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O enovelamento protéico é essencial para a correta fungdo biolégica das proteinas.
Diversas situagdes de estresse podem agir induzindo a formagéo de espécies improdutivas
na via de enovelamento, como proteinas mal enoveladas efou até mesmo agregados
protéicos. Para controlar estes eventos, ha a maquinaria de chaperonas moleculares, que
tem por objetivo garantir a homeostase protéica celular. As chaperonas moleculares séo
capazes de ligar e estabilizar um polipeptidio, mas sem contribuir com informagGes para a
sua conformag3o final. Dentro desta maquinaria, o sistema Hsp70 tem um papel central,
sendo responsavel por receber proteinas desenoveladas ou mal enoveladas de outras
chaperonas, podendo auxiliar no reenovelamento e direcionamento para outras
chaperonas moleculares ou para degradacdo. A Hsp70 é regulada por co-chaperonas,
como a Hsp40, que é responsavel pela entrega de proteinas clientes a Hsp70 e pelo
estimulo de sua atividade ATPase. Este trabalho propde a caracterizacéo inicial de uma
Hsp40 tipo | de cana-de-acucar, dada a auséncia de informagdes sobre o mecanismo de
chaperonas moleculares nestas plantas, aliada a relevancia econémica e potencial
aplicagéo biotecnoldgica da cana-de-aglicar. Objetiva-se também neste projeto o estudo de
uma Hsp40 tipo Il de levedura e seus mutantes, a fim de complementar estudos anteriores
e ajudar a compreender a relacéo estrutura-funcéo destas proteinas.
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m/v: massa sobre volume.

Pi: ortofosfato inorgéanico.

PMSF: fluoreto de fenilmetilsulfonila.

Rs: raio de Stokes ou raio hidrodinamico (Ry).

SAXS: do inglés, Small Angle X-ray Scattering, (espalhamento de raios-X a baixo angulo).
SHsp40: Hsp40 tipo | de cana-de-acucar (Saccharum sp).
SDS: dodecil sulfato de sédio.

SDS-PAGE: sodium dodecyl! sulfate-polyacrilamyde gel electrophoresis (eletroforese em
gel de poliacrilamida em presenca de SDS).

SEC-MALS: size exclusion chromatography coupled with multi-angle light scattering
(cromatografia de exclusdo molecular acoplada a um detector multi-dngulo de
espalhamento de luz).

Sis1: Hsp40 tipo Il de levedura.

Sis1A+21.257: proteina mutante da Sis1, com delecdo dos residuos de aminoacidos da
posicao 121 a 257 (dominio G/M e subdominio CTDI)
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Sis1Aq24.174: proteina mutante da Sis1, com dele¢cdo dos residuos de aminodcidos da
posicao 124 a 174 (dominio G/M)

ThT: tioflavina T.

Tris: tris(hidroximetil)Jaminometano.

tRNA: RNA transportador.

UV: ultravioleta

V: volts

VC: volume de coluna.

Ydj1: Hsp40 tipo | de levedura.

&: coeficiente de extingdo molar, em M".cm™.

0: elipticidade, dada em miligraus.
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RESUMO

O enovelamento protéico é essencial para a correta fungdo bioldégica das
proteinas. A existéncia de um ambiente com alta concentracdo dos mais diferentes tipos
de moléculas, dentro da célula, e de diversos tipos de situacdes de estresse, podem agir
induzindo a formacao de espécies improdutivas na via de enovelamento, como proteinas
mal enoveladas e/ou até mesmo agregados protéicos. Para controlar estes eventos, ha a
maquinaria de chaperonas moleculares, que tem por objetivo garantir a homeostase
protéica celular. As chaperonas moleculares sdo capazes de ligar e estabilizar um
polipeptidio, mas sem contribuir com informagdes para a sua conformacéo final. Dentro
desta maquinaria, o sistema Hsp70 tem um papel central, sendo responsavel por receber
proteinas desenoveladas ou mal enoveladas de outras chaperonas, podendo auxiliar no
reenovelamento e direcionamento para outras chaperonas moleculares ou para
degradacdo. A Hsp70 é regulada por co-chaperonas, como a Hsp40, que € responsavel
pela entrega de proteinas clientes a Hsp70 e pelo estimulo da atividade ATPase,
essencial para a funcionalidade da Hsp70. Este trabalho apresenta a caracterizagcao de
uma Hsp40 tipo | de cana-de-agucar, nomeada SHsp40, e 0 estudo de uma Hsp40 tipo Il
de levedura e seus mutantes, a fim de entender a relagdo estrutura-funcao destas
proteinas. A SHsp40 foi expressa em E. coli, purificada e obtida enovelada, como
verificado por dicroismo circular. Além disso, a SHsp40 apresentou atividade chaperona
em experimentos de protecdo ao substrato desenovelado e se comportou como um
dimero alongado em solucdo, como mostrado por SEC-MALS e pela determinacao do
fator de Perrin. Experimentos de desenovelamento térmico monitorado pelo sinal de CD a
222 nm revelaram que a SHsp40 possui pelo menos um intermediario, e a fluorescéncia
de tioflavina T e bis-ANS mostraram que este intermediario € rico em folhas B e
parcialmente desenovelado, caracteristicas de espécies na via de formacao de fibrilas. A
SHsp40 agregada foi examinada por microscopia eletrénica de varredura, que comprovou
sua capacidade de formar de fibrilas. Este trabalho também contribuiu para o estudo de
uma Hsp40 tipo Il de levedura, Sis1, e seus mutantes de delegao, Sis1A124.174 € Sis1Aq21.
os57. Ensaios de fluorescéncia estatica do triptofano, fotoapagamento e anisotropia
mostraram que a delecdo do dominio G/M ndo afetou a estrutura e hidrodinamica de
Sis1A124.174 €M relagcdo a proteina selvagem. Estudos de estabilidade destas proteinas,
realizado anteriormente em nosso grupo de pesquisa e complementado neste trabalho
pelo uso da técnica de SEC-MALS, mostrou que Sis1 e Sis1A;»4.174 foram mais estaveis

que Sis1A121.257, mutante que o dominio G/M e subdominio CTDI estao ausentes.
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ABSTRACT

Correct protein folding is essential for proper protein biological function. There is a
crowded environment and many types of molecules inside the cell and a variety of external
stresses can act inducing unproductive species, as unfolded and/or misfolded proteins and
even protein aggregates. To control these undesired events and ensures the protein
homeostasis there is a molecular chaperone machinery. Molecular chaperones are able to
bind and stabilize polypeptides but with no contributions for their final conformations.
Inside this machinery, the Hsp70 system has a central role and is responsible to receive
unfolded or misfolded proteins from other chaperones, helping in protein refolding and
delivering the clients to other chaperones and even protein targeting for degradation.
Hsp70 is regulated by its co-chaperones, such as Hsp40, which is responsible to client
proteins deliver to Hsp70 and stimulation of its ATPase activity, essential processes for
Hsp70 function. This work presents a sugarcane type | Hsp40 characterization, named
SHsp40, and studies of an yeast type Il Hsp40 and its mutants in order to understand the
structure-function relationship of these proteins. The SHsp40 was expressed in E. coli,
purified and obtained folded, as verified by circular dichroism. Furthermore, SHsp40
presented chaperone activity in unfolded substrate protection experiments and behaved as
an elongated dimer in solution, as shown by SEC-MALS and estimated by Perrin factor.
Thermal-induced unfolding experiments monitored by CD signal at 222 nm revealed that
SHsp40 has at least one intermediate which is populated and tioflavin T and bis-ANS
fluorescence showed that this intermediate is B sheet-rich and partially folded, such as
intermediate species in the fibril formation pathway. The aggregated SHsp40 was
examined by scanning electron microscopy, wich proved its ability to fibril formation. This
work also contributed for the study of an yeast type Il Hsp40, Sis1, and its deletion
mutants, Sis1Ai24.174 and Sis1Ay,1.057. Steady-state tryptophan fluorescence, quenching
and anisotropy assays showed that the G/M domain deletion did not affect the structure
and hydrodynamic properties of Sis1A124.174 in relation to the wild type protein. Stability
studies of these proteins, previously performed in our research group and complemented
in this work by using the SEC-MALS technique, showed that Sis1 and Sis1A;24.174 Were
more stable than Sis1Aiz1257, @ mutant with the G/M domain and CTDI subdomain
absents.
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1. INTRODUGAO
1.1. A estrutura das proteinas

As proteinas sao responsaveis por muitas fungdes bioldgicas nos organismos e
estao entre as macromoléculas mais abundantes e diversificadas da célula (Alberts et al.,
2002). Entre exemplos de proteinas de diversas funcdes biolégicas, temos as enzimas,
responsaveis por catalisar praticamente todas as reacdes quimicas que envolvam
moléculas organicas; as proteinas transportadoras, que ligam moléculas especificas
transportadas de um érgao para outro, como a hemoglobina que transporta o oxigénio do
pulmao até os demais tecidos; as proteinas que trabalham na contragdo, que capacitam
células e organismos a mudarem de forma e se deslocarem no meio; as proteinas
estruturais, as quais fornecem sustentacao e resisténcia, como o coldgeno das cartilagens
e dos tenddes; as proteinas de defesa, como os anticorpos, que sdo capazes de
reconhecer e neutralizar agentes exogenos; as proteinas reguladoras, horménios
protéicos como a insulina, que regula o metabolismo de carboidratos (Lehninger et al.,
2004). Todas essas proteinas, com suas propriedades e fungdes diversas, séo
construidas a partir de variagdes do mesmo grupo de 20 aminoacidos, e cada uma
apresenta sua estrutura espacial definida, diretamente relacionada com sua funcao
desempenhada. A sequéncia de aminoécidos determina os tipos de interagdes possiveis
entre as cadeias laterais, as quais apresentam caracteristicas de carga, volume e
reatividade com agua muito variaveis (Lehninger et al, 2004). A organizacao
tridimensional de uma proteina pode ser descrita em niveis estruturais de complexidade
crescente (Figura 1). A estrutura primaria € a seqiiéncia de aminoacidos e, como
mencionada acima, é determinada geneticamente e é especifica para cada proteina. A
estrutura secunddria descreve as estruturas regulares bidimensionais formadas por
segmentos da cadeia polipeptidica, sendo determinadas principalmente por interacoes
locais. Podem ser do tipo hélice a (Figura 2A), definida como a torcao da cadeia ao redor
de um eixo, mantida por ligacdes de hidrogénio entre a cadeia principal de um residuo de
aminoacido e do quarto residuo subsequente, de forma que as interagbes apresentam-se
paralelamente ao eixo da hélice e as cadeias laterais dos aminoéacidos ficam projetadas
para fora da hélice, pois ndo participam das ligacbes de hidrogénio (Berg et al., 2002;
Lehninger et al., 2004). A folha  (Figura 2B) € outro tipo de estrutura secundaria, também
mantida por ligacdes de hidrogénio, mas neste caso estabelecidas entre cadeias

polipeptidicas diferentes ou entre segmentos ndo necessariamente préximos de uma
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mesma cadeia, exibindo uma conformagao mais estendida que a hélice a, dispostas lado
a lado, o que da um aspecto de uma folha pregueada. As ligacées de hidrogénio neste
caso sao perpendiculares ao eixo das cadeias e 0s grupos laterais dos aminoacidos ficam
projetados para cima e para baixo do plano da folha pregueada (Berg et al., 2002;
Lehninger et al., 2004). O nivel seguinte € a estrutura terciaria, o enovelamento da cadeia
polipeptidica por interacées de regides com estrutura regular (hélice a ou folha ) ou de
regibes sem estrutura definida, permitindo a aproximagdo e a interacdo de regides
distantes (interacées nao locais) na sequéncia polipeptidica, através de ligagdes nao-
covalentes, principalmente entre as cadeias laterais dos aminoacidos (Lehninger et al.,
2004). Por fim, a estrutura quaternaria descreve a associacao de duas ou mais cadeias
polipeptidicas, também chamadas de subunidades, formando uma proteina funcional
oligomérica, mantida por ligagdes, em geral, ndo-covalentes entre as subunidades
(Lehninger et al., 2004).

Estrutura primaria

Ala-Glu-Glu-Ser-Ser-Lys-Ala-Val-....

Estruturas
secundarias

Estrutura tercidria Estrutura quaternaria

Dominio Subunidade 1 Subunidade 2

Figura 1. A estrutura tridimensional das proteinas. Os niveis estruturais no processo de
enovelamento protéico séo classificados de acordo com sua complexidade, em niveis crescentes.
A estrutura primaria é formada Unica e exclusivamente pela sequéncia de aminoacidos da proteina,
enquanto que a estrutura secundaria constitui-se, principalmente, de elementos estruturais
denominados hélice a e folhas 3, formados por intera¢des locais entre os residuos de aminoacidos.
A estrutura terciaria é formada pela relacao entre regides de estrutura regular, podendo porgdes
distantes da cadeia interagirem. Por fim, a estrutura quaternaria é formada pela interagdo de

diferentes subunidades para formar uma unidade protéica ativa. Modificado de Withford, 2005.
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Figura 2. Elementos de estrutura secundaria das proteinas. A) A esquerda, vista lateral da
hélice a, onde as ligagdes de hidrogénio sdo mostradas em linhas pontilhadas. A direita, vista
superior da hélice a mostrando a disposicdo das cadeias laterais (em verde) dos residuos
aminodacidos. B) Estrutura do tipo folha B destacando as ligagdes de hidrogénio por linhas
pontilhadas. Notar a alterndncia das cadeias laterais dos amino&cidos, que numa visao
tridimensional ficariam posicionados acima e abaixo em relagdo a cadeia principal. Modificado de
Withford, 2005.

O processo que leva uma proteina até a sua estrutura tridimensional, passando
por todos os passos citados, chama-se enovelamento. Christian Anfinsen, ao estudar o
problema da desnaturacdo de proteinas como um processo reversivel sob condicées
apropriadas, prop6s que a estrutura tridimensional nativa de uma proteina corresponde ao
minimo global de energia. Em outras palavras, ele propés que a estrutura nativa é
determinada termodinamicamente, sendo constatado que a cadeia polipeptidica
abandona ou retorna facilmente a conformagé&o nativa se as condi¢des do solvente
(ambiente) se afastam ou se aproximam das fisiol6gicas, concluindo que a estrutura
nativa é determinada unicamente pela seqiéncia de aminoacidos da sua cadeia e pelas
condigcdes fisico-quimicas do meio solvente (Harber & Anfisen, 1962; Micheletti et al.,
1999). Portanto, a simples troca de um aminoacido na sequiéncia de uma proteina pode,

em muitos casos, ter conseqiéncias patoldgicas, como a simples troca de um &cido
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glutdmico por uma valina na cadeia  da hemoglobina, provocando a anemia falciforme
(Ingram, 1957). Entretanto, como uma cadeia polipeptidica se enovela até sua estrutura
correta ainda nao é bem estabelecido. Os primeiros trabalhos sugeriram um modelo do
tipo dois estados (Lumry & Biltonen, 1966; Tanford, 1968; Pohl, 1969), ou seja, uma
proteina s6 existiria no estado enovelado ou desenovelado. Levinthal (1969) mostrou que
o enovelamento de proteinas nao deve ocorrer através de uma busca randémica por todo
0 espaco conformacional, pois levaria um tempo astronémico para uma proteina, mesmo
pequena, tentar todas as suas conformacdes possiveis. Ele sugere entdao que a proteina
percorre um caminho de enovelamento bem definido, composto por estados
intermediarios que levam até o estado nativo. Mais tarde, no entanto, alguns trabalhos
com proteinas pequenas ndo identificaram a presenca de intermedidrios na via de
enovelamento (Jackson & Fersht, 1991; Otzen et al, 1994), mostrando que eles néo
devem ser um requisito necessario para o enovelamento de todas as proteinas, embora a
auséncia de intermediarios nunca tenha sido provada. Ja outras proteinas tiveram seus
intermediarios da via de enovelamento isolados e caracterizados (Griko et al., 1988;
Jennings & Wright, 1993; Ramos et al, 2004). De acordo com Ptitsyn (1991), o
enovelamento através de intermediarios pode ser dividido em trés passos: 1) formacao
muito rapida de estruturas secundarias; 2) formac¢ao do intermediario (glébulo compacto
com estrutura secundaria definida, mas sem estrutura terciaria rigida); 3) formagéao da
estrutura nativa, responsavel pela fungao.

Em 1995, Baldwin propdés uma nova visdo para o enovelamento de proteinas,
baseada em teorias de mecanica estatistica e estudos de simulacdo do enovelamento
protéico (Bryngelson & Wolynes, 1987; Shakhnovich et al., 1991; Dill et al., 1993). Neste
modelo, o processo de enovelamento € visto como um funil tridimensional (Figura 3). No
topo do funil temos um grande niumero de conformagdes com alta energia, representando
o estado desenovelado, e o enovelamento se da com o afunilamento estrutrural e
energético, quando o numero de conformagdes possiveis e a energia livre da molécula
vao diminuindo até a proteina alcangar o estado nativo, aquele de menor energia livre.
Essa nova visdo sugere que as proteinas podem percorrer diversos caminhos possiveis
para se enovelar, 0 que explica porque as proteinas geralmente sdo resistentes as
mutagdes (exceto aquelas mutagdes que rompem interagdes essenciais para a
manutencado da estrutura nativa), ja que quando uma mutagdo bloqueia uma rota de
enovelamento, a proteina pode seguir um caminho alternativo para chegar ao seu estado
nativo (Radford et al., 1992). O funil pode ser liso, no caso de enovelamento do tipo dois
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estados; ou rugoso, quando apresenta intermediarios. Os intermediarios sdo minimos
locais de energia e existe uma discussdo se eles desaceleram o enovelamento, pois
existiriam vias mais rapidas até o estado nativo (Radford et al., 1992; Sosnick et al.1994),
ou se a presenca de alguns intermediarios poderia acelerar o enovelamento (Wagner &
Kiefhaber, 1999). Ainda, algumas vias de enovelamento em um funil podem levar a um
vale de baixa energia, superior ao do estado nativo e com uma barreira energética muito
alta, prendendo a proteina nessa conformacao nao nativa, como acontece na formagéao

de agregados irreversiveis e fibrilas amil6ides.

SoISTULE

Figura 3. Funil tridimensional do enovelamento de proteinas. No topo do funil, onde a energia
livre é maior, h4 maior nimero de conformagdes que podem ser adotadas pela proteina. No
entanto, conforme o polipeptidio vai se enovelando, no modelo de dois estados ou através de
intermediarios, o nimero de conformagdes possiveis diminui concomitante a diminuicao da energia
livre. Por fim, a estrutura nativa de uma proteina corresponde a conformacédo de menor energia
livre, a extremidade esquerda inferior do funil. Em alguns casos, a proteina alcanca uma
conformacao de baixa energia livre, mas nao nativa (extremidade inferior direita do funil, indicada
pela seta vermelha tracejada), o que pode resultar na formacdo de espécies improdutivas e
irreversiveis devido a alta barreira energética existente para sair deste estado. Imagem retirada de

http://portfolio.scistyle.com/#296883/Protein-Folding-Funnel.
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Até alguns anos atras, a formagdo de agregados era considerada um artefato
quando se trabalhava com proteinas, sendo, portanto, o agregado separado da fracao
soluvel e descartado. Recentemente, ao se estabelecer que doengcas amiléides sao
provocadas pelo enovelamento incorreto e agregacao de proteinas que se depositam nos
tecidos, é que voltou-se a atencdo aos estudos de agregados protéicos (Prusiner, 1982;
Thomas et al., 1995; Ramos & Ferreira, 2005).

1.2. O enovelamento de proteinas nas células

O ambiente celular é extremamente complexo, contendo diversos tipos de
macromoléculas cuja concentragdo pode chegar a 400 mg/ml (Ellis, 2001). Em um
ambiente tdo concentrado se faz necessario um sistema especial para impedir o
enovelamento incorreto de proteinas ou associagcdes indevidas entre proteinas
parcialmente enoveladas, ou ainda para eliminar agregados irreversiveis que possam se
tornar prejudiciais as células.

Existe nas células um elaborado sistema capaz de prevenir o enovelamento
incorreto e a agregacao de proteinas, composto pelas chaperonas moleculares (Borges &
Ramos, 2005; Tiroli-Cepeda & Ramos, 2011). Chaperonas, de uma maneira geral, sao
proteinas que ligam e estabilizam polipeptideos, facilitando seu enovelamento correto
sem interferir na conformacao protéica final (Hendrick & Hartl, 1993; Martin & Hartl, 1997;
Hartl & Hayer-Hartl, 2002). As chaperonas também participam da translocacdo de
proteinas através de membranas (Hartl & Hayer-Hartl, 2002), na entrega de substratos
para protedlise (Schirmer et al, 1996) e na recuperagdo de proteinas agregadas
(Sanchez & Lindquist, 1990). As chaperonas moleculares também s&o chamadas de
proteinas de choque-térmico ou Hsp (do inglés, heat shock protein), pois sua sintese é
aumentada em células submetidas ao estresse térmico. Atualmente, ja € estabelecido que
estas proteinas respondem também a outros tipos de estresses e muitas delas sao
expressas constitutivamente (Lindquist & Craig, 1988).

1.2.1. Sistema Hsp70

O sistema Hsp70, essencial em muitos processos celulares, é composto
basicamente por trés familias de proteinas: Hsp70, ou DnaK em E. coli, e suas co-
chaperonas, Hsp40, ou DnaJ em E. coli, e GrpE, um fator de troca de nucleotideos
necessario para as Hsp70s de origem procariética e a Hsp70 mitocondrial (Hartl, 1996).

As Hsp70s, com o auxilio de suas co-chaperonas, ligam peptideos nascentes nos
24



ribossomos, prevenindo o0 enovelamento incorreto ou a agregacao; auxiliam no processo
de translocacdo de proteinas do citosol para a mitocdndria e reticulo endoplasmatico;
previnem agregacao induzida por situacées de estresse; recuperam agregados oOu 0S
transportam para protedlise (Mayer et al., 2001; Hendrick et al., 1993). Enfim, o sistema
Hsp70 pode ser considerado um pivé central que recebe e distribui os substratos
(proteinas em via de enovelamento, mal enoveladas ou agregadas) entre as demais
familias de chaperonas moleculares (Borges & Ramos, 2005). As Hsp70s possuem
massa molecular de cerca de 70 kDa e sao divididas em dois dominios: o dominio de
ligacdo ao nucleotideo ATP/ADP (DLN), de aproximadamente 45 kDa, com atividade
ATPase; e o dominio de ligacao ao substrato (DLS), de aproximadamente 25 kDa, capaz
de interagir com sequUéncias de aminoacidos hidrofébicos.

Estas proteinas podem ainda ser divididas em trés subfamilias, de acordo com as
propriedades de dissociagdo de nucleotideos:

-DnaK: possui alta afinidade por nucleotideos, necessitando da co-chaperone
GrpE para a troca de ADP por ATP. Sao as Hsp70s procaribticas ou de organelas
eucariéticas (Brehmer et al., 2001).

-Hsc70: apresenta uma constante de dissociagdo por ADP+Pi vinte vezes maior do
que a DnaK. Estdo presentes no citoplasma de eucariotos e apresentam sintese
constitutiva (Brehmer et al., 2001).

-HscA: apresenta uma constante de dissociacdo por ADP+Pi 700 vezes maior do
que a da DnaK e é menos conservada. Pode ser encontrada em procariotos e eucariotos
(Brehmer et al., 2001).

O funcionamento do sistema Hsp70 pode ser descrito por um ciclo (Mayer et al.,
2001), como mostra a figura 4. O DLS apresenta baixa afinidade por substrato quando o
DLN esta ligado ao ATP. O substrato, transportado pela Hsp40, liga-se ao DLS e as
interagé@o do substrato e da Hsp40 estimulam, concomitantemente, a atividade ATPase da
Hsp70 (Laufen et al., 1999). O DLN, ligado ao ADP, provoca mudangas conformacionais
no DLS, que passa a ter alta afinidade pelo substrato (Mayer et al., 2001). Algumas
Hsp70s, nesta etapa, necessitam de outra co-chaperona para trocar o ADP do DLN por
outro ATP, disponibilizando a Hsp70 para um novo ciclo, como é o caso da acao da GrpE
sobre a DnaK em E. coli (Liberek et al., 1991).
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Agregado protéico
El Proteina nativa
@ Proteina desenovelada

Figura 4. Esquema do ciclo da Hsp70. A proteina desenovelada (D) é ligada a Hsp40, que por
sua vez interage com a Hsp70 ligada ao ATP, concomitantemente a entrega do substrato para a
Hsp70. Deste modo, a atividade ATPase da Hsp70 é estimulada. Apos a conversdo de ATP para
ADP + Pi pela Hsp70, a co-chaperona Hsp40 se desliga do complexo. A Hsp70 atua no
enovelamento da proteina cliente e, através de fatores que estimulam a troca de ADP por ATP,

volta a sua forma inicial (ligada a ATP) para iniciar um novo ciclo. Modificado de Cyr, 2008.

1.2.1.1. Hsp40

As Hsp40s séo proteinas de aproximadamente 40 kDa e definidas pela presenca
de um dominio altamente conservado, o dominio J, com cerca de 70 residuos de
amino@cidos, formando quatro hélices nomeadas de hélices | até IV (Hill et al., 1995).
Entre as hélices Il e lll existe uma alga com a sequéncia histidina/prolina/acido aspartico
(HPD) altamente conservada (Qian et al., 1996), essencial para a interacdo com a Hsp70
(Greene et al, 1998). As Hsp40s sdo consideradas co-chaperonas das Hsp70s pela
capacidade de ligar substratos e entrega-los a Hsp70, bem como estimular sua atividade
ATPase.

A familia de proteinas Hsp40 é bastante diversa e uma categorizacao bastante
aceita propde a divisdo em trés grupos (figura 5), baseado na composigdo dos dominios
(Cheetham & Caplan, 1998). As Hsp40s do tipo | apresentam, além do dominio J, uma
regido desestruturada e rica em glicinas e fenilalaninas, que parece funcionar como uma
dobradica entre o dominio J e o dominio rico em cisteinas. Este ultimo é formado por
quatro repeticoes do motivo CxxCxGxC, onde x representa qualquer residuo de

aminodcido, e se enovela de maneira dependente de zinco, ligando um ion zinco a cada
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dois motivos (Szabo et al., 1996; Banecki et al., 1996). Por fim, ha o dominio C-terminal,
formado basicamente por folhas B e responsavel pela dimerizagéo da proteina e interagéao
da chaperona com o substrato, assim como o dominio rico em cisteinas (Li et al., 2003).
Este dominio C-terminal pode ser dividido nos subdominios C-terminal | (CTDI) e Il
(CTDH). As Hsp40s do tipo Il ndo apresentam o dominio rico em cisteinas, possuindo em
seu lugar uma regido rica em residuos de glicina e metionina. Por ultimo, Hsp40s do tipo
Il apresentam apenas o dominio J, sem posicao definida. Hsp40s dos tipos | e Il se
comportam como dimeros, mas diferencas na composi¢cao de dominios fazem com que o
posicionamento relativo dos dominios J seja distinto, como mostra a figura 6 (Borges et
al., 2005; Ramos et al., 2008). Ainda, as regides centrais das Hsp40 tipo | e Il séo
responsaveis por controlar a distribuicdo espacial do dominio J e a especificidade
funcional aos substratos para cada tipo de Hsp40, como mostrado por Ramos et al.
(2008) e Fan et al. (2004) em experimentos com mutantes de permutagdo dos dominios
das Hsp40s. Quando a regido central de Sis1 (Figura 7), uma Hsp40 tipo Il de levedura, é
substituida pela regiao central de Ydj1 (Figura 7), uma Hsp40 tipo | de levedura, a posicéao
relativa dos dominios J do dimero é semelhante aquela encontrada para Ydj1 selvagem
(Figura 6B), assim como a atividade funcional. De igual maneira, quando a regido central
de Ydj1 é substituida pela regiao central de Sis1, a distribuicédo espacial dos dominios J e
a atividade funcional sdo muito parecidas com aquelas encontradas para Sis1 selvagem
(Figura 6B).
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Figura 5. Estrutura e distribuicao dos dominios nos diferentes tipos de Hsp40. As Hsp40s do
tipo | e Il apresentam um dominio J no N-terminal (em vermelho, ver estrutura), uma regiéo
desestruturada e rica em aminoacidos glicina e fenilalanina (G/F, em cinza) e um dominio C-
terminal de dimerizacao e ligagdo ao substrato (estruturas em verde, para o tipo |, € em azul, para
o tipo Il), que pode ser dividido nos subdominios | e Il, ou CTDI e CTDII, respectivamente. As
Hsp40s do tipo | contém uma regiao rica em cisteina (Cys, estrutura em amarelo), com os motivos
CxxCxGxC, diferentemente das Hsp40s tipo Il que possuem uma regido rica em glicinas e
metioninas (G/M, em cinza). As Hsp40s do tipo Il apresentam o dominio J localizado em qualquer
parte da cadeia polipeptidica. (PDB - Dominio J Sis1: 2037; C-terminal e regido rica em cisteinas
da Ydj1: INLT; C-terminal da Hdj1: 2QLD).
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Figura 6. Modelo das Hsp40s determinado por SAXS. A) Modelo do envelope de Hsp40s
humanas do tipo | (acima) e Il (abaixo). Em vermelho esta destacado o dominio J. B) Envelopes
das Hsp40s de levedura do tipo I, Ydj1 (a esquerda), e do tipo Il, Sis1 (a direita), onde o dominio J
esta em azul. Notar a distinta localizagéo espacial do dominio J, que é diferente entre os dois tipos
de Hsp40, mas conservado nas proteinas de diferentes organismos. Modificado de Borges et al.,
2005 e Ramos et al., 2008.
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Figura 7. Estrutura primaria, distribuicao de dominios e alinhamento das Hsp40s modelos de
levedura, Sis1 e Ydj1. As chaperonas moleculares Hsp40 de levedura, Ydji e Sisi
(representantes das Hsp40s do tipo | e do tipo Il, respectivamente) apresentam diferengas em suas
estruturas primarias, que podem ser visualizadas em detalhes no alinhamento. Os maddulos
centrais na estrutura primaria destas proteinas, compreendidos pelo dominio rico em cisteina, em
Ydj1, dominio G/M, em Sis1, e subdominio CTDI para ambas as proteinas, parecem responsaveis
pela posicdo espacial relativa do dominio J e especificidade pelo substrato dentre estes dois
diferentes tipos de Hsp40, como mostrado por Fan et al. (2004) e Ramos et al. (2008). Em
vermelho, motivo HPD do dominio J; em verde, motivos CxxCxGxC da regiao rica em residuos de
cisteina; e em azul, residuos de triptofano encontrados na estrutura primaria das proteinas.
Modificado de Ramos et al., 2008.

As Hsp40s tipo Il trabalham de uma maneira dependente da Hsp70, no entanto ha
evidéncias de que as Hsp40s tipo | podem funcionar como chaperonas por si s0, gracas a
presenca do dominio de ligagdo ao zinco (Langer et al., 1992; Cyr, 1995; Prip-Buus et al.,
1996). Embora o enovelamento ndo ocorra na auséncia de Hsp70 (Szabo et al., 1994;
Levy et al., 1995), essas Hsp40 s&o capazes de manter o substrato em uma conformagao

capaz de ser reenovelado, e por isso € considerada uma “holdase”, ou seja, ligam
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peptideos parcialmente enovelados, prevenindo a agregagdo, mas sem auxiliar no
reenovelamento. As chaperonas do tipo “holdases” sao, geralmente, independentes de
ATP e entregam o substrato para chaperonas do tipo “foldases” ou para o sistema
proteolitico (Beissinger & Buchner, 1998). A atividade de reenovelamento é realizada
pelas chaperonas do tipo “foldases”, que funcionam de maneira dependente de ATP,
como por exemplo, a familia Hsp70 (Beissinger & Buchner, 1998).

A familia das Hsp40 é muito mais numerosa e diversa em estrutura e fungéo do
que a familia das Hsp70 e membros dessa ultima estdo geralmente co-localizados com
multiplos membros das Hsp40. Assim, uma unica forma de Hsp70 pode interagir com
diferentes tipos de Hsp40, gerando pares especificos Hsp70:Hsp40 com diferentes
atividades e em locais distintos na célula (Caplan et al., 1992; Ungermann et al., 1994;
Meacham et al., 1999; Gall et al., 2000). De uma maneira geral, as Hsp40 agem como um
fator de selecao de substratos para as Hsp70 (Rudiger et al., 2001).

1.3. Agregados amildides

O termo amiléide foi utilizado pela primeira vez por Rudolph Virchow, em 1854,
devido a capacidade do material se corar em azul quando tratado com iodo, semelhante
ao que acontece com o amido vegetal. Cinco anos mais tarde, Friedreich e Kekule
mostraram que aquele material amildide era composto por proteinas e nao por
carboidratos. Somente em 1980, Glenner demonstrou a presencga de fibrilas de proteinas
com estrutura em folha beta pregueada, estabelecendo o conceito de beta-fibriloses.

As fibrilas compartiiham caracteristicas estruturais (Sunde & Blake, 1997) e
mecanismos de toxicidade (Caughey & Lansbury, 2003). Sdo longas, ndao ramificadas,
compostas por folhas B orientadas perpendicularmente ao eixo da fibra (Sunde & Blake,
1997; Jiménez et al., 1999; Petkova et al., 2002), como mostra a figura 8. Tal organiza¢ao
estrutural faz com que as fibrilas amil6ides liguem corantes especificos, como vermelho
de Congo (Cohen, 1965) e tioflavina T (Vassar & Culling, 1959), além de um padrdo de
difracao de raios-X caracteristico, no qual se pode observar duas reflexées, sendo uma
centrada aproximadamente em 4,7 A (com poucas variagdes), indicativa da distancia
entre as ligagbes de hidrogénio que ocorrem entre as fitas-f de cada folha-p (Bonar et al.,
1969); e outra mais difusa, centrada aproximadamente em 9,5-11 A, indicativa da
distancia entre as folhas-f que compdem a fibrila amiléide (Sunde et al.,, 1997), e que
pode variar de acordo com a composicdo das cadeias laterais dos residuos de
aminoacidos da proteina (Arnott et al., 1967).
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Alguns trabalhos tém sugerido que a capacidade de formar fibrilas seja uma
caracteristica de qualquer cadeia polipeptidica (Chiti et al, 1999). Embora as
propriedades de formacdo de fibrila parecam genéricas, a propensdo com que cada
cadeia polipeptidica venha a se converter em tal estrutura varia muito dependendo das
caracteristicas fisico-quimicas do polipeptideo, como distribuicio de cargas,
hidrofobicidade e estrutura secundaria preferencial (DuBay et al., 2004; Linding et al.,
2004), e também das condicoes as quais a proteina € submetida. Situagcdes como baixo
pH (Lai et al., 1996) ou alto (Correa & Ramos, 2009), aumento de temperatura (Krebs,
2000) ou adicao de baixas concentracées de denaturantes quimicos (Higurashi et al.,
2005) levam uma proteina até um estado parcialmente desenovelado, aumentando a
chance de interagdes ndo nativas.

A amiloidogénese é um processo tipico de nucleagdo, como acontece na
cristalizagéo, ou seja, apresenta uma fase lag, provavelmente porque a associagao inicial
das cadeias polipeptidicas € um processo energeticamente desfavoravel. Mas, uma vez
formado um ndcleo ou um oligbmero, a adicdo de novos polipeptideos é
termodinamicamente favoravel, tornando essa segunda fase mais rapida (Bader et al.
2006). Portanto, a fase lag pode ser eliminada pela adigcdo de fibrilas pré-formadas a
solu¢do, mecanismo que recebe o nome de semeadura (Harper & Lansbury, 1997), assim
como acontece no processo de cristalizacdo. Mais especificamente, a primeira fase do
processo amiloidogénico envolve a formagao de oligbmeros sollveis semelhantes a
micelas quando vistos por microscopia eletrdnica e sdo chamados de agregados pré-
fibrilares.
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Figura 8. Modelo de fibrila amiléide gerado a partir de criomicroscopia eletrénica. A
esquerda, modelo de uma fibrila amiléide madura construido a partir do mapa de densidade obtido
por criomicroscopia eletronica. A direita, ampliagdo do modelo de fibrila amiléide mostrando a
disposicao das folhas 3 na estrutura da fibra. Notar as folhas 3 orientadas perpendicularmente e se
torcendo em relagéo ao eixo da fibrila. (Modificado de Zhang et al., 2009)

1.4. Justificativa e resultados prévios relacionados ao estudo das Hsp40s de cana-
de-acucar e de levedura.

Primeiramente, propomos neste trabalho a caracterizacdo inédita de uma Hsp40
de cana-de-acucar. Plantas sdo organismos sésseis que sao acometidos por uma ampla
variedade de estresses (térmico, hidrico, quimico, etc.), os quais podem agir induzindo o
enovelamento incorreto, desenovelamento e agregacdo protéica. Sendo assim, o
entendimento do mecanismo das chaperonas moleculares nestes organismos torna-se
importante e interessante. O estudo de chaperonas moleculares em cana-de-agucar, em
especial da familia Hsp40, pode ser justificado pela importancia destas proteinas. Em
2001, Borges et al. observaram que 1,8% dos genes expressos em cana-de-agucar
codificam para chaperonas moleculares e deste total, 43% sao respectivos a Hsp70 e co-
chaperonas, como a Hsp40) e pelo valor econémico e biotecnoldgico que o organismo em
questao possui, além da auséncia de trabalhos relativos a chaperonas moleculares, em
especial o sistema Hsp70-Hsp40, em cana-de-agucar.
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Segundo, neste trabalho também é proposta a continuacdo de um estudo da
relacdo estrutura-funcédo de chaperonas moleculares de levedura, no caso uma Hsp40
tipo I, nomeada Sis1 (Figura 9). Sis1 é uma proteina essencial, sendo que a delecao do
gene sis1 é letal para a levedura. No entanto, alguns polipeptidios truncados tém a
capacidade de complementar este fen6tipo: o dominio J de Sis1 conectado ao dominio
G/F e mutantes de Sis1 onde o dominio G/F foi deletado, mas o dominio G/M mantido
(Yan & Craig, 1999). Como citado anteriormente e aqui descrito em mais detalhes, em
2004, Fan et al. estudaram dois mutantes de permutacdo da Hsp40 de levedura: o
primeiro, chamado SYS, formado pelos dominios J e G/F da Sis1 (S), dominio rico em
residuos de cisteina e subdominio CTDI da Ydj1 (Y), e CTDII da Sis1 (S); ja o segundo
mutante, YSY, possuia os dominios J e G/F da Ydj1 (Y), o dominios G/M e o subdominio
CTDI da Sis1 (S) e o subdominio CTDII da Ydj1 (Y). Interessantemente, estes mutantes
apresentaram suas atividades chaperona de Hsp40 trocadas, ou seja, SYS assemelhou-
se a Ydj1 e YSY a Sis1, sugerindo que as regides centrais dos tipos | e Il de Hsp40
controlam a especificidade destas chaperonas moleculares aos seus substratos. Em
2008, Ramos et al. mostraram que nestes mutantes quiméricos os médulos centrais na
estrutura das Hsp40s de levedura sdo responsaveis pelas diferentes localizagdes
espaciais dos dominios J entre as Hsp40s tipo | e Il.

Para entender melhor a relevancia das regiées centrais na estrutura-funcao das
Hsp40s tipo Il, dois mutantes de delecdo de Sis1 foram construidos (Figura 9): Sis1A;z4.
174, que possui a delecdo do dominio G/M, e Sis1 Ajz1.257, 0 qual tem o dominio G/M e
subdominio CTDI ausentes. Resultados anteriores ndo publicados, obtidos pelo nosso
grupo de pesquisa e por meio de comunicacao pessoal com outros grupos colaboradores,
revelaram algumas caracteristicas estruturais e funcionais destes mutantes comparados a
proteina Sis1 selvagem. As delegdes do dominio G/M e dominio G/M + subdominio CTDI
diminuiram, aproximadamente, em 50% a habilidade de Sis1 ligar proteinas clientes,
enquanto que a interacdo do dominio J com a Hsp70 parece nao ter sofrido efeito. A
ligacao de Sis1 a Hsp70 também foi testada e a delegdo do dominio G/M parece néo ter
causado efeito nesta interagdo. Ja4 a delegcdo do dominio G/M + subdomino CTDI aboliu
cerca de 50% da interagdo Sis1-Hsp70. Em ensaios para avaliar o reenovelamento da
luciferase desnaturada, Sis1A+24.174 perdeu 40% de sua habilidade de auxiliar a Hsp70 no
reenovelamento. No mutante Sis1Ai»1.057, @ habilidade de cooperar com a Hsp70 foi
ausente. Em conjunto, estes resultados sugerem que: 1) a delegcdo do dominio G/M de
Sis1 afeta a sua habilidade de ligar a luciferase desnaturada, mas nao tem efeito na
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regulacdo da atividade ATPase da Hsp70, sugerindo que o dominio J mantém sua correta
conformacéao e funcionalidade; 2) o dominio G/M e o subdominio CTDI executam papéis
essenciais na selecao do substrato e entrega para a Hsp70. A auséncia da regiao G/M e
CTDI poderia afetar a interagdo de Sis1 com o substrato e/ou a estrutura de Sis1A21.257 €
menor que Sis1, prejudicando sua interacdo com a Hsp70 e posterior transferéncia do
substrato; 3) o dominio G/M pode estar envolvido na ligagdo do substrato e/ou na
transferéncia para a Hsp70, pois localiza-se adjacente a fenda hidrofébica no subdominio
CTDI e é rico em residuos de metionina, um aminoacido que possui cadeia lateral
hidrofébica, o que pode auxiliar na formacao de um sitio funcional de ligagdo ao substrato.
Em relacdo a estrutura, as proteinas mutantes apresentaram-se bem enoveladas,
diméricas e com médio grau de empacotamento, assim como Sis1. Modelos de baixa
resolucdo obtidos para Sis1 e mutantes mostraram que a delecdo do dominio G/M
somente ou com a auséncia do subdominio CTDI causaram pequeno impacto na
estrutura geral de Sis1. No entanto, estes dominios centrais sdo importantes para a
ligagdo ao substrato e manutengdo do dominio J em posi¢des relativas especificas. Em
experimentos de estabilidade térmica, Sis1 e Sis1Aix4.174 apresentaram perfis de
desenovelamento muito similares, ambas com duas transicdes sobrepostas. Este
resultado poderia ser esperado, visto que a proteina mutante difere da selvagem pela
auséncia de 50 residuos de aminoacidos, a regiao G/M, na por¢ado central da estrutura
primaria de Sis1. Em contraste, observaram-se para Sis1Aq2125;,, uma proteina
estruturalmente mais distinta de Sis1, duas transicbes bem separadas. Em estudos
utilizando dicroismo circular como sonda e um agente quimico como desnaturante,
Sis1Ai»1.057 desenovelou em menor concentragcdo de uréia que Sis1 e Sis1Ai24.174.
Experimentos de ultracentrifugagdo analitica mostraram que Sis1 e Sis1Aip4.174, €M
resposta a concentracdes crescentes de uréia, apresentaram efeitos similares em seus
coeficientes de sedimentacdo, ao passo que Sis1Aq»057 foi diferente. Variacbes no
coeficiente de sedimentagcdo podem ser relacionadas a mudangcas conformacionais
causadas por ligantes, temperatura, pH e mudangas no estado oligomérico das
proteinas, entre outros. Como a uréia é um agente desnaturante, estes resultados
sugeriram que dimeros de Sis1Ay1.057 sofreram dissociacdo em mondmeros em
concentragdes menores de uréia que Sis1 e Sis1A;24.174. Com 0 intuito de gerar dados
para corroborar com os experimentos de ultracentrifugacdo analitica e para identificar

possiveis diferengas estruturais entre Sis1 e Sis1A124.174, UM mutante com caracteristicas
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muito similares aquelas da proteina selvagem, propomos utilizar outras técnicas biofisicas

para enriquecer o estudo da relacao estrutura-fungao desta Hsp40 tipo Il de levedura.

Met1
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Figura 9. Distribuicido de dominios na estrutura de Sis1 selvagem e de seus mutantes
Sis1A124.174 € Sis1A21.257. Para o estudo da relagdo estrutura-funcao de Sis1, uma Hsp40 tipo Il de
levedura, foram construidos dois mutantes de delegdo: Sis1Aip4.174 © Sis1Az1057. O primeiro
mutante possui uma delecdo de 50 residuos de aminoécidos, correspondentes ao dominio (G/M),
enquanto que o segundo mutante possui 130 residuos de aminoacidos, respectivos ao G/M e ao
subdominio CTDI do C-terminal, deletados. A estrutura cristalografica do dominio J (azul; PDB:
2037) e dominio C-terminal (PDB: 1C3G), subdominios CTDI (verde) e CTDIl (vermelho), bem
como os residuos de aminodacidos de inicio e término de cada dominio na estrutura primaria de

Sis1, sdo mostrados. Os dominios G/F e G/M nao possuem estrutura cristalografica resolvida.



2. OBJETIVOS
2.1. Objetivos gerais

Caracterizar e estudar a relacdo estrutura-funcao das chaperonas moleculares
Hsp40 por meio de técnicas de biologia molecular, bioquimica e biofisica molecular. Para
isto, uma Hsp40 de cana-de-agucar (SHsp40) e uma Hsp40 de levedura, Sis1, incluindo
seus mutantes de delecao, foram utilizadas neste trabalho.

2.2. Objetivos especificos

A primeira parte deste trabalho se resume na caracterizac¢ao inicial de uma Hsp40
de cana-de-acucar, identificada pela primeira vez em nosso grupo e cujo 0 presente
trabalho caracterizou como sendo do tipo |. Para tanto, os objetivos especificos foram:

= A partir de ferramentas de bioinformatica, determinar a qual tipo de Hsp40 a

SHsp40 pertence.

= Realizar a expressao heterdloga e purificar a proteina recombinante.

= Analisar a atividade chaperona da SHsp40.

= Caracterizar o estado oligomérico, forma e estabilidade desta proteina por meio de
técnicas espectroscoépicas e hidrodinamicas.

A segunda parte deste trabalho dedicou-se a complementar os estudos de uma Hsp40
tipo Il de levedura (Sis1) e seus mutantes de delecdo, cuja caracterizacao inicial, descrita
acima, foi realizada em nosso grupo de pesquisa € por grupos colaboradores. Neste
contexto, as metas estabelecidas foram:
= Complementar o estudo relativo a conformacao da Sis1 selvagem e seu mutante
Sis1A124.174 para identificar possiveis diferencas estruturais causadas pela delecao
do dominio G/M.

= Estudar a estabilidade da proteina selvagem (Sis1) e de seus mutantes, Sis1A124.
172 € Sis1A+21057, analisando o estado oligomérico das proteinas em diferentes

concentracdes de agente desnaturante.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Sistema pET e vetores para expressao de proteinas recombinantes

Para a producao de proteinas recombinantes, foi utilizado o sistema pET (Studier
et al., 1990). Para tanto, os cDNAs de interesse foram inseridos em vetores de expressao
que estao sob o controle do sistema T7, no qual o cDNA de interesse é clonado sob o
controle do promotor T7, como mostra a figura 10. Devido a alta especificidade deste
promotor, a expressdo do cDNA de interesse somente ira ocorrer quando a T7 RNA
polimerase do virus DE3 estiver presente. As cepas de E. coli BL21 (DE3) possuem,
integradas em seu cromossomo, o préfago do bacteriéfago DE3, que é lisogénico. No
préfago, a expressdo da T7 RNA polimerase (gene 1 da T7) esta sob o controle do
promotor lacUV5 do operon lac, que € mantido reprimido na presencga de glicose e na
auséncia de 1,6-alolactose, indutor natural e derivado da lactose. O produto do gene /ac |,
repressor que, quando ligado ao operador /ac o (presente no profago DE3 e no vetor),
impede a expressdo da T7 RNA polimerase e da proteina de interesse. Entretanto,
quando € acrescentado IPTG (isopropil-B-D-galactosideo), um andlogo da 1,6-alolactose,
o repressor se desliga do operador e permite a expressao da T7 RNA polimerase do
bacteriéfago DE3 e sua atividade de transcricdo em cima do cDNA de interesse clonado
em vetor pET. Como a RNA polimerase do bacteriéfago tem uma eficiéncia cinco vezes
maior do que a da bactéria, a proteina de interesse é produzida em grande quantidade,
sendo a maquinaria de sintese protéica bacteriana praticamente toda recrutada para tal
finalidade.

O gene que codifica para a SHsp40 foi clonado em vetor pET28a, que permite que
a proteina de interesse seja expressa fusionada a uma cauda de hexa-histidina (HISg) em
seu N-terminal para facilitar a purificacdo. Esta cauda de hexa-histidina € composta por 20
aminoacidos (MGSSHHHHHHSSGLVPRGSH) e apresenta um sitio de clivagem para a
protease trombina, para casos em que a cauda necessite ser removida.

Os genes codificantes para Sis1, Sis1Ai24.174 € Sis1A21.057 foram clonados em
vetor pET11a e fornecidas pelo colaborador do grupo, da universidade da Carolina do
Norte. Este vetor foi utilizado para expressar as proteinas recombinantes sem que
houvesse fusao de qualquer sequéncia de aminoacidos aquelas das proteinas.
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Figura 10. Esquema ilustrativo do sistema pET. No cromossomo da célula bacteriana E.coli

BI21(DE3) esta integrado o gene da T7 RNA polimerase (gene 1 da T7) do bacteriéfago DES3,
controlado pelo promotor lacUV5 do operon lac o, € 0 gene /ac |, cujo produto inibe o promotor do
lac 0. No vetor pET, o cDNA de interesse é mantido sob controle do promotor T7 dentro do
operador /ac o, que é também regulado pelo produto do gene /ac I. Quando adicionado IPTG ao
meio de cultura da bactéria, o produto do gene lac | € inibido, se desligando do promotor do
operador /ac o, presente tanto no cromossomo quanto no vetor pET, permitindo a expressédo da T7
RNA polimerase viral, que se liga ao seu promotor presente no vetor pET realizando a expressao
da proteina de interesse codificada pelo cDNA clonado. llustragdo modificada do manual do
sistema pET (Novagen).

3.2. Linhagens de bactérias

Durante o desenvolvimento deste trabalho, foram utilizadas as seguintes linhagens
de E.colr:

DH5a (Hanahan, 1983) (Invitrogen) — Destinada a multiplicagdo e manutencéo de
vetores plasmidiais.

BI21(DE3) (Stratagene) — Usada para expressao de proteinas recombinantes, esta
linhagem apresenta a delegao da protease /on e da protease de membrana externa ompT,
que geralmente degradam proteinas durante a purificagdo (Grodberg & Dunn, 1988).
Outra caracteristica da linhagem € o gene que codifica para a enzima T7 RNA polimerase,
controlado pelo promotor lacUV5 que responde a adigao de IPTG. O sistema permite altos
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niveis de expressdo de proteina cujo respectivo cDNA esta clonado em vetor que
apresenta o promotor T7.

BI21(DE3) pLysS (Stratagene) — Apresenta as mesmas caracteristicas da
linhagem BI21(DE3), porém possui, adicionalmente, a expressao aumentada da lisozima
T7, um inibidor natural da T7 RNA polimerase, eliminando a expressao basal de genes
sob o controle do promotor T7 (Zhang & Studier, 1997). Esta linhagem, resistente a
cloranfenicol, é util para a expressao de proteinas téxicas para a bactéria.

BI21(DE3) pRARE (Novagen) — Semelhante a BI21(DE3), porém apresenta o
plasmidio pRARE que, além de conferir resisténcia a cloranfenicol a bactéria, codifica
tRNAs para os cédons AUA, AGG, AGA, CUA, CCC e GGA, que sao raramente usados
em E.coli.

3.3. Transformacao de bactérias

Para amplificagdo dos vetores plasmidiais, bem como para a utilizacdo destes
vetores nos procedimentos de expressao de proteinas recombinantes, foram utilizadas as
diferentes linhagens de E.coli descritas. Independente da linhagem, as bactérias
receberam os plasmidios, ou seja, foram transformadas, seguindo o procedimento de
transformagéo por choque térmico do laboratério. O protocolo consistiu em incubar em
gelo, por 30 minutos, a suspensao de bactérias competentes com o plasmidio desejado e
posterior submissdo das bactérias ao choque térmico na temperatura de 42°C, por 1
minuto e 30 segundos. Uma nova incubacao das bactérias em gelo foi realizada, por
cerca de 1 minuto, e 1 mL de meio Luria-Bertani (LB) adicionado as bactérias, que foram
incubadas em mesa agitadora (37°C, 200 ciclos/minuto) por 1 hora. Em seguida,
espalhou-se 100 pL da suspensdo de bactérias em placa de meio sélido LB/Agar, que
foram incubadas por 16-18 horas em estufa a 37°C para crescimento dos

microrganismos.

3.4. Meios de cultura

As preparacoes e cultivos das bactérias foram realizados em meio de cultura
Luria-Bertani (LB). A composigédo dos meio LB sdélido e liquido, bem como os passos onde

foram utilizados, seguem descritos abaixo.
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Meio LB liquido: Utilizado para culturas de bactérias com finalidade de amplificar o DNA
plasmidial de interesse e para indugdo da expressao de proteinas recombinantes.
Composicao:

1% de peptona bacteriolégica (m/v)

0,5% de extrato de levedura (m/v)

1% de cloreto de sédio (m/v)

Agua ultra-pura

Meio LB-Agar (sélido): Utilizado para o crescimento de bactérias em placa, geralmente
apdés procedimentos de transformacao.

Composicao:

1,5% de Agar bacteriolégico (m/v)

1% de peptona bacteriolégica (m/v)

0,5% de extrato de levedura (m/v)

1% de cloreto de sédio (m/v)

Agua ultra-pura

Aos meios de cultura, quando necessério a selegdo de bactérias com plasmidio
contendo o cDNA da proteina de interesse, foram adicionados antibibticos nas
concentragdes de 25 pug/mL para canamicina e 50 pg/mL para cloranfenicol e ampicilina.

3.5. Eletroforese em gel de poliacrilamida em presenca de dodecil sulfato de sédio

O SDS-PAGE, eletroforese em gel de poliacrilamida em presenca de dodecil
sulfato de sodio (SDS), é uma importante técnica eletroforética de separacado baseada na
filtracdo em gel e na migracdo de proteinas carregadas frente a um campo elétrico
(Nelson & Cox, 2004; Voet & Voet, 2006). Esta separacdo se da em uma malha de
poliacrilamida e geralmente utiliza o forte detergente aniénico SDS, um agente redutor e
calor para desnaturar proteinas (Sambrook et al., 1989). Os polipeptideos ligam-se ao
SDS independente da sequéncia, em uma proporcao de 1,4 g de detergente para 1 g de
proteina, e tornam-se negativamente carregados, sendo separados quase que
exclusivamente pelas suas massas, com proteinas de massas menores migrando mais
rapido que proteinas maiores (Sambrook et al, 1989; Nelson & Cox, 2004). Apés a
eletroforese, o corante azul de coomassie, que se liga aos residuos basicos de arginina,
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lisina e histidina das proteinas, mas nao ao gel, é utilizado para a visualizagdo do
resultado (Nelson & Cox, 2004).

Para a realizacdo do SDS-PAGE, as amostras de proteinas foram diluidas em
tampao de amostra (50 mM de Tris-HCI, pH 6,8, 100 mM de DTT, 2% de SDS, 0,1% de
azul de bromofenol e 10% de glicerol) e fervidas por 5 minutos. Estas amostras, assim
como um padrdo composto de proteinas com respectivas massas moleculares
conhecidas, foram aplicados em gel de empilhamento (5%) seguido de um gel de
separacao com concentracdo de 10% ou 12% da mistura acrilamida 29% / bis-acrilamida
1%, dependendo da faixa de separacao desejada. Para a corrida, foi utilizado o tampéao
25 mM de Tris-HCI (pH 8,3), 250 mM de glicina e 0,1% de SDS em cuba de eletroforese,
com voltagem constante de 200 volts. Ao término da eletroforese, o gel foi corado em
solucdo 0,25% de azul de coomassie R250 diluido em etanol, &cido acético e agua, na
respectiva proporcao de 5:1:15 (v/v/v), e descorado em solug¢do de etanol, &cido acético e
agua (proporgao 3:2:35, v/iv/v).

3.6. Solucoes tampao para purificacao de proteinas

Durante o desenvolvimento deste trabalho, diferentes tampdes foram utilizados
para a purificagcdo das proteinas recombinantes produzidas. Abaixo (Tabela 1) seguem os
nomes e composic¢des dos tampdes.

Tabela 1. Composicao dos tampdes utilizados no decorrer do trabalho.

Tampao Composicao
A 25 mM Tris-HCI (pH 7,5) + 500 mM NaCl + 20 mM Imidazol
B 25 mM Tris-HCI (pH 7,5) + 500 mM NaCl + 500 mM Imidazol
C 20 mM HEPES (pH 7,5) + 20 mM NaCl
D 20 mM HEPES (pH 7,5) + 500 mM NaCl
E 25 mM Tris-HCI (pH 7,5) + 500 mM NaCl
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3.7. Método para concentrar proteinas

Para aumentar a concentragdo de proteinas foram utilizados filtros Amicon Ultra
(Millipore), com membrana seletiva para 50 kDa. Basicamente, este método de
concentracao se baseia na filtracao da amostra, onde toda particula maior que 50 kDa,
guando submetida a centrifugacao, € retida, e as menores passam através da membrana

para um reservatorio.

3.8. Determinacao da concentracao de proteinas

Para a medida de concentragdo das proteinas produzidas, foi utilizado o método
de Pace et al. (1995), modificado de Edelchoch (1967), e que é baseado na estimativa do
coeficiente de extingdo molar através de uma equagao (Equacao 1) construida a partir de
116 valores de ¢ obtidos para 80 proteinas em 6M de hidrocloreto de guanidina. E
importante ressaltar que estes valores sao para proteinas nativas, em agua ou tampao, e

para absorbancias medidas a 280 nm.

£ (260) (M‘1 cm'1) = (#Trniptofano)(5.500) + (#Tirosina)(1.490) + (#Cistina)(125)

(Equacao 1)

onde £ (280)(M' cm™) é o coeficiente de extingdo molar na unidade M cm™ para uma
proteina cuja absorbéancia foi medida a 280 nm, e # é correspondente a quantidade de
cada residuo especificado.

Partindo da estrutura primaria de cada proteina estudada neste trabalho, foi
possivel determinar o numero de residuos de triptofano, tirosina e provaveis cistinas para
os célculos dos respectivos coeficientes de extingdo molar (Tabela 2). A contagem dos
residuos de aminoacido e o calculo do ¢ foi realizada com o programa Sednterp

(www.jphilo.mailway.com/download.htm).
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Tabela 2. Valores de € obtidos para cada Hsp40 recombinante.

Proteina #Triptofano #Tirosina #Cistina g(M'cm™)
SHsp40 0 11 6 17.140
Sis1 1 13 0 24.870
Sis1A124.174 1 12 0 23.380
Sis1A 51.057 0 9 0 13.410

Para estimar a concentracao de proteinas, mediu-se a absorbancia a 280 nm para
uma determinada amostra e, com o € e caminhos 6ptico da cubeta conhecidos, aplicou-se

a equacao de Beer-Lambert:

A=cx|xC

(Equacao 2)

onde A ¢ a leitura de absorbancia a 280 nm, | € o comprimento do caminho 6ptico em cm,
que foi sempre 1 cm, e C é a concentracao de proteinas em mol/L. No caso de amostras
previamente diluidas, a concentragdo final foi multiplicada pelo fator de diluicdo. E
importante ressaltar que todas as medidas foram realizadas respeitando os limites de
absorbéancia de 0,1 a 1,0 e os respectivos brancos de cada amostra foram subtraidos
antes dos calculos de concentragao.

3.9. Analise da estrutura primaria

A sequéncia de nucleotideos do DNA codificante para a proteina de interesse foi
traduzida para sua respectiva sequéncia de aminoacidos através do programa Translate
Tool (http:/br.expasy.org/tools/dna.html). Para realizar o alinhamento desta sequéncia
com as de outras proteinas homélogas e assim verificar a identidade e regides
conservadas entre as diferentes proteinas, foi empregado o programa Align
(www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/align). A busca de sequéncias polipeptidicas homologas a
da proteina de interesse foi feita no banco de dados Protein, que reune uma vasta
colecao de sequéncias de aminodacidos de diversas proteinas e se encontra disponivel na
pagina da internet do NCBI (www.ncbi.nim.nih.gov/protein). Com a analise do
alinhamento, valores de similaridade e identidade entre as diferentes sequéncias
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polipeptidicas foram gerados, permitindo comparar as proteinas e agrupéa-las de acordo
com suas respectivas homologias.

A predigéo de alguns parametros fisico-quimicos das proteinas foi auxiliada pelo
programa Sednterp (www.jphilo.maiway.com/download.htm).

3.10. Expressao de proteinas

Para a expressao das proteinas recombinantes, o vetor de expressdo contendo o
DNA codificante para a respectiva proteina de interesse foi inserido dentro da bactéria
E.coli. A selecéo dos clones transformantes foi realizada em placa de LB-Agar, contendo
os antibiéticos compativeis com as marcas de resisténcia condicionadas pelos vetores
bacterianos. Dentre as col6nias que cresceram, uma foi inoculada em meio liquido LB +
antibiéticos, posteriormente incubado a 37°C em mesa agitadora (200 ciclos/minuto), por
16-18 horas. Um novo indculo em meio LB + antibiéticos, a partir de 2% em volume da
cultura anterior, foi preparado e as bactérias foram novamente crescidas a 37°C, em
mesa agitadora (200 ciclos/minuto), até DOgyonm entre 0,6 e 0,8. A temperatura 6tima de
expressao foi ajustada e a indugédo da producao da proteina recombinante foi realizada
com 0,5 mM de IPTG, durante 4 horas. Apds este periodo, a cultura foi centrifugada
(3.200 x g / 15 minutos / 4°C) e o sedimento de bactérias foi armazenado a -20°C.

Na expressdo da SHsp40 foi empregada a linhagem BI21(DE3) pRARE de E.col,
que foi cultivada em meio contendo os antibidticos cloranfenicol e canamicina, nas
concentracdes estipuladas no tépico respectivo aos meios de cultura. A inducado da
expressao de proteinas realizada a 25°C.

Ja no caso das proteinas Sis1, Sis1Ai24.174 € Sis1Aq21.257, @ linhagem de E.coli
usada foi a BI21(DE3) pLysS, como descrito em Ramos et al. (2008), e os antibibticos
utilizados nos meios de cultura foram cloranfenicol e ampicilina. A temperatura para

inducao da expressao de proteinas foi de 30°C.

3.11. Purificagao de proteinas

Na purificacdo das proteinas recombinantes foram empregadas trés técnicas
cromatograficas: a afinidade, a troca i6nica e a exclusdo molecular. Com exceg¢do da
cromatografia de afinidade, todas as etapas foram executadas com auxilio do
equipamento Akta FPLC (GE Life Sciences), que monitorou o fluxo da fase moével, a
pressao e a absorbancia a 280 nm das fragbes eluidas. A cromatografia de afinidade foi
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realizada em coluna HisTrap de 5 mL, contendo a resina Ni Sepharose (GE Life
Sciences), utilizando uma seringa como bomba de injecdo. A resina utilizada na coluna
para troca ibnica foi a HighS Support (Bio-Rad), com fluxo maximo de 6 mL/minuto e
pressao limite de 1,0 MPa. Ja para a exclusao molecular, a resina empregada na coluna
foi a Superdex 200, sendo o fluxo maximo de corrida 2,5 mL/minuto e a pressao limite de
0,5 MPa. Ao final de cada processo, a purificacao foi inspecionada por SDS-PAGE.

Basicamente, as metodologias para purificacao foram as seguintes:

Cromatografia de afinidade: 1) injecdo do extrato celular bacteriano em coluna
previamente equilibrada com 5 VC de tampao de lavagem; 2) remocéao das proteinas nao
ligadas com 8VC de tampao de lavagem; 3) eluicao das proteinas que se ligaram a resina
com 5 VC de tampao de eluicao.

Cromatografia de troca idnica: 1) injecdo do lisado bacteriano em coluna ja
equilibrada com 4 VC de tampao de lavagem; 2) remog¢ao das proteinas ndo ligadas com
2 VC de tampao de lavagem; 3) eluicdo das proteinas ligadas na resina em um gradiente
de 20 VC de 0 a 100% de tampéo de eluig¢ao.

Cromatografia de exclusdo molecular: 1) injecdo da proteina previamente
purificada por alguma das técnicas anteriores em coluna equilibrada com 1VC de tampéao
de lavagem; 2) eluicao das proteinas em uma corrida de 1 VC de tampao de lavagem.

No caso da SHsp40, foram realizadas as etapas cromatogréaficas de afinidade e
exclusao molecular. Para o passo de cromatografia de afinidade, o tamp&o de lavagem foi
0 A e o de eluicdo foi o B. Na cromatografia de exclusdo molecular, utilizou-se o tampéao
E. Ja as proteinas Sis1, Sis1A24.174 € Sis1A121.257 foram inicialmente purificadas por troca
ibnica, onde o tampao de lavagem empregado foi o C e o de eluicdo o D, seguida pela
cromatografia de exclusdo molecular. Nesta ultima, o tampé&o de lavagem foi o E.

Para a preparacao do lisado bacteriano, as células que expressaram a proteina
recombinante de interesse foram ressuspensas em tampao (20 mL/litro de inducédo) e
incubadas por 30 minutos em gelo com 30 pg/mL de lisozima e 5 unidades de DNase
RQ1 (Promega). Em seguida, as bactérias foram lisadas por pulsos de 8 segundos de
sonicagdo até tempo total de 2 minutos, com intervalos regulares de 45 segundos, e
centrifugadas a 16.000 x g por 15 minutos. Separou-se o sedimento do sobrenadante, que
foi filtrado em filtro de 0,45 um, e submetido a purificagao.

Os tampdes onde as células foram ressuspensas para a lise foram o A, para a
SHsp40, e o C, para Sis1, Sis1A124.174 € Sis1A121.057.
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3.12. Espectropolarimetria de dicroismo circular

A espectropolarimetria de dicroismo circular (CD) é baseada na interagdo de
moléculas quirais com a luz circularmente polarizada, a qual apresenta um componente
circularmente polarizado a esquerda e outro circularmente polarizado a direita. Esta
interacao é responsavel pelo sinal de dicroismo circular, que pode ser definido como uma
diferenca entre a absor¢cdo da luz circularmente polarizada a direita e a esquerda
(Fasman, 1996; Corréa & Ramos, 2009). Esta técnica nao-destrutiva, utilizada como uma
sonda global de estrutura secundaria, requer pequenas quantidades de amostra e
diversas variaveis podem ser utilizadas, como pH, temperatura e adicao de ligantes. O
resultado da leitura de uma amostra € medida em miligraus e, para proteinas, este
resultado deve ser convertido para elipticidade molar residual média, a qual pode ser
obtida pela seguinte equagao (Fasman, 1996; Ramos, 2008b; Corréa & Ramos, 2009):

B =x100 x MM
[6]= Cxlxn

(Equacao 3)

onde 6 € o sinal de CD em miligraus, MM é a massa molecular em Daltons, C é a
concentracdo em mg/mL da proteina, | € o caminho Optico em centimetros, e n é o
namero de residuos de aminoacidos da proteina. A elipticidade molar residual média,
expressa em graus.cm?.dmol”, é uma forma frequente de se expressar os resultados e os
permite serem comparados com outros resultados obtidos de lotes distintos de uma
proteina e leituras feitas em equipamentos e laboratérios diferentes (Corréa & Ramos,
2009).

Os espectros de dicroismo circular foram coletados em espectropolarimetro J-715
(Jasco) acoplado a um sistema interno de controle de temperatura (Peltier Type Control
System PFD 4255 — Jasco). Foram utilizadas cubetas com caminho 6ptico de 0,1 cm e
concentracao de proteinas suficiente para atingir um maximo de sinal de, ao menos, -20
miligraus. Todas as medidas, tanto do tampao quanto da proteina, foram acumuladas ao
menos 20 vezes, e sempre respeitaram a voltagem maxima de 700 volts na
fotomultiplicadora, a fim de obter uma boa relagdo sinal-ruido e evitar danos ao
equipamento. Os espectros do tampao foram subtraidos dos espectros da proteina, que
s6 entao foram normalizados para elipticidade molar residual média.
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Os espectros de dicroismo circular em UV distante da SHsp40 foram obtidos de
260 nm até 205 nm, com velocidade de leitura de 50 nm/minuto e tempo de resposta de 4
segundos. A temperatura das coletas foi sempre mantida constante, a 20°C, e a
concentracao de proteinas utilizada foi de 10 uM.

3.13. Teste de atividade chaperona

A atividade da proteina foi testada verificando a capacidade da chaperona,
fusionada a uma cauda de hexa-histidina, ligar um substrato desenovelado, no caso a
luciferase de Luciola mingrelica (Sigma). O experimento, modificado de Borges et al.
(2005), foi realizado conforme aqui descrito. Em microtubo, com volume final de 50 pL,
foram misturados 10 uM de chaperona, 2 uM de luciferase e 5 mM de B-mercaptoetanol
em tampao E. A amostra foi incubada a 42°C por 10 minutos, resfriada a temperatura
ambiente, centrifugada por 10 minutos a 16.000 x g e o sobrenadante foi separado. Em 50
UL de resina Talon (Clontech) a 50%, previamente lavada com agua ultra-pura e
equilibrada com tampéo E contendo 5 mM de B-mercaptoetanol, foram adicionados os 50
UL de sobrenadante reservados e a mistura foi incubada por 1 hora, com leve agitagéo a
temperatura ambiente. Em seguida, centrifugou-se a amostra por 1 minuto a 10.000 x g, 0
sobrenadante foi removido, e a resina lavada trés vezes com 75 L de tampéo E contendo
5 mM B-mercaptoetanol e 15 mM de imidazol. A eluigdo das proteinas ligadas a resina foi
realizada com 100 puL de tampao E contendo 5 mM B-Mercaptoetanol e 150 mM de
imidazol. A fim de remover a resina, centrifugou-se a amostra por 1 minuto a 10.000 x g e,
cuidadosamente, o sobrenadante foi retirado. As proteinas foram precipitadas com
acetona a 80% e, somente apds a remocao do solvente e ressuspensao do precipitado,
foi realizado o SDS-PAGE. O controle do experimento foi feito seguindo o mesmo
protocolo, porém sem a adicao de chaperona.

3.14. Cromatografia de exclusao molecular acoplada a um detector multi-angulo de
espalhamento de luz

A técnica de cromatografia de exclusdo molecular acoplada a um detector multi-
angulo de espalhamento de luz (SEC-MALS) é uma técnica que combina a separagao de
moléculas pelos seus respectivos raios hidrodindmicos com informagdes obtidas acerca
do espalhamento de luz para determinar a massa molecular absoluta. A intensidade de

luz espalhada por uma molécula é proporcional a massa do sistema, sendo assim se o
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indice de refracdo e a concentracdo da molécula sdo conhecidos, a medida direta do
espalhamento de luz determina a massa molecular (Wyatt, 1993).

Os experimentos de SEC-MALS foram realizados em coluna Tricorn Superdex 200
10/300 GL de 24 mL (GE Life Sciences) acoplada ao equipamento miniDAWN TREOS
(Wyatt Technologies), que possui trés detectores de espalhamento de luz, posicionados
nos respectivos angulos de 41°, 90° e 131° em relacdo a célula da amostra. Tanto a
coluna quanto o miniDAWN TREOS foram conectados a um sistema Akta FPLC (GE Life
Sciences), que monitorou o fluxo da corrida (0,5 mL/minuto), a pressdo (maximo de 1,0
MPa) e absorbéancia a 280 nm durante todo o processo. Os experimentos de SEC-MALS
s6 se iniciaram apds a coluna ter sido equilibrada com, ao menos, 1 VC de tampéao e a
leitura do detector de espalhamento de luz a 90°C acusar valores inferiores a 0,02 V. Na
execugdo do experimentos foram injetados na coluna 250 pL de amostra de proteinas,
centrifugadas por 15 minutos a 16.000 x g e filtradas em 0,22 pM. A normalizagéo,
integragé@o e tratamento dos dados de espalhamento de luz e de absorbancia a 280 nm
foram realizadas com auxilio do programa ASTRA (Wyatt Technologies).

Para determinagdo da massa molecular da SHsp40, foram utilizadas amostras de
50 uM de proteina e o tampao empregado na corrida foi o E. As proteinas Sis1, Sis1A24.
174 € Sis1Aq21.057 foram utilizadas nas respectivas concentragées de 120 uM, 100 uM e 150
UM e o tamp&o empregado nos experimentos foi o E, com concentragdes crescentes de
uréia (0 a 5 M, aumentando de 1 em 1 M). Com os valores de massa molecular destas
ultimas proteinas foi construido um grafico de massa molecular em funcdo da

concentracao de uréia e um ajuste sigmoidal dos pontos no grafico foi executado.

3.15. Gel filtracao analitica

A gel filtracdo analitica é uma técnica cromatografica usada para separar
moléculas de acordo com seu volume hidrodinamico, definido pelo raio de Stokes ou
hidrodindmico. A coluna de gel filtracdo é composta por uma matriz de polimeros com
porosidade de diferentes tamanhos, sendo que as moléculas de menores volumes
hidrodindmicos apresentam um caminho maior a percorrer quando passam pela coluna, ja
que entram nos poros da matriz mais frequentemente do que as moléculas de volumes
hidrodindmicos maiores (Kunji et al., 2008). A partir dos dados gerados por esta técnica, o
coeficiente de particdo de uma proteina pode ser determinado, e o raio de Stokes
estimado (Tiroli & Ramos, 2007).
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Para os experimentos de gel filtragdo analitica foi utilizada a coluna de Tricorn
Superdex 200 10/300 GL de 24 mL (GE Life Sciences) conectada ao sistema Akta FPLC
(GE Life Sciences), que monitorou o fluxo da corrida (0,5 mL/minuto), pressdo (maximo de
1,0 MPa) e absorbancia a 280 nm. A coluna foi equilibrada previamente com 1 VC de
tampao E e todas as corridas do experimento foram realizadas em 1 VC do mesmo
tampao. O volume de amostra injetado na coluna foi de 100 pL. Para determinar o volume
vazio da coluna foi utilizado 2 mg/mL de azul de dextran e como padrao foi utilizada uma
mistura de proteinas com massa e raio de Stokes bem estabelecidos (Tabela 3).

A corrida de gel filtragdo analitica da SHsp40 foi realizada com 20 uM de proteina,
centrifugada (16.000 x g / 10 minutos / 4°C) e filtrada em 0,22 um.

Tabela 3. Composicdo e propriedades do padrdao de proteinas utilizado no experimento de gel

filtragao analitica.

Proteina MM (Da) Raio de Stokes (A) Concentracao (mg/mL)
Ferritina 440,0 61,0 1,2
Aldolase 158,0 48,1 4,0
Ovoalbumina 43,0 30,5 3,0
Ribonuclease A 13,7 16,4 3,5

Para o célculo do raio de Stokes, primeiramente foram determinados os
coeficientes de particdo para as proteinas do padrdo e para a proteina de interesse,

segundo a férmula:

_Ve-Vo

Kav = Vc-Vo

(Equacao 4)
onde Kav é o coeficiente de particdo, Ve € o volume de eluicdo da proteina de interesse ,
Vo é o volume vazio da coluna e Vc é o volume da coluna. Com o coeficiente de particao
dos padrdes, construiu-se um grafico de raio de Stokes em funcdo de (-log Kav)'? e, a
partir do ajuste linear dos pontos do gréafico obteve-se uma equacéao da reta, utilizada para

estimar o raio de Stokes da proteina de interesse.
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3.16. Espalhamento dinamico de luz

O espalhamento dinamico de luz (EDL) é um método espectroscopico para a
determinacdao do coeficiente de difusdo de particulas em solucdo (Bloomfield, 1981;
Lomakin et al., 2005). Esta técnica mede as flutuacdes na intensidade da luz que vem de
uma amostra irradiada por um laser. Estas flutuagcbes contém informacbes sobre a
natureza fisica das particulas em solugdo na amostra (Lomakin et al., 2005). Em mais
detalhes, a luz é espalhada por flutuacées no indice de refracdao e, em uma solucao de
macromoléculas estas flutuacées sdo associadas com a diferenca de polarizacao entre o
soluto e o solvente. O espalhamento varia em tempo devido aos movimentos
translacionais, rotacionais e internos das particulas. Estes movimentos podem ser
causados pela difusdo Browniana, por campos aplicados externamente, ou por processos
biologicos (Bloomfield, 1981). O principio do EDL reside na medi¢ao da correlagdo entre o
tempo e as flutuagdes na intensidade da luz espalhada e, da analise destas informagoes,
a reconstrucao da dindmica das moléculas (Lomakin et al., 2005).

As medidas de espalhamento dindmico de luz (EDL) foram realizadas no
equipamento DynaPro-MS800 (Protein Solutions), capaz de detectar o espalhamento de
luz a 90° e equipado com controle de temperatura no porta-amostra. Os experimentos
foram feitos a 20°C e os coeficientes de difusdo das amostras foram determinados por
250 medidas, cada uma com tempo de coleta de 10 segundos.

Para a SHsp40, nos experimentos de espalhamento dindmico de luz, foram
utilizados 10 puM de proteina em tampao E.

3.17. Estimativa da forma da proteina em solucao pela determinacao do fator de

Perrin

O fator de Perrin estd relacionado diretamente com a forma da proteina em
solugédo, sendo definido como a razdo do coeficiente friccional da proteina (f) pelo
coeficiente friccional de uma esfera nao hidratada de mesma massa que a proteina de
interesse (fp). Quanto mais proximo de 1 € o valor de f/fp, mais proximo de uma esfera, ou
mais globular e compacta, € a macromolécula.

Para calcular o fator de Perrin, foram utilizados os dados de raio de Stokes e de
coeficiente de difusdo, obtidos a partir dos experimentos de gel filtragdo analitica e
espalhamento dinamico de luz, respectivamente, validados por meio da equacado de
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Stokes-Einstein (Equacgao 5). Com o calculo da razéo f/f, (equacao 6), obteve-se o valor
referente ao fator de Perrin da proteina de interesse.

_ keT
~ 6mnRs

(Equacao 5)

onde D é o coeficiente de difusdo translacional, kg € a constante de Boltzmann, T é a
temperatura absoluta, n é a viscosidade do solvente e Rs é o raio de Stokes estimado

para a proteina de interesse.

f 6mnRs
- 1
3MVbary3
61N (TN_Tr )

(Equacao 6)

onde M é a massa molecular, Vbar é o volume parcial especifico e N € o nimero de

Avogadro.

3.18. Estabilidade térmica

O estudo da estabilidade foi realizado a partir de experimentos de
desenovelamento térmico da proteina acompanhado pelo sinal de dicroismo circular a
222 nm. A temperatura aumentou gradualmente na velocidade de 1°C/minuto, de 20°C
até 65°C ou 90°C, e as coletas dos dados de elipticidade ocorreram a cada 0,5°C. O
resfriamento das amostras de proteina de 90°C ou 65°C a 20°C ocorreu ha mesma
velocidade do aquecimento. Os dados gerados foram normalizados para elipticidade
molar residual média pela equagéo 3, conforme descrito na se¢éo 3.12.

Nos experimentos de desenovelamento térmico da SHsp40 foram utilizados 10 uM
de proteina.

3.19. Espectroscopia de fluorescéncia

A fluorescéncia pode ser descrita como sendo um fenémeno onde o elétron, no

estado fundamental, absorve energia, passando para um estado de singleto excitado e
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que, ao retornar ao seu estado fundamental, emite um féton (Lakowicz, 1999). Todo este
processo de absorcdo e emissdao que ocorre no fendbmeno de fluorescéncia pode ser
resumido pelo diagrama de Jablonski (Figura 11).

Sz Al
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:‘"[ \‘)"‘ *—-’Ji hv:‘#
|
2 .
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0 o |

Figura 11. Diagrama de Jablonski modificado ilustrando o fenémeno de fluorescéncia. O
elétron no estado fundamental S, absorve energia, indo para um estado excitado do tipo singleto,
gue pode ser S; ou S,. Apds este acontecimento o elétron decai para o estado excitado singleto de
menor energia dentro de S;, sendo esta perda de energia denominada conversao interna. Em
seguida o elétron retorna ao seu estado fundamental, emitindo um féton. Cada linha nos estados
So, Si e S, representa um nivel de energia vibracional (Lakowicz, 2006). A fluorescéncia é
considerada uma técnica mais sensivel que a absorbancia, possibilitando deteccdo em menores
concentracoes e sendo algumas vezes sensivel ao ambiente, 0 que a torna uma boa sonda para o
estudo de ambientes locais (Hammes, 2005; figura modificada de Lakowicz, 2006).

3.19.1. Fluorescéncia de tioflavina T

A fluorescéncia de ThT é um teste classico para identificagéo de fibrilas amildides.
Essa sonda aumenta sua intensidade de fluorescéncia, quando ligada de maneira a ficar
intercalada nas folhas-B das fibrilas amildides (Naiki et al., 1989). O aumento da
fluorescéncia de ThT, ligada as fibrilas amildides, ocorre em funcdo do seu dipolo
excitdvel se alinhar paralelamente ao eixo dessas estruturas. Essa ligacdo ocorre
aparentemente através de canais ao longo das folhas-, podendo, portanto, a ligagao de
ThT variar conforme a disposigao das folhas-f3 (Krebs et al, 2005).

O espectrofluorimeto SLM2 Aminco Bowman foi utilizado nos experimentos de
fluorescéncia de tioflavina T. As cubetas usadas foram sempre de 1 cm x 0,2 cm de
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caminho éptico, o comprimento de onda de excitagao de 450 nm, a varredura da emissao
de fluorescéncia de 475 nm a 550 nm, com velocidade de 1nm/segundo, e voltagem
maxima de 800 volts na fotomultiplicadora. Os valores da emissdo de fluorescéncia do
branco e das amostras contendo proteina foram acumulados 3 vezes e, na analise dos
dados, as intensidades de emissédo fluorescéncia do branco foram subtraidas das
intensidades da amostra. Todos os dados foram normalizados numa escalade 0 a 1.

Nos ensaios realizados com a SHsp40 e intermediario, a concentracdo de
proteinas utilizada foi de 2 uM e a de ThT de 20 uM, sendo que a mistura foi incubada por
ao menos 5 minutos antes da leitura no equipamento. A temperatura foi mantida
constante a 20°C, as fendas de excitagdo e emissao de fluorescéncia empregadas foram
de 16 mm e a voltagem na fotomultiplicadora foi ajustada para 750 volts.

3.19.2. Fluorescéncia de bis-ANS

Os ensaios de ligagao de bis-ANS, uma sonda que é virtualmente néo-fluorescente
em meio aquoso ou na presenga de proteinas bem compactas, mas capaz de emitir
fluorescéncia quando associada a estruturas parcialmente enoveladas (Stryer, 1965),
foram executados em espectrofluorimetro SLM2 Aminco Bowman (Thermos Scientific).
Foram utilizadas cubetas de quartzo de 1 cm x 0,2 cm de caminho O6ptico e, para
excitagdo do bis-ANS foi usado o comprimento de onda de 365 nm. Para a leitura da
emissdo da fluorescéncia do bis-ANS, foram realizadas leituras da emissdo de
fluorescéncia na faixa de 450 nm a 550 nm, com velocidade de 1 nm/segundo. A
voltagem maxima aplicada na fotomultiplicadora foi de 800 volts. Todas as leituras de
emissdo de fluorescéncia foram acumuladas trés vezes e na andlise dos dados, as
intensidades de emissao de fluorescéncia do branco foram subtraidas das intensidades
da amostra. O resultado final foi normalizado em escalade O a 1.

Para verificar a superficie exposta ao solvente da SHsp40, foram utilizados 2 uM
de proteina e 12 uM de bis-ANS (proporcao de 1 de proteina para 6 de bis-ANS). Todas
as medidas foram feitas a 20°C, com fendas de 4 mm e 8 mm, respectivamente, para
excitacao e emissado de fluorescéncia da amostra. A voltagem da fotomultiplicadora foi
configurada para 700 volts.
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3.19.3. Fluorescéncia do triptofano

A maioria das proteinas apresenta residuos de aminoacidos que sao
intrinsecamente fluorescentes, como a tirosina, fenilalanina e triptofano, sendo este ultimo
o mais utilizado (Royer, 2006). O espectro do triptofano deve refletir o ambiente médio
deste residuo. Para um triptofano em um ambiente completamente apolar observa-se
uma emissao voltada para o azul, jA em um ambiente polar a emissdo muda para
comprimentos de onda maiores (Figura 12) (Lakowicz, 1999). Esta caracteristica torna a
fluorescéncia do triptofano potencialmente util como sonda para estrutura e dinamica
protéica (Millar, 1996). Além disso, as proteinas tendem a possuir quantidades menores
de triptofano do que de tirosina e fenilalanina e muitas delas apresentam um Unico
residuo triptofanil, o que facilita consideravelmente a interpretacdo dos dados de
fluorescéncia (Millar, 1996; Royer, 2006).

Intensidade

300 350 400
Comprimento de onda {nm}
Figura 12. Efeito do ambiente no espectro de emissao do triptofano. O espectro de emissao
do triptofano reflete o ambiente em que este se encontra, observando-se uma mudanga para a

regido do vermelho quanto mais polar é o seu ambiente. (Modificado de Lakowicz, 2006).

Utilizando o fluorbmetro ISS K2, os residuos de triptofano das proteinas foram
excitados com comprimento de onda de 295 nm em cubetas de 1 cm x 0,2 cm e as

coletas da emisséao de fluorescéncia realizadas na faixa de 300 a 400 nm, com velocidade
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de leitura de 1 nm/segundo. Foram feitas 3 acumulacdes de cada amostra testada e, na
analise dos dados, a emissao de fluorescéncia do branco foi subtraida da emisséo de
fluorescéncia da proteina e os valores finais normalizados em escalade 0 a 1.

O centro de massa espectral para os espectros de fluorescéncia do triptofano

foram calculados a partir da seguinte equacao:

=A== w
>Fi

(Equacao 7)

onde <A> é o centro de massa espectral, Ai € cada comprimento de onda medido e Fi € a
intensidade de fluorescéncia no comprimento de onda Ai (Silva et al., 1986).

As medidas de fluorescéncia intrinseca do triptofano foram realizadas para Sis1 e
Sis1A+24.174 € utilizaram 5 uM de proteina. Foram utilizadas fendas de excitacao e emisséo

de 0,5 mm e a temperatura foi ajustada para 25°C.

3.19.4. Fotoapagamento do triptofano

O fotoapagamento se refere a qualquer processo que diminui a intensidade de
fluorescéncia de uma amostra e diversas interacdes moleculares podem ser responsaveis
por isto, como reagbes no estado excitado, rearranjos moleculares, transferéncia de
energia, formagao de complexo no estado fundamental e fotoapagamento por colisdo. A
necessidade do contato molecular para o fotoapagamento resulta em diversas aplicagdes
para esta técnica, como por exemplo, a andlise da acessibilidade de fluoréforos ao agente
fotoapagador (Lakowicz, 2006). A acessibilidade e consequente sensibilidade de um
fluoroéforo ao agente fotoapagador pode ser expressa como constante de Stern-Volmer
(Ksy). Um fluoréforo enterrado no interior de uma macromolécula, geralmente, é
inacessivel a fotoapagadores solUveis em agua, portanto o valor de Ksy € menor. De
maneira contraria, fluoréforos expostos na superficie de macromoléculas sdo mais
susceptiveis, apresentando maiores o valor de Kgy (Lakowicz, 2006). Ainda, o
fotoapagamento pode ocorrer de dois modos: colisional e estatico. O primeiro é resultante
de um processo dinamico de encontro entre o agente fotoapagador e do fluoréforo no
estado excitado, o que resulta na volta do ultimo ao estado fundamental. Ja o segundo

resulta da formacdo de um complexo entre o agente fotapagador e o fluoréforo, que
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quando excitado retorna imediatamente ao estado fundamental, sem emissédo de féton
(Lakowicz, 2002; Lakowicz, 2006). Os fotoapagamentos estatico e dindmico podem ser
distinguidos pelas suas diferentes dependéncias da temperatura. Maiores temperaturas
resultam em maior difusdo e taxas mais altas de fotoapagamento por colisdo, enquanto
que no fotoapagamento estatico, altas temperaturas provocam dissociacdo dos
complexos, resultando em uma menor taxa de fotoapagamento (Lakowicz, 2006).

Os experimentos de fotoapagamento foram realizados no fluorimetro
AmincoBowman SL2 em cubetas de quartzo com 1 cm x 0,2 cm de caminho 6éptico. O
triptofano das proteinas foi excitado em comprimento de onda de 295 nm e a emissao de
fluorescéncia destes residuos de aminoacidos coletada em comprimento de onda
compativel com o maximo de emissdo de fluorescéncia da amostra. A voltagem
empregada na fotomultiplicadora nédo excedeu 800 volts. Na execucdo do experimento,
foram utilizadas concentracbes fixas de proteina e concentragdes crescentes de
acrilamida, o agente fotoapagador. As leituras no equipamento foram realizadas em
triplicata e se deu da seguinte maneira: 1) amostra de proteina sem acrilamida; 2)
proteina com 0,02 M de acrilamida; 3) proteina com 0,04 M de acrilamida; 4) proteina com
0,06 M de acrilamida; 5) proteina com 0,08 M de acrilamida; e 6) proteina com 0,1 M de
acrilamida. Para determinar se 0 mecanismo de fotoapagamento era estatico ou dinamico,
foram realizadas todas estas medidas em temperaturas controladas de 25°C e 40°C.

Com a obtencao dos dados de emissao de fluorescéncia do residuo triptofanil da
proteina, foi construido um grafico de Fy/F, onde F, é a emissao de fluorescéncia do
triptofano sem o agente fotoapagador e F com o agente fotoapagador, em funcédo da
concentracao do agente fotoapagador, a acrilamida. A partir dos pontos obtidos, realizou-

se um ajuste utilizando a equagao:

F
f0:1 +Kgy [Q]

(Equacao 8)
onde Ksy é a constante de Stern-Volmer, que indica a susceptibilidade do triptofano ao
agente fotoapagador, e [Q] € a concentragdao do agente fotoapagador (Lakowicz, 2006).

Para Sis1 e Sis1Ax4.174, €stes experimentos utilizaram a concentracdo de 5 UM de
proteina. Na excitacao do triptofano da amostra, foi empregada a fenda de 4 nm e o
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comprimento de onda de emissdo méaxima de fluorescéncia foi de 343 nm (fenda de 8

nm). A voltagem na fotomultiplicadora foi de 745 volts.

3.19.5. Anisotropia do triptofano

Sistemas biol6gicos mostram movimentacdes especificas, rotacbes globais e
dindmicas locais, que dependem da estrutura de cada sistema, sendo a luz polarizada
uma boa ferramenta para evidenciar estes diferentes tipos de rotacbes as quais uma
molécula pode ser submetida (Albani, 2004). No estudo da dindmica, € importante
fotoselecionar algumas moléculas, e isto pode ser realizado excitando um determinado
fluoréforo com luz polarizada e captando a fluorescéncia emitida em um sistema
polarizado. A absorgéo de luz de um fluoréforo depende da orientagédo do seu dipolo no
estado fundamental em relacdo a luz de excitagao polarizada, ou seja, fluor6foros com
dipolos perpendiculares a luz de excitagdo ndo absorvem, enquanto que aqueles com
dipolos paralelos absorvem (Albani, 2004; Lakowicz, 2006; Parson, 2007). A luz emitida é
medida através de um polarizador (Albani, 2004).

Quando a emissao de fluorescéncia € paralela a excitagao, a intensidade medida é
chamada |;. Ja, se a emissdao € perpendicular a luz de excitagdo, a intensidade é
denominada I+ (Albani, 2004; Hof et al., 2005). A polarizacao da luz e a anisotropia podem
ser obtidas de acordo com as seguintes equacgoes:

L + 1o

(Equacao 9)

l + 21
(Equacao 10)

onde P e r significam, respectivamente, polarizagdo e anisotropia. A polarizagdo e

anisotropia contém a mesma informacao, mas a anisotropia & preferida devido a sua

normalizagao em relacao a intensidade de luz total (It = I + 2 1) (Lakowicz, 2006).
Considerando a definicdo de polarizacdo e anisotropia, fluoréforos livres em

solucdo ou ligados a macromoléculas menores apresentam maiores movimentagdes e
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possuem baixa polarizagdo / anisotropia, enquanto que fluoréforos ligados a grandes
macromoléculas tem polarizagcao / anisotropia aumentada (Albani, 2004).

Nos experimentos de anisotropia do triptofano, foi utilizado o fluorémetro ISS K2,
configurado para excitar o triptofano nos comprimentos de onda de 280 a 300 nm e
coletar a emissdo de fluorescéncia em comprimento de onda compativel com o maximo
de emisséo de fluorescéncia da amostra. As medidas, realizadas em cubetas de quartzo
de 1 cm x 0,2 cm, foram feitas com o uso de polarizadores a 0° e 90°, tanto para a luz de
excitacao quanto para a de emissao, acumuladas 10 vezes e os dados obtidos utilizados
para a construcdo de um grafico de anisotropia em fungcdo do comprimento de onda de
excitagdo. Nos experimentos de anisotropia , as concentracdes de Sis1 e Sis1A124.174
utilizadas foram de 5 uM, em temperatura de 25°C, com fenda de excitagdo de 1 mm e de

emissao, a 343 nm, de 2 mm.

3.20. Microscopia eletronica de varredura

As analises de microscopia eletrénica de varredura (MEV) foram realizadas no
equipamento JEOL JSM-6360LV. Todas as amostras foram dialisadas exaustivamente
contra agua ultrapura e a concentragdo de proteinas utilizada foi de 10 puM. Na
preparacao do material, 5 uL de proteinas foram gotejados em laminulas de vidro, secos,
revestidos por ouro e visualizados em microscopio eletrénico. Este experimento foi
executado como servico por um técnico em microscopia do Instituto de Quimica da

UNICAMP e, portanto, apresentam-se poucos detalhes sobre sua execucao.
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4. RESULTADOS
4.1. SHsp40
4.1.1. Anadlise da estrutura primaria

A estrutura primaria da SHsp40, obtida a partir da traducao do gene que codifica
para a proteina, foi alinhada com a estrutura primaria das chaperonas homologas DjA1 e
Ydj1, representantes do tipo | de Hsp40, e Hdj1 e Sis1, representantes do tipo Il de Hsp40
(Tabela 4). Com base nos resultados, foi realizada a identificacdo de dominios comuns as
Hsp40s na SHsp40 (Figura 13). Com auxilio do programa Sednterp, os parametros fisico-
quimicos da SHsp40 foram preditos a partir de sua estrutura primaria (Tabela 5).

Tabela 4. Resultados do alinhamento da estrutura primaria da SHsp40 com a estrutura primaria de
proteina homalogas.

Hsp40
Tipo | Tipo
Humano DjA1 Hdj1
Identidade 51% 28%
Similaridade 68% 41%
Levedura Ydj1 Sis1
Identidade 44% 26%
Similaridade 59% 35%

Em vermelho, tipo de Hsp40 a qual pertence a SHsp40, baseado em valores de identidade e
similaridade.
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10 20 30 40 50 60
MASMFGRAPKKSDNTKYYEILGVPKSASQDDLKKAYRKAATKNHPDKGGDPEKFKELAQAYE

70 80 90 100 110 120
VLSDPEKREIYDQYGEDALKEGMGGGGAHVDPFDIFSSFFGPSFGGGGGSSRGRRORRGEDV

130 140 150 160 170 180
VHPLKVSLEDLYNGTSKK

190 200 210 220 230 240
KKVLEVHVEKGMOQHNQKITFPGEADEA

250 260 270 280 290 300 310
PDTVTGDIVFVLQOKDHSKFKRKGEDLFYEHTLSLTEALCGFQFVLTHLDNRQLLIKSNPGE

320 330 340 350 360 370
VVKPDQFKAINDEGMPIYQRPFMKGKLY IHFTVEFPDSLAPEQCKALEAVLPPRSSSKLTDM

380 390 400 410 420
EIDECEETTMHDVNNIEEEMRRKQAHAAQEAYEEDDEMPGGAQRVQCAQQ
Figura 13. Predicdao dos dominios conservados na estrutura primaria da SHsp40. A sequéncia
de aminoacidos da SHsp40, determinada a partir da traducao do gene que codifica para a proteina,
foi realizada com auxilio do programa Translate Tool. Com o alinhamento da estrutura priméria da
SHsp40 com a estrutura primaria de chaperonas homdlogas, de humano e levedura, a
identificacdo dos dominios de Hsp40 na SHsp40 foi realizada. Em verde, o dominio J (motivo HPD
sublinhado); em vermelho, o dominio rico em glicina e fenilalanina; em amarelo, o dominio rico em
cisteinas, com os motivos CxxCxGxC sublinhados (X é respectivo, geralmente, a um residuo

carregado ou polar, enquanto C e G sao cisteinas e glicinas); e em preto, o dominio C-terminal.

Tabela 5. Alguns parametros fisico-quimicos da SHsp40 preditos pela andlise de sua estrutura

priméria pelo programa Sednterp.

Volume parcial

Massa molecular pl Coeficiente de extincdo molar especifico (Vbar)

49094,52 Da 6,8 17.140 M .cm” 0,7257 mL/g

Parametros preditos para a proteina fusionada a cauda de histidina.
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4.1.2. Expressao e purificacao

Na a expressdo da SHsp40 recombinante, foram avaliadas as linhagens
BI21(DE3), BI21(DE3) pLysS e BI21(DE3) pRARE de E.coli. A Unica que foi apta a
produzir a SHsp40 foi a BI21(DE3) pRARE (figura ndo mostrada). Para determinar a
melhor condi¢do de expressao de proteinas, as temperaturas de 25°C, 30°C e 37°C foram
testadas. O resultado, mostrado na figura 14, sugere que em todas as temperaturas o
rendimento foi semelhante.

A purificacdo da SHsp40 foi realizada em dois passos, uma cromatografia de
afinidade, utilizada para isolar a SHsp40 da grande maioria dos contaminantes advindos
da E.coli, e uma cromatografia de exclusdao molecular (Figura 15), empregada para a
separacao da proteina nativa de contaminantes remanescentes, e de espécies protéicas
agregadas. Todas as etapas foram acompanhadas por SDS-PAGE, como pode ser
visualizado na figura 16.
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Figura 14. Analise do efeito da temperatura na expressao da SHsp40. A expressdo da SHsp40
recombinante foi realizada em E.coli BI21(DE3) pRARE em trés diferentes temperaturas: 25°C,
30°C e 37°C. Para acompanhar com detalhe todo o processo de expressao de proteinas, em cada
temperatura foram coletadas aliquotas das culturas antes da inducdo e de hora em hora apds a
adicdo de IPTG. As amostras foram centrifugadas, as células bacterianas lisadas e sobrenadantes
e sedimentos submetidos a um SDS-PAGE. Embora os rendimentos das expressoes de proteinas
nas temperaturas testadas tenham sido semelhantes, a temperatura escolhida para padronizagao
da expressao foi 25°C. M: padrdao de massa molecular (banda referente a 45 kDa indicada pela
cabega de seta a direita); S: fracdo sollvel; I: fragdo insoluvel; NI: lisado bacteriano antes da
inducéo da expressao de proteinas; 1 a 4: lisados bacterianos apés 1, 2, 3 e 4 horas da indugao de

expressdo da SHsp40 recombinante.
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Figura 15. Perfil cromatografico de gel filtracdo da SHsp40. A SHsp40, previamente purificada
por cromatografia de afinidade, foi submetida a uma cromatografia de gel filiragcdo para ser
separada de contaminantes e agregados protéicos. Todas as fragcdes da purificagdo foram
inspecionadas por SDS-PAGE e o pico indicado pela seta foi identificado como a SHsp40 pura.
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Figura 16. Analise do processo de purificacao da SHsp40 por SDS-PAGE 12%. A SHsp40 foi
expressa fusionada a uma cauda de hexa-histidina em seu N-terminal em cepa BI21(DE3)pRARE
de E. coli, para auxiliar no processo de purificagdo por cromatografia de afinidade seguida por gel
filtragdo. A pureza da proteina apds a purificacao foi considerada maior que 95%. M: padrao de
massa molecular (massa de 45 kDa indicada pela cabeca de seta); 1: SHsp40 expressa em E.coli
2: SHsp40 apds a purificagao por cromatografia de afinidade; 3: SHsp40 apds a purificagao por gel

filtragao.
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4.1.3. Dicroismo circular

Ensaios de dicroismo circular foram realizados para verificar se a SHsp40 obtida
estava enovelada e para caracterizar sua estrutura secundaria. Os resultados mostraram

uma proteina com estrutura composta tanto por hélices a quanto por folhas B. (Figura 17).
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Figura 17. Caracterizacdao da estrutura secundaria da SHsp40 por dicroismo circular. O
espectro de dicroismo circular da SHsp40 foi medido de 205 a 260 nm em tampé&o Tris 25 mM (pH
7,5) contendo 500 mM de NaCl a 20°C e em cubeta de caminho éptico de 0,1 cm. O espectro do
tampéao foi subtraido do espectro da proteina e os dados foram normalizados para elipticidade
molar residual média. O espectro da SHsp40 foi compativel com o de proteinas contendo estrutura

composta por hélices a e folhas B.
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4.1.4. Atividade chaperona

A atividade chaperona da SHsp40 foi verificada pela sua capacidade de ligar e
proteger da agregacdo um substrato desenovelado, a luciferase. O resultado destes
experimentos (figura 18) mostra que a SHsp40 foi capaz de ligar a luciferase
desenovelada e apresentou atividade chaperona protetiva.

P C A
+ - - + SHsp40
M o + + + Luciferase
pra— Il Luciferase

50 kDa M| e W l(sHsp40

Figura 18. Verificacdao da atividade chaperona da SHsp40 por SDS-PAGE 12%. A SHsp40
fusionada a cauda de hexa-histidina (10 uM) foi incubada com 2 uM de luciferase a 42°C. Em
seguida, a amostra foi centrifugada para separagao de agregados protéicos e incubada com resina
de afinidade Talon, que foi posteriormente lavada exaustivamente para remogao de proteinas nao
ligadas ou ligadas inespecificamente. A SHsp40 e, consequentemente, as proteinas ligadas pela
chaperona foram eluidas e o resultado foi verificado por SDS-PAGE 12%. Como controle, foi
realizado o ensaio com a luciferase apenas. No gel de poliacrilamida foi possivel analisar que,
juntamente com a SHsp40, a luciferase foi eluida. Ja no controle, a banda respectiva a luciferase
ndo apareceu. Este resultado indica a atividade chaperona protetiva da SHsp40 em relacdo a
luciferase desenovelada. M: padrdo de massa molecular, onde 50 kDa esta indicado pela cabeca
de seta a esquerda; P: controle da quantidade de proteina utilizada nos ensaios; C: amostra
controle, com luciferase apenas; A: amostra para verificagdo da atividade chaperona, com SHsp40

e luciferase. A direita, as cabecas de seta indicam as bandas respectivas a luciferase e & SHsp40.
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4.1.5. Estado oligomérico

Para estudar o estado oligomérico da SHsp40 em solucédo, foi empregada a
técnica de cromatografia de exclusao molecular acoplada a um detector multi-angulo de
espalhamento de luz. O resultado (figura 19) indicou uma massa molecular de 99 kDa
para a SHsp40, o que foi correspondente a um dimero.
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Figura 19. Caracterizacdao do estado oligomérico da SHsp40 em solucédo por SEC-MALS. A
massa molecular da SHsp40 foi determinada pela técnica de cromatografia de exclusao molecular
acoplada a um detector multi-ngulo de espalhamento do luz. A partir da coleta dados de
espalhamento de luz e do perfil cromatografico da proteina, gerou-se um gréafico da distribuicdo
das massas moleculares medidas (quadrados vermelhos) em fungdo do volume de eluigdo da
SHsp40 na coluna de exclusdo molecular (quadrados pretos). A massa molecular determinada foi

de 99 kDa, que correspondeu a um dimero.
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4.1.6. Gel filtracao analitica, espalhamento dinamico de luz e forma

Para estimar o formato assumido pela SHsp40 em solugdo foram primeiramente
estabelecidos o valores do raio de Stokes e do coeficiente de difusdo da SHsp40. O raio
de Stokes, estimado pela andlise dos dados de gel filtracao analitica (figuras 20 e 21), foi
de 50 + 1 A e o coeficiente de difus&o, diretamente medido por espalhamento dinamico de
luz, resultou em um valor de 4,2 x 107 cm?s. O raio de Stokes teérico para a SHsp40,
calculado pela equacao de Stokes-Einsten e empregando o coeficiente de difusdo medido
para a proteina, foi de 49 A, enquanto que o coeficiente de difusdo tedrico, calculado pela
mesma equacdo, mas utilizando o raio de Stokes estimado, foi de 4,04 x 107 cm?s.
Todos os dados foram coerentes e podem ser visualizados na tabela 6.

O fator de Perrin da SHsp40 foi utilizado para estimar a forma da proteina em
solucdo e o calculo da razéo f/fy resultou em um valor de 1,6, que foi compativel com uma

molécula de formato alongado.
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Figura 20. Perfil cromatografico de gel filtracao analitica da SHsp40. Os valores de volume de
eluicao das proteinas e do azul de dextran na gel filtragdo analitica foram utilizados para o calculo
do coeficiente de particdo (Kav) das proteinas e posterior estimativa do raio de Stokes da SHsp40.
Para tanto, foram realizadas corridas com azul de dextran (curva em azul), para determinar o
volume vazio da coluna; com o padrao de proteinas com massas moleculares e raios de Stokes
conhecidos (curva em vermelho); e com a SHsp40 (curva em verde). 1) Ferritina, 2) Aldolase, 3)
Ovoalbumina, e 4) Ribonuclease A.
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Figura 21. Estimativa do raio de Stokes da SHsp40. Um gréfico de raio de Stokes em fungéo de
(-log Kav)”2 foi construido para as proteinas do padrao da gel filtragdo analitica (quadrados pretos)

e um ajuste linear dos pontos (reta preta) foi realizado. Com a equacao da reta gerada, o raio de
Stokes da SHsp40 foi estimado (quadrado vermelho), sendo 50 + 1 A o seu valor.

Tabela 6. Propriedades hidrodindmicas da SHsp40 obtidas por gel filtragdo analitica e por

espalhamento dinamico de luz.

Raio de Stokes Coeficiente de difuséo
Gel filtracdo analitica 50+ 1A 4,0x 107 cm®s™
Espalhamento dinamico de luz 49 A 42x107 cm?s™

Em vermelho, valores tedricos calculados a partir da equacao de Stokes-Einsten.
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4.1.7. Desenovelamento térmico

A estabilidade da SHsp40 foi investigada por desenovelamento térmico
acompanhado pelo sinal de dicroismo circular a 222 nm. A proteina foi aquecida de 20°C
a 90°C e o sinal de CD a 222 nm permaneceu estavel até 50°C, aumentando em
magnitude a partir desta temperatura até 65°C. Em seguida, o sinal de CD a 222 nm
diminuiu em magnitude e, ao resfriar a amostra de 90°C a 20°C, n&o retornou ao seu valor
inicial (figura 22). Quando a proteina foi aquecida de 20°C a 65°C, o sinal de CD a 222 nm
foi estavel até 50°C e aumentou em magnitude até 65°C, porém quando a proteina foi
resfriada de 65°C a 20°C, o ganho na magnitude do sinal de CD permaneceu (figura 23).
O espectro de dicroismo circular desta espécie, chamada intermediario, foi medido e
apresentou formato diferente do espectro de CD da SHsp40 nativa (Figura 24).

72



2000 |
‘:_ 3 ' -
2 N
T F
B 000 b et Py 4 -
(6] [ |
? " ol
E 3 | | . b
= = 20°C - 90°C . i
= 90°C - 20°C n o
-6000 b= ‘y -
. - [l . [l . [l . [l o [l o [ . '
20 30 40 50 60 70 80 90

Temperatura (°C)

Figura 22. Desenovelamento térmico da SHsp40, de 20°C a 90°C, monitorado pelo sinal de
dicroismo circular a 222 nm. Em cubeta de 0,1 cm de caminho éptico, a SHsp40 foi aquecida de
20°C até 90°C (quadrados pretos), na velocidade de 1°C/minuto. Até 50°C, o sinal de CD a 222 nm
permaneceu estavel, porém apo6s esta temperatura o sinal de CD aumentou em magnitude, onde
alcancou seu maximo a 65°C. Em seguida, o sinal de CD a 222 nm apresentou uma diminuigcdo de
magnitude e, ao resfriar a SHsp40 de 90°C a 20°C (quadrados vermelhos), a 1°C/minuto, o sinal
ndo retornou ao seu valor inicial. Estes resultados indicaram que a SHsp40 sofreu alteracdo em
sua estrutura secundaria e agregou irreversivelmente apés 65°C. A regido de aumento da
magnitude do sinal de dicroismo circular a 222 nm, deu-se 0 nome de intermediario.
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Figura 23. Desenovelamento térmico da SHsp40, de 20°C a 65°C, acompanhado pelo sinal de
dicroismo circular a 222 nm. A SHsp40, em cubeta de 0,1 cm de caminho éptico, foi aquecida de
20°C a 65°C (quadrado pretos) na velocidade de 1°C/minuto. Até 50°C, o sinal de CD a 222 nm
praticamente nao se alterou, aumentando em magnitude a partir deste ponto até 65°C. Quando a
proteina foi resfriada de 65°C a 20°C (quadrados vermelhos) o sinal de dicroismo circular
continuou aumentando até 50°C e permaneceu estavel até 20°C, ndo retornando ao seu valor

inicial. A esta espécie ou mistura de espécies estaveis da SHsp40, nomeou-se intermediario.
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Figura 24. Anadlise de dicroismo circular da SHsp40 e do intermediario. Os espectros de
dicroismo circular da SHsp40 (quadrados pretos) e do intermediario (quadrados vermelhos) em
tampao Tris 25 mM (pH 7,5) com 500 mM de NaCl, foram medidos de 205 a 260 nm em cubeta de

0,1 cm de caminho éptico, a 20°C. O espectro do tampao foi subtraido dos espectros de proteina e

o resultado normalizado para elipticidade molar residual média. O formato do espectro de CD do

intermediério foi claramente diferente daquele da proteina nativa, se assemelhando a espectros de

proteinas ricas em folhas (.
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4.1.8. Espectroscopia de fluorescéncia

A espectroscopia de fluorescéncia foi utilizada como ferramenta para estudar a
natureza do intermediario da SHsp40, onde foram verificadas a ligagéo de tioflavina T e a
ligacao de bis-ANS em relagéo a proteina nativa. A tioflavina T apresentou uma emissao
de fluorescéncia maior quando em presenca do intermediario do que quando em
presenca da SHsp40 nativa (figura 25).

As proporgées de bis-ANS e proteina foram determinadas pela titulagdo da
SHsp40 e do intermediario com quantidades crescentes de bis-ANS até o ponto onde a
adicao de bis-ANS ndo acarretou mais o aumento na intensidade de fluorescéncia
emitida. A proporcao de proteina:bis-ANS definida, tanto para a SHsp40 nativa quanto
para o intermediario, foi de 1:6 (figura ndo mostrada). Utilizando esta proporgéo, a
emissao de fluorescéncia do bis-ANS foi maior quando incubado com o intermediério do
que quando incubado com a proteina nativa (figura 26).
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Figura 25. Andlise da emissdao de fluorescéncia da tioflavina T com a SHsp40 e
intermediario. O espectro de emissao de fluorescéncia da tioflavina T foi medido em cubeta de 1
cm de caminho 6ptico, de 475 a 550 nm, a 20°C. A emissado de fluorescéncia do ThT foi maior
guando em presenca do intermediario da SHsp40 (quadrados vermelhos) do que com a proteina
nativa (quadrados pretos). O espectro do ThT em solugcédo foi subtraido dos espectros do ThT
incubado com as proteinas e os dados foram normalizados na escala de 0 a 1. O resultado sugeriu

gue o intermediario da SHsp40 apresentou maior contelido de folhas B do que a proteina nativa.
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Figura 26. Analise da emissao de fluorescéncia do bis-ANS com a SHsp40 e intermediario.
Em cubeta de 1 cm de caminho 6ptico, a 20°C, o espectro de emissao de fluorescéncia de bis-ANS
foi medido de 450 a 550 nm. O bis-ANS incubado com a SHsp40 nativa (quadrados pretos) emitiu
fluorescéncia com menos intensidade que o bis-ANS incubado com o intermediario (quadrados
vermelhos). O espectro do bis-ANS em solugdo foi subtraido dos espectros do bis-ANS com as
proteinas e os dados foram normalizados em escala de 0 a 1. Este resultado mostrou que a

superficie exposta ao solvente era maior no intermediario do que na SHsp40 nativa.
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4.1.9. Microscopia eletrénica

A andlise das espécies agregadas da SHsp40 foi realizada por microscopia
eletrbnica de varredura. As fotomicrografias obtidas mostraram a presenca de estruturas

fibrilares formadas pela SHsp40 (Figura 27).

Figura 27. Fotomicrografias dos agregados de SHsp40. As fotomicrografias das espécies
agregadas da SHsp40 foram obtidas por microscopia eletrénica de varredura. A proteina, dialisada
exaustivamente contra agua ultra-pura, foi seca em laminula de vidro e revestida por ouro, sendo
entdo submetida a microscopia. As imagens mostraram que entre agregados amorfos existiam

estruturas fibrilares formadas pela SHsp40.
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4.2. Sis1 e mutantes
4.2.1. Fluorescéncia estatica do triptofano

A fluorescéncia estatica do triptofano foi utilizada para investigar alteracées locais
na regido do dominio C-terminal (figura 28) de Sis1Ai»4.174, que poderiam ter sido
causadas em decorréncia da delegdo de 50 residuos de aminoécidos da regiao rica em
glicinas e metioninas. Os espectros de fluorescéncia estatica do triptofano de Sis1 e
Sis1Aq24.474 (figura 29) foram muito semelhantes e ambos apresentaram um centro de

massa espectral de 343 nm.

Figura 28. Estrutura do dominio C-terminal da Hsp40 tipo Il, Sis1. O dominio C-terminal de
Sis1 apresenta dois subdominios com enovelamento similar, CTDI e CTDII, ambos formados por
hélices a e folhas 3, embora esta ultima seja mais pronunciada. O residuo de triptofano, localizado
proximo a interface destes dois subdominios, foi utilizado como sonda para a verificacdo de
possiveis alteragcées na estrutura do C-terminal de Sis1 causadas pela delecdo da regido rica em

glicinas e metioninas.
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Figura 29. Analise comparativa da emissao de fluorescéncia estatica do triptofano entre Sis1
e Sis1A24.174- Os espectros de emissao de fluorescéncia estatica do triptofano foram medidos de
300 a 400 nm, em cubeta de 1 cm de caminho optico e a 25°C. Os dados de emissao de
fluorescéncia do branco foram subtraidos dos dados de emissao de fluorescéncia das proteinas e
o resultado final normalizado em escala de 0 a 1. O centro de massa espectral calculado para os
espectros de fluorescéncia de ambas as proteinas (Sis1, em preto, e Sis1A;24.174, em vermelho) foi
de 343 nm, o que indicou que o ambiente local do residuo triptofanil ndo foi alterado na proteina

mutante, Sis1A124.174, €M comparagao a proteina selvagem, Sis1.
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4.2.2. Fotoapagamento do triptofano

A deteccado de provaveis alteracbes locais no C-terminal de Sis1Ai24.174, €M
comparagao com Sis1, foi mais bem estudada pelo fotoapagamento do triptofano. O
grupo fotoapagador utilizado foi a acrilamida e os experimentos foram realizados a 25°C e
40°C. Os resultados, visualizados na figura 30 e tabela 7, mostraram que o processo de
fotoapagamento realizado foi dinamico e os valores da constante de Stern-Volmer
determinados foram 10,8 + 0,1 M e 14,1 £ 0,1 M, respectivamente a 20°C e 40 °C, para
Sis1,e 10,1 +0,1 M" e 13,1 £0,1 M, respectivamente a 20°C e 40°C, para Sis1Az4.17a.
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Figura 30. Grafico do fotoapagamento do triptofano das proteinas Sis1 e Sis1A;4.173. O

fotoapagamento de Sis1 e Sis1Ai24.174 foi realizado utilizando a acrilamida como agente
fotoapagador. As medidas da emissao de fluorescéncia do triptofano foram feitas a 343 nm, a 20°C
e a 40°C, em cubetas com 1 cm de caminho éptico. Os valores de emisséo de fluorescéncia da
acrilamida em solucdo nas diferentes concentragbes usadas foram subtraidos das respectivas
amostras de proteinas. A partir do ajuste dos pontos do gréfico Fo/F em fungéo da concentragao de
acrilamida, utilizando a equagdo de Stern-Volmer, as constantes de Stern-Volmer foram

determinadas.
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Tabela 7. Constantes de Stern-Volmer calculadas a partir dos experimentos de fotoapagamento

para as proteinas Sis1 e Sis1A124.174.

Proteina Constante de Stern-Volmer (M™)
25°C 40°C
Sis1 10,8 + 0,1 14,1 £ 0,1
Sis1A124-174 10,1 £ 0,1 13,1 £0,1
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4.2.3. Anisotropia do triptofano

A anisotropia foi utilizada para investigar diferencas na polarizacao dos residuos
de triptofano de Sis1 e Sis1A124.174, 0 que reflete a difusao rotacional destas proteinas em
solucao. O resultado, mostrado na figura 31, sugeriu que os residuos triptofanil das duas
proteinas, selvagem e mutante, se comportaram de maneira muito similar em relagao a
polarizabilidade, o que consequentemente indica uma taxa de difusdo rotacional muito

semelhante para Sis1 e Sis1A124.174.
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Figura 31. Estudo da anisotropia do triptofano das proteinas Sis1 e Sis1Ai35.172- Os
experimentos de anisotropia com as proteinas Sis1 (quadrados e linha pretos) e Sis1Aq24.174
(quadrados e linha vermelhos), foram realizados com a excitacdo do triptofano por luz polarizada
(0° e 90°) de 280 a 300 nm, medidas da emissao de fluorescéncia polarizada (0° e 90°) a 343 nm,
a 25°C e com cubetas de 1 cm de caminho 6ptico. Os resultados de anisotropia do triptofano

sugeriram semelhante difusao rotacional destas proteinas em solugéo.
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4.2.4. Cromatografia de exclusao molecular acoplada a um detector multi-angulo de
espalhamento de luz

Os experimentos de cromatografia de exclusdo molecular acoplada a um detector
multi-angulo de espalhamento de luz foram realizados para estudar a estabilidade da
proteina Sis1 e as alteragcées na estabilidade dos mutantes Sis1A24.174 € Sis1Aq21.057. A
determinacdo da massa molecular das proteinas foi feita em condicbes nativas e
desnaturantes (1 a 5 M de uréia). Os resultados (figura 32 e tabela 8) revelaram que Sis1,
Sis1A124.174 € Sis1Aq21057 S€ comportaram como dimeros em condigcdes nativas, porém
Sis1A121.057, em 3 M de uréia, e Sis1 e Sis1A24.174, €m 5 M de uréia, se comportaram

como monomeros.
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Figura 32. Estudo da estabilidade da Sis1 e mutantes por cromatografia de exclusao
molecular acoplada a um detector multi-angulo de espalhamento de luz. Para o estudo da
estabilidade de Sis1, Sis1Ai2.174 € Sis1Ai21057, a técnica de SEC-MALS foi empregada na
determinagéo da massa molecular das proteinas em condi¢cdes nativas e desnaturantes. O grafico
de massa molecular em funcdo da concentracdo de uréia foi construido e o ajuste sigmoidal dos
pontos resultou em um Cm, ou seja, contragao de uréia onde ha 50% das espécies como dimero e
50% como monémeros, de 3,5 e 3,4 para Sis1 e Sis1A124-174, respectivamente, e 2,1 para
Sis1A121-257. Este resultado indicou uma menor estabilidade de Sis1A51.057 em relacdo a Sis1 e
Sis1A124.174.

Tabela 8. Cm da dissociacido de dimeros em mondmeros das proteinas Sis1, Sis1Aio4.174 €
Sis1A1,1.057 determinadas cromatografia de exclusdo molecular acoplada a um detector multi-

angulo de espalhamento de luz.

Proteina Cm (M)
Sis1 3,5
Sis1A124-174 3,4
Sis1A121-257 2,1

Cm: concentracao de uréia onde 50% das espécies se encontram diméricas e 50% monomeéricas.
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5. DISCUSSAO
5.1. SHsp40

Nesta secdo sao discutidos os dados referentes a caracterizagdo da SHsp40 e
comparagao com proteinas homologas ja estudadas, além do estudo da estabilidade
térmica desta proteina.

5.1.1. A SHsp40 foi identificada como uma Hsp40 tipo |

A analise da estrutura primaria da SHsp40 mostrou que esta co-chaperona
pertence a subfamilia das Hsp40s do tipo I, baseado em sua identidade com proteinas
homodlogas de humano (DjA1) e levedura (Ydj1). A distribuigdo de dominios na estrutura
da proteina de interesse foi compativel com aquelas mostradas por trabalhos anteriores,
como Tsai & Douglas (1996), Lu & Cyr (1998) e Ramos et al.(2008).

5.1.2. A SHsp40 foi expressa e purificada enovelada

A expressdao da SHsp40 recombinante foi realizada em E.coli, e a purificagéo
realizada através de métodos cromatograficos bem estabelecidos para estas proteinas
(Borges et al,, 2005; Ramos et al., 2008). Na cromatografia de afinidade, a SHsp40
fusionada a cauda de hexa-histidina ligou na resina de afinidade a metal e foi isolada de
grande parte dos contaminantes advindos da E.coli, embora ndo todos e nem de espécies
agregadas da propria SHsp40. Esta separacdo da SHsp40 nativa de proteinas
indesejadas foi realizada com sucesso pela cromatografia de gel filtragdo, onde as
espécies de maior peso molecular que a proteina de interesse eluiram préximo ao volume
vazio da coluna e as espécies de menor peso molecular, apés a eluicao da SHsp40. Com
a execucao deste protocolo de purificagcdo, a pureza alcancada para a SHsp40 foi
considerada satisfatoria para a realizacao dos estudos bioguimicos e biofisicos.

O espectro de dicroismo circular no UV distante da SHsp40 pura mostrou-se
compativel com o espectro de uma proteina enovelada que possui tanto estruturas de
hélice a quanto de folhas 3, e com valores semelhantes aqueles de uma Hsp40 humana
do tipo I, DjA1 (Borges et al., 2005), mas diferentes daqueles de uma Hsp40 do tipo | de
levedura, Ydji (Ramos et al, 2008), haja vista a porcentagem de identidade e
similaridade maior da SHsp40 para com DjA1 que com Ydj1. Em suma, a Hsp40 tipo | de
cana-de-agucar foi produzida e purificada com rendimento e pureza considerados
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satisfatorios, e sua estrutura secundaria foi coerente quando comparada aquela de uma
Hsp40 tipo | humana bem estudada.

5.1.3. A SHsp40 apresentou atividade chaperona

Proteinas com funcéo de chaperona formam complexos transientes, mas estaveis,
com polipeptideos desenovelados, suprimindo a agregacao protéica (Cyr, 1995). A
capacidade da SHsp40 de ligar a luciferase desenovelada e formar complexos estaveis foi
realizada segundo descrito em Borges et al. (2005), onde chaperona e luciferase foram
incubadas juntas a 42°C, temperatura na qual a luciferase desenovelou. Apds a remocao
de agregados, a mistura de proteinas foi incubada juntamente com a resina de afinidade,
onde a SHsp40 fusionada a cauda de hexa-histidina, mas nao a luciferase, se ligou. Caso
a atividade de chaperona fosse presente, o complexo SHsp40-luciferase deveria ser
formado e as duas proteinas deveriam eluir juntas da resina, e foi exatamente isto o que
aconteceu no experimento realizado, a SHsp40 e a luciferase co-eluiram.

Estudos bioquimicos com Hsp40s do tipo |, como a Dnad de E.coli, a Hdj2 de
humano e a Ydj1 de levedura demonstraram que a estas proteinas funcionam de maneira
independente da Hsp70 para suprimir a agregacao protéica , enquanto que Hsp40s do
tipo Il, como a Hdj1 de humano e a Sis1 de levedura, sdo menos eficientes como
chaperonas e sao dependentes da Hsp70 para suprimir a agregacao de proteinas (Cyr,
1995; Minami et al., 1996; Lu & Cyr, 1998; Langer et al., 2002). Estes relatos dao suporte
aos nossos resultados, que mostraram ndo s6 que a SHsp40 apresenta atividade
chaperona, mas que esta atividade é compativel com as de Hsp40s do tipo | de diferentes

organismos.

5.1.4. A SHsp40 foi caracterizada como um dimero alongado em solucao

Recentes trabalhos relativos as Hsp40s de humano e de levedura, tanto do tipo |
quanto do tipo Il, revelaram importantes aspectos relativos a estrutura e forma destas
proteinas. A resolugdo e modelagem das estruturas do dominio C-terminal e da regiao
rica em cisteinas da Hsp40 tipo | de levedura, Ydj1, e do dominio C-terminal de Sis1 e
Hdj1, Hsp40s tipo Il, respectivamente de levedura e de humano, mostraram que estas
proteinas se comportam como homodimeros alongados, constituidos por monémeros que
se dispdem paralelamente de modo a formar uma fenda central. Apesar destas
semelhancas, as Hsp40s tipo | apresentam um formato que lembra um sino, onde as
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regides ricas em cisteinas se enovelam de tal modo a formar motivos dedos de zinco, que
séo a base deste “sino”, enquanto que Hsp40s do tipo Il se assemelham a letra U (Sha et
al., 2000; Li et al., 2003; Hu et al., 2008). Estudos dos modelos de envelope das Hsp40s
tipo | e Il inteiras, realizados por Borges e colaboradores, em 2005, e por Ramos e
colaboradores, em 2008, mostraram que as posicoes relativas dos dominios J destas
proteinas sao distintas e que a localizacdo espacial deste dominio € controlada pelos
maodulos centrais dos dominios C-terminal das Hsp40s tipo | e Il.

Para verificar o comportamento da SHsp40 em relacao ao seu estado oligomérico
funcional e formato adquirido em solucao, foram realizados experimentos de SEC-MALS,
para determinacdao da massa molecular da proteina em solucao, e gel filtracao analitica e
EDL, para validacdao dos dados experimentais e estimativa da forma da proteina em
solugédo. Inicialmente, os experimentos de SEC-MALS revelaram a massa molecular da
SHsp40, que foi de, aproximadamente, 99 kDa. A partir da composigdo de aminoacidos
da SHsp40, a massa molecular estimada pelo programa Sednterp foi de 49 kDa. Estes
resultados mostraram claramente que a unidade funcional da SHsp40 em solugdo € um
dimero, compativel com o que se conhece sobre Hsp40s do tipo | homélogas (Borges et
al., 2005; Ramos et al., 2008).

Nos experimentos de gel filtragdo analitica, foi estimado um raio de Stokes de 50 +
1 A para a SHsp40 e calculado um coeficiente de difusdo tedrico, através da equacgdo de
Stokes-Einstein (equacdo 5), de 4,0 x 10”7 cm?/s. Este valor concordou com os dados
experimentais de EDL, que mediram um coeficiente de difusdo de 4,2 x 107 cm?s,
resultado proximo do obtido para a Hsp40 tipo | humana, DjA1, o qual o coeficiente de
difusdo, determinado por ultracentrifugacdo analitica, foi de 4,5 x 107 cm?/s (Borges et al.,
2005). O raio de Stokes tedrico calculado pela equacao de Stokes-Einstein, utilizando o
coeficiente de difusdo medido por EDL, foi de 49 A, préximo ao raio estimado na gel
filtracdo analitica. Como visto, todos estes valores se suportaram e foram suficientes para
validar o dado referente ao raio hidrodinamico da SHsp40.

Para a estimativa do formato da SHsp40, foi realizado o célculo do fator de Perrin
(equacao 6), ou fator de forma, determinado a partir de f/f,, definido por ser a razédo entre
o fator friccional da proteina (f) e o fator friccional de uma esfera rigida, ndo hidratada e de
mesma massa molecular que a proteina de interesse (f;). O valor obtido foi 1,6, o que
sugeriu que a SHsp40 seria uma proteina com formato alongado. Resultado semelhante
foi obtido para uma Hsp40 tipo | de humano, DjA1, no trabalho de Borges et al. (2005),
embora a forma tenha sido determinada por uma diferente metodologia. E interessante
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ressaltar que este formato alongado é compativel com de estruturas cristalograficas de
Hsp40s truncadas disponiveis, como a Ydj1 (Figura 5) e Sis1 (Figura 9), ambas de
levedura, e Hdji humana (Figura 5) (Hu et al., 2008; Li et al., 2006; Li et al., 2003).
Modelos de Hsp40s inteiras gerados a partir de experimentos de SAXS com as proteinas
DjA1 e Hdj1, de humanos (figura 6A), e Ydj1 e Sis1, de levedura (Figura 6B), também
concordam com a forma alongada estimada para a SHsp40 (Borges et al., 2005; Ramos
et al.,, 2008).

5.1.5. O desenovelamento térmico da SHsp40 apresentou pelo menos um
intermediario

No estudo de estabilidade térmica da SHsp40, realizaram-se experimentos de
desenovelamento térmico acompanhados pelo sinal de CD a 222 nm (Corréa & Ramos,
2009). No perfil obtido para a SHsp40, alguns pontos principais puderam ser destacados,
sendo eles: 1) O sinal de CD a 222nm ndao mudou até 50°C, o que sugere que,
aparentemente, a estrutura secundaria da proteina permaneceu conservada ou, ao
menos, sem mudancgas detectaveis por esta técnica; 2) A partir de 50°C, o sinal de CD a
222nm comegou a aumentar em magnitude até 65°C. Esta evidéncia sugeriu que a
estrutura secundaria da SHsp40 mudou, porém neste ponto nado foi possivel tirar maiores
conclusdes acerca de quais tipos de mudangas ocorreram; 3) Apds 65°C, o sinal de CD a
222 nm diminuiu em magnitude e a proteina agregou. Esta agregacdo se mostrou
irreversivel nas condicdes aqui testadas, uma vez que o sinal de CD a 222 nm nao foi
recuperado, mesmo com a diminuicdo da temperatura. O perfil de desenovelamento
induzido por calor indicou que ha pelo menos um intermediario nesta via, e que esta
espécie, ou conjunto de espécies, pode ser isolada, uma vez que o sinal de CD a 222 nm
da proteina aquecida até 65°C nao reverteu aquele inicial a 20°C. Este fato possibilitou a
obtencao de espectros de dicroismo circular desta espécie e o resultado mostrou que o
formato do espectro, antes compativel com uma proteina com estruturas hélice a e folha 3
(minimos em 224 e 208 nm), foi alterado para um perfil condizente com um onde ha

predominancia de folhas 8 (minimo em 218 nm).
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5.1.6. O intermediario da SHsp40 foi caracterizado como sendo rico em folha 8 e
parcialmente enovelado

A partir do isolamento do intermediario da SHsp40 e da evidéncia de que esta
espécie pudesse apresentar uma estrutura com maior conteudo de folha f do que a
proteina nativa, foram realizados experimentos de fluorescéncia de tioflavina T. O ThT
apresentou maior fluorescéncia quando ligado ao intermediario da SHsp40 do que quando
ligado a proteina nativa, confirmando a hipétese que surgiu a partir da comparacéao dos
espectros de CD entre a proteina nativa e o intermediéario, pois o ThT é uma molécula que
se liga a espécies protéicas que contém alto contetudo de folhas 3 dispostas de maneira
organizada.

Outra abordagem realizada na investigagédo deste intermediério foi a fluorescéncia
de bis-ANS, uma molécula virtualmente ndo fluorescente em ambiente aquoso ou na
presenca de proteinas com estruturas compactas, mas fluorescente quando ligada a
regides hidrofébicas expostas. Assim como o ThT, o bis-ANS apresentou maior
fluorescéncia quando incubado com a espécie intermediaria da SHsp40 do que com a
proteina nativa. Este resultado sugeriu que uma maior extenséo de superficie hidrofébica
exposta ao solvente esteve presente no intermediario da SHsp40, dispondo potenciais
sitios de ligacao para o bis-ANS.

5.1.7. A SHsp40 agregada apresentou formacao de estruturas fibrilares

Espécies soluveis e ricas em folhas B dispostas de maneira organizada sao
algumas caracteristicas da formacao de fibrilas, e neste caso, como o intermediario
apresentou-se soluvel e parcialmente enovelado, foi suposto que esta espécie poderia
estar em vias de formar agregados fibrilares. Para testar a hipétese da SHsp40 possuir
espécies fibrilares em seu estado agregado, foi utilizada a microscopia eletrénica de
varredura. A proteina, quando dialisada exaustivamente contra agua, agregou e estas
amostras foram analisadas. Como podem ser vistas na secdo resultados, foram
encontradas estruturas fibrilares em meio aos agregados de SHsp40, o que confirmou a
hipdtese de que a proteina é capaz de formar estruturas em forma de fibrila. Além disso,
as fibrilas parecem ser comuns as espécies agregadas da SHsp40, pois podem ser
formadas de maneiras distintas: 1) Pela remocao do sal, que foi determinante para a
agregacao da SHsp40 preparada para microscopia; 2) Pelo aquecimento da SHsp40 que,
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baseado em evidéncias experimentais anteriores, parece seguir 0 mesmo destino na
formacao de fibrilas.

A formacéao de fibrilas amildides ocorre quando estruturas protéicas nativas séo
desestabilizadas em condi¢des que favorecem a formacao de interagdes nao covalentes,
como ligacbes de hidrogénio, dentro da cadeia polipeptidica. Em 1999, Chiti e
colaboradores sugeriram que a formacao de fibrilas amildides nao é restrita apenas a um
pequeno numero de proteinas, mas € uma propriedade comum a muitas, sendo a todas,
cadeias polipeptidicas em condi¢des apropriadas. Ainda que a formacgéao de fibrilas pareca
ser genérica, a capacidade de uma sequéncia polipeptidica de se converter neste tipo de
estrutura depende muito das caracteristicas fisico-quimicas da proteina e das condicdes
que a mesma € submetida (DuBay et al., 2004; Linding et al., 2004). O fato da SHsp40,
uma chaperona, ser capaz de formar estruturas fibrilares in vitro parece controverso
quando relacionada a fungéo desta proteina. Porém, as caracteristicas fisico-quimicas do
meio celular onde a proteina se encontra sédo diferentes daquelas do ambiente in vitro, o

qgue pode ser determinante para a formagao de estruturas fibrilares pela SHsp40 in vivo.

5.1.8. Consideracoes finais sobre a SHsp40

No programa SUCEST (Sugarcane Expressed Sequence Tags Project), 1,8% dos
genes expressos foram identificados como chaperonas moleculares. Deste total, 43%
foram relacionados a Hsp70 e co-chaperonas, como a Hsp40 (Borges et al., 2001).
Considerando a variedade de estresses (quimico, hidrico, térmico, etc.) enfrentada, que
podem contribuir para o enovelamento incorreto, desenovelamento e agregagdo de
proteinas, o sistema de chaperonas moleculares torna-se essencial para a homeostase
protéica e viabilidade destes organismos. Dada a relevancia econémica da cana-de-
acucar e sua aplicacao biotecnoldgica, somado com a auséncia de informagbes sobre
mecanismo das chaperonas moleculares nestas plantas, torna-se interessante e
importante estudar e entender este sistema. As Hsp40s de humano e de levedura sé@o
bem estudadas, no entanto ndo existem trabalhos referentes a Hsp40s em cana-de-
acucar. Neste trabalho nés apresentamos a primeira caracterizacdo de uma Hsp40 de
cana-de-agucar, identificada como sendo do tipo | e possuindo todos os dominios
compativeis com aqueles de proteinas homoélogas ja bem estudadas (Lu & Cyr, 1998;
Borges et al., 2005; Ramos et al., 2008). A proteina, expressa de forma heteréloga em

E.coli, foi purificada e obtida enovelada, como visto pelo espectro de dicroismo circular,
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caracteristico de proteinas com estruturas mistas de hélice a e folha 3. Além disso, a
SHsp40 apresentou atividade chaperona compativel com Hsp40s do tipo I, e se
comportou como um dimero alongado em solucdo. Estes resultados corroboram com
dados os obtidos nos trabalhos de Borges et al. (2005) e Ramos et al. (2008) e sugerem
que o0 mecanismo de acao destas proteinas, baseado em sua estrutura, seja conservado
entre os diferentes reinos.

Em experimentos de desenovelamento térmico acompanhado por CD a 222 nm, a
SHsp40 apresentou a presenca de ao menos um intermediario, solluvel e estavel. Este
intermediario apresentou um espectro de dicroismo circular diferente da proteina nativa,
com perfil caracteristico de folhas . A investigacdo desta espécie por fluorescéncia de
tioflavina T confirmou um maior conteddo de folhas B organizadas do que a SHsp40
nativa, assim como a fluorescéncia de bis-ANS revelou que o intermediario é parcialmente
enovelado. Estas evidéncias geraram a hipdtese da SHsp40 ser capaz de formar
estruturas fibrilares, que foi confirmada mais tarde pela observagdo de fibrilas em
agregados de SHsp40 por microscopia eletrénica de varredura.

5.2. Sis1, SiS1A124-174 e SiS1A121-257

Abaixo, os resultados obtidos neste trabalho para Sis1 e seus mutantes de
delegdo, Sis1Ai24.174 € Sis1A+21.057, SA0 apresentados e discutidos em conjunto com os
dados obtidos anteriormente, pelo nosso grupo ou por colaboradores, sobre a estrutura-
funcéo destas Hsp40s tipo Il de levedura.

5.2.1. Sis1A24.174 apresentou comportamento fisico-quimico semelhante a Sis1

Em estudos ndo publicados desenvolvidos por nosso grupo de pesquisa e por
colaboradores, observou-se que um dos mutantes de delegdo de Sis1, Sis1A124.174,
apresentou perfil termodindmico de desenovelamento muito semelhantes aquele da
proteina Sis1 selvagem. Estes resultados foram obtidos tanto por calorimetria de
varredura diferencial (desenovelamento térmico) quanto por dicroismo circular
(desenovelamento quimico) e sugerem que a regiao deletada, correspondente ao dominio
G/M, é desestruturada e nao contribui para a estrutura e estabilidade e da proteina.
Dados estruturais de baixa resolugdo, obtidos por SAXS, revelaram que a delegao do
dominio G/M parece ter causado pouco impacto a estrutura geral de Sis1. Apesar de
estes estudos indicarem que Sis1A124.174 apresenta um comportamento muito semelhante

ao da proteina selvagem, faltavam informacées a respeito de alteracdes estruturais mais
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localizadas causadas pela delegdo, como na regiao proxima a interface dos subdominios
CTDI e CTDIl do dominio C-terminal de Sis1, e sobre alteracées na hidrodinamica da
proteina. Para detectar estas possiveis diferencas entre Sis1 e Sis1A124.174 €mpregou-se a
espectroscopia de fluorescéncia, utilizando o triptofano como fluoréforo e sonda local.

Em uma primeira abordagem, a emissao de fluorescéncia estatica do triptofano foi
medida. Residuos de triptofano, quando expostos ao solvente, apresentam emissao de
fluorescéncia préxima a 350 nm e, quando enterrados em regides hidrofébicas de uma
proteina, emitem fluorescéncia mais préxima do azul, cerca de 320 nm. Em situacdes
onde os residuos de triptofano estdo parcialmente expostos a um ambiente polar, ha a
tendéncia de emissao de fluorescéncia em faixas intermediarias, préximas a 330 e 340
nm. O espectro de fluorescéncia do triptofano medido para Sis1A+24.174 fOi igual aquele
obtido para Sis1, ambos com centro de massa espectral de 343 nm, o que indicou que os
residuos de triptofano das duas proteinas estao parcialmente expostos ao solvente.

Posteriormente, foi utilizado um método mais sensivel para detectar alteragbes
sofridas no ambiente do triptofano, o fotoapagamento, que por ser dinamico € capaz de
fornecer informagdes acerca de quao susceptivel ao agente fotoapagador o fluoréforo
esta. O resultado é expresso como constante de Stern-Volmer, sendo que quanto maior o
valor da constante, maior a susceptibilidade do triptofano ao agente fotoapagador. Nestes
experimentos foram determinados, a 25°C, constantes de Stern-Volmer de 10,8 + 0,1 M
para Sis1 e 10,1 £ 0,1 M" para Sis1A24.174, valores muito semelhantes e que indicaram
que o dominio C-terminal, mais especificamente na regido proxima ao contato entre os
subdominios CTDI e CTDII onde o residuo triptofanil se encontra (Figura 26), nao sofreu
significativa alteracdo em consequéncia da delegcdo do dominio G/M. Os experimentos
realizados a 40°C indicaram constantes de Stern-Volmer de 14,1 +0,1 M" e 13,1 +0,1 M’
' para Sis1 e Sis1A;24.174, respectivamente. O aumento do valor da constante devido a
elevacao de temperatura, que aumenta energia das moléculas em solucao e suas taxas
de colisdo com o triptofano, confirmou que o processo de fotoapagamento ocorrido foi
dindmico e nado estatico, onde o aumento de temperatura leva a uma diminuigdo na
constante de Stern-Volmer, devido a maior taxa de dissociagdo dos complexos formados
pelo fluoréforo e o agente fotoapagador.

Outra abordagem utilizada para averiguar as diferencas entre Sis1 e Sis1A124-174,
mas desta vez em relacdo a hidrodindmica destas proteinas, foi a anisotropia do
triptofano. Este método utiliza a excitacdo e emissdo de fluorescéncia do triptofano,
através de polarizadores de luz posicionados a 0° e a 90°, para obter informacdes a
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respeito da difusao rotacional da proteina em solu¢do. Os valores de anisotropia para
Sis1 e Sis1A124.174, frente a diferentes comprimentos de onda de excitacao, indicaram que
a proteina selvagem e a mutante se comportaram de maneira muito semelhante. Este
resultado sugeriu que, apesar da delecao dos 50 residuos de aminoacidos em Sis1A;z4.
174, POSsivelmente os dominios se arranjaram de maneira a nao alterar a hidrodindmica da

proteina.

5.2.2. A delecao de CTDI desestabilizou o dimero de Sis1

Assim como fora mencionado anteriormente na secao de introdugcao, o mutante
Sis1A121.057, 0 qual teve 136 residuos deletados, o que inclui o dominio G/M e subdominio
CTDI, apresentou perfil termodindmico de desenovelamento distinto de Sis1 e Sis1A124.174,
sendo menos estavel. Ainda, em experimentos de ultracentrifugagdo analitica com
concentragdes crescentes de uréia (de 0 a 5 M), Sis1A,1.057 sofreu efeito em seu
coeficiente de sedimentacdo em concentracdo de uréia menor do que para Sis1 e
Sis1A124.174. Estes efeitos no coeficiente de sedimentagdo podem ser causados por
diversos fatores, sendo mudanga de estado oligomérico um destes. Em uma descrigéo
mais detalhada, os coeficientes de sedimentacdo de Sis1 e Sis1A2.174 permaneceram
inalterados até 2 M de uréia, sofrendo a partir deste ponto um decaimento continuo, que
foi estabilizado proximo a 5 M de uréia. Ja Sis1A+,1.057 apresentou mudangas em seu
coeficiente de sedimentacao logo em 1 M de uréia, seguido de um decaimento e relativa
estabilizacdo em 3 M de uréia. Um grafico do coeficiente de sedimentacdo em funcao da
concentracao de agente desnaturante foi construido e as curvas resultantes para todas as
proteinas apresentaram formato sigmoidal, gerando valores de Cm de 3,4 M e 3,5 M de
uréia, respectivamente para Sis1 e Sis1A124.174, € 2,1 M de uréia para Sis1A1»1.257. Sendo
assim, foi proposto que Sis1A;»1.057 Sofreria dissociacdo de dimeros em mondmeros em
concentragdes menores de uréia que Sis1 e Sis1Aq24174. Para verificar se os efeitos
observados nos coeficientes de sedimentacdo das proteinas eram reflexos do estado
oligomérico das mesmas, a massa molecular de Sis1 e mutantes foram determinadas em
condicdes nativas e desnaturantes, através de experimentos de cromatografia de
exclusao molecular acoplada a um detector multi-angulo de espalhamento de luz. Pela
composicao de aminoacidos, as massas moleculares calculadas para dimeros das
proteinas em questdo foram: Sis1 — 75,2 kDa; Sis1A124.174 — 66,1 kDa; e Sis1A121.057 — 46,8
kDa. Pela técnica de SEC-MALS foram determinadas, para Sis1 e Sis1A24.174, Mmassas

moleculares correspondentes a dimeros até 3 M de uréia e, a partir de 4 M de uréia,
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correspondentes a monémeros. Em contraste, Sis1A11.257 S€ comportou como dimero até
2 M de uréia, se dissociando em mondémeros em concentracbes superiores de uréia. O
tratamento destes dados gerou valores de Cm compativeis com os obtidos por
ultracentrifugacao analitica (ver acima), sendo 3,5 M e 3,4 M de uréia para Sis1 e
Sis1A+24.174, respectivamente, e 2,1 M de uréia para Sis1A+,1.257. Com estes resultados foi
possivel concluir que a mudanca de estado oligomérico das proteinas, de dimeros para
mondmeros, é responsavel pela alteracdo nos coeficientes de sedimentacdo das
proteinas estudadas. Ainda, estes experimentos reforcaram o proposto de que a delecao
do dominio G/M néo altera a estabilidade de Sis1, tampouco interfere em seu estado
oligomérico, enquanto que as delecées do dominio G/M e subdominio CTDI, apesar de
permitirem a dimerizagdo da proteina, diminuem a estabilidade de Sis1.

5.2.3. Consideragoes finais sobre a Sis1, Sis1A24.174 € Sis1A121.257

Na literatura ha informagbes sobre as fungdes isoladas dos dominios que
constituem as Hsp40s, com excegado da regido rica em glicinas e metioninas (G/M). O
dominio J € responsavel por interagir com a Hsp70 e estimular sua atividade ATPase,
enquanto que o dominio C-terminal esta envolvido na dimerizagdo e no reconhecimento
do substrato (Cyr et al., 1994; Sha et al., 2000). A regido rica em G/F parece estar
envolvida na diferenga de especificidade de substratos para os diferentes tipos de Hsp40s
(Yan & Craig, 1999). No entanto, sdo poucos os estudos que dizem respeito a estrutura-
funcao destes dominios e seus papéis na manutencao da estrutura protéica das Hsp40s.
Juntos, os dados obtidos anteriormente em nosso grupo de pesquisa, por colaboradores e
neste trabalho, apresentam potencial para ampliar a compreenséo da relacdo estrutura-
funcédo das Hsp40s. A delecao do dominio G/M de Sis1 indicou que esta regido parece
estar envolvida no auxilio ao reconhecimento de substratos, além de ser desestruturada e
nao contribuir para a estabilidade de Sis1. O subdominio CTDI mostrou-se critico para a
funcéo de chaperona de Sis1, visto que sua delecao afetou principalmente a atuacao
deste sistema no reenovelamento de substratos desenovelados ou mal enovelados. Além
disso, foi observado que a delecdo do subdominio CTDI afetou a estabilidade de Sis1. E
proposto que no dominio C-terminal, na interface entre os subdominios CTDI e CTDII,
exista contatos entre residuos de aminoacidos que sejam essenciais para a manutengcao
da estabilidade de Sis1. Ademais, estes contatos parecem também serem importantes na
manutencao do estado oligomérico desta Hsp40, ja que na auséncia de CTDI a proteina

se dissocia em monémeros mais facilmente que a proteina selvagem. Até entdo, esta
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funcdo da manutengao da dimerizagdo das Hsp40s era atribuida somente ao subdominio
CTDII.

6. CONCLUSOES

6.1. SHsp40

A analise da sequéncia primaria mostrou que a proteina é uma Hsp40 tipo I.

A chaperona, expressa em E.coli, foi purificada com 6timo rendimento, enovelada e
funcional, como indicou o espectro de CD caracteristico de proteinas que possuem
hélice a e folha B3, e pelo teste de atividade chaperona.

Em solugéo, a proteina se comportou como um dimero com formato alongado, como

visto nos experimentos de SEC-MALS e estimado pelo calculo do fator de Perrin.

Nos experimentos de desenovelamento térmico monitorado por CD a 222 nm, o sinal
de CD permaneceu estavel até 50°C, em seguida aumentando em magnitude até
65°C, 0 que indica a existéncia de ao menos um intermediario no desenovelamento.

Acima de 65°C, a proteina agregou irreversivelmente.

O espectro de CD do intermediario foi diferente daquele da proteina nativa.

Um maior conteudo de folhas (3, possivelmente dispostas de maneira organizada,
parecem constituir o intermediario, que ligou mais tioflavina T que a proteina nativa.
Os experimentos de fluorescéncia de bis-ANS também sugerem que o intermediario é
uma espécie parcialmente enovelada, com maior superficie exposta ao solvente que

a proteina nativa.

O comportamento do intermediario, com maior conteudo de folhas B e parcialmente
enovelado, levaram a hipétese de que o desenovelamento da proteina em questao

poderia apresentar uma estrutura soluvel em vias de formar de agregados fibrilares.

Entre as espécies agregadas, os experimentos de microscopia eletrénica de

varredura mostraram haver estruturas semelhantes a fibrilas.
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6.2. SiS1, SiS1A124-174 e SiS1A121-257

As proteinas, tanto selvagem quanto mutantes, foram produzidas e purificadas com
bom rendimento, como descrito por Ramos et al. (2008).

Quando utilizada a técnica de fluorescéncia estatica do triptofano, ndo foram
observadas diferencas em relacdo ao ambiente do triptofano da Sis1 e Sis1A124.174
que possivelmente poderiam ter sido causadas pela delecdo dos 50 residuos de
aminoacidos correspondente ao dominio G/M. Além disso, quando estudado por
fotoapagamento dindmico, a suscetibilidade dos residuos de triptofano ao agente
fotoapagador, expressa como constante de Stern-Volmer, foi semelhante para a
proteina selvagem e mutante, sugerindo que possiveis alteragées no dominio C-
terminal, mais especificamente na regido préxima a interface entre os subdominios

CTDI e CTDII, nao foram significativas.

As proteinas Sis1 e Sis1Aj4474 apresentaram comportamentos hidrodindmicos
similares, como visto nos experimentos de anisotropia do triptofano, sugerindo que a
disposi¢éo espacial dos dominios em Sis1, mesmo com a dele¢gdo do domino G/M,

permaneceu semelhante.

Sis1 e Sis1A24.174 S€ comportaram como dimeros até 3 M de uréia, se dissociando
em mondmeros em concentracdes superiores (Cm de 35 M e 34 M,
respectivamente), enquanto que Sis1A1»1.05; S&€ comportou como dimero até 2 M de
uréia (Cm de 2,1 M de uréia). Assim, & possivel concluir que o dominio G/M nao
contribui para estabilidade de Sis1, em contraste com o observado na delegcao do
subdominio CTDI. E proposto que na interface deste com o subdominio CTDII exista
contatos entre residuos de aminoacidos que ajudem a estabilizar a estrutura de Sis1,
e que a delecao de CTDI foi responsavel por romper estes contatos, diminuindo a
estabilidade da proteina.
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