
i 

 



ii 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



iii 

 

 

 

 

 

 



iv 

 

 



v 

 



vi 

 

AGRADECIMENTOS 

 Primeiramente, agradeço a Deus por me guiar, me dar os meios e a força 

necessária para que perseguir meus sonhos e objetivos. Obrigado por me permitir 

concluir mais esta etapa. 

Gostaria de agradecer ao Instituto de Biologia, Instituto de Química e a UNICAMP 

pelo fornecimento da estrutura básica e apoio para todo o desenvolvimento do meu 

trabalho, sem esquecer os professores, que contribuíram de maneira substancial para 

minha formação, e a secretária da pós-graduação Andréia Aparecida Vigilato, pela ajuda 

com dúvidas, prazos e burocracias. Obrigado também a CAPES, ao CNPq, a FAPESP e 

ao Programa FIRCA do National Institute of Health (NIH-EUA), pelo auxílio financeiro, e 

ao LEC-LNBio por permitir-me utilizar de sua infra-estrutura. 

 Agradeço ao Prof. Dr. Carlos Ramos pela oportunidade de trabalhar em seu 

laboratório, pela orientação e discussões, essenciais para que este trabalho pudesse se 

tornar realidade, e pelos ensinamentos não apenas relacionados ao assunto desta 

dissertação, mas também no que diz respeito ao desenvolvimento do pensamento 

científico, algo que vou levar durante toda a minha jornada acadêmica. 

 Ao pessoal do laboratório, meu obrigado por todo este tempo de convivência, pela 

troca de experiências e discussões científicas, que acrescentaram muito ao meu 

desenvolvimento pessoal e profissional. 

 Agradeço aos meus amigos pessoais (e aqui incluo não só aqueles que carrego de 

outros tempos, mas também algumas das novas boas amizades que fiz dentro grupo de 

pesquisa) por sempre me apoiarem e acreditarem de alguma forma em meu potencial. 

 Muito obrigado a minha família, definitivamente essencial para que eu pudesse 

chegar até aqui. Aos meus pais, agradeço o carinho, o apoio, o esforço e a persistência, 

sem esquecer a paciência, para que eu pudesse estudar e por darem todas as condições 

necessárias para meu crescimento pessoal e intelectual. À minha irmã, obrigado pelo 

conforto e alegria indescritível que encontrei em seus pequenos gestos e palavras. Aos 

meus avós, tia e primos, obrigado por sempre me apoiarem e estarem ao meu lado nesta 

caminhada. 

 Por fim e obviamente não menos importante, gostaria de agradecer a Débora, por 

acreditar em mim talvez mais do que eu mesmo, por me apoiar sempre, por me ouvir e 

me “aguentar” nos momentos de estresse, que não foram poucos durante a escrita desta 

dissertação. Tudo isto foi fundamental e importante para mim. 

 



vii 

 

SUMÁRIO 

FICHA CATALOGRÁFICA...................................................................................................ii 

BANCA EXAMINADORA....................................................................................................iii 

DECLARAÇÃO DE BIOSSEGURANÇA.............................................................................iv 

AGRADECIMENTOS..........................................................................................................vi 

SUMÁRIO...........................................................................................................................vii 

LISTA DE FIGURAS...........................................................................................................xi 

LISTA DE TABELAS.........................................................................................................xiii 

LISTA DE ABREVIAÇÕES...............................................................................................xiv 

RESUMO..........................................................................................................................xvii 

ABSTRACT.....................................................................................................................xviii 

1. INTRODUÇÃO................................................................................................................19 

1.1. A estrutura das proteínas.............................................................................................19 

1.2. O enovelamento de proteínas nas células...................................................................24 

1.2.1. Sistema Hsp70..........................................................................................................24 

1.2.1.1. Hsp40.....................................................................................................................26 

1.3. Agregados amilóides...................................................................................................31 

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

açúcar e de levedura..........................................................................................................33 

2. OBJETIVOS...................................................................................................................37 

2.1. Objetivos gerais...........................................................................................................37 

2.2. Objetivos específicos...................................................................................................37 

3. MATERIAL E MÉTODOS...............................................................................................38 

3.1. Sistema pET e vetores para expressão de proteínas recombinantes.........................38  

3.2. Linhagens de bactérias................................................................................................39 

3.3. Transformação de bactérias........................................................................................40 

3.4. Meios de cultura...........................................................................................................40 



viii 

 

3.5. Eletroforese em gel de poliacrilamida em presença de dodecil sulfato de 

sódio...................................................................................................................................41 

3.6. Soluções tampão para purificação de proteínas..........................................................42 

3.7. Método para concentrar proteínas...............................................................................43 

3.8. Determinação da concentração de proteínas..............................................................43 

3.9. Análise da estrutura primária.......................................................................................44 

3.10. Expressão de proteínas.............................................................................................45 

3.11. Purificação de proteínas............................................................................................45 

3.12. Espectropolarimetria de dicroísmo circular................................................................47 

3.13. Teste de atividade chaperona....................................................................................48 

3.14. Cromatografia de exclusão molecular acoplada a um detector multi-ângulo de 

espalhamento de luz...........................................................................................................48 

3.15. Gel filtração analítica.................................................................................................49 

3.16. Espalhamento de luz dinâmico..................................................................................51 

3.17. Estimativa da forma da proteína em solução pela determinação do fator de 

Perrin..................................................................................................................................51 

3.18. Estabilidade térmica...................................................................................................52 

3.19. Espectroscopia de fluorescência...............................................................................52 

3.19.1. Fluorescência de tioflavina T..................................................................................53 

3.19.2. Fluorescência de bis-ANS......................................................................................54 

3.19.3. Fluorescência do triptofano.....................................................................................55 

3.19.4. Fotoapagamento do triptofano................................................................................56 

3.19.5. Anisotropia do triptofano.........................................................................................58 

3.20. Microscopia eletrônica de varredura..........................................................................59 

4. RESULTADOS...............................................................................................................60 

4.1. SHsp40........................................................................................................................60 

4.1.1. Análise da estrutura primária....................................................................................60 

4.1.2. Expressão e purificação............................................................................................62 

4.1.3. Dicroísmo circular.....................................................................................................66 



ix 

 

4.1.4. Atividade chaperona.................................................................................................67 

4.1.5. Estado oligomérico...................................................................................................68 

4.1.6. Gel filtração analítica, espalhamento dinâmico de luz e forma.................................69 

4.1.7. Desenovelamento térmico........................................................................................72 

4.1.8. Espectroscopia de fluorescência..............................................................................76 

4.1.9. Microscopia eletrônica..............................................................................................79 

4.2. Sis1 e mutantes...........................................................................................................80 

4.2.1. Fluorescência estática do triptofano.........................................................................80 

4.2.2. Fotoapagamento do triptofano..................................................................................82 

4.2.3. Anisotropia do triptofano...........................................................................................84 

4.2.4. Cromatografia de exclusão molecular acoplada a um detector multi-ângulo de 

espalhamento de luz...........................................................................................................85 

5. DISCUSSÃO...................................................................................................................87 

5.1. SHsp40........................................................................................................................87 

5.1.1. A SHsp40 foi identificada como uma Hsp40 tipo I....................................................87 

5.1.2. A SHsp40 foi expressa e purificada enovelada........................................................87 

5.1.3. A SHsp40 apresentou atividade chaperona.............................................................88 

5.1.4. A SHsp40 foi caracterizada como um dímero alongado em 

solução................................................................................................................................88 

5.1.5. O desenovelamento térmico da SHsp40 apresentou pelo menos um 

intermediário.......................................................................................................................90 

5.1.6. O intermediário da SHsp40 foi caracterizado como sendo rico em folha β e 

parcialmente enovelado......................................................................................................91 

5.1.7. A SHsp40 agregada apresentou formação de estruturas 

fibrilares..............................................................................................................................91 

5.1.8. Considerações finais sobre a SHsp40......................................................................92 

5.2. Sis1, Sis1Δ124-174 e Sis1Δ121-257....................................................................................93 

5.2.1. Sis1Δ124-174 apresentou comportamento físico-químico semelhante a 

Sis1.....................................................................................................................................93 

5.2.2. A deleção de CTDI desestabilizou o dímero de Sis1................................................95 



x 

 

5.2.3. Considerações finais sobre a Sis1, Sis1Δ124-174 e Sis1Δ121-257..................................96 

6. CONCLUSÕES...............................................................................................................97 

6.1. SHsp40........................................................................................................................97 

6.2. Sis1, Sis1Δ124-174 e Sis1Δ121-257....................................................................................98 

7. REFERÊNCIAS..............................................................................................................99 

8. CURRICULUM VITAE..................................................................................................109 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



xi 

 

LISTA DE FIGURAS 

Figura 1. A estrutura tridimensional das proteínas............................................................20 

Figura 2. Elementos de estrutura secundária das proteínas.............................................21 

Figura 3. Funil tridimensional do enovelamento de proteínas...........................................23 

Figura 4. Esquema do ciclo da Hsp70...............................................................................26 

Figura 5. Estrutura e distribuição dos domínios nos diferentes tipos de 

Hsp40..................................................................................................................................28 

Figura 6. Modelo das Hsp40s determinado por SAXS ...............................................29 

Figura 7. Estrutura primária, distribuição de domínios e alinhamento das Hsp40 modelos 

de levedura, Sis1 e Ydj1.....................................................................................................30 

Figura 8. Modelo de fibrila amilóide gerado a partir de criomicroscopia 

eletrônica............................................................................................................................33 

Figura 9. Distribuição de domínios na estrutura de Sis1 selvagem e de seus mutantes 

Sis1Δ124-174 e Sis1Δ121-257....................................................................................................36 

Figura 10. Esquema ilustrativo do sistema pET.................................................................39 

Figura 11. Diagrama de Jablonski modificado ilustrando o fenômeno de 

fluorescência.......................................................................................................................53 

Figura 12. Efeito do ambiente no espectro de emissão do triptofano................................55 

Figura 13. Predição dos domínios conservados na estrutura primária da 

SHsp40...............................................................................................................................61 

Figura 14. Análise do efeito da temperatura na expressão da SHsp40.............................63 

Figura 15. Perfil cromatográfico de gel filtração da SHsp40..............................................64 

Figura 16. Análise do processo de purificação da SHsp40 por SDS-PAGE 

12%.....................................................................................................................................65 

Figura 17. Caracterização da estrutura secundária da SHsp40 por dicroísmo 

circular................................................................................................................................66 

Figura 18. Verificação da atividade chaperona da SHsp40 por SDS-PAGE 

12%.....................................................................................................................................67 



xii 

 

Figura 19. Caracterização do estado oligomérico da SHsp40 em solução por SEC-

MALS..................................................................................................................................68 

Figura 20. Perfil cromatográfico de gel filtração analítica da SHsp40...............................70 

Figura 21. Estimativa do raio de Stokes da SHsp40..........................................................71 

Figura 22. Desenovelamento térmico da SHsp40, de 20°C a 90°C, monitorado pelo sinal 

de dicroísmo circular a 222 nm...........................................................................................73 

Figura 23. Desenovelamento térmico da SHsp40, de 20°C a 65°C, acompanhado pelo 

sinal de dicroísmo circular a 222 nm..................................................................................74 

Figura 24. Análise de dicroísmo circular da SHsp40 e do intermediário...........................75  

Figura 25.  Análise da emissão de fluorescência da tioflavina T com a SHsp40 e 

intermediário.......................................................................................................................77 

Figura 26. Análise da emissão de fluorescência do bis-ANS com a SHsp40 e 

intermediário.......................................................................................................................78 

Figura 27. Fotomicrografias dos agregados de SHsp40....................................................79 

Figura 28. Estrutura do domínio C-terminal da Hsp40 tipo II, Sis1....................................80 

Figura 29. Análise comparativa da emissão de fluorescência estática do triptofano entre 

Sis1 e Sis1Δ124-174...............................................................................................................81 

Figura 30. Gráfico do fotoapagamento do triptofano das proteínas Sis1 e Sis1Δ124-

174........................................................................................................................................82 

Figura 31. Estudo da anisotropia do triptofano das proteínas Sis1 e Sis1Δ124-

174........................................................................................................................................84 

Figura 32. Estudo da estabilidade da Sis1 e mutantes por cromatografia de exclusão 

molecular acoplada a um detector multi-ângulo de espalhamento de luz..........................86 

 

 

 

 

 

 



xiii 

 

LISTA DE TABELAS 

Tabela 1. Composição dos tampões utilizados no decorrer do trabalho............................42 

Tabela 2. Valores de ε obtidos para cada Hsp40 recombinante........................................44 

Tabela 3. Composição e propriedades do padrão de proteínas utilizado no experimento 

de gel filtração analítica......................................................................................................50 

Tabela 4. Resultados do alinhamento da estrutura primária da SHsp40 com a estrutura 

primária de proteína homólogas.........................................................................................60 

Tabela 5. Alguns parâmetros físico-químicos da SHsp40 preditos pela análise de sua 

estrutura primária pelo programa Sednterp........................................................................61 

Tabela 6. Propriedades hidrodinâmicas da SHsp40 obtidas por gel filtração analítica e por 

espalhamento dinâmico de luz...........................................................................................71 

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

fotoapagamento para as proteínas Sis1 e Sis1Δ124-174.......................................................83 

Tabela 8. Cm da dissociação de dímeros em monômeros das proteínas Sis1, Sis1Δ124-174 

e Sis1Δ121-257 determinadas cromatografia de exclusão molecular acoplada a um detector 

multi-ângulo de espalhamento de luz.................................................................................86 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



xiv 

 

LISTA DE ABREVIAÇÕES 

[θ]: elipticidade molar residual média, em graus.cm2.dmol-1. 

<λ>: centro de massa espectral. 

°C: graus Celsius, unidade de temperatura. 

Å: Ångström, equivalente a 10-10 metros. 

ADP: adenosina 5’ difosfato. 

ATP: adenosina 5’ trifosfato. 

bis-ANS: 8-dianilino naftaleno sulfonato de potássio. 

CD: dicroísmo circular. 

CD222 nm: sinal de dicroísmo circular a 222 nm. 

cDNA: DNA complementar. 

Cys: região rica em cisteína das Hsp40s tipo I que contém os motivos CxxCxGxC. 

D: coeficiente de difusão, dado em cm2/s. 

Da / kDa: Dalton / quilodalton, unidades de massa molecular (1 kDa = 1000 Da). 

DjA1: Hsp40 tipo I humana, membro 1. 

DLN: domínio de ligação a nucleotídeo da Hsp70. 

EDL: espalhamento dinâmico de luz. 

DLS: domínio de ligação ao substrato da Hsp70. 

DO600 nm: densidade óptica a 600 nm. 

DTT: ditiotreitol, agente redutor. 

f/f0: fator de Perrin 

f: coeficiente friccional experimental. 

f0: coeficiente friccional teórico de uma esfera rígida, não hidratada e de mesma massa 

molecular da molécula de interesse. 

G/F: região rica em resíduos de glicina e fenilalanina das Hsp40s tipo I e II. 

G/M: região rica em resíduos de glicina e metionina das Hsp40s tipo II. 



xv 

 

Hdj1: Hsp40 tipo II humana, membro 1. 

HEPES: ácido 2-[4-(2-hidroxietil) 1-piperazinil]-etanosulfônico. 

HIS6: cauda de hexa-histidina. 

HPD: motivo conservado no domínio J das Hsp40s, composto de histidina-prolina-

aspartato. 

Hsp40: proteína de choque-térmico de 40 kDa. 

Hsp70: proteína de choque-térmico de 70 kDa. 

IPTG: isopropil β-D-tiogalactosídeo. 

Kav: coeficiente de partição. 

KSV: constante de Stern-Volmer. 

LB: meio Luria-Bertani. 

m/v: massa sobre volume. 

Pi: ortofosfato inorgânico. 

PMSF: fluoreto de fenilmetilsulfonila. 

RS: raio de Stokes ou raio hidrodinâmico (RH). 

SAXS: do inglês, Small Angle X-ray Scattering, (espalhamento de raios-X à baixo ângulo). 

SHsp40: Hsp40 tipo I de cana-de-açúcar (Saccharum sp). 

SDS: dodecil sulfato de sódio. 

SDS-PAGE: sodium dodecyl sulfate-polyacrilamyde gel electrophoresis (eletroforese em 

gel de poliacrilamida em presença de SDS). 

SEC-MALS: size exclusion chromatography coupled with multi-angle light scattering 

(cromatografia de exclusão molecular acoplada a um detector multi-ângulo de 

espalhamento de luz). 

Sis1: Hsp40 tipo II de levedura. 

Sis1Δ121-257: proteína mutante da Sis1, com deleção dos resíduos de aminoácidos da 

posição 121 a 257 (domínio G/M e subdomínio CTDI) 



xvi 

 

Sis1Δ124-174: proteína mutante da Sis1, com deleção dos resíduos de aminoácidos da 

posição 124 a 174 (domínio G/M) 

ThT: tioflavina T. 

Tris: tris(hidroximetil)aminometano. 

tRNA: RNA transportador. 

UV: ultravioleta 

V: volts 

VC: volume de coluna. 

Ydj1: Hsp40 tipo I de levedura. 

ε: coeficiente de extinção molar, em M-1.cm-1. 

θ: elipticidade, dada em miligraus. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



xvii 

 

RESUMO 

O enovelamento protéico é essencial para a correta função biológica das 

proteínas. A existência de um ambiente com alta concentração dos mais diferentes tipos 

de moléculas, dentro da célula, e de diversos tipos de situações de estresse, podem agir 

induzindo a formação de espécies improdutivas na via de enovelamento, como proteínas 

mal enoveladas e/ou até mesmo agregados protéicos. Para controlar estes eventos, há a 

maquinaria de chaperonas moleculares, que tem por objetivo garantir a homeostase 

protéica celular. As chaperonas moleculares são capazes de ligar e estabilizar um 

polipeptídio, mas sem contribuir com informações para a sua conformação final. Dentro 

desta maquinaria, o sistema Hsp70 tem um papel central, sendo responsável por receber 

proteínas desenoveladas ou mal enoveladas de outras chaperonas, podendo auxiliar no 

reenovelamento e direcionamento para outras chaperonas moleculares ou para 

degradação. A Hsp70 é regulada por co-chaperonas, como a Hsp40, que é responsável 

pela entrega de proteínas clientes à Hsp70 e pelo estímulo da atividade ATPase, 

essencial para a funcionalidade da Hsp70. Este trabalho apresenta a caracterização de 

uma Hsp40 tipo I de cana-de-açúcar, nomeada SHsp40, e o estudo de uma Hsp40 tipo II 

de levedura e seus mutantes, a fim de entender a relação estrutura-função destas 

proteínas. A SHsp40 foi expressa em E. coli, purificada e obtida enovelada, como 

verificado por dicroísmo circular. Além disso, a SHsp40 apresentou atividade chaperona 

em experimentos de proteção ao substrato desenovelado e se comportou como um 

dímero alongado em solução, como mostrado por SEC-MALS e pela determinação do 

fator de Perrin. Experimentos de desenovelamento térmico monitorado pelo sinal de CD a 

222 nm revelaram que a SHsp40 possui pelo menos um intermediário, e a fluorescência 

de tioflavina T e bis-ANS mostraram que este intermediário é rico em folhas β e 

parcialmente desenovelado, características de espécies na via de formação de fibrilas. A 

SHsp40 agregada foi examinada por microscopia eletrônica de varredura, que comprovou 

sua capacidade de formar de fibrilas. Este trabalho também contribuiu para o estudo de 

uma Hsp40 tipo II de levedura, Sis1, e seus mutantes de deleção, Sis1Δ124-174 e Sis1Δ121-

257. Ensaios de fluorescência estática do triptofano, fotoapagamento e anisotropia 

mostraram que a deleção do domínio G/M não afetou a estrutura e hidrodinâmica de 

Sis1Δ124-174 em relação à proteína selvagem. Estudos de estabilidade destas proteínas, 

realizado anteriormente em nosso grupo de pesquisa e complementado neste trabalho 

pelo uso da técnica de SEC-MALS, mostrou que Sis1 e Sis1Δ124-174 foram mais estáveis 

que Sis1Δ121-257, mutante que o domínio G/M e subdomínio CTDI estão 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 I Hsp40 characterization, named 

SHsp40, and studies of an yeast type II 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 β 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 II Hsp40, Sis1, and its deletion 

mutants, Sis1Δ124-174 and Sis1Δ121-257. Steady-state tryptophan fluorescence, quenching 

and anisotropy assays showed that the G/M domain deletion did not affect the structure 

and hydrodynamic properties of Sis1Δ124-174 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 Sis1Δ124-174 were 

more stable than Sis1Δ121-257, a mutant with the G/M domain and CTDI subdomain 

absents. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. A estrutura das proteínas  

As proteínas são responsáveis por muitas funções biológicas nos organismos e 

estão entre as macromoléculas mais abundantes e diversificadas da célula (Alberts et al., 

2002). Entre exemplos de proteínas de diversas funções biológicas, temos as enzimas, 

responsáveis por catalisar praticamente todas as reações químicas que envolvam 

moléculas orgânicas; as proteínas transportadoras, que ligam moléculas específicas 

transportadas de um órgão para outro, como a hemoglobina que transporta o oxigênio do 

pulmão até os demais tecidos; as proteínas que trabalham na contração, que capacitam 

células e organismos a mudarem de forma e se deslocarem no meio; as proteínas 

estruturais, as quais fornecem sustentação e resistência, como o colágeno das cartilagens 

e dos tendões; as proteínas de defesa, como os anticorpos, que são capazes de 

reconhecer e neutralizar agentes exógenos; as proteínas reguladoras, hormônios 

protéicos como a insulina, que regula o metabolismo de carboidratos (Lehninger et al., 

2004). Todas essas proteínas, com suas propriedades e funções diversas, são 

construídas a partir de variações do mesmo grupo de 20 aminoácidos, e cada uma 

apresenta sua estrutura espacial definida, diretamente relacionada com sua função 

desempenhada. A seqüência de aminoácidos determina os tipos de interações possíveis 

entre as cadeias laterais, as quais apresentam características de carga, volume e 

reatividade com água muito variáveis (Lehninger et al., 2004). A organização 

tridimensional de uma proteína pode ser descrita em níveis estruturais de complexidade 

crescente (Figura 1). A estrutura primária é a seqüência de aminoácidos e, como 

mencionada acima, é determinada geneticamente e é específica para cada proteína. A 

estrutura secundária descreve as estruturas regulares bidimensionais formadas por 

segmentos da cadeia polipeptídica, sendo determinadas principalmente por interações 

locais. Podem ser do tipo hélice α (Figura 2A), definida como a torção da cadeia ao redor 

de um eixo, mantida por ligações de hidrogênio entre a cadeia principal de um resíduo de 

aminoácido e do quarto resíduo subseqüente, de forma que as interações apresentam-se 

paralelamente ao eixo da hélice e as cadeias laterais dos aminoácidos ficam projetadas 

para fora da hélice, pois não participam das ligações de hidrogênio (Berg et al., 2002; 

Lehninger et al., 2004). A folha β (Figura 2B) é outro tipo de estrutura secundária, também 

mantida por ligações de hidrogênio, mas neste caso estabelecidas entre cadeias 

polipeptídicas diferentes ou entre segmentos não necessariamente próximos de uma 
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mesma cadeia, exibindo uma conformação mais estendida que a hélice α, dispostas lado 

a lado, o que dá um aspecto de uma folha pregueada. As ligações de hidrogênio neste 

caso são perpendiculares ao eixo das cadeias e os grupos laterais dos aminoácidos ficam 

projetados para cima e para baixo do plano da folha pregueada (Berg et al., 2002; 

Lehninger et al., 2004). O nível seguinte é a estrutura terciária, o enovelamento da cadeia 

polipeptídica por interações de regiões com estrutura regular (hélice α ou folha β) ou de 

regiões sem estrutura definida, permitindo a aproximação e a interação de regiões 

distantes (interações não locais) na seqüência polipeptídica, através de ligações não-

covalentes, principalmente entre as cadeias laterais dos aminoácidos (Lehninger et al., 

2004). Por fim, a estrutura quaternária descreve a associação de duas ou mais cadeias 

polipeptídicas, também chamadas de subunidades, formando uma proteína funcional 

oligomérica, mantida por ligações, em geral, não-covalentes entre as subunidades 

(Lehninger et al., 2004).  

 
Figura 1. A estrutura tridimensional das proteínas. Os níveis estruturais no processo de 

enovelamento protéico são classificados de acordo com sua complexidade, em níveis crescentes. 

A estrutura primária é formada única e exclusivamente pela sequência de aminoácidos da proteína, 

enquanto que a estrutura secundária constitui-se, principalmente, de elementos estruturais 

denominados hélice α e folhas β, formados por interações locais entre os resíduos de aminoácidos. 

A estrutura terciária é formada pela relação entre regiões de estrutura regular, podendo porções 

distantes da cadeia interagirem. Por fim, a estrutura quaternária é formada pela interação de 

diferentes subunidades para formar uma unidade protéica ativa. Modificado de Withford, 2005. 
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Figura 2. Elementos de estrutura secundária das proteínas. A) À esquerda, vista lateral da 

hélice α, onde as ligações de hidrogênio são mostradas em linhas pontilhadas. À direita, vista 

superior da hélice α mostrando a disposição das cadeias laterais (em verde) dos resíduos 

aminoácidos. B) Estrutura do tipo folha β destacando as ligações de hidrogênio por linhas 

pontilhadas. Notar a alternância das cadeias laterais dos aminoácidos, que numa visão 

tridimensional ficariam posicionados acima e abaixo em relação à cadeia principal. Modificado de 

Withford, 2005. 

 

O processo que leva uma proteína até a sua estrutura tridimensional, passando 

por todos os passos citados, chama-se enovelamento. Christian Anfinsen, ao estudar o 

problema da desnaturação de proteínas como um processo reversível sob condições 

apropriadas, propôs que a estrutura tridimensional nativa de uma proteína corresponde ao 

mínimo global de energia. Em outras palavras, ele propôs que a estrutura nativa é 

determinada termodinamicamente, sendo constatado que a cadeia polipeptídica 

abandona ou retorna facilmente à conformação nativa se as condições do solvente 

(ambiente) se afastam ou se aproximam das fisiológicas, concluindo que a estrutura 

nativa é determinada unicamente pela seqüência de aminoácidos da sua cadeia e pelas 

condições físico-químicas do meio solvente (Harber & Anfisen, 1962; Micheletti et al., 

1999). Portanto, a simples troca de um aminoácido na seqüência de uma proteína pode, 

em muitos casos, ter conseqüências patológicas, como a simples troca de um ácido 
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glutâmico por uma valina na cadeia β da hemoglobina, provocando a anemia falciforme 

(Ingram, 1957). Entretanto, como uma cadeia polipeptídica se enovela até sua estrutura 

correta ainda não é bem estabelecido. Os primeiros trabalhos sugeriram um modelo do 

tipo dois estados (Lumry & Biltonen, 1966; Tanford, 1968; Pohl, 1969), ou seja, uma 

proteína só existiria no estado enovelado ou desenovelado. Levinthal (1969) mostrou que 

o enovelamento de proteínas não deve ocorrer através de uma busca randômica por todo 

o espaço conformacional, pois levaria um tempo astronômico para uma proteína, mesmo 

pequena, tentar todas as suas conformações possíveis. Ele sugere então que a proteína 

percorre um caminho de enovelamento bem definido, composto por estados 

intermediários que levam até o estado nativo. Mais tarde, no entanto, alguns trabalhos 

com proteínas pequenas não identificaram a presença de intermediários na via de 

enovelamento (Jackson & Fersht, 1991; Otzen et al., 1994), mostrando que eles não 

devem ser um requisito necessário para o enovelamento de todas as proteínas, embora a 

ausência de intermediários nunca tenha sido provada. Já outras proteínas tiveram seus 

intermediários 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 intermediários pode ser dividido em três passos: 1) formação 

muito rápida de estruturas secundárias; 2) formação do intermediário (glóbulo compacto 

com estrutura secundária definida, mas sem estrutura terciária rígida); 3) formação da 

estrutura nativa, responsável pela função. 

Em 1995, Baldwin propôs uma nova visão para o enovelamento de proteínas, 

baseada em teorias de mecânica estatística e estudos de simulação do enovelamento 

protéico (Bryngelson & Wolynes, 1987; Shakhnovich et al., 1991; Dill et al., 1993). Neste 

modelo, o processo de enovelamento é visto como um funil tridimensional (Figura 3). No 

topo do funil temos um grande número de conformações com alta energia, representando 

o estado desenovelado, e o enovelamento se dá com o afunilamento estrutrural e 

energético, quando o número de conformações possíveis e a energia livre da molécula 

vão diminuindo até a proteína alcançar o estado nativo, aquele de menor energia livre. 

Essa nova visão sugere que as proteínas podem percorrer diversos caminhos possíveis 

para se enovelar, o que explica porque as proteínas geralmente são resistentes às 

mutações (exceto aquelas mutações que rompem interações essenciais para a 

manutenção da estrutura nativa), já que quando uma mutação bloqueia uma rota de 

enovelamento, a proteína 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 intermediários. Os intermediários são mínimos 

locais de energia e existe uma discussão se eles desaceleram o enovelamento, pois 

existiriam vias mais rápidas até o estado nativo (Radford et al., 1992; Sosnick et al.1994), 

ou se a presença de alguns intermediários 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 proteína nessa conformação não nativa, como acontece na formação 

de agregados irreversíveis e fibrilas amilóides. 

 
Figura 3. Funil tridimensional do enovelamento de proteínas. No topo do funil, onde a energia 

livre é maior, há maior número de conformações que podem ser adotadas pela proteína. No 

entanto, conforme o polipeptídio vai se enovelando, no modelo de dois estados ou através de 

intermediários, o número de conformações possíveis diminui concomitante à diminuição da energia 

livre. Por fim, a estrutura nativa de uma proteína corresponde a conformação de menor energia 

livre, a extremidade esquerda inferior do funil. Em alguns casos, a proteína alcança uma 

conformação de baixa energia livre, mas não nativa (extremidade inferior direita do funil, indicada 

pela seta vermelha tracejada), o que pode resultar na formação de espécies improdutivas e 

irreversíveis 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 atrás, a formação de agregados era considerada um artefato 

quando se trabalhava com proteínas, sendo, portanto, o agregado separado da fração 

solúvel e descartado. Recentemente, ao se estabelecer que doenças amilóides são 

provocadas pelo enovelamento incorreto e agregação de proteínas que se depositam nos 

tecidos, é que voltou-se a atenção aos estudos de agregados protéicos (Prusiner, 1982; 

Thomas et al., 1995; Ramos & Ferreira, 2005).  

 
1.2. O enovelamento de proteínas nas células  

O ambiente celular é extremamente complexo, contendo diversos tipos de 

macromoléculas cuja concentração pode chegar a 400 mg/ml (Ellis, 2001). Em um 

ambiente tão concentrado se faz necessário um sistema especial para impedir o 

enovelamento incorreto de proteínas ou associações indevidas entre proteínas 

parcialmente enoveladas, ou ainda para eliminar agregados irreversíveis que possam se 

tornar prejudiciais às células.  

Existe nas células um elaborado sistema capaz de prevenir o enovelamento 

incorreto e a agregação de proteínas, composto pelas chaperonas moleculares (Borges & 

Ramos, 2005; Tiroli-Cepeda & Ramos, 2011). Chaperonas, de uma maneira geral, são 

proteínas que ligam e estabilizam polipeptídeos, facilitando seu enovelamento correto 

sem interferir na conformação protéica final (Hendrick & Hartl, 1993; Martin & Hartl, 1997; 

Hartl & Hayer-Hartl, 2002). As chaperonas também participam da translocação de 

proteínas através de membranas (Hartl & Hayer-Hartl, 2002), na entrega de substratos 

para proteólise (Schirmer et al., 1996) e na recuperação de proteínas agregadas 

(Sanchez & Lindquist, 1990). As chaperonas moleculares também são chamadas de 

proteínas de choque-térmico ou Hsp (do inglês, heat shock protein), pois sua síntese é 

aumentada em células submetidas ao estresse térmico. Atualmente, já é estabelecido que 

estas proteínas respondem também à outros tipos de estresses e muitas delas são 

expressas constitutivamente (Lindquist & Craig, 1988). 

  

1.2.1. Sistema Hsp70  

O sistema Hsp70, essencial em muitos processos celulares, é composto 

basicamente por três famílias de proteínas: Hsp70, ou DnaK em E. coli, e suas co-

chaperonas, Hsp40, ou DnaJ em E. coli, e GrpE, um fator de troca de nucleotídeos 

necessário para as Hsp70s de origem procariótica e a Hsp70 mitocondrial (Hartl, 1996). 

As Hsp70s, com o auxílio de suas co-chaperonas, ligam peptídeos nascentes nos 
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ribossomos, prevenindo o enovelamento incorreto ou a agregação; auxiliam no processo 

de translocação de proteínas do citosol para a mitocôndria e retículo endoplasmático; 

previnem agregação induzida por situações de estresse; recuperam agregados ou os 

transportam para proteólise (Mayer et al., 2001; Hendrick et al., 1993). Enfim, o sistema 

Hsp70 pode ser considerado um pivô central que recebe e distribui os substratos 

(proteínas em via de enovelamento, mal enoveladas ou agregadas) entre as demais 

famílias de chaperonas moleculares (Borges & Ramos, 2005). As Hsp70s possuem 

massa molecular de cerca de 70 kDa e são divididas em dois domínios: o domínio de 

ligação ao nucleotídeo ATP/ADP (DLN), de aproximadamente 45 kDa, com atividade 

ATPase; e o domínio de ligação ao substrato (DLS), de aproximadamente 25 kDa, capaz 

de interagir com seqüências de aminoácidos hidrofóbicos.  

Estas proteínas podem ainda ser divididas em três subfamílias, de acordo com as 

propriedades de dissociação de nucleotídeos:  

-DnaK: possui alta afinidade por nucleotídeos, necessitando da co-chaperone 

GrpE para a troca de ADP por ATP. São as Hsp70s procarióticas ou de organelas 

eucarióticas (Brehmer et al., 2001).  

-Hsc70: apresenta uma constante de dissociação por ADP+Pi vinte vezes maior do 

que a DnaK. Estão presentes no citoplasma de eucariotos e apresentam síntese 

constitutiva (Brehmer et al., 2001).  

-HscA: apresenta uma constante de dissociação 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 está ligado ao ATP. O substrato, transportado pela Hsp40, liga-se ao DLS e as 

interação do substrato e da Hsp40 estimulam, concomitantemente, a atividade ATPase da 

Hsp70 (Laufen et al., 1999). O DLN, ligado ao ADP, provoca mudanças 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 ação da GrpE 

sobre a DnaK em E. coli (Liberek et al., 1991). 
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Figura 4. Esquema do ciclo da Hsp70. A proteína desenovelada (D) é ligada à Hsp40, que por 

sua vez interage com a Hsp70 ligada ao ATP, concomitantemente à entrega do substrato para a 

Hsp70. Deste modo, a atividade ATPase da Hsp70 é estimulada. Após a conversão de ATP para 

ADP + Pi pela Hsp70, a co-chaperona Hsp40 se desliga do complexo. A Hsp70 atua no 

enovelamento da proteína 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 são proteínas de aproximadamente 40 kDa e definidas pela presença 

de um domínio altamente conservado, o domínio J, com cerca de 70 resíduos de 

aminoácidos, formando quatro hélices nomeadas de hélices I até IV (Hill et al., 1995). 

Entre as hélices II e III existe uma alça com a seqüência histidina/prolina/ácido aspártico 

(HPD) altamente conservada (Qian et al., 1996), essencial para a interação com a Hsp70 

(Greene et al., 1998). As Hsp40s são consideradas co-chaperonas das Hsp70s pela 

capacidade de ligar substratos e entregá-los à Hsp70, bem como estimular sua atividade 

ATPase. 

A família de proteínas Hsp40 é bastante diversa e uma categorização bastante 

aceita propõe a divisão em três grupos (figura 5), baseado na composição dos domínios 

(Cheetham & Caplan, 1998). As Hsp40s do tipo I apresentam, além do domínio J, uma 

região desestruturada e rica em glicinas e fenilalaninas, que parece funcionar como uma 

dobradiça entre o domínio J e o domínio rico em cisteínas. Este último é formado por 

quatro repetições do motivo CxxCxGxC, onde x representa qualquer resíduo de 

aminoácido, e se enovela de maneira dependente de zinco, ligando um íon zinco a cada 
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dois motivos (Szabo et al., 1996; Banecki et al., 1996). Por fim, há o domínio C-terminal, 

formado basicamente por folhas β e responsável pela dimerização da proteína e interação 

da chaperona com o substrato, assim como o domínio rico em cisteínas (Li et al., 2003). 

Este domínio C-terminal pode ser dividido nos subdomínios C-terminal I (CTDI) e II 

(CTDII). As Hsp40s do tipo II não apresentam o domínio rico em cisteínas, possuindo em 

seu lugar uma região rica em resíduos de glicina e metionina.  Por último, Hsp40s do tipo 

III apresentam apenas o domínio J, sem posição definida. Hsp40s dos tipos I e II se 

comportam como dímeros, mas diferenças na composição de domínios fazem com que o 

posicionamento relativo dos domínios J seja distinto, como mostra a figura 6 (Borges et 

al., 2005; Ramos et al., 2008). Ainda, as regiões centrais das Hsp40 tipo I e II são 

responsáveis por controlar a distribuição espacial do domínio 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 permutação dos domínios 

das Hsp40s. Quando a região central de Sis1 (Figura 7), uma Hsp40 tipo II de levedura, é 

substituída pela região central de Ydj1 (Figura 7), uma Hsp40 tipo I de levedura, a posição 

relativa dos domínios J do dímero é semelhante àquela encontrada para Ydj1 selvagem 

(Figura 6B), assim como a atividade funcional. De igual maneira, quando a região central 

de Ydj1 é substituída pela região central de Sis1, a distribuição espacial dos domínios J e 

a atividade funcional são muito parecidas com aquelas encontradas para Sis1 selvagem 

(Figura 6B). 
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Figura 5. Estrutura e distribuição dos domínios nos diferentes tipos de Hsp40. As Hsp40s do 

tipo I e II apresentam um domínio J no N-terminal (em vermelho, ver estrutura), uma região 

desestruturada e rica em aminoácidos glicina e fenilalanina (G/F, em cinza) e um domínio C-

terminal de dimerização e ligação ao substrato (estruturas em verde, para o tipo I, e em azul, para 

o tipo II), que pode ser dividido nos subdomínios I e II, ou CTDI e CTDII, respectivamente. As 

Hsp40s do tipo I contém uma região rica em cisteína (Cys, estrutura em amarelo), com os motivos 

CxxCxGxC, diferentemente das Hsp40s tipo II que possuem uma região rica em glicinas e 

metioninas (G/M, em cinza). As Hsp40s do tipo III apresentam o domínio J localizado em qualquer 

parte da cadeia polipeptídica. (PDB - Domínio J Sis1: 2O37; C-terminal e região rica em cisteínas 

da Ydj1: 1NLT; 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 I (acima) e II (abaixo). Em vermelho está destacado o domínio J. B) Envelopes 

das Hsp40s de levedura do tipo I, Ydj1 (à esquerda), e do tipo II, Sis1 (à direita), onde o domínio J 

está em azul. Notar a distinta localização espacial do domínio J, que é diferente entre os dois tipos 

de Hsp40, mas conservado nas proteínas de diferentes organismos. Modificado de Borges et al., 

2005 e Ramos et al., 2008. 
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Figura 7. Estrutura primária, distribuição de domínios e alinhamento das Hsp40s modelos de 

levedura, Sis1 e Ydj1. As chaperonas moleculares Hsp40 de levedura, Ydj1 e Sis1 

(representantes das Hsp40s do tipo I e do tipo II, respectivamente) apresentam diferenças em suas 

estruturas primárias, que podem ser visualizadas em detalhes no alinhamento. Os módulos 

centrais na estrutura primária destas proteínas, compreendidos pelo domínio rico em cisteína, em 

Ydj1, domínio G/M, em Sis1, e subdomínio CTDI para ambas as proteínas, parecem responsáveis 

pela posição espacial relativa do domínio 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 domínio J; em verde, motivos CxxCxGxC da região rica em resíduos de 

cisteína; e em azul, resíduos de triptofano encontrados na estrutura primária das proteínas. 

Modificado de Ramos et al., 2008. 

 

As Hsp40s tipo II trabalham de uma maneira dependente da Hsp70, no entanto há 

evidências de que as Hsp40s tipo I podem funcionar como chaperonas por si só, graças à 

presença do domínio de ligação ao zinco (Langer et al., 1992; Cyr, 1995; Prip-Buus et al., 

1996). Embora o enovelamento não ocorra na ausência de Hsp70 (Szabo et al., 1994; 

Levy et al., 1995), essas Hsp40 são capazes de manter o substrato em uma conformação 

capaz de ser reenovelado, e por isso é considerada uma “holdase”, ou seja, ligam 
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peptídeos parcialmente enovelados, prevenindo a agregação, mas sem auxiliar no 

reenovelamento. As chaperonas do tipo “holdases” são, geralmente, independentes de 

ATP e entregam o substrato para chaperonas do tipo “foldases” ou para o sistema 

proteolítico (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 família Hsp70 (Beissinger & Buchner, 1998).  

A família das Hsp40 é muito mais numerosa e diversa em estrutura e função do 

que a família das Hsp70 e membros dessa última estão geralmente co-localizados com 

múltiplos membros das Hsp40. Assim, uma única forma de Hsp70 pode interagir com 

diferentes tipos de Hsp40, gerando pares específicos 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 seleção de substratos para as Hsp70 (Rudiger et al., 2001). 

 
1.3. Agregados amilóides  

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

devido à 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 amilóide era composto por proteínas e não por 

carboidratos. Somente em 1980, Glenner demonstrou a presença de fibrilas de proteínas 

com estrutura em folha beta pregueada, estabelecendo o conceito de beta-fibriloses.  

As fibrilas compartilham características estruturais (Sunde & Blake, 1997) e 

mecanismos de toxicidade (Caughey & Lansbury, 2003). São longas, não ramificadas, 

compostas por folhas β orientadas perpendicularmente ao eixo da fibra (Sunde & Blake, 

1997; Jiménez et al., 1999; Petkova et al., 2002), como mostra a figura 8. Tal organização 

estrutural faz com que as fibrilas amilóides liguem corantes específicos, como vermelho 

de Congo (Cohen, 1965) e tioflavina T (Vassar & Culling, 1959), além de um padrão de 

difração de raios-X característico, no qual se pode observar duas reflexões, sendo uma 

centrada aproximadamente em 4,7 Å (com poucas variações), indicativa da distância 

entre as ligações de hidrogênio que ocorrem entre as fitas-β de cada folha-β (Bonar et al., 

1969); e outra mais difusa, centrada aproximadamente em 9,5-11 Å, indicativa da 

distância entre as folhas-β que compõem a fibrila amilóide (Sunde et al., 1997), e que 

pode variar de acordo com a composição das cadeias laterais dos resíduos de 

aminoácidos da proteína (Arnott et al., 1967). 
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Alguns trabalhos têm sugerido que a capacidade de formar fibrilas seja uma 

característica de qualquer cadeia polipeptídica (Chiti et al., 1999). Embora as 

propriedades de formação de fibrila pareçam genéricas, a propensão com que cada 

cadeia polipeptídica venha a se converter em tal estrutura varia muito dependendo das 

características físico-químicas do polipeptídeo, como distribuição de cargas, 

hidrofobicidade e estrutura secundária preferencial (DuBay et al., 2004; Linding et al., 

2004), e também das condições às quais a proteína é submetida. Situações como baixo 

pH (Lai et al., 1996) ou alto (Correa & Ramos, 2009), aumento de temperatura (Krebs, 

2000) ou adição de baixas concentrações de denaturantes químicos (Higurashi et al., 

2005) levam uma proteína até um estado parcialmente desenovelado, aumentando a 

chance de interações não nativas.  

A amiloidogênese é um processo típico de nucleação, como acontece na 

cristalização, ou seja, apresenta uma fase lag, provavelmente porque a associação inicial 

das cadeias polipeptídicas é um processo energeticamente desfavorável. Mas, uma vez 

formado um núcleo ou um oligômero, a adição de novos polipeptídeos é 

termodinamicamente favorável, tornando essa segunda fase mais rápida (Bader et al. 

2006). Portanto, a fase lag pode ser eliminada pela adição de fibrilas pré-formadas à 

solução, mecanismo que recebe o nome de semeadura (Harper & Lansbury, 1997), assim 

como acontece no processo de cristalização. Mais especificamente, a primeira fase do 

processo amiloidogênico envolve a formação de oligômeros solúveis semelhantes a 

micelas quando vistos por microscopia eletrônica e são chamados de agregados pré-

fibrilares. 
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Figura 8. Modelo de fibrila amilóide gerado a partir de criomicroscopia eletrônica. Á 

esquerda, modelo de uma fibrila amilóide madura construído a partir do mapa de densidade obtido 

por criomicroscopia eletrônica. À direita, ampliação do modelo de fibrila amilóide mostrando a 

disposição das folhas β na estrutura da fibra. Notar as folhas β orientadas perpendicularmente e se 

torcendo em relação ao eixo da fibrila. (Modificado de Zhang et al., 2009) 

 

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

de-açúcar e de levedura. 

Primeiramente, propomos neste trabalho a caracterização inédita de uma Hsp40 

de cana-de-açúcar. Plantas são organismos sésseis que são acometidos por uma ampla 

variedade de estresses (térmico, hídrico, químico, etc.), os quais podem agir induzindo o 

enovelamento incorreto, desenovelamento e agregação 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-açúcar, em 

especial da família Hsp40, pode ser justificado pela importância destas proteínas. Em 

2001, Borges et al. observaram que 1,8% dos genes expressos em cana-de-açúcar 

codificam para chaperonas moleculares e deste total, 43% são respectivos à Hsp70 e co-

chaperonas, como a Hsp40) e pelo valor econômico e biotecnológico que o organismo em 

questão possui, além da ausência de trabalhos relativos a chaperonas moleculares, em 

especial o sistema Hsp70-Hsp40, em cana-de-açúcar. 
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Segundo, neste trabalho também é proposta a continuação de um estudo da 

relação estrutura-função de chaperonas moleculares de levedura, no caso uma Hsp40 

tipo II, nomeada Sis1 (Figura 9). Sis1 é uma proteína essencial, sendo que a deleção do 

gene sis1 é letal para a levedura. No entanto, alguns polipeptídios truncados têm a 

capacidade de complementar este fenótipo: o domínio J de Sis1 conectado ao domínio 

G/F e mutantes de Sis1 onde o domínio G/F foi deletado, mas o domínio G/M mantido 

(Yan & Craig, 1999). Como citado anteriormente e aqui descrito em mais detalhes, em 

2004, Fan et al. estudaram dois mutantes de permutação da Hsp40 de levedura: o 

primeiro, chamado SYS, formado pelos domínios J e G/F da Sis1 (S), domínio rico em 

resíduos de cisteína e subdomínio CTDI da Ydj1 (Y), e CTDII da Sis1 (S); já o segundo 

mutante, YSY, possuía os domínios J e G/F da Ydj1 (Y), o domínios G/M e o subdomínio 

CTDI da Sis1 (S) e o subdomínio CTDII da Ydj1 (Y). Interessantemente, estes mutantes 

apresentaram suas atividades chaperona de Hsp40 trocadas, ou seja, SYS assemelhou-

se à Ydj1 e YSY à Sis1, sugerindo que as regiões centrais dos tipos I e II de Hsp40 

controlam a especificidade destas chaperonas moleculares aos seus substratos. Em 

2008, Ramos et al. mostraram que nestes mutantes quiméricos os módulos centrais na 

estrutura das Hsp40s de levedura são responsáveis pelas diferentes localizações 

espaciais dos domínios J entre as Hsp40s tipo I e II.  

Para entender melhor a relevância das regiões centrais na estrutura-função das 

Hsp40s tipo II, dois mutantes de deleção de Sis1 foram construídos (Figura 9): Sis1Δ124-

174, que possui a deleção do domínio G/M, e Sis1 Δ121-257, o qual tem o domínio G/M e 

subdomínio CTDI ausentes. Resultados anteriores não publicados, obtidos pelo nosso 

grupo de pesquisa e por meio de comunicação pessoal com outros grupos colaboradores, 

revelaram algumas características estruturais e funcionais destes mutantes comparados a 

proteína Sis1 selvagem. As deleções do domínio G/M e domínio G/M + subdomínio CTDI 

diminuíram, aproximadamente, em 50% a habilidade de Sis1 ligar proteínas clientes, 

enquanto que a interação do domínio J com a Hsp70 parece não ter sofrido efeito. A 

ligação de Sis1 a Hsp70 também foi testada e a deleção do domínio G/M parece não ter 

causado efeito nesta interação. Já a deleção do domínio G/M + subdomíno CTDI aboliu 

cerca de 50% da interação Sis1-Hsp70. Em ensaios para avaliar o reenovelamento da 

luciferase desnaturada, Sis1Δ124-174 perdeu 40% de sua habilidade de auxiliar a Hsp70 no 

reenovelamento. No mutante Sis1Δ121-257, a habilidade de cooperar com a Hsp70 foi 

ausente. Em conjunto, estes resultados sugerem que: 1) a deleção do domínio G/M de 

Sis1 afeta a sua habilidade de ligar a luciferase desnaturada, mas não tem efeito na 



35 

 

regulação da atividade ATPase da Hsp70, sugerindo que o domínio J mantém sua correta 

conformação e funcionalidade; 2) o domínio G/M e o subdomínio CTDI executam papéis 

essenciais na seleção do substrato e entrega para a Hsp70. A ausência da região G/M e 

CTDI poderia afetar a interação de Sis1 com o substrato e/ou a estrutura de Sis1Δ121-257 é 

menor que Sis1, prejudicando sua interação com a Hsp70 e posterior transferência do 

substrato; 3) o domínio G/M pode estar envolvido na ligação do substrato e/ou na 

transferência para a Hsp70, pois localiza-se adjacente a fenda hidrofóbica no subdomínio 

CTDI e é rico em resíduos de metionina, um aminoácido que possui cadeia lateral 

hidrofóbica, o que pode auxiliar na formação de um sítio funcional de ligação ao substrato. 

Em relação à estrutura, as proteínas mutantes apresentaram-se bem enoveladas, 

diméricas e com médio grau de empacotamento, assim como Sis1. Modelos de baixa 

resolução obtidos para Sis1 e mutantes mostraram que a deleção do domínio G/M 

somente ou com a ausência do subdomínio CTDI causaram pequeno impacto na 

estrutura geral de Sis1. No entanto, estes domínios centrais são importantes para a 

ligação ao substrato e manutenção do domínio J em posições relativas específicas. Em 

experimentos de estabilidade térmica, Sis1 e Sis1Δ124-174 apresentaram perfis de 

desenovelamento muito similares, ambas com duas transições sobrepostas. Este 

resultado poderia ser esperado, visto que a proteína mutante difere da selvagem pela 

ausência de 50 resíduos de aminoácidos, a região G/M, na porção central da estrutura 

primária de Sis1. Em contraste, observaram-se para Sis1Δ121-257, uma proteína 

estruturalmente mais distinta de Sis1, duas transições bem separadas. Em estudos 

utilizando dicroísmo circular como sonda e um agente químico como desnaturante, 

Sis1Δ121-257 desenovelou em menor concentração de uréia que Sis1 e Sis1Δ124-174. 

Experimentos de ultracentrifugação analítica mostraram que Sis1 e Sis1Δ124-174, em 

resposta a concentrações crescentes de uréia, apresentaram efeitos similares em seus 

coeficientes de sedimentação, ao passo que Sis1Δ121-257 foi diferente. Variações no 

coeficiente de sedimentação podem ser relacionadas a mudanças conformacionais 

causadas por ligantes, temperatura, pH e  mudanças no estado oligomérico das 

proteínas, entre outros. Como a uréia é um agente desnaturante, estes resultados 

sugeriram que dímeros de Sis1Δ121-257 sofreram dissociação em monômeros em 

concentrações menores de uréia que Sis1 e Sis1Δ124-174. Com o intuito de gerar dados 

para corroborar com os experimentos de ultracentrifugação analítica e para identificar 

possíveis diferenças estruturais entre Sis1 e Sis1Δ124-174, um mutante com características 
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2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivos gerais 

 Caracterizar e estudar a relação estrutura-função das chaperonas moleculares 

Hsp40 por meio de técnicas de biologia molecular, bioquímica e biofísica molecular. Para 

isto, uma Hsp40 de cana-de-açúcar (SHsp40) e uma Hsp40 de levedura, Sis1, incluindo 

seus mutantes de deleção, foram utilizadas neste trabalho. 

 

2.2. Objetivos específicos 

 A primeira parte deste trabalho se resume na caracterização inicial de uma Hsp40 

de cana-de-açúcar, identificada pela primeira vez em nosso grupo e cujo o presente 

trabalho caracterizou como sendo do tipo I. Para tanto, os objetivos específicos foram: 

 A partir de ferramentas de bioinformática, determinar a qual tipo de Hsp40 a 

SHsp40 pertence. 

 Realizar a expressão heteróloga e purificar a proteína recombinante. 

 Analisar a atividade chaperona da SHsp40. 

 Caracterizar o estado oligomérico, forma e estabilidade desta proteína por meio de 

técnicas espectroscópicas e hidrodinâmicas. 

 

A segunda parte deste trabalho dedicou-se a complementar os estudos de uma Hsp40 

tipo II de levedura (Sis1) e seus mutantes de deleção, cuja caracterização inicial, descrita 

acima, foi realizada em nosso grupo de pesquisa e por grupos colaboradores. Neste 

contexto, as metas estabelecidas foram: 

 Complementar o estudo relativo à conformação da Sis1 selvagem e seu mutante 

Sis1Δ124-174 para identificar possíveis diferenças estruturais causadas pela deleção 

do domínio G/M. 

 Estudar a estabilidade da proteína selvagem (Sis1) e de seus mutantes, Sis1Δ124-

174 e Sis1Δ121-257, analisando o estado oligomérico das proteínas em diferentes 

concentrações de agente desnaturante. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1. Sistema pET e vetores para expressão de proteínas recombinantes  

Para a produção de proteínas recombinantes, foi utilizado o sistema pET (Studier 

et al., 1990). Para tanto, os cDNAs de interesse foram inseridos em vetores de expressão 

que estão 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 expressão do cDNA de interesse somente irá ocorrer quando a T7 RNA 

polimerase do vírus DE3 estiver presente. As cepas de E. coli BL21 (DE3) possuem, 

integradas em seu cromossomo, o prófago do bacteriófago DE3, que é lisogênico. No 

prófago, a expressão da T7 RNA polimerase (gene 1 da T7) está sob o controle do 

promotor lacUV5 do operon lac, que é mantido reprimido na presença de glicose e na 

ausência de 1,6-alolactose, indutor natural e derivado da lactose. O produto do gene lac I, 

repressor que, quando ligado ao operador lac o (presente no prófago DE3 e no vetor), 

impede a expressão da T7 RNA polimerase e da proteína de interesse. Entretanto, 

quando é acrescentado IPTG (isopropil-β-D-galactosídeo), um análogo da 1,6-alolactose, 

o repressor se desliga do operador e permite a expressão da T7 RNA polimerase do 

bacteriófago DE3 e sua atividade de transcrição em cima do cDNA de interesse clonado 

em vetor pET. Como a RNA polimerase do bacteriófago tem uma eficiência cinco vezes 

maior do que a da bactéria, a proteína de interesse é produzida em grande quantidade, 

sendo a maquinaria de síntese protéica bacteriana praticamente toda recrutada para tal 

finalidade. 

O gene que codifica para a SHsp40 foi clonado em vetor pET28a, que permite que 

a proteína de interesse seja expressa fusionada a uma cauda de hexa-histidina (HIS6) em 

seu N-terminal para facilitar a purificação. Esta cauda de hexa-histidina é composta por 20 

aminoácidos (MGSSHHHHHHSSGLVPRGSH) e apresenta um sítio de clivagem para a 

protease trombina, para casos em que a cauda necessite ser removida. 

Os genes codificantes para Sis1, Sis1Δ124-174 e Sis1Δ121-257 foram clonados em 

vetor pET11a e fornecidas pelo colaborador do grupo, da universidade da Carolina do 

Norte. Este vetor foi utilizado para expressar as proteínas recombinantes sem que 

houvesse fusão de qualquer sequência de aminoácidos àquelas das proteínas. 
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Figura 10. Esquema ilustrativo do sistema pET. No cromossomo da célula bacteriana E.coli 

Bl21(DE3) está integrado o gene da T7 RNA polimerase (gene 1 da T7) do bacteriófago DE3, 

controlado pelo promotor lacUV5 do operon lac o, e o gene lac I, cujo produto inibe o promotor do 

lac o. No vetor pET, o cDNA de interesse é mantido sob controle do promotor T7 dentro do 

operador lac o, que é também regulado pelo produto do gene lac I. Quando adicionado IPTG ao 

meio de cultura da bactéria, o produto do gene lac I é inibido, se desligando do promotor do 

operador lac o, presente tanto no cromossomo quanto no vetor pET, permitindo a expressão da T7 

RNA polimerase viral, que se liga ao seu promotor presente no vetor pET realizando a expressão 

da proteína de interesse codificada pelo cDNA clonado. Ilustração modificada do manual do 

sistema pET (Novagen). 

 

3.2. Linhagens de bactérias 

Durante o desenvolvimento deste trabalho, foram utilizadas as seguintes linhagens 

de E.coli: 

DH5α (Hanahan, 1983) (Invitrogen) – Destinada a multiplicação e manutenção de 

vetores plasmidiais. 

Bl21(DE3) (Stratagene) – Usada para expressão de proteínas recombinantes, esta 

linhagem apresenta a deleção da protease lon e da protease de membrana externa ompT, 

que geralmente degradam proteínas durante a purificação (Grodberg & Dunn, 1988). 

Outra característica da linhagem é o gene que codifica para a enzima T7 RNA polimerase, 

controlado pelo promotor lacUV5 que responde à adição de IPTG. O sistema permite altos 
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níveis de expressão de proteína cujo respectivo cDNA está clonado em vetor que 

apresenta o promotor T7. 

Bl21(DE3) pLysS  (Stratagene) – Apresenta as mesmas características da 

linhagem Bl21(DE3), porém possui, adicionalmente, a expressão aumentada da lisozima 

T7, um inibidor natural da T7 RNA polimerase, eliminando a expressão basal de genes 

sob o controle do promotor T7 (Zhang & Studier, 1997). Esta linhagem, resistente a 

cloranfenicol, é útil para a expressão de proteínas tóxicas para a bactéria. 

Bl21(DE3) pRARE (Novagen) – Semelhante a Bl21(DE3), porém apresenta o 

plasmídio pRARE que, além de conferir resistência a cloranfenicol à bactéria, codifica 

tRNAs para os códons AUA, AGG, AGA, CUA, CCC e GGA, que são raramente usados 

em E.coli. 

 

3.3. Transformação de bactérias 

Para amplificação dos vetores plasmidiais, bem como para a utilização destes 

vetores nos procedimentos de expressão de proteínas recombinantes, foram utilizadas as 

diferentes linhagens de E.coli descritas. Independente da linhagem, as bactérias 

receberam os plasmídios, ou seja, foram transformadas, seguindo o procedimento de 

transformação por choque térmico do laboratório. O protocolo consistiu em incubar em 

gelo, por 30 minutos, a suspensão de bactérias competentes com o plasmídio desejado e 

posterior submissão das bactérias ao choque térmico na temperatura de 42°C, por 1 

minuto e 30 segundos. Uma nova incubação das bactérias em gelo foi realizada, por 

cerca de 1 minuto, e 1 mL de meio Luria-Bertani (LB) adicionado às bactérias, que foram 

incubadas em mesa agitadora (37°C, 200 ciclos/minuto) por 1 hora. Em seguida, 

espalhou-se 100 µL da suspensão de bactérias em placa de meio sólido LB/Ágar, que 

foram incubadas por 16-18 horas em estufa a 37°C para crescimento dos 

microrganismos. 

 

3.4. Meios de cultura 

As preparações e cultivos das bactérias foram realizados em meio de cultura 

Luria-Bertani (LB). A composição dos meio LB sólido e líquido, bem como os passos onde 

foram utilizados, seguem descritos abaixo. 
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Meio LB líquido: Utilizado para culturas de bactérias com finalidade de amplificar o DNA 

plasmidial de interesse e para indução da expressão de proteínas recombinantes. 

Composição: 

1% de peptona bacteriológica (m/v) 

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

1% de cloreto de sódio (m/v) 

Água ultra-pura 

 

Meio LB-Ágar (sólido): Utilizado para o crescimento de bactérias em placa, geralmente 

após procedimentos de transformação. 

Composição: 

1,5% de Ágar bacteriológico (m/v) 

1% de peptona bacteriológica (m/v) 

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

1% de cloreto de sódio (m/v) 

Água ultra-pura 

 

Aos meios de cultura, quando necessário a seleção de bactérias com plasmídio 

contendo o cDNA da proteína de interesse, foram adicionados antibióticos nas 

concentrações de 25 µg/mL para canamicina e 50 µg/mL para cloranfenicol e ampicilina. 

 

3.5. Eletroforese em gel de poliacrilamida em presença de dodecil sulfato de sódio 

O SDS-PAGE, eletroforese em gel de poliacrilamida em presença de dodecil 

sulfato de sódio (SDS), é uma importante técnica eletroforética de separação baseada na 

filtração em gel e na migração de proteínas carregadas frente a um campo elétrico 

(Nelson & Cox, 2004; Voet & Voet, 2006). Esta separação se dá em uma malha de 

poliacrilamida e geralmente utiliza o forte detergente aniônico SDS, um agente redutor e 

calor para desnaturar proteínas (Sambrook et al., 1989). Os polipeptídeos ligam-se ao 

SDS independente da sequência, em uma proporção de 1,4 g de detergente para 1 g de 

proteína, e tornam-se negativamente carregados, sendo separados quase que 

exclusivamente pelas suas massas, com proteínas de massas menores migrando mais 

rápido que proteínas maiores (Sambrook et al., 1989; Nelson & Cox, 2004). Após a 

eletroforese, o corante azul de coomassie, que se liga aos resíduos básicos de arginina, 
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lisina e histidina das proteínas, mas não ao gel, é utilizado para a visualização do 

resultado (Nelson & Cox, 2004). 

 Para a realização do SDS-PAGE, as amostras de proteínas foram diluídas em 

tampão de amostra (50 mM de Tris-HCl, 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 padrão composto de proteínas com respectivas massas moleculares 

conhecidas, foram aplicados em gel de empilhamento (5%) seguido de um gel de 

separação com concentração de 10% ou 12% da mistura acrilamida 29% / bis-acrilamida 

1%, dependendo da faixa de separação desejada. Para a corrida, foi utilizado o tampão 

25 mM de Tris-HCl (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 

solução 0,25% de azul de coomassie R250 diluído em etanol, ácido acético e água, na 

respectiva proporção de 5:1:15 (v/v/v), e descorado em solução de etanol, ácido acético e 

água (proporção 3:2:35, v/v/v). 

 

3.6. Soluções tampão para purificação de proteínas 

Durante o desenvolvimento deste trabalho, diferentes tampões foram utilizados 

para a purificação das proteínas recombinantes produzidas. Abaixo (Tabela 1) seguem os 

nomes e composições dos tampões. 

 

Tabela 1. Composição dos tampões utilizados no decorrer do trabalho. 

Tampão Composição 

A 25 mM Tris-HCl (pH 7,5) + 500 mM NaCl + 20 mM Imidazol 

B 25 mM Tris-HCl (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-HCl (pH 7,5) + 500 mM NaCl 
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polipeptídicas foram gerados, permitindo comparar as proteínas e agrupá-las de acordo 

com suas respectivas homologias.  

A predição de alguns parâmetros físico-químicos das proteínas foi auxiliada pelo 

programa Sednterp (www.jphilo.maiway.com/download.htm). 

 

3.10. Expressão de proteínas 

Para a expressão das proteínas recombinantes, o vetor de expressão contendo o 

DNA codificante para a respectiva proteína de interesse foi inserido dentro da bactéria 

E.coli. A seleção dos clones transformantes foi realizada em placa de LB-Ágar, contendo 

os antibióticos compatíveis com as marcas de resistência condicionadas pelos vetores 

bacterianos. Dentre as colônias que cresceram, uma foi inoculada em meio líquido LB + 

antibióticos, posteriormente incubado a 37°C em mesa agitadora (200 ciclos/minuto), por 

16-18 horas. Um novo inóculo em meio LB + antibióticos, 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 DO600nm entre 0,6 e 0,8. A temperatura ótima de 

expressão foi ajustada e a indução da produção da proteína recombinante foi realizada 

com 0,5 mM de IPTG, durante 4 horas. Após este período, a cultura foi centrifugada 

(3.200 x g / 15 minutos / 4°C) e o sedimento de bactérias foi armazenado a -20°C. 

Na expressão da SHsp40 foi empregada a linhagem Bl21(DE3) pRARE de E.coli, 

que foi cultivada em meio contendo os antibióticos cloranfenicol e canamicina, nas 

concentrações estipuladas no tópico respectivo aos meios de cultura. A indução da 

expressão de proteínas realizada a 25°C.  

Já no caso das proteínas Sis1, Sis1Δ124-174 e Sis1Δ121-257, a linhagem de E.coli 

usada foi a Bl21(DE3) pLysS, como descrito em Ramos et al. (2008), e os antibióticos 

utilizados nos meios de cultura foram cloranfenicol e ampicilina. A temperatura para 

indução da expressão de proteínas foi de 30°C. 

 

3.11. Purificação de proteínas 

Na purificação das proteínas recombinantes foram empregadas três técnicas 

cromatográficas: a afinidade, a troca iônica e a exclusão molecular. Com exceção da 

cromatografia de afinidade, todas as etapas foram executadas com auxílio do 

equipamento Äkta FPLC (GE Life Sciences), que monitorou o fluxo da fase móvel, a 

pressão e a absorbância a 280 nm das frações eluídas. 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 injeção. A resina utilizada na coluna 

para troca iônica foi a HighS Support (Bio-Rad), com fluxo máximo de 6 mL/minuto e 

pressão limite de 1,0 MPa. Já para a exclusão molecular, a resina empregada na coluna 

foi a Superdex 200, sendo o fluxo máximo de corrida 2,5 mL/minuto e a pressão limite de 

0,5 MPa. Ao final de cada processo, a purificação foi inspecionada por SDS-PAGE.  

Basicamente, as metodologias para purificação foram as seguintes: 

Cromatografia de afinidade: 1) injeção do extrato celular bacteriano em coluna 

previamente equilibrada com 5 VC de tampão de lavagem; 2) remoção das proteínas não 

ligadas com 8VC de tampão de lavagem; 3) eluição das proteínas que se ligaram à resina 

com 5 VC de tampão de eluição. 

Cromatografia de troca iônica: 1) injeção do lisado bacteriano em coluna já 

equilibrada com 4 VC de tampão de lavagem; 2) remoção das proteínas não ligadas com 

2 VC de tampão de lavagem; 3) eluição das proteínas ligadas na resina em um gradiente 

de 20 VC de 0 a 100% de tampão de eluição. 

Cromatografia de exclusão molecular: 1) injeção da proteína previamente 

purificada por alguma das técnicas anteriores em coluna equilibrada com 1VC de tampão 

de lavagem; 2) eluição das proteínas em uma corrida de 1 VC de tampão de lavagem. 

No caso da SHsp40, foram realizadas as etapas cromatográficas de afinidade e 

exclusão molecular. Para o passo de cromatografia de afinidade, o tampão de lavagem foi 

o A e o de eluição foi o B. Na cromatografia de exclusão molecular, utilizou-se o tampão 

E. Já as proteínas Sis1, Sis1Δ124-174 e Sis1Δ121-257 foram inicialmente purificadas por troca 

iônica, onde o tampão de lavagem empregado foi o C e o de eluição o D, seguida pela 

cromatografia de exclusão molecular. Nesta última, o tampão de lavagem foi o E. 

Para a preparação do lisado bacteriano, as células que expressaram a proteína 

recombinante de interesse foram ressuspensas em tampão (20 mL/litro de indução) e 

incubadas por 30 minutos em gelo com 30 µg/mL de lisozima e 5 unidades de DNase 

RQ1 (Promega). Em seguida, as bactérias foram lisadas por pulsos de 8 segundos de 

sonicação 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 µm, e submetido à purificação. 

Os tampões onde as células foram ressuspensas para a lise foram o A, para a 

SHsp40, e o C, para Sis1, Sis1Δ124-174 e Sis1Δ121-257. 
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 Os espectros de dicroísmo 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 

concentração de proteínas utilizada foi de 10 µM. 

 

3.13. Teste de atividade chaperona 

A atividade da proteína 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 µL, 

foram misturados 10 µM de chaperona, 2 µM de luciferase e 5 mM de β-mercaptoetanol 

em tampão 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 

µL de resina Talon (Clontech) a 50%, previamente lavada com água ultra-pura e 

equilibrada com tampão E contendo 5 mM de β-mercaptoetanol, foram adicionados os 50 

µL  de sobrenadante reservados e a mistura foi incubada por 1 hora, com leve agitação à 

temperatura ambiente. Em seguida, centrifugou-se a amostra por 1 minuto a 10.000 x g, o 

sobrenadante foi removido, e a resina lavada três vezes com 75 µL de tampão E contendo 

5 mM β-mercaptoetanol e 15 mM de imidazol. A eluição das proteínas ligadas à resina foi 

realizada com 100 µL de tampão E contendo 5 mM β-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 proteínas foram precipitadas com 

acetona a 80% e, somente após a remoção do solvente e ressuspensão do precipitado, 

foi realizado o SDS-PAGE. O controle do experimento foi feito seguindo o mesmo 

protocolo, porém sem a adição de chaperona. 

 

3.14. Cromatografia de exclusão molecular acoplada a um detector multi-ângulo de 

espalhamento de luz 

 A técnica de cromatografia de exclusão molecular acoplada a um detector multi-

ângulo de espalhamento de luz (SEC-MALS) é uma técnica que combina a separação de 

moléculas pelos seus respectivos raios hidrodinâmicos com informações 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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índice de refração e a concentração da molécula são 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 três detectores de espalhamento de luz, posicionados 

nos respectivos ângulos de 41°, 90° e 131° em relação à célula da amostra. Tanto a 

coluna quanto o miniDAWN TREOS foram conectados a um sistema Äkta FPLC (GE Life 

Sciences), que monitorou o fluxo da corrida (0,5 mL/minuto), a pressão (máximo de 1,0 

MPa) e absorbância a 280 nm durante todo o processo. Os experimentos de SEC-MALS 

só se iniciaram após a coluna ter sido equilibrada com, ao menos, 1 VC de tampão e a 

leitura do detector de espalhamento de luz à 90°C acusar valores inferiores a 0,02 V. Na 

execução do experimentos foram injetados na coluna 250 µL de amostra de proteínas, 

centrifugadas por 15 minutos a 16.000 x g e filtradas em 0,22 µM. A normalização, 

integração e tratamento dos dados de espalhamento de luz e de absorbância a 280 nm 

foram realizadas com auxílio do programa ASTRA (Wyatt Technologies). 

Para determinação da massa molecular da SHsp40, foram utilizadas amostras de 

50 µM de proteína e o tampão empregado na corrida foi o E. As proteínas Sis1, Sis1Δ124-

174 e Sis1Δ121-257 foram utilizadas nas respectivas concentrações de 120 µM, 100 µM e 150 

µM e o tampão empregado nos experimentos foi o E, com concentrações crescentes de 

uréia (0 a 5 M, aumentando de 1 em 1 M). Com os valores de massa molecular destas 

últimas proteínas foi construído um gráfico de massa molecular em função da 

concentração de uréia e um ajuste sigmoidal dos pontos no gráfico foi executado.  

 

3.15. Gel filtração analítica 

A gel filtração analítica é uma técnica cromatográfica usada para separar 

moléculas de acordo com seu volume hidrodinâmico, definido pelo raio de Stokes ou 

hidrodinâmico. A coluna de gel filtração é composta por uma matriz de polímeros com 

porosidade de diferentes tamanhos, sendo que as moléculas de menores volumes 

hidrodinâmicos apresentam um caminho maior a percorrer quando passam pela coluna, já 

que entram nos poros da matriz mais frequentemente do que as moléculas de volumes 

hidrodinâmicos maiores (Kunji et al., 2008). A partir dos dados gerados por esta técnica, o 

coeficiente de partição de uma proteína pode ser determinado, e o raio de Stokes 

estimado (Tiroli & Ramos, 2007). 
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3.16. Espalhamento dinâmico de luz 

O espalhamento dinâmico de luz (EDL) é um método espectroscópico para a 

determinação do coeficiente de difusão de partículas em solução (Bloomfield, 1981; 

Lomakin et al., 2005). Esta técnica mede as flutuações na intensidade da luz que vem de 

uma amostra irradiada por um laser. Estas flutuações contêm informações sobre a 

natureza física das partículas em solução na amostra (Lomakin et al., 2005). Em mais 

detalhes, a luz é espalhada por flutuações no índice de refração e, em uma solução de 

macromoléculas estas flutuações são associadas com a diferença de polarização entre o 

soluto e o solvente. O espalhamento varia em tempo devido aos movimentos 

translacionais, rotacionais e internos das partículas. Estes movimentos podem ser 

causados pela difusão Browniana, por campos aplicados externamente, ou por processos 

biológicos (Bloomfield, 1981). O princípio do EDL reside na medição da correlação entre o 

tempo e as flutuações na intensidade da luz espalhada e, da análise destas informações, 

a reconstrução da dinâmica das moléculas (Lomakin et al., 2005).  

As medidas de espalhamento dinâmico 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 difusão das amostras foram determinados por 

250 medidas, cada uma com tempo de coleta de 10 segundos. 

Para a SHsp40, nos experimentos de espalhamento dinâmico de luz, foram 

utilizados 10 µM de proteína em tampão E. 

 

3.17. Estimativa da forma da proteína em solução pela determinação do fator de 

Perrin 

 O fator de Perrin está relacionado diretamente com a forma da proteína em 

solução, sendo definido como a razão do coeficiente friccional da proteína (f) pelo 

coeficiente friccional de uma esfera não hidratada de mesma massa que a proteína de 

interesse (f0). Quanto mais próximo de 1 é o valor de f/f0, mais próximo de uma esfera, ou 

mais globular e compacta, é a macromolécula. 

 Para calcular o fator de Perrin, foram utilizados os dados de raio de Stokes e de 

coeficiente de difusão, obtidos a partir dos experimentos de gel filtração analítica e 

espalhamento dinâmico de luz, respectivamente, validados por meio da equação de 
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que, ao retornar ao seu estado fundamental, emite um fóton (Lakowicz, 1999). Todo este 

processo de absorção e emissão que ocorre no fenômeno de fluorescência pode ser 

resumido pelo diagrama de Jablonski (Figura 11).  

 
Figura 11. Diagrama de Jablonski modificado ilustrando o fenômeno de fluorescência. O 

elétron no estado fundamental S0 absorve energia, indo para um estado excitado do tipo singleto, 

que pode ser S1 ou S2. Após este acontecimento o elétron decai para o estado excitado singleto de 

menor energia dentro de S1, sendo esta perda de energia denominada conversão interna. Em 

seguida o elétron retorna ao seu estado fundamental, emitindo um fóton. Cada linha nos estados 

S0, S1 e S2 representa um nível de energia vibracional (Lakowicz, 2006). A fluorescência é 

considerada uma técnica mais sensível que a absorbância, possibilitando detecção em menores 

concentrações e sendo algumas vezes sensível ao ambiente, o que a torna uma boa sonda para o 

estudo de ambientes locais (Hammes, 2005; figura modificada de Lakowicz, 2006). 

 

3.19.1. Fluorescência de tioflavina T 

A fluorescência de ThT é um teste clássico para identificação de fibrilas amilóides. 

Essa sonda aumenta sua intensidade de fluorescência, quando ligada de maneira a ficar 

intercalada nas folhas-β das fibrilas amilóides (Naiki et al., 1989). O aumento da 

fluorescência de ThT, ligada às fibrilas amilóides, ocorre em função do seu dipolo 

excitável se alinhar paralelamente ao eixo dessas estruturas. Essa ligação ocorre 

aparentemente através de canais ao longo das folhas-β, podendo, portanto, a ligação de 

ThT variar conforme a disposição das folhas-β (Krebs et al, 2005). 

O espectrofluorímeto SLM2 Aminco Bowman foi utilizado nos experimentos de 

fluorescência de tioflavina T. As cubetas usadas foram sempre de 1 cm x 0,2 cm de 
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caminho óptico, o comprimento de onda de excitação de 450 nm, a varredura da emissão 

de fluorescência de 475 nm a 550 nm, com velocidade de 1nm/segundo, e voltagem 

máxima de 800 volts na fotomultiplicadora. Os valores da emissão de fluorescência do 

branco e das amostras contendo proteína foram acumulados 3 vezes e, na análise dos 

dados, as intensidades de emissão fluorescência do branco foram subtraídas das 

intensidades da amostra. Todos os dados foram normalizados numa escala de 0 a 1. 

Nos ensaios realizados com a SHsp40 e intermediário, a concentração de 

proteínas utilizada foi de 2 µM e a de ThT de 20 µM, 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 excitação e emissão de fluorescência empregadas foram 

de 16 mm e a voltagem na fotomultiplicadora foi ajustada para 750 volts.  

 

3.19.2. Fluorescência de bis-ANS 

Os ensaios de ligação de bis-ANS, uma sonda que é virtualmente não-fluorescente 

em meio aquoso ou na presença de proteínas bem compactas, mas capaz de emitir 

fluorescência quando associada a estruturas parcialmente enoveladas (Stryer, 1965), 

foram executados em espectrofluorímetro SLM2 Aminco Bowman (Thermos Scientific). 

Foram utilizadas cubetas de quartzo de 1 cm x 0,2 cm de caminho óptico e, para 

excitação do bis-ANS foi usado o comprimento de onda de 365 nm. Para a leitura da 

emissão da fluorescência do bis-ANS, foram realizadas leituras da emissão de 

fluorescência na faixa de 450 nm a 550 nm, com velocidade de 1 nm/segundo. A 

voltagem máxima aplicada na fotomultiplicadora foi de 800 volts. Todas as leituras de 

emissão de fluorescência foram acumuladas três vezes e na análise dos dados, as 

intensidades de emissão de fluorescência do branco foram subtraídas das intensidades 

da amostra. O resultado final foi normalizado em escala de 0 a 1. 

 Para verificar a superfície exposta ao solvente da SHsp40, foram utilizados 2 µM 

de proteína e 12 µM de bis-ANS (proporção de 1 de proteína para 6 de bis-ANS). Todas 

as medidas foram feitas a 20°C, com fendas de 4 mm e 8 mm, respectivamente, para 

excitação e emissão de fluorescência da amostra. A voltagem da fotomultiplicadora foi 

configurada para 700 volts. 
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3.19.3. Fluorescência do triptofano 

A maioria das proteínas apresenta resíduos de aminoácidos que são 

intrinsecamente fluorescentes, como a tirosina, fenilalanina e triptofano, sendo este último 

o mais utilizado (Royer, 2006). O espectro do triptofano deve refletir o ambiente médio 

deste resíduo. Para um triptofano em um ambiente completamente apolar observa-se 

uma emissão voltada para o azul, já em um ambiente polar a emissão muda para 

comprimentos de onda maiores (Figura 12) (Lakowicz, 1999). Esta característica torna a 

fluorescência do triptofano potencialmente útil como sonda para estrutura e dinâmica 

protéica (Millar, 1996). Além disso, as proteínas tendem a possuir quantidades menores 

de triptofano do que de tirosina e fenilalanina e muitas delas apresentam um único 

resíduo triptofanil, o que facilita consideravelmente a interpretação dos dados de 

fluorescência (Millar, 1996; Royer, 2006). 

 

 
Figura 12. Efeito do ambiente no espectro de emissão do triptofano. O espectro de emissão 

do triptofano reflete o ambiente em que este se encontra, observando-se uma mudança para a 

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

 

Utilizando o fluorômetro ISS K2, os resíduos de triptofano das proteínas foram 

excitados com comprimento de onda de 295 nm em cubetas de 1 cm x 0,2 cm e as 

coletas da emissão de fluorescência realizadas na faixa de 300 a 400 nm, com velocidade 
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possuem baixa polarização / anisotropia, enquanto que fluoróforos ligados a grandes 

macromoléculas tem polarização / anisotropia aumentada (Albani, 2004). 

Nos experimentos de anisotropia do triptofano, foi utilizado o fluorômetro ISS K2, 

configurado para excitar o triptofano nos comprimentos de onda de 280 a 300 nm e 

coletar a emissão de fluorescência em comprimento de onda compatível com o máximo 

de emissão de fluorescência 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 

excitação quanto para a de emissão, acumuladas 10 vezes e os dados obtidos utilizados 

para a construção de um gráfico de anisotropia em função do comprimento de onda de 

excitação. Nos experimentos de anisotropia , as concentrações de Sis1 e Sis1Δ124-174 

utilizadas foram de 5 µM, em temperatura de 25°C, com fenda de excitação de 1 mm e de 

emissão, a 343 nm, de 2 mm. 

 

3.20. Microscopia eletrônica de varredura 

As análises de microscopia eletrônica de varredura (MEV) foram realizadas no 

equipamento JEOL JSM-6360LV. Todas as amostras foram dialisadas exaustivamente 

contra água ultrapura e a concentração de proteínas utilizada foi de 10 µM. Na 

preparação do material, 5 µL de proteínas foram gotejados em lamínulas de vidro, secos, 

revestidos por ouro e visualizados em microscópio eletrônico. Este experimento foi 

executado como serviço por um técnico em microscopia do Instituto de Química da 

UNICAMP e, portanto, apresentam-se poucos detalhes sobre sua execução. 
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4. RESULTADOS 

4.1. SHsp40 

4.1.1. Análise da estrutura primária 

 A estrutura primária da SHsp40, obtida a partir da tradução do gene que codifica 

para a proteína, foi alinhada com a estrutura primária das chaperonas homólogas DjA1 e 

Ydj1, representantes do tipo I de Hsp40, e Hdj1 e Sis1, representantes do tipo II de Hsp40 

(Tabela 4). Com base nos resultados, foi realizada a identificação de domínios comuns às 

Hsp40s na SHsp40 (Figura 13). Com auxílio do programa Sednterp, os parâmetros físico-

químicos da SHsp40 foram preditos a partir de sua estrutura primária (Tabela 5). 

 

 

Tabela 4. Resultados do alinhamento da estrutura primária da SHsp40 com a estrutura primária de 

proteína homólogas. 

 Hsp40 

 Tipo I Tipo II 

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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Figura 13. Predição dos domínios conservados na estrutura primária da SHsp40. A sequência 

de aminoácidos da SHsp40, determinada a partir da tradução do gene que codifica para a proteína, 

foi realizada com auxílio do programa Translate Tool. Com o alinhamento da estrutura primária da 

SHsp40 com a estrutura primária de chaperonas homólogas, de humano e levedura, a 

identificação dos domínios de Hsp40 na SHsp40 foi realizada. Em verde, o domínio J (motivo HPD 

sublinhado); em vermelho, o domínio rico em glicina e fenilalanina; em amarelo, o domínio rico em 

cisteínas, com os motivos CxxCxGxC sublinhados (X é respectivo, geralmente, a um resíduo 

carregado ou polar, enquanto C e G são cisteínas e glicinas); e em preto, o domínio C-terminal. 

 

 

Tabela 5. Alguns parâmetros físico-químicos da SHsp40 preditos pela análise de sua estrutura 

primária pelo programa Sednterp. 

Massa molecular pI Coeficiente de extinção molar Volume parcial 
específico (Vbar) 

49094,52 Da 6,8 17.140 M-1.cm-1 0,7257 mL/g 

Parâmetros preditos para a proteína fusionada à cauda de histidina.  
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4.1.2. Expressão e purificação 

 Na a expressão da SHsp40 recombinante, foram avaliadas as linhagens 

Bl21(DE3), Bl21(DE3) pLysS e Bl21(DE3) pRARE de E.coli. A única que foi apta a 

produzir a SHsp40 foi a Bl21(DE3) pRARE (figura não mostrada). Para determinar a 

melhor condição de expressão de proteínas, 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 purificação 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 exclusão molecular (Figura 15), empregada para a 

separação da proteína 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. Análise do efeito da temperatura na expressão da SHsp40. A expressão da SHsp40 

recombinante foi realizada em E.coli Bl21(DE3) pRARE em três diferentes temperaturas: 25°C, 

30°C e 37°C. Para acompanhar com detalhe todo o processo de expressão de proteínas, em cada 

temperatura foram coletadas alíquotas das culturas antes da indução e de hora em hora após a 

adição de IPTG. As amostras foram centrifugadas, as células bacterianas lisadas e sobrenadantes 

e sedimentos submetidos a um SDS-PAGE. Embora os rendimentos das expressões de proteínas 

nas temperaturas testadas tenham sido semelhantes, a temperatura escolhida para padronização 

da expressão foi 25°C. M: padrão de massa molecular (banda referente a 45 kDa indicada pela 

cabeça de seta à direita); S: fração solúvel; I: fração insolúvel; NI: lisado bacteriano antes da 

indução da expressão de proteínas; 1 a 4: lisados bacterianos após 1, 2, 3 e 4 horas da indução de 

expressão da SHsp40 recombinante. 
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Figura 15. Perfil cromatográfico de gel filtração da SHsp40. A SHsp40, previamente purificada 

por cromatografia de afinidade, foi submetida a uma cromatografia de gel filtração para ser 

separada de contaminantes e agregados protéicos. Todas as frações da purificação foram 

inspecionadas por SDS-PAGE e o pico indicado pela seta foi identificado como a SHsp40 pura.  
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Figura 16. Análise do processo de purificação da SHsp40 por SDS-PAGE 12%. A SHsp40 foi 

expressa fusionada a uma cauda de hexa-histidina em seu N-terminal em cepa Bl21(DE3)pRARE 

de E. coli, para auxiliar no processo de purificação por cromatografia de afinidade seguida por gel 

filtração. A pureza da proteína após a purificação foi considerada maior que 95%.  M: padrão de 

massa molecular (massa de 45 kDa indicada pela cabeça de seta); 1: SHsp40 expressa em E.coli; 

2: SHsp40 após a purificação por cromatografia de afinidade; 3: SHsp40 após a purificação por gel 

filtração. 
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4.1.3. Dicroísmo circular 

 Ensaios de dicroísmo circular foram realizados para verificar se a SHsp40 obtida 

estava enovelada e para caracterizar sua estrutura secundária. Os resultados mostraram 

uma proteína com estrutura composta tanto por hélices α quanto por folhas β. (Figura 17). 

 

 

 
Figura 17. Caracterização da estrutura secundária da SHsp40 por dicroísmo circular. O 

espectro de dicroísmo circular da SHsp40 foi medido de 205 a 260 nm em tampão Tris 25 mM (pH 

7,5) contendo 500 mM de NaCl a 20°C e em cubeta de caminho óptico de 0,1 cm. O espectro do 

tampão foi subtraído do espectro da proteína e os dados foram normalizados para elipticidade 

molar residual média. O espectro da SHsp40 foi compatível com o de proteínas contendo estrutura 

composta por hélices α e folhas β. 
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4.1.4. Atividade chaperona 

 A atividade chaperona da SHsp40 foi verificada pela sua capacidade de ligar e 

proteger da agregação 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. 

 

 

 
Figura 18. Verificação da atividade chaperona da SHsp40 por SDS-PAGE 12%. A SHsp40 

fusionada à cauda de hexa-histidina (10 µM) foi incubada com 2 µM de luciferase a 42°C. Em 

seguida, a amostra foi centrifugada para separação de agregados protéicos e incubada com resina 

de afinidade Talon, que foi posteriormente lavada exaustivamente para remoção de proteínas não 

ligadas ou ligadas inespecificamente. A SHsp40 e, consequentemente, as proteínas ligadas pela 

chaperona foram eluídas e o resultado foi verificado por SDS-PAGE 12%. Como controle, foi 

realizado o ensaio com a luciferase apenas. No gel de poliacrilamida foi possível analisar que, 

juntamente com a SHsp40, a luciferase foi eluída. Já no controle, a banda respectiva a luciferase 

não apareceu. Este resultado indica a atividade chaperona protetiva da SHsp40 em relação à 

luciferase desenovelada. M: padrão de massa molecular, onde 50 kDa está indicado pela cabeça 

de seta à esquerda; P: controle da quantidade de proteína utilizada nos ensaios; C: amostra 

controle, com luciferase apenas; A: amostra para verificação da atividade chaperona, com SHsp40 

e luciferase. À direita, as cabeças de seta indicam as bandas respectivas à luciferase e à SHsp40. 
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4.1.5. Estado oligomérico 

 Para estudar o estado oligomérico da SHsp40 em solução, foi empregada a 

técnica de cromatografia de exclusão molecular acoplada a um detector multi-ângulo de 

espalhamento de luz. O resultado (figura 19) indicou uma massa molecular de 99 kDa 

para a SHsp40, o que foi correspondente a um dímero. 

 

 

 
Figura 19. Caracterização do estado oligomérico da SHsp40 em solução por SEC-MALS. A 

massa molecular da SHsp40 foi determinada pela técnica de cromatografia de exclusão molecular 

acoplada a um detector multi-ângulo de espalhamento do luz. A partir da coleta dados de 

espalhamento de luz e do perfil cromatográfico da proteína, gerou-se um gráfico da distribuição 

das massas moleculares medidas (quadrados vermelhos) em função do volume de eluição da 

SHsp40 na coluna de exclusão molecular (quadrados pretos). A massa molecular determinada foi 

de 99 kDa, que correspondeu a um dímero. 
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4.1.6. Gel filtração analítica, espalhamento dinâmico de luz e forma 

Para estimar o formato assumido pela SHsp40 em solução foram primeiramente 

estabelecidos o valores do raio de Stokes e do coeficiente de difusão da SHsp40. O raio 

de Stokes, estimado pela análise dos dados de gel filtração analítica (figuras 20 e 21), foi 

de 50 ± 1 Å e o coeficiente de difusão, diretamente medido por espalhamento dinâmico de 

luz, resultou em um valor de 4,2 x 10-7 cm2/s. O raio de Stokes teórico para a SHsp40, 

calculado pela equação de Stokes-Einsten e empregando o coeficiente de difusão medido 

para a proteína, foi de 49 Å, enquanto que o coeficiente de difusão teórico, calculado pela 

mesma equação, mas utilizando o raio de Stokes estimado, foi de 4,04 x 10-7 cm2/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 proteína em 

solução e o cálculo da razão f/f0 resultou em um valor de 1,6, que foi compatível com uma 

molécula de formato alongado. 
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Figura 20. Perfil cromatográfico de gel filtração analítica da SHsp40. Os valores de volume de 

eluição das proteínas e do azul de dextran na gel filtração analítica foram utilizados para o cálculo 

do coeficiente de partição (Kav) das proteínas 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 padrão de proteínas 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 gráfico de raio de Stokes em função de 

(-log Kav)1/2 foi construído para as proteínas do padrão da gel filtração analítica (quadrados pretos) 

e um ajuste linear dos pontos (reta preta) foi realizado. Com a equação da reta gerada, o raio de 

Stokes da SHsp40 foi estimado (quadrado vermelho), sendo 50 ± 1 Å o seu valor. 

 

 

Tabela 6. Propriedades hidrodinâmicas da SHsp40 obtidas por gel filtração analítica e por 

espalhamento dinâmico de luz. 

 Raio de Stokes Coeficiente de difusão 

Gel filtração analítica 50 ± 1 Å 4,0 x 10-7 cm2s-1 

Espalhamento dinâmico de luz 49 Å 4,2 x 10-7 cm2s-1 

Em vermelho, valores teóricos calculados a partir da equação 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 dicroísmo circular a 222 nm. A proteína foi aquecida de 20°C 

a 90°C e o sinal de CD a 222 nm permaneceu estável 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, não retornou ao seu valor 

inicial (figura 22). Quando a proteína foi aquecida de 20°C a 65°C, o sinal de CD a 222 nm 

foi estável até 50°C e aumentou em magnitude até 65°C, porém quando a proteína foi 

resfriada de 65°C a 20°C, o ganho na magnitude do sinal de CD permaneceu (figura 23). 

O espectro de dicroísmo circular desta espécie, chamada intermediário, foi medido e 

apresentou formato diferente do espectro de CD da SHsp40 nativa (Figura 24). 
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Figura 22. Desenovelamento térmico da SHsp40, de 20°C a 90°C, monitorado pelo sinal de 

dicroísmo circular a 222 nm. Em cubeta de 0,1 cm de caminho óptico, 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 estável, porém após esta temperatura o sinal de CD aumentou em magnitude, onde 

alcançou seu máximo a 65°C. Em seguida, o sinal de CD a 222 nm apresentou uma diminuição de 

magnitude e, ao resfriar a SHsp40 de 90°C a 20°C (quadrados vermelhos), a 1°C/minuto, o sinal 

não retornou ao seu valor inicial. Estes resultados indicaram que a SHsp40 sofreu alteração em 

sua estrutura secundária e agregou irreversivelmente após 65°C. À região de aumento da 

magnitude do sinal de dicroísmo circular a 222 nm, deu-se o nome de intermediário. 
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Figura 23. Desenovelamento térmico da SHsp40, de 20°C a 65°C, acompanhado pelo sinal de 

dicroísmo circular a 222 nm. A SHsp40, em cubeta de 0,1 cm de caminho óptico, 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 não se alterou, aumentando em magnitude a partir deste ponto até 65°C. Quando a 

proteína foi resfriada de 65°C a 20°C (quadrados vermelhos) o sinal de dicroísmo circular 

continuou aumentando até 50°C e permaneceu estável até 20°C, não retornando ao seu valor 

inicial. A esta espécie ou mistura de espécies estáveis da SHsp40, nomeou-se intermediário. 
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Figura 24. Análise de dicroísmo circular da SHsp40 e do intermediário. Os espectros de 

dicroísmo circular da SHsp40 (quadrados pretos) e do intermediário (quadrados vermelhos) em 

tampão 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 óptico, a 20°C. O espectro do tampão foi subtraído dos espectros de proteína e 

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

intermediário foi claramente diferente daquele da proteína nativa, se assemelhando a espectros de 

proteínas ricas em folhas β. 
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4.1.8. Espectroscopia de fluorescência 

 A espectroscopia de fluorescência foi utilizada como ferramenta para estudar a 

natureza do intermediário da SHsp40, onde foram verificadas a ligação de tioflavina T e a 

ligação de bis-ANS em relação à proteína nativa. A tioflavina T apresentou uma emissão 

de fluorescência maior quando em presença do intermediário do que quando em 

presença da SHsp40 nativa (figura 25). 

 As proporções de bis-ANS e proteína foram determinadas pela titulação da 

SHsp40 e do intermediário com quantidades crescentes de bis-ANS até o ponto onde a 

adição de bis-ANS não acarretou mais o aumento na intensidade de fluorescência 

emitida. A proporção de proteína:bis-ANS definida, tanto para a SHsp40 nativa quanto 

para o intermediário, foi de 1:6 (figura não mostrada). Utilizando esta proporção, a 

emissão de fluorescência do bis-ANS foi maior quando incubado com o intermediário do 

que quando incubado com a proteína nativa (figura 26). 
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Figura 25.  Análise da emissão de fluorescência da tioflavina T com a SHsp40 e 

intermediário. O espectro de emissão de fluorescência da tioflavina T foi medido em cubeta de 1 

cm de caminho óptico, de 475 à 550 nm, a 20°C. A emissão de fluorescência do ThT foi maior 

quando em presença do intermediário da SHsp40 (quadrados vermelhos) do que com a proteína 

nativa (quadrados pretos). O espectro do ThT em solução foi subtraído dos espectros do ThT 

incubado com as proteínas e os dados foram normalizados na escala de 0 a 1. O resultado sugeriu 

que o intermediário da SHsp40 apresentou maior conteúdo de folhas β do que a proteína nativa. 
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Figura 26. Análise da emissão de fluorescência do bis-ANS com a SHsp40 e intermediário. 

Em cubeta de 1 cm de caminho óptico, a 20°C, o espectro de emissão de fluorescência de bis-ANS 

foi medido de 450 a 550 nm. O bis-ANS incubado com a SHsp40 nativa (quadrados pretos) emitiu 

fluorescência com menos intensidade que o bis-ANS incubado com o intermediário (quadrados 

vermelhos). O espectro do bis-ANS em solução foi subtraído dos espectros do bis-ANS com as 

proteínas e os dados foram normalizados em escala de 0 a 1. Este resultado mostrou que a 

superfície exposta ao solvente era maior no intermediário do que na SHsp40 nativa. 
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4.1.9. Microscopia eletrônica 

 A análise das espécies agregadas da SHsp40 foi realizada por microscopia 

eletrônica de varredura. As fotomicrografias obtidas mostraram a presença 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 eletrônica de varredura. A proteína, dialisada 

exaustivamente contra água ultra-pura, foi seca em lamínula de vidro e revestida por ouro, sendo 

então submetida à 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. Fluorescência estática do triptofano 

 A fluorescência estática do triptofano foi utilizada para investigar alterações locais 

na região do domínio C-terminal (figura 28) de Sis1Δ124-174, que poderiam ter sido 

causadas em decorrência da deleção de 50 resíduos de aminoácidos da região rica em 

glicinas e metioninas. Os espectros de fluorescência estática do triptofano de Sis1 e 

Sis1Δ124-174 (figura 29) foram muito semelhantes e ambos apresentaram um centro de 

massa espectral de 343 nm. 

 

 

 
Figura 28. Estrutura do domínio C-terminal da Hsp40 tipo II, Sis1. O domínio C-terminal de 

Sis1 apresenta dois subdomínios com enovelamento similar, CTDI e CTDII, ambos formados por 

hélices α e folhas β, embora esta última seja mais pronunciada. O resíduo de triptofano, localizado 

próximo a interface destes dois subdomínios, foi utilizado como sonda para a verificação de 

possíveis alterações na estrutura do C-terminal de Sis1 causadas pela deleção da região rica em 

glicinas e metioninas.  
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Figura 29. Análise comparativa da emissão de fluorescência estática do triptofano entre Sis1 

e Sis1Δ124-174. Os espectros de emissão de fluorescência estática do triptofano foram medidos de 

300 a 400 nm, em cubeta de 1 cm de caminho óptico e a 25°C. Os dados de emissão de 

fluorescência do branco foram subtraídos dos dados de emissão de fluorescência das proteínas e 

o resultado final normalizado em escala de 0 a 1. O centro de massa espectral calculado para os 

espectros de fluorescência de ambas as proteínas (Sis1, em preto, e Sis1Δ124-174, em vermelho) foi 

de 343 nm, o que indicou que o ambiente local do resíduo triptofanil não foi alterado na proteína 

mutante, Sis1Δ124-174, em comparação à proteína selvagem, Sis1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



82 

 

4.2.2. Fotoapagamento do triptofano 

 A detecção de prováveis alterações locais no C-terminal de Sis1Δ124-174, em 

comparação 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 dinâmico e os valores da constante de Stern-Volmer 

determinados foram 10,8 ± 0,1 M-1 e 14,1 ± 0,1  M-1, respectivamente a 20°C e 40 °C, para 

Sis1, e 10,1 ± 0,1 M-1 e 13,1 ± 0,1 M-1, respectivamente a 20°C e 40°C, para Sis1Δ124-174. 

 

 

 
Figura 30. Gráfico do fotoapagamento do triptofano das proteínas Sis1 e Sis1Δ124-174. O 

fotoapagamento de Sis1 e Sis1Δ124-174 foi realizado utilizando a acrilamida como agente 

fotoapagador. As medidas da emissão de fluorescência do triptofano foram feitas a 343 nm, a 20°C 

e a 40°C, em cubetas com 1 cm de caminho óptico. Os valores de emissão de fluorescência da 

acrilamida em solução nas diferentes concentrações usadas foram subtraídos das respectivas 

amostras de proteínas. A partir do ajuste dos pontos do gráfico F0/F em função da concentração de 

acrilamida, utilizando a equação 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 proteínas Sis1 e Sis1Δ124-174. 

Proteína Constante de Stern-Volmer (M-1) 

 25°C 40°C 

Sis1 10,8 ± 0,1  14,1 ± 0,1  

Sis1Δ124-174 10,1 ± 0,1  13,1 ± 0,1  
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4.2.3. Anisotropia do triptofano 

 A anisotropia foi utilizada para investigar diferenças na polarização dos resíduos 

de triptofano de Sis1 e Sis1Δ124-174, o que reflete a difusão rotacional destas proteínas em 

solução. O resultado, mostrado na figura 31, sugeriu que os resíduos triptofanil das duas 

proteínas, selvagem e mutante, se comportaram de maneira muito similar em relação à 

polarizabilidade, o que consequentemente indica uma taxa de difusão rotacional muito 

semelhante para Sis1 e Sis1Δ124-174. 

 

 

 
Figura 31. Estudo da anisotropia do triptofano das proteínas Sis1 e Sis1Δ124-174. Os 

experimentos de anisotropia com as proteínas Sis1 (quadrados e linha pretos) e Sis1Δ124-174 

(quadrados e linha vermelhos), foram realizados com a excitação do triptofano por luz polarizada 

(0° e 90°) de 280 a 300 nm, medidas da emissão de fluorescência polarizada (0° e 90°) a 343 nm, 

a 25°C e com cubetas de 1 cm de caminho óptico. Os resultados de anisotropia do triptofano 

sugeriram semelhante difusão rotacional destas proteínas em solução. 
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4.2.4. Cromatografia de exclusão molecular acoplada a um detector multi-ângulo de 

espalhamento de luz 

 Os experimentos de cromatografia de exclusão molecular acoplada a um detector 

multi-ângulo de espalhamento de luz foram realizados para estudar a estabilidade da 

proteína Sis1 e as alterações na estabilidade dos mutantes Sis1Δ124-174 e Sis1Δ121-257. A 

determinação da massa molecular das proteínas foi feita em condições nativas e 

desnaturantes (1 a 5 M de uréia). Os resultados (figura 32 e tabela 8) revelaram que Sis1, 

Sis1Δ124-174 e Sis1Δ121-257 se comportaram como dímeros em condições nativas, porém 

Sis1Δ121-257, em 3 M de uréia, e Sis1 e Sis1Δ124-174, em 5 M de uréia, se comportaram 

como monômeros. 
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5. DISCUSSÃO 

5.1. SHsp40 

 Nesta seção são discutidos os dados referentes à caracterização da SHsp40 e 

comparação com proteínas homólogas já estudadas, além do estudo da estabilidade 

térmica desta proteína. 

 

5.1.1. A SHsp40 foi identificada como uma Hsp40 tipo I 

 A análise da estrutura primária da SHsp40 mostrou que esta co-chaperona 

pertence a subfamília das Hsp40s do tipo I, baseado em sua identidade com proteínas 

homólogas de humano (DjA1) e levedura (Ydj1). A distribuição de domínios na estrutura 

da proteína de interesse foi compatível 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 expressão da SHsp40 recombinante foi realizada em E.coli, e a purificação 

realizada através de métodos cromatográficos bem estabelecidos para estas proteínas 

(Borges et al., 2005; Ramos et al., 2008). Na cromatografia de afinidade, a SHsp40 

fusionada à cauda de hexa-histidina ligou na resina de afinidade a metal e foi isolada de 

grande parte dos contaminantes advindos da E.coli, embora não todos e nem de espécies 

agregadas da própria SHsp40. Esta separação da SHsp40 nativa de proteínas 

indesejadas foi realizada com sucesso pela cromatografia de gel filtração, onde as 

espécies de maior peso molecular que a proteína de interesse eluíram próximo ao volume 

vazio da coluna e as espécies de menor peso molecular, após a eluição da SHsp40.  Com 

a execução deste protocolo de purificação, a pureza alcançada para a SHsp40 foi 

considerada satisfatória para a realização dos estudos bioquímicos e biofísicos.  

O espectro de dicroísmo circular no UV distante da SHsp40 pura mostrou-se 

compatível com o espectro de uma proteína enovelada que possui tanto estruturas de 

hélice α quanto de folhas β, e com valores semelhantes àqueles de uma Hsp40 humana 

do tipo I, DjA1 (Borges et al., 2005), mas diferentes daqueles de uma Hsp40 do tipo I de 

levedura, Ydj1 (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 I de 

cana-de-açúcar foi produzida e purificada com rendimento e pureza considerados 
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satisfatórios, e sua estrutura secundária foi coerente quando comparada àquela de uma 

Hsp40 tipo I humana bem estudada. 

 

5.1.3. A SHsp40 apresentou atividade chaperona 

 Proteínas com função de chaperona formam complexos transientes, mas estáveis, 

com polipeptídeos desenovelados, suprimindo a agregação protéica (Cyr, 1995). A 

capacidade da SHsp40 de ligar à luciferase desenovelada e formar complexos estáveis 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. Após a remoção 

de agregados, a mistura de proteínas foi incubada juntamente com a resina de afinidade, 

onde a SHsp40 fusionada à cauda de hexa-histidina, mas não a luciferase, se ligou. Caso 

a atividade de chaperona fosse presente, o complexo SHsp40-luciferase deveria ser 

formado e as duas proteínas deveriam eluir juntas da resina, e foi exatamente isto o que 

aconteceu no experimento realizado, a SHsp40 e a luciferase co-eluíram.  

 Estudos bioquímicos com Hsp40s do tipo I, como a DnaJ de E.coli, a Hdj2 de 

humano e a Ydj1 de levedura demonstraram que a estas proteínas funcionam de maneira 

independente da Hsp70 para suprimir a agregação protéica , enquanto que Hsp40s do 

tipo II, como a Hdj1 de humano e a Sis1 de levedura, são menos eficientes como 

chaperonas e são dependentes da Hsp70 para suprimir a agregação de proteínas (Cyr, 

1995; Minami et al., 1996; Lu & Cyr, 1998; Langer et al., 2002). Estes relatos dão suporte 

aos nossos resultados, que mostraram não só que a SHsp40 apresenta atividade 

chaperona, mas que esta atividade é compatível com as de Hsp40s do tipo I de diferentes 

organismos. 

 

5.1.4. A SHsp40 foi caracterizada como um dímero alongado em solução 

 Recentes trabalhos relativos às Hsp40s de humano e de levedura, tanto do tipo I 

quanto do tipo II, revelaram importantes aspectos relativos à estrutura e forma destas 

proteínas. A resolução e modelagem das estruturas do domínio C-terminal e da região 

rica em cisteínas da Hsp40 tipo I de levedura, Ydj1, e do domínio C-terminal de Sis1 e 

Hdj1, Hsp40s tipo II, respectivamente de levedura e de humano, mostraram que estas 

proteínas se comportam como homodímeros alongados, constituídos por monômeros que 

se dispõem paralelamente de modo a formar uma fenda central. Apesar destas 

semelhanças, as Hsp40s tipo I apresentam um formato que lembra um sino, onde as 
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regiões ricas em cisteínas se enovelam de tal modo a formar motivos dedos de zinco, que 

são a base deste “sino”, enquanto que Hsp40s do tipo II se assemelham à letra U (Sha et 

al., 2000; Li et al., 2003; Hu et al., 2008). Estudos dos modelos de envelope das Hsp40s 

tipo I e II inteiras, realizados por Borges e colaboradores, em 2005, e por Ramos e 

colaboradores, em 2008, mostraram que as posições relativas dos domínios J destas 

proteínas são distintas e que a localização espacial deste domínio é controlada pelos 

módulos centrais dos domínios C-terminal das Hsp40s tipo I e II.  

Para verificar o comportamento da  SHsp40  em relação ao seu estado oligomérico 

funcional e formato adquirido em solução, foram realizados experimentos de SEC-MALS, 

para determinação da massa molecular da proteína em solução, e gel filtração analítica e 

EDL, para validação dos dados experimentais e estimativa da forma da proteína em 

solução. Inicialmente, os experimentos de SEC-MALS revelaram a massa molecular da 

SHsp40, que foi de, aproximadamente, 99 kDa. A partir da composição de aminoácidos 

da SHsp40, a massa molecular estimada pelo programa Sednterp foi de 49 kDa. Estes 

resultados mostraram claramente que a unidade funcional da SHsp40 em solução é um 

dímero, compatível com o que se conhece sobre Hsp40s do tipo I homólogas (Borges et 

al., 2005; Ramos et al., 2008). 

Nos experimentos de gel filtração analítica, foi estimado um raio de Stokes de 50 ± 

1 Å para a SHsp40 e calculado um coeficiente de difusão teórico, através da equação de 

Stokes-Einstein (equação 5), de 4,0 x 10-7 cm2/s. Este valor concordou com os dados 

experimentais de EDL, que mediram um coeficiente de difusão de 4,2 x 10-7 cm2/s, 

resultado próximo do obtido para a Hsp40 tipo I humana, DjA1, o qual o coeficiente de 

difusão, determinado por ultracentrifugação analítica, foi de 4,5 x 10-7 cm2/s (Borges et al., 

2005). O raio de Stokes teórico calculado pela equação de Stokes-Einstein, utilizando o 

coeficiente de difusão medido por EDL, foi de 49 Å, próximo ao raio estimado na gel 

filtração analítica. Como visto, todos estes valores se suportaram e foram suficientes para 

validar o dado referente ao raio hidrodinâmico da SHsp40. 

Para a estimativa do formato da SHsp40, foi realizado o cálculo do fator de Perrin 

(equação 6), ou fator de forma, determinado a partir de f/f0, definido por ser a razão entre 

o fator friccional da proteína (f) e o fator friccional de uma esfera rígida, não hidratada e de 

mesma massa molecular que a proteína de interesse (f0). O valor obtido foi 1,6, o que 

sugeriu que a SHsp40 seria uma proteína com formato alongado. Resultado semelhante 

foi obtido para uma Hsp40 tipo I de humano, DjA1, no trabalho de Borges et al. (2005), 

embora a forma tenha sido determinada por uma diferente metodologia. É interessante 
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ressaltar que este formato alongado é compatível com de estruturas cristalográficas de 

Hsp40s truncadas disponíveis, como a Ydj1 (Figura 5) e Sis1 (Figura 9), ambas de 

levedura, e Hdj1 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 proteínas 

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 

intermediário 

 No estudo de estabilidade térmica da SHsp40, realizaram-se experimentos de 

desenovelamento térmico acompanhados pelo sinal de CD a 222 nm (Corrêa & Ramos, 

2009). No perfil obtido para a SHsp40, alguns pontos principais puderam ser destacados, 

sendo eles: 1) O sinal de CD  a 222nm não mudou até 50°C, o que sugere que, 

aparentemente, a estrutura secundária da proteína permaneceu conservada ou, ao 

menos, sem mudanças detectáveis por esta técnica; 2) A partir de 50°C, o sinal de CD a 

222nm começou a aumentar em magnitude até 65°C. Esta evidência sugeriu que a 

estrutura secundária da SHsp40 mudou, porém neste ponto não foi possível tirar maiores 

conclusões acerca de quais tipos de mudanças ocorreram; 3) Após 65°C, o sinal de CD a 

222 nm diminuiu em magnitude e a proteína agregou. Esta agregação se mostrou 

irreversível nas condições aqui testadas, uma vez que o sinal de CD a 222 nm não foi 

recuperado, mesmo com a diminuição da temperatura. O perfil de desenovelamento 

induzido por calor indicou que há pelo menos um intermediário nesta via, e que esta 

espécie, ou conjunto de espécies, pode ser isolada, uma vez que o sinal de CD a 222 nm 

da proteína aquecida até 65°C não reverteu àquele inicial à 20°C. Este fato possibilitou a 

obtenção de espectros de dicroísmo circular desta espécie e o resultado mostrou que o 

formato do espectro, antes compatível com uma proteína com estruturas hélice α e folha β 

(mínimos em 224 e 208 nm), foi alterado para um perfil condizente com um onde há 

predominância de folhas β (mínimo em 218 nm). 
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5.1.6. O intermediário da SHsp40 foi caracterizado como sendo rico em folha β e 
parcialmente enovelado 

 A partir do isolamento do intermediário da SHsp40 e da evidência de que esta 

espécie pudesse apresentar uma estrutura com maior conteúdo de folha β do que a 

proteína nativa, foram realizados experimentos de fluorescência de tioflavina T. O ThT 

apresentou maior fluorescência quando ligado ao intermediário da SHsp40 do que quando 

ligado à proteína nativa, confirmando a hipótese que surgiu a partir da comparação dos 

espectros de CD entre a proteína nativa e o intermediário, pois o ThT é uma molécula que 

se liga à espécies protéicas que contém alto conteúdo de folhas β dispostas de maneira 

organizada. 

 Outra abordagem realizada na investigação deste intermediário foi a fluorescência 

de bis-ANS, uma molécula virtualmente não fluorescente em ambiente aquoso ou na 

presença de proteínas com estruturas compactas, mas fluorescente quando ligada a 

regiões hidrofóbicas expostas. Assim como o ThT, o bis-ANS apresentou maior 

fluorescência quando incubado com a espécie intermediária da SHsp40 do que com a 

proteína nativa. Este resultado sugeriu que uma maior extensão de superfície hidrofóbica 

exposta ao solvente esteve presente no intermediário da SHsp40, dispondo potenciais 

sítios de ligação para o bis-ANS.  

 

5.1.7. A SHsp40 agregada apresentou formação de estruturas fibrilares 

 Espécies solúveis e ricas em folhas β dispostas de maneira organizada são 

algumas características da formação de fibrilas, e neste caso, como o intermediário 

apresentou-se solúvel e parcialmente enovelado, foi suposto que esta espécie poderia 

estar em vias de formar agregados fibrilares. Para testar a hipótese da SHsp40 possuir 

espécies fibrilares em seu estado agregado, foi utilizada a microscopia eletrônica de 

varredura. A proteína, quando dialisada exaustivamente contra água, agregou e estas 

amostras foram analisadas. Como podem ser vistas na seção resultados, foram 

encontradas estruturas fibrilares em meio aos agregados de SHsp40, o que confirmou a 

hipótese de que a proteína é capaz de formar estruturas em forma de fibrila. Além disso, 

as fibrilas parecem ser comuns às espécies agregadas da SHsp40, pois podem ser 

formadas de maneiras distintas: 1) Pela remoção do sal, que foi determinante para a 

agregação da SHsp40 preparada para microscopia; 2) Pelo aquecimento da SHsp40 que, 
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baseado em evidências experimentais anteriores, parece seguir o mesmo destino na 

formação de fibrilas. 

A formação de fibrilas amilóides ocorre quando estruturas protéicas nativas são 

desestabilizadas em condições que favorecem a formação de interações não covalentes, 

como ligações de hidrogênio, dentro da cadeia polipeptídica. Em 1999, Chiti e 

colaboradores sugeriram que a formação de fibrilas amilóides não é restrita apenas a um 

pequeno número de proteínas, mas é uma propriedade comum a muitas, senão a todas, 

cadeias polipeptídicas em condições apropriadas. Ainda que a formação de fibrilas pareça 

ser genérica, a capacidade de uma sequência polipeptídica de se converter neste tipo de 

estrutura depende muito das características físico-químicas da proteína e das condições 

que a mesma é 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 à função desta proteína. Porém, as características físico-químicas do 

meio celular onde a proteína se encontra são diferentes daquelas do ambiente in vitro, o 

que pode ser determinante para a formação de estruturas fibrilares pela SHsp40 in vivo. 

 

5.1.8. Considerações 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 à Hsp70 e co-chaperonas, como a Hsp40 (Borges et al., 2001). 

Considerando a variedade de estresses (químico, hídrico, térmico, etc.) enfrentada, que 

podem contribuir para o enovelamento incorreto, desenovelamento e agregação de 

proteínas, o sistema de chaperonas moleculares torna-se essencial para a homeostase 

protéica e viabilidade destes organismos. Dada a relevância econômica da cana-de-

açúcar e sua aplicação biotecnológica, somado com a ausência de informações sobre 

mecanismo das chaperonas moleculares nestas plantas, torna-se interessante e 

importante estudar e entender este sistema. As Hsp40s de humano e de levedura são 

bem estudadas, no entanto não existem trabalhos referentes à Hsp40s em cana-de-

açúcar. Neste trabalho nós apresentamos a primeira caracterização de uma Hsp40 de 

cana-de-açúcar, identificada como sendo do tipo I e possuindo todos os domínios 

compatíveis com aqueles de proteínas homólogas já bem estudadas (Lu & Cyr, 1998; 

Borges et al., 2005; Ramos et al., 2008). A proteína, expressa de forma heteróloga em 

E.coli, foi purificada e obtida enovelada, como visto pelo espectro de dicroísmo circular, 
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característico de proteínas com estruturas mistas de hélice α e folha β. Além disso, a 

SHsp40 apresentou atividade chaperona compatível com Hsp40s do tipo I, e se 

comportou como um dímero alongado em solução. Estes resultados corroboram com 

dados os obtidos nos trabalhos de Borges et al. (2005) e Ramos et al. (2008) e sugerem 

que o mecanismo de ação destas proteínas, 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 presença de ao menos um intermediário, solúvel e estável. Este 

intermediário apresentou um espectro de dicroísmo circular diferente da proteína nativa, 

com perfil característico de folhas β. A investigação desta espécie por fluorescência de 

tioflavina T confirmou um maior conteúdo de folhas β organizadas do que a SHsp40 

nativa, assim como a fluorescência de bis-ANS revelou que o intermediário é parcialmente 

enovelado. Estas evidências geraram a hipótese da SHsp40 ser capaz de formar 

estruturas fibrilares, que foi confirmada mais tarde pela observação de fibrilas em 

agregados de SHsp40 por microscopia eletrônica de varredura. 

 
5.2. Sis1, Sis1Δ124-174 e Sis1Δ121-257 

 Abaixo, os resultados obtidos neste trabalho para Sis1 e seus mutantes de 

deleção, Sis1Δ124-174 e Sis1Δ121-257, são apresentados e discutidos em conjunto com os 

dados obtidos anteriormente, pelo nosso grupo ou por colaboradores, sobre a estrutura-

função destas Hsp40s tipo II de levedura. 

 

5.2.1. Sis1Δ124-174 apresentou comportamento físico-químico semelhante a Sis1 

 Em estudos não publicados desenvolvidos por nosso grupo de pesquisa e por 

colaboradores, observou-se que um dos mutantes de deleção de Sis1, Sis1Δ124-174, 

apresentou perfil termodinâmico de desenovelamento muito semelhantes àquele da 

proteína Sis1 selvagem. Estes resultados foram obtidos tanto por calorimetria de 

varredura diferencial (desenovelamento térmico) quanto por dicroísmo circular 

(desenovelamento químico) e sugerem que a região deletada, correspondente ao domínio 

G/M, é desestruturada e não contribui para a estrutura e estabilidade e da proteína. 

Dados estruturais de baixa resolução, obtidos por SAXS, revelaram que a deleção do 

domínio G/M parece ter causado pouco impacto a estrutura geral de Sis1. Apesar de 

estes estudos indicarem que Sis1Δ124-174 apresenta um comportamento muito semelhante 

ao da proteína selvagem, faltavam informações a respeito de alterações estruturais mais 
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localizadas causadas pela deleção, como na região próxima a interface dos subdomínios 

CTDI e CTDII do domínio C-terminal de Sis1, e sobre alterações na hidrodinâmica da 

proteína. Para detectar estas possíveis diferenças entre Sis1 e Sis1Δ124-174 empregou-se a 

espectroscopia de fluorescência, utilizando o triptofano como fluoróforo e sonda local.  

Em uma primeira abordagem, a emissão de fluorescência estática do triptofano foi 

medida. Resíduos de triptofano, quando expostos ao solvente, apresentam emissão de 

fluorescência próxima a 350 nm e, quando enterrados em regiões hidrofóbicas de uma 

proteína, emitem fluorescência mais próxima do azul, cerca de 320 nm. Em situações 

onde os resíduos de triptofano estão parcialmente expostos a um ambiente polar, há a 

tendência de emissão de fluorescência em faixas intermediárias, próximas a 330 e 340 

nm. O espectro de fluorescência do triptofano medido para Sis1Δ124-174 foi igual àquele 

obtido para Sis1, ambos com centro de massa espectral de 343 nm, o que indicou que os 

resíduos de triptofano das duas proteínas estão parcialmente expostos ao solvente. 

Posteriormente, foi utilizado um método mais sensível para detectar alterações 

sofridas no ambiente do triptofano, o fotoapagamento, que por ser dinâmico é capaz de 

fornecer informações acerca de quão susceptível ao agente fotoapagador o fluoróforo 

está. 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-1 

para Sis1 e 10,1 ± 0,1 M-1 para Sis1Δ124-174, valores muito semelhantes e que indicaram 

que o domínio C-terminal, mais especificamente na região próxima ao contato entre os 

subdomínios CTDI e CTDII onde o resíduo triptofanil se encontra (Figura 26), não sofreu 

significativa alteração em conseqüência da deleção do domínio G/M. Os experimentos 

realizados a 40°C indicaram constantes de Stern-Volmer de 14,1 ± 0,1 M-1 e 13,1 ± 0,1 M-

1 para Sis1 e Sis1Δ124-174, respectivamente. O aumento do valor da constante devido à 

elevação de temperatura, que aumenta energia das moléculas em solução e suas taxas 

de colisão com o triptofano, confirmou que o processo de fotoapagamento ocorrido foi 

dinâmico e não estático, onde o aumento de temperatura leva a uma diminuição na 

constante de Stern-Volmer, devido a maior taxa de dissociação dos complexos formados 

pelo fluoróforo e o agente fotoapagador. 

 Outra abordagem utilizada para averiguar as diferenças entre Sis1 e Sis1Δ124-174, 

mas desta vez em relação à hidrodinâmica destas proteínas, foi a anisotropia do 

triptofano. Este método utiliza a excitação e emissão de fluorescência do triptofano, 

através de polarizadores de luz posicionados a 0° e a 90°, para obter informações a 
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respeito da difusão rotacional da proteína em solução. Os valores de anisotropia para 

Sis1 e Sis1Δ124-174, frente a diferentes comprimentos de onda de excitação, indicaram que 

a proteína selvagem e a mutante se comportaram de maneira muito semelhante. Este 

resultado sugeriu que, apesar da deleção dos 50 resíduos de aminoácidos em Sis1Δ124-

174, possivelmente os domínios se arranjaram de maneira a não alterar a hidrodinâmica da 

proteína.  

 

5.2.2. A deleção de CTDI desestabilizou o dímero de Sis1 

 Assim como fora mencionado anteriormente na seção de introdução, o mutante 

Sis1Δ121-257, o qual teve 136 resíduos deletados, o que inclui o domínio G/M e subdomínio 

CTDI, apresentou perfil termodinâmico de desenovelamento distinto de Sis1 e Sis1Δ124-174, 

sendo menos estável. Ainda, em experimentos de ultracentrifugação analítica com 

concentrações crescentes de uréia (de 0 a 5 M), Sis1Δ121-257 sofreu efeito em seu 

coeficiente de sedimentação em concentração de uréia menor do que para Sis1 e 

Sis1Δ124-174. Estes efeitos no coeficiente de sedimentação podem ser causados por 

diversos fatores, sendo mudança de estado oligomérico um destes. Em uma descrição 

mais detalhada, os coeficientes de sedimentação de Sis1 e Sis1Δ124-174 permaneceram 

inalterados até 2 M de uréia, sofrendo a partir deste ponto um decaimento contínuo, que 

foi estabilizado próximo a 5 M de uréia. Já Sis1Δ121-257 apresentou mudanças em seu 

coeficiente de sedimentação logo em 1 M de uréia, seguido de um decaimento e relativa 

estabilização em 3 M de uréia. Um gráfico do coeficiente de sedimentação em função da 

concentração de agente desnaturante foi construído e as curvas resultantes para todas as 

proteínas apresentaram formato sigmoidal, gerando valores de Cm de 3,4 M e 3,5 M de 

uréia, respectivamente para Sis1 e Sis1Δ124-174, e 2,1 M de uréia para Sis1Δ121-257. Sendo 

assim, foi proposto que Sis1Δ121-257 sofreria dissociação de dímeros em monômeros em 

concentrações menores de uréia que Sis1 e Sis1Δ124-174. Para verificar se os efeitos 

observados nos coeficientes de sedimentação das proteínas eram reflexos do estado 

oligomérico das mesmas, a massa molecular de Sis1 e mutantes foram determinadas em 

condições nativas e desnaturantes, através de experimentos de cromatografia de 

exclusão molecular acoplada a um detector multi-ângulo de espalhamento de luz. Pela 

composição de aminoácidos, as massas moleculares calculadas para dímeros das 

proteínas em questão foram: Sis1 – 75,2 kDa; Sis1Δ124-174 – 66,1 kDa; e Sis1Δ121-257 – 46,8 

kDa. Pela técnica de SEC-MALS foram determinadas, para Sis1 e Sis1Δ124-174, massas 

moleculares correspondentes a dímeros até 3 M de uréia e, a partir de 4 M de uréia, 
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correspondentes a monômeros. Em contraste, Sis1Δ121-257 se comportou como dímero até 

2 M de uréia, se dissociando em monômeros em concentrações superiores de uréia. O 

tratamento destes dados gerou valores de Cm compatíveis com os obtidos por 

ultracentrifugação analítica (ver acima), sendo 3,5 M e 3,4 M de uréia para Sis1 e 

Sis1Δ124-174, respectivamente, e 2,1 M de uréia para Sis1Δ121-257. Com estes resultados foi 

possível concluir que a mudança de estado oligomérico das proteínas, de dímeros para 

monômeros, é responsável pela alteração nos coeficientes de sedimentação das 

proteínas estudadas. Ainda, estes experimentos reforçaram o proposto de que a deleção 

do domínio G/M não altera a estabilidade de Sis1, tampouco interfere em seu estado 

oligomérico, enquanto que as deleções do domínio G/M e subdomínio CTDI, apesar de 

permitirem a dimerização da proteína, diminuem a estabilidade de Sis1. 

 

5.2.3. Considerações finais sobre a Sis1, Sis1Δ124-174 e Sis1Δ121-257 

 Na literatura há informações sobre as funções isoladas dos domínios que 

constituem as Hsp40s, com exceção da região rica em glicinas e metioninas (G/M). O 

domínio J é responsável por interagir com a Hsp70 e estimular sua atividade ATPase, 

enquanto que o domínio C-terminal está envolvido na dimerização e no reconhecimento 

do substrato (Cyr et al., 1994; Sha et al., 2000). A região rica em G/F parece estar 

envolvida na diferença de especificidade de substratos para os diferentes tipos de Hsp40s 

(Yan & Craig, 1999). No entanto, são poucos os estudos que dizem respeito à estrutura-

função destes domínios e seus papéis na manutenção 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 compreensão da relação estrutura-

função das Hsp40s. A deleção do domínio G/M de Sis1 indicou que esta região parece 

estar envolvida no auxílio ao reconhecimento de substratos, além de ser desestruturada e 

não contribuir para a estabilidade de Sis1. O subdomínio CTDI mostrou-se crítico para a 

função de chaperona de Sis1, visto que sua deleção afetou principalmente a atuação 

deste sistema no reenovelamento de substratos desenovelados ou mal enovelados. Além 

disso, foi observado que a deleção do subdomínio CTDI afetou a estabilidade de Sis1. É 

proposto que no domínio C-terminal, na interface entre os subdomínios CTDI e CTDII, 

exista contatos entre resíduos de aminoácidos que sejam essenciais para a manutenção 

da estabilidade de Sis1. Ademais, estes contatos parecem também serem importantes na 

manutenção do estado oligomérico desta Hsp40, já que na ausência de CTDI a proteína 

se dissocia em monômeros mais facilmente que a proteína selvagem. Até então, esta 
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função da manutenção da dimerização das Hsp40s era atribuída somente ao subdomínio 

CTDII. 

 

6. CONCLUSÕES 

6.1. SHsp40 

 A análise da sequência primária mostrou que a proteína é uma Hsp40 tipo I. 

 

 A chaperona, expressa em E.coli, foi purificada com ótimo rendimento, enovelada e 

funcional, como indicou o espectro de CD característico de proteínas que possuem 

hélice α e folha β, e pelo teste de atividade chaperona. 

 

 Em solução, a proteína se comportou como um dímero com formato alongado, como 

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

 

 Nos experimentos de desenovelamento térmico monitorado por CD a 222 nm, o sinal 

de CD permaneceu estável até 50°C, em seguida aumentando em magnitude até 

65°C, o que indica a existência de ao menos um intermediário no desenovelamento. 

Acima de 65°C, a proteína agregou irreversivelmente. 

 

 O espectro de CD do intermediário foi diferente daquele da proteína nativa. 

 

 Um maior conteúdo de folhas β, possivelmente dispostas de maneira organizada, 

parecem constituir o intermediário, que ligou mais tioflavina T que a proteína nativa. 

Os experimentos de fluorescência de bis-ANS também sugerem que o intermediário é 

uma espécie parcialmente enovelada, com maior superfície exposta ao solvente que 

a proteína nativa. 

 

 O comportamento do intermediário, com maior conteúdo de folhas β e parcialmente 

enovelado, levaram a hipótese de que o desenovelamento da proteína em questão 

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

 

 Entre as espécies agregadas, os experimentos de microscopia eletrônica de 

varredura mostraram haver estruturas semelhantes a fibrilas. 
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6.2. Sis1, Sis1Δ124-174 e Sis1Δ121-257 

 As proteínas, tanto selvagem quanto mutantes, foram produzidas e purificadas com 

bom rendimento, como descrito por Ramos et al. (2008). 

 

 Quando utilizada a técnica de fluorescência estática do triptofano, não foram 

observadas diferenças em relação ao ambiente do triptofano da Sis1 e Sis1Δ124-174 

que possivelmente poderiam ter sido causadas pela deleção dos 50 resíduos de 

aminoácidos correspondente ao domínio G/M. Além disso, quando estudado por 

fotoapagamento dinâmico, a suscetibilidade dos resíduos de triptofano ao agente 

fotoapagador, expressa como constante de Stern-Volmer, foi semelhante para a 

proteína selvagem e mutante, sugerindo que possíveis alterações no domínio C-

terminal, mais especificamente na região próxima a interface entre os subdomínios 

CTDI e CTDII, não foram significativas. 

 

 As proteínas Sis1 e Sis1Δ124-174 apresentaram comportamentos hidrodinâmicos 

similares, como visto nos experimentos de anisotropia do triptofano, sugerindo que a 

disposição espacial dos domínios em Sis1, mesmo com a deleção do domíno G/M, 

permaneceu semelhante. 

 

 Sis1 e Sis1Δ124-174 se comportaram como dímeros até 3 M de uréia, se dissociando 

em monômeros em concentrações superiores (Cm de 3,5 M e 3,4 M, 

respectivamente), enquanto que Sis1Δ121-257 se comportou como dímero até 2 M de 

uréia (Cm de 2,1 M de uréia). Assim, é possível concluir que o domínio G/M não 

contribui para estabilidade de Sis1, em contraste com o observado na deleção do 

subdomínio CTDI. É proposto que na interface deste com o subdomínio CTDII exista 

contatos entre resíduos de aminoácidos que ajudem a estabilizar a estrutura de Sis1, 

e que a deleção de CTDI foi responsável por romper estes contatos, diminuindo a 

estabilidade da proteína. 
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