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RESUMO 

 

CORRÊA, D.H.A. Mapeamento de potenciais interações envolvidas na agregação e 

formação de fibrilas amilóides em apomioglobina. 2010. 198 f. Tese (Doutorado em 

Biologia Funcional e Molecular – Bioquímica) – Instituto de Biologia, Universidade 

Estadual de Campinas, Campinas-SP, 2010. 

 
Proteínas enoveladas incorretamente, com freqüência levam à formação de 

agregados fibrilares contendo extensas estruturas em folha-β, comumente 

denominadas de fibrilas amilóides. A hipótese acerca da capacidade de formar fibrilas 

amilóides com estruturas idênticas e ricas em estruturas beta, ser uma propriedade 

genérica de toda proteína, apoia-se no fato de até mesmo proteínas sem conexão com 

doenças, como a mioglobina, serem capazes de gerar estruturas fibrilares. Embora 

várias proteínas sejam intrinsecamente desordenadas, muitas são apropriadamente 

empacotadas, podendo se desenovelar totalmente ou parcialmente de maneira a expor 

regiões propensas à agregação, que podem converter o polipeptídeo em fibrilas 

amilóides. De fato, vários estudos sugerem que intermediários parcialmente enovelados 

estão envolvidos na fibrilogênese. A apomioglobina (apoMb) de baleia do espermacete 

é uma proteína bem caracterizada, que forma um intermediário durante o 

desenovelamento do estado nativo ou após a diluição do estado desenovelado em 

tampão de enovelamento. A mioglobina é uma proteína altamente solúvel, cujas 

propriedades do estado nativo não sugerem uma predisposição dessa em formar 

fibrilas amilóides, corroborado pela organização de sua seqüência de resíduos de 

aminoácidos em hélices-α bem definidas sem elementos de estrutura em folha-β. 

Contudo, até a mioglobina forma fibrilas amilóides em certas condições, sugerindo que 

a capacidade de formar fibrilas seja uma característica comum de toda proteína e, 

portanto, não estando relacionada a uma estrutura primária específica. Neste projeto, 

visamos mapear as potenciais interações envolvidas na agregação e formação de 

fibrilas amilóides em apomioglobinas. Para tanto, apresentamos aqui os estudos dos 

efeitos de 19 mutantes de apoMb na cinética amiloidogênica da mesma. A indução de 

fibrilas amilóides foi realizada através da incubação das apoMbs em tampão borato de 

sódio 50 mM, pH 9 e aquecidas a 65°C. O processo de agregação foi acompanhado por 
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medidas da emissão de fluorescência de Tioflavina T (ThT) e espectroscopia de 

dicroísmo circular (CD). Outras propriedades morfo-fisicoquímicas das amilóides de 

apoMb foram também estudadas: energia de ativação da formação de fibrilas, 

organização estrutural, citotoxicidade, efeito de semeadura, desmontagem por uréia. 

Nossos resultados mostram que alguns mutantes (7 no total) afetaram a cinética de 

formação das amilóides, e surpreendentemente, esses efeitos correlacionam-se bem 

com o efeito que a mutação tem sobre a estabilidade do estado nativo, mas não com o 

efeito sobre a estabilidade do estado intermediário do enovelamento. As estruturas 

globais (investigadas por difração de raios-X) das fibrilas formadas pelas 

ampomioglobinas selvagem e mutantes mostram-se indistinguíveis. Experimentos de 

citotoxicidade, utilizando um modelo de células neuronais N2A (neuroblastoma de 

camundongo), e semeadura, confirmam que as diferentes formas de agregados das 

proteínas são capazes de diminuir a viabilidade celular e de acelerar a formação das 

fibrilas. Generalizando, nossos resultados suportam a hipótese de que, embora o 

desenovelamento parcial preceda a formação de fibrilas em apomioglobina, a formação 

do intermediário de enovelamento não parece ser um passo obrigatório no processo e 

assim, o enovelamento e a formação de agregados/fibrilas são aparentemente distintos 

para essa proteína. 

 

Palavras-chave: Apomioglobina. Fibrilas amilóides. Agregação amilóide. Mutação sítio-

dirigida. Enovelamento protéico. Estabilidade protéica. 
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ABSTRACT 
 
CORRÊA, D.H.A. Mapping of potential interactions involved in apomyoglobin 

aggregation and amyloid fibrils formation. 2010. 198 p. Doctorate Thesis (Functional 

and Molecular Biology – Biochemistry) – Instituto de Biologia, Universidade Estadual de 

Campinas, Campinas-SP, 2010. 

 
 Protein misfolding usually leads to the formation of fibrillar aggregates with 

extensive β-sheet structure, commonly termed amyloid fibrils. The hypothesis that the 

ability to form ordered β-rich amyloid fibers with identical structures is a generic property 

of proteins is supported by the fact that even proteins with no connection to disease, 

such as myoglobin, are able to generate fibrillar structures. Although several proteins 

are intrinsically disordered, many are properly packed and should unfold totally or 

partially exposing aggregation-prone regions that can convert the polypeptide into 

amyloid fibrils. Actually, several studies suggest that partially folded intermediates are 

involved in fibrillogenesis. Sperm whale apomyoglobin (apoMb) is a well-characterized 

protein that forms an intermediate after either unfolding from the native state or dilution 

of the unfolded protein in a folding buffer. Mb is a highly soluble protein whose native 

state properties do not suggest a predisposition to form amyloid fibrils, corroborated by 

its amino acid residues sequence organization in well-defined α-helices with no β-sheet 

elements. However, even Mb forms amyloid fibrils under certain conditions, suggesting 

that the ability to form fibrils is a common feature of all proteins and is not related to a 

specific primary structure. In this work, we aim to map potential interactions involved in 

apomioglobin aggregation and fibrils formation. To such aim, we present here the 

studies of effects on amiloidogenic kinetics of 19 apoMb mutants. The induction of 

amyloid fibrils was performed by incubating apoMb proteins on 50 mM sodium borate 

buffer at pH 9 and heat to 65°C. The aggregation process was monitored both by 

thioflavin T (ThT) emitted fluorescence and circular dichroism (CD) spectroscopy 

measurements. Other morph-physicochemical properties of apoMb amyloids were also 

studied: activation energy of fibril formation, structure organization, cytotoxicity, seeding 

effect, disassembly by urea. Our results show that some mutants (7 in total) affect the 

amyloid formation kinetics, and surprisingly, these effects are well correlated with the 
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effect that the mutation has on the stability of the native state but not with the effect on 

the stability of the folding intermediate. The overall structures, probed by X-ray 

diffraction, of fibers formed by mutants and wild-type apomyoglobin are 

indistinguishable. Cytotoxicity experiments, using a neuronal cell line model N2A 

(murine neuroblastoma), and seeding experiments, confirm that different aggregated 

forms of proteins are capable of decreasing the cell viability and to speed up the 

formation of fibrils. Generally, our results support the hypothesis that although partially 

unfolding precedes fibril formation in apomyoglobin, formation of the folding intermediate 

is not an obligatory step in the process and thus folding and aggregation/fibril formation 

are apparently distinct in this protein. 

 

Key words: Apomyoglobin. Amyloid fibrils. Amyloid aggregation. Site-directed 

mutagenesis. Protein folding. Protein stability. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 Proteínas  

 

 

 Proteínas ou polipeptídeos constituem uma classe importante de biomoléculas 

que desempenham importantes funções nas células, executando, por assim dizer, 

inúmeras atividades especificadas pela informação codificada nos genes (NELSON e 

COX, 2004). Dessas inúmeras funções biológicas desempenhadas pelas proteínas, 

podemos citar: replicação do DNA (polimerases), catálise enzimática (enzimas), 

contratibilidade (actina, miosina, tubulina), estrutural (queratina, colágeno), transporte 

(hemoglobina, mioglobina, albumina), regulação (insulina, hormônio estimulante da 

tiróide), defesa (imunoglobulinas, trombina), receptores celulares (CD4), repressão 

(Fos, Jun), chaperonas (Hsp100, Hsp90, Hsp70, Hsp60, Hsp40), 

armazenamento/estocagem (ferritina, gliadina) (WHITFORD, 2005). As proteínas 

constituem praticamente 50% da massa seca de uma célula de Escherichia coli, ao 

passo que outras moléculas, tais como o DNA e RNA compõem aproximadamente 3% 

e 20%, respectivamente (VOET e VOET, 2004). A característica mais marcante que 

permite às proteínas desempenharem uma gama enorme de funções é a capacidade 

dessas moléculas de se ligarem a outras moléculas de maneira muito específica e com 

grande afinidade. Essa capacidade de ligação é mediada pela estrutura terciária da 

proteína, estrutura essa que determina as especificações do chamado sítio de ligação, 

no qual ocorrem as interações responsáveis pela ligação da proteína com o seu ligante. 

(NELSON e COX, 2004). 

 Estruturalmente, as proteínas são compostas de aminoácidos arranjados numa 

cadeia linear e essa dobrada sobre si mesma, originando uma estrutura tridimensional 

específica. A seqüência dos aminoácidos de uma proteína é definida pelo 

processamento do RNAm transcrito pelo gene codificante da proteína e às vezes, após 

a deleção de peptídio(s) da pré-proteína. Os aminoácidos são ligados entre si por 



ligações peptídicas realizadas entre o grupo carboxílico de um resíduo e a amina do 

resíduo de aminoácido adjacente.  

 

Tabela 1. Cadeias laterais dos 20 resíduos de aminoácidos 
(projetados a partir dos átomos de Cα da cadeia 
principal). (Adaptado de FINKELSTEIN e PTITSYN, 2002). 

 

 

Glicina 

 

Alanina 

 

Cisteína 

 

Serina 

 

Treonina 

 

Aspartato 

 

Valina 

 

Asparagina 

 

Metionina 

 

Isoleucina 

 

Leucina 

 

Fenilalanina 

 

Triptofano 

 

Glutamina 

 

Arginina 

 

Tirosina 

 

Histidina 

 

Prolina 

 

Glutamato 

 

Lisina 

Legenda:   
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 Geralmente, os genes codificam 20 tipos de aminoácidos (Tabela 1, pág. 

anterior). Entretanto, em alguns organismos pode ocorrer a codificação de dois outros 

aminoácidos: selenocisteína e pirrolisina; esses provenientes, respectivamente, da 

tradução dos códons de parada UGA e UAG (NELSON e COX, 2004; WHITFORD, 

2005). 

 

 

1.2 Estrutura e enovelamento de proteínas 

 

 

A bactéria Escherichia coli produz mais de 3.000 diferentes proteínas, os 

humanos entre 25.000 e 35.000 (excluindo-se as provenientes de splicing alternativo). 

Para que cada proteína seja ativa e funcional, deve apresentar uma estrutura 

tridimensional singular, denominada de nativa (NELSON e COX, 2004). Embora 

inúmeros estudos teóricos e experimentais sobre enovelamento protéico demonstrem 

que uma seqüência polipeptídica única e funcional apresente uma única estrutura 

tridimensional estável, na última década outros estudos relataram a existência do que 

hoje são chamadas de proteínas metaestáveis, sendo essas capazes de se enovelarem 

em mais de um estado tridimensional metaestável e funcional (e.g. alfa 1-antitripsina 

humana) (CABRITA e BOTTOMLEY, 2004). 

Considerando-se a generalização inicial de uma seqüência polipeptídica única 

corresponder a uma única estrutura tridimensional estável e funcional, torna-se intuitivo 

considerar que essa estrutura protéica final seja determinada fundamentalmente pela 

seqüência dos resíduos que a compõem. De fato, algumas observações relacionadas a 

milhares de proteínas parecem suportar essa hipótese: (1) proteínas com diferentes 

funções apresentam diferentes seqüências de resíduos; (2) milhares de doenças 

genéticas são relacionadas à produção de proteínas defeituosas, sendo um terço 

dessas doenças relacionadas à mudança de um único resíduo em toda a seqüência; e 

(3) a comparação de proteínas com funções similares em diferentes espécies, mostra 

que essas apresentam seqüências muito similares (NELSON e COX, 2004).  



Existem quatro níveis estruturais em ordem crescente de complexidade que 

determinam a estrutura tridimensional final de uma proteína: (1) primária; (2) 

secundária; (3) terciária; e (4) quaternária. A estrutura primária corresponde à 

seqüência de resíduos que constituem a proteína. A estrutura secundária é formada 

pelo agrupamento dos resíduos de aminoácidos em pequenas estruturas definidas e 

organizadas. Duas das estruturas secundárias mais conhecidas compreendem às 

hélices-α (hélice do tipo 413) e folhas-β pregueadas. As estruturas em hélices podem se 

orientar conforme a regra da mão direita (D) ou esquerda (E) (Figura 1) e organizadas 

em diferentes períodos (Figura 2). As estruturas em hélice são estabilizadas por 

ligações de hidrogênio entre o grupo carboxila de um resíduo “i” e amina de um resíduo 

“i+(2+n)” (n ≥ 0) subseqüente; sendo possível, em princípio, observarmos as seguintes 

estruturas em hélice (Figura 2): 27, 310, 413 (hélice-α), 516 (hélice-π), e assim por adiante. 

A denominação hélice-27 deriva da observação de o segundo resíduo (i+2) participar da 

ligação de hidrogênio e dos 7 átomos presentes no “anel” (O:::H−N−C’−Cα−N−C’) 

(Figura 2) delimitados pela ligação de hidrogênio; quanto as outras hélices (310, 413, 516, 

etc) aplica-se a mesma regra (FINKELSTEIN e PTITSYN, 2002; NELSON e COX, 

2004). 

 

Figura 1. Possíveis orientações de estruturas em hélice. Hélices orientadas conforme a 
regra da mão direita (D) e esquerda (E). (Adaptado de FINKELSTEIN e PTITSYN, 
2002). 
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Figura 2. Ligações de hidrogênio (mostradas como flexas) típicas em diferentes 
estruturas em hélice. Os resíduos são numerados do N-terminal (N-term) até o C-
terminal (C-term) da cadeia. As diferentes hélices são nomeadas conforme a 
extenção das ligações de hidrogênio. (Adaptado de FINKELSTEIN e PTITSYN, 
2002). 



Folhas-β pregueadas são estruturas mantidas por ligações de hidrogênio; 

entretanto, essas ligações são estabelecidas entre cadeias polipeptídicas diferentes ou 

entre segmentos distantes de uma mesma cadeia polipeptídica; exibindo, assim, uma 

conformação mais distendida comparada às estruturas em hélice e dispostas lado a 

lado. Nessas estruturas, as ligações de hidrogênio ficam perpendiculares ao eixo das 

cadeias e os grupos laterais, projetados para cima e para baixo do plano da folha-β. É a 

conformação da superfície da folha-β, resultante do arranjo lado a lado de cada cadeia 

ou segmento de cadeia que propicia o aspecto de uma folha pregueada (Figura 3). 

Folhas-β pregueadas podem ser encontradas em diferentes conformações (Figura 4, 

pág. 34): (1) paralela (β↑↑); (2) antiparalela (β↓↑); e (3) mista (contendo estruturas β↑↑ 

e β↓↑). Em conjunto, as folhas-β são em geral torcidas (Figura 5a, pág. 34) devido a 

cada fita-β isolada ser torcida por si mesma (Figura 5b, pág. 34), o que propicia a 

alteração da direção das ligações de hidrogênio ao longo de cada fita, favorecendo 

assim, uma angulação entre as fitas-β ligadas (FINKELSTEIN e PTITSYN, 2002; 

NELSON e COX, 2004). 

 

 

 

 
Figura 3. Superfície de uma folha-β pregueada. As cadeias laterais dos resíduos (traços 

vermelhos), se encontram nas pregas/dobras, e direcionadas como mostrado; e.g. 
as cadeias laterais ascendentes e descendentes se alternam ao longo da fita-β. As 
ligações de hidrogênio são mostradas em traços azuis. (Adaptado de FINKELSTEIN 
e PTITSYN, 2002). 

 

 

33 
 



 

 
Figura 4. Sentido N-term para C-term das cadeias e posição das ligações de hidrogênio 

em folhas-β paralela (β↑↑), antiparalela (β↓↑) e mista (β↑↑↓). Como mostrado, 
em cada fita-β, a ligação de hidrogênio (traços azuis) de um resíduo é direcionado de 
forma oposta aquele do seu resíduo vizinho na cadeia. (Adaptado de FINKELSTEIN 
e PTITSYN, 2002). 

 
 

 
 

Figura 5. (a) Torção de uma folha-β. As fitas-β são mostradas como flechas e as ligações 
de hidrogênio em linhas azuis. (b) Visão axial de uma volta da fita-β. As cadeias 
laterais dos resíduos são mostradas como círculos numerados, sendo os números, 
crescentes conforme o aumento da distância para o observador. As linhas azuis 
indicam a direção dos grupos carboxílicos envolvidos nas ligações de hidrogênio da 
folha-β. A grande flecha curva vermelha mostra a volta de uma fita-β, conforme essa 
se aproxima do observador por um resíduo, enquanto a pequena flecha curva 
vermelha mostra a volta das ligações de hidrogênio, igualmente direcionadas, 
conforme a fita-β se aproxima do observador por dois resíduos. (Adaptado de 
FINKELSTEIN e PTITSYN, 2002). 
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Além das estruturas regulares descritas anteriormente (hélice-α e folha-β 

pregueada), também são encontradas outras estruturas irregulares, compostas 

geralmente por metade dos resíduos não envolvidos nas estruturas regulares, sendo as 

mais importantes as voltas-β do tipo I e II (FINKELSTEIN e PTITSYN, 2002). 

A estrutura terciária corresponde ao dobramento final da cadeia polipeptídica, 

estabilizada por interações hidrofóbicas, iônica e pontes de dissulfeto (quando 

presentes, devido a resíduos de cisteína), entre os elementos de estrutura secundária 

especificados anteriormente, e também de regiões sem estrutura definida, permitindo a 

aproximação e interação dessas diferentes regiões distantes, particularmente através 

de ligações não-covalente entre as cadeias laterais dos resíduos.  

Por último, a estrutura quaternária consiste na associação de duas ou mais 

cadeias polipeptídicas ou subunidades, formando uma proteína funcional de estado 

oligomérico, sendo essas subunidades mantidas associadas por ligações não-

covalentes entre as mesmas (NELSON e COX, 2004). 

Atualmente as proteínas podem ser classificadas em quatro categorias: 

globulares, fibrosas, de membrana e intrinsecamente desenoveladas (IUPs, da sigla em 

inglês para Intrinsically Unfolded Proteins) (NELSON e COX, 2004; DYSON e WRIGHT, 

2005). Proteínas globulares são hidrossolúveis em grau variado e apresentam, como o 

próprio nome diz, forma próxima de uma esfera/glóbulo. A forma esférica ocorre devido 

ao arranjo espacial dos resíduos de aminoácidos de sua seqüência primária, no qual os 

resíduos de aminoácidos apolares/hidrofóficos tendem a se “esconder” no interior da 

proteína e os demais, polares/hidrofílicos, permanecem na superfície da estrutura 

protéica. São os resíduos de aminoácidos polares da superfície, que através de 

interações dipolo-dipolo com o solvente caracterizam o grau de hidrossolubilidade da 

proteína. Além da hidrossolubilidade, existe outra característica que diferencia as 

proteínas globulares das fibrosas. As globulares possuem mais de um tipo de estrutura 

secundária regular, enquanto as fibrosas preferencialmente só um tipo (NELSON e 

COX, 2004; WHITFORD, 2005). 

As proteínas fibrosas são insolúveis em solução aquosa, formando longos 

filamentos que lembram fios esticados. São geralmente encontradas como um 

agregado organizado devido ao agrupamento das cadeias laterais hidrofóbicas dos 
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resíduos de aminoácidos, que se projetam para fora do eixo da molécula. São em sua 

maioria compostas de curtas repetições de grupos específicos de resíduos de 

aminoácidos, e basicamente estruturadas em três tipos de conformações: (1) motivos 

super-hélices de hélices-α (e.g. queratinas); (2) extensas folhas-β antiparalelas (e.g. 

fibroína); e (3) arranjo em tríplice hélice (e.g. colágeno) (NELSON e COX, 2004; 

WHITFORD, 2005).  

As proteínas de membrana são encontradas aderidas ou associadas às 

membranas das células ou organelas. Essa classe de proteínas pode ser subdividida 

em: (1) proteínas integrais de membranas; e (2) proteínas periféricas de membrana. 

(NELSON e COX, 2004).  

Proteínas intrinsecamente desenoveladas, também conhecidas como proteínas 

naturalmente desordenadas ou naturalmente desestruturadas, constituem uma classe 

de proteínas caracterizada pela ausência de uma estrutura terciária estável, quando 

isolada sobre condições fisiológicas in vitro. Essa “nova” classe de proteínas vem sendo 

estudada na última década, principalmente após relatos da existência de algumas 

proteínas envolvidas em interações proteína-proteína (quando não desempenhando 

suas funções e isoladas na sua forma monomérica), apresentarem-se naturalmente 

desordenadas/desestruturadas; portanto, sem uma estrutura definida como a 

observada durante tais interações. Sugere-se, até o momento, que o estado 

desenovelado natural das IUPs seja crucial para a função da mesma, sendo sua 

composição de aminoácidos menos hidrofóbica do que a encontrada em proteínas 

hidrossolúveis. Não apresentam núcleos hidrofóbicos e, não são susceptíveis a se 

tornarem insolúveis quando aquecidas. Aproximadamente 40% das proteínas de 

eucariotos possuem, ao menos, uma longa região desorganizada (> 50 resíduos). 

Aproximadamente 10% das proteínas de vários genomas são preditas como sendo 

totalmente desenoveladas, sendo atualmente centenas de IUPs identificadas, 

entretanto nenhuma desempenhando uma função enzimática (TOMPA, 2002; 

GUNASEKARAN et al., 2003; DYSON e WRIGHT, 2005; SCHLESSINGER et al., 

2009). 

A compreensão do enovelamento de proteínas é considerada um dos mais 

complexos problemas biológicos. O enovelamento é considerado a segunda etapa da 
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codificação genética (DILL et al., 1995), pois a estrutura de uma proteína “está 

determinada” no gene que a codifica, sendo que cada gene dita a seqüência de 

aminoácidos de uma proteína (LATTMAN e ROSE, 1993). A questão central de se 

entender o enovelamento é prever qual será a estrutura tridimensional da proteína, 

conhecida como estado nativo, simplesmente a partir de sua seqüência de aminoácidos 

(TAKETOMI et al., 1975). A função de uma proteína está relacionada de uma maneira 

bastante complexa com sua seqüência de aminoácidos (BORK et al., 1998), sendo esta 

funcionalidade definida pela topologia geral da proteína (LEE e RICHARDS, 1971) que 

só é alcançada após o correto enovelamento da cadeia polipeptídica. Portanto, a 

estrutura tridimensional (enovelada) da proteína e suas funções, não podem ser 

compreendidas separadamente (PRIGOGINE, 1997). Mesmo sendo do senso comum 

que a estrutura tridimensional de uma proteína seja definida por sua seqüência de 

aminoácidos, ainda não se sabe os detalhes de como essa informação é processada. 

Por esses aspectos, destacamos a importância em se estudar a via de enovelamento 

de proteínas, sua estabilidade e estrutura. 

Anfinsen (1973), ao estudar o problema da desnaturação de proteínas como um 

processo reversível sob condições apropriadas, propôs que a estrutura tridimensional 

nativa de uma proteína, corresponde ao mínimo global de energia. Em outras palavras, 

ele propôs que a estrutura nativa é determinada termodinamicamente, sendo 

constatado que a cadeia polipeptídica abandona ou retorna facilmente à conformação 

nativa se as condições do solvente (ambiente) se afastam ou se aproximam das 

fisiológicas; concluindo que a estrutura nativa é determinada unicamente pela 

seqüência de aminoácidos da sua cadeia e pelas condições físico-químicas do meio 

solvente (ANFISEN, 1973; MICHELETTI et al., 1999).  

Vários estudos sobre a dinâmica do enovelamento de proteínas direcionam-se 

para a compreensão de como o processo de enovelamento contorna o chamado 

paradoxo de Cyrus Levinthal (ZWANZIG et al., 1992), que consiste num raciocínio 

lógico matemático feito sobre um trabalho de Levinthal. Levinthal (1969), ao estudar os 

graus de liberdade de uma cadeia polipeptídica, sugeriu um número astronômico de 

conformações possíveis, tendo estimado, para tanto, valor da ordem de 10300. Tendo-se 

em mente o trabalho de Levinthal (1969), o paradoxo é hipotetizado da seguinte 
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maneira: por exemplo, ao se considerar uma única ligação entre os resíduos presentes 

numa seqüência polipeptídica de 101 resíduos, e considerando-se que existam apenas 

três possíveis configurações relacionadas a cada uma das ligações, isso significa que 

essa proteína hipotética poderia adotar 3100, ou 5 x 1047 conformações diferentes. Se 

essa proteína fosse capaz de experimentar 1013 configurações diferentes de ligação por 

segundo, então a proteína levaria 3100 x 10-13 s ≅ 5 x 1034 s para experimentar todas as 

configurações possíveis (ZWANZIG et al., 1992). Isso é um tempo muito longo, 119 

milhões de bilhões de vezes maior do que a idade do Universo, considerada como 

13,73 bilhões de anos (HINSHAW et al., 2009). Sabe-se que proteínas pequenas e de 

um único domínio enovelam-se rapidamente, em milisegundos, o que sugere a 

existência de caminhos preferenciais para o enovelamento, conduzindo a molécula para 

um mínimo global de energia. 

Outros modelos foram criados para explicar o enovelamento de proteínas 

(WETLAUFER, 1973; KIM e BALDWIN, 1982; HARRISON e DURBIN, 1985; BALDWIN, 

1989; FERSHT, 1997. Para uma revisão veja RAMOS e FERREIRA, 2005). Hoje se 

considera que a forma nativa pode não corresponder ao mínimo global de energia, 

podendo entretanto se acomodar também em um mínimo local (BERG et al., 2000). 

Experimentos termodinâmicos demonstram que o enovelamento de proteínas pequenas 

pode ser descrito por um processo reversível do tipo “dois-estados” (PRIVALOV e 

KHENCHINASHVILI, 1974), ou seja, ou as moléculas estão no estado nativo, ou estão 

desenoveladas, não existindo estados intermediários detectáveis. No entanto, existem 

algumas exceções: a apomioglobina (apoMb), por exemplo, apresenta estados 

intermediários (GRIKO et al., 1988; JENNINGS e WRIGHT, 1993), enovelando-se 

conforme um processo no qual certas estruturas secundárias nativas se formam 

rapidamente e estabilizam a cadeia protéica num estado metaestável intermediário, 

chamado de “molten globule” (OHGUSHI e WADA, 1983; PTITSYN, 1991; BALDWIN e 

ROSE, 1999). Padronizou-se chamar de “molten globule” à forma compacta semelhante 

à estrutura nativa (sem elementos terciários), e de intermediários as formas com alguns 

elementos terciários semelhantes ao do estado nativo.  

Com o avanço dos estudos, uma outra perspectiva para o enovelamento de 

proteínas foi proposta. Essa proposta sugere um cenário onde o perfil energético do 
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processo de enovelamento de uma proteína se assemelha a um funil rugoso (SALI et 

al., 1994; BALDWIN, 1995). Nesse modelo (Figura 6, pág. 40), o topo do funil 

representa um grande número de conformações com alta energia, portanto instáveis e 

desenoveladas. Seguindo o modelo, para se enovelar, a proteína seguiria por rotas 

específicas em direção à base do funil onde a energia seria a mínima, correspondendo 

ao estado nativo. Durante esse processo, diferentes rotas poderiam ser percorridas 

pela proteína; ou seja, o processo poderia ser do tipo liso (representando um 

enovelamento extremamente rápido do tipo “dois-estados”), mais rugoso e lento 

(apresentando mínimos de energia locais relacionados a intermediários) (RADFORD et 

al., 1992), e vales de baixa energia com barreiras intransponíveis, relacionados a 

agregados irreversíveis e possivelmente fibrilas amilóides. Recentemente, estudos 

computacionais e experimentais indicam que os caminhos e as taxas de enovelamento 

são fortemente determinadas pela topologia do estado nativo (FERRARA e CAFLISCH, 

2001). As mais sofisticadas técnicas para a predição da estrutura de proteína a partir da 

seqüência da mesma, conseguem, na maioria das vezes, prever corretamente a 

topologia da estrutura nativa, mas não conseguem prever detalhes estruturais 

importantes, como as voltas ou certos tipos de empacotamento (SCHONBRUN et al., 

2002); desta forma, o enovelamento de proteínas ainda é um problema em aberto. 

 



 

Q 

 
Figura 6. Modelo estratificado de um diagrama de energia-entropia do enovelamento de 

uma proteína. À esquerda é representada a energia média de uma estrutura em um 
determinado estrato (Q, fração de contatos nativos), e a entropia do estrato. À direita 
está representado o funil energético correspondente. A profundidade no funil 
corresponde à energia (sendo nesse modelo identificado por Q, após escalar). A 
largura no funil representa a entropia configuracional dos estratos. Os números 
indicados juntos das diferentes estruturas mostradas, representam a probabilidade 
de tais estruturas em concluir o enovelamento antes de se desenovelarem. 
Profundidades intermediárias no funil correspondem aos valores intermediários na 
probabilidade das estruturas completarem seu enovelamento. A entropia (TES) 
favorece o conjunto de estados próximos do topo do funil, enquanto a energia livre 
(EL) de estabilização de cada estrutura/estado, favorece ao fundo do funil (Adaptado 
de WOLYNES, 2008). 
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1.3 Desnaturação, desenovelamento e agregação protéica 

 

 

Proteínas que apresentam perda significativa da estrutura terciária levando à 

perda de sua função, são consideradas desnaturadas (NELSON e COX, 2004). A 

maioria das proteínas podem ser desnaturadas por calor, esse afetando interações 

fracas, como ligações de hidrogênio, com perda abrupta da estrutura quando a 

temperatura chega a um patamar específico. A mudança abrupta da estrutura protéica 

em conseqüência do aumento da temperatura, indica que o desenovelamento protéico 

é um processo do tipo cooperativo, no qual a perda de estrutura numa região da 

proteína desestabiliza outras regiões. Além da temperatura, outros fatores podem 

causar a desnaturação de uma proteína, tais como: (1) pH; (2) ácidos (e.g. ácido 

acético, ácido tricloroacético 12%); (3) solventes orgânicos (e.g. etanol, acetona); (4) 

reagentes de ligação cruzada (e.g. formaldeído, glutaraldeído); (5) agentes caotrópicos 

(e.g. uréia 6-8 mol/L, cloreto de guanidina (GdnHCl) 6 mol/L, perclorato de lítio 4,5 

mol/L); e (6) redutores de pontes de dissulfeto (e.g. 2-mercaptoetanol, ditiotreitol (DTT)) 

(NELSON e COX, 2004; WHITFORD, 2005). 

Proteínas desenoveladas em altas concentrações de desnaturantes ou em altas 

temperaturas, sugeriram, até pouco tempo, que estados desenovelados seriam a 

randomização da conformação protéica, a qual estaria isenta de interações inter-

resíduos não randômicas persistentes (McCARNEY et al., 2005). Essa idéia passou por 

mudanças nos últimos anos, isso devido a um crescente número de estudos sobre 

estados desnaturados frente a uma variedade de condições, principalmente usando 

espectroscopia de RMN (VENDRUSCOLO e DOBSON, 2005). Atualmente considera-

se que, mesmo em altas concentrações de desnaturantes, agrupamentos significantes 

de cadeias laterais alifáticas e aromáticas podem persistir, mesmo quando nenhuma 

estrutura secundária significante for conservada (LE DUFF et al., 2006). Em um estudo 

com a proteína lisozima, interações não-nativas implicando grupos aromáticos, 

mostraram-se persistentes em altas concentrações de desnaturante (KLEIN-

SEETHARAMAN et al., 2002). Estruturas residuais encontradas em certos conjuntos de 
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estados desenovelados, parecem desempenhar um importante papel no início da 

agregação de proteínas desenoveladas (MISHIMA et al., 2006). 

Inúmeras técnicas experimentais e estudos teóricos indicam que uma fração 

significante dos contatos que definem a estrutura nativa de uma proteína pode estar 

presente no estado desenovelado, sendo esse achado uma forte indicação de que a 

presença de tais contatos no estado desenovelado devem, portanto, ser necessários 

para estabelecer a topologia do estado nativo necessário para uma reação de 

enovelamento eficaz (DING et al., 2005; LINDORFF-LARSEN et al., 2005; MITTAG e 

FORMAN-KAY, 2007). Por outro lado, nota-se ainda que essas preferências estruturais, 

determinadas pelas propriedades intrínsecas da seqüência de aminoácidos (e.g. 

propenção de estruturas secundárias, carga e hidrofobicidade), não só determinam a 

capacidade da cadeia polipeptídica de enovelar-se eficientemente até o estado nativo, 

mas parecem ser igualmente importantes na determinação da cinética da agregação 

protéica (KAD, et al., 2003; UVERSKY e FINK, 2004; JAHN e RADFORD, 2005). 

 

 

1.3.1 Chaperonas moleculares e agregação protéica 

 

 

 Chaperonas ou proteínas de choque térmico (Hsp, da sigla em inglês para Heat 

shock proteins), são uma classe de proteínas muito conhecida. Por muitos anos, os 

genes Hsp eram vistos como mistérios acadêmicos, curiosidades confinadas aos 

estudos de glândulas salivares da mosca das frutas Drosophila melanogaster. O estudo 

das Hsps se iniciou após a observação de um novo padrão de expressão gênica 

advindo da preparação de uma glândula de Drosophila, quando essa foi acidentalmente 

aquecida no estágio de preparação do microscópio para visualização da mesma 

(RITOSSA, 1962). Entretanto, somente após 10-15 anos, um RNAm de Hsp foi isolado 

de Drosophila (ASHBURNER, 1982). A resposta ao choque térmico é caracterizado 

pelo aparecimento de proteínas que transientemente permitem o aumento da tolerância 

frente ao aumento da temperatura. Além do choque térmico, são descritos outros 

fatores de estresse que propiciam à expressão de chaperonas, tais como: estresse 
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oxidativo, privação de glicose e infecções, e fatores que podem levar ao incorreto 

enovelamento e agregação de proteínas intracelulares. Também é reportado que a 

expressão das chaperonas pode estar envolvida na citoproteção, prevenção de 

apoptose, bem como na sinalização de caminhos alternativos na circulação de 

proteínas durante períodos de estresse celular (WESTERHEIDE e MORIMOTO, 2005). 

A superfamília das Hsps são classificadas de acordo com a massa das proteínas, bem 

como da função das mesmas, incluindo as Hsp100s, Hsp90s, Hsp70s, Hsp60s, 

Hsp40s, small Hsps e heme oxigenase (Hsp32) (KAMPINGA et al., 2009). 

 

 

1.3.1.1 Família das Hsp40s  

 

 

Hsp40s são proteínas com massa molecular de aproximadamente 40 kDa e 

definidas pela presença de um domínio altamente conservado (domínio J), com cerca 

de 70 resíduos, formando quatro hélices-α nomeadas de hélices-α I até IV (HILL et al., 

1995). As proteínas da família Hsp40 são diversificadas. Basicamente são classificadas 

em três grupos: A, B e C, baseadas no grau de conservação dos domínios 

(CHEETHAM e CAPLAN, 1998). As do tipo A ou I, são aquelas similares à DNAJ de E. 

coli, apresentando quatro domínios: domínio J, uma seqüência rica em glicinas e 

fenilalaninas, um domínio rico em cisteínas e o domínio DNAJ_C, sendo que os 

domínios rico em cisteínas e DNAJ_C estão envolvidos na interação com o substrato 

(LI et al., 2003). As do tipo B ou II não apresentam o domínio rico em cisteínas, e as do 

tipo C ou III possuem apenas o domínio J. As famílias A e B são diméricas 

(CHEETHAM e CAPLAN, 1998). 

As Hsp40s são consideradas co-chaperonas das Hsp70s em razão da 

capacidade de ligar substratos e transportá-los à Hsp70 e concomitantemente estimular 

a atividade ATPásica dessa última. Entretanto, existem evidências de que as Hsp40s 

do tipo I também funcionem como chaperonas por si só (PRIP-BUUS et al., 1996), isso 

devido à presença do domínio rico em cisteínas no qual ocorre a ligação de íons zinco. 

As proteínas da família Hsp40 são capazes de manter o substrato em uma 
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conformação capaz de ser renovelado, sendo assim considerada uma “holdase”; ou 

seja, ligam peptídeos parcialmente enovelados, prevenindo a agregação dos mesmos, 

mas sem auxiliar no renovelamento. Essas chaperonas denominadas como “holdases” 

são geralmente independentes de ATP e entregam o substrato para chaperonas do tipo 

“enovelases” ou para o sistema proteolítico (BEISSINGER e BUCHNER, 1998). 

 

 

1.3.1.2 Small heat shock proteins (sHsps) 

 

 

Small heat shock proteins (sHsp) são encontradas em praticamente todos os 

organismos (CASPERS et al., 1995; DE JONG et al., 1998). São definidas pela 

presença de um domínio altamente conservado, localizado no C-terminal chamado de 

domínio α-cristalino (MORNON et al., 1998), assim por ter sido identificado inicialmente 

nas proteínas que compõem o cristalino dos olhos de vertebrados (De JONG et al., 

1993). Esse domínio é bastante conservado entre diferentes espécies muito distantes 

evolutivamente (De JONG et al., 1998). 

As sHsps apresentam uma massa molecular que varia de 9 a 42 kDa, razão da 

denominação “small”, sendo sua forma nativa encontrada geralmente organizada em 

grandes oligômeros de 8 a 32 subunidades (VAN MONTFORT et al., 2001). 

Estudos com várias sHsps mostram, in vitro, que essas proteínas possuem 

função de chaperona, sendo capazes de ligar proteínas parcialmente desenoveladas, 

prevenindo a agregação irreversível dessas (HASLBECK et al., 2005). As sHsps 

normalmente ligam os substratos (atividade essa independente de ATP), quando esses 

expõem regiões hidrofóbicas, mantendo-os em um estado que pode ser renovelado 

(EHRNSPERGER et al., 1997). O substrato pode ser liberado das sHsps para o 

renovelamento por outras chaperonas dependentes de ATP como os sistemas Hsp70 

ou Hsp100 (CASHIKAR et al., 2005). Por esse motivo, assim como as Hsp40s, as 

sHsps também podem ser consideradas “holdases” (BEISSINGER e BUCHNER, 1998). 

Os substratos das sHps variam desde peptídeos até proteínas oligoméricas sem 

nenhuma especificidade de seqüência, estrutura ou de pI (HASLBECK et al., 2004). 
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Além disso, essas chaperonas têm o potencial de ligar pelo menos uma molécula de 

substrato por subunidade, o que faz delas bastante eficientes na prevenção da 

agregação protéica (BUCHNER et al., 1998). 

 

 

1.4 Amilóide, amiloidose e fibrilas amilóides 

 

 

 O termo amilóide foi utilizado pela primeira vez por Rudolph Virchow em 1854. 

Virchow, ao usar uma solução aquosa de iodo combinada com ácido sulfúrico hidratado 

(conhecida por corar celulose em azul), para corar algumas estruturas encontradas em 

humanos, observou que tais estruturas apresentaram a mesma propriedade de se 

corarem em azul. Anteriormente, em animais inferiores, já havia sido descrita a 

presença de tais estruturas parecidas com a celulose, então denominadas de corpos 

amiláceos, geralmente presentes em epêndimas e no plexo coróide, e que também 

apresentavam a mesma propriedade da celulose quando coradas (VIRCHOW, 1854a). 

Posteriormente a esse trabalho, Virchow (1854b) e Meckel, ao testarem tecidos 

humanos contendo estruturas que hoje denominamos de placas amilóides, observaram 

a mesma reação com o iodo observada nos corpos amiláceos. Friedreich e Kekulé 

(1859) mostraram que aquele material amilóide, ao contrário do que se pensava, era 

composto por proteínas e não por carboidratos, achado esse confirmado por Hanssen 

(1908). As amiloidoses são descritas como uma classe de patologia causada por 

alguma espécie de desordem no enovelamento de proteínas e que pode originar a 

formação de agregados da proteína em questão, e assim, podendo levar a formação de 

fibrilas amilóides e a deposição anormal dessas estruturas em órgãos e tecidos 

(GLENNER, 1980; FERREIRA e De FELICE, 2001; RAMOS e FERREIRA, 2005). 

Pouco mais de 60 proteínas amilóides já foram identificadas (MOK et al., 2007), sendo 

36 delas associadas de alguma maneira a alguma doença amiloidogênica em humanos 

(PETTERSSON-KASTBERG et al., 2009) (Tabela 2, pág. 46). 



Tabela 2. Correlação genótipo-fenótipo de proteínas humanas relacionadas com 

amiloidoses.  

Proteína 

(n° de resíduos) 
Genótipo (Mutações pontuais) Fenótipo (Doença associada) 

Beta-amilóide 

(39-43) 
- 

Mal de Alzheimer 

(FÖRSTL e KURZ, 1999) 

Transtirretina 

(127) 
- 

Amiloidose sistêmica senil 

(WESTERMARK et al., 2002) 

Transtirretina 

(127) 
+ de 85 variantes 

Amiloidoses sistêmicas familial 

(CONNORS et al., 2003) 

Gesolina 

(782) 
D187N 

Amiloidose familiar tipo-5 

(MAURY et al., 1990) 

α-sinucleína 

(140) 
A30P, E46K ou A53T 

Mal de Parkinson 

(LI et al., 2001; 

ZARRANZ et al., 2004) 

Lisozima 

(148) 
I56T, F57I, W64R ou D67H 

Amiloidose familiar visceral 

(PEPYS et al., 1993; 

HARRISON, et al., 1996; 

GRANEL et al., 2002; 

YAZAKI et al., 2003) 

Receptor da 

oncostatina M 

(979) 

C634G 
Amiloidose líquen-cutânea 

(SERI et al., 1997) 

Proteína priônica 

(253) 

D178N-129V, V180I, 

V180I/M232R, T183A, E196K, 

E200K, V203I, R208H, V210I, 

E211Q ou M232R 

Doença de Creutzfeldt-Jakob 

(KOVÁCS et al., 2002) 

Proteína priônica 

(253) 

P102L, P105L, A117V, 

G131V, F198S, D202N, 

Q212P, Q217R ou M232T 

Doença de Gerstmann-Sträussler-

Scheinker 

(KOVÁCS et al., 2002) 

Proteína priônica 

(253) 
D178N-129M 

Insônia familial fatal 

(KOVÁCS et al., 2002) 
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 Como exemplos de amiloidoses conhecidas temos: Alzheimer, Parkinson, 

Huntington, amiloidose sistêmica senil, polineuropatia familiar amiloidótica 

(WESTERMARK et al., 1990; GHISO et al., 1994; KELLY, 1996). Em algumas dessas 

doenças, como amiloidose sistêmica, quilogramas de proteínas insolúveis podem se 

depositar em vários tecidos e órgãos (DOBSON, 2003; RAMOS e FERREIRA, 2005). 

Esses depósitos são compostos por fibrilas rígidas (Figura 7, pág. 48), possuindo 

algumas características em comum, tais como: serem não-ramificadas, terem de 7-10 

nanômetros de diâmetro, com comprimentos variáveis, estrutura típica de folha-β-

cruzada antiparalela ou paralela orientada perpendicularmente ao eixo da fibrila 

(CASTANO e FRANGIONE, 1988; LANSBURY et al., 1995; TYCKO, 2006), insolúveis, 

resistentes à proteases, ligarem a corantes como vermelho de Congo (KLUNK et al., 

1989) e à sonda fluorescente Tioflavina T (NAIKI et al., 1989; LEVINE, 1993), e podem 

ser constituídas de duas ou mais estruturas denominadas de protofibrilas entrelaçadas 

em hélice orientada à esquerda (FÄNDRICH et al., 2006). 

Vários estudos in vitro demonstram que as proteínas amiloidogênicas se auto-

montam de maneira irreversível até fibrilas, através de um processo inicial de nucleação 

(FÄNDRICH et al., 2006). A formação in vitro dessas fibrilas amilóides parece ser 

causada por condições que favoreçam estados parcialmente enovelados mais 

propensos à agregação (SIRANGELO et al., 2002), especificamente por intermediários 

que são estruturalmente instáveis comparativamente ao estado nativo da proteína 

(SPEED et al., 1996; FINK, 1998). 

A formação das fibrilas amilóides é geralmente caracterizada por uma fase lag 

seguida de um período de rápido crescimento (ŽEROVNIK, 2002). A propensão em 

formar fibrilas amilóides não parece estar restrita apenas às proteínas potencialmente 

conhecidas como amiloidogênicas, mas parece ser uma propriedade de todas as 

proteínas, sendo identificada em proteínas que não possuem patologia relacionada, 

como por exemplo a apomioglobina (FÄNDRICH et al., 2001). Das diversas proteínas 

humanas amiloidogênicas conhecidas, constata-se que entre elas existe pouca ou 

ainda nenhuma homologia estrutural ou mesmo entre as seqüências de seus resíduos 

de aminoácidos (KELLY, 1996), sendo, entretanto, suas semelhanças amiloidogênicas 

explicadas pela propensão dessas proteínas em adotarem uma conformação 
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intermediária em comum, através da desnaturação parcial, tornando-as capazes de se 

auto-montarem em estruturas fibrilares (KELLY, 1996). 

 

 

 
Figura 7. Modelo estrutural proposto de uma fibrila amilóide. Nota-se as 

folhas-β orientadas perpendicularmente ao eixo da fibra (Adaptado 
de STANIFORTH et al., 2001). 
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Experimentos com poliaminoácidos específicos demonstram que para a 

ocorrência da estrutura típica encontrada nas fibrilas amilóides, essa não requer a 

presença de interações específicas entre as cadeias laterais ou mesmo de arranjos de 

seqüências dos resíduos da cadeia polipeptídica (FÄNDRICH e DOBSON, 2002). Outro 

trabalho, usando a apomioglobina como modelo, sugere a hipótese de que a formação 

das espécies fibrilares é uma propriedade de todas as proteínas. O fato de uma 

proteína, como a apomioglobina, essencialmente formada por hélices-α ser capaz de 

produzir fibrilas amilóides formadas principalmente por folha-β, indica que essa 

mudança conformacional é dirigida pelas interações da cadeia principal (DOBSON, 

2003). Como a cadeia principal é comum em todos os polipeptídios, isso explicaria 

porque todas as proteínas teriam propensão de formar fibrilas amilóides. Contudo, 

outras evidências experimentais são necessárias para a confirmação dessa hipótese. 

Apesar de proteínas diferentes serem capazes de formar fibrilas amilóides, essas 

fibrilas possuem algumas características que as diferenciam. Alguns trabalhos mostram 

que apesar da capacidade de formar fibrilas amilóides seja a mesma entre as várias 

seqüências, a propensão à formação pode variar enormemente (CHITI et al., 2003). 

 

 

1.5 Mioglobina 

 

 

A mioglobina (Mb) da baleia do espermacete (Physeter catodon) é uma 

hemeproteína globular monomérica de massa molecular de 17 kDa, composta por 153 

resíduos de aminoácidos, estruturada em 8 hélices-α nomeadas de A-H (TAKANO, 

1977) (Figura 8, pág. 50), e que desempenha a função de transporte de oxigênio 

(ANTONINI e BRUNORI, 1971). Para ligar o oxigênio, a mioglobina necessita de um 

grupo prostético conhecido como heme (Figura 9, pág. 51), constituído de uma 

protoporfirina e um átomo de Fe centralizado (STRYER et al., 2002). Na ausência do 

grupo heme, a mioglobina, agora denominada apomioglobina (apoMb), deixa de 

exercer seu papel fisiológico, mantendo a maioria de suas características físico-

químicas, sendo algumas das diferenças a ausência da cor vermelha (BRESLOW et al., 
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1965), menor estabilidade e menor compactação (GRIKO et al., 1988; NISHII et al., 

1994), desestruturação da hélice F e ausência das características de “molten globule” 

(ELIEZER e WRIGHT, 1996; RIBEIRO-JR e RAMOS, 2004). 

 

 

 

 
 
Figura 8. Modelo da estrutura tridimensional de mioglobina de baleia do espermacete. 

Mioglobina é uma proteína exclusivamente em hélice-α, envolvida no transporte 
de oxigênio. É constituída por 8 hélices-α, denomindas A até H. As hélices são 
mostradas como cartoons. O grupo prostético heme é mostrado na forma de 
bastões conectados. Figura criada usando o software Pymol (Delano Scientific 
LLC) e a estrutura em PDB da mioglobina (2JHO). 
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Figura 9. Grupamento heme presente na mioglobina, hemoglobina, citocromos e outras 
heme proteínas. (a) O grupo heme é constituído de uma complexa estrutura 
orgânica na forma de anel, denomidada de protoporfirina, na qual está ligado um 
átomo de ferro no seu estado ferroso (Fe2+). O átomo de ferro é hexacoordenado, 
sendo tetracoordenado com o plano do anel de porfirina, ao qual está ligado, e 
bicoordenado paralelamente a esse mesmo plano porfirínico. (b) Na mioglobina e 
hemoglobina, uma das coordenações perpendiculares do ferro está ligada a um 
átomo de nitrogênio de uma Histidina, enquanto a outra coordenação permanece 
livre, servindo de sítio de ligação obrigatório para uma molécula de oxigênio (O2) 
(Adaptado de NELSON e COX, 2004). 

 

 

 A mioglobina já teve sua função, estrutura e via de enovelamento amplamente 

estudada (JAMIN, 2005), sendo considerada uma proteína modelo para o estudo de 

intermediários da via de enovelamento de proteínas (PRIVALOV, 1996). Durante o seu 

desenovelamento ácido, a apoMb forma um intermediário em pH próximo de 4 com 

propriedades físicas tanto do estado nativo (pH neutro) quanto do estado desenovelado 

(pH 2) (GRIKO et al., 1988). Nessas condições, somente as hélices-α A, G, H e parte 

da B estão estruturadas (HUGHSON et al., 1990; LOH et al., 1995; ELIEZER et al., 
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1998), os triptofanos se encontram parcialmente expostos (KIRBY e STEINER, 1970), e 

a estrutura terciária é menos compacta que a observada na forma nativa (ELIEZER et 

al., 1995). A existência desse intermediário composto pelas hélices-α A, B, G e H, é 

considerada uma importante etapa para que a apoMb alcance seu estado nativo, sendo 

essa consideração comprovada por estudos utilizando mutações sítio-dirigidas (KAY et 

al., 1999; LUO e BALDWIN, 2001).  

 Considera-se a presença de dois intermediários na via de enovelamento da 

apomioglobina, propondo-se que a proteína se enovela de maneira seqüencial, 

primeiramente com a formação das hélices-α A, G e H e posterior incorporação da 

hélice B formando um estrutura significativamente compacta e estável (LOH et al., 

1995; LUO e BALDWIN, 2001). Esses dois intermediários, denominados Ia e Ib, 

coexistem em um equilíbrio dependente de pH, concentração de uréia e de alguns 

ânions (JAMIN e BALDWIN, 1998). Fortes evidências da existência dos dois 

intermediários consiste na observação da diferença dos espectros de fluorescência da 

proteína entre os pHs 3,4 - 4,2 e do aumento dessa fluorescência na presença de 1 M 

de uréia, das quais se conclui que a hélice-α B ainda não estaria formada no Ia, forma 

essa sendo a única presente em pH 3,4. Enquanto em pH 4,2, a forma dominante seria 

Ib, com a hélice-α B parcialmente ou totalmente formada, sendo essa forma a primeira a 

se desenovelar na presença de até 1 M de uréia, quando apenas Ia estaria então 

presente. De fato, Eliezer et al. (1998) demonstram que a hélice-α B estaria mais 

estruturada no intermediário em pH 4 – 4,2, sugerindo de fato que o domínio ABGH 

seria o núcleo da forma Ib. Outros estudos constatam que ocorrem proteções diferentes 

dos resíduos da hélice-α B, concluindo-se que há maior estruturação da porção C-

terminal dessa hélice-α (NISHIMURA et al., 2002, 2003). 

Postula-se que no decorrer do processo de enovelamento da mioglobina, a 

primeira hélice-α a se formar seja a H e a última a hélice-α F; essa última se 

estruturando com a incorporação do grupo heme, finalmente originando a forma Holo 

funcional (ONUFRIEV et al., 2003). Geierstanger et al. (1998) mostrou que a formação 

do intermediário seja uma conseqüência do rompimento de uma ponte de hidrogênio 

entre as Histidinas 24 e 119, localizadas respectivamente nas hélices-α B e G. O 
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intermediário da apomioglobina é formado cooperativamente e estabilizado por 

interações hidrofóbicas, sendo que mutações que perturbem essas interações de 

empacotamento afetam a estabilidade desse intermediário e essa desestabilização é 

semelhante à encontrada no estado nativo (KAY e BALDWIN, 1996; JAMIN e 

BALDWIN, 1996; KAY et al., 1999). Estes resultados mostram, portanto, que a estrutura 

do intermediário apresenta características do estado nativo (KAY et al., 1999), sendo 

mais bem definida para um estado do tipo ‘molten-globule’ (OGUSHI e WADA, 1983; 

KUWAJIMA, 1989). A presença dos intermediários seria uma solução ao paradoxo de 

Levinthal, pois a formação dessas estruturas parcialmente enoveladas podem restringir 

o número de conformações, considerando-se ainda que a estrutura nativa da proteína 

pode ser determinada muito mais pela sua via de enovelamento do que pela sua 

conformação mais estável (BALDWIN, 1989). 

 

 

1.6 Mioglobina e fibrilas amilóides 

 

 

A mioglobina é uma proteína globular compacta, estável e aparentemente sem 

nenhuma propensão à formação de fibrilas amilóides, sendo predominantemente 

composta de hélices-α e sem a presença de estruturas em folha-β. Entretanto, verifica-

se que quando essa proteína é incubada em 50 mM de tampão borato de sódio, pH 9, a 

65°C, observa-se uma grande quantidade de estruturas fibrilares vistas por microscopia 

eletrônica de transmissão (MET), contendo grande quantidade de estruturas em folha-β 

observadas por espectro de dicroísmo circular e anisotropia de raios-X, e por marcação 

colorimétrica em ensaios com tioflavina T (ThT) e vermelho de Congo (FÄNDRICH et 

al., 2001). Cogita-se que a formação de fibrilas amilóides da mioglobina esteja 

relacionada às condições em que a cadeia polipeptídica esteja desenovelada 

(FÄNDRICH et al., 2003) ou às porções da cadeia polipeptídica sem elementos estáveis 

de estrutura secundária que não seriam capazes de se enovelarem ou mesmo de 

formarem espécies parcialmente enoveladas (FÄNDRICH e DOBSON, 2002). Outros 

trabalhos demonstram que um duplo mutante de mioglobina, W7F/W14F, na sua forma 
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apo, também apresenta capacidade de formação de fibrilas amilóides similares à 

proteína selvagem, mesmo em pH fisiológico e à temperatura ambiente, sugerindo que 

os processos de agregação e fibrilização de apomioglobina podem ser dirigidos por 

uma forma não-nativa que é citotóxica, mesmo nesse estado pré-fibrilar (SIRANGELO 

et al., 2002; SIRANGELO et al., 2004). Esse resultado, combinado com a identificação 

da participação da hélice-α G na formação de fibrilas, levantou a hipótese de que 

seqüências específicas na apomioglobina estariam envolvidas com a formação inicial 

de fibrilas amilóides nessa proteína (FÄNDRICH et al., 2003). Contudo, um 

mapeamento extensivo de tais seqüências não havia sido realizado até o presente 

momento. 
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2 OBJETIVOS 

 

 

O objetivo geral deste projeto foi estudar as características físico-químicas de 

fibrilas amilóides de 19 mutantes de apomioglobina de baleia (Physeter catodon) e 

compará-las com a forma selvagem. Como objetivos específicos, primeiramente nos 

propusemos a estudar o perfil cinético de formação de fibrilas amilóides de mutantes 

envolvidos em alterações da hidrofobicidade, interações eletrostáticas, propensão, 

deleção e permutação de hélices-α e relativos ao intermediário da via de enovelamento. 

Secundariamente analisamos a morfologia, citotoxicidade e outras propriedades das 

fibrilas – bem como das espécies precursoras das mesmas – dos mutantes que 

apresentaram cinética amiloidogênica, estatisticamente diferente da proteína selvagem. 

Por fim, estudamos alguns agentes potencialmente ativos contra a agregação protéica, 

tais como chaperonas moleculares e agentes desnaturantes, a fim de avaliar a 

eficiência dos mesmos em impedir ou reverter a fibrilização amilóidica das proteínas 

estudadas. 
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3 MATERIAIS E METODOLOGIAS 

 

 

3.1 Materiais 

 

 

3.1.1 Mutantes de apomioglobina 

 

 

Os mutantes (Tabela 3, pág. 57) de apomioglobina estudados neste projeto 

foram divididos em seis categorias: 6 estavam envolvidos com interações hidrofóbicas 

(V10F, A110F, A127F, A130F, A134F e V10F/M131F), 3 com interações eletrostáticas 

(E04A, E18A/K77A e R118A), 4 com o intermediário da via de enovelamento (D20A, 

H24V/H119F, H36Q e M131A), 2 com deleção de hélices-α (apoMb1-123 e apoMb1-99), 2 

com permutação das hélices-α (apoMb-B_GHA e apoMb-C_GHAB) e 1 envolvido com 

a propensão de hélice-α (A15G/A74G). Outro mutante estudado foi o W7F/W14F, esse 

utilizado como segundo controle. 
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                                              A                                       B                         C 
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                                G                                               H 

 

 

Figura 10. Esquema da estrutura primária e secundária da mioglobina selvagem de 
baleia (Physeter catodon). A estrutura primária da mioglobina está representada 
pelas letras dos códigos de cada aminoácido e as hélices-α estão sombreadas em 
cinza. As hélices-α são nomeadas de A – H (em negrito abaixo da seqüência). Os 
aminoácidos em vermelho se referem àqueles que foram mutados (Tabela 4, pág. 
58). 
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Tabela 3. Racionalidade dos mutantes e prévio conhecimento de seus efeitos na 
estabilidade da apomioglobina. 

 
Mutante Efeito medido ou esperado Referência 

V10F desestabilização RAMOS_Comunicação pessoal 

A110F desestabilização RAMOS_Comunicação pessoal 

A127F desestabilização RAMOS_Comunicação pessoal 

A130F desestabilização RAMOS_Comunicação pessoal 

A134F desestabilização RAMOS_Comunicação pessoal 

V10F/M131F desestabilização RAMOS_Comunicação pessoal 

W7F/W14F desestabilização SIRANGELO et al., 2000 

H24V/H119F estabilização BARRICK et al., 1994 

D20A sem efeito KAY e BALDWIN, 1998 

M131A desestabilização KAY e BALDWIN, 1996 

H36Q desestabilização BARRICK et al., 1994 

A15G/A74G desestabilização REGIS et al., 2005 

E04A desestabilização RAMOS et al., 1999 

E18A/K77A sem efeito RAMOS_Comunicação pessoal 

R118A estabilização RAMOS et al., 1999 

apoMb1-123 desestabilização RIBEIRO-JR e RAMOS, 2005 

apoMb1-99 desestabilização RIBEIRO-JR e RAMOS, 2005 

apoMb-B_GHA desestabilização RIBEIRO-JR e RAMOS, 2005 

apoMb-C_GHAB desestabilização RIBEIRO-JR e RAMOS, 2005 
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Tabela 4. Localização das mutações sítio-dirigidas na estrutura da mioglobina (Figura 
10, pág. 56). 

 
Mutante Localização Referência 

E04A Interface entre as hélices-α A e EF RAMOS et al., 1999 

W7F Interface entre as hélices-α A e H KAY e BALDWIN, 1996 

V10F Hélice A (*) 

W14F Interface entre as hélices-α A e E KAY e BALDWIN, 1996 

A15G Hélice A REGIS et al., 2005 

E18A Interface entre as hélices-α A e E RAMOS et al., 1999 

D20A Interface entre as hélices-α B e G RAMOS et al., 1999 

M131F Interface entre as hélices-α A, G e H BERTAGNA e BARRICK, 2004 

H24V Interface entre hélices-α B, E e G BARRICK et al., 1994 

H36Q Interface entre hélices-α BC e G BARRICK et al., 1994 

A74G Hélice E REGIS et al., 2005 

K77A Interface entre as hélices-α A e E RAMOS et al., 1999 

A110F Hélice G (*) 

R118A Interface entre as hélices-α B e G RAMOS et al., 1999 

H119F Interface entre hélices-α B e G BARRICK et al., 1994 

A127F Hélice H (*) 

A130F Interface entre as hélices-α A e H (*) 

M131A Interface entre as hélices-α A, G e H KAY e BALDWIN, 1996 

A134F Hélice H (*) 

apoMb1-123 Deleção da hélice H RIBEIRO-JR e RAMOS, 2005 

apoMb1-99 Deleção da hélices-α G e H RIBEIRO-JR e RAMOS, 2005 

apoMb-B_GHA Permutação da hélice A RIBEIRO-JR e RAMOS, 2005 

apoMb-C_GHAB Permutação das hélices-α A e B RIBEIRO-JR e RAMOS, 2005 

 
  (*) Esses mutantes foram estudados pela primeira vez. 
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3.1.2 Vetor de expressão 

 

 

A clonagem dos cDNAs das apomioglobinas selvagem e de todos os demais 19 

mutantes, bem como das sHsps (17 e 18) de cana-de-açúcar e Hsp40 (DjA1) humana, 

já se encontrava pronta e foi preparada anteriormente (RIBEIRO-JR et al., 2003; 

Ribeiro-Jr e RAMOS 2004; BORGES et al., 2005; TIROLI e RAMOS, 2007). Os cDNAs 

de todas as proteínas já se encontravam clonados em vetor de expressão pET 

(Amershan Life Science). O vetor de expressão pET é controlado pelo sistema T7, no 

qual o cDNA alvo é clonado sob o controle do promotor do gene 10 do bacteriófago T7 

(Figura 11, pág. 60) (STUDIER et al., 1990). A expressão do cDNA alvo ocorre somente 

na presença da RNA polimerase do vírus T7, devido à especificidade do promotor. As 

cepas de bactérias utilizadas para a expressão possuem, integrado ao seu genoma, o 

prófago do bacteriófago T7, que é lisogênico. Nesse prófago, a expressão da T7 RNA 

polimerase está sob o controle do promotor lacUV5 do operon lac, que é mantido 

reprimido na presença de glicose e na ausência de seu indutor natural, a 1,6 

aldolactose, um derivado da galactose (STUDIER et al., 1990). O produto do gene lac I 

representa o repressor que, quando ligado ao operador O (presente no prófago do T7), 

impede a expressão da T7 RNA polimerase, não ocorrendo a transcrição do cDNA alvo. 

Porém, na presença de IPTG (isopropil-tiogalactopiranosídeo), um análogo do indutor 

natural 1,6-aldolactose, o repressor se desliga do operador, liberando a expressão da 

T7 RNA polimerase do bacteriófago T7. Essa, por sua vez, atua na transcrição do 

cDNA alvo clonado no vetor do sistema pET. Como a T7 RNA polimerase é muito mais 

eficiente que a RNA polimerase da E. coli, sendo produzida em grandes quantidades e 

em pouco tempo, praticamente o único produto protéico sintetizado pela bactéria 

contitui-se naquele representado pelo cDNA alvo. Assim, na presença da RNA 

polimerase do bacteriófago T7, o cDNA alvo é altamente transcrito, resultando em 

grande quantidade do produto protéico. 
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Figura 11. Ilustração do sistema pET para expressão de proteínas recombinantes. Nesse 
sistema, o gene de interesse só será transcrito pela T7 RNA polimerase do 
bacteriófago lisogênico, cujo prófago está inserido no genoma da cepa BL21 (DE3). 
A T7 RNA polimerase tem sua síntese inibida pelo repressor lac, o qual só será 
desligado do operador do gene da T7 RNA polimerase na presença de IPTG, um 
análogo do indutor natural 1,6-aldolactose. (Adaptado do catálogo da 
Novagen/2000). 

 

 

3.1.3 Linhagens celulares, meios de cultura e soluções diversas 

 

 

3.1.3.1 Linhagens de Escherichia coli 

 

 

• E. coli DH5α (HANAHAN, 1983; Invitrogen): utilizada para a multiplicação e 

manutenção de vetores plasmidiais. 
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• E. coli BL21(DE3)® (STUDIER e MOFFAT, 1986; Stratagene): utilizada na 

expressão das apomioglobinas e da Hsp40 (DjA1) humana. Essa cepa possui 

baixos níveis de produção de proteases, que poderiam degradar a proteína de 

interesse, e o gene (DE3), responsável pela síntese da enzima T7 RNA 

polimerase controlado pelo promotor lacUV5 que é ativado pela adição de IPTG 

(como descrito no item 3.1.2, pág. 59). 

• E. coli BL21(DE3)pLysS® (STUDIER e MOFFAT, 1986; Stratagene): utilizada na 

expressão das proteínas sHsp17 e sHsp18 de cana-de-açúcar. Essa cepa possui 

as mesmas características da BL21 (DE3); entretanto, com o adendo de também 

expressar uma lisozima específica que inibe a T7 RNA polimerase, regulando, 

portanto, a expressão das proteínas de interesse. Essa cepa é geralmente 

utilizada quando a proteína de interesse pode ser tóxica para a bactéria. 

 

 

3.1.3.2 Células de mamíferos 

 

 

Para os testes de citotoxicidade das formas amilóides das apomioglobinas (WT, 

H36Q, apoMb1-123, apoMb-B_GHA, apoMb-C_GHAB, W7F/W14F, V10F/M131F e 

H24V/H119F), utilizamos uma linhagem simplificada de células neuronais, mais 

especificamente neuroblastoma de murino (N2A). A cultura N2A foi gentilmente cedida 

pelo Prof. Dr. Sérgio Ferreira (Universidade Federal do Rio de Janeiro). Essa linhagem 

celular foi estabelecida por Klebe e Ruddle (1969) a partir de um tumor espontâneo da 

linhagem A de camundongos híbridos albinos Mus musculus musculus x Mus musculus 

domesticus (C1300) (DUNHAM e STEWART, 1953). A grande vantagem em se 

trabalhar com esse tipo celular para testes de citotoxicidade se deve ao fato dessas 

células serem morfofisiologicamente semelhantes às células nervosas, mas 

principalmente por possuírem alta capacidade mitótica (proliferação), em razão da 

origem tumoral das mesmas. 
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3.1.3.3 Meio de cultura bacteriano 

 

 

Para o crescimento de bactérias, preparação de células competentes, expressão 

de proteínas e manutenção de bactérias transformadas com vetores de interesse, foi 

utilizado o meio de cultura LB (Luria-Bertani). O meio LB é composto por: triptona 10 

g/L, extrato de levedura 5 g/L e NaCl 10 g/L. Para o preparo, dissolvem-se os 

componentes em água desmineralizada, ajusta-se o pH para 7,0 (utilizando HCl ou 

NaOH 1M), completa-se para o volume de trabalho desejado com água 

desmineralizada e autoclava-se logo em seguida para posterior utilização. Para o meio 

sólido, utilizado na confecção de placas de cultura, acrescenta-se 1,5% de ágar 

anteriormente à etapa de autoclavagem. 

Para o crescimento de células transformadas por eletroporação ou choque 

térmico – etapa essa anterior ao plaqueamento das mesmas para posterior 

identificação das bactérias transformadas – foi utilizado o meio SOC. Esse meio é 

composto de: triptona 20 g/L, extrato de levedura 5 g/L, NaCl 10 mmol/L, KCL 2,5 

mmol/L, MgCl2 10 mmol/L, MgSO4 10 mmol/L e Glicose 20 mmol/L. Para o preparo, 

dissolvem-se os componentes (com exceção da glicose) em água desmineralizada, 

ajusta-se o pH para 7,0 (utilizando HCl ou NaOH 1M), completa-se para o volume de 

trabalho desejado com água desmineralizada e autoclava-se logo em seguida. Antes da 

utilização, acresenta-se a glicose a partir de uma solução estoque 1 mol/L filtrada em 

filtro 0,22 μM. 

 

 

3.1.3.4 Meio de cultura para as células N2A 

 

 

Para o cultivo das células N2A foi utilizado o meio DMEM (meio mínimo 

essencial de Eagle modificado por Dulbecco-Vogt). Esse meio é amplamente utilizado 

na cultura de uma grande variedade de células de crescimento em monocamada. O 

diferencial desse meio, com relação ao original de Eagle, é que o meio DMEM contém 
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aproximadamente quatro vezes mais vitaminas e aminoácidos, de duas a quatro vezes 

mais glicose e ainda ferro e vermelho de fenol. Esse meio possui concentrações de 

aminoácidos semelhantes às células de mamíferos. 

O meio DMEM adquirido da Gibco já vem em porções individuais em pó para o 

preparo de 1 litro de solução. Para o preparo, dissolve-se o conteúdo do pacote em um 

volume de 900 mL de água ultra pura com o auxílio de um agitador magnético, em 

seguida adicionam-se 3,7 g de bicarbonato de sódio e
 
após dissolver completamente 

esses compostos, acerta-se o pH para 7,4 com o auxílio de soluções de NaOH ou HCl 

1M. A seguir, o volume é completado para 1 litro com água ultra pura e o meio é 

imediatamente esterilizado por filtração em filtro Millipore de 0,22 μM aplicando uma 

pressão positiva sobre o sistema. O processo de filtração deve ser realizado em um 

fluxo laminar horizontal. Por fim, o meio deve ser armazenado em um recipiente 

devidamente esterilizado. A cultura de N2A é cultivada em meio DMEM suplementado 

com 10% de soro fetal bovino inativado (v/v), 100 μg/mL de estreptomicina, 100 U/mL 

de penicilina e 1μg/mL de fungizona (Gibco), sendo que esse meio suplementado é 

denominado de meio DMEM completo. A suplementação do meio DMEM pode ser feita 

após a filtração, tomando-se os devidos cuidados para fazê-lo em ambiente estéril 

(fluxo laminar horizontal). O meio DMEM completo pode ser armazenado a 4°C por até 

6 meses. 

 

 

3.1.3.5 Tioflavina T (ThT) 

 

 

A solução estoque de ThT (Sigma) foi preparada dissolvendo-se cerca de 30 mg 

do pó para cada 1 mL de água ultra pura. Após ser completamente dissolvida, a 

concentração exata de ThT foi medida espectrofotometricamente em 416 nm, utilizando 

o coeficiente de extinção molar de 26.620 M-1.cm-1 (WALL et al., 1999). A solução 

estoque foi mantida a 4°C ao abrigo da luz. 
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3.1.3.6 bis-8-anilinonaftaleno-sulfonato (Bis-ANS) 

 

 

A solução estoque de bis-ANS (Sigma) foi preparada dissolvendo-se cerca de 30 

mg do pó para cada 1 mL de metanol. Após ter sido completamente dissolvido, a 

concentração exata de bis-ANS foi medida espectrofotometricamente em 360 nm, 

utilizando o coeficiente de extinção molar 23.000 M-1.cm-1 (HAUGLAND, 1992). A 

solução estoque foi mantida a 4°C ao abrigo da luz. 

 

 

3.1.3.7 Brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazólio (MTT) 

 

 

A solução estoque de MTT (Sigma) foi preparada a uma concentração de 5 

mg/mL. Para isso, 5 mg do MTT em pó foram dissolvidos em 1 mL de PBS 

(composição: 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 4,3 mM Na
2
HPO

4
, 1,4 mM KH

2
PO

4
, pH 7,4). 

 

 

3.1.3.8 Solução de paralização para o ensaio de semeadura 

 

 

A solução de paralisação é composta de 20% SDS e 0,01 M HCl. 

 

 

3.1.3.9 Ácido benzidinodiazo-bis-1-naftilamina-4-sulfônico (Vermelho de Congo) 

 

 

 A solução estoque de vermelho de congo (200 μM) foi preparada em 90% de 

solução salina tamponada com fosfato de sódio filtrada (tampão fosfato de sódio 10 

mM, KCl 2,7 mM, NaCl 137 mM e pH 7,4) e 10% (v/v) de etanol. Para evitar a formação 

de micelas (microagregados), após o preparo, a solução foi filtrada 3 vezes em filtro 
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0,22 μM. Para determinação da concentração final da solução estoque, mediu-se a 

absorbância em 505 nm de uma alíquota do estoque em solução de fosfato de sódio 10 

mM, pH 7,0 e 40% de etanol (v/v), utilizando-se para tanto o coeficiente de extinção 

molar de 59.300 M-1 cm-1 (KLUNK, et al., 1999). 

 

 

3.2 Metodologias 

 

 

3.2.1 Técnicas espectroscópicas utilizadas no estudo de estrutura de proteínas 

 

 

3.2.1.1 Dicroísmo circular 

 

 

 Para informações detalhadas sobre o fundamento da técnica de CD e das várias 

aplicabilidades da mesma no estudo de proteínas, veja o ANEXO A (pág. 182), 

referente à revisão publicada no “African Journal of Biochemistry Research Vol.3 

(5), pp. 164-173, Maio de 2009” intitulada: “The use of circular dichroism 

spectroscopy to study protein folding, form and function”. 

 

 

3.2.1.2 Fluorescência 

 

 

 A emissão de fluorescência é caracterizada como um fenômeno físico que ocorre 

quando um elétron previamente excitado retorna ao seu estado fundamental/basal, 

sendo que nesse processo, nem toda a energia que anteriormente tenha excitado o 

elétron é convertida em fluorescência, podendo uma fração da mesma ser “perdida” por 

processos não radioativos. Devido a essa perda parcial de energia, a energia da luz 

emitida é sempre menor que a energia da luz utilizada para a excitação, e dessa forma, 
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a luz fluorescente emitida é sempre em comprimento de onda maior do que a da luz de 

excitação. As proteínas possuem certos aminoácidos que podem contribuir para a 

chamada fluorescência intrínseca, no caso: triptofano (Trp), tirosina (Tyr) e fenilalanina 

(Phe). Dos três aminoácidos, o triptofano é o mais utilizado nos estudos de 

fluorescência de proteínas. Esse aminoácido é extremamente sensível ao ambiente no 

qual se encontra, e portanto, apresenta características de fluorescência diferenciadas 

em cada grau de exposição aos diferentes meios, os quais podem ser hidrofílicos ou 

hidrofóbicos. Não somente devido aos possíveis resíduos de aminoácidos fluorescentes 

presentes nas proteínas, também é possível utilizar a fluorescência como ferramenta de 

estudo de proteínas através de outras fontes fluorescentes não instrínsecas. Como 

exemplo podemos citar sondas fluorescentes que se liguem a determinados 

aminoácidos, aminoácidos modificados ou outros compostos que emitem fluorescência 

ao interagirem com a proteína (LAKOWICZ, 2006). 

 

 

3.2.1.3 Difração de raios-X 

 

 

 A técnica de difração de raios-X faz parte do conjunto de técnicas de 

espalhamento de raios-X, e como tal, permite obter informações sobre a estrutura 

cristalina, composição química e propriedades físicas de materiais e filmes finos. 

Através dessa técnica, é possível determinar a geometria ou forma de uma molécula. 

Feixes de raios-X de comprimento de onda bem determinados são usados em análises 

de cristais de proteínas e outros materiais. A técnica se baseia na observação da 

intensidade de espalhamento de um feixe de raios-X que incide sobre uma amostra em 

função do ângulo de incidência e espalhamento do feixe, da polarização e energia do 

mesmo. Quando esse feixe definido difrata em um cristal desconhecido, as medidas 

dos ângulos de difração dos raios emergentes podem elucidar a distância dos átomos 

no cristal e, conseqüentemente, a estrutura cristalina. Esse método de análise é muito 

utilizado no estudo de proteínas, sendo que a intensidade e os ângulos dos feixes 

resultantes da difração são lidos e processados por um computador que calcula e 
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mostra as prováveis configurações dos átomos que compõem o cristal (AZÁROFF et 

al., 1974).  

Com relação às fibrilas amilóides, a técnica de difração de raios-X é uma 

poderosa ferramenta para a caracterização estrutural desses agregados. Imagens de 

difração de fibrilas amilóides podem ser coletadas através de qualquer fonte de raios-X 

que esteja equipada com um detector. Entretanto, as informações contidas numa 

imagem de difração de raios-X de estruturas amilóides fibrilares são muito dependentes 

da orientação da fibrila, sendo que a quantidade desse material a ser difratado, o 

posicionamento do mesmo no feixe de raios-X e a procedência da amostra fibrilar são 

fatores que determinam, em geral, um alinhamento muito pobre dessas estruturas. 

Portanto, observa-se nas imagens, uma forte reflexão em 4,7 Å e outras reflexões 

difusas em 8-12 Å, principalmente quando se utiliza fontes de raios-X de pouco brilho. 

Para a obtenção de dados de alta resolução, se faz necessário o uso de fontes de 

raios-X com alto brilho, como os encontrados em laboratórios do tipo Síncrotron, tais 

como o Laboratório Nacional de Luz Síncrotron – LNLS (Campinas, Brasil), European 

Synchrotron Radiation Facility – ESRF (Grenoble, França), Advanced Photon Source – 

APS (Argonne, Estados Unidos), entre outros mais de 50 espalhados pelo globo. Além 

do ganho de brilho no feixe de raios-X, o uso desses Síncrotrons permite outras 

vantagens. O espalhamento de raios-X pelo ar, geralmente observado em experimentos 

com fontes geradoras de raios-X por anodo rotatório de CuKα, e o uso de comprimento 

de onda da ordem de 1,5 Å, são parâmetros que dificultam a obtenção de boas 

imagens de difração de raios-X de fibrilas amilóides. Nesse aspecto, a utilização de 

feixes de raios-X, como os encontrados nos Síncrotrons (de menor comprimento de 

onda), permite a minimização dos problemas citados anteriormente, sendo ainda 

particularmente vantajoso para a aquisição de reflexões a ângulos mais baixos. 

Alternativamente, o uso de câmaras com hélio envolvendo a amostra e o detector, 

permite excluir particularmente o problema de espalhamento pelo ar (SERPELL, et al., 

1999). 
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3.2.2 Preparação de cepas de E. coli eletrocompetentes 

 

 

Para a obtenção de cepas de E. coli eletrocompetentes, as cepas de interesse 

foram pré-inoculadas em 10 mL de LB e crescidas durante a noite (16 horas) a 37°C 

sob agitação de 200 rpm. No dia posterior, o pré-inóculo (5 mL) foi diluído em 500 mL 

de meio LB e as células foram crescidas a 37°C sob agitação de 200 rpm (INNOVA 44 

Incubator Shaker Series – New Brunswick), até a DO600nm (Densidade Óptica) verificada 

em espectrofotômetro (Ultrospec 3000 UV/Vis Spectrophotometer-Pharmacia Biotec®) 

atingir aproximadamente 0,6-0,8. As células foram armazenadas em banho de gelo por 

20 min e posteriormente centrifugadas a 15.000 x g por 15 min a 4°C (Sigma Laboratory 

Centrifuges 4K15-Sigma®; rotor 12172H). Após centrifugação, o sobrenadante foi 

descartado e as células foram ressuspensas em 500 mL de glicerol 10% gelado. Essa 

operação foi repetida três vezes, primeiramente com ressuspensão em 250 mL, 

seguida por ressuspensão em 20 mL, e finalmente em 2 mL de glicerol 10%. As células 

foram armazenadas em alíquotas de 100 μL a -80°C para uso posterior. 

 

 

3.2.3 Preparação de cepas de E. coli para transformação por choque térmico 

 

 

 Para a obtenção de cepas de E. coli competentes para choque térmico, as cepas 

de interesse foram pré-inoculadas em 10 mL de LB e crescidas durante a noite (16 

horas) a 37°C, sob agitação de 200 rpm. No dia posterior, o pré-inóculo (5 mL) foi 

diluído em 500 mL de meio LB e as células foram crescidas a 37°C, sob agitação de 

200 rpm até atingirem DO600nm de 0,5. Após atingida a DO, as células foram deixadas 

em banho de gelo por 5-10 minutos. As células foram centrifugadas a 1.600 x g por 7 

minutos a 4°C, o sobrenadante descartado e o precipitado obtido ressuspenso em 10 

mL de uma solução gelada de cloreto de cálcio (CaCl2 60 mM, glicerol 15%, PIPES 10 

mM, pH 7,0). As células ressuspensas foram centrifugadas a 1.100 x g por 5 minutos a 

4°C, o sobrenadante descartado e o precipitado obtido ressuspenso em 2 mL de 
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solução de cloreto de cálcio como descrito acima. As células foram aliquotadas em 100 

µL em tubos do tipo eppendorf e armazenadas em ultra freezer a -80°C. 

 

 

3.2.4 Transformação de bactérias competentes com vetor de expressão 

 

 

Durante o projeto aqui descrito, a transformação das bactérias com os vetores de 

interesse foi realizada, inicialmente, através do método de eletroporação; sendo, 

entretanto, após algum tempo, realizada somente pelo método de choque térmico. Para 

tanto descreve-se a seguir as duas metodologias utilizadas. 

 

 

3.2.4.1 Transformação por eletroporação 

 

 

No método de eletroporação, utilizou-se um eletroporador MicroPulserTM 

Electroporation Apparatus (Bio-Rad®), sendo o protocolo descrito a seguir: 

• 100 µL de bactérias eletrocompetentes foram descongeladas em gelo e 

posteriormente 1µL de solução plasmidial contendo o plasmídio de interesse foi 

adicionado;  

• O homogeneizado foi incubado em banho de gelo por 1 minuto e após o tempo 

de incubação, foi transferido para uma cubeta de eletroporação (0,2 cm) e 

posteriormente submetido a um pulso de 2kV por 5 milisegundos (características 

do programa EC2 do MicroPulser); 

• 1mL de meio SOC foi adicionado e o homogeneizado foi incubado a 37°C por 1 

hora, sob agitação constante de 200 rpm (Orbital Shaker 420 – Thermo 

Forma®); 

• Após a incubação, as bactérias foram centrifugadas a 2.600 x g (Centrifuge 

5417C – Eppendorf®) em temperatura ambiente, durante 1 minuto para a 

 



 

 

70 

remoção de 1 mL de meio de cultura e o volume residual foi utilizado para 

ressuspender as bactérias sedimentadas;  

• 100 μL da suspensão foram espalhadas, com o auxílio de alça de “Drigalsky”, em 

placas de Petri contendo meio de cultura sólido (LB) com o(s) antibiótico(s) 

apropriado(s) para a seleção e crescimento dos clones transformados, sendo 

então incubados a 37°C por 16 horas sob agitação constante de 200 rpm. 

 

 

3.2.4.2 Transformação por choque térmico 

 

 

 No método de transformação por choque térmico, o protocolo utilizado foi o 

descrito a seguir: 

• As células competentes (100 μL) foram colocadas em um tubo do tipo eppendorf 

de 1,5 mL; 

• Aos tubos mantidos em banho de gelo, 1 μL de solução plasmidial contendo o 

plasmídio de interesse foi adicionado e deixou-se incubar por 10 minutos; 

• Os tubos foram colocados em um banho previamente estabilizado a 42°C e 

deixados incubar por 45 segundos; 

• Os tubos foram novamente incubados em banho de gelo por 2 minutos a fim de 

reduzir possíveis danos às bactérias; 

• A cada tubo foi adicionado 1 mL de meio LB sem antibiótico e deixado incubar 

por 1 hora a 37°C sob agitação de 200 rpm; 

• Os tubos foram brevemente centrifugados a 2.600 x g em temperatura ambiente 

para posterior remoção de 1 mL de meio de cultura para que o volume residual 

fosse utilizado para ressuspender as células; 

• O volume residual com as células ressuspensas foi espalhado com o auxílio de 

alça de “Drigalsky”, em placas de Petri contendo meio de cultura sólido (LB) com 

o(s) antibiótico(s) apropriado(s) para a seleção e crescimento dos clones 

transformados, sendo então incubados a 37°C por 16 horas e sob agitação 

constante de 200 rpm. 
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3.2.5 Expressão de proteínas 

 

 

O sistema de expressão utilizado para a produção das proteínas utilizadas neste 

projeto foi o sistema pET descrito por Studier et al. (1990). As características desse 

sistema já foram descritas no item 3.1.2, pág. 59. As colônias de bactérias E. coli das 

linhagens utilizadas – transformadas com os plasmídios do tipo pET contendo o cDNA 

codificante da proteína a ser expressa – inicialmente crescidas em placa de Petri 

contendo meio LB ágar, foram raspadas e pré-inoculadas em meio LB contendo 

antibiótico apropriado e incubadas a 37°C, durante a noite, sob agitação constante de 

200 rpm (Orbital Shaker 420™). No dia seguinte, transferiu-se um determinado volume 

do pré-inóculo (na proporção de 1:50) para um volume maior de meio LB para proceder 

a indução em grande escala (4 L). O volume de 4 L foi submetido à agitação constante 

de 200 rpm a 37°C (INNOVA 44™) para o crescimento da cultura bacteriana, sendo 

esse crescimento monitorado até que a DO600nm atingisse 0,6-0,8. Atingida a fase de 

crescimento apropriada, as bactérias foram induzidas à expressão heteróloga em 

resposta à adição de IPTG na concentração final de 0,4 mmol/L. A cultura foi submetida 

à agitação constante de 200 rpm por 4 horas ou 16 horas a 37°C (no caso das sHsp17 

e sHsp18 de cana-de-açúcar e Hsp40 (DjA1) humana) e 42°C (no caso das 

apomioglobinas). Na condição de 42°C, as apomioglobinas produzidas são estocadas 

em corpos de inclusão (RIBEIRO-JR et al., 2003). Decorridos os tempos de indução, as 

culturas foram centrifugadas a 6.000 x g por 15 min, a 4°C (Himac CR22G High-Speed 

Refrigerated Centrifuge™ - Hitachi®; rotor R9AF), e o precipitado foi armazenado a -

80°C. Para determinar o melhor tempo de indução para cada proteína recombinante, 50 

mL de cultura de células foram induzidas nas condições descritas acima e alíquotas de 

0,5 mL foram retiradas a cada hora. Essas alíquotas foram preparadas e avaliadas por 

SDS-PAGE (LAEMMLI, 1970), como descrito no item 3.2.8.1, pág. 77.  
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3.2.6 Lise das bactérias 

 

 

3.2.6.1 Lise das bactérias contendo as apomioglobinas recombinantes 

 

 

As bactérias presentes no precipitado obtido após o processo de expressão 

heteróloga, foram lisadas em banho de gelo com auxílio do sonicador Sonifier 450™ 

(Branson®). O processo de sonicação foi realizado da seguinte forma: 

 

1. Ao precipitado bacteriano descongelado foi adicionado, na proporção de 10mL/L 

de indução, um tampão de lise contendo Tris-HCl 50 mM pH 8,0, KCl 100 mM e 

EDTA 1 mM; 

2. A suspensão foi sonicada obedecendo-se a uma seqüência alternada de 12 

segundos de sonicação (potência de saída de 40 Watts) seguida de um intervalo 

de 1 minuto, seqüência essa repetida 8 vezes; 

3. A suspensão foi centrifugada a 13.000 x g por 15 minutos a 4°C (Sigma 4K15™; 

rotor 12256), sendo em seguida o sobrenadante separado e o precipitado 

ressuspenso no tampão de lise como indicado no passo 1; 

4. Repetição dos passos 2 e 3 por mais 3x, sendo que no passo 2 a seqüência foi 

repetida somente 4x. O precipitado final obtido se refere aos corpos de inclusão. 

 

 

3.2.6.1.1 Lise dos corpos de inclusão e diálise preparatória 

 

 

A lise dos corpos de inclusão, obtidos após o processo de lise das bactérias, 

descrito anteriormente (item 3.2.6.1, acima), foi realizado da seguinte forma: 

1. Após o término do passo 4 da lise bacteriana (item 3.2.6.1, acima) ao precipitado 

obtido, adicionou-se na proporção de 15 ml/L de indução, um tampão de 
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solubilização (Tris-HCl 100 mM, pH 8,0 e cloreto de guanidina 8 M), sendo essa 

solução agitada delicadamente por 30-60 minutos em um agitador magnético; 

2. Após a agitação descrita acima, a solução ambientada em banho de gelo foi 

sonicada em um sonicador Sonifier 450™ (Branson®), obedecendo-se a uma 

seqüência alternada de 12 segundos de sonicação (potência de saída de 20 

Watts), seguida de um intervalo de 1,5 minuto, seqüência essa repetida 10 

vezes; 

3. Após a sonicação, a solução foi centrifugada a 13.000 x g por 15 minutos, a 4°C 

(Sigma 4K15™; rotor 12256); 

4. O sobrenadante resultante do passo 3 descrito acima, foi transferido para outro 

frasco e a esse foi adicionado lentamente água ultra pura em q.s.p dobrar o 

volume; 

5. A solução descrita no passo 4 acima, foi cuidadosamente colocada em um saco 

de diálise e dialisada a 4°C contra 1 L de tampão fosfato de sódio 50 mM pH 7,2 

ou 5,8 (no caso do mutante W7F/W14F) por 1 h (2x), seguidamente contra 2 L 

(16 horas) e no dia seguinte contra 1 L por 1 h; 

6. O dialisado foi centrifugado a 13.000 x g por 30 minutos a 4°C (Sigma 4K15™; 

rotor 12256) e em seguida filtrado em filtro Millipore 0,22 μm, para 

posteriormente ser utilizado na purificação (item 3.2.7, pág. 74). Foram coletadas 

alíquotas do sobrenadante e do precipitado para análise por SDS-PAGE (item 

3.2.8.1, pág. 77). 

 

 

3.2.6.2 Lise das bactérias contendo sHsps (17 e 18) de cana-de-açúcar e Hsp40 

(DjA1) humana 

 

 

As bactérias presentes no precipitado, obtido após o processo de expressão 

heteróloga, foram lisadas em banho de gelo com auxílio do sonicador Sonifier 450™ 

(Branson®). O processo de sonicação foi realizado da seguinte forma: 
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1. Ao precipitado bacteriano descongelado foi adicionado, na proporção de 10mL/L 

de indução, um tampão de lise contendo Tris-HCl 50 mM pH 8,0, KCl 100 mM e 

EDTA 1 mM; 

2. A suspensão foi sonicada obedecendo-se a uma seqüência alternada de 10 

segundos de sonicação (potência de saída de 40 Watts), seguida de um intervalo 

de 1 minuto, seqüência essa repetida 12-16 vezes até que fosse observado um 

extremo estado de liquefação da solução; 

3. A suspensão foi centrifugada a 13.000 x g por 15 minutos a 4°C (Sigma 4K15™; 

rotor 12256), sendo em seguida o sobrenadante separado para ser submetido 

aos passos de purificação específicos de cada proteína em questão. 

 

 

3.2.7 Purificação das proteínas recombinantes 

 

 

As proteínas foram purificadas por metodologias pré-estabelecidas – com 

algumas modificações – por outros membros do grupo no qual este projeto foi 

realizado. Para a purificação das apomioglobinas, seguimos as metodologias descritas 

em Ribeiro-Jr et al. (2003) e Ribeiro-Jr e Ramos (2004). Quanto às chaperonas sHsps e 

Hsp40 (DjA1), seguimos as metodologias descritas em Tiroli e Ramos (2007) e Borges 

et al. (2005), respectivamente.  

 

 

3.2.7.1 Purificação das apomioglobinas 

 

 

3.2.7.1.1 Cromatografia de troca aniônica 

 

 

Após a diálise e filtragem das soluções protéicas (descritas no passo 6 do item 

3.2.6.1.1, pág. 73), o referido filtrado foi submetido a uma cromatografia em coluna de 
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troca aniônica DEAE-Sepharose (Fast Flow™, Pharmacia Biotech®). O processo de 

purificação foi feito com a coluna DEAE acoplada a um sistema FPLC™ÄKTA™ 

(Amershan Pharmacia Biotech®), com fluxo constante de 2,5 mL/min e limite de 

pressão em 0,3 MPa. O protocolo de purificação foi feito como descrito a seguir: 

equilíbrio da coluna com 2,5 volumes de coluna (VC), com tampão fosfato de sódio 50 

mM pH7,2 (com exceção no caso da purificação do mutante W7F/W14F, no qual o pH 

foi de 5,8), seguida pela injeção da amostra, lavagem da coluna com 2,5 VC com coleta 

fraciona9da de 10 em 10 mL, eluição com gradiente linear de 1 M de NaCl por 2,5 VC, 

com coleta fracionada de 10 em 10 mL. Todo o processo foi realizado com 

monitoramento constante da absorbância a 280 nm, da temperatura e da condutância. 

As frações coletadas foram submetidas à análise por SDS-PAGE, sendo que as 

frações contendo a proteína de interesse foram reunidas e dialisadas contra o tampão 

da corrida cromatográfica subsequente (item 3.2.7.1.2 abaixo). 

 

 

3.2.7.1.2 Cromatografia de troca catiônica 

 

 

Após a junção das frações contendo a proteína de interesse, a solução final foi 

dialisada a 4°C contra 1 L de tampão acetato de sódio 10 mM pH 2,0 por 1 h (2x), 

seguidamente contra 2 L (16 horas) e no dia seguinte contra 1 L por 1 h. A solução final 

contida no saco de diálise foi então centrifugada a 13.000 x g (Sigma 4K15™; rotor 

12256) por 30 min a 4°C e o sobrenadante foi filtrado em filtro 0,22 μM e submetido a 

uma cromatografia em coluna de troca catiônica CM-Sepharose (Fast Flow™, 

Pharmacia Biotech®). O processo de purificação foi feito com a coluna CM-Sepharose 

acoplada ao sistema FPLC™ÄKTA™ (Amershan Pharmacia Biotech®), com fluxo 

constante de 2,5 mL/min e limite de pressão em 0,3 MPa. O protocolo de purificação foi 

feito como descrito a seguir: equilíbrio da coluna com 2,5 volumes de coluna (VC) com 

o mesmo tampão utilizado na diálise (acetato de sódio 10 mM, pH 2,0), seguida pela 

injeção da amostra, lavagem da coluna com 2,5 VC, com coleta fracionada de 10 em 10 

mL, eluição com gradientes fracionados de 1 M de NaCl por 3,35 VC, com coleta 
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fracionada de 10 em 10 mL, sendo 1 VC em gradiente de 0-15%, 1 VC em gradiente de 

15%, 1 VC para gradiente de 15-25%, 0,2 VC em gradiente 25% e finalmente 0,15 VC 

em gradiente de 25-100%. Todo o processo foi realizado com monitoramento constante 

da absorbância a 280 nm, da temperatura e da condutância. 

 

 

3.2.7.2 Purificação das sHsps (17 e 18) de cana-de-açúcar e Hsp40 (DjA1) humana  

 

 

As metodologias utilizadas na purificação das sHsps (17 e 18) de cana-de-açúcar 

e da Hsp40 humana (DjA1), se encontram descritas em Tiroli e Ramos (2007) e Borges 

et al. (2005), respectivamente, sendo que os processos de seqüenciamento e clonagem 

já estavam estabelecidos, não sendo realizado no presente projeto.  

Com relação às sHsps, após os processos de expressão e lise bacteriana, a 

solução final contendo a proteína de interesse (como descrito no fim do passo 3 do item 

3.2.6.2, pág. 74) foi submetida a uma cromatografia de troca aniônica em coluna DEAE-

Sepharose (Fast Flow™, Pharmacia Biotech®) – previamente equilibrada com 2 

volumes de coluna de Tris-HCl 25 mM, pH 8,0 – usando um cromatógrafo do tipo 

FPLC™ÄKTA™ (Pharmacia Biotech®). As sHsps foram eluídas com 150 mM de NaCl e 

posteriormente submetidas a um passo cromatográfico de exclusão molecular numa 

coluna HiLoad Superdex 200pg 26/60™ (Pharmacia Biotech®) – previamente 

equilibrada com Tris-HCl 25 mM, pH 8,0 e NaCl 100 mM – usando um cromatógrafo do 

tipo FPLC™ÄKTA™ (Pharmacia Biotech®). 

Quanto a Hsp40 humana (DjA1), a solução final contendo a proteína (como 

descrito no fim do passo 3 do item 3.2.6.2, pág. 74) foi aplicada numa coluna 

cromatográfica de afinidade com metal imobilizado HiTrap Chelating™ (Pharmacia 

Biotech®), usando um cromatógrafo FPLC™ÄKTA™ (Pharmacia Biotech). A proteína 

foi eluída com 500 mM de imidazol e posteriormente submetida a um passo 

cromatográfico de exclusão molecular numa coluna HiLoad Superdex 200pg 26/60™ 

(Pharmacia Biotech®). 
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3.2.8 Processamento das proteínas purificadas 

 

 

As amostras de cada proteína, após purificadas, foram submetidas à análise por 

SDS-PAGE para avaliação do grau de pureza das mesmas, sendo posteriormente 

dialisadas a 4°C contra água ultra pura (no caso das apomioglobinas) ou em tampão 

apropriado para estocagem (no caso das chaperonas), concentradas com concentrador 

Aminco® (massa de exclusão de 10 KDa), avaliadas quanto a concentração pelo 

método de Edelhock (1967) (item 3.2.8.2, pág. 78) e por fim aliquotadas e estocadas a -

20°C para uso posterior. 

 

 

3.2.8.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 

 

 

As amostras coletadas em cada passo dos processos de indução e de 

purificação foram diluídas em tampão de amostra para eletroforese (Tris-HCl 50 

mmol/L, pH 6,8, DTT 100 mmol/L, SDS 2%, azul de bromofenol 0,1% e glicerol 10%), 

fervidas durante 5 minutos e posteriormente centrifugadas por 2 min a 3.000 x g em 

microcentrífuga Eppendorf® (Centrifuge 5417C™) à temperatura ambiente. Essas 

amostras foram submetidas – juntamente com um padrão de massa molecular – à 

eletroforese em SDS-PAGE (LAEMMLI, 1970). A eletroforese foi conduzida utilizando-

se Mini-Protean II Dual Slab Cell™ (Bio-Rad®) com gel de empacotamento de 5%, gel 

de separação de 15% ou 12% e voltagem constante de 200 V por ~45 min. O gel foi 

corado por 30 min em solução contendo etanol:ácido acético:água 5:1:15 (v:v:v) e 

Coomassie Brilliant Blue R™ (Bio-Rad®) 0,25% e descorado em ácido 

acético:etanol:água 3:2:35 (v:v:v). 
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3.2.8.2 Determinação da concentração de proteínas 

 

 

A concentração das proteínas foi determinada espectrofotometricamente 

utilizando um espectrofotômetro JASCO® (UV/Vis Spectrophotometer V-530™) através 

do método de Edelhock (1967) com algumas modificações. Para tanto, as amostras 

foram diluídas em tampão fosfato de sódio (25 mmol/L, pH 6,5, contendo cloreto de 

guanidina 7,5 mol/L) na proporção de 1:4 de amostra para a solução. As soluções de 

cloreto de guanidina, quando preparadas, tiveram suas concentrações aferidas em um 

refratômetro (Model 334610™, Spectronic Instrument®). Os valores obtidos na leitura 

do refratômetro foram inseridos na equação abaixo (PACE, 1986): 

 
( ) ( ) ( )32

60,9168,38147,57 NNNM GndHCl Δ×−Δ×+Δ×=                            [Equação 1] 

 

onde  é a molaridade da guanidina (mol/L) e GndHClM NΔ  é a diferença entre o 

índice de refração da solução de cloreto de guanidina e do tampão utilizado na 

preparação da solução. 

Para a medida da concentração das proteínas, foi calculado o coeficiente de 

absorbância molar da proteína de interesse utilizando a fórmula: 

 

)()()()( CysCysTyrTyrTrpTrp nnn εεεε λ ++×=                                                    [Equação 2] 

 

onde, )(λε  é o coeficiente de absorbância molar (M-1cm-1) da proteína de 

interesse em um determinado comprimento de onda λ ; ,  e  são o 

número de triptofanos, tirosinas e cistinas da proteína; 

)(Trp

)Trp

n

(

)(Tyrn )(CYsn

ε , )Tyr(ε  e )(CYsε  são os 

coeficientes de absorbância molar em um determinado comprimento de onda do 

triptofano, da tirosina e da cistina, respectivamente. Os valores dos coeficientes de 

absorbância molar desses aminoácidos variam de acordo com o comprimento de onda 

(Tabela 5, pág. 79). O coeficiente de absorbância molar da proteína de interesse foi 

estimado pelo programa ProtParam tool (GASTEIGER et al., 2005) disponível em 

<http://www.expasy.ch/tools/protparam.html>. 
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Tabela 5. Coeficientes de absorbância molar do Triptofano (Trp), Tirosina (Tyr) e Cistina 
(Cys) em GdnHCl 6 M. (Adaptado de PACE et al., 1995). 

 
λ εTrp (M

-1.cm-1) εTyr (M
-1.cm-1) εCys (M

-1.cm-1) 

276 5405 1455 160 

278 5565 1395 140 

280 5685 1285 125 

282 5635 1220 115 

 

A média da concentração protéica foi determinada através das absorbâncias 

aferidas nos 4 comprimentos de onda e utilizando-se da fórmula: 

 
ClA ××= ε                                                                                        [Equação 3] 

 
onde A  é a absorbância; l  o comprimento do caminho óptico (cm), ε  o 

coeficiente de absorbância molar (M-1.cm-1) e  a concentração molar (mol/L). As 

leituras de absorbância, para cada comprimento de onda relacionado, foram realizadas 

em triplicada. 

C

 

 

3.2.9 Indução de fibrilas amilóides 

 

 

Para a indução amiloidogênica das apomioglobinas, as proteínas foram 

preparadas em tampão borato de sódio 50 mM, pH 9,0 em concentração mínima de 30 

µM (conforme exigência de amostra para os experimentos) e incubadas a 65°C (Dry 

Bath Incubator™, Boekel Scientific®) por até 15 dias (FÄNDRICH et al., 2001). Em 

intervalos de tempo específicos, foram retiradas alíquotas para a realização dos 

experimentos de dicroísmo circular (CD), ligação de ThT, ligação de bis-ANS e ligação 

de vermelho de Congo. 
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3.2.10 Espectros de dicroísmo circular (CD) 

 

 

Os espectros de CD foram medidos utilizando-se um espectropolarímetro J-

810™ (JASCO®), cubetas de quartzo de 1 cm, 5 mm e 2 mm de caminho óptico e 

proteínas diluídas até a condição na qual fornecessem sinal a 222 nm necessariamente 

entre -20 e -40 miligraus (intervalo no qual a relação sinal/ruído é baixa). Todas as 

medidas foram feitas sob fluxo de nitrogênio de 10L/min. Os resultados são a média de 

16 espectros de 200-260 nm lidos a uma velocidade de 50 nm/min, 1 s de resposta, 

tendo como branco e tampão os informados nas legendas dos gráficos referentes aos 

resultados. O programa utilizado para o registro dos dados foi o Spectra Manager® 

(JASCO), sendo que para o tratamento e confecção do gráfico dos dados obtidos, 

utilizou-se os programas Origin 6.1® ou Pro8.0 SR0® (OriginLAB Corporation®). A 

temperatura da cela foi mantida constante a 25oC através de um sistema interno de 

controle (Peltier Type Control System PFD 425S™, JASCO®) e controlador externo de 

temperatura NESLAB RTE Series (NESLAB®). Os valores obtidos na leitura de CD 

(miligraus) foram convertidos para elipticidade molar residual ( [ ]EMRθ ) que é definida 

pela seguinte equação: 

 
[ ] ( ) ( )nlCMMEMR ××××= 100θθ                                                           [Equação 4] 

 
onde θ  é a elipticidade em graus, MM  é a massa molecular da proteína (Da), C  

é a concentração da proteína (mg/mL),  é o comprimento do caminho ótico (cm) e n  é 

o número de resíduos de aminoácidos da respectiva proteína. Para o cálculo das 

porcentagens de estruturas secundárias, utilizou-se o programa CDNN Deconvolution® 

Versão 2.1, com a base NNET_23 que conta com 23 espectros para a análise do 

espectro da proteína de interesse, por combinação linear dos espectros da base. Esses 

últimos previamente calculados a partir de espectros de CD de um grupo de proteínas 

de referência, com estrutura em 3D conhecida. A seguir (Tabela 6, pág 81) 

apresentamos os erros inerentes ao programa, frente à referida base NNET_23. 

l
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       Tabela 6. Erro médio embutido nas predições de estruturas secundárias de 
acordo com a faixa de leitura. 

 
λ (nm) 180-260 185-260 190-260 195-260 200-260 205-260 210-260

NNET_23 5,0% 5,1% 5,0% 5,2% 5,4% 5,5% 5,4% 

 

 

3.2.11 Monitoração temporal da fluorescência de ThT  

 

 

Em intervalos de tempo determinados, alíquotas de 100 µL foram retiradas das 

soluções descritas no item 3.2.9, pág. 79, e misturadas com 500 µL de uma solução de 

ThT em água ultra pura, sendo a proporção final de ThT:proteína de 5:1. Após 10 

minutos de equilíbrio da mistura anterior, a ligação de ThT foi então monitorada for 

fluorescência (ISS Multifrequency Phase Fluorometer K2™) com excitação em 450 nm 

e espectro de emissão entre 460 e 600 nm. Os espectros foram lidos a 25ºC, na 

velocidade de 1 nm/s com aberturas de janelas para excitação e emissão de 1 mm, 

sendo os resultados de cada ponto do espectro a média de 10 leituras. Para a 

montagem da cinética, a intensidade de fluorescência em 482 nm (λmax de emissão) foi 

graficada em função do tempo, e os dados foram ajustados para uma função 

exponencial simples do tipo: 

 
( )τtkFF −×+= expmax                                                                        [Equação 5] 

 
onde  é a intensidade de fluorescência medida a 482 nm;  é a máxima 

intensidade de fluorescência medida a 482 nm, essa correspondendo ao máximo de 

agregação das fibrilas amilóides (VILASI et al., 2006);  é a diferença entre a 

intensidade de fluorescência máxima e a inicial; e 

F maxF

k

τ  (h) o inverso da taxa de formação 

de fibrilas amilóides ( ). A intensidade de fluorescência a 482 nm foi corrigida, 

subtraindo-se da mesma a intensidade de emissão a 482 nm da solução de ThT, antes 

da adição da alíquota contendo a proteína em estudo. Como branco foi utilizado uma 

solução de proteína selvagem “fresca” proveniente de uma amostra do estoque (com 

não mais de 3 semanas) congelada a -20°C em água ultra pura. Para tanto, a amostra 

v
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do estoque foi descongelada à temperatura ambiente e então diluída apropriadamente 

em tampão, para obtenção da proteína nas mesmas condições para indução 

amiloidogênica (borato de sódio 50 mM, pH 9), não sendo aquecida, sendo diluída com 

ThT como descrito anteriormente, aguardado os 10 minutos de equilíbrio e lida no 

fluorímetro a temperatura ambiente. 

 

 

3.2.12 Titulação de ThT para cálculo da constante de dissociação aparente (Kdis) 

 

 

A titulação de ThT foi analisada considerando-se uma reação de ligação em 

equilíbrio simples, definida por uma constante de dissociação (Kdis) de primeira ordem. 

Os dados experimentais foram fitados por uma curva isotérmica de ligação dada pela 

equação que segue (VAZ et al., 2006): 

 

[ ] [ ] [ ]( ) [ ] [ ] [ ]( ) [ ] [ ]
2

411
2

tttdistttdistt PLPKPLPKPL
Y

×−++−++
=          [Equação 6a] 

 
 com Y , grau de saturação, dado pela equação: 

 

maxF

F
Y i

Δ
Δ

=                                                                                          [Equação 6b] 

 
onde  representa a diferença entre a intensidade de 

fluorescência após cada adição de ThT 

( minFFF obsi −=Δ )

( )obsF  e a intensidade de fluorescência na 

ausência de ThT . ( )minF ( )minFmaxmax FF −=Δ  representa a variação máxima da 

intensidade de fluorescência, com ( ) sendo a intensidade de fluorescência quando 

a proteína está totalmente saturada com ThT. 

maxF

[ ]t  é a concentração total de proteína e 

 a concentração total de ligante após cada adição de ThT. Para a titulação, 

alíquotas de 100 µL de 30 µM de proteínas induzidas à amiloidogênese, foram colhidas 

em tempos determinados, diluídas em água ultra pura até 600 µL (solução final com 5 

µM de proteínas), e submetidas à crescentes quantidades de ThT, sendo que ao 

P

[ ]tL
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completar a titulação, o volume final não excedeu em mais de 3% o inicial de 600 µL. 

Os parâmetros de excitação e emissão, bem como correções e branco utilizados, são 

os mesmos descritos no item 3.2.11, pág. 81. O dados graficados são a média de duas 

leituras em quintuplicata. 

 

 

3.2.13 Ligação de bis-ANS 

 

 

Em intervalos de tempo determinados, alíquotas de 100 µL foram retiradas das 

soluções descritas no item 3.2.9, pág. 79. A essa alíquota foi adicionado um volume 

apropriado da solução estoque de bis-ANS, sendo a proporção final de bis-

ANS:proteína de 1:2. Após 10 minutos de equilíbrio, a ligação de bis-ANS foi então 

monitorada por fluorescência (ISS Multifrequency Phase Fluorometer K2™), com 

excitação em 350 nm e espectro de emissão entre 400 e 600 nm. Os espectros foram 

medidos a 20°C na velocidade de 1 nm/s com aberturas de janelas para excitação e 

emissão de 1 mm, sendo os resultados de cada ponto do espectro a média de 10 

leituras. Os pontos graficados, representam a intensidade máxima de fluorescência 

obtida em 492 nm. Para branco foi realizado o mesmo procedimento como descrito no 

fim do item 3.2.11, pág. 81, com as devidas correspondências. 

 

 

3.2.14 Cálculo da energia de ativação do processo amiloidogênico monitorado por 

CD e fluorescência de ThT 

 

 

Foram realizados ensaios para a determinação da energia de ativação do 

processo de formação de folhas-β, através do aumento de sinal de dicroísmo circular a 

216 nm, e da formação de fibrilas amilóides, observando a fluorescência de ThT a 482 

nm. A cinética de formação de folha-β foi monitorada através do acompanhamento do 

ganho de sinal de CD a 216 nm, mantendo a proteína de estudo em uma temperatura 
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fixa, sendo utilizada uma cubeta de quartzo de 1 mm de caminho óptico. As 

temperaturas testadas foram: 35, 45, 55 e 65°C. A concentração de proteína utilizada foi 

de 4 μM em borato de sódio 50 mmol/L, pH 9,0. Os dados coletados para a formação 

de folha-β foram corrigidos para elipticidade molar residual, utilizando a equação 4 

citada no item 3.2.10, pág. 80, normalizados e utilizados para tratamento posterior dos 

dados para construção do gráfico de Arrhenius. 

A cinética de formação de fibrilas amilóides foi monitorada através da 

fluorescência de ThT. Para tanto, amostras de apomioglobinas (30 μM em borato de 

sódio 50 mM, pH 9,0) foram incubadas em diferentes temperaturas. Nos tempos 

determinados, as amostras foram diluídas cinco vezes com solução de ThT, 

previamente preparada da solução estoque descrita no item 3.1.3.5, pág. 63, sendo a 

proporção final de ThT:proteína de 5:1, e a mistura incubada por 10 min à mesma 

temperatura anterior da amostra. Em seguida, nessa mesma temperatura, foi realizada 

a leitura da fluorescência em um fluorímetro Aminco Bowman® Series 2 (SLM-

AMINCO®). A temperatura da cela de leitura foi controlada por um banho digital 

Polyscience®. A emissão de fluorescência do ThT foi lida de 460-600 nm com excitação 

a 450 nm e abertura de janelas para excitação e emissão de 4 nm. Foram utilizadas 

cubetas de quartzo de 1 cm de caminho óptico e as medidas corrigidas da mesma 

forma como descrita no fim do item 3.2.11, pág. 81. As médias dos dados coletados 

foram normalizados e utilizados no tratamento posterior para a construção do gráfico de 

Arrhenius. 

Os dados de CD e fluorescência de ThT foram analisados através de um ajuste 

exponencial simples, conforme descrito pela seguinte equação (MARCON et al., 2006): 

 
( )

appktBYY −×+= exp0                                                                        [Equação 7] 

 
onde  é o valor máximo do sinal da sonda utilizada (considerando-se que os 

dados das sondas foram normalizados, o valor máximo apresenta-se sempre igual a 1), 

0Y

B  é a amplitude da mudança do sinal da sonda,  é a constante aparente para o 

evento analisado e t  é o tempo (horas).  

appk
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A partir dos valores de , foi construído um gráfico de appk Tk app 1ln × . Dos pontos 

desse gráfico foi feito um ajuste linear com a equação de Arrhenius: 

 
  TREAk aapp ×−= lnln                                                                        [Equação 8] 

 
onde  e  são constantes características da reação (  é a energia de 

ativação e  o fator de freqüência ou fator pré-exponencial), 

aE

A

A aE

R  é a constante dos 

gases perfeitos (8,3145 J.K-1.mol-1) e T  é a temperatura absoluta. Esse ajuste foi 

utilizado para obtenção dos parâmetros de Arrhenius referentes à formação de folhas-β 

e da formação de fibrila. 

 

 

3.2.15 Desenovelamento químico induzido por uréia 

 

 

Algumas apomioglobinas selecionadas – por razões que veremos no decorrer 

deste manuscrito – foram submetidas à concentrações crescentes de uréia, que 

variaram de 0 a 8 M, em duas condições tamponantes: tampão Hepes 10 mM pH 7,8 e 

tampão citrato de sódio 4 mM pH 4,2. O volume final utilizado no ensaio foi de 2 mL. As 

soluções de uréia foram preparadas na data ou no dia anterior da realização dos 

experimentos e suas concentrações foram aferidas em um refratômetro. Os valores 

obtidos na leitura do refratômetro foram inseridos na equação abaixo (PACE, 1986): 

 
( ) ( ) ( )32

56,185753,2966,117 NNNMUréia Δ×−Δ×+Δ×=                          [Equação 9] 

 
onde  é a molaridade da uréia (mol/L) e UréiaM NΔ  é a diferença entre o índice de 

refração da solução contendo uréia e do tampão utilizado. 

O grau de desenovelamento foi monitorado a 4°C através da leitura do sinal de 

dicroísmo circular a 222 nm para monitorar a perda de estrutura secundária, 

especificamente de hélice-α (estrutura secundária predominante na apomioglobina). 

Para tanto, foram usadas cubetas de quartzo de 5 mm de caminho ótico, sendo os 

resultados a média de 61 leituras realizadas ao longo de 1 min em intervalos de 1 s. Os 
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brancos utilizados foram os próprios tampões de cada condição ao longo da variação 

de 0-8 M de uréia. Cada alíquota de proteína, em uma determinada concentração de 

desnaturante foi equilibrada por 10 min a 4°C antes das leituras. As proteínas foram 

comparadas contra a forma selvagem no que se refere à estabilidade dessas, frente ao 

aumento contínuo de desnaturante. Essa comparação foi feita através de dois 

parâmetros: da avaliação do Cm (concentração de desnaturante no ponto médio de 

transição), nas condições de pH 7,8 e 4,2 e da energia livre de desenovelamento (ΔGo
N-

D) calculada na condição de pH 4,2, parâmetros esses obtidos como descrito no item 

3.2.16 a seguir. Para o cálculo desses parâmetros, os dados obtidos foram tratados 

adequadamente nos programas Origin 6.1® ou Pro8.0 SR0® (OriginLAB Corporation®). 

 

 

3.2.16 Cm e variação da energia livre (ΔGo
N-D) de desenovelamento 

 

 

A energia livre de desenovelamento (ΔGo
N-D) das proteínas selecionadas foi 

calculada através dos dados medidos do experimento de desnaturação em equilíbrio 

(item 3.2.15, pág. 85), na condição tamponante com citrato de sódio 4 mM, pH 4,2, na 

qual o desenovelamento é considerado como sendo de dois estados (intermediário para 

o desenovelado) (KAY e BALDWIN, 1996). Cm é a concentração de desnaturante no 

ponto médio de transição entre os dois estados.  

O cálculo da variação da energia livre (ΔGo
N-D) foi realizado através do método 

de extrapolação linear, utilizando-se dos dados de pré e pós-transição (SANTORO e 

BOLEN, 1988), como os obtidos de experimentos de proteínas com o desenovelamento 

em dois estados e reversível, aplicável no experimento ateriormente descrito. 

Considerando-se que a transição do estado nativo (N) para o estado desenovelado (D) 

pode ser descrita por um processo de dois estados, aceita-se que: 

 
1=+ DN ff                                                                                         [Equação 10] 
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onde  é a fração de proteínas enoveladas e  a fração de proteínas 

desenoveladas. Utilizando-se uma variação da equação de Gibbs, que relaciona 

energia livre com a constante de equilíbrio: 

Nf Df

 

eqkTRG ln××−=Δ                                                                                                             [Equação 11] 

 
sendo  a variação de energia livre do processo (kcal/mol), GΔ R  a constante 

universal dos gases (1,987 Cal/K.moL), T  a temperatura absoluta e  a constante de 

equilíbrio, temos que: 

eqk

 

NDeq ffk =                                                                                       [Equação 12] 

considerando o valor da sonda utilizada para seguir o desenovelamento como Y  

temos: 

 
( ) ( DDNN fYfYY × )+×=                                                                      [Equação 13] 

     
 logo: DNeq YYYYk −−=                                                                                                [Equação 14] 

       

podemos então calcular a variação da energia livre em função de Y  para cada 

ponto dentro da zona de transição, sendo o obsGG Δ ) tido como: Δ  observado (

 

eqobs kTRG ln××−=Δ                                                                                                          [Equação 15] 

 
com  a constante de equilíbrio para cada ponto eqk Y  dentro da zona de transição 

(Equação 14). Assim sendo, tanto a pré-transição (estado nativo enovelado ou N) 

quanto a pós-transição (estado desenovelado ou D), podem ser descritas por equações 

de retas do tipo: 

 
[ ]

0NNN YuréiamY +×=                                                                                                                                     [Equação 16] 

 
[ ]

0DDD YuréiamY +×=                                                                                                                                      [Equação 17] 

 
nas quais  e  são os valores da sonda, em função da concentração de 

desnaturante, dentro da pré e pós transições, respectivamente;  e  representam 

NY DY

0NY
0DY
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os valores da sonda nos respectivos interceptos (sem desnaturante) da pré e pós 

transições,  e  representam as inclinações das retas (dependência do valor da 

sonda em relação ao desnaturante). 

Nm Dm

Desenvolvendo melhor a equação 14 obtemos: 

 

( ) ( )
eqeqD k×

( )

N + kYYY += 1                                                                    [Equação 18] 

 
e reescrevendo a equação 18, utilizando a combinação das equações 15, 16 e 

17 e utilizando-se a inclinação da reta, obtida de um gráfico de  (kCal/mol) versus 

concentração de uréia, obtemos: 

obsGΔ

 
( )( )( )( )

( )( )( )( ) ⎪⎭

⎪
⎬
⎫

⎪⎩

⎪
⎨
⎧

××+Δ−+

××+Δ−××++×N [

GΔ

+
=

TRuréiamG

TRuréiamGuréiamYmY
Y

OH

OHDDN

/][exp

/][exp][

2

200
uréia

1

]

O

[Equação 19] 

 
onde  é a variação de energia na ausência de uréia, H2

R  é a constante dos 

gases (1,987 Cal/K.moL) e T  é a temperatura absoluta na qual o experimento foi 

realizado. Essa equação foi utilizada para ajustar as curvas de enovelamento para obter 

os parâmetros  (kCal/moL) – energia de desenovelamento na ausência de 

desnaturante – e  (kCal/moL.M) – constante relacionada ao grau de exposição da 

proteína ao desnaturante (TANFORD, 1968). Para o cálculo de , na condição de pH 

7,8, o mesmo foi encontrado manualmente através de extrapolação gráfica na 

condição, equanto que na condição de pH 4,2, utilizamos a equação abaixo.: 

OHG
2

Δ

m

mC

 
mGH2

ΔC Om =  (VAZ et al., 2006)                                                    [Equação 20] 

 

 

3.2.17 Desenovelamento induzido por acidificação 

 

 

Amostras em água ultra pura das apomioglobinas selecionadas foram diluídas 

até a concentração final de 2 μM e volume final de 2 mL em diferentes tampões citrato 

de sódio/ácido cítrico 2 mM, contendo 30 mM de NaCl. Esse procedimento permitiu a 
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obtenção de soluções da proteína de interesse em diversas condições de pHs que 

variaram de 7,7 a 2,0. A variação de pH, necessária para o ensaio de desenovelamento 

ácido, foi obtida pela mistura de diferentes proporções de citrato de sódio e ácido 

cítrico, mantendo-se a concentração final de 2 mM relativo ao citrato. Para obtenção de 

pHs inferiores a 3,0, adicionou-se concentrações crescentes de HCl a partir do tampão 

de ácido cítrico em pH 3,0. O grau de desenovelamento foi monitorado através do 

acompanhamento do sinal de dicroísmo circular (CD) no comprimento de onda de 222 

nm utilizando o espectropolarímetro J-810™ (JASCO®), medida que permitiu a 

monitoração da perda de estrutura em hélice-α da proteína. Foram usadas cubetas de 

quartzo de 1 cm de caminho ótico termostatizadas a 4°C, através de um sistema interno 

de controle (Peltier Type Control System PFD 425S™, JASCO®) e controlador externo 

de temperatura NESLAB RTE Series (NESLAB). Cada solução de proteína foi 

equilibrada por 10 min a 4°C. Posteriormente, realizou-se o ensaio composto de 61 

leituras (1/s) durante o intervalo de 1 min, sendo que ao fim de cada ensaio o pH foi 

checado (RAMOS et.al.,1999). Arranjando os dados obtidos na forma de sinal de CD x 

pH, foi possível, através de extrapolação gráfica, obter o valor de pHm que indica o valor 

de pH no ponto médio de transição entre dois estados. 

 

 

3.2.18 Experimentos de semeadura 

 

 

Para a preparação das sementes (fibrilas pré-formadas), as proteínas foram 

incubadas a 65°C, por 48 horas, no meio de indução de fibrilas (borato de sódio 50 mM, 

pH 9,0). Após esse tempo, as amostras foram resfriadas em temperatura ambiente 

(~22°C), sonicadas por 15 segundos em um sonicador Sonifier 450™ (Branson®) e 

posteriormente filtradas em filtro 0,22 μm (Millipore®). As sementes foram misturadas 

com as amostras frescas ambientadas em tampão borato de sódio 50 mM e pH 9,0, nas 

proporções finais de 0, 1% e 5% e incubadas a 65°C (instante considerado como o 

tempo zero do experimento). Em tempos determinados (6, 18, 72 e 160 horas), as 

amostras foram homogeneizadas e uma alíquota foi retirada para proceder a 
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quantificação da massa de fibrilas amilóides, através do método do desvio espectral do 

corante Vermelho de Congo como descrito no item 3.2.18.1 a seguir. 

 

 

3.2.18.1 Quantificação da massa de fibrilas amilóides através do método de 

desvio espectral do Vermelho de Congo 

 

 

Para quantificar a massa de fibrila amilóide formada ao longo do tempo de 

incubação no ensaio de semeadura (item 3.2.18, pág. 90), utilizamos o método descrito 

por Klunk et al. (1999). Nesse método é predito que a ligação do Vermelho de Congo à 

fibrila amilóide é independente da seqüência primária de resíduos de aminoácidos, 

sendo dependente somente da presença de estrutura em folha-β pregueada e da 

presença de pelo menos um aminoácido carregado positivamente. O método foi 

inicialmente elaborado utilizando-se a proteína β-amilóide (Aβ), sendo portanto 

necessária uma adaptação do mesmo (descrito pelo próprio autor), para adequar o 

método ao modelo de amilóide utilizado; no caso deste projeto, as apomioglobinas. 

 Para adaptar o método, utilizamos a proteína selvagem como modelo de 

amilóide, e para tanto realizamos todos os passos descritos nas páginas 303 e 304 do 

referido trabalho (KLUNK et al., 1999). Após todos os passos, foi possível chegar à 

fórmula final para o cálculo da massa de fibrilas amilóides (em μg/mL) de 

apomioglobinas ( ): fibapoMb

 
( ) ( ) ( )512,0][66104530 400543 VCAAapoMb ttfib −−=                            [Equação 21] 

 
onde  e  são a soma das absorbâncias da amostra de apoMb incubada 

com o Vermelho de Congo em 543 nm e 400 nm, respectivamente, e  a 

concentração de Vermelho de Congo utilizada. 

tA
543

tA
400

][VC
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3.2.19 Cultura de células de mamíferos 

 

 

As células N2A foram cultivadas em meio DMEM completo. A cultura celular foi 

mantida em estufa com 95% de umidade atmosférica e 5% de CO2 a 37°C. 

Quando não cultivadas, as células N2A permaneciam em soro fetal bovino 

inativado, contendo 10% de DMSO (crioprotetor) e criopreservadas em nitrogênio 

líquido (-196°C). Para cultivar as células N2A, elas foram retiradas do nitrogênio líquido, 

rapidamente colocadas a 37°C para descongelar. Em seguida, acrescentou-se 8 mL de 

meio DMEM completo (pré-aquecido a 37°C) e após leve agitação, a suspensão foi 

centrifugada por 1 minuto a 3.000 x g em temperatura ambiente para sedimentação das 

células no fundo do frasco. Retirou-se todo o meio, deixando o sedimento de células no 

fundo do frasco, e em seguida foram adicionados 5 mL de meio DMEM completo; então 

as células foram gentilmente ressuspensas e posteriormente, essa suspensão de 

células foi cultivada em um frasco plástico de cultura de 25 cm2 (Corning®), em estufa 

com 95% de umidade atmosférica e 5% de CO2 a 37°C. A cada 1 ou 2 semanas foram 

realizados repiques, de acordo com a densidade celular, ou da constatação da 

mudança de coloração do meio de cultura. Para a realização do repique, as células 

eram diluídas em meio de cultura novo. Primeiro retirava-se o meio antigo com pipeta 

pasteur, com o cuidado de não tocar o fundo do frasco para não aspirar as células, 

depois eram adicionados 5 mL de meio DMEM completo novo e as células então 

ressuspensas gentilmente. Posteriormente, 1 mL da solução anterior era distribuída em 

5 frascos, e em seguida cada frasco era completado com 4 mL de meio DMEM 

completo novo (diluição final de 1:5). 

 

 

3.2.20 Ensaio de citotoxicidade - redução do MTT 

 

 

O método utilizado foi adaptado do descrito por Mosmann (1983). Para o ensaio, 

uma suspensão de N2A foi distribuída em placa tipo Elisa (Greiner Bio-One®) de 96 
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poços (200 μL por poço), com densidade final de aproximadamente 1.000 células/poço. 

Após 24 horas, as células foram inoculadas com as amostras de proteínas, todas em 

Tris-HCl 25 mM, pH 7,5, 100 μg/mL de estreptomicina, 100 U/mL de penicilina e 1 

μg/mL de fungizona. Antes da inoculação, as amostras de proteínas foram submetidas 

à luz ultravioleta em fluxo laminar por 5 minutos. Em cada poço foram adicionados 20 

μL do estoque de cada amostra (5 mg/mL), sendo a concentração final de proteína na 

cultura de 1 mg/mL. As amostras de proteínas foram: formas nativas, pré-fibrilas 

(obtidas como descrito no item 3.2.18, pág. 89) e fibrilas maduras (após 15 dias de 

indução). Os controles foram: células no meio DMEM completo e células que 

receberam apenas a alíquota do tampão idêntico ao das proteínas (borato de sódio 50 

mM, pH 9,0). O período de incubação foi de 24 horas, em estufa com 95% de umidade 

atmosférica e 5% de CO2 a 37°C. Após o tempo de incubação, adicionou-se 20 μL de 

uma solução estoque (5 mg/mL) de MTT (Sigma-Aldrich®), para alcançar uma 

concentração final de MTT na cultura de 0,5 mg/mL, sendo posteriormente a cultura 

incubada na estufa por mais 4 horas. Ao final da incubação, as células foram rompidas 

com a adição de 200 μL por poço da solução de paralisação (20% SDS e 0,01 M HCl). 

A placa foi incubada num agitador orbital em temperatura ambiente (~22°C), coberta 

com papel alumínio. No dia seguinte, a absorbância de cada poço foi medida a 540 nm. 

A porcentagem de viabilidade celular foi então determinada, considerando como 

controle positivo (100%), as células não tratadas. Cada experimento de citotoxicidade 

foi feito em oito replicatas e o resultado apresentado é a média de três experimentos 

independentes. 

 

 

3.2.21 Caracterização das fibrilas amilóides por difração de raios-X 

 

 

Para a difração de raios-X, as proteínas selecionadas foram preparadas na 

concentração de 2 mg/mL (~118 μM), volume final de 1,8 mL, e incubadas a 65°C em 

tampão borato de sódio 50 mM, pH 9,0 por 10 dias. Após o tempo de incubação, a 

solução foi dialisada contra água ultra pura a 4°C, para remoção total dos sais do 
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tampão. Para tanto, foram realizadas três trocas de 1 L de água ultra pura, com tempo 

de diálise de 1 h em cada etapa, e por último a amostra foi dialisada contra 5 L de água 

ultra pura por 24 horas. As amostras foram então centrifugadas a 10.000 x g por 10 

minutos, e depois deixadas em banho seco para a secagem das fibrilas. 

As coletas foram realizadas na linha D03B-MX1 do Laboratório Nacional de Luz 

Síncrotron (LNLS). Os parâmetros de coleta foram: feixe de luz monocromática de 

λ=1,488 Å, distância entre a amostra e o detector (MAR345™) de 100 mm e aquisição 

da imagem de difração no modo de ângulo fixo por 15 minutos. Os dados foram 

escalonados e integrados com o programa HKL2000® (OTWINOWSKI e MINOR, 

1997). 

 

 

3.2.22 Atividade chaperona na prevenção de agregação e fibrilização do mutante 

W7F/W14F de apomioglobina 

 

 

Para testar a atividade chaperona das sHsps (17 e 18) de cana-de-açúcar e 

Hsp40 humana (DjA1), na prevenção da agregação e processo amiloidogênico de 

apomioglobina, utilizamos o mutante W7F/W14F como modelo amiloidogênico. A 

escolha desse mutante se fez devido à propriedade do mesmo (em uma clonagem 

contendo cauda de histidina), formar fibrila amilóide em pH fisiológico (pH 7) e à 

temperatura ambiente (25°C) (SIRANGELO et al., 2004), diferentemente da condição 

extrema (pH 9, 65°C, FÄNDRICH et al., 2001), utilizada no projeto aqui descrito. A 

condição amiloidogênica a 65°C utilizada neste projeto, é imprópria para os ensaios 

com as chaperonas utilizadas, isso em virtude da alta temperatura que é superior ao 

limiar de estabilidade dessas chaperonas (TIROLI-CEPEDA, 2007). 

O mutante W7F/W14F foi expresso e purificado como descrito anteriormente. 

Após purificado, o mutante W7F/W14F foi reambientado em tampão fosfato de sódio 10 

mM, pH 5, NaCl 200 mM. Para o teste da atividade chaperona, 30 μM de W7F/W14F 

foram diluídos (15 vezes) em soluções de sHsps e Hsp40, todas em tampão fosfato de 

sódio 10 mM, pH 7, NaCl 200mM, em diferentes proporções de W7F/W14F e 
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chaperonas. Após o preparo das diferentes soluções, as mesmas foram deixadas a 

25°C por até 23 dias, sendo que em tempos determinados, uma alíquota foi retirada e 

então misturada com uma solução de ThT em fosfato de sódio 10 mM, pH 7, NaCl 200 

mM, sendo a proporção final de ThT:proteínas de 5:1. A ligação de ThT foi então 

monitorada por fluorescência, com excitação a 450 nm e máximo de emissão a 482 nm. 

Como controle negativo, utilizamos a albumina bovina (BSA) e como branco, o mutante 

W7F/W14F “fresco”, proveniente de uma amostra do estoque (com não mais de 3 

semanas) congelada a -20°C em água com pH 5,5. A amostra do estoque foi 

descongelada à temperatura ambiente e então diluída apropriadamente com as 

soluções das chaperonas, até as condições descritas anteriormente. Em seguida foram 

diluídas com ThT como descrito e imediatamente lida no fluorímetro à temperatura 

ambiente. 

 

 

3.2.23 Dissociação de fibrilas amilóides induzida por uréia em pH 6 e 7 

 

 

 Para avaliar a dissociação/desmontagem das fibrilas amilóides induzidas por 

uréia, fibrilas amilóides de apomioglobinas, após 10 dias de indução amiloidogênica 

(como descrito no item 3.2.9, pág. 79), foram incubadas em diferentes concentrações 

de uréia (0-8 M) em tampão fosfato de sódio 25 mM, pH 7 ou 6 por 24 horas a 25°C. 

Em seguida, uma alíquota foi misturada com solução estoque de ThT acrescida de 

uréia até a proporção final fibrila:ThT de 1:5 (4:20 μM). A dissociação/desmontagem 

das fibrilas foi aferida pela monitoração da fluorescência de ThT a 482 nm com 

excitação a 450 nm, tendo como branco, amostras preparadas da mesma forma 

descrita no fim do item 3.2.11, pág 81, com as devidas correspondências. 
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3.2.24 Análise Estatística 

 

 

 Em decorrência do objetivo deste trabalho – no qual visamos a comparação dos 

resultados obtidos de cada mutante da apomioglobina com a forma selvagem – para 

avaliarmos a presença ou não de diferenças estatisticamente significativas entre as 

taxas de amiloidogênese par a par (selvagem x mutante), aplicamos o teste “t” em par 

de Student, com distribuição bicaudal. Consideramos estatisticamente diferentes os 

pares analisados nos quais o nível de significância foi de p<0,001. Quanto ao nível de 

significância para a análise de outros parâmetros, foi utilizado valor de p<0,05 ou 

p<0,01 (descritos nas tabelas apresentadas em resultados). As análises estatísticas 

foram realizadas utilizando-se o programa computacional Origin 6.1® ou Pro8.0 SR0® 

(OriginLAB Corporation®).  
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4 RESULTADOS 

 

 

4.1 Expressão e purificação das proteínas 

 

 

4.1.1 Apomioglobinas 

 

 

Os cDNAs das miogloblinas já se encontravam clonados em vetor pT7-7a ou 

pET3a (mutantes de permutação). Testes de indução (Figura 12) mostraram que as 

mioglobinas foram devidamente expressas após 4 ou 16 h de indução por IPTG 0,4 

mmol/L a 42°C, ficando estocadas em corpos de inclusão. Todas as mioglobinas, 

selvagem e os 19 mutantes, foram expressas na sua forma apo (sem o grupamento 

heme), em linhagem E. coli BL21(DE3) (Figura 13, pág. 97). 

 

 

   Mb   P   NI  I-4 I-16 

21 kDa 

17 kDa 

14 kDa 

 

Figura 12. Análise por SDS-PAGE (15%) do teste de indução com 0,4 mmol/L de IPTG do 
clone pET-T(7)H24V/H119F. Uma cultura em pequena escala de E. coli BL21(DE3), 
foi transformada com o vetor pET-T(7)H24V/H119F e incubada a 37°C (NI - não 
induzida); para indução a 42°C adicionou-se IPTG (0,4mmol/L) e a cultura foi 
novamente incubada. Para análise, preciptados de alíquotas colhidas nas condições 
NI e após 4 e 16 horas de indução  (I-4 e I-16) foram ressuspensos em 100 µL de 
tampão de amostra para eletroforese, fervidos por 5 minutos e 10 µL foram 
submetidos à eletroforese em SDS-PAGE (15%). Mb: mioglobina de cavalo (17 
kDa); P: padrão de massa molecular. 
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   P    Mb  S2    S1    S3   S4   CI 

21 kDa 

17 kDa 

14 kDa 

 
Figura 13. Análise por SDS-PAGE (15%) do processo de lise de E. coli BL21(DE3) após 

expressão heteróloga de H24V/H119F induzida com IPTG 0,4 mmol/L por 4 h a 
42°C. Após 4 h de indução com IPTG 0,4 mmol/L a 42oC, a cultura foi centrifugada 
e os procedimentos de lise das bactérias e dos corpos de inclusão foram realizados 
como descritos nos itens 3.2.6.1 e 3.2.6.1.1, pág. 72, respectivamente. P: padrão 
de massa molecular; Mb: mioglobina de cavalo (17 kDa); S1-S4: 1° ao 4° 
sobrenadantes do processo de lise bacteriana; CI: sobrenadante obtido após 
processo de lise do corpo de inclusão, mostrando a banda referente ao mutante 
H24V/H119F. 

 

 

As apomioglobinas foram purificadas em dois passos cromatográficos, sendo 

primeiramente realizada uma cromatografia de troca aniônica em coluna DEAE-

Sepharose (Figura 14, pág. 98). Observou-se que nesse processo que as proteínas 

foram eluídas antes do gradiente de NaCl, com início de eluição entre 5 e 11 mL após a 

aplicação da amostra. Num segundo passo, foi realizada uma cromatografia de troca 

catiônica em coluna CM-Sepharose (Figura 15, pág. 99), no qual as apomioglobinas 

foram eluídas entre 13,5-18% de NaCl (135-180 mM). 



 

 

Figura 14. Perfil cromatográfico da purificação de H24V/H119F por troca aniônica. (a) (1) 
proteínas não ligadas à coluna DEAE-Sepharose - eluídas durante a lavagem da 
coluna com tampão fosfato de sódio 50 mM, pH 7,2 e (2) proteínas ligadas à coluna 
- eluídas durante o gradiente linear de NaCl; (b) SDS-PAGE 15% referente à 
cromatografia observada em (a). (P) padrão de massa molecular, (Mb) mioglobina, 
(30) fração eluída n° 30, (IC) amostra injetada na coluna, (7) fração eluída n° 7. 
(▬): absorbância em 280 nm; (▬): gradiente de NaCl com 100% correspondendo a 
1M; (▬): condutância; (¦ ¦): frações eluídas. 
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Figura 15. Perfil cromatográfico da purificação de H24V/H119F por troca catiônica. (a) (1) 
proteínas não ligadas à coluna CM-Sepharose - eluídas durante a lavagem da 
coluna com tampão acetato de sódio 10 mM, pH 2,0 e (2) proteínas ligadas à coluna 
- eluídas durante o gradiente fracionado de NaCl; (b) SDS-PAGE 15% referente à 
cromatografia observada em (a). (P) padrão de massa molecular, (Mb) mioglobina, 
(IC) amostra injetada na coluna, (26) fração eluída n° 26. (▬): absorbância em 280 
nm; (▬): gradiente de NaCl com 100% correspondendo a 1 M; (▬): condutância;    
(¦ ¦): frações eluídas. 
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 Constatamos que após os processos de purificação, e processamento das 

proteínas (como descrito no item 3.2.8, pág. 77), as apomioglobinas expressas 

apresentaram grande solubilidade aquosa e considerável rendimento de expressão 

(Tabela 7), perfazendo um total de massa de proteína da ordem de 72-160 mg, sendo 

algumas proteínas mais expressas do que outras. 

 
Tabela 7. Rendimento final (mg/L de indução) das apomioglobinas. 

 
Mutante Rendimento (mg/L)* Mutante Rendimento (mg/L)*

WT 38 ± 2 apoMbB_GHA 27 ± 2 

E04A 33 ± 2 apoMbC_GHAB 28 ± 2 

W7F/W14F 27 ± 2 A134F 30 ± 2 

V10F 28 ± 1 M131A 28 ± 1 

E18A/K77A 26 ± 2 A15G/A74G 32 ± 2 

D20A 29 ± 2 V10F/M131F 32 ± 1 

H24V/H119F 20 ± 2 ApoMb1-123 33 ± 1 

H36Q 26 ± 1 ApoMb1-99 33 ± 2 

A110F 29 ± 3 A130F 29 ± 1 

R118A 28 ± 2 A127F 20 ± 2 

 
* A variação no rendimento de expressão protéica pode ser justificada 
por diferenças da viabilidade, tempo de retenção e cópias dos vetores 
plasmidiais nas células de E. coli, ou ainda, por possíveis perdas de 
amostra durante os procedimentos de purificação.  

 

 

4.1.2 Expressão e purificação das sHsps (17 e 18) de cana-de-açúcar e Hsp40 

(DjA1) humana 

 

 

As sHsps (17 e 18) de cana-de-açúcar foram expressas em linhagem E. coli 

BL21(DE3)pLysS, transformadas com vetores de expressão pET3a contendo os cDNAs 

das chaperonas de interesse. Para a purificação dessas proteínas, dois passos 

cromatográficos foram utilizados (Figura 16a). Primeiramente, uma cromatografia de 

troca aniônica em coluna DEAE-Sepharose, na qual a fração solúvel proveniente da lise 
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bacteriana foi utilizada como amostra. Secundariamente, foi realizada uma 

cromatografia de gel filtração em coluna HiLoad Superdex 200pg 26/60. Como 

mostrado, as sHsps foram encontradas na fração solúvel do lisado bacteriano (Figura 

16a). 

 A chaperona Hsp40 (DjA1) humana foi expressa em linhagem E. coli BL21(DE3), 

transformada com vetor de expressão pET28a contendo o cDNA da referida proteína. O 

processo de purificação da Hsp40 foi realizado em dois passos cromatográficos. 

Primeiramente, uma uma cromatografia de afinidade em coluna HiTrap Chelating com 

íon Ni2+ imobilizado. Como segundo passo cromatográfico, foi utilizado uma 

cromatografia de gel filtração em coluna HiLoad Superdex 200pg 26/60 (Figura 16b). 

 
 

 

 
Figura 16. Análise por SDS-PAGE do processo de purificação das sHSPs de cana-de-

açúcar e HSP40 (DjA1) humana. (a) SDS-PAGE 15% da purificação de sHsps (17 
e 18) de cana-de-açúcar. P: padrão de massa molecular; 117 e 118, fração solúvel 
da lise bacteriana de E. coli BL21(DE3)pLysS contendo sHsps 17 e 18, 
respectivamente; 217 e 218, sHsps 17 e 18 após troca iônica, respectivamente; 317 e 
318, sHsps 17 e 18 após gel filtração, respectivamente. (b) SDS-PAGE 12% da 
purificação de Hsp40 (DjA1) humana. P: padrão de massa molecular, Hsp40: 
Hsp40 (DjA1) humana após gel filtração. 
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4.2 Perfil da cinética de formação de fibrilas amilóides de apomioglobinas 

 

 

 Após a purificação das apomioglobinas (item 4.1.1, pág. 96), as proteínas foram 

submetidas à amiloidogênese conforme descrito anteriormente (item 3.2.9, pág. 79). 

Uma vez incubadas a 65°C em tampão borato de sódio 50 mM e pH 9, em tempos pré-

determinados (como descrito no item 3.2.11, pág. 81), cada solução de proteína 

induzida à amiloidogênese teve uma alíquota retirada, essa alíquota foi então diluída 

com uma solução estoque de ThT até a proporção final de ThT:proteína de 5:1, sendo 

posteriormente essa solução lida em fluorímetro para medir a intensidade de 

fluorescência de ThT em 482 nm. Para a montagem da cinética amiloidogênica, 

graficou-se os dados de fluorescência de ThT em 482 nm em função do tempo, e os 

dados foram ajustados para uma função exponencial simples, como descrito no item 

3.2.11 (pág. 81). Observa-se na Figura 17 (pág. 103), o gráfico do perfil cinético da 

formação de fibrilas amilóides das apomioglobinas selvagem e mutantes. 

Na Tabela 8 (pág. 104), observamos os melhores valores dos parâmetros 

retornados após o ajuste exponencial (equação 5, pág. 81) dos dados de cinética de 

formação de fibrilas amilóides, como demonstrados na figura 17 (pág. 103). A taxa de 

formação de fibrilas amilóides é dada pelo inverso do valor do parâmetro τ. Com base 

nos valores encontrados para cada proteína, observamos que dos 19 mutantes, 7 

apresentam cinética amiloidogênica significativamente (p<0,001) diferente da 

apomioglobina selvagem, sendo dois com cinética mais lenta (H24V/H119F e 

V10F/M131F, 21% menor) e cinco com cinética mais rápida (W7F/W14F, apoMb1-123, 

B_GHA, H36Q, C_GHAB; 187%, 130%, 109%, 69% e 38% maiores, respectivamente). 
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Figura 17. Perfil cinético da formação de fibrilas amilóides monitorado pela intensidade 
temporal da fluorescência de ThT a 482 nm. Símbolos: intensidade de 
fluorescência de ThT a 482 nm. Linhas contínuas: melhor ajuste dos dados para 
uma função exponencial simples (Equação 5, pág. 81) Os experimentos foram 
realizados como descrito no item 3.2.11, pág. 81. Cada ponto se refere à média de 
quatro experimentos realizados em separado e em quintuplicata. 
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Tabela 8. Parâmetros do ajuste exponencial (linhas contínuas na figura 17, pág. 

103) da cinética de formação de fibrilas amilóides, utilizando a Equação 
5 descrita no item 3.2.11, pág. 81.  

 
Proteína K Fmax τ (h) v (x10-2/h) χ2 * Valor de p

WT -287,2 ± 6,2 368,1 ± 6,0 45,0± 2,9 2,22 ± 0,13 0,95 - 

E04A -285,3 ± 5,8 365,4 ± 5,5 40,6 ± 2,5 2,46 ± 0,14 1,32 0,0458 

W7F/W14F -281,5 ± 4,4 365,1 ± 3,4 15,7 ± 0,9 6,37 ± 0,35 1,12 <0,0001 

V10F -290,3 ± 5,7 368,6 ± 5,5 40,5 ± 2,4 2,47 ± 0,14 0,79 0,0397 

E18A/K77A -291,8 ± 6,3 372,4 ± 6,1 46,0 ± 2,9 2,17 ± 0,13 1,52 0,6061 

D20A -288,2 ± 6,0 372,1 ± 5,8 43,2 ± 2,7 2,31 ± 0,14 1,78 0,3825 

H24V/H119F -304,3 ± 7,6 380,7 ± 7,6 56,9 ± 3,8 1,76 ± 0,11 0,96 <0,0010 

H36Q -283,4 ± 4,7 368,3 ± 4,1 26,6 ± 1,5 3,76 ± 0,20 1,51 <0,0001 

A110F -284,6 ± 5,3 367,8 ± 5,2 37,9 ± 2,3 2,64 ± 0,15 0,72 0,0055 

R118A -280,3 ± 6,1 368,4 ± 5,9 44,0 ± 2,8 2,27 ± 0,14 1,00 0,6194 

A127F -277,8 ± 5,6 364,5 ± 5,3 39,2 ± 2,5 2,55 ± 0,15 0,88 0,0159 

A130F -285,8 ± 4,6 371,2 ± 3,3 44,0 ± 1,9 2,27 ± 0,09 2,32 0,5504 

A134F -294,8 ± 3,4 370,7 ± 2,7 50,0 ± 1,6 2,00 ± 0,06 1,34 0,0219 

M131A -293,6 ± 3,1 375,8 ± 2,3 44,7 ± 1,3 2,24 ± 0,07 2,45 0,7955 

A15G/A74G -284,9 ± 3,5 366,8 ± 2,5 41,9 ± 1,4 2,39 ± 0,08 3,23 0,0675 

V10F/M131F -291,3 ± 5,7 377,3 ± 4,9 57,1 ± 3,2 1,75 ± 0,09 3,45 <0,0010 

apoMb1-123 -270,2 ± 9,4 360,2 ± 4,6 19,6 ± 1,8 5,10 ± 0,43 2,78 <0,0001 

apoMb1-99 -273,5 ± 9,4 364,0 ± 5,4 40,0 ± 3,7 2,50 ± 0,21 3,22 0,0639 

B_GHA -284,1 ± 1,3 366,5 ± 1,1 21,5 ± 0,3 4,65 ± 0,07 2,45 <0,0001 

C_GHAB -280,9 ± 2,9 365,2 ± 2,6 32,7 ± 1,1 3,06 ± 0,10 2,31 <0,0001 

 
Fmax, máxima intensidade de fluorescência; K, diferença entre a intensidade de 
fluorescência máxima e a inicial; τ, inverso da taxa de formação de fibrilas amilóides v; χ2, 
qui-quadrado. 
 

* significância estatística da diferença entre os valores da taxa de formação de fibrilas 
amilóides (v) entre apomioglobina mutante e selvagem. Diferenças significativas implicam 
valores de p<0,001 após aplicar teste “t” em par de Student, com distribuição bicaudal. 
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4.3 Cálculo da constante de dissociação (Kdis) de Tioflavina T em relação às 

fibrilas amilóides 

 

 

 Além da medida comparativa da cinética amiloidogênica dos mutantes frente à 

apomioglobina selvagem, através do acompanhamento temporal da fluorescência de 

ThT (como observado na Figura 17, pág. 103, e Tabela 8, pág. 104), também 

acompanhamos, ao longo do tempo, a variação da afinidade de ligação de ThT às 

fibrilas amilóides. Para tanto, realizamos a titulação de ThT em função do tempo de 

formação de fibrilas amilóides, com a finalidade de obter a constante de dissociação 

(Kdis) de ThT em relação às fibrilas amilóides (como descrito no item 3.2.12, pág. 82). 

Observamos que a constante de dissociação de ThT diminuiu gradativamente, e que o 

decaimento da Kdis dos mutantes W7F/W14F e H36Q, comparado com o observado na 

proteína selvagem, foi mais acentuado entre as primeiras 130 horas de indução de 

fibrilas amilóides (Figura 18, pág. 106). 

 

 

4.4 Monitoramento da ligação de bis-ANS em função do tempo de indução de 

fibrilas amilóides 

 

 

 Para acompanhar o grau de disponibilidade de sítios hidrofóbicos ao longo do 

processo amiloidogênico, observamos o perfil de ligação de bis-ANS em função do 

tempo de formação das fibrilas amilóides. Observamos que houve um acentuado 

decaimento da fluorescência de bis-ANS ao longo do tempo, sendo esse decaimento 

muito semelhante para as apomioglobinas estudas (Figura 19, pág. 107). Ao final de 70 

horas (~três dias) de indução amiloidogênica, a fluorescência do bis-ANS se igualou 

àquela observada na ausência de proteína. 
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Figura 18. Variação da constante de dissociação (Kdis) aparente de ThT em função 

do tempo de indução amiloidogênica. Alíquotas de 100 μL contendo 30 
µM de proteínas induzidas à amiloidogênese foram coletadas em tempos pré 
determinados para a titulação de ThT e cálculo de Kdis, como descrito no 
item 3.2.12, pág. 82. Os valores foram normalizados contra a fluorescência 
de ThT na presença de apoMb selvagem descongelada e preparada no dia 
da medida e sob a mesma condição das demais soluções, como descrito 
anteriormente. Cada ponto se refere à média de três experimentos feitos em 
separado e em quintuplicata. As linhas ligando os pontos servem para 
auxiliar a observação. 
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Figura 19. Fluorescência a 492 nm de bis-ANS em função do tempo de indução 

amiloidogênica. Alíquotas de 100 µL de 30 µM de proteínas induzidas à 
amiloidogênese foram colhidas em tempos determinados, diluídas com um 
estoque de bis-ANS preparado em metanol como descrito no item 3.2.13, pág. 
83, até a proporção final de bis-ANS:proteína de 1:2. Cada ponto se refere à 
média de dois experimentos feitos em separado e em quintuplicata. As linhas 
ligando os pontos servem para auxiliar a observação. 
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4.5 Dicroísmo circular no ultravioleta distante das apomioglobinas antes e após 

amiloidogênese 

 

 

 Após a purificação das apomioglobinas, as proteínas foram analisadas por CD 

para verificação do estado enovelado das mesmas através da quantificação das 

estruturas secundárias. Aparentemente, os mutantes pontuais (V10F, A110F, A127F, 

A130F, A134F, V10F/M131F, E04A, E18A/K77A, R118A, D20A, H24V/H119F, H36Q, 

M131A e A15G/A74G) não causaram mudanças significativas na quantidade de 

estruturas em hélice-α comparativamente à apomioglobina selvagem, como observado 

pelo sinal de CD a 222 nm (característico de hélice-α) em 18.300 ± 500 grau.cm2.dmol-1 

(linhas contínuas, Figuras 20, 21 e 22, págs. 109, 110 e 111, respectivamente), 

intervalo de sinal indicativo de porcentagem de  hélice-α da ordem de 64 ± 5 %. O valor 

indicativo de porcentagem de hélice-α foi obtido após deconvolução dos espectros de 

CD das proteínas pelo programa CDNN (como descrito no item 3.2.10, pág. 80). Com 

relação aos mutantes de permutação e deleção de hélice-α, esses mutantes 

apresentaram perfis de espectros de CD semelhantes aos observados em trabalhos 

anteriores, referentes ao estudo inicial de tais mutantes (RIBEIRO-JR e RAMOS, 2005). 

 Devido a característica das amilóides serem estruturalmente constituídas de 

folhas-β, para averiguar referida propriedade, avaliamos o perfil do espectro de CD das 

apomioglobinas após o processo amiloidogênico. Como esperado, após a formação das 

amilóides, as apomioglobinas apresentaram perfil de espectro de CD típico de proteínas 

ricas em estruturas do tipo folha-β, com sinal de CD a 216 nm bem definido (linhas 

pontilhadas, Figuras 20, 21 e 22, págs. 109, 110 e 111, respectivamente). Quanto a 

quantificação das estruturas em folha-β, a estimativa de tais estruturas pelo programa 

CDNN retornou valores da ordem de de 48 ± 9% entre os mutantes estudados. 

 

 



 
 

109 

200 210 220 230 240 250 260

-20000

-16000

-12000

-8000

-4000

0

4000

WT

V10F

V10F/M131F

A110F

A127F

A130F

A134F

[θ
] 

(g
ra

u
.c

m
2 .d

m
o

l-1
)

Comprimento de onda (nm)

 
Figura 20. Espectros de CD no UV-distante. Apomioglobinas selvagem (WT) e 

mutantes de interações hidrofóbicas antes (linhas contínuas) e depois 
(linhas pontilhadas) do processo amiloidogênico. Medidas de CD 
realizadas a 25°C, em tampão fosfato de sódio 10 mM, pH 6,5. Os espectros 
dos mutantes, tanto no estado nativo, quanto no estado de fibrila amilóide, são 
semelhantes ao da proteína selvagem. Para as proteínas mostradas, a 
deconvolução dos espectros pelo programa CDNN estimou uma quantificação 
semelhante das seguintes estruturas secundárias: 64 ± 4% de hélice-α na 
condição nativa e 43 ± 3% de folhas-β na condição de fibrilas amilóides. 
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Figura 21. Espectros de CD no UV-distante. Apomioglobinas selvagem (WT) e 

mutantes de interações eletrostáticas e do intermediário da via de 
enovelamento de apomioglobina antes (linhas contínuas) e depois 
(linhas pontilhadas) do processo amiloidogênico. Medidas de CD 
realizadas a 25°C, em tampão fosfato de sódio 10 mM, pH 6,5. Os espectros 
dos mutantes, tanto no estado nativo, quanto no estado de fibrila amilóide, 
são semelhantes ao da proteína selvagem. Para as proteínas mostradas, a 
deconvolução dos espectros pelo programa CDNN estimou uma 
quantificação semelhante das seguintes estruturas secundárias: 63 ± 4% de 
hélice-α na condição nativa e 44 ± 4% de folhas-β na condição de fibrilas 
amilóides. 
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Figura 22. Espectros de CD no UV-distante. Apomioglobinas selvagem (WT) e 

mutantes W7F/W14F e de deleção, permutação e propenção de hélice-α 
antes (linhas contínuas) e depois (linhas pontilhadas) do processo 
amiloidogênico. Medidas de CD realizadas a 25°C, em tampão fosfato de 
sódio 10 mM, pH 6,5. Os espectros dos mutantes, tanto no estado nativo, 
quanto no estado de fibrila amilóide, diferem significativamente da proteína 
selvagem, sendo a deconvolução dos espectros pelo programa CDNN 
apresentados na Tabela 9 (pág. 112). 
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Tabela 9. Predição – antes e após 15 dias de indução amiloidogênica – através do 
programa CDNN, das estruturas secundárias do tipo hélice-α e folhas-β das 
apomioglobinas mostradas na Figura 22, pág. 111. Faixa de predição entre 
200-260 nm. 

 
Mutante Antes (% de hélice-α) Após (% de folha-β) 

WT 65 ± 2 44 ± 2% 

W7F/W14F 60 ± 2% 42 ± 3% 

A15G/A74G 63 ± 2% 49 ± 2% 

apoMb1-123 9 ± 1% 54 ± 4% 

apoMb1-99 13 ± 1% 56 ± 3% 

B_GHA 48 ± 3% 49 ± 2% 

C_GHAB 50 ± 3% 46 ± 3% 

 

 

4.6 Desenovelamento químico por uréia das apomioglobinas selvagem e 

mutantes W7F/W14F, H24V/H119F e H36Q 

 

 

 Nas Figuras 23 e 24 (págs. 113 e 115), apresentamos os resultados referentes 

ao estudo comparativo da estabilidade da apomioglobina selvagem e mutantes 

W7F/W14F, H36Q e H24V/H119F submetidos a concentrações crescentes de uréia em 

duas condições tamponantes.  

Na Figura 23 (pág. 113), observamos o perfil de desenovelamento químico 

induzido por uréia na condição tamponante em pH 4,2. Constatamos que a proteína 

selvagem e os mutantes H36Q e H24V/H119F, começam a se desenovelar entre 0,7-

0,75 M de uréia, estando totalmente desenovelados em aproximadamente 2,7 M de 

uréia. O mutante W7F/W14F, começa a se desenovelar antes de 0,2 M de uréia, 

estando totalmente desenovelado por volta de 1,8 M de uréia. Pelo fato do 

desenovelamento da apomioglobina, na condição tamponante em pH 4,2, se apresentar 

como do tipo dois estados (como discutido anteriormente no item 3.2.16, pág. 86), dos 

resultados apresentados (Figura 23, pág. 113), pudemos, através da extrapolação dos 

dados (equação 19, pág. 88), calcular os valores de variação da energia livre de 

desenovelamento ΔGH2O das proteínas analisadas (Tabela 10, pág. 114). 
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Figura 23. Desenovelamento químico por uréia da apoMb selvagem e dos mutantes 

H36Q, H24V/H119F e W7F/W14F em pH 4,2 a 4°C monitorado por dicroísmo 
circular a 222 nm. 2 µM de proteínas foram preparadas em tampão citrato de 
sódio 4 mM, pH 4,2, contendo concentrações crescentes de uréia (0-4 M) e 
lidas em cubeta de quartzo de 10 mm de caminho óptico como descrito no item 
3.2.15, pág. 85. Os símbolos cheios representam as leituras em cada 
concentração de uréia correspondente; as linhas representam o melhor ajuste 
dos dados à Equação 19 (item 3.2.16, pág. 86). 
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Tabela 10. Valores de Cm (M), ΔGH2O (kCal/mol) e m (kCal/mol.M) do 
desenovelamento químico por uréia em pH 4,2 (Figura 23, 
pág. anterior). Valores retornados através da extrapolação 
linear dos dados pela Equação 19 (item 3.2.16, pág. 86). 

 
Proteína Cm ΔGH2O m 

WT 1,5 ± 0,1 2,8 ± 0,1 1,9 ± 0,0 

W7/FW14F 0,8 ± 0,1 1,7 ± 0,1 2,1 ± 0,1 

H24V/H119F 1,6 ± 0,1 3,0 ± 0,1 1,9 ± 0,1 

H36Q 1,4 ± 0,1 2,7 ± 0,1 1,8 ± 0,0 
 

 

Na Figura 24 (pág. 115), observamos o perfil de desenovelamento químico 

induzido por uréia na condição tamponante em pH 7,8. Constatamos que a proteína 

selvagem e os mutantes W7F/W14F, H36Q e H24V/H119F, apresentam valores de Cm 

de 3,4, 2,1, 2,6 e 3,7, respectivamente. 

 

 

4.7 Desenovelamento ácido de apomioglobinas selvagem e mutantes W7F/W14F, 

H24V/H119F e H36Q 

 

 

Na Figura 25 (pág. 116) apresentamos os resultados referentes ao estudo 

comparativo da estabilidade da apomioglobina selvagem e mutantes W7F/W14F, H36Q 

e H24V/H119F submetidos a variação de pH.  

Observamos que a proteína selvagem (WT) apresenta pHm (pH no ponto médio 

de transição) do estado nativo (N) para o estado intermediário (I) em torno de 5,1 e da 

transição do estado I para o estado desenovelado (D) em torno de 3,2. O mutante 

W7F/W14F apresenta pHm do estado N para I em torno de e 6,3 e do estado I para D 

em torno de 4,3. O mutante H24V/H119F apresenta somente um pHm, referente à 

transição do N para o D em torno de 3,1. Por fim, o mutante H36Q apresenta pHm do 

estado N para I em torno de 6 e do estado I para U em torno de 3,1. 
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Figura 24. Desenovelamento químico por uréia da apoMb selvagem e dos mutantes 

H36Q, H24V/H119F e W7F/W14F em pH 7,8 a 4°C monitorado por dicroísmo 
circular a 222 nm. 2 µM de proteínas foram preparadas em tampão HEPES 10 
mM, pH 7,8, contendo concentrações crescentes de uréia (0-8 M) e lidas em 
cubeta de quartzo de 10 mm de caminho óptico como descrito no item 3.2.15, 
pág. 85. Os símbolos cheios representam as leituras em cada concentração de 
uréia correspondente.  
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Figura 25. Desenovelamento ácido de apoMb selvagem (WT) e dos mutantes H36Q, 

H24V/H119F e W7F/W14F a 4°C monitorado por dicroísmo circular a 222 
nm. 2 µM de proteínas foram preparadas em diferentes pHs como descrito no 
item 3.2.17, pág. 88. 

 

 

4.8 Propriedade de semeadura dos agregados pré-fibrilares das apomioglobinas 

selvagem e mutantes W7F/W14F, H36Q, H24V/H119F, V10F/M131F, apoMb1-123, 

C_GHAB e B_GHA 

 

 

 Após constatado quais mutantes apresentaram cinética amiloidogênica 

significativamente (p<0,001) diferente da apomioglobina selvagem (ver Tabela 8, pág. 

104), estudamos a capacidade de semeadura das formas pré-fibrilares da proteína 

selvagem e dos referidos mutantes. Nesse experimento visamos avaliar se a velocidade 
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de formação das estruturas fibrilares seria mais rápida com a presença das sementes, 

fato previamente observado em outras amilóides. Nas Figuras 26 e 27 (págs. 118 e 

119, respectivamente) apresentamos os resultados do monitoramento temporal da 

massa de fibrila amilóide formada durante a incubação das apomioglobinas selvagem e 

W7F/W14F, H36Q, H24V/H119F, V10F/M131F, apoMb1-123, C_GHAB e B_GHA, com 

diferentes proporções de “sementes” (como descrito no item 3.2.18, págs. 89 e 90). A 

formação de fibrilas amilóides de apomioglobinas por semeadura foi realizada 

utilizando-se duas condições: 1% e 5% em massa de agregados pré-fibrilares. A partir 

dos dados apresentados nas Figuras 26 e 27 (págs. 118 e 119, respectivamente) 

realizamos um ajuste exponencial simples (como o descrito na equação 7, pág. 88), 

tomando-se os devidos cuidados na adequação dos valores utilizados. Comparado ao 

modelo sem sementes, constatamos que houve um aumento significativo (Tabela 11, 

pág. 120) na velocidade de formação das amilóides no modelo de semeadura, não 

sendo possível, entretanto, após normalização dos dados, determinar efeitos distintos 

de semeadura entre as proteínas estudadas. 

 

 

4.9 Energia de ativação do processo de conversão de estrutura hélice-α para 

folha-β e da formação de fibrilas amilóides das apomioglobinas selvagem e 

mutantes com cinética diferenciada 

 

 

 Visando melhorar o conhecimento acerca da dinâmica da cinética amiloidogênica 

das apomioglobinas, analisamos a cinética de formação das fibrilas amilóides em 

diferentes temperaturas. Realizamos (como descrito no item 3.2.14, pág. 83) a 

monitoração da fluorescência de ThT a 482 nm e CD a 216 nm em quatro diferentes 

temperaturas, 35°C, 45°C, 55°C e 65°C. Assim sendo, obtivemos constantes aparentes 

(kapp) para posterior cálculo da energia de ativação associada aos processos de 

conversão de estrutura hélice-α para folha-β e da formação de fibrilas amilóides de 

apomioglobinas selecionadas. Os resultados estão apresentados na Figura 28 (pág. 

121) e Tabelas 12 e 13 (pág. 122). 
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Figura 26. Efeito de semeadura dos agregados pré-fibrilares de apomioglobinas 
selvagem e mutantes H36Q, H24V/H119F e W7F/W14F. Após os tempos de 
incubação (6, 18, 72 e 160 horas), com diferentes proporções de sementes 
(como descrito no item 3.2.18, pág. 89), a quantificação da massa de fibrilas 
formadas foi realizada como descrito no item 3.2.18.1, pág. 90. Os resultados 
são expressos em porcentagem de massa de fibrilas referentes à massa total 
após 160 horas (tempo no qual toda a massa de proteína se apresentou na 
forma de fibrila madura). 
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Figura 27. Efeito de semeadura dos agregados pré-fibrilares dos mutantes 
V10F/M131F, apoMb1-123, C_GHAB e B_GHA. Após os tempos de 
incubação (6, 18, 72 e 160 horas), com diferentes proporções de sementes 
(como descrito no item 3.2.18, pág. 89), a quantificação da massa de 
fibrilas formadas foi realizada como descrito no item 3.2.18.1, pág. 90. Os 
resultados são expressos em porcentagem de massa de fibrilas referentes 
à massa total após 160 horas (tempo no qual toda a massa de proteína se 
apresentou na forma de fibrila madura). 
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Tabela 11. Taxa de formação de fibrilas amilóides (v) aferida através do 
ajuste exponencial dos dados apresentados nas Figuras 26 e 
27 (págs. 118 e 119, respectivamente), e variação da mesma 
antes e após semeadura de 1% e 5%. 

 
 

Proteína (v)a antes (v)a após 1% (v)a após 5% Valor de pb,c

WT 
0,006 ± 0,003

R
2 

= 0,96 

0,012 ± 0,002

R
2 

= 0,99 

0,061 ± 0,018 

R
2 

= 0,89 

b (0,0449) 
c (0,0064) 

W7F/W14F 
0,011 ± 0,002

R
2 

= 0,99 

0,017 ± 0,002

R
2 

= 0,99 

0,159 ± 0,024 

R
2 

= 0,98 

b (0,0213) 
c (0,0004) 

H36Q 
0,006 ± 0,003

R
2 

= 0,95 

0,015 ± 0,002

R
2 

= 0,99 

0,098 ± 0,023 

R
2 

= 0,93 

b (0,0124) 
c (0,0024) 

H24V/H119F 
0,005 ± 0,002

R
2 

= 0,95 

0,008 ± 0,002

R
2 

= 0,98 

0,030 ± 0,010 

R
2 

= 0,87 

b (0,1401) 
c (0,0132) 

V10F/M131F 
0,003 ± 0,002

R
2 

= 0,92 

0,006 ± 0,003

R
2 

= 0,95 

0,017 ± 0,004 

R
2 

= 0,96 

b (0,2230) 
c (0,0056) 

apoMb1-123 
0,001 ± 0,000

R
2 

= 0,87 

0,008 ± 0,002

R
2 

= 0,97 

0,032 ± 0,007 

R
2 

= 0,97 

b (0,0037) 
c (0,0016) 

C_GHAB 
0,005 ± 0,003

R
2 

= 0,95 

0,008 ± 0,003

R
2 

= 0,96 

0,037 ± 0,009 

R
2 

= 0,95 

b (0,2879) 
c (0,0043) 

B_GHA 
0,006 ± 0,002

R
2 

= 0,96 

0,010 ± 0,002

R
2 

= 0,98 

0,065 ± 0,016 

R
2 

= 0,93 

b (0,0705) 
c (0,0032) 

 
a (v): taxa de formação de fibrilas amilóides (h-1). 

 
b,c significância estatística da diferença entre as taxas de formação de fibrilas 
amilóides (v) antes (b) e após (c) semeadura de 1% e 5%, respectivamente. 
Diferenças significativas implicam valores de p<0,05 após aplicar teste “t” em 
par de Student, com distribuição bicaudal. 
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Figura 28. Plot de Arrhenius da formação de fibrila amilóide monitorada por 

fluorescência de ThT a 482 nm e dicroísmo circular a 216 nm. O Ln da 
constante observada (kapp) foi obtido do ajuste dos dados da cinética 
amiloidogênica (Equação 7, pág. 84.), acompanhada pela fluorescência de ThT 
(símbolos abertos) e dicroísmo circular a 216 nm (símbolos cheios), e graficados 
em função do inverso da temperatura absoluta (1/T). WT (quadrados), 
W7F/W14F (círculos), H36Q (triângulos), H24V/H119F (triângulos invertidos). A 
energia de ativação foi obtida através do ajuste dos dados (linhas contínuas, 
obtidas pela Equação 8, pág. 85.) e são mostradas na Tabela 12 (pág. 122). 
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Tabela 12. Energia de ativação (kJ.mol-1) do processo de formação 
de fibrila amilóide monitorado por fluorescência de ThT e 
dicroísmo circular a 216 nm mostrados na Figura 28. 

 
Proteína CD ThT 

WT 89 ± 4 70 ± 4 

W7F/W14F 60 ± 2 53 ± 3 

H36Q 68 ± 3 64 ± 2 

H24V/H119F 97 ± 2 82 ± 3 

 

Os mutantes V10F/M131F, apoMb1-123, C_GHAB e B_GHA, também foram 

estudados quanto à energia de ativação do processo de formação de fibrila amilóide, 

sendo os resultados obtidos, mostrados na Tabela 13 a seguir. 

 

Tabela 13. Energia de ativação (kJ.mol-1) do processo de formação de 
fibrila amilóide monitorado por fluorescência de ThT e 
dicroísmo circular a 216 nm dos mutantes V10F/M131F, 
apoMb1-123, C_GHAB e B_GHA. 

 
Proteína CD ThT 

V10F/M131F 94 ± 2 83 ± 3 

apoMb1-123  65 ± 1 58 ± 2 

B_GHA 75 ± 2 66 ± 3 

C_GHAB 80 ± 1 71 ± 3 

 

 

4.10 Caracterização por difração de raios-X das fibrilas amilóides das 

apomioglobinas selvagem e mutantes W7F/W14F, H36Q e H24V/H119F 

 

 

 Apresentamos a seguir os resultados da caracterização estrutural das fibrilas 

amilóides por difreção de raios-X. As amostras foram preparadas como descrito no item 

3.2.21 (pág. 92), sendo posteriormente colocadas em aparato apropriado para que as 

mesmas fossem incididas com um feixe de raios-X. As coletas dos dados provenientes 

da difração das amostras de amilóides estudadas, foram realizadas na linha D03B-MX1 
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do Laboratório Nacional de Luz Síncrotron (LNLS), tendo como parâmetros de coleta: 

feixe de luz monocromática de λ=1,488 Å, distância entre a amostra e detector 

MAR345™ de 100 mm e aquisição da imagem de difração no modo de ângulo fixo por 

15 minutos. Os dados foram escalonados e integrados com o programa HKL2000® 

(OTWINOWSKI e MINOR, 1997). 

 Como pode ser observado nas Figuras 29 e 30 (págs. 124 e 125, 

respectivamente), as formas fibrilares das apomioglobinas estudadas por difração de 

raios-X, mostram padrões de difração de raios-X da ordem de 4,57 ± 0,07 Å e 9,63 ± 

0,48 Å, valores esses, indicativos das distâncias entre as fitas-β e entre as folhas-β, 

respectivamente. Na Figura 29 (pág. 124), mostramos o perfil de difração de raios-X 

das fibrilas amilóides da apomioglobina selvagem e do duplo mutante W7F/W14F, na 

Figura 30 (pág. 125), os do mutante H36Q e do duplo mutante H24V/H119F. 

 

 

4.11 Citotoxicidade em célula N2A das diferentes formas agregadas de 

apomioglobinas selvagem e mutantes W7F/W14F, H36Q, H24V/H119F, 

V10F/M131F, apoMb1-123, C_GHAB e B_GHA 

 

 

Para avaliar a citotoxicidade das diferentes formas de agregados do processo 

amiloidogênico das apomioglobinas, utilizamos a linhagem neuronal de neuroblastoma 

murino (N2A). A viabilidade celular foi avaliada pela capacidade de redução do MTT, 

para tanto, células N2A foram cultivadas, tratadas e processadas como previamente 

descrito no item 3.2.20, pág. 91. Avaliamos a citotoxicidade das formas nativas, pré-

fibrilares e fibrilares das apomioglobinas selvagem e mutantes V10F/M131F, 

H24V/H119F, H36Q, W7F/W14F, apoMb1-123, B_GHA e C_GHAB. Observamos 

(Figuras 31 a 38, págs. 126 a 133), uma acentuada diminuição da viabilidade celular 

(Tabela 14, pág. 134) nas culturas tratadas com as formas pré-fibrilares de todas as 

proteínas estudadas. A viabilidade das células incubadas com as formas nativas das 

proteínas, ficaram próximas ao dos controles. 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 29. Padrão de difração de raios-X de fibrila amilóide da proteína selvagem WT 

(superior) e mutante W7F/W14F (inferior). Observa-se duas reflexões principais, 

uma centrada em 9,8 Å (WT) e 9,6 Å (W7F/W14F) (entre setas brancas) e uma 

segunda centrada em 4,5 Å (WT) e 4,5 Å (W7FW14F) (entre setas pretas). 
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Figura 30. Padrão de difração de raios-X de fibrila amilóide dos mutantes H36Q 

(superior) e H24VH119F (inferior). Observa-se duas reflexões principais, uma 

centrada em 9,9 Å (H36Q) e 9,7 Å (H24VH119F) (entre setas brancas) e uma 

segunda centrada em 4,4 Å (H36Q) e 4,6 Å (H24VH119F) (entre setas pretas). 
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Figura 31. Viabilidade celular determinada pelo teste de redução do MTT. A viabilidade 

é representada em porcentagem, sendo 100% de viabilidade a cultura incubada 

sem proteína. As células foram incubadas com as formas nativa, pré-fibrilares e 

fibrilar da proteína selvagem como descrito no item 3.2.20, pág. 91. Os controles 

foram: células sem proteína e células só com o tampão idêntico ao das 

proteínas. Os dados apresentados são as médias de três experimentos 

independentes, sendo cada um deles realizado em oito replicatas; as barras 

sobre cada coluna representam o erro padrão entre os três experimentos. 
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Figura 32. Viabilidade celular determinada pelo teste de redução do MTT. A 

viabilidade é representada em porcentagem, sendo 100% de viabilidade a 

cultura incubada sem proteína. As células foram incubadas com as formas 

nativa, pré-fibrilares e fibrilar do mutante W7F/W14F como descrito no item 

3.2.20, pág. 91. Os controles foram: células sem proteína e células só com o 

tampão idêntico ao das proteínas. Os dados apresentados são as médias de 

três experimentos independentes, sendo cada um deles realizado em oito 

replicatas; as barras sobre cada coluna representam o erro padrão entre os 

três experimentos. 
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Figura 33. Viabilidade celular determinada pelo teste de redução do MTT. A 

viabilidade é representada em porcentagem, sendo 100% de viabilidade a 

cultura incubada sem proteína. As células foram incubadas com as formas 

nativa, pré-fibrilares e fibrilar do mutante H36Q como descrito no item 3.2.20, 

pág. 91. Os controles foram: células sem proteína e células só com o tampão 

idêntico ao das proteínas. Os dados apresentados são as médias de três 

experimentos independentes, sendo cada um deles realizado em oito 

replicatas; as barras sobre cada coluna representam o erro padrão entre os 

três experimentos. 
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Figura 34. Viabilidade celular determinada pelo teste de redução do MTT. A 

viabilidade é representada em porcentagem, sendo 100% de viabilidade a 

cultura incubada sem proteína. As células foram incubadas com as formas 

nativa, pré-fibrilares e fibrilar do mutante H24V/H119F como descrito no item 

3.2.20, pág. 91. Os controles foram: células sem proteína e células só com o 

tampão idêntico ao das proteínas. Os dados apresentados são as médias de 

três experimentos independentes, sendo cada um deles realizado em oito 

replicatas; as barras sobre cada coluna representam o erro padrão entre os 

três experimentos. 
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igura 35. Viabilidade celular determinada pelo teste de redução do MTT. A viabilidade 

 

 

F

é representada em porcentagem, sendo 100% de viabilidade a cultura incubada 

sem proteína. As células foram incubadas com as formas nativa, pré-fibrilares e 

fibrilar do mutante V10F/M131F como descrito no item 3.2.20, pág. 91 Os 

controles foram: células sem proteína e células só com o tampão idêntico ao das 

proteínas. Os dados apresentados são as médias de três experimentos 

independentes, sendo cada um deles realizado em oito replicatas; as barras 

sobre cada coluna representam o erro padrão entre os três experimentos. 



 

 

 

 

 

Figura 36. Viabilidade celular determinada pelo teste de redução do MTT. A viabilidade é 

representada em porcentagem, sendo 100% de viabilidade a cultura incubada sem 

proteína. As células foram incubadas com as formas nativa, pré-fibrilares e fibrilar 

do mutante apoMb1-123 como descrito no item 3.2.20, pág. 91 Os controles foram: 

células sem proteína e células só com o tampão idêntico ao das proteínas. Os 

dados apresentados são as médias de três experimentos independentes, sendo 

cada um deles realizado em oito replicatas; as barras sobre cada coluna 

representam o erro padrão entre os três experimentos. 
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Figura 37. Viabilidade celular determinada pelo teste de redução do MTT. A viabilidade é 

representada em porcentagem, sendo 100% de viabilidade a cultura incubada sem 

proteína. As células foram incubadas com as formas nativa, pré-fibrilares e fibrilar 

do mutante B_GHA como descrito no item 3.2.20, pág. 91. Os controles foram: 

células sem proteína e células só com o tampão idêntico ao das proteínas. Os 

dados apresentados são as médias de três experimentos independentes, sendo 

cada um deles realizado em oito replicatas; as barras sobre cada coluna 

representam o erro padrão entre os três experimentos. 
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Figura 38. Viabilidade celular determinada pelo teste de redução do MTT. A viabilidade é 

representada em porcentagem, sendo 100% de viabilidade a cultura incubada sem 

proteína. As células foram incubadas com as formas nativa, pré-fibrilares e fibrilar 

do mutante C_GHAB como descrito no item 3.2.20, pág. 91. Os controles foram: 

células sem proteína e células só com o tampão idêntico ao das proteínas. Os 

dados apresentados são as médias de três experimentos independentes, sendo 

cada um deles realizado em oito replicatas; as barras sobre cada coluna 

representam o erro padrão entre os três experimentos. 
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Tabela 14. Comparação da viabilidade celular de células N2A em reduzir MTT. Valores 
expressos em porcentagem de células viáveis após incubação com as 
diferentes formas agregadas das apomioglobinas selvagem (WT) e mutantes 
W7F/W14F, H24V/H119F, H36Q, V10F/M131F, apoMb1-123, C_GHAB e B_GHA. 

 

Proteína 
Forma  

nativa 

Forma  

pré-fibrilar 

Fibrila  

Madura 
Valores de pa,b 

WT 89 ± 4 % 48 ± 3 % 78 ± 2 % 

a (<0,0001) 

b (0,0131) 

W7F/W14F 82 ± 3 % 42 ± 2 % 71 ± 3 % 

a (<0,0001) 

b (0,0109) 

H24V/H119F 91 ± 1 % 54 ± 2 % 81 ± 3 % 

a (<0,0001) 

b (0,0054) 

H36Q 86 ± 2 % 44 ± 2 % 74 ± 2 % 

a (<0,0001) 

b (0,0018) 

V10F/M131F 92 ± 3 % 51 ± 3 % 85 ± 4 % 

a (<0,0001) 

b (0,0724) 

Mb1-123 86± 3 % 47 ± 3 % 77 ± 3 % 

a (<0,0001) 

b (0,0213) 

B_GHA 84 ± 2 % 42 ± 2 % 73 ± 3 % 

a (<0,0001) 

b (0,0062) 

C_GHAB 88± 2 % 48 ± 3 % 77 ± 3 % 

a (<0,0001) 

b (0,0062) 
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a,b Significância estatística da diferença entre a viabilidade celular de células N2A incubadas 
com as formas nativa e pré-fibrilar (a) e nativa e fibrila madura (b). Diferenças significativas 
implicam valores de p<0,01 após aplicar teste “t” em par de Student, com distribuição 
bicaudal. 
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4.12 Efeito da dissociação induzida por uréia das fibrilas amilóides em pH 6 e 7 
 

 

Para avaliar a estabilidade das fibrilas amilóides de apomioglobinas, realizamos 

experimentos de dissociação dessas estruturas, induzida por uréia em duas condições 

de pH (7 e 6), com descrito no item 3.2.23, pág. 94. Nossos resultados (Figura 39, pág. 

136) mostram que houve uma sutil diferença do efeito dissociativo da uréia nas duas 

condições de pH. Comparadas com as fibrilas formadas pela proteína selvagem 

(designada por quadrados na Figura 39, pág. 136), as fibrilas formadas pelos mutantes 

W7F/W14F e H36Q (designadas por círculos e triângulos na Figura 39, pág. 136) se 

mostraram mais resistentes, equanto que as fibrilas formadas pelo mutante 

H24V/H119F (designado por triângulos invertidos na Figura 39, pág. 136), apresentou-

se ligeiramente menos resistente. Os dados apresentados são referentes a 24 horas de 

incubação com uréia, sendo, entretanto, observado que mesmo ao se prolongar o 

tempo de exposição das fibrilas à ureia em até ≅ 60 horas, não observamos diferenças 

do efeito dissociativo nesses dois tempos. 

 

 

4.13 Atividade chaperona das sHsps (17 e 18) de cana-de-açúcar e Hsp40 (DjA1) 

humana, na prevenção da agregação e fibrilização do mutante W7F/W14F 

 

 

 Mostramos a seguir, os resultados referentes à atividade chaperona das sHsps 

de cana-de-açúcar (17 e 18) e da Hsp40 (DjA1) humana descritas anteriormente (item 

1.3.1, pág. 42), no processo de proteção contra agregação e fibrilização do mutante 

W7F/W14F. Os experimentos foram realizados utilizando como controle negativo de 

atividade chaperona a proteína BSA. Ao submetermos o mutante W7F/W14F, 

juntamente com a proteína BSA (item 4.13.1, pág. 137) ao processo amiloidogênico 

descrito especificamente no item 3.2.22, pág 93, e acompanhando ao longo do tempo 

a fluorescência de ThT dessa mistura, verificamos que não houve diferença entre a 
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formação de amilóides do mutante W7F/W14F sem e com a proteína BSA (Figura 40, 

pág. 137).  
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Figura 39. Dissociação induzida por uréia das fibrilas amilóides em pH 6 e 7. Fibrilas 

maduras, 20 μM, foram incubadas com uréia (0-8 M), em tampão fosfato de 
sódio 25 mM, em pH 7 (símbolos abertos) e 6 (símbolos cheios), por 24 horas, 
a 25°C; em seguida uma alíquota foi misturada com solução estoque de ThT 
até a proporção final fibrila:ThT de 1:5 (4:20 μM). A dissociação foi aferida pela 
monitoração da fluorescência de ThT, tendo como branco, a proteína selvagem 
preparada como descrito no item 3.2.23, pág. 94 (estrelas). WT (quadrados), 
W7F/W14F (círculos), H24V/H119F (triângulos invertidos) e H36Q (triângulos). 
As linhas contínuas servem apenas para guiar os olhos, sendo os erros 
menores do que os símbolos. 
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4.13.1 BSA como controle negativo da atividade chaperona 
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Figura 40. Efeito de BSA na formação de fibrila amilóide da apomioglobina 

W7F/W14F. A proteína W7F/W14F foi incubada com BSA, em diferentes 
proporções molares de monômeros, e a ligação de ThT foi monitorada por 
fluorescência. A BSA, nas 3 proporções testadas, não evitou a 
agregação/fibrilização de W7F/W14F. Os pontos são a média ± desvio 
padrão de 5 leituras, de dois experimentos independentes. A fluorescência 
de ThT da BSA sozinha (0,010 – 0,013), ao longo do tempo, não foi 
significativa. 
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4.13.2 Atividade chaperona das sHsp 17 e 18 de cana-de-açúcar e da Hsp40 

(DJA1) humana 

 

 

 Nos experimentos com as chaperonas moleculares, submetemos o mutante 

W7F/W14F com diferentes proporções dos monômeros de cada chaperona estudada 

(item 3.2.22, pág 93). De forma semelhante ao realizado no controle negativo (item 

4.13.1, pág. 137), acompanhamos ao longo do tempo a fluorescência de ThT da 

mistura do mutante W7F/W14F com as diferentes chaperonas. 

 Com relação ao experimento com a Hsp40 (DjA1) humana, pudemos observar 

que essa chaperona apresentou considerável efeito protetor (Figura 41, pág. 139) na 

prevenção do processo de agregação e fibrilização do mutante W7F/W14F (>60% na 

proporção de monômeros de W7F/W14F:Hsp40 de 1:1, e >95% na proporção de 

monômeros de 1:2). 

 Quanto as sHsps 17 e 18 de cana-de-açúcar, constatamos que ambas também 

apresentaram considerável efeito protetor na prevenção do processo de agregação e 

fibrilização do mutante W7F/W14F. O mutante W7F/W14F, quando incubado com a 

sHsp 17 nas proporções de monômeros de 1:2 e 1:3 (Figura 42, pág. 140), observamos 

praticamente o mesmo efeito protetor como o averiguado no caso da incubação com a 

Hsp40 (DjA1) humana (Figura 41, pág. 139) nas proporções de 1:1 e 1:2, 

respectivamente. No estudo do efeito protetor da sHsp 18 na prevenção do processo de 

agregação e fibrilização da proteína W7F/W14F (Figura 43, pág. 141), observamos que 

nas mesmas proporções de monômeros utilizada no experimento com a sHsp 17 

(Figura 42, pág. 140), os efeitos foram semelhantes, com exceção da proporção de 

monômero de W7F/W14F:sHsp de 1:2, situação na qual a sHsp 18 apresentou um 

efeito protetor >80%, equanto que a sHsp 17 teve um efeito protetor >65%. 
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Figura 41. Atividade chaperona de Hsp40 (DjA1) humana na prevenção da 

formação de fibrila amilóide da apomioglobina W7F/W14F. A proteína 
W7F/W14F foi incubada com Hsp40 (DjA1) humana, em diferentes 
proporções molares relativa aos monômeros, e a ligação de ThT foi 
monitorada por fluorescência. A Hsp40, nas 3 proporções testadas, evitou 
de forma crescente e proporcional a agregação/fibrilização de W7F/W14F. 
Os pontos são a média ± desvio padrão de 5 leituras, de dois 
experimentos independentes. A fluorescência de ThT da Hsp40 sozinha 
(0,014 – 0,018), ao longo do tempo, não foi significativa. 
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Figura 42. Atividade chaperona de sHsp17 de cana-de-açúcar na prevenção da 
formação de fibrila amilóide da apomioglobina W7F/W14F. A proteína 
W7F/W14F foi incubada com sHsp17, em diferentes proporções molares 
relativa aos monômeros, e a ligação de ThT foi monitorada por 
fluorescência. A sHsp17, nas 3 proporções testadas, evitou de forma 
crescente e proporcional a agregação/fibrilização de W7F/W14F. Os 
pontos são a média ± desvio padrão de 5 leituras, de dois experimentos 
independentes. A fluorescência de ThT da sHsp17 sozinha (0,013 – 0,019), 
ao longo do tempo, não foi significativa. 
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Figura 43. Atividade chaperona de sHsp18 de cana-de-açúcar na prevenção da 
formação de fibrila amilóide da apomioglobina W7F/W14F. A proteína 
W7F/W14F foi incubada com sHsp18, em diferentes proporções molares 
relativa aos monômeros, e a ligação de ThT foi monitorada por 
fluorescência. A sHsp18, nas 3 proporções testadas, evitou de forma 
crescente e proporcional a agregação/fibrilização de W7F/W14F. Os 
pontos são a média ± desvio padrão de 5 leituras, de dois experimentos 
independentes. A fluorescência de ThT da sHsp18 sozinha (0,012 – 0,015), 
ao longo do tempo, não foi significativa. 
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5 DISCUSSÃO 

 

 

5.1 Expressão e purificação das proteínas estudadas 

 

 

Todas as apomioglobinas selvagem e os 19 mutantes, bem como as chaperonas 

utilizadas, foram devidamente expressas nas linhagens E.coli BL21(DE3) e E. coli 

BL21(DE3)pLysS. As apomiogloblinas já se encontravam clonadas em vetor pET-T(7), 

enquanto as sHsps (17 e 18) de cana-de-açúcar e Hsp40 (DjA1) humana, por sua vez, 

estavam clonadas nos vetores pET3a (sHsps) e pET28a (Hsp40). As apomioglobinas e 

Hsp40 foram expressas na linhagem E. coli BL21(DE3), enquanto as sHsps na 

linhagem E. coli BL21(DE3)pLysS.  

Testes de indução mostraram que as apomioglobinas utilizadas neste projeto 

foram devidamente expressas após 4-16 h de indução por IPTG 0,4 mmol/L a 42°C, 

ficando estocadas em corpos de inclusão, sendo que após a purificação, todas 

apresentaram grande solubilidade aquosa e considerável rendimento de expressão 

entre 18-40 mg/L de indução, perfazendo um total de massa de proteína entre 72-160 

mg. A temperatura de indução (42°C), utilizada para a expressão das apomioglobinas, 

permite a obtenção da mioglobina no seu estado apo – sem a presença do grupamento 

heme. Devido a esse protocolo, as proteínas são purificadas a partir de estruturas 

chamadas de corpos de inclusão (RIBEIRO et al., 2003; RIBEIRO e RAMOS, 2004), 

estruturas normalmente produzidas em E. coli, em resposta à mudança brusca de 

temperatura (37°C para 42°C, como no caso do protocolo utilizado) e/ou quando as 

proteínas recombinantes a serem expressas tendem à formar agregados no citoplasma 

da bactéria (MARSTON e HARTLEY, 1990). 

Nos processos de purificação das apomioglobinas, realizados em dois passos 

cromatográficos, os perfis foram muito semelhantes: no primeiro passo, uma 

cromatografia de troca aniônica em coluna DEAE-Sepharose, as proteínas foram 

eluídas antes do gradiente de NaCl, com início de eluição entre 5 e 11 mL após a 

aplicação da amostra. Esse perfil era esperado, uma vez que a apomioglobina, por 
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possuir um pI muito próximo de 9, sob a condição de pH (7,2) da fase móvel, 

apresenta-se positivamente carregada (carga ≅ +3); e, portanto, não interagiu com a 

matrix também positivamente carregada. No segundo passo, uma cromatografia de 

troca catiônica em coluna CM-Sepharose (para remoção de possíveis ácidos nucléicos 

contaminantes, RIBEIRO-JR et al., 2003), as apomioglobinas foram eluídas entre 13,5-

18% de NaCl (135-180 mM). Nesse passo, particularmente realizado em pH 2, a 

apomioglobina apresenta-se muito carregada positivamente (carga >+15) portanto, 

ligou-se fortemente à coluna negativamente carregada, só sendo eluída quando o íon 

Na+ competiu com a ligação pela matrix, concomitantemente à interação dos íons Cl- 

com a proteína positivamente carregada. Após os dois passos de purificação, as 

apomioglobinas foram obtidas com alto grau de pureza (>95 %) e praticamente livres da 

presença de ácidos nucléicos, apresentando relação de absorbância 280/260 nm >1,62. 

As sHsps (17 e 18) de cana-de-açúcar foram expressas em linhagem E. coli 

BL21(DE3)pLysS, transformadas com vetores de expressão pET3a contendo o cDNA 

da sHsp de interesse. As sHsps foram encontradas na fração solúvel do lisado 

bacteriano. Foram realizados dois passos cromatográficos: o primeiro, uma 

cromatografia de troca aniônica em coluna DEAE-Sepharose, na qual a fração solúvel 

proveniente da lise bacteriana foi utilizada como amostra; seguido de uma 

cromatografia de gel filtração em coluna HiLoad Superdex 200pg 26/60 (necessária 

para melhorar o grau de pureza e excluir um artefato de purificação, mais precisamente, 

uma pequena fração de agregado de aproximadamente 600 kDa). 

 A chaperona Hsp40 (DjA1) humana foi expressa em linhagem E. coli BL21(DE3), 

transformada com vetor de expressão pET28a contendo o cDNA da proteína de 

interesse. O vetor pET28a possui a particularidade de codificar 21 aminoácidos 

adicionais ao N-terminal da proteína, cujo cDNA esteja clonado nesse vetor, sendo que 

dos 21 aminoácidos adicionais incluem-se uma cauda de polihistidina (6 histidinas). O 

processo de purificação da Hsp40 foi realizado em dois passos cromatográficos: 

primeiro, uma cromatografia de afinidade em coluna HiTrap Chelating com íon Ni2+ 

imobilizado, passo apropriado uma vez que a Hsp40 expressa continha cauda de 

polihistidina, essa com grande afinidade ao níquel; segundo, uma cromatografia de gel 

filtração em coluna HiLoad Superdex 200pg 26/60, para melhorar o grau de pureza. 
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5.2 Cinética amiloidogênica e estabilidade protéica 

 

 

Das análises dos dados de cinética amiloidogênica das apomioglobinas 

estudadas, constatamos que dos 19 mutantes, 7 apresentam cinética amiloidogênica 

significativamente diferente da apomioglobina selvagem, sendo dois com cinética mais 

lenta (H24V/H119F e V10F/M131F, 21% menor) e cinco com cinética mais rápida 

(W7F/W14F, apoMb1-123, B_GHA, H36Q, C_GHAB; 187%, 130%, 109%, 69% e 38% 

maiores, respectivamente). Dos sete mutantes citados, três (W7F/W14F, H36Q e 

H24V/H119F) tiveram sua estabilidade estudada através de experimentos de 

desenovelamento químico induzido por uréia em pH 7,8 e pH 4,2 – condição na qual 

avalia-se o intermediário da via de enovelamento da mioglobina estabilizado nesse pH 

– e por variação de pHs (desenovelamento ácido). Aparentemente, esses mutantes não 

causaram mudanças significativas na quantidade de estruturas em hélice-α da 

apomioglobina, como observado pelo sinal de CD a 222 nm (característico de hélice-α) 

em 18.300 ± 500 grau.cm2.dmol-1, sendo, através da deconvolução pelo programa 

CDNN, estimado aproximadamente 64 ± 4% de estrutura em hélice-α nessas proteínas. 

Embora não tenham causado mudanças aparentes na estrutura secundária da 

apomioglobina, esses três mutantes afetaram significativamente a estabilidade da 

proteína. 

Para averiguar essas mudanças de estabilidade, os mutantes W7F/W14F, 

H24V/H119F e H36Q foram estudados mediante experimentos de desenovelamento 

químico induzido por uréia nos pHs 7,8 e 4,2 e por acidificação. Desses estudos, 

valores de pHm e Cm, ou seja, pH e concentração de desnaturante no ponto médio de 

transição, foram obtidos. Sabe-se que em condições ligeiramente ácidas, a 

apomioglobina forma um intermediário, cujas hélices-α N- e C-terminais, denominadas 

de A, B, G e H, apresentam-se parcialmente enoveladas (JAMIM e BALDWIN, 1998). A 

apoMb selvagem começa a se desenovelar em pH 5,6, permanecendo parcialmente 

enovelada até pH 4,2, desenovelando-se por completo ao abaixar o pH além de 4,2. A 

proteína selvagem em pH 7,8, condição na qual não segue uma transição do tipo dois 

estados (RAMOS et al., 1999), quando submetida a um processo de desenovelamento 
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induzido por uréia, apresentou um Cm de 3,4 M. Em contrapartida, ao ser submetida ao 

mesmo processo em pH 4,2 (condição que favorece a formação de seu intermediário), 

desenovelou-se por efeito da uréia apresentando um Cm de 1,5 M. Comparados com a 

proteína selvagem, os mutantes foram afetados em sua estabilidade como segue: 

H24V/H119F nativo em pH 7,8 se apresentou mais estável comparado à forma 

selvagem, tendo intermediário pouco populado; H36Q nativo foi menos estável se 

comparado à proteína selvagem, e seu intermediário apresentou estabilidade 

semelhante ao observado na proteína selvagem. Ambos os estados: nativo e 

intermediário do mutante W7F/W14F, se apresentaram menos estáveis comparados à 

proteína selvagem. Com base nesses resultados, propusemos as seguintes questões: 

qual dos mutantes interfere, de maneira mais atuante, na alteração da propenção de 

formação de fibrilas amilóides em apomioglobinas? Seria o que afeta o estado 

intermediário? Seria o que desestabiliza o estado nativo? Seria o que desestabiliza 

ambos os estados, (como no caso do W7F/W14F) e por quê? Sabe-se que o mutante 

H24V/H119F não apresenta intermediário populável, que o H36Q propicia a formação 

do intermediário (BARRICK et al., 1994), e que W7F/W14F e H36Q desestabilizam o 

estado nativo (BARRICK et al., 1994; SIRANGELO et al., 2000). Uma das hipóteses 

sobre a formação de fibrilas amilóides em apomioglobina sugere que tal processo tem 

origem em estruturas parcialmente enoveladas (SIRANGELO et al., 2002), sendo 

estruturas como essas presentes no caso de intermediários. As hélices-α A, B, G e H 

estão envolvidas na formação do intermediário de apomioglobina estabilizado em pH 

4,2 (JAMIN e BALDWIN, 1998); portanto, considerando-se a hipótese, alterações na 

estabilidade do intermediário deveriam propiciar variações na propenção 

amiloidogênica dessa proteína. No mutante H24V/H119F, duas cadeias laterais do 

núcleo hidrofóbico são substituídas por cadeias laterais hidrofóbicas de valina e 

fenilalanina, ambas com praticamente o mesmo volume; dessa maneira, estabilizando 

grandemente a proteína frente ao desenovelamento por acidificação (BARRICK et al., 

1994). O resíduo H36 estabiliza o estado nativo em razão do empacotamento de sua 

cadeia lateral sobre a cadeia lateral dos resíduos D38 e F106, formando assim, uma 

ponte salina com o resíduo D38. O mutante H36Q, provavelmente elimina duas 

potenciais interações estabilizantes do estado nativo da apomioglobina, e portanto, 
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favorecendo a formação do intermediário mesmo em pH perto do neutro (BARRICK et 

al., 1994). Quanto ao mutante W7F/W14F, sabe-se que os dois triptofanos estão 

envolvidos no favorecimento da formação de interações terciárias específicas, na 

estrutura do estado nativo da apomioglobina, e a substituição desses resíduos diminui a 

estabilidade do estado nativo, perturbando de sobremaneira, tanto a estabilidade da 

hélice-α A, quanto o empacotamento dessa estrutura com a hélice-α G (SIRANGELO et 

al., 2002). 

Dos demais mutantes (muitos já estudados quanto às suas estabilidades), 

pudemos constatar que aqueles que apresentaram estabilidade do estado nativo similar 

ao da proteína selvagem (E04A e R118A), apresentaram taxas de formação de fibrilas 

amilóides similares ao da proteína selvagem. Por outro lado, mutantes que apresentam 

desestabilização do estado nativo (H36Q e W7F/W14F), apresentaram taxa de 

formação de fibrilas amilóides aumentada. O mutante H24V/H119F, que estabiliza o 

estado nativo, apresentou taxa de formação de fibrila amilóide diminuída quando 

comparada à proteína selvagem. Quanto aos mutantes que afetam a estabilidade do 

estado intermediário (E04A, R118A, W7F/W14F e H24V/H119F), não foi encontrada 

uma relação entre os efeitos dessa mudança de estabilidade e a mudança da taxa de 

formação de fibrilas amilóides. Resumidamente, com base nesses resultados do efeito 

da alteração da estabilidade do intermediário na taxa de formação de fibrilas amilóides, 

sugere-se que para o modelo amiloidogênico em apomioglobina, o estado intermediário 

provavelmente não seja obrigatório para a formação das fibrilas amilóides, pois se o 

fosse, as alterações de estabilidade provocadas por tais mutantes deveriam afetar 

igualmente a taxa de formação de fibrilas amilóides. Embora tal sugestão seja 

fortemente corroborada pelos nossos resultados, dados preliminares da estabilidade do 

mutante M131A (KAY e BALDWIN, 1996) vêem contradizer nossa hipótese. Esse 

mutante é fortemente desestabilizado (0,9 kcal/mol) quanto ao seu nativo e 

intermediário, achado esse devido provavelmente ao resíduo M131 apresentar um 

significativo empacotamento de sua cadeia lateral, nas duas mais importantes 

interfaces entre hélices-α presentes na proteína (A-H e G-H), sendo a estabilização 

dessas interfaces fator de extrema importância na estabilidade tanto do estado nativo 

quanto do estado intermediário. 
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Pudemos ainda observar que tanto os mutantes que desestabilizam (E04 e 

W7F/W14F), quanto os que estabilizam (R118A e H24V/H19F) o estado intermediário, 

tiveram efeitos contraditórios na taxa de formação de fibrilas amilóides. O mutante 

H36Q, que não afetou o referido estado intermediário, aumentou significativamente a 

taxa de formação de fibrilas amilóides. Desse conjunto de observaçãos, sugere-se, 

portanto, que: fibrilas amilóides provenientes de mutantes de apomioglobina que 

desestabilizam o estado nativo, possuem taxa de formação mais rápida, enquanto os 

que estabilizam, apresentam taxa mais lenta. Em contrapartida, a estabilização ou 

desestabilização do estado intermediário, aparentemente não causa efeito 

correlacionável sobre a taxa de formação de fibrilas amilóides. 

O mutante V10F/M131F, que apresentou taxa de formação de fibrilas amilóides 

mais lenta, foi estudado quanto à sua estabilidade pela primeira vez durante este 

projeto; entretanto, não foi concluído. Os mutantes de permutação e deleção (apoMb1-

123) de hélices-α apresentaram taxa de formação de fibrilas amilóides maiores, quando 

comparados à proteína selvagem. Esses resultados eram esperados, uma vez que 

trabalhos anteriores sobre o estudo das estabilidades desses mutantes (RIBEIRO-JR e 

RAMOS, 2005) mostram que os mesmos são instáveis e proprensos à agregação. 

 

 

5.3 Características estruturais das fibrilas amilóides de apomioglobinas 

 

 

Além dos resultados de cinética amiloidogênica, apresentamos resultados sobre 

a caracterização estrutural das fibrilas amilóides formadas. Os espectros de CD das 

proteínas, após o processo amiloidogênico, apresentaram o formato esperado de 

proteínas ricas em estruturas do tipo folha-β, com sinal de CD a 216 nm bem definido, 

sendo a quantificação de tais estruturas, estimadas pelo programa CDNN, de 48 ± 9%. 

Resultados de fluorescência de ThT corroboram o predomínio de estruturas em folha-β 

estimados pelos dados de CD. A fluorescência de ThT é um teste clássico para 

identificação de fibrilas amilóides. Essa sonda aumenta sua intensidade de 

fluorescência, quando ligada de maneira a ficar intercalada nas folhas-β das fibrilas 
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amilóides (NAIKI et al., 1989). O aumento da fluorescência de ThT, ligada às fibrilas 

amilóides, ocorre em função do seu dipolo excitável se alinhar paralelamente ao eixo 

dessas estruturas. Essa ligação ocorre aparentemente através de canais ao longo das 

folhas-β, podendo, portanto, a ligação de ThT variar conforme a disposição das folhas-β 

(KREBS et al, 2005). Medidas de fluorescência, da ThT ligada às fibrilas amilóides 

maduras de diferentes apomioglobinas (ANEXO B, Figura 4, pág. 196), mostram 

espectros coincidentes, sugerindo, em concordância com os resultados de CD, que não 

há diferenças estruturais entre as fibrilas amilóides formadas pelas diferentes 

apomioglobinas. 

Com a finalidade de calcular a afinidade de ligação de ThT às fibrilas amilóides, 

realizamos a titulação de ThT em função do tempo de formação de fibrilas amilóides, 

obtendo, assim, uma constante de dissociação (Kdis) de ThT que consiste na relação 

entre a ThT dissociada e à ligada às fibrilas amilóides. Observamos que a constante de 

dissociação de ThT diminuiu gradativamente, sugerindo que ao longo do tempo de 

formação das fibrilas, a ThT se ligou mais fortemente, já que quanto menor a Kdis, maior 

a afinidade. O decaimento da Kdis dos mutantes W7F/W14F e H36Q, comparado com o 

observado na proteína selvagem, foi mais acentuado entre as primeiras 130 horas de 

indução de fibrilas amilóides. Em vista do discutido acima, pode-se inferir que ao longo 

do processo de formação das fibrilas amilóides, em razão do notório aumento da 

organização das folhas-β, deve ter ocorrido uma melhor interação entre a ThT e a fibrila 

amilóide, o que justifica a diminuição da Kdis. A diminuição da Kdis corrobora os dados 

de cinética da formação das fibrilas amilóides, sendo o menor valor de Kdis observado 

no mesmo instante de tempo no qual a fluorescência de ThT alcalçou o platô, ou seja, 

quando as fibrilas amilóides já haviam completado a sua maturação. 

Postula-se que a formação de fibrilas amilóides in vitro, dentre outros fatores, 

pode ser iniciada em condições que estabilizam estruturas parcialmente enoveladas 

(SIRANGELO et al., 2002), propiciando a formação inicial de agregados que servem de 

pontos de nucleação para a formação daquelas estruturas (FÄNDRICH et al., 2006). A 

sonda bis-ANS é pouco fluorescente em solução aquosa, mas apresenta um aumento 

no seu rendimento quântico de fluorescência quando complexada com estruturas 

parcialmente enoveladas (STRYER, 1965), estruturas essas que podem apresentar 
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cavidades hidrofóbicas nas quais a referida sonda tende a se ligar. Para tanto, 

observamos o perfil de ligação de bis-ANS em função do tempo de formação das 

fibrilas amilóides. Observamos que houve um acentuado decaimento da fluorescência 

de bis-ANS ao longo do tempo, sendo esse decaimento muito semelhante para todas 

as proteínas. Ao final de 70 horas (~três dias) de indução amiloidogênica, a 

fluorescência do bis-ANS se igualou àquela observada na ausência de proteína, 

sugerindo, portanto, que não haviam mais sítios de ligação para o bis-ANS. Esse 

resultado vem constatar que ao final de três dias de indução amiloidogênica, as 

proteínas, em avançado processo de agregação/fibrilização, estariam compactadas de 

tal maneira a não mais apresentarem quaisquer sítios favoráveis à ligação do bis-ANS. 

Medidas de difração de raios-X foram realizadas a fim de apresentar dados 

conclusivos da morfologia das estruturas típicas fibrilares. Fibrilas amilóides são longas, 

não ramificadas, compostas por folhas-β orientadas perpendicularmente ao eixo fibrilar 

(PETKOVA et al., 2002). A estrutura quaternária típica de uma fibrila é do tipo folha-β 

cruzada antiparalela (GLENNER et al, 1974), como demonstrada na Figura 44 (pág. 

150). 

Independentemente da cadeia polipeptídica, fibrilas amilóides apresentam um 

padrão de difração de raios-X característico, no qual pode-se observar duas reflexões, 

sendo uma centrada aproximadamente em 4,7 Å (com poucas variações), indicativa da 

distância entre as ligações de hidrogênio que ocorrem entre as fitas-β de cada folha-β 

(BONAR et al., 1969); e outra mais difusa, centrada aproximadamente em 9,5-11 Å, 

indicativa da distância entre as folhas-β que compõem a fibrila amilóide (SUNDE et al., 

1997), e que pode variar de acordo com a composição das cadeias laterais dos 

resíduos de aminoácidos da proteína (ARNOTT et al., 1967).  

 As formas fibrilares das apomioglobinas WT, W7F/W14F, H24V/H119F e H36Q, 

mostraram padrões de difração de raios-X (4,57 ± 0,07 Å e 9,63 ± 0,48 Å) como os 

descritos anteriormente, confirmando que as estruturas formadas após a incubação no 

meio indutor de fibrilas amilóides se tratavam realmente de fibrilas amilóides, 

compostas por folhas-β cruzadas. De forma conclusiva, esses resultados demonstram 

que a estrutura global das fibrilas amilóides, provenientes de diferentes mutantes de 

apomioglobinas, são muito similares, sendo que esses resultados são corroborados 
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pelos dados espectroscópicos de CD e ThT, das espécies fibrilares citadas 

anteriormente. 

  

 
 
Figura 44. Representação esquemática de um motivo β-cruzado. O 

arranjo das fitas- e folhas-β podem variar dependendo da 
sequência da proteína. Seta vermelha indica a distância das 
fitas-β (≅ 4,8 Å), seta azul a distância entre folhas-β (10-11 Å) 
(Adaptado de ESTERAS-CHOPO et al, 2008). 

 

 

5.4 Energia de ativação do processo amiloidogênico em apomioglobinas 

 

 

 Com o intuito de aprofundar o conhecimento acerca da dinâmica da cinética 

amiloidogênica das apomioglobinas, além da análise temporal da fluorescência de ThT, 

que nos permitiu calcular a taxa de formação das fibrilas amilóides, analisamos a 

cinética de formação das fibrilas amilóides em diferentes temperaturas de algumas 
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proteínas (WT, V10F/M131F, H24V/H119F, H36Q, W7F/W14F, apoMb1-123, B_GHA e 

C_GHAB). Para tanto, realizamos a monitoração da fluorescência de ThT a 482 nm e 

CD a 216 nm em quatro diferentes temperaturas, 35°C, 45°C, 55°C e 65°C. Medidas de 

CD a 216 nm possibilitam monitorar a formação de estruturas em folha-β, uma 

característica clássica das fibrilas amilóides. Para ambos os experimentos, nas variadas 

temperaturas, os dados obtidos foram fitados para permitir o cálculo de constantes 

aparentes (kapp) dos referidos processos, como especificado anteriormente, sendo 

essas constantes graficadas na forma de lnkapp x 1/T. Isso feito, da inclinação da reta 

obtida da regressão linear dos dados desse gráfico, obtivemos a energia de ativação 

associada ao processo analisado. Para que uma reação ocorra, a energia livre do 

sistema deve superar a energia de ativação. Sendo assim, quanto menor a energia de 

ativação, mais rápida é a reação (LAIDLER, 1987). Nossos resultados mostram que, 

em geral, a taxa de fibrilização das apomioglobinas correlaciona bem com o efeito de 

cada mutante, sendo que as energias de ativação dos dois processos analisados das 

referidas proteínas mostraram-se como segue:  

 
W7FW14F<apoMb1-123<H36Q<B_GHA<C_GHAB<WT<V10FM131F<H24VH118F 

 
Os resultados de energia de ativação sugerem fortemente que o processo 

amiloidogênico das apomioglobinas estudadas se inicia com a reorganização da 

estrutura protéica, processo no qual ocorre ganho rápido da quantidade relativa de 

folhas-β, achado esse fundamentado pela observação de que a formação de folhas-β 

nas apomioglobinas analisadas, atingiram seus máximos em poucas horas (<12 horas). 

Após a formação dessas estruturas β, ocorre a formação e alongamento da fibrila 

amilóide através da associação de monômeros de apomioglobinas, então previamente 

convertidas em estruturas do tipo folha-β, formando, por fim, estruturas fibrilares 

maiores, que apresentam a estrutura básica de folhas-β cruzadas, como aferido pela 

difração de raios-X. A seqüência de eventos do processo amiloidogênico de 

apomioglobinas aqui proposta (helices-α → folhas-β → alongamento → maturação das 

fibrilas), é fundamentada pela observação do aumento contínuo da fluorescência de 

ThT, por 100-150 horas além das 12 horas iniciais, nas quais o sinal de CD a 216 nm, 

específico de estruturas β, chegou ao seu máximo, sem sofrer alteração, assim, 
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indicando que o processo de fibrilização continua após a formação das estruturas em 

folha-β. 

 

 

5.5 Propriedade de semeadura 

 

 

Outra propriedade estudada das formas agregadas das apomioglobinas aqui 

relatadas foi a capacidade de semeadura das formas pré-fibrilares. Esses estudos 

foram realizados para avaliar se a velocidade de formação das estruturas fibrilares seria 

mais rápida com a presença de núcleos pré-formados por agregados não fibrilares, uma 

vez que núcleos pré-fibrilares pré-formados (“sementes”) são conhecidos por 

acelerarem a formação de fibrilas amilóides. Para tanto, monitoramos ao longo do 

tempo a massa de fibrila amilóide formada durante a incubação de algumas 

apomioglobinas com diferentes proporções de “sementes”. A formação de fibrilas 

amilóides de apomioglobinas por semeadura foi realizada utilizando-se duas condições: 

1% e 5% em massa de agregados pré-fibrilares; nessas condições, comparativamente 

à condição sem semente, observamos um aumento significativo na velocidade de 

formação das fibrilas amilóides. Esses resultados demonstram que as “sementes” são 

realmente amiloidogênicas, capazes de acelerar a formação das formas fibrilares. Os 

experimentos de semeadura foram realizados com as proteínas selvagem e mutantes 

V10F/M131F, H24V/H119F, H36Q, W7F/W14F, apoMb1-123, B_GHA e C_GHAB, dos 

quais, não foi possível determinar, após normalização dos dados, efeitos distintos entre 

cada mutante quanto à eficiência de semeadura dos mesmos. Sabe-se que a 

propriedade de semeadura é caracterizada pela eliminação da fase lag, em razão da 

adição de agregados pré-fibrilares (núcleos pré-formados) à solução (HARPER e 

LANSBURY, 1997). Reporta-se que a formação de fibrilas amilóides obedece a um 

processo típico de nucleação, processo esse que apresenta uma fase inicial lag, devido 

provavelmente a um processo energeticamente desfavorável da associação das 

primeiras cadeias polipeptídicas. Secundariamente, após a formação de um núcleo ou 
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agregado oligomérico, a associação de outras cadeias passa a ser energeticamente 

favorável, sendo essa fase mais rápida (BADER et al., 2006). 

 

 

5.6 Citotoxicidade das formas amilóides 

 

 

Depósitos de fibrilas amilóides em tecidos e órgãos são comumente associados 

à doenças e os efeitos citotóxicos dessas estruturas em suas diferentes formas são 

amplamente estudados (QAHWASH et al., 2003). Estudos in vitro sugerem que as 

fibrilas amilóides são citotóxicas, tendo sido observado que essas estruturas induzem 

morte celular quando adicionadas em culturas celulares (LORENZO et al., 1994). 

Outros estudos também mostram que as formas fibrilares intermediárias, presentes 

durante o processo de formação das fibrilas, são ainda mais citotóxicas em culturas de 

células, se comparadas com as fibrilas amilóides maduras (BUCCIANTINI, et al., 2002; 

HARDY e SELKOE, 2002). Portanto, investigamos a citotoxicidade associada às 

diferentes formas encontradas durante o processo de formação de fibrilas amilóides de 

apomioglobinas. A forma pré-fibrilar do processo amiloidogênico é geralmente 

caracterizada por oligômeros solúveis, semelhantes à micelas, sendo denominados de 

agregados pré-fibrilares. Vários estudos de viabilidade celular com as formas pré-

fibrilares mostram uma grande toxicidade por parte desses agregados, tendo como 

justificativa a sua estrutura anelar. De acordo com a hipótese do canal, essa estrutura 

insere-se na membrana celular, formando um poro, permeabilizando a mesma, e 

portanto, podendo desregular o balanço iônico da célula, despolarizar a membrana, 

provocar perda da função mitocondrial, e, por fim, podendo resultar na morte da célula 

(KAGAN et al., 2004). Esses agregados pré-fibrilares possuem superfícies hidrofóbicas 

não-nativas expostas que podem interagir de forma prejudicial com outros componentes 

celulares, provocando de alguma maneira a perda da função desses componentes 

(POLVERINO DE LAURETO et al., 2003). Para avaliar a citotoxicidade das diferentes 

formas de agregados do processo amiloidogênico (fibrilas maduras e formas pré-

fibrilares), utilizamos como modelo celular uma linhagem neuronal denominada de N2A 
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(neuroblastoma murino). A viabilidade celular foi avaliada pela capacidade de redução 

do MTT. A redução do MTT é um dos métodos mais utilizados na avaliação da 

citotoxicidade de diversos compostos, devido especialmente à rapidez, simplicidade e 

alta reprodutibilidade do método (SUPINO, 1995). O teste se baseia na capacidade de 

células viáveis reduzirem um sal tetrazólio solúvel (MTT), num precipitado insolúvel 

conhecido como formazan. No processo de redução, os sais de tetrazólio atravessam a 

membrana celular e uma vez dentro do citoplasma, aceitam elétrons de quaisquer 

substratos reduzidos, ou de determinadas enzimas. Esse método é comumente 

considerado um parâmetro de viabilidade mitocondrial, devido à preferência do MTT em 

ser reduzido mediante a ação catalítica da enzima mitocondrial succinato 

desidrogenase (SUPINO, 1995).  

Nos experimentos de citotoxicidade, avaliados pela redução de MTT, células 

N2A foram cultivadas e tratadas como descrito anteriormente, sendo posteriormente 

lisadas com HCl e SDS, e os cristais de formazan dissolvidos adequadamente e a 

absorbância da solução aferida espectrofotometricamente. Avaliamos a citotoxicidade 

das formas nativas, pré-fibrilares e fibrilares das apomioglobinas selvagem e mutantes 

V10F/M131F, H24V/H119F, H36Q, W7F/W14F, apoMb1-123, B_GHA e C_GHAB. 

Observamos uma acentuada diminuição da viabilidade celular nas culturas tratadas 

com as formas pré-fibrilares de todas as proteínas estudadas, com diminuição da 

viablidade superior a 40%. A viabilidade das células incubadas com as formas nativas 

das proteínas, ficaram próximas ao dos controles. 

Apesar dos relatos do teste de redução do MTT ser considerado um parâmetro 

de viabilidade mitocondrial, outros estudos desmonstram que a mitocôndria não tem 

esse papel exclusivo na redução do MTT, já que outras frações subcelulares 

importantes (núcleo, microssomos e citosol) também apresentam capacidade de reduzir 

o MTT (LIU, 1999). Nossos resultados também mostram que houve uma ligeira 

citotoxicidade induzida pelas fibrilas maduras. Esse achado é interessante, tendo-se em 

vista que no processo amiloidogênico, as formas pré-fibrilares, com o tempo, vão se 

modificando morfologicamente, adquirindo formas mais alongadas, denominadas de 

protofilamentos ou protofibrilas, e essas por sua vez se associam para formar as fibrilas 

maduras. O grande destaque desse processo de fibrilização se encontra na formação 
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de estruturas grandes e densas o bastante ao ponto dessas se depositarem, em grande 

quantidade, sobre tecidos e órgãos (HIRSCHIFIELD, 2004); podendo, como 

conseqüência da grande massa desses depósitos protéicos, provocar a ruptura de 

órgãos (PEPYS, 1995). Em suma, nossos resultados da avaliação da citotoxicidade 

induzida pelas diferentes formas dos agregados do processo amiloidogênico, 

corroboram com os demais dados da literatura, os quais, em sua maioria, sugerem que 

o principal mecanismo de citotoxicidade seja a permeabilização da membrana, 

especialmente pelas formas pré-fibrilares (GLABE, 2006). 

 

 

5.7 Chaperonas moleculares na prevenção da agregação amiloidogênica 

 

 

As chaperonas das famílias Hsp40 e sHsps têm a capacidade de ligarem 

proteínas parcialmente desenoveladas através de interações hidrofóbicas (RUDIGER et 

al., 2001); entretanto, sem promover o renovelamento dos substratos (HASLBECK , 

2002). Por essa razão, são denominadas de “holdases”. De maneira geral, as 

“holdases” apresentam e transferem as proteínas parcialmente desenoveladas para 

outra chaperona do tipo “enovelase”, sendo essas as responsáveis por promover o 

renovelamento do substrato (MOGK et al., 2003). Essa relação entre as chaperonas 

“holdases” e “enovelases” é precisamente regulada; fator determinante para a alta 

eficiência no renovelamento dos substratos, sendo que sob condições adversas ao 

enovelamento, esses substratos permanecem ligados às “holdases”, evitando a 

agregação dos mesmos e, após as condições normais serem restabelecidas, os 

substratos são entregues às “enovelases” para o renovelamento (HOFFMANN et al., 

2004). Devido a esse prévio conhecimento, o estudo do papel dessas “holdases” em 

nível funcional e estrutural é de grande interesse no campo biomédico. Constata-se que 

sHsps são bastante expressas em animais com doenças neurodegenerativas (CLARK e 

MUCHOWSKI, 2000), podendo essas proteínas serem potenciais alvos terapêuticos 

contra tais doenças, uma vez que os fatores determinantes da funcionalidade das 

mesmas sejam estabelecidos. Neste projeto, avaliamos a atividade chaperona de duas 
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sHsps de cana-de-açúcar (17 e 18) e da Hsp40 (DjA1) humana, no processo de 

proteção contra agregação/fibrilização da apomioglobina W7F/W14F. Observamos que 

as três chaperonas testadas foram capazes de inibir/proteger a agregação/fibrilização 

do mutante W7F/W14F, com maior eficiência conforme o aumento da proporção molar 

de monômeros de W7F/W14F:Hsp. Comparando-se as duas sHsps de cana-de-açúcar, 

constatou-se que tiveram a capacidade de prevenir a agregação do mutante 

W7F/W14F com eficiência muito parecida nas mesmas razões molares utilizadas. Ao se 

comparar a eficiência da Hsp40 (DjA1) humana contra as sHsps estudadas, os 

resultados mostram que as sHsps previnem em 95% a agregação/fibrilização da 

W7F/W14F na proporção de 1:3 (W7F/W14F:sHsp), sendo esse mesmo efeito obtido 

com a Hsp40 (DjA1) humana na proporção de 1:2 (W7F/W14F:Hsp40). Sabendo-se 

que funcionalmente a Hsp40 (DjA1) humana é dimérica (CHEETHAM e CAPLAN, 1998) 

e as sHsps (17 e 18) de cana-de-açúcar são dodecâmeros (TIROLI e RAMOS, 2007), e 

considerando-se que nos experimentos de atividade chaperona, a razão 

W7F/W14F:Hsp relaciona-se estequiometricamente ao estado monomérico das 

proteínas, conclui-se que a Hsp40 (DjA1) humana é bem mais eficiente do que as 

sHsps avaliadas neste projeto. 

 

 

5.8 Dissociação de fibrilas amilóides por ação da uréia 

 

 

Fibrilas amilóides maduras são geralmente consideradas como agregados 

extremamente organizados, com compacticidade semelhante ou até mesmo superior ao 

encontrado em cristais de proteínas, além de serem resistentes às proteases e agentes 

desnaturantes, tais como uréia e cloreto de guanidina (ZHOU et al., 1996; GUO e 

AKHREMITCHEV, 2008). Com a finalidade de testar a estabilidade das fibrilas 

amilóides de apomioglobinas, realizamos experimentos de dissociação induzida por 

uréia dessas estruturas em duas condições de pH. No protocolo amiloidogênico 

utilizado neste projeto, o pH 9 do meio indutor de fibrilas amilóides é muito próximo do 

ponto isoelétrico (≅ 9) das apomioglobinas, favorecendo o processo de agregação. Nos 
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experimentos de dissociação induzidos por uréia, utilizamos duas condições de pH (7 e 

6) abaixo do pH 9. O experimento em pH 7 foi escolhido para testar o efeito dissociativo 

da uréia contra fibrilas amilóides já formadas e ambientadas em condições fisiológicas, 

mais especificamente, para avaliar o modelo de fibrila amilóide do mutante W7F/W14F, 

mutante esse que forma fibrila amilóide na condição de neutralidade (pH 7), (ao 

contrário das demais apomioglobinas estudadas que foram induzidas à fibrilas 

amilóides em pH 9). A segunda condição (pH 6) utilizada foi escolhida para avaliar o 

efeito de um fator adicional para desestabilizar as proteínas, mais especificamente, 

para proporcionar a protonação do grupo imidazólico das histinas (12 na selvagem e 

W7F/W14F, 11 na H36Q e 10 no H24V/H119F) presentes nas proteínas. Nessa 

condição, ocorre a repulsão de cargas, otimizando uma possível desestabilização do 

agregado amilóide. Nossos resultados mostram que houve uma ligeira diferença do 

efeito dissociativo da uréia nas duas condições de pH, sendo também observado que 

as fibrilas formadas pelos mutantes W7F/W14F e H36Q, se mostraram mais resistentes 

se comparados com a proteína selvagem, enquanto o mutante H24V/H119F foi 

ligeiramente menos resistente. Os dados apresentados são referentes a 24 horas de 

incubação com uréia, sendo, entretanto, observado que mesmo ao se prolongar o 

tempo de exposição das fibrilas à ureia até ≅ 60 horas, não foram observadas 

diferenças do efeito dissociativo da uréia nesses dois tempos. Com base nesses 

resultados, e com o prévio conhecimento que experimentos de dissociação reportam 

diretamente à estabilidade de complexos formados, realçamos a grande utilidade 

desses experimentos para avaliar a diferença de estabilidade de fibrilas amilóides 

provenientes de diferentes proteínas. 
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6 RESUMO DOS RESULTADOS 

 

• Apomioglobinas de baleia foram devidamente expressas em linhagem de E. coli 

BL21(DE3), transformadas com vetor pET-T(7) e purificadas por métodos bem 

estabelecidos;  

• Sete (V10F/M131F, H24V/H119F, H36Q, W7F/W14F, apoMb1-123, B_GHA e 

C_GHAB) dos 19 mutantes de apomioglobina de baleia apresentaram cinética de 

agregação/fibrilização amilóide, significativamente diferente da observada na proteína 

selvagem; 

•  Em geral, a alteração da cinética amiloidogênica em apomioglobinas de baleia 

se mostrou bem correlacionada com os mutantes que afetam a estabilidade do estado 

nativo, tendo sido observado aumento nos que desestabilizam e diminuição nos que 

estabilizam; 

• Análises por difração de raios-X, fluorescência de ThT e dicroísmo circular, 

mostraram que não existem diferenças nas estruturas globais das fibrilas amilóides 

formadas pelos vários mutantes; 

• As diferentes formas amilóides agregadas, encontradas durante o processo 

amiloidogênico, apresentaram citotoxicidade diferenciada frente a um conceituado 

modelo celular, sendo as formas pré-fibrilares as mais citotóxicas; 

• Formas amilóides pré-fibrilares, utilizadas como sementes, mostraram 

considerável capacidade de acelerar o processo amiloidogênico; 

• Fibrilas amilóides maduras se mostraram bem resistentes frente à dissociação 

induzida por uréia; 

• Três modelos de chaperonas moleculares foram eficientes na prevenção da 

agregação/fibrilização do mutante W7F/W14F. 
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7 CONCLUSÕES 

 

• As apomioglobinas aqui estudadas, em condições apropriadas, se mostraram 

capazes de formar fibrilas amilóides com as mesmas propriedades das demais 

amilóides relacionadas às doenças amiloidogênicas reportadas em humanos; 

 
• As fibrilas formadas pelas apomioglobinas selvagem e mutantes pontuais, 

apresentaram estruturas indistinguíveis entre si; esse achado apoia a hipótese 

de que, pelo menos para mutações sítio-dirigidas, fibrilas amilóides ricas em 

estruturas β são estruturalmente idênticas; 

 
• Considerando nosso estudo das fibrilas amilóides maduras, constatamos que 

mutações que facilitam ou inibam o desenovelamento parcial de uma proteína, 

aparentemente não afetam a estrutura final da fibrila amilóide 

formada; entretanto, pode ser possível que os estados pré-amilóides de uma 

proteína selvagem e seus mutantes sejam estruturalmente distintos, ou até 

mesmo que os processos de formação de suas amilóides difiram umas das 

outras. 
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