minutos a 4°C, o sobrenadante foi coletado
e armazenado a -70°C até o uso. A concentracio de proteina celular foi determinada através do
método de Bradford. As amostras foram preparadas em uma concentragio de 60pg de
proteinas com tampio SDS-PAGE 2x (Tris-HCl 100 mM, SDS 4%, Bromophenol blue 0.2%,
Glicerol 20% e [-mercaptoetanol 5%), aquecidas por 5 minutos a 95° C e posteriormente

utilizadas na eletroforese SDS-PAGE.

Western Blot

Os extratos de proteina celular foram utilizados para eletroforese em gel de
poliacrilamida (6%) sob condigdes desnaturantes (SDS-PAGE). Posteriormente, as proteinas
foram eletrotransferidas e imobilizadas em membrana PVDF. As ligacdes inespecificas foram
bloqueadas através da incubagio em PBS-Tween 20 (PBS-T) e 5% de leite desnatado por 12
horas a 4°C. Posteriormente, as membranas foram incubadas com o anticorpo primério
monoclonal anti-CASR denominado ADD (gentilmente cedide pelo Dr. Omar Magid
Hauache, UNIFESP, Sio Paulo) contra um peptideo sintético correspondentes aos residuos
214-235 do CASR humano, dilui¢io 1:10000. Este procedimento foi realizado em PBS-T sob
agitagio por 12 horas a temperatura ambiente. Apds 4 lavagens em PBS-T, as membranas
foram incubadas com o anticorpo secundario anti-camundongo conjugado 4 peroxidase do

ribano silvestre (Jackson Imunoresearch, diluido 1/4.500) sob agitagdo por 2 horas em PBS-T.
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Finalmente, apds 4 lavagens com PBS-T, a proteina do CASR foi detectada através do sistema
de quimioluminescéncia ECL {(Amersham Biosciences), com revelacio em filme de raio X. As
mesmas membranas marcadas com o anticorpo contra 0 CASR foram posteriormente
marcadas com o anticorpo anti-B tubulina (Oncogene) em uma diluigio 1:1000 (gentilmente
doado pelo Dr. Kleber Gomes Franchini). Este procedimento foi realizado como um controle
interno para a normalizagdo da quantidade de proteina depositada em cada coluna do gel de
poliacrilamida. Apés as lavagens, as membranas foram incubadas com o anticorpo secundério
anti-camundongo conjugado 4 peroxidase do rabano silvestre (Jackson Imunoresearch, diluido

1/4000) e submetido a quimioluminescéncia.

9. Avaliacao do grau de expressédo dos receptores mutados

O grau de expressio dos diferentes receptores mutados foi analisado através da
densitometria das bandas, comparando as intensidades das bandas referentes aos receptores
mutados com as bandas do receptor nativo, utilizando o programa “Imagemaster” (Amersham

Biosciences). Os valores utilizados foram aqueles corrigidos, ou seja, 2 razio entre o valor do

CASR nativo ou com mutagdes e o valor obtido com a B tubulina.

10. Analise estatistica

O teste utilizado para a andlise estatistica deste trabalho foi o de Mann Whitney,
realizado através das medianas das amostras de trés experimentos separados. Os valores com

p<0.05 sdo considerados estatisticamente significantes.
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Insercédo do CASR nativo no vetor pcDNA3.1

A msercio do cDNA do CASR nativo no vetor pcDNAB3.1 foi analisada através de seu
perfil enzimatico (Hind III e Xba I). Essa ligacio ocorreu de forma satisfatéria, pois
verificamos a presenca de duas bandas nos tamanhos de ~54 Kb e ~3.2 Kb que
correspondem a0 vetor € a0 cDNA do CASR nativo, respectivamente (Fig. 3). O receptor
sensor de calcio nativo inserido no vetor pcDNA3.1 serviu como molde para todas as

mutagéneses sitio-dirigidas.

—» pcDNA3.1
—» CASR nativo

Figura 3. Digestio da ligagio do vetor de clonagem pcDNAZ.1 com 0 cDNA do CASR nativo através das
enggmas de restrigdo Find Il ¢ Xba 1. A reagio foi submetida a eletroforese em gel de agarose 0.7% contendo
brometo de etideo e visnalizada em lug ultraviokta. A banda superior de 5.4 Kb corresponde ao vetor
PDNA3ZT ¢ a banda inferior ae 3.2 Kb corresponde a0 ¢(DNA do CASR nativo. Marcador 1Kb
(Fermentas).

Criacéo in vitro de mutactes no CASR

As sete mutagGes criadas ## v no cDNA do CASR nativo foram realizadas em locais
onde j4 foram descritas mutagSes tanto ativadoras quanto inativadoras, causadoras de
hipocalcemia autossémica dominante (ADH) ou hipercalcemia hipocalcitrica familiar (FHH) e
hipetparatireoidesmo  neonatal grave (INSHPT), respectivamente. Foram mutados

pontualmente os seguintes aminoacidos: 55, 116, 118, 127, 128, 138. Além dessas mutagGes,
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também promovemos a delecio dos aminodcidos 139 4 167, uma regifo altamente hidrofébica
e que ainda ndo fot estudada. Essas posigbes foram escolhidas com o objetive de verificarmos
o efeito da mutagio na expressio do CASR comparado a0 CASR nativo, quando deletamos
uma regido altamente hidrofébica (aa 139-167) presente no ECD ou mudamos 2 estrutura,
polaridade ou o carater acido/base dos aminoécidos.

O aminoicido correspondente 4 posicio 55 for alterado de Prolina, um aminodcido
hidrofébico, para Serina, um aminodcido hidrofilico (Fig. 4). Na posi¢io 116 promovemos a
troca de Alanina para Treonina, trocando também um aminodcido hidrofébico por um
hidrofilico (Fig. 5). Na posi¢do 118 ndo foram alteradas as caracteristicas do aminodcido, mas
apenas o tamanho do aminoécido, trocando Asparagina por Serina (Fig. 6). Na posicio 127, a
troca de Acido Glutimico para Lisina promoveu a mudanga de um aminodcido hidrofilico
acido para um hidrofilico altamente basico (Fig. 7). Na posigio 128 ocorreu a troca de
Fenilalanina, um aminoacido altamente hidrofébico, para Tirosina que apresenta caracteristica
hidrofilica (Fig. 8). Na posigdo 138 ocorreu a substituigio de Treonina por Lisina, resultando
na troca de um aminoicido hidrofilico neutro para um aminodcido hidrofilico bésico
(carregado positivamente) (Fig. 9). Além dessas mutagéneses pontuais, deletamos a regido

hidrotébica entre os aminoicidos 139 a 167 no dominio extracelular (Fig. 10).
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Mutacao P558 (Prolina — Serina)

CCG - TCG
P558

18O l 130

HUAC GG TCGHNEG T

Figura 4. Sequenciamento direto do c(DNA do CASR com 4 mutagio €165 P>S. Confirmacio da
substitnigio de aminodzidos na posigio 55 (P55S y)

Mutacdo A116T (Alanina - Treonina)

GCT - ACT
Al16T

|

THEEOT T A C T oA A N M
————

|

3
&
1
|
AV IR A

Figura 5. Sequenciamento direto do (DNA do CASR com a mutagdo €. 348 A>T, Confirmacdo da
substituido de aminodsidos na posigio 116 (A116 T).
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Mutacdo N118S (Asparagina — Serina)

AAC - AGC
N118S

l'?‘l:?l

AB G R s A AT T
h—————

w
]

Figura 6. Sequenciamento direto do c(DNA do CASR com a mutagio €.354 IN>S, Confirmacio da
substitnigido de aminodcidos na posigio 118 (N1185 ).

Mutacdo E127K (Acido Glutdmico - Lisina)

GAG - AAG
E127K

230 l 300

TTeasTaa 3T TCT G
—

A r\) YA

Figura 7. Sequenciamento direto dp cDINA do CASR com 4 mutacio ¢.381 E>K. Confirmagio da
substituigio de aminodiidos na posigio 127 (1127K).
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Mutacdo F128Y (Fenilalanina — Tirosina)

TIC-TAC
F128Y
290 l 300
AT 3 oA G T a0 T GC A & O

]

| | f\f

Figura 8 Sequenciamento direto do cDNA do CASR com a miutado c.384 F>Y. Confirmagio da
substitnigdo de aminodiidos na posigio 128 (F128Y),

i
=

Mutacdo T138K (Treonina — Lisina)

ACA - AAA
T138K

s \(.\J- )

Figura 9. Sequenciamento direto do e(DNA do CASR com a mutagio C.414 T>K. Confirmagio da
substituigio de aminodcido na posicio 138 (T138K),
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Delecdo 139-167

ACA - AAA
T138K

A139-167

o
=
=
=
i
%}
<€
O

‘ 307 pb ——p

: \

v \X[}Ji\)
7y B)

Figura 10. (A) Sequenciamento direto do DNA do CASR com a delegizo dos aminodiidos 139 a 167. (B)

PCR do cDNA do receptor sensor de cilio native ¢ com delegiio da poryde hidrofshica do dominio extracelular,

onde 84 pares de bases foram deletados. Marcador 100 P (Fermentas).

Expresséo do CASR com mutagdes

Expressdo dos receptores mutados
A técnica de Western blotting nos permitiu observar que todos os receptores mutados
transfectados em células HEK-293 se expressaram na superficie celular em trés experimentos
realizados separadamente. Foram visualizadas trés bandas correspondentes 2 proteina do
CASR: uma banda de 140 kDa que corresponde 4 forma imatura, parcialmente glicosilada e
sensivel 2 EndoH, uma banda de 160 kDa que corresponde 2 forma madura, totalmente
glicosilada ¢ bandas superiores de ~220 kDa e maiores que correspondem as formas diméricas

¢ oligoméricas. Estas bandas foram visualizadas para todas as mutagdes, entretanto
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observamos uma dréstica redugdo na expressdo das formas oligoméricas no receptor mutado
na posicio P55S, enquanto que os outros receptores mutados (A116T, N118S, E127K, F128Y,
T138K e A139-167) apresentaram um padrio de expressio similar a0 do CASR nativo (Fig.
1.

Para uma analise semi-quantitativa da expressio de todos os receptores, realizamos 2
densitometria das bandas de 140 ¢ 160 kDa de cada amostra nos trés experimentos. Uma vez
obtidos esses valores, a quantidade de proteina em cada coluna foi normalizada pela densidade
da banda da B-tubulina, marcando as mesmas membranas com um anticorpo anti-B-tubulina,
uma proteina constitutiva (Fig. 12). Este procedimento permitiu a correcio de todos os
valores, os quais foram obtidos através da razdo entre ¢ valor da intensidade da expressio do
CASR nativo ou com mutagGes e o valor da intensidade da expressio da B tubulina.

A tabela 1 mostra os valores corrigidos das medianas referentes aos trés experimentos
para cada amostra. Na andlise estatistica, comparando os valores das intensidades das bandas
de 140 e 160 kDa do CASR nativo e dos receptores mutados nio obtivemos diferencas
estatisticamente significantes pata uma redugiio ou aumento da expressio (Tabela 2). As
comparagGes entre as bandas monoméricas do CASR nativo e dos receptores mutados podem

ser visualizadas nos graficos abaixo (Fig. 13 e 14).
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N118S
E127K

HEK-293
CASR nativo
P558
F128Y
T138K
A 139-167

A116T

220 kDa ey

160 KDa  seem——p-
140 kDg  me——

Figura 11 Western biotting indicando a expressio do CASR nativo ¢ com mutages no ECD, 6 Otte de
exctralo protéico total. Anticorpo monoclonal anti — CASR. Marcador Kaleidoscape (Biorad®).

HEK-293
CASR nativo
P558

A116T
N118S
E127K

F128Y

T138K
A 139-167

Figura 12. Western blotting indicando a expressio da [-tubulina usada come controle interno Jpara corregdo
dos valores obtidos com a expressiio do CASR native ¢ com mutages. Anticorpo policlonal anti - 8 tubuling,

Marcador Kaleidoscape (Biorad ®),
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MUTACOES MEDIANA 140 kDa MEDIANA 160 kDa
CASR nativo 22,28 25,09
P55S 10,13 9,33
AT16T 15,46 657
N118S 21,14 7,54
E127K 24,28 5,25
F128Y 24,21 8,71
T138K 28,64 7,88
Del 139-167 26,55 10,22

Tabela 1. Medianas dos valores da densitometria referentes @ intensidade de expressao (pixels) de todas as
amosiras. Esses valores foram analisados wtilizando o teste estatistico de Mann Whitney.

COMPARACAO DAS MUTACOES| SIGN.EXATA 140kDa | SIGN.EXATA 160 kDa
CASR nativo / P558 02 02
CASR nativo / A116T 07 0,1
CASR nativo / N118S 1 04
CASR nativo / E127K 07 02
CASR nativo / F128Y 07 02
CASR nativo / T138K 04 02
CASR nativo / Del139-167 1 0.2

Tabela 2. Valores da significdncia exata (b) quands comparamos as medianas das densitometrias de todos os
receptores mutados com o CASR nativo no Teste de Mann W hitney.
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Discussao

Expressao do CASR com mutagdes no dominio extracelular

As conseqiiéncias das mutagSes no CASR podem alterar diretamente a afinidade do
receptor pelo agonista, ou indiretamente por redugio do grau de expressic do receptor na
membrana celular seja por alteragSes na conformacio da proteina e no processamento do
receptor (CHOU et al,, 1995). Assim, analisamos a expressio dos receptores mutados para
verificar se essas substituicdes ou delecio promovem mudancas na estrutura tercidria da
proteina com conseqiente alteragio na sua expressio.

Os receptores mutados foram criados ## zitr através de mutagénese sitio-dirigida. Esta
técnica permite 2 alteragio de qualquer regido de interesse, o que possibilita um estudo mais
apurado do gene através da verificagio da importincia desse local na funcio natural da
proteina, como a transcri¢io, expressdo e funcionamento.

Para uma confirmagio da expressdo das proteinas detectadas por Western blotting, foi
realizada a densitometria das bandas correspondentes 4s formas imatura e madura do CASR
nativo e com mutagdes através do programa computacional ImageMaster (Amersham
Biosciences). Para uma normalizagio da quantidade de proteina presente em cada coluna, os
valores das densitometrias referentes a cada amostra foram corrigidos pelos valores da
densitometria de uma proteina constitutiva, a B tubulina. Assim, garantimos a utilizacio de
uma mesma quantidade de proteina do CASR nativo bem como dos receptores mutados paraa

compara¢io da expressio dos mesmos.
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Expressdo dos receptores mutados

Verificamos, através de nossos resultados, a expressio de todos os receptores mutados:
P55S, A116T, N118S, E127K, F118Y, T138K ¢ a delecio dos aminodcidos 139 o 167. Em
todos eles estdo presentes as bandas de 140 kDa e 160 kDa que representam as formas imatura
(processada incompletamente) e madura (completamente processada) do receptor,
respectivamente. A expressio das formas oligoméricas de aproximadamente 220 kDa, que sfo
as formas dimerizadas relacionadas a uma methor expressio na membrana celular, também foi
observada em todos os receptores mutados com exceciio do receptor mutado na posicio P55S
que apresentou uma drastica redugio nessas formas. Através da densitometria ¢ posterior
analise estatistica dos experimentos realizados, pudemos verificar um padrio de expressio
similar de todos os receptores mutados em relacio a0 CASR nativo nas bandas monoméricas
(140 e 160 kDa). Devido a alta concentragio das bandas maiores (~220 kDa) no gel, ndo foi
possivel a detecciio dessas bandas pela densitometria, no entanto foi muito visivel a reducio da
expressio dessas formas no receptor mutado na posigio 55, enquanto que nos outros
receptores mutados a expressio das formas oligoméricas se apresentou sirnilar 20 CASR nativo

pela andlise do Western blotting.

MutacBes naturais Mutacdes iz uitry
P55L P558
Al116T A116T
N118K N118S
E127A / E127TK E127K
F128L F128Y
T138M T138K
- A139-167

Tabela 3. Demonstragio das mutages naturais descritas na bteratura e das mutagies deste trabalbo realizadas
in vitro através de mutagéneses sitio-dirigidas.
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Pearce et al. (1995} demonstraram que a mudanga na posigic 55 do aminoacido Prolina
de carater hidrofobico para Leucina que também apresenta cariter hidrofébico promoveu uma
perda de fungdo (inativacio) do receptor resultando em pacientes com FHH (Tabela 3). Em
estudos posteriores, o receptor com essa mutagio apresentou o mesmo grau de expressio do
CASR nativo (PEARCE et al,, 1996a) e ainda foi capaz de ser ativado por altas concentraces
de agonistas mais potentes, sugerindo que essa mudanca estrutural interfere somente na
afinidade com o ligante, permitindo a expressdo do receptor mutado na superficie celular e o
acoplamento funcional para a via de sinalizagdo intracelular (HEALTH et al., 1996). Em nosso
trabalho, alteramos 2 polaridade do amino4cido na posicio 35 promovendo a troca de Prolina
por Serina, ou seja, 2 mudanga de um aminoacido hidrofébico para um hidrofilico. Obtivemos
um padrio de expressdo drasticamente reduzido desse receptor mutado em relacio 4s formas
diméricas e oligoméricas (~220kDa) quando comparado ac CASR nativo. Isto sugere que a
hidrofobicidade na posigio 55 é importante tanto para a expressio do receptor na superficie
celular quanto para a ativagdo do receptor, pois este somente € ativado pelo cilcio extracelular
quando se apresenta em sua forma dimérica (BAI et al.,, 1998). Além disso, a troca de Prolina
por Serina na posicio 55, além de mudar a polaridade, sugere também uma alteracio da
mobilidade, pois o anel presente na Prolina determina uma rigidez maior na estrutura do
aminoacido nesta posigio. Assim, essa troca pode alterar a conformagio da proteina
interferindo no processo de dimerizagBio do receptor. No caso da expressio das formas
monoméricas (140 e 160 kDa), o padrio de expressio desse receptor mutado foi similar a0 do
CASR nativo, ou seja, seus valores nfio se apresentaram estatisticamente significativos em
relacio ao dltimo.

Baron et al. (1996) descreveu a mutagio A116T onde o aminoidcido Alanina

(hidrofébico) foi trocado por Treonina (hidrofilico), evidenciando uma associagio com um
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ganho de fun¢do do CASR (ADH) (Tabela 3). Um estudo posterior verificou o padrio de
expressao do CASR com essa mesma mutacio indicando uma expressio muito boa na
supetficie celular do receptor mutado quando comparado 20 CASR nativo (HAUACHE et 4l.,
2000). Em nosso trabatho, analisando a mesma mutagio (A116T) pudemos verificar como o
estudo anterior, uma expressio do receptor mutado similar a do CASR nativo. Isto sugere que
uma alteragdo da polaridade na posigio 116 do CASR nio deve causar uma mudanca
conformacional no receptor, ji que a expressio deste foi verificada na superficie celular.
Entretanto, essa posi¢io pode ser um sitio de ligacio do agonista Ca™* e essa alteragiio pode
afetar a afinidade do receptor pelo cilcio com conseqiiente interferéncia na tungio do
receptor. Através da anilise estatistica, observamos a presenga de p = 0.1 na banda de 160 kDa
referente a essa mutagdo A116T, o que pode indicar uma tendéncia desta para uma reducio na
forma glicosilada, madura do receptor. Entretanto, é necessirio a realizacio de um ntimero
maior de experimentos para verificar a ocorréncia ou ndo de valores estatisticamente
significativos para a banda de 160 kDa dessa mutacio.

A mutagdo N118K foi descrita por (PEARCE et al., 1996b) onde a substituicio de um
aminoicido hidrofilico neutro (Asparagina) por outro hidrofilico altamente bisico (Lisina),
resultou em um ganho de funcio do receptor (ativacio) associado a2 ADH (Tabela 3).
Posteriormente, De Luca et al. (1997) estudaram a expressio do receptor Com essa mutacio
(N118K) verificando uma diminuigiio no grau de expressio em relagdo a0 CASR nativo. Isto
sugere que a atividade méxima aumentada no receptor mutado é devido 2 um aumento na
afinidade pelo Ca®. Em nosso trabalho, promovemos 2 troca de Asparagina por Serina,
mantendo as mesmas caractéﬁsticas hidrofilicas neutras apenas mudando o tamanho do
aminodcido, e verificamos um padrio de expressdo similar a0 do CASR nativo sem valores

estatisticamente significantes para redugio ou aumento da expressio das formas monoméricas.
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Esse resultado sugere que somente uma mudanga na estrutura do aminoacido na posicio 118
nio deve alterar a conformacio da proteina, pois esta ¢ capaz de se expressar na superficie
celular tio bem quanto o CASR nativo. No entanto, esta mutagio pode ser capaz de alterar a
afinidade do CASR pelo Ca,™, sendo necessirio uma anilise funcional para tal confirmagio.

Pollak et al. (1994) descreveram a mutacio E127A indicando que 2 substituicio de
Acido Glutamico (hidrofilico e acido) por Alanina (hidrof6bico) promove um ganho de funcio
do receptor associado com ADH (Tabela 3). Outra mutagio na mesma posicio, 127K, foi
descrita por Lienhardt et al (2001) e também promove um ganho de funcio do receptor
estando associada a ADH (Tabela 3). Esta mutagio resultou da alteracio do Acido Glutimico
(hidrofilico e 4cido) para Lisina (hidrofilico e altamente bisico). Nio foram realizados estudos
de expressdo com essas duas mutagdes. Em nosso estudo criamos a mutacio E127K e
verificamos um padrio de expressdo similar 20 CASR nativo sem valores com significincia
estatistica para redugiio ou aumento de expressio das formas monoméricas. Bsse resultado
sugere que o carater acido/base na posigio 127 especificamente ndo deve alterar a estrutura
conformacional da proteina, pois o receptor mutado nesta posi¢io se apresentou bem eXpresso
na superficie celular quando comparado a0 CASR nativo. Entretanto, como j4 foi descrito, a
alteragio do caréter dcido/base nessa posigio promove um ganho de funcio do receptor, ou
seja, essa mudanga é capaz de alterar a afinidade do receptor pelo Ca,”".

Pearce et al. (1996b) descreveram a mutagio F128L, onde o aminodcido Fenilalanina
(hidrofébico e neutro) foi substituido por Leucina (hidrofébico e neutro) (Tabela 3). Essa
mutacio estd relacionada com ganho de fungfio do receptor (ADH) e parece ser devido a uma
mudanca estrutural que é capaz de alterar o sitio de interacio do ligante no receptor de tal
forma que eleva a afinidade deste pelo Ca,”", produzindo a ativagio do CASR a concentracées

de célcio menores. Um estudo posterior de Hauache (2000), verificou uma leve reducio da
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expressao do receptor contendo a mutagio F128L em relacio ao CASR nativo. Em nosso
trabalho criamos a mutagio F128Y, ou seja, substituimos o amino4cide Fenilalanina por
Tirosmna (hidrofilico) e verificamos uma expressio similar do receptor mutado em relacio 20
CASR nativo sem a presenca de valores com significincia estatistica entre o receptor mutado e
nativo em relagio as formas monoméricas. Isto sugere que a polaridade na posicio 128 nio &
importante para a manutengio da estrutura conformacional da proteina. No entanto, a
polaridade nessa posicio pode ser importante para a afinidade do CASR pelo Ca,”™.

A mutagdo T138M resultante da substitui¢do de Treonina por Metionina, onde um
aminodcido hidrofilico foi trocado por um aminodcido hidrofébico, foi descrita por Chou et al.
em 1995 e esta relacionada com perda de fungdo do receptor em pacientes com FHH (Tabela
3). Um estudo posterior de expressao desse receptor mutado indicou um padrio de expressio
similar a0 do CASR nativo (BAI et al.,, 1996). Em nosso estudo, promovemos a alteracio do
cariter dcido/base do receptor substituindo o aminoécido Treonina (hidrofilico neutro) por
Lisina (hidrofilico bésico). Verificamos um padrio de expressio similar a0 do CASR nativo,
sem valores estatisticamente significantes entre o receptor mutado e 0 CASR nativo nas formas
monomeéricas. Assim, esse resultado sugere que a alteragio do cardter cido/base nessa posigio
ndo deve alterar a estrutura conformacional da proteina, permitindo que ela se expresse na
superficie celular, mas pode interferir na afinidade do receptor pelo agonista alterando 2 funcio
desse receptor.

A regido entre os aminodcidos 139 e 167, ainda nio estudada, é altamente hidrofébica e
conservada entre a maioria dos membros dos mGluRs podendo sugerir uma relacio dessa
regido com a manutengio da estrutura tercidria da proteina ou até mesmo com o processo de

ativagdo do CASR, ou seja, com a mudanga conformacional para a formacio do VFT.
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139 TAVVGATGSGVS TAVANLLGLFYIPQVSY 167

Figura 15. Regizio do cDINA do CASR nativo entre o5 aminodeidos 139 4 167 que foi deletada

Um modele computacional do ECD do CASR criado por Ray et al. (1999), através da
estrutura cristalogrifica do mGluR1, demonstrou o ECD como um dominio VET bilobado
composto de quatro algas. Em um estudo desenvolvido por Reyes-Cruz et al. (2001), os
CASRs mutantes com delegdo de partes de cada alga propostas neste modelo revelou que a
delecdo de residuos dentro da primeira alca (A48-59 e A50-59) ndo prejudicou
significativamente 2 expressdo do receptor, no entanto a delecio dos residuos 42 a 47 aboliu
por completo 2 ativagio e a expressdo da forma madura do receptor (160 kDa), sugerindo que
essa regido é importante para a formacio da estrutura tercidria da proteina bern como para a
formagdo do VFT no CASR. As bandas imunorreativas de um receptor mutante com delecio
dentro da segundo alga do modelo (aminodcidos 117-137) sio sensiveis a Endo H, sugerindo
que esse receptor mutado ndo € completamente processado e ndo atinge 2 superficie celular,
pois somente 2 forma imatura do CASR é sensivel 2 Endo H. A delecio de residuos dentro da
terceira alga do modelo (aminodcidos 356-416) apresentou um efeito minimo na expressio do
receptor mutado, indicando que esta regiio néo ¢ importante para a expressio do CASR na
superficie celular. Ainda, receptores com delecdes dentro da pequena regido da quarta alca
desse modelo (aminodcidos 437-449) demonstraram niveis de expressio similares a0 CASR
nativo ou levemente diminuidos. Em nosso trabalho, o receptor mutado com a delecio dos
aminogcidos 139 a 167 no ECD apresentou um padrio de expressio similar 20 CASR nativo,
confirmado pela auséncia de valores estatisticamente significantes entre as expressdes das

formas monoméricas do receptor mutado ¢ do CASR nativo. Isto sugere que essa regifio de
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alta hidrofobicidade no é critica para a expressio bem como para a formacio de dimeros que
puderam ser visualizados pelo Western blotting. Assim, a delecio dessa regido hidrofobica nio
deve alterar a conformagio da proteina, no entanto pode alterar a funcio do receptor, pois €
um potencial sitio de interagGes entre 0 ECD e o TMD no processo de ativagio do CASR,
pois regibes hidrofdbicas tendem a se esconder na camada lipidica da membrana. De acordo
com o modelo computacional, alinhando a estrutura tercidria das LIVBP (Proteinas Ligadoras
de Leucina/Isoleucina/Valina) com o CASR, a regifo entre os aminodcidos 139 e 167 &
correspondente ao Busheer C, a-hélice 11T e frsheet D que é uma regiio muito proxima a fenda
onde ocorre a interacio do ligante para ativacio do receptor (O'HARA et al., 1993). Além
disso, foram deletados dentro dessa regido os residuos de serina 147 € 170, que se encontram
em posi¢des homdlogas aos residuos de serina do mGluR1, importantes para a interacio do
agomnista com o receptor (BRAUNER-OSBORNE et al., 1999). Isso sugere, mais uma vez,
uma importancia funcional dessa regifo altamente hidrofébica.

De acordo com a comparagdo da estrutura tridimensional do VFT do mGluR1 com o
do CASR, a maionia das mutagdes deste trabatho (A116T, N118S, E127K, F1 28Y) se encontra
na segunda alga, entre aminodcidos 116 a 136. Esta regifio se mostrou importante, pois esti
envolvida ndio somente com a dimerizagio covalente através de pontes dissulfidicas, mas
também forma uma porcio da interface dimérica E particularmente interessante que das
dezesseis mutagBes ativadoras descritas no ECD do CASR, oito delas ocorrem na porcio
proximal desta segunda alca entre os residuos A" e C*” (HU et al,, 2002). Um estudo de
mutagénese de saturagio nessa regiio da segunda alca extracelular do CASR também mostrou
que mutacBes neste local freqiientemente levam 2 ativagio do receptor. Assim, essa regido
parece ser mmportante para o constrangimento do dominic amino-terminal do CASR na

conformagio inativa. MutagSes nesta regifio sfo capazes de liberar esses constrangimentos,
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favorecendo a conformagio ativa através do mesmo mecanismo de ativacio de natureza
desconhecida que ocorre no CASR nativo pela acio dos agonistas (JENSEN et al., 2000).
Portanto, torna-se necessario uma andlise funcional das mutacoes realizadas neste trabalho

dentro dessa regido para a confirmacio da alteragio na afinidade do receptor pelo Ca,™'.
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Conclusao

Todos os receptores mutados foram expressos em células HEK-293. Pudemos
venificar que a expressio do CASR pode ser afetada de acordo com alteragbes das
caracteristicas dos aminodcidos nativos (polaridade, cardter icido/base) e o determinante da
mudanca no padrio de expressio é dependente da pesicio do aminoacido mutado. Os
receptores com as mutacoes A116T, N1188, E127K, F128Y, T138K e A139-167 apresentaram
uma expressio similar 20 CASR nativo comprovada pela andlise estatistica através do teste de
Mann Whitney. O receptor mutado na posi¢io P55S apresentou uma dristica reducio no grau
de expressio das formas oligoméricas (~220 kDa), demonstrando ser uma pOsiGA0 critica para
a expressao do CASR na superficie celular. Por outro lado, a regiio hidrofébica entre os
aminoacidos 139 e 167 ndo é critica para a expressio do CASR nem para 2 formagio dos
dimeros, ja que o receptor mutado com a delecio desses amino4cidos se expressou tio bem

quanto o CASR nativo.
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