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RESUMO

Proteinas sdo necessarias para a homeostase dos organismos e para que isso aconteca, elas
precisam existir em sua estrutura adequada e localizagdo correta. Neste contexto, ¢ dada a
importancia das chaperonas moleculares da familia da Hsp70, proteinas corresponsaveis pelo
controle da qualidade do enovelamento proteico, transporte de proteinas para os
compartimentos celulares, prevengdo da formagado de agregados proteicos, entre outros. Sendo
assim, defeitos nas proteinas desta familia podem estar relacionados a diversas patologias
humanas, como doengas neurodegenerativas, diabetes e até mesmo alguns tipos de cancer.
Um exemplo importante de membro desta familia de proteinas ¢ a Hsp701A. Esta ¢ composta
por dois dominios, o NBD, que se liga aos nucleotideos ATP e ADP, e o PDB, que se liga a
proteina-cliente. No presente estudo, visou-se realizar ensaios para a verificagdo de
caracteristicas biofisicas, hidrodindmicas e bioquimicas da constru¢do recombinante
equivalente a0 NBD da Hsp701A na presenca de ions Ca®* ¢ Mg®* e de nucleotideos ATP ¢
ADP. Para isso, a proteina em questdo foi expressa de maneira recombinante por bactérias,
purificada a partir de dois passos de cromatografia e analisada. Com isso, verificou-se que o
Hsp701A_NBD foi produzido em seu estado puro, monomérico e enovelado e cataliticamente
ativo. Neste contexto, foi possivel verificar que a presenga dos ions divalentes ndo ocasionou
mudanga significativa no contetido secundario estrutural do dominio. Além disso, percebeu-se
também que os ions e os nucleotideos ocasionam supressdo da fluorescéncia, indicativo este
de formagdo de complexo. Ademais, na presenca de Ca®’, existe um deslocamento da
fluorescéncia para uma regido de maior energia, um aumento da estabilidade térmica da
proteina e um aumento na atividade catalitica de quebra de ATP em ADP e Pi. Além disso, o
calcio atua nas chaperonas moleculares da familia das Hsp70 aumentando a afinidade do
NBD por ADP, que resulta em uma liberagdo mais lenta de proteinas-clientes. Portanto, as
avaliagdes biofisicas, hidrodindmicas e bioquimicas demonstraram que o dominio
Hsp701A _NBD foi obtido puro, como um mondmero globular, enovelado e cataliticamente

ativo e que as alteragdes na presenga de Ca*" foram mais acentuadas.

Palavras-chave: Hsp701A_NBD, Ca*", Mg**, ATP e ADP.



ABSTRACT

Proteins are important for the homeostasis of organisms. For this to happen, they need to exist
in their proper structure state and correct cellular location. In this context, it is given the
importance of molecular chaperones of the Hsp70 family, proteins which are responsible for
the quality control mechanism of protein folding, transport of them to cellular compartments,
prevention of the formation of protein aggregates, among others. Therefore, defects in Hsp70
proteins may be related to several human pathologies, such as neurodegenerative diseases,
diabetes and even some types of cancer. An important example of a member of this protein
family is Hsp701A. This protein has two domains, the NBD, which binds to the nucleotides
ATP and ADP, and the PDB, which binds to the client protein. In the present study,
experiments were carried out to verify the biophysical and biochemical characteristics of the
recombinant NBD of Hsp701A in the presence of Ca’" and Mg** ions and ATP and ADP
nucleotides. For this, the protein in question was expressed by a recombinant bacterial system,
purified by two chromatography steps and then analyzed. Thus, it was verified that
Hsp701A_NBD was produced in its pure, monomeric, folded and catalytic active state. In this
context, it was possible to verify that the presence of divalent ions did not cause a significant
change in the secondary structural content of the domain. In addition, it was also noticed that
ions and nucleotides cause suppression of fluorescence, indicating complex formation.
Moreover, in the presence of Ca®', there was a shift of fluorescence to a region of higher
energy, an increase in the thermal stability of the protein and an increase in the catalytic
activity of breaking down ATP into ADP and Pi. Furthermore, calcium acts on molecular
chaperones of the Hsp70 family increasing the affinity of NBD for ADP, which results in a
slower release of client proteins. Therefore, the biophysical, hydrodynamic and biochemical
evaluations demonstrated that the Hsp701A_NBD domain was pure, monomeric, folded and

catalytically active and that changes in the presence of Ca®>" were more pronounced.

Keywords: Hsp701A_NBD, Ca*", Mg**, ATP and ADP.
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1. INTRODUCAO
1.1.  Aminoacidos e Proteinas

Proteinas sdo macromoléculas bastante complexas fisica e funcionalmente. Elas sao
responsdveis por papéis importantes na homeostase celular. Uma proteina ¢ gerada pelo
processo de traducdo, torna-se madura por meio do enovelamento proteico e eventos de
processamento pos-traducional, alterna entre estados de trabalho e repouso através da
interacdo com fatores reguladores, envelhece e por fim ¢ degradada a seus aminoacidos
constituintes, os quais podem ser reutilizados ou usados para gerar energia metabolica.
Embora mais de 300 aminoécidos ja tenham sido relatados existentes na natureza, as proteinas
sdo sintetizadas quase exclusivamente por um grupo de 20 L-a-aminoacidos nos seres
humanos, chamados de padrao, que por sua vez sao codificados por triades de nucleotideos,

denominados codons (RODWELL, V. W., 2017).

Os aminoacidos podem ser classificados de diferentes formas. A classificacdo mais
genérica € como hidrofébico ou hidrofilico (Tabela 1), sendo esta distin¢ao relacionada com a
capacidade destes de associar ou minimizar o contato com ambientes aquosos. Além disso, os
aminoacidos também podem ser classificados como basicos, acidos, aromaticos, alifaticos ou
contendo enxofre, com base na composi¢ao e nas propriedades de seus grupos funcionais

(RODWELL, V. W., 2017).

Aminoacidos Hidrofilicos Aminoacidos Hidrofobicos

Arginina; Asparagina; Acido Aspartico, Cisteina; Acido | Alanina; Isoleucina; Leucina; Metionina; Fenilalanina; Prolina;

Glutdmico; Glutamina; Glicina; Histidina; Lisina; Serina; Treonina. | Triptofano; Tirosina; Valina.

Tabela 1 - Classificagdo dos aminoacidos acerca de sua hidrofilicidade e hidrofobicidade.

Fonte: Elaborado pela autora com base em RODWELL, V. W. (2017).

Devido a sua complexidade, as proteinas tém a sua estrutura organizada em quatro
niveis (Figura 1). A estrutura primaria estéd relacionada com a sequéncia de aminoacidos que
forma uma proteina e que pode ser representada basicamente por uma série de letras que
representam aminoacidos. A estrutura secundaria estd relacionada com motivos recorrentes
simples, sendo os mais comuns as a-hélices e as folhas-f, os quais sdo repetidos na maior
parte da extensdao das proteinas. A estrutura tercidria representa a conformagao tridimensional
geral da proteina, isto €, o seu enovelamento, que € o maior responsavel por determinar a sua

funcao, isto ¢, mondmeros. Por fim, a estrutura quaterndria ¢ o arranjo entre varias cadeias
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polipeptidicas de proteinas que possuem mais de uma (RIBEIRO, A. J. M., 2014). No entanto,

nem toda proteina tem os quatro niveis estruturais.

VLSPADKTNVKAAWGKVGAHA <«
GEYGAEALERMFLSFPTTKTYFP
HF DLSHGSAQVKGHGKKVADAL — p >
TNAVAHVDDMPNALSALS DLHA ¢
HKLRVDPVNFKLLSHCLLVTLAA
HLPAEFTPAVHASLDKFL

Estrutura Primaria Estrutura Secundaria

Estrutura Quaternaria Estrutura Terciaria

Figura 1 - Representacdo esquematica de estruturas proteicas primaria, secunddria, terciaria e quaternaria de
proteinas.

Fonte: Adaptado de RIBEIRO, A. J. M. (2014).

1.2.  Chaperonas Moleculares e Enovelamento Proteico

Como visto, o enovelamento proteico ¢ um processo de extrema importancia, ja que
por meio dele as proteinas atingem uma estrutura tridimensional nativa, caracteristica de cada
uma delas, o que permite a elas desempenhar suas fun¢des de forma eficiente. Entretanto, esse
processo ¢ complexo e diversos fatores podem levar ao enovelamento incorreto, acarretando
assim na formacdo de proteinas ndo funcionais e de agregados proteicos toxicos ao meio
celular (NELSON, D. L., COX, M. M., 2014; HETZ, C., ZHANG, K., KAUFMAN, R. J,,
2020).

De forma que os processos do enovelamento proteico ocorram eficientemente, os
sistemas bioldgicos desenvolveram um mecanismo de controle de qualidade das proteinas
(PQC, do inglés Protein Quality Control), constituido por chaperonas moleculares e outras
proteinas envolvidas na depurag¢do de proteinas (KOHLER, V., ANDREASSON, C., 2020).
As chaperonas moleculares sdo compostas por diferentes familias de proteinas, as quais sdo

agrupadas de acordo com a massa molecular em kDa (Hsp100, Hsp90, Hsp70, Hsp60, Hsp40,
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Small Hsps, entre outras) e estdo presentes tanto em células procaridticas quanto eucaridticas
(RICHTER, K., HASLBECK, M., BUCHNER, J., 2010). As chaperonas apresentam
importante papel na homeostase celular, visto que sdo capazes de realizarem diversas fungdes
celulares fundamentais, como: o auxilio no correto enovelamento, o transporte de proteinas
para compartimentos celulares, a prevencdo da formacdo de agregados proteicos e
desagregacdo e no direcionamento de proteinas cliente para a protedlise e depuracao

(HARTL, F. U.,, BRACHER, A., HAYER HARTL, M., 2011).

As chaperonas moleculares, também denominadas como proteinas de choque térmico
ou, do inglés, Heat Shock Proteins (Hsps) sdao altamente expressas sob condi¢des de estresse
térmico, estresse oxidativo, hipdxia, metais pesados e radiacao ultravioleta, porém, também
sdo expressas de forma constitutiva pelos sistemas de expressdo celular em condi¢des de ndo
estresse (SOUFI et al., 2008; KALMAR, B., GREENSMITH, L., 2009; VOSTAKOLAETI et
al., 2020). A desregulagdo dessas proteinas esta associada a diversas patologias humanas,
como: cancer, doengas imunoldgicas, doengas cardiovasculares, doengas neurodegenerativas,
obesidade, entre outras (ARAUJO, N., HEBBAR, N., RANGNEKAR, V. M., 2018;
ENOGIERU et al., 2019; FU et al., 2021).

1.3. A Familia das Hsp70

A familia das Hsp70 apresenta maior caracterizagdo em relagdo as outras familias de
chaperonas moleculares, além disso ¢ constituida por proteinas conservadas entre si,
ATP-dependentes e abundantes (RICHTER, K., HASLBECK, M., BUCHNER, J. 2010;
VOSTAKOLAEI et al., 2020). As Hsp70 sao proteinas tecido-especificas envolvidas nas
tarefas biologicas basais de manutengdo celular (DAUGAARD, M., ROHDE, M.,
JAATTELA, M., 2007).

Estruturalmente, as Hsp70 sdo constituidas por dois dominios: o dominio de ligagdo ao
nucleotideo adenosina (NBD, do inglés Nucleotide Binding Domain) e o dominio de ligacao a
proteina-cliente (PBD, do inglés Protein Binding Domain). Esses dominios estdo conectados
por uma regido flexivel denominada “/inker”” (Figura 2), que apresenta um importante papel

na comunicag¢ao alostérica entre os dominios (VOSTAKOLAEI et al., 2020).

O NBD das Hsp70 possui aproximadamente 45 kDa e localiza-se na regido N-terminal
e ¢ composto por dois subdominios que possuem estruturas secundarias majoritariamente

formadas por a-hélices. Estas estruturas, se ligam ao nucleotideo ATP e hidrolisam-no em
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ADP e Pi, logo, sendo o dominio responsavel pela atividade ATP4sica intrinseca caracteristica

das Hsp70.

Figura 2 - Representagdo esquematica da estrutura terciaria das Hsp70. Em azul é referente ao NBD, ¢ as
regides em rosa e verde, respectivamente, aos subdominios PBD-f e PBD-o, que compdem o PBD
(PBD:2KHO).

Fonte: Adaptado de VOSTAKOLAEI et al. (2020).

As Hsp70 apresentam um ciclo funcional guiado pela ligag@o a proteinas cliente e aos
nucleotideos ATP ¢ ADP. A hidrolise do ATP, catalisada pelo NBD, é fundamental para a
atividade chaperona das Hsp70, de forma que a ligacao aos diferentes nucleotideos ao NBD
provoca mudangas conformacionais que s3o transmitidas ao PBD e a ligacdo de
proteinas-cliente ao PBD geram mudangas conformacionais que sdo transmitidas ao NBD.
Quando ligadas ao ADP, os dominios NBD e PBD ficam isolados, sendo apenas
intermediados pela regido do linker. Dessa forma, o PBD se apresenta na sua conformagao
fechada, o que significa que a tampa do subdominio PBD-a se encontra localizada sobre o
PBD-f. Nesta situagdo, existe uma alta afinidade deste dominio pelas proteinas-cliente, isto €,
baixa troca de proteinas cliente (MAYER, M. P.,, 2013; KOHLER, V., ANDREASSON, C.,
2020).

Ja a ligacdo de ATP ao NBD desencadeia um rearranjo conformacional que causa a
dissociagao da tampa PBD-o ao PBD-f, causando entdo a ligacdo do PBD e do linker ao
NBD. Dessa forma, o NBD fica em uma conformag¢do inadequada para realizar a sua agao
catalitica de hidroélise do ATP em ADP e Pi. Enquanto isso, a conformacao aberta que o PBD
possibilita altas taxas de troca da proteina cliente, devido a uma baixa afinidade a elas nesta

conformagdo (MAYER, M. P., 2013; KOHLER, V., ANDREASSON, C., 2020).
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Devido a ligacdo da proteina-cliente ao PBD, os seus subdominios PBD-a ¢ PBD-3
sdo liberados da ligacdo ao NBD e por sua vez, o PBD volta a adotar a conformagao fechada.
Isso proporciona uma mudanga conformacional no NBD que permite que este exerca a sua
atividade catalitica de hidrolise do ATP em ADP e Pi, auxiliado por chaperonas Hsp40
(RADONS, J., 2016). Depois da hidrolise a afinidade da chaperona a proteina-cliente ¢é
aumentada, facilitando assim a atividade de enovelamento desta. Por fim, co-chaperonas que
atuam como fator de troca de nucleotideo trocam o ADP por ATP, o que gera uma mudanca
conformacional que desencadeia a abertura do PDB e consequente liberacdo da
proteina-cliente, o que permite que o ciclo se inicie novamente (MAYER, M. P., 2013;
KOHLER, V., ANDREASSON, C., 2020) (Figura 3). Vale ressaltar que ion célcio participa
como cofator metalico na coordenacdo dos nucleotideos adenosina na dinamica de atuagao
das chaperonas moleculares da familia das Hsp70 (PREISSLER et al., 2020). Sendo assim, na
presenca deste cation ocorre o aumento da afinidade do NBD por ADP, que resulta em uma

liberagdo mais lenta de proteinas-cliente.

@ Substrato
khoca de nucleotideos.

NS0 SBD ngﬂcaodo Sabstrai ¥=x ==

Conformagao fechada
(A)

Conformagio aberta Hidrullse ATP

C)
1\______ Conformagao fechada
tD}
Troca de nuclaoudcm \‘

R ubstr V

Conformagéo aberta

FTN

Conformagéo fechada

Figura 3 - Ciclo alostérico das Hsp70 seguindo a ligacdo de nucleotideos adenosina e hidrolise do ATP em ADP
e Pi aos processos de ligacdo e liberacdo da proteina cliente. Os dominios NBD e PBD s@o mostrados como
dominios sem contato direto intermediados pela regido do linker (A). O ciclo mostrado é regulado pela ligagdo
dos nucleotideos ATP ¢ ADP no NBD, e¢ como pode ser visualizado, a ligagdo ao ATP rearranja
conformacionalmente a proteina, deixando uma conformagao aberta para que o PBD se ligue ao substrato (B).
Neste sentido, através da coparticipagdo da co-chaperona Hsp40, acontece a ligacdo da proteina cliente ao PBD e
a hidrdlise do ATP em ADP e Pi no NBD (C). Depois disso, devido a mudanga de ATP para ADP no NBD, a
tampa do PBD-a se fecha sobre a proteina cliente resultando no aumento da afinidade da chaperona por sua
proteina alvo que estd desenovelada para que a proteina da familia Hsp70 realize sua fun¢do de enovelamento da

proteina cliente (D). Posteriormente, com o estimulo de Fatores de Troca de Nucleotideos (FTN), por exemplo,



20

co-chaperonas, desencadeia-se a abertura do PBD e a liberagdo do substrato, o que permite que o ciclo da
chaperona se reinicie (E).

Fonte: Adaptado de KOHLER, V., ANDREASSON, C. (2020).

1.4. Hsp701A Humana

A familia das Hsp70 humanas (HspAs) é composta por 13 isoformas génicas que se
diferenciam quanto ao nivel de expressao, localizacao celular e constituicdo dos aminoacidos

(Tabela 2) (RADONS,J., 2016).

Proteina Tamanho em Aminoacidos Localizagdo Celular

Hsp701A 641 Citosol, nicleo, membrana celular
e exossomos extracelulares

HspAlB 641 Citosol, nicleo
e exossomos extracelulares
HspAlL 641 Citosol
e nucleo
HspA2 639 Citosol, niucleo, membrana celular

e exossomos extracelulares

HspAS 654 Reticulo endoplasmatico
e exossomos extracelulares

HspA6 643 Citosol
e exossomos extracelulares

HspA7 367 Microparticulas do sangue
e exossomos extracelulares

HspA8 646 Citosol, nicleo, membrana celular
e exossomos extracelulares

HspA9 679 Mitocondria
e nucleo
HspAl12A 675 Intracelular
e exossomos extracelulares
HspA12B 685 Células endoteliais,
intracelular e plasma sanguineo
HspAl3 471 Reticulo endoplasmatico, exossomos extracelulares e
microssomos
HspAl4 509 Citosol

e membrana celular

Tabela 2 - Proteinas da familia das Hsp70 humanas, a quantidade de aminoacidos que as formam e as suas
respectivas localizacdes celulares.

Fonte: Adaptado de RADONS, J. (2016).

Dentre os produtos génicos de Hsp70 humanas encontra-se a Hsp701A, também
denominada como Hsp70-1, Hsp72, HspAl, Hsp70-1A e Hsp70i. Ela ¢ a principal chaperona
citosolica estudada, entretanto, pode estar presente também no nucleo, membrana celular e

exossomos extracelulares (RADONS, J., 2016). A Hsp701A humana desempenha um
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importante papel na proteostase celular, e apresenta uma super expressao sob condi¢des de

estresse térmico.

Vale ressaltar que muitas das doengas neurodegenerativas sdo consideradas
proteinopatias, ja que sdo causadas pelo acumulo de proteinas patoldgicas enoveladas
incorretamente (BERETTA, G., SHALA, A., 2022). Dessa forma, a diminuicao da quantidade
de chaperonas moleculares pode influenciar na existéncia de doencas neurodegenerativas.
Enquanto, células cancerigenas dependem da expressdo aumentada de proteinas da familia
Hsp70, ja que elas ligam-se aos residuos hidrofobicos expostos em proteinas desdobradas e
enoveladas incorretamente, mantendo-as num estado de dobragem intermediaria e impedindo
a sua agregacdo (MURPHY, M, 2013). Portanto, a supracitada proteina faz parte do controle
de qualidade de proteinas e defeitos nela podem resultar em diversas patologias humanas tais
como, doencas neurodegenerativas, diabetes, alguns tipos de canceres, entre outras
(BORGES, J. C., RAMOS, C. H. L., 2006; KASIOUMI et al., 2019; SULZBACHER, M. M.,
LUDWIG, M. S., HECK, T. G, 2020).

Assim como as outras proteinas da familia das Hsp70, a Hsp701A possui dois
dominios: o NBD e o PBD. Eles possuem, respectivamente, 43,7 e 30,2 kDa de massa
molecular (Software Sednterp - Disponivel em: http://www.rasmb.org/sednterp/). A proteina
completa sem a cauda de histidina, considerando-se o NBD, dominio de interesse deste

estudo, e o PBD, tem a composi¢ao de aminoacidos mostrada na Tabela 3.

ALA ARG ASN ASP CYS GLN GLU GLY HIS ILE
LEU LYS MET PHE PRO SER THR TRP TYR VAL

Tabela 3 - Composi¢ao de aminoacidos do NBD da Hsp701A.

Legenda: ALA - Alanina; ARG - Arginina; ASN - Asparagina; ASP - Aspartato (Acido aspartico); CYS -
Cisteina; GLN - Glicina; HIS - Histidina; ILE - Isoleucina; LEU - Leucina; LYS - Lisina; MET - Metionina;
PHE - Fenilalanina; PRO - Prolina; SER - Serina; THR - Treonina; TRP - Triptofano; TYR - Tirosina; VAL -
Valina.

Fonte: Autoria propria com auxilio do Software Sednterp (Disponivel em: http://www.rasmb.org/sednterp/).


http://www.rasmb.org/sednterp/
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1.5.  lons Calcio e Hsp70 Humanas

Aproximadamente 60% do corpo humano adulto ¢ composto por liquidos que sdo
basicamente compostos por solucdes aquosas de ions e outras substancias. Dois ter¢os desses
fluidos encontram-se no espago intracelular, denominados como LIC (liquido intracelular),
cuja constituicdo contém cations, distribuidos majoritariamente em: potassio (em média 140
mmol.L™") e magnésio (em média 29 mmol.L"), mas que também conta com a participagdo de
calcio e outros (SMELTZER S. C., BARE, B. G, 2005; GUYTON, A. C., HALL, J. E., 2011).
E importante ressaltar que a concentragio citosélica de fons Ca>" em células animais varia de
100 a 200 nmol.L"!' (CARAFOLI, E., 1987), enquanto no limen do RE ¢ estimada que essa
concentragdo seja de 1 a 3 mmol.L"' (MELDOLESI, J., POZZAN, T., 1998).

O célcio participa na dinamica de atuagao das chaperonas moleculares da familia das
Hsp70, pois na presenga deste cation divalente ocorre o aumento da afinidade do NBD por
ADP, que resulta em uma liberagdo mais lenta de proteinas-cliente. Desta forma, dentro do
exposto, a Hsp701A utiliza o fon Ca** como cofator metdlico na coordenagdo dos

nucleotideos adenosina (PREISSLER et al., 2020)..

Adicionalmente, ions Mg?" causam aumento da estabilidade térmica do NBD da
Hsp701A (BORGES, J. C., RAMOS, C. H. I, 2006) ¢ da HspA9 (DORES-SILVA et al.,
2015). Sendo assim, busca-se uma analise comparativa do efeito do Ca** e Mg®" na presenca e
na auséncia de nucleotideos adenosina ATP ¢ ADP na estrutura da construgdo proteica
referente ao NBD da hHsp701A de forma a subsidiar informagdes do efeito destes ions sobre

as proteinas completas.
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2. OBJETIVOS
2.1.  Gerais

Produzir de forma purificada e enovelada a constru¢do recombinante do NBD da
proteina Hsp701A, na presenca da cauda de histidina, assim como avaliar em condig¢des
saturantes a a¢do dos ions divalentes calcio e magnésio e dos nucleotideos adenosina ATP e
ADP na estrutura, na estabilidade térmica e quimica e nos parametros hidrodindmicos do

construto de interesse.

2.2.  Especificos

e Estimativa dos parametros fisico-quimicos da Hsp701A_ NBD.

e Expressdo e purificacdo da construcao recombinante Hsp701A_NBD.

e (Quantificacdo da construgdo recombinante Hsp701A NBD para o calculo da
quantidade de proteina adicionada em cada experimento.

e Avaliacao do contetido de estrutura secundaria, estrutura terciaria local e estabilidade
térmica referente a Hsp701A NBD, na presenga de Calcio e Magnésio e dos
nucleotideos ATP e ADP.

e Entendimento em termos de parametros hidrodindmicos, como o raio hidrodinamico
do construto recombinante da proteina Hsp701A NBD na presenga e na auséncia de
calcio e magnésio e dos nucleotideos ATP ¢ ADP.

e Avaliacdo da Atividade ATPasica da proteina Hsp701A_NBD na presenca de Calcio e

Magnésio.
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3. METODOLOGIA
3.1.  Constituicdo das Solugdes-Tampao

As solugdes tampao, e as suas respectivas constituicdes, que foram utilizadas no

decorrer da produgdo deste trabalho podem ser visualizadas na Tabela 4.

Tampio de Lise Tris-HCI 50 mmol.L"! (pH = 8,0), KCI 100 mmol.L"!

Tampdo de Lavagem da Coluna da Cromatografia de Tris-HCI 20 mmol.L" (pH = 8,0), NaCl 100 mmol.L"!, Imidazol 20 mmol.L"'
Afinidade

Tampao de Eluiciio das Proteinas na Coluna de Tris-HCI 20 mmol.L" (pH = 8,0), NaCl 100 mmol.L", Imidazol 500 mmol.L"!

Afinidade

Tampao da Cromatografia de Exclusio por Tamanho Tris-HCI 25 mmol.L" (pH = 8,0), NaCl 50 mmol.L"!, Na2HPO4 5 mmol.L"!, KCI 5
e nos Ensaios de Caracterizacio Biofisica mmol.L", B-mercaptoetanol 2 mmol.L™!

Tampdes utilizados na Atividade ATP4asica Os tampdes utilizados nos ensaios que envolviam atividade ATPasica ndo possuiam
adic¢do de fosfato.

Tabela 4 - Constituicdo das solugdes-tampao utilizadas no decorrer do trabalho.

Fonte: Autoria Propria.

3.2.  Propagacao do vetor

A propagacdo do vetor pET28a (pET28a::Hsp701A NBD) para a producao do
presente trabalho foi realizada a partir do protocolo de extragdo por lise alcalina do kit
Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification Systems. Para assim realiza-lo,
transformou-se ~ cepas de  Escherichia coli DHS5a com  vetores pET28a
(pET28a::Hsp701A NBD), os quais estavam separados em aliquotas de diferentes
concentragdes e¢ foram previamente sintetizados e fornecidos pelo grupo de pesquisa do
laboratorio. Apos realizar a transformacao destas células bacterianas, elas cresceram em meio
de cultura liquido LB (Lysogeny Broth) (10 g.L'! NaCl, 10 g.L"' Peptona e 5 g.L"' de Extrato
de Levedura, pH 7,0) contendo 5 pg.mL" do antibidtico canamicina, durante 16 h. Entdo,
realizou-se a extracdo indicada pelo kit e congelou-se o tubo contendo os vetores apods o

process a -20 °C.

3.3.  Determinacdo dos Parametros Fisico-Quimicos da Constru¢do Hsp701A_ NBD

A partir de sequéncias de aminoacidos fornecidas pelo grupo do Laboratério de
Bioquimica e Biofisica de Proteinas (LBBP - IQSC), os parametros fisico-quimicos, como:

constante de absortividade molar em 280 nm (na presenga e na auséncia de guanidina), a qual
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¢ importante para os futuros célculos de concentragdo proteica que serdo discorridos; massa
molecular do dominio; quantidade de aminoacidos presentes no dominio, considerando-se a
cauda de histidina; e os pardmetros hidrodinamicos, como por exemplo o Raio de Stokes
tedrico foram estimados. Realizou-se isso com a utilizagdo do software Sednterp (Disponivel
em: http://www.rasmb.org/sednterp/). Ademais, também foi possivel verificar a constitui¢ao

especifica desta construgdo proteica.

3.4.  Expressao, Purificacdo e Quantificagdo de Hsp701A_NBD

O vetor pET28a:Hsp701A NBD foi utilizado para transformar cepas de Escherichia
coli BL21(DE3) via choque térmico. Posteriormente, pré-inoculou-se uma colonia destas
células transformadas em 50 mL de meio de cultura LB (Lysogeny Broth) (10 g.L"' NaCl, 10
gL' Peptona € 5 gL' de Extrato de Levedura, pH = 7,0) com 5 pg.mL" de antibidtico
canamicina, e incubou-se a 37 °C, 200 rpm por 16-18 horas. Depois disso, seguiu-se para uma
posterior indu¢do da expressdo a 30 °C, por 6 h, a partir da adicdo de 0,4 mmol.L" de
isopropil tio-B-D-galactosideo, condigdo a qual foi previamente testada pelo grupo do
laboratorio e definida como melhor para a expressdo da proteina recombinante, visto que
nesta temperatura a proteina se encontra mais solivel. Para que isso fosse possivel, o
pré-indculo foi diluido em 5% (v/v) em 500 mL de meio LB com 500 ug.mL™" de canamicina
e incubado a 37 °C e 220 rpm até que uma Densidade Optica em 600 nm de 0,6 & 0,8 fosse
atingida. Ao fim da indug¢do, as células bacterianas foram sedimentadas e recolhidas por meio
de uma etapa de centrifugacdo (13600xg, 4 °C e 20 min) e entdo congeladas para

armazenamento anterior a purificagao.

Posteriormente, para o processo de pré-purificagdo, o pellet contendo as células
bacterianas armazenadas e congeladas foi ressuspendidas em Tampao de Lise, com adicao de
0,01 mgmL" de Lisozima Sigma e 5 Unidades de DNAse Sigma e incubadas por 30 min em
banho de gelo. Para o processo seguinte, o de lise mecanica, utilizou-se o sonicador
Ultrasonic Homogeneizador Sonicator Celular Processor Disruptor Mixer 900, com uma
amplitude de 35% com pulsos de 6 s e intervalos de 1 min) para obten¢do do lisado celular,
sempre mantendo a amostra em banho de gelo. Entdo, o lisado celular passou por um processo
de centrifugacdo (13600 x g, 4 °C, 40 min). Ap0s isto, filtrou-se o sobrenadante, por meio de
uma membrana hidrofilica de 0,45 um. O sobrenadante foi utilizado devido ao fato de que a

maior quantidade proteica se encontra soluvel nele, como sera mostrado pelos resultados.
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O processo de purificagdo em si consistiu de duas etapas, a primeira delas foi
cromatografia de afinidade por ions (Ni*") imobilizados, o que é possibilitado pela presenga
do DNA codante clonado no vetor pET28a, o qual ¢ responsavel pela expressao de um
peptideo de fusdo de poli-histidina, conhecido como cauda de histidina, na regido N-terminal
das proteinas recombinantes. Este processo utilizou uma coluna HiTrap Chelating HP 5mL

(GE Healthcare LifeSciences), com ions Ni** imobilizados.

A segunda etapa de purificacdo consiste em uma cromatografia de exclusdo por
tamanho preparativa, a qual foi realizada na coluna cromatografica constituida por uma resina
polimérica HiLoad Superdex 16/60 200 Prep Grade (GE Healthcare LifeSciences), a qual foi
ligada ao sistema FPLC, auxiliada pelo equipamento AKTA Prime Plus (GE Healthcare
LifeSciences) e a um banho térmico de circulagdo, que permitiu o controle da temperatura em
4 °C durante todo o processo cromatografico. A eluicdo da proteina de interesse foi realizada
utilizando tampdo de elui¢do composto por Tris-HCI 25 mmol. L' (pH 8,0), NaCl 50
mmol.L!, KCl 5 mmol.L"!, Fosfato de S6dio 5 mmol.L"! e B-mercaptoetanol 2 mmol. L. A
fim de confirmar o grau de pureza da proteina recombinante, utilizou-se andlises por
eletroforese em gel de poliacrilamida 15% na presenca de dodecil sulfato de sodio

(SDS-PAGE).

Com o intuito de realizar experimentos posteriores, quantificou-se a proteina
recombinante por meio de espectroscopia de absorcdo molecular, com o auxilio do
Espectrofotometro Shimadzu UV-1800 na regido de 280 nm, o que pode ser realizado devido
a presenga dos residuos triptofano e tirosinas. Para realizar tal processo, as proteinas foram
diluidas 5 vezes em solu¢do de Cloridrato de Guanidina 7,5 mol.L"' e Na,HPO, 25 mmol.L"!
(pH = 6,5), e incubadas por 30 min antes da leitura, em temperatura ambiente (EDELHOCH,
H., 1967). A guanidina presente na solugdo possibilita uma condi¢do desnaturante que permite
a exposi¢do dos residuos de W e Y do cerne hidrofobico e diminui as ligagdes entre residuos
de cisteina da proteina, o que faz com que ndo haja interferéncia do ambiente hidrofobico na

absor¢ao de luz (NOBLE, J. E., 2014).

Feita a medigdo, coletou-se os espectros de absorbancia da solugdo contendo a
proteina e do tampao (branco) entre os comprimentos de onda de 320 a 250 nm e entdo
aplicou-se a lei de Beer-Lambert no valor de absorbancia em 280 nm (Equacéo 1) a fim de

calcular a concentra¢do molar.
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A=Cx]xg¢g

Equacido 1 - Lei de Beer-Lambert. A ¢ a absorbancia em unidades arbitrarias, C é a concentracdo molar

N 74 . L . . . P -1 -1
(mol.L™"), 1 € o caminho 6ptico da cubeta em centimetros, € € € o coeficiente de extingdo molar em mol™ .L.cm™.

3.5. Ensaios de Caracterizacao Biofisica
3.5.1.  Espectropolarimetria de Dicroismo Circular

Um dos objetivos do presente trabalho foi a produgdo enovelada do dominio
recombinante Hsp701A_NBD. Para isso, utilizou-se os experimentos de espectropolarimetria
de dicroismo circular (CD) no UV-Distante (260 - 190 nm), os quais foram realizados com o
auxilio de um Espectropolarimetro J-815 (Jasco Inc.) acoplado a um sistema peltier (PFD
425S) e banho térmico para controle da temperatura. Durante todo o processo a temperatura
foi mantida a 20 °C. A partir disto, avaliou-se o contetido de estrutura secundaria das

construgdes proteicas referente a proteina de interesse na sua forma APO.

Nos experimentos utilizando este equipamento, a luz, que € circularmente polarizada a
esquerda e a direita incide sobre a amostra, o que possibilita realizar a medi¢do da diferenga
de absor¢do que ocorre devido a cromoforos quirais. Isso acarreta entdo em uma luz
elipticamente polarizada e seu angulo (®), possibilitando assim monitorar da composicao
estrutural secundaria da proteina e a avaliagdo da estabilidade proteica (KELLY, S. M., JESS,
T. J., PRICE, N. C., 2005)

Para a realizacdo deste experimento, a proteina de interesse Hsp701A NBD foi
incubada por 1 h em temperatura ambiente. Entdo, preparou-se a proteina em concentragdo de
5 umol.L" e as leituras foram realizadas em cubeta com caminho optico de 0,1 cm. Para a
realizacdo das analises dos dados, os valores CD foram normalizados para Elipticidade Molar

Residual ([0]gyr) (CORREA, D. H. A., 2009) (Equagio 2)

0
— Q)
[G]EMR ~ 10.[c].ln

Equacdo 2 - Calculo da Elipticidade Molar Residual ([6]JEMR). (L) ¢ o sinal de CD em elipticidade, n é o
numero de residuos de aminoacidos da proteina, I ¢ o caminho dptico da cubeta em cm, e [c] é a concentragdo da

proteina em mol.L™".
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Feito isso, realizou-se entdo a deconvolugdo dos espectros ja normalizados para [0]gvz
com o auxilio do Software CDNN Deconvolution, o que possibilitou calcular a porcentagem

relativa do conteudo de estruturas secundarias presente nas proteinas recombinantes.

3.5.2.  Fluorescéncia Intrinseca do Triptofano

Os aminoacidos nao absorvem a luz visivel e, assim, sdo incolores. Contudo, a
tirosina, a fenilalanina e, principalmente, o triptofano absorvem luz ultravioleta com elevado
comprimento de onda (250-290 nm). Como ele absorve, de maneira eficiente, 10 vezes mais
luz ultravioleta do que a fenilalanina e a tirosina, o triptofano ¢ o principal responsavel pela

habilidade da maioria das proteinas em absorver luz na regido de 280 nm.

Nos ensaios de espectroscopia de fluorescéncia, utilizou-se os residuos de triptofano
(W) como sondas intrinsecas de fluorescéncia para a Hsp701A, em sua forma APO e também
na presenca do calcio 2 mM e magnésio 2 mM e na presenca e na auséncia dos nucleotideos
adenosina, a fim de investigar a estrutura terciaria local do NBD recombinante da Hsp701A.
Os espectros foram coletados de 310-420 nm, visto que houve a utiliza¢cdo do comprimento de
onda de excitatéorio de 295 nm. Foi assim realizado com o intuito verificar apenas o
aminodcido triptofano, j4 que a excitacdo em comprimentos de onda menores acarreta na
excitacdo de outros aminoacidos aromaticos, em 280 nm, a tirosina, ¢ em 260 nm, a
fenilalanina (RAMANUJAM. et al., 2000) O equipamento utilizado foi um espectrofotometro
de fluorescéncia F-4500 (Hitachi) acoplado a um banho térmico para controle de temperatura
de 20 °C. A partir dos dados obtidos, calculou-se o centro de massa espectral (<A>), por meio

da Equacio 3, e 0 A maximo de emissao de fluorescéncia (A,,,) (LAKOWICS, J. R., 2006).

ZAIFi

<> =
A XFi

Equacio 3: Célculo do Centro de Massa Espectral. i ¢ o comprimento de onda medidos e Fi sdo as intensidades

de fluorescéncia de Ai.

3.5.3. Estabilidade Térmica

O desenvovelamento térmico das construgdes proteicas Hsp701A_NBD foi analisado
por CD sob monitoramento em 222 nm. Nesta técnica, utilizou-se 0 mesmo tampao da

cromatografia de exclusdo por tamanho preparativa para preparar as amostras proteicas. Tal
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experimento foi conduzido a fim de avaliar a estabilidade térmica e verificar as transi¢des
térmicas de desnaturacdo da proteina na presenca do calcio 2 mM. Neste contexto, realizou-se
os ensaios em um intervalo de 20 °C a 90 °C e taxa de aquecimento de 1 °C/min. Os

experimentos também foram realizados na presenca de ions magnésio 2 mM.
3.6. Ensaios de Caracterizacao Hidrodinamica
3.6.1.  Cromatografia de Exclusdao por Tamanho Analitica

Cromatografia de Exclusdo por Tamanho Analitica (aSEC - do inglé€s - Analytical Size
Exclusion Chromatography) ¢ uma técnica responsavel por separar proteinas dependendo do
seu tamanho molecular. Isso € possivel devido a migracdo das proteinas através dos poros da
resina polimérica. Sendo assim, o volume de elui¢do da coluna ¢ diretamente influenciado
pelo tamanho da proteina (BURGESS, R. R., 2011). Dessa maneira, com o intuito de verificar
e calcular as propriedades hidrodindmicas, como por exemplo o raio hidrodinamico, a massa
molecular aparente e um possivel estado oligomérico da proteina Hsp701A NBD, a

cromatografia analitica foi realizada.

Os experimentos foram realizados em uma coluna Superdex 200 10/300 GL (GE
Healthcare Lifesciences), que foi acoplada ao sistema FPLC, por meio do equipamento AKTA
Prime Plus (GE Healthcare LifeSciences) e equilibrada em tampao. Monitoram-se os volumes
de eluicdo em funcdo da absorbancia de 280 nm. A Hsp701A NBD foi injetada
individualmente em concentragdo de 20 pmol.L"', na auséncia e na presenga de célcio 2 mM,

magnésio 2 mM, ATP 200 uM e ADP 200 pM.

Com a finalidade de realizacdo dos célculos para estimar os dados hidrodinamicos da
proteina na presenca dos diferentes ions e nucleotideos na solucao, também realizou-se uma
corrida de uma mistura de proteinas globulares, em uma concentragao aproximada de 1
mg.mL™", de massa molecular (MM) e Raio de Stokes (Rs) conhecidos. As proteinas padrdo
utilizadas foram: Apoferritina (480 kDa e Rs = 67,1 A), ¥-Globulina (160 kDa e Rs =48 A),
BSA (67 kDa e Rs = 36,2 A), Anidrase Carbonica (30 kDa e Rs = 23,9 A) e Citocromo ¢
(12,3 kDa e Rs = 14,2 A). Para estimar o volume morto (V,) da coluna, realizou-se a corrida

do blue dextran 1 mg.mL™".

Posteriormente, os volumes de eluigdo da Hsp701A NBD, das proteinas padrao e do
blue dextran (marcador do volume morto da coluna), foram utilizados para os céalculos dos

respectivos Coeficientes de Parti¢ao (Kav) (Equacio 4).
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(Vt=Ve)

Kav==y"0

Equacio 4: Calculo do Coeficiente de Partigdo (Kav). Vt ¢ o volume total da coluna, Ve ¢ o volume de eluigéo

de cada proteina ¢ VO é o volume morto da coluna, todos em mL.

Para calcular a massa molecular aparente (MMapp), realizou-se a plotagem do grafico
de Kav versus log(MMapp). Feito isso, foi possivel determinar o valor de Rs do grafico Rs
versus -log Kav'?, que pode ser adquirido através da equagdo da reta e dos coeficientes
angular e linear resultantes do ajuste linear das proteinas padrdo, realizado pelo Origin 2018
(Disponivel em: https://www.originlab.com/). Ja para o célculo da razdo friccional (f/f;) das
proteinas, utilizado para determinar um possivel estado oligomérico destas, utiliza-se o Raio

de Stokes Tedrico (R,) (Equacao 5), o qual foi previamente obtido pelo Software Sednterp.

Equacio 5: Célculo da Razao Friccional da proteina.

3.7.  Ensaios de Caracteriza¢do Bioquimica

3.7.1. Atividade ATPasica

Com o intuito de analisar a atividade enzimatica da construgdo Hsp701A NBD
recombinante em hidrolisar ATP em ADP e Pi na presenga de célcio 2 mM e magnésio 2 mM,
foram realizados ensaios de atividade ATPésica desta construcdo proteica. Neste experimento,
mediu-se a quantidade de Pi liberado mediante a quebra da molécula de ATP pelo dominio
recombinante. Para isso, utilizou-se o kit colorimétrico PiColorLock TM Gold Phosphate
Detection System (Innova Biosciences). Este kit funciona a partir da absorbancia do corante
verde malaquita na presenga de Pi, devido a formacdo de fosfomolibdatos (SILVA et al.,
2018). Neste contexto, o Pi livre é proporcional a taxa de hidrolise de ATP pela enzima. Tais
experimentos foram realizados em uma microplaca de 96 pocos UV-Star (Greiner),
incubando-se 2 uM Hsp701A NBD com concentracdes crescentes de ATP e 2 mM de MgCl,
ou CaCl, por 1 h em 37 °C. Vale ressaltar que também foi realizada uma curva padrdo com

valores crescentes de fosfato inorganico com o intuito de normalizar os dados que foram
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obtidos experimentalmente. A leitura das absorbancias foi realizada no leitor de microplacas

Varioskan™ LUX 3020-197 (Thermo Fisher Scientific) em 590 nm.
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3.8.  Fluxograma da Metodologia

A fim de melhor compreender a sequéncia de experimentos que foram realizados para

a producdo do presente trabalho, construiu-se um fluxograma da metodologia (Figura 4)

.

—_—
Insercio do vetor produzido Indugdo da expressao da Pré-purificaco: lise guimica e
por Miniprep no sisterna proteina Hsp701A_NBD lise mecanica
bacteriana
— —
i 3 = =da P e ificacio:
Fromatug.r.aha l:h:e_:aﬁr.ide.ic.le por Filtrag3o do zobrenadante reparalfe::'nfr‘?f:jgzsggl Cacao
ions metalicos Ni* imobilizados
—_— —_—
Cromatografia de Proteina purificada b onitoramento da
exclus3o por tamanho purificagao por S05-PAGE
preparativa 15% >
— —
Tratamento e andlise dos dados Ensaios biofisicos & bioquimicos Quantificagdo da concentragio
com o dominio Hsp7014_NED da proteina pelo metodo

Edelhock em 280 nm

Figura 4 - Fluxograma da metodologia aplicada para a realizac¢do do trabalho.

Fonte: Autoria propria. Criado com BioRender.com.
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4. RESULTADOS

4.1.  Determinacdo dos Parametros Bioquimicos de Hsp701A_NBD

A partir da utilizagio do  programa  Sednterp  (Disponivel em:
http://www.rasmb.org/sednterp/), inseriu-se a sequéncia de aminoacidos pré-determinada pelo
grupo do Laboratorio de Bioquimica e Biofisica de proteinas e construiu-se a Tabela S, a qual
relaciona os parametros bioquimicos do NBD da Hsp701A, considerando-se a presenca da
cauda de histidina. Tais pardmetros sdo importantes ndo somente para o conhecimento, mas

também para a realizacdo dos célculos dos experimentos posteriores.

Construcio Massa Molecular (kDa) Coeficiente de distin¢iao Quantidade de Residuos de

molar em 280 nm Aminoacidos
(mol/L)".cm™)

Hsp701A_NBD 43,602 18490 397

Tabela S - Parametros bioquimicos da constru¢do Hsp701A_NBD.

Fonte: Autoria propria.

4.2.  Expressao, Purificacdo e Quantificagao de Hsp701A_NBD

Houve a indugdo da expressao da proteina recombinante no sistema bacteriano e a sua
presenca foi maior na por¢ao soluvel do que na fracao insoluvel (Figura 6). Neste contexto,
para purificar construgdo proteica Hsp701A NBD por meio de duas etapas de cromatografia.
A primeira, de afinidade por ions metalicos imobilizados (Skerra, A., Pfitzinger, 1., Pluckthun,
A., 1991), possibilitada justamente pela existéncia da fusdo destas proteinas a cauda de
histidina, denominada de His-tag. A segunda cromatografia aplicada foi a de exclusdao por
tamanho preparativa, cujo cromatograma (Figura 5), mostra o pico de elui¢do da proteina de
interesse, assim como o pico representante de proteinas contaminantes e imidazol, o qual esta

presente no tampao de eluigao.
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Cromatografia de Gel Filtragcdo hHsp70A1A_NBD
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Figura 5 - Cromatograma da exclusdo por tamanho preparativa da constru¢do proteica Hsp701A NBD. O
primeiro pico do gréfico representa a eluicdo da proteina de interesse e o segundo pico representa as proteinas
contaminantes juntamente com o imidazol. Vale ressaltar que o passo de cromatografia de exclusdo molecular
por tamanho preparativa representado foi realizado com o auxilio de uma coluna cromatografica HiLoad
Superdex 200 16/60 e ¢é por isso que a proteina Hsp701A_NBD foi eluida préxima a um volume de 80 mL.

Fonte: Autoria propria.

As etapas de expressdo e purificagdo foram monitoradas por SDS-PAGE 15% para a
proteina de massa molecular 43,602 kDa (Hsp701A_NBD) (Figura 6A). Além disso, como o
grupo de trabalho do laboratério conseguiu realizar a liofilizagdo da proteina, verificou-se a
integridade desta a partir da andlise via SDS-PAGE 15%, comparando a banda da proteina

recém-purificada com a proteina liofilizada (Figura 6B).
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Figuras 6A e 6B - Monitoramento da inducdo da expressdo e purificagdo das proteinas Hsp701A NBD
recombinante por SDS-PAGE 15%. A Figura 6A representa os passos de purificagdo da proteina desde a sua
indugdo até a cromatografia de exclusdo por tamanho molecular, onde (M) Padrdo marcador de massa molecular
pré-corado (kDa). (NI) Fragdo de proteinas totais da cultura sem a indugdo; (I) Proteinas totais da cultura
induzida; (P) Fragdo insoluvel das proteinas totais da cultura induzidas; (S) Fragdo soltivel das proteinas totais da
cultura induzidas; (F) Amostra coletada apos filtragdo utilizando uma Membrana Hidrofilica Durapore de 0,45
um e 47 mm de didmetro; (AF) Proteina coletada apds a cromatografia de afinidade; (GF) Proteina coletada apos
a etapa de cromatografia de exclusdo por tamanho preparativa. A Figura 6B representa a comparac¢do da amostra
de proteina Hsp701A NBD liofilizada ¢ uma amostra de proteina Hsp701A_NBD recém purificada, onde (M)
Padrdo marcador de massa molecular pré-corado (kDa); (GF) Proteina coletada apds a etapa de cromatografia de
exclusdo por tamanho preparativa; (L) Proteina liofilizada.

Fonte: Autoria propria.

4.3.  Ensaios de Caracterizagao Biofisica
4.3.1.  Espectropolarimetria de Dicroismo Circular

A fim de determinar-se a purificacdo e o enovelamento correto da construcio proteica
Hsp701A_NBD, realizou-se experimentos utilizando-se da técnica de Espectropolarimetria de
Dicroismo Circular. Neste contexto, o espectro que foi obtido (Figura 7), revela a presenca de
estrutura secundaria do tipo hélice-a e folha-f nesta proteina recombinante e na presenga de

ions calcio e magnésio.
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Figuras 7 - Espectro obtido da estrutura secundaria da proteina Hsp701A_NBD humana recombinante por meio
de Espectropolarimetria de Dicroismo Circular (CD). Com esta caracterizagdo, observa-se estrutura secundaria
do tipo hélice-a e folha-p nas proteinas que foram obtidas de forma recombinante, inclusive na presenca de ions
calcio 2 mM e magnésio 2 mM. A Figura 7 demonstra o espectro adquirido por meio da leitura no UV-Distante
(260nm - 195nm) da proteina Hsp701A_NBD na sua forma APO e na presenga de Ca®'e Mg*".

Fonte: Autoria propria.

Percebe-se que existem minimos caracteristicos de Hélice-a, em 222 e 208 nm no
grafico referente ao Dicroismo Circular no UV-distante da proteina Hsp701A_NBD, tanto na
sua forma APO quanto na presenga dos ions divalentes. Ao utilizar-se o software CDNN
Deconvolution, foi possivel verificar a composicdo percentual em diferentes faixas de
comprimentos de onda (195-260 nm; 200-260 nm; 205-260 nm; e 210-260 nm) de cada
estrutura secundaria na proteina em sua forma APO e na presenga dos ions calcio 2 mM e
magnésio 2 mM. Com isso, realizou-se a média entre tais percentuais para verificar a
composi¢ao experimental da proteina nas condigdes supracitadas (Tabela 6).

Amostra / Hélice-a Antiparalela Paralela Estrutura
Estrutura Randdmica

Hsp701A_NBD 5
uM APO

Hsp701A_NBD 5
uM + CaCl: 2 mM

Hsp701A_NBD 5
uM + MgCl: 2 mM

Tabela 6 - Conteudo médio de estrutura secunddria da proteina Hsp70-1A NBD na sua forma APO.
Deconvolugdo dos espectros realizada utilizando os dados normalizados para elipticidade molar residual e com
auxilio do software CDNN (versédo 2.1).

Fonte: Autoria propria.

A partir disso, verifica-se que na presenca dos ions divalentes calcio e magnésio ndo
ocasionou mudancas consideraveis na porcentagem de estrutura secundaria da proteina. Sendo

assim, na presenca destes ions ndo foi verificada nem ganho e nem perda de estrutura.

4.3.2.  Fluorescéncia Intrinseca do Triptofano

Visando-se investigar a estrutura tercidria local e o enovelamento da proteina
recombinante, utilizou-se como sonda intrinseca o Unico residuo de triptofano presente no

NBD da proteina Hsp701A, localizado na posi¢ao W90, para a realizacao do experimento de
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fluorescéncia desta constru¢do recombinante. Realizou-se este procedimento com excita¢ao
em 295 nm, ja que neste comprimento de onda somente os residuos de Triptofano (W) sdo
excitados (Eftink, M. R., 1994). Além do dominio na sua forma APO, também se verificou os
espectros na presenca dos fons Ca?* e Mg*’, e dos nucleotideos ATP ¢ ADP (Figuras 8A e

8B).
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8B.1
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Figuras 8A.1, 8A.2, 8B.1 e 8B.2 - Espectros do experimento de Fluorescéncia Intrinseca do Triptofano da
Hsp701A NBD na presenga dos ions Ca2+ e Mg2+, ATP e ADP. Em 7A, mostra-se o centro de massa espectral
<A> da proteina recombinante na forma APO foi de 348,1 + 0,1 nm. Na presenca de cloreto de calcio 2 mM,
responsavel por fornecer ions Ca*", o <A> passou a ser 345,5 £+ 0,1 nm. Na presenca de cloreto de magnésio 2
mM, responsavel por fornecer os ions Mg?*, o centro de massa espectral obteve um valor de 348,3 + 0,1 nm. Em
7A.1 ¢ evidenciada a diferenca de intensidade de fluorescéncia, enquanto em 7A.2 ¢ evidenciada a diferenca do
centro de massa espectral <A>. Em 7B, mostra-se o <A> da proteina recombinante na forma APO foi de 348,1 +
0,1 nm, na presenga fons Ca*>" ¢ ATP de 346,9 + 0,1 nm e na presenca fons Ca’>* ¢ ADP de 345,4 = 0,1 nm. Em
7B.1 ¢ evidenciada a diferenca de intensidade de fluorescéncia, enquanto em 7B.2 ¢ evidenciada a diferenca do
centro de massa espectral <A>.

Fonte: Autoria propria.
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Com os dados fornecidos, € possivel fazer dois tipos de analise em relagdo a estrutura
terciaria local da proteina quando em solu¢do com diferentes ions e nucleotideos. A primeira
delas diz respeito a supressdo ou aumento da intensidade de fluorescéncia, o que esta
relacionado a formagdo de complexos estaveis entre o fluordéforo e ligantes. A outra analise, ¢
sobre o centro de massa espectral (Tabela 7), o qual representa uma média ponderada do
espectro, que pode ser deslocado para um comprimento de onda mais energético (deslocado
para o violeta), ou para um comprimento de onda menos energético (deslocado para o
vermelho). Esses deslocamentos sinalizam o grau de exposi¢ao do residuo de triptofano ao

ambiente hidrofobico (deslocado para o violeta) e hidrofilico (deslocado para o vermelho).

Solu¢ao

Hsp701A_NBD S uM 348,1 £ 0,1 nm

Hsp701A_NBD 5uM + CaCl: 2 mM 345,5+0,1 nm

Hsp701A_NBD SuM + MgCl. 2 mM 348,3+0,1 nm

Hsp701A_NBD 5uM + CaCl: 2 mM + ATP 200 uM 346,9 £ 0,1 nm

Hsp701A_NBD 5uM + CaCl: 2 mM + ADP 200 uM 3454+ 0,1 nm

Tabela 7 - Centros de Massa Espectrais calculados a partir da analise da Fluorescéncia Intrinseca do Triptofano
nas amostras.

Fonte: Autoria propria.

A partir das figuras e da tabela, ¢ possivel verificar um deslocamento consideravel
para o violeta na presenca de ions Ca*’, isto €, para um comprimento de onda mais energético.
Entretanto, quando consideramos a presenca de ions Mg**, existiu um sutil deslocamento para
o vermelho, isto ¢, para um comprimento de onda menos energético. A diminui¢cdo na
intensidade de fluorescéncia das amostras da proteina com os ions e com os nucleotideos ¢é

sugestivo da formacao de complexo (Misra, P. P., Kishore, N., 2011).

4.3.3. Estabilidade Térmica

Com o intuito de melhor compreender a estabilidade térmica do dominio recombinante
Hsp701A_NBD, realizou-se um experimento de Desenovelamento Térmico com o auxilio da

monitoragdo por CD,y,,, Na auséncia e na presenca de ions Ca** 2 mM e Mg*" 2 mM, o que
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possibilitou, com o ajuste das curvas sigmoidais, o calculo das temperaturas de transicao das

solugdes (Figura 9).
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Figura 9 - Espectro de Desenovelamento Térmico da construgdo proteica recombinante Hsp701A NBD na
presenca de na auséncia de fons Ca>" e Mg*". E perceptivel que na presenga de fons Ca®> houve um aumento na
estabilidade térmica do dominio recombinante. No caso da proteina Hsp701A, na presenga e auséncia de ambos
os ions existiram eventos de transi¢ao Unicos cujas temperaturas médias de transicdo serdo discorridas a seguir.
Além disso, verificamos as informagdes sobre os ajustes das curvas sigmoidais nos espectros de
Desenovelamento Térmico da construgdo proteica recombinante Hsp701A NBD na presenga de na auséncia de
ions Ca** e Mg?*. O modelo aplicado de curva sigmoidal para os trés casos foi 0 DoseResp ¢ as temperaturas
médias encontradas a partir disso sdo representadas nas tabelas por “LOGx0”.

Fonte: Autoria propria.

A temperatura média da transicdo (Tm) estd relacionada com a temperatura em que
metade da amostra estd desnaturada e metade continua com sua estrutura tridimensional.
Neste contexto, quanto maior ¢ o Tm, maior ¢ a estabilidade térmica da proteina. Sendo

assim, € possivel avaliar a estabilidade térmica da proteina nas diferentes amostras através da

Tm (Tabela 8).
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Amostra Tm (°C)

Hsp701A_NBD 5 uM 443+03

Hsp701A_NBD 5 uM + CaCl,2 mM 50,7+0,2

Hsp701A_NBD 5uM + MgCl,2 mM 441+02

Tabela 8 - Valores de ponto médio de transicdo da proteinas Hsp701A NBD na presenca e auséncia de ions

Mg?" e Ca?". Valores adquiridos a partir do ajuste de uma curva sigmoidal com o auxilio do software OriginPRO
2016.

Fonte: Autoria propria.

Como a Tm da proteina na presenga dos ions Calcio € consideravelmente maior,
tem-se que esta passa a ser mais estavel quando na presenca de tais ions. O mesmo nao
acontece na presenca de ions Magnésio. Os valores de Tm podem ser obtidos a partir do

ajuste de curvas sigmoidais com o auxilio do software OriginPro2016, os quais foram

demonstrados na Figura 9A e 9B.

4.4.  Ensaios de Caracterizacdo Hidrodinamica
4.4.1. Cromatografia de Exclusdo de Tamanho Analitica

Primeiramente, para a realizagdo deste experimento, faz-se necessario a determinagao

de alguns parametros hidrodindmicos tedricos do NBD da proteina Hsp701A (Tabela 9).

Parametro HidrodinaAmico Teoérico

Hsp701A_NBD

Tabela 9 - Dados tedricos obtidos a partir da sequéncia de aminoacido da proteina recombinante
Hsp70-1A_ NBD na forma de mondmero globular pelo Software Sednterp (Disponivel em:
http://www.rasmb.org/sednterp/).

Fonte: Autoria propria.

Com os resultados anteriores obtidos, foi possivel obter-se informacdes relacionadas
as estruturas primaria, secunddria e tercidria do dominio de interesse Hsp701A NBD. Neste
contexto, mostra-se interessante verificar se existe presenga de estrutura quaternaria neste

constructo, ou se ele se apresenta como um monOmero. Para isso, realizou-se uma
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cromatografia analitica para determinacdo do perfil de elui¢do e do raio de Stokes
experimental (Rs) na presenca dos ions célcio 2 mM e magnésio 2 mM e dos nucleotideos
ATP 200 uM e ADP 200 pM (Figura 10). Observa-se que a proteina de interesse,

independente da solugdo ¢ eluida entre as proteinas padrao de 30 kDa e 67kDa.
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Figura 10 - Perfil de elui¢do da proteina de interesse em diferentes solugdes em comparacdo com proteinas
padrdo de massa molecular conhecida. As proteinas padrao sdo: Apoferritina (480 kDa); Gama-globulina (160
kDa); BSA (67 kDa); Anidrase Carbonica (30 kDa); e Citocromo ¢ (12,3 kDa).

Fonte: Autoria propria.

Com os dados obtidos, foi possivel calcular o valor da Massa Molecular Aparente
(MMapp) da proteina nestas diferentes solu¢des, conforme descrito nos Materiais e Métodos,

assim como os valores de Rs experimentais e a razdo friccional (Tabela 10).

Solugio MMapp (kDa) Rs Experimental (A) Razio Friccional

Hsp701A_NBD 1,294 0,1
20 uM

701A_NBD 20 uM + CaCl: 2 45+4 301 1,30 £ 0,1
mM

701A_NBD 20 uM + MgCl. 2 44 + 4 301 1,29 £ 0,1
mM
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701A_NBD 20 uM + CaCl: + 44+4 30+1 1,29+0,1
MgCl: (2 mM)

701A_NBD 20 uM + CaCl: 2 45+4 301 1,29+0,1

mM + ADP 200 pM

701A_NBD 20 uM + CaCl. 2 44+4 30+ 1 1,29+0,1
mM + ATP 200 pM

Tabela 10 - Valores obtidos através do Coeficiente de Particdo obtido experimentalmente.

Fonte: Autoria propria.

Os dados obtidos para a razdo friccional, a qual é justamente calculada pela divisdo do
Rs experimental pelo Rs tedrico sugerem que independente da presenca de ions calcio e
magnésio ou de nucleotideos ATP e ADP, o constructo proteico recombinante se assemelha

mais a um monomero globular em solugdo.

4.5.  Ensaios de Caracterizacdo Bioquimica
4.5.1.  Atividade ATPésica

Com o intuito de compreender a Atividade ATPasica da constru¢cdo Hsp701A NBD,
sabendo-se que as devido a presenga do NBD, as proteinas da familia das 70 sdo capazes de
hidrolisar ATP em ADP e Pi, realizou-se um experimento no qual foi medida a quantidade de
Pi liberado do ATP quando na presenca da proteina. Os parametros cinéticos foram entio

ajustados de acordo com o modelo ndo linear de Michaelis-Menten (Figura 11).
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Figura 11 - Atividade ATPasica da constru¢ao Hsp701A NBD na presenga de ions Ca™ e Mg™. Quantidade de
Pi liberado por minuto na presenga de Calcio e Magnésio para o dominio Hsp701A_ NBD.

Fonte: Autoria propria.

Para a Atividade ATPasica do dominio recombinante Hsp701A_ NBD, houve uma
maior liberacdo de Pi na presenca de calcio quando comparado ao magnésio, fato que pode
ser observado pelos dados cinéticos de Vmax, que foi de 0,79 + 0,04 pM.min" ¢ de Km de 80
+ 10 uM quando na presenga de calcio, enquanto Vmax ¢ de 0,40 + 0,02 uM.min"' € Km de
60 = 10 uM na presenca de magnésio. Isso corrobora o fato de que o dominio estava ativo,
realizando sua atividade enzimatica de quebra de ATP em ADP e Pi e que quando com calcio
este ativo ¢ melhor. Apesar disso, tais valores correspondem a uma baixa atividade
enzimatica, o que pode ser explicada pelo fato da existéncia de outros ligantes reguladores,

como co-chaperonas e proteinas-clientes.
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5. DISCUSSAO

Com este trabalho, foi possivel verificar a importancia da biotecnologia em diversos
setores da ciéncia, principalmente quando consideramos pesquisa de base. A presente
formagdo no curso de Bacharelado em Biotecnologia e experiéncia adquirida no Laboratdrio
de Bioquimica e Biofisica de Proteinas foram essenciais para a produgdo do trabalho, ja que a
tematica abordada pelo mesmo, assim como as técnicas utilizadas para realiza-lo, foram
aprendidas durante o decorrer da graduag¢do. Além disso, pode-se perceber como proteinas,
em especial as chaperonas moleculares da familia das Hsp70 sdo importantes para a

biodinamica e homeostase dos individuos. Por isso o estudo sobre elas ¢ tdo importante.

Notou-se também, que de fato os objetivos propostos foram atingidos, como a
purificacdo da construgdo proteica recombinante Hsp701A NBD, mostrado pelo
monitoramento por SDS-PAGE 15%; e também enovelada, como mostrado pelos ensaios
biofisicos. Adicionalmente, mostrou-se que a presenca de ions célcio e magnésio ndo causam
aumento ¢ nem diminui¢do consideravel do conteudo de estrutura secundaria do dominio

recombinante.

Percebeu-se também que a presenca de ions calcio e magnésio juntamente com a
construcdo proteica Hsp701A NBD diminuem a intensidade de fluorescéncia de seu
aminoacido W, isto €, ocasionam supressdo da fluorescéncia. Sendo assim, aparentemente,
quando na presenga destes, a localizagdo deste residuo de aminoacido passa a ser mais
hidrofobica. Ademais, na presenga de calcio, existe um deslocamento da fluorescéncia para
uma regido de maior energia. Além disso, a presenca de ATP gera uma menor supressdo na
intensidade de fluorescéncia e um deslocamento do centro de massa espectral menos
energético e a presenca de ADP gera uma maior supressdo na intensidade de fluorescéncia e
um sutil deslocamento do centro de massa espectral para um comprimento de onda mais
energético. A diminuicdo na intensidade de fluorescéncia das amostras da proteina com os

ions e com os nucleotideos ¢ sugestivo da formacao de complexo

Observou-se também que a presenga de ions célcio na construcdo proteica
Hsp701A_NBD aumentou a estabilidade térmica desta proteina. Verificou-se com os dados
obtidos para a razdo friccional, independente da presenca de ions calcio ou magnésio ou de
nucleotideos ATP e ADP, que o constructo proteico recombinante se assemelha a um
mondmero globular em solugdo, isto €, ndo possui estrutura quaterndria. Ao final, foi

mostrado também que o dominio estava ativo, realizando sua atividade enzimatica de quebra
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de ATP em ADP e Pi e que quando com célcio este ativo ¢ melhor, mesmo que a atividade
enzimatica observada tenha sido baixa, o que pode ser explicada pelo fato da existéncia de

outros ligantes reguladores, como co-chaperonas e proteinas-clientes.

Portanto, as avaliagdes biofisicas, hidrodinamicas e bioquimicas demonstraram que o
dominio Hsp701A NBD foi obtido puramente, no estado monomérico, corretamente
enovelado e cataliticamente ativo. Além disso, foi possivel verificar as alteracdes que ions

divalentes como célcio e magnésio causaram na estrutura e na estabilidade do dominio.
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6. CONCLUSAO

Com os resultados obtidos, mostrou-se que Hsp701A_NBD foi expressa pelo sistema
bacteriano de maneira enovelada e depois foi corretamente purificada, como mostrado pelo
gel de eletroforese. Além disso, a presenca de ambos os ions divalente ndo causam aumento e
nem diminui¢ao consideravel do conteudo de estrutura secundaria do dominio recombinante,

evidenciado pelo experimento de espectropolarimetria de dicroismo circular.

Quando na presenca de ions célcio, a construgao proteica Hsp701A NBD mostra uma
diminui¢do na intensidade de fluorescéncia do triptofano e deslocam o centro de massa
espectral comprimento de onda mais energético, indicativo este de que a localizagdo deste
residuo de aminoacido passa a ser mais hidrofobica. Também foi possivel verificar que existiu
uma diminui¢do na intensidade de fluorescéncia das amostras da proteina com os ions calcio e
magnésio, assim como com os nucleotideos, o que apresenta ser sugestivo da formacao de

complexo.

Verificou-se também que a presenga de ions cdlcio na construgdo proteica
Hsp701A_NBD aumentou a estabilidade térmica desta proteina, acompanhado em um

comprimento de onda de 222 nm.

Adicionado a isso, independente da presenca de ions calcio ou magnésio ou de
nucleotideos ATP e ADP, que o constructo proteico recombinante se assemelha a um
mondmero globular em solug¢do, isto ¢, ndo possui estrutura quaterndria, visto no experimento

de cromatografia de exclusdo por tamanho analitica.

Portanto, as avaliagdes biofisicas, hidrodinamicas e bioquimicas demonstraram que o
dominio Hsp701A NBD foi obtido puro, como um mondmero globular, enovelado e

cataliticamente ativo e que as alteragdes na presenga de ions célcio foram mais acentuadas.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

O presente trabalho verificou informagdes importantes acerca do conhecimento
biofisico, hidrodindmico e bioquimico do dominio Hsp701A NBD na presenca de ions
divalentes como calcio e magnésio e de nucleotideos ATP e ADP. Isso abre espaco para mais
estudos com dominios NBD, principalmente como tematica para projetos de pos-graduagao.
Sendo assim, além da Hsp701A, os dominios NBD de diferentes proteinas da familia das
Hsp70 podem ser verificados quanto a estrutura e a funcionalidade, a fim de comparagdo com
os dados obtidos por este estudo. Além disso, pode-se examinar o dominio PDB quanto
também a proteina completa. Além disso, novos experimentos que corroboram os dados
obtidos podem ser realizados, como por exemplo Calorimetria de Varredura Diferencial
(DSC), a fim de observar novamente os dados da estabilidade térmica. Outros tipos de estudo,
como por exemplo de estabilidade quimica na presenca de agentes desnaturantes também

podem ser aplicados.
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