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RESUMO

As Hsp90 (do inglés “heat shock protein of 90 kDa”) estdo entre as proteinas mais
abundantes nas células ndo submetidas a estresses. Elas interagem com proteinas que ndo
estdo no estado nativo, corrigindo o seu enovelamento incorreto, participam de vias de
transducdo de sinal, apoptose e também estdo envolvidas no crescimento e
desenvolvimento celular, maturacdo e ativacdo de proteinas, entre outras. Em
protozoarios como Plasmodium falciparum e Leishmania braziliensis, as Hsp90
participam do crescimento, desenvolvimento, diferenciacdo e sobrevivéncia dos
parasitas. Deste modo, elas tornam-se alvos atrativos para o tratamento de doengas como
malaria, leishmaniose e cancer. As Hsp90s ndo atuam sozinhas e estdo envolvidas em
uma rede complexa com outras proteinas, principalmente as co-chaperonas. A proteina
Aha (Activator of the Hsp90-ATPase Activity) é uma co-chaperona que ativa a atividade
ATPasica da Hsp90. Ela é composta por dois dominios canbnicos localizados no N-
terminal e C-terminal, respectivamente, que se ligam nas interfaces do dimero de Hsp90.
Esta interacdo também é alvo para o tratamento de doencas. Os objetivos do primeiro
capitulo deste trabalho foram realizar um estudo comparativo para caracterizar a interagdo
das proteinas Hsp90 de S. cerevisiae, L. braziliensis, P. falciparum, Saccharum sp. e
isoformas a ¢ B humanas com os nucleotideos adenosina ATP e ADP através de
calorimetria de titulacdo isotérmica, ressonancia magnética nuclear e dinamica molecular.
A avaliacdo da atividade ATPasica das proteinas Hsp90 de P. falciparum e L. braziliensis,
bem como a avaliacdo da inibicdo da mesma por inibidores classicos de Hsp90
(geldanamicina e radicicol) também foi realizada. Paralelamente, a proteina PfAha4 (Aha
tipo 4 de P. falciparum), foi estudada, e foram realizados estudos estruturais como
espectropolarimetria de dicroismo circular, espectroscopia de fluorescéncia,
ultracentrifugacdo analitica e espalhamento de raios-X a baixos angulos (mostrados no
capitulo 2 desta tese). Para a 0s ensaios de interacdo, foram realizados experimentos de
ITC para testar a interacdo dela com a proteina Hsp90 de P. falciparum (PfHsp90). Os
experimentos mostraram que o modo de interacdo das Hsp90 com ATP e ADP sdo
diferentes, provavelmente devido aos microestados que os ligantes experimentam no sitio
de interagdo. Deste modo, apesar da alta similaridade de sequéncias de que estas proteinas
apresentam, a inibicéo seletiva pode ser alcancada. Para a PfAha4, que é composta pelo

dominio C-terminal canénico das Ahas, os resultados mostraram que ela apresenta
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propriedades similares com outras Ahas. Ela ¢ um mon6émero globular em solucao e

interage com alta afinidade com a PfHsp90 com estequiometria de 2:1.
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ABSTRACT

Hsp90 (heat shock protein of 90 kDa) are among the most abundant proteins in
non-stressed cells. They interact with proteins that are not in the native state, correcting
their incorrect folding, they participate in signal transduction pathways, apoptosis and
they are also involved in cell growth and development, protein maturation and activation,
among others. In protozoa such as Plasmodium falciparum and Leishmania braziliensis,
Hsp90 participate in the growth, development, differentiation and survival of the
parasites. In this way, they become attractive targets for treatment of diseases such as
malaria, leishmaniasis and cancer. Hsp90 do not act alone because they are involved in a
complex network with other proteins, especially the co-chaperones. Aha protein
(Activator of the Hsp90-ATPase Activity) is a co-chaperone that activate the ATPase
activity of Hsp90, which is composed by two canonical domains localized at the N- and
C-terminus, respectively, binding at the chaperone dimer interfaces. This interaction is
also targeted for the treatment of diseases. The objectives of the first chapter of this work
were to perform a comparative study to characterize the interaction of yeast, L.
braziliensis, P. falciparum, sugarcane and human a and B isoforms with nucleotides
adenosine ATP and ADP by isothermal titration calorimetry, nuclear magnetic resonance
and molecular dynamics. The estimation of the ATPase activity of the Hsp90 proteins of
P. falciparum and L. braziliensis, as well as the evaluation of the inhibition of Hsp90 by
classical inhibitors of Hsp90 (geldanamycin and radicicol) were also performed. In
parallel, for PfAha4 protein (Aha type 4 of P. falciparum), structural studies such as
circular dichroism spectrophotometry, fluorescence spectroscopy, analytical
ultracentrifugation and small angle X-ray scattering (SAXS) were performed (shown in
chapter 2 of this thesis). For the interaction characterization, ITC experiments were
performed in order to test the PfAha4 interaction with P. falciparum Hsp90 protein
(PfHsp90). The experiments showed that the mode of interaction of Hsp90 with ATP and
ADP are different, probably due to the microstates that the binders experience at the
interaction site. Thus, despite the high sequence similarity of these proteins, selective
inhibition can be achieved. For PfAha4, which is composed by the canonical C-terminal
Aha domain, the results showed that it has similar properties with other Ahas. It is a
globular monomer in solution and showed high affinity for PfHsp90 in a stoichiometry
of 2:1.
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CAPITULO 1: Interacéo das proteinas Hsp90 de diferentes organismos com

nucleotideos adenosina
1.1 INTRODUCAO

1.1.1 CHAPERONAS MOLECULARES

As proteinas sdo as moléculas mais abundantes e versateis da natureza, possuindo
diversas funcdes: podem ser hormonios, enzimas, receptores, catalisadores de reagdes,
transportadores, elementos estruturais, entre outras. Porém, para o0 seu correto
funcionamento, devem alcancar a sua estrutura nativa, que € representada pelo conjunto
de conformac6es que coexistem em um equilibrio sob determinadas condi¢Ges. Uma vez
que essa estrutura ndo € atingida (através de diferentes tipos de estresses: térmico, por
radiacdo e mudancas genéticas, por exemplo), elas apresentam eficacia reduzida ou até
mesmo ausente (Biamonte et al., 2010; Da Silva e Borges, 2011; Manta et al., 2011).

Um dos efeitos observados nas células quando as proteinas ndo atingem a estrutura
enovelada é a agregacédo proteica, tanto in vivo como in vitro. Com a agregacao, culminam
desordens que podem ser extremamente prejudiciais para 0 organismo, como as doengas
de Alzheimer, Parkinson e fibrose cistica (Manta et al., 2011; Smith et al., 2015;
Sahasrabudhe et al., 2017).

A evolucdo selecionou ao longo do tempo uma classe de proteinas conservadas
denominadas chaperonas moleculares, que atuam no processo de controle de qualidade
das proteinas. Nesta classe, existem algumas familias de proteinas de choque térmico ou
Hsps, (do inglés heat shock protein ), classificadas pela massa molecular que possuem,
sendo algumas delas: Hsp100, Hsp90, Hsp70, Hsp60, Hsp40 e pequenas Hsps. Essas
proteinas apresentam um nivel de expressao basal nas células, constituindo cerca de 5%
a 10% de proteinas celulares totais, porém, em situacfes estressantes como diferencas de
temperatura e pH, por exemplo, o nivel de expressdo € aumentado (Biamonte et al., 2010;
Saibil, 2013; Smith et al., 2015).

1.1.2 Hsp90

As Hsp90 séo proteinas que compdem uma familia de chaperonas moleculares,
cujos membros sdo essenciais para a manutengdo da homeostase celular, realizando
funcgdes variadas dentro das células, entre elas: sinalizag&o, translocacao, maturacao e/ou
ativacdo de proteinas, controle do ciclo celular, epigenética, entre outras. Elas

representam aproximadamente 2% do contetdo de proteinas sollveis presentes em
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células ndo submetidas a estresses e estdo envolvidas em uma rede complexa de proteinas
para realizarem as suas funcGes (Wandinger et al., 2008; Sahasrabudhe et al., 2017).

As Hsp90 interagem com proteinas-cliente pertencentes a diversas classes como
receptores de horménios corticoides (como exemplo pode-se citar receptores de
progesterona e estrogénio), proteinas quinases, proteinas ndo relacionadas, co-chaperonas
e cofatores (Mclaughlin et al., 2002). Atualmente sdo conhecidas mais de 300 proteinas-
cliente, inclusive oncoproteinas e supressores tumorais (Posfai et al., 2018). Estas
proteinas estdo envolvidas em vias de transducéo de sinais, doencas neurodegenerativas,
infecciosas e cancer (Forsberg et al., 2018). O site “Hsp90 interactors” fornece uma lista
crescente com as proteinas- cliente da chaperona
(http://www.picard.ch/downloads/Hsp90interactors.pdfy) (Janin, 2010; Sahasrabudhe et
al., 2017).

As Hsp90 também atuam no crescimento e diferenciacdo de parasitas, progressdo
do ciclo celular e apoptose, entre outros (Zhao et al., 2005). Por estarem presentes em
tantas vias importantes, elas sdo apontadas como alvo terapéutico para o tratamento de
doencas como maléria e leishmaniose. Porém, a alta similaridade entre proteinas
ortologas é um desafio para o desenho racional de farmacos (Wegele et al., 2004; Pearl e
Prodromou, 2006).

A Hsp90 é uma proteina homodimérica, com cada protdmero sendo dividido em
trés dominios: o N-terminal (~25 kDa) que contém o sitio de interacdo com ATP e ADP,
algumas proteinas-cliente e co-chaperonas. E neste dominio que o ATP sofre hidrélise
permitindo que a Hsp90 seja capaz de realizar suas func¢fes. O dominio intermediario
(~35 kDa) € conectado ao dominio N por um linker flexivel carregado positivamente cujo
tamanho e composicdo de aminoacidos é variavel entre diferentes espécies. Estudos
apontam que este linker esta relacionado com a regulacédo da atividade ATPasica destas
proteinas (Hainzl et al., 2009). Por ultimo, o dominio C-terminal fornece uma interface
para a dimerizacao dos protdmeros da proteina (Zhao et al., 2005; Forsberg et al., 2018).

Um esquema representativo da estrutura desta proteina pode ser observado na Figura 1.

Figura 1-Esquema representativo da estrutura geral de uma Hsp90. A figura mostra o dominio N-
terminal de uma Hsp90, que é ligado ao dominio intermediério por meio de um linker flexivel carregado
positivamente que varia em tamanho entre as Hsp90 ortélogas. O dominio intermediario é conectado ao
dominio C-terminal, que é o responsavel pela dimerizagdo de dois protdmeros.

Dominio N-terminal Dominio intermediario ][ Dominio C-terminal
Linker

Fonte: Autoria propria.



Esta chaperona existe como um equilibrio de multiplos estados conformacionais,
que sdo afetados pela presenca de nucleotideos adenosina, co-chaperonas e modificacfes
pos-traducionais (Street et al., 2011). Elas podem apresentar-se no estado aberto (forma
em que estdo dimerizadas pelo dominio C-terminal dos dois protdmeros) ligadas ou ndo
a ATP ou ADP (Figura 2). A interacdo do dominio N-terminal com ATP tende a levar a
proteina ao estado fechado, em que acontece uma segunda dimerizacao, agora através dos
dois dominios N-terminais. Estes dominios dimerizam-se e aproximam-se do dominio
intermediario (Zhang et al., 2015). A hidrolise do ATP faz com que a proteina alcance o
estado chamado compacto, no qual a arginina catalitica do dominio M (Arg380 em
yHsp82) coordena o grupo fosfato y de forma a estabiliza-lo como grupo abandonador.
Finalizada a hidrolise, a saida de ADP e Pi faz com que a proteina volte novamente ao
estado aberto e que a proteina-cliente seja liberada apos ser enovelada, estabilizada e/ou
ativada (Southworth e Agard, 2008; Batista et al., 2015; Schopf et al., 2017).

Figura 2- Estruturas conformacionais da Hsp90. A Hsp90 existe como um equilibrio de muitos estados
conformacionais. A) Conformacdo aberta mostrando a localizagdo dos dominios N-terminal (verde),
intermediério (amarelo) e C-terminal (azul). B) Estrutura fechada com as moléculas de ATP (vermelho) no
dominio N-terminal. C) Estrutura apds a hidrolise do ATP para a liberagdo do ADP (vermelho). D) Em (1)
pode ser observado o estado aberto dimerizado pelo C-terminal, que pode eventualmente estar dimerizado
também pelo dominio N-terminal (1b), ficando assim a Hsp90 no estado fechado. Na presenca de ATP,
este equilibrio tende a ser deslocado para o estado fechado (2). O estado compacto (3) é alcancado durante

a hidrolise do ATP, cujo resultado € a liberacéo de Pi, ADP e proteina-cliente, reiniciando o ciclo.
A) B)
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Fonte: Adaptado de (Southworth e Agard, 2008; Saibil, 2013).
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Porém, o ciclo da Hsp90 é diferente para diferentes especies, apesar da alta
identidade de sequéncias entre elas (maior do que 65%). Para a HtpG (Hsp90 de bactéria),
existem flutuacGes naturais de movimento no dominio N-terminal, que séo randdémicas e
dirigidas termicamente. Nesta proteina, Ratzke e colaboradores (Ratzke, Nguyen, et al.,
2012) reportam que quando a proteina encontra-se no estado fechado é que o ATP se liga,
sendo posteriormente hidrolisado. Fendmeno diferente ocorre com a yHsp82 (Hsp90 de
S. cerevisiae), que apresenta mudancas de conformacgdo fracamente afetadas pelos
nucleotideos. Para esta proteina, observa-se que 0 movimento conformacional acontece
por flutuacdes térmicas, que geram muitos estados conformacionais. Também ocorre a
ligagdo dos nucleotideos tanto no estado aberto como no fechado (Ratzke, Nguyen, et al.,
2012). Portanto, durante a evolugdo, a ciclagem desta proteina tornou-se menos
dependente dos nucleotideos. Este fato pode ser devido a necessidade de um controle
mais sofisticado para este sistema, em que uma proteina apresenta funcGes variadas. Este
controle é feito pelas chamadas co-chaperonas (Ratzke et al., 2014), que serdo
apresentadas com mais detalhes no capitulo 2 desta tese.

Portanto, no geral, a ligacdo de ATP ou ADP pode resultar em um equilibrio de
diferentes estados conformacionais nas diferentes Hsp90 (Krukenberg et al., 2011;
Schopf et al., 2017; Seraphim et al., 2017). Vale ressaltar que ela permanece mais tempo
na conformacdo aberta do que nas conformac@es fechadas para a ativacdo das proteinas-
cliente de maneira mais eficiente (Zierer et al., 2016).

As Hsp90 possuem baixa atividade ATPasica e a taxa de hidrdlise do ATP é um
ponto critico e precisa ser altamente regulado para permitir que a proteina-cliente
permaneca ligada a Hsp90 pelo tempo suficiente de ativacdo/maturacao (Mclaughlin et
al., 2002). Desta forma, a atividade ATPasica tem papel de direcionar o ciclo funcional
da Hsp90.

Diferentemente de outras familias de chaperonas, as Hsp90 nédo participam do
enovelamento quando as proteinas estdo sendo produzidas nos ribossomos, mas sim em
um estagio mais tardio, quando as proteinas-cliente oferecem regides para a ligacdo mais

estruturadas, porém ainda sendo instaveis (Seraphim et al., 2014).

1.1.3 Maléaria

A malaria é uma doenca tipica de regides tropicais e subtropicais cujo agente
etioldgico € um parasita do género Plasmodium. As espécies causadoras sdo: Plasmodium

vivax, P. malarie, P. ovale e P. falciparum, sendo que esta Gltima normalmente é a



causadora dos casos graves da doenca, que € transmitida pelo mosquito do género
Anopheles.

A doenca infecta aproximadamente 200 milhdes de pessoas por ano e leva a 6bito
aproximadamente 2% destes (Posfai et al., 2018). Ela coloca em risco aproximadamente
40% da populagdo mundial em mais de 100 paises (Gomes et al., 2011; Silva et al., 2018).
Somente no Brasil, sdo cerca de 300 mil novos casos anuais. Nos infectados, alguns dos
sinais e sintomas observados sdo: convulsdes, alteracbes de consciéncia, edema
pulmonar, hemorragias, ictericia e oliguria. As alteracdes laboratoriais incluem anemia,
hipoglicemia, insuficiéncia renal, entre outras (Gomes et al., 2011).

A Figura 3 mostra o ciclo biolégico do parasita, que possui um ciclo de vida
complexo, com mais de 28 fases, que, resumidamente, se inicia com a picada da fémea
infectada da mosquito do género Anopheles. Os esporozoitas infectados ou sdo destruidos
pelo sistema imunoldgico ou penetram nos hepatdcitos, local em que ocorre intensa
multiplicacdo. Apds certo periodo, 0s esporozoitas ddo origem aos merozoitas, 0s quais
caem na corrente sanguinea e invadem os eritrocitos. Dentro destes, 0s merozoitas
transformam-se em trofozoitas, que apds a esquizogonia, originardo novamente 0S
merozoitas. As células infectadas se rompem e liberam os merozoitas. E neste momento
em que ocorrem os picos febris, em que a temperatura corporal aumenta até 41 °C. Desta
forma, o ciclo recomeca (Gomes et al., 2011; Seraphim et al., 2014).

Figura 3- Ciclo bioldgico do P. falciparum. Durante o ciclo, ocorrem momentos de choque térmico: na
passagem do Anopheles, onde a temperatura € cerca de 25 °C, para o hospedeiro mamifero, que, no caso
dos humanos, apresenta temperatura corporal de 36,5 °C. Além disto, durante a febre, a temperatura
corporal aumenta ainda alguns graus célsius.
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Fonte: Adaptado de (Seraphim et al., 2014).



Um dos maiores problemas para o tratamento da doenca € a resisténcia que o
parasita esta adquirindo aos medicamentos existentes (Gomes et al., 2011). Sabendo que
0 protozoario muda de hospedeiro durante seu ciclo de vida, com consequente mudanga
de temperatura, condicdo em que a Hsp90 passa de um nivel de expressdo basal para uma
expressao aumentada, a proteina passa a se tornar um alvo promissor, uma vez que €
importante para o crescimento, desenvolvimento, diferenciagdo e sobrevivéncia do
parasita (Posfai et al., 2018). Geldanamicina (GA) inibe, em cultura, o crescimento de P.
falciparum, L. donovani, entre outros. Acredita-se que a inibicdo ocorra devido a

interacdo do antibidtico com a Hsp90 (; Corbett e Berger, 2010).

1.1.4 Leishmaniose

A leishmaniose é uma doenca negligenciada presente em regides tropicais e
subtropicais. Ela é prevalente em 88 paises, afetando aproximadamente 14 milhdes de
pessoas (Alvar et al., 2006). Em 2014, mais de 90% dos casos ocorreram em 6 paises:
Brasil,  Etiopia,  India, = Somdlia, = Suddo do  Sul e  Suddo
(http://www.who.int/leishmaniasis/burden/en/, acessado em 12/06/2018). Ela é causada
por mais de 20 espécies e é transmitida por protozoarios da ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae e género Leishmania (Silva et al., 2013). S8o diversos os hospedeiros
que podem ser afetados, incluindo animais domésticos (Alvar et al., 2006).

Apesar da baixa mortalidade que apresenta, a doenca provoca profundos impactos
sociais nos individuos que contraem a doenca, visto que muitos convivem com as
sequelas deixadas na forma de Ulceras na pele (Seraphim et al., 2014).

A leishmaniose é dividida em mucocutanea, cutanea, cutanea difusa e visceral. A
L. braziliensis causa a mucocutanea, que € caracterizada pela destruicdo da mucosa,
cartilagem da boca e faringe seguidas pelo tecido facial (Alvar et al., 2006).

A transmissdo acontece quando um flebotomineo (fémea do mosquito-palha,
género Phlebotomus ou Lutzomyia) infectada pica um hospedeiro mamifero e inocula os
promastigotas metaciclicos na corrente sanguinea. Dentro do hospedeiro ocorre a
fagocitose dos parasitas através de, por exemplo, macrofagos. Com a alteragdo de pH e
temperatura, entre outros, ocorre a diferenciacdo em amastigotas, que se reproduzem e
voltam ao inseto quando este pica um hospedeiro mamifero infectado. Dentro do
flebotomineo, ocorre no tubo digestivo a diferenciacdo dos parasitas em promastigotas,

reiniciando o ciclo (Seraphim et al., 2014).



Cabe ressaltar que, durante a passagem do vetor para o hospedeiro, 0 parasita
enfrenta diferentes condi¢Oes de temperatura, nutricionais, de pH, entre outros. Entéo as
Hsp90 também s&o alvos potenciais para o tratamento da leishmaniose, visto que assim
como para a malaria, os agentes etiologicos também apresentam resisténcia aos farmacos
usuais, que apresentam efeitos toxicos para os pacientes, precisam ser combinados para a
obtencdo de melhores resultados e devem ser administrados por um longo periodo de
tempo (Alvar et al., 2006; Amato et al., 2007).

1.1.5 Cancer e inibidores de Hsp90

Em humanos, a expressdo das Hsp90 estad associada com muitos tipos de tumor,
incluindo céncer de mama, leucemia e lGpus eritematoso sistémico. Em condicBes
normais elas representam cerca de 1-2% das proteinas celulares soltveis, porém o nivel
de expressdo aumenta de 2 a 10 vezes em células tumorais. Em muitos casos, as proteinas-
cliente das Hsp90 estdo mutadas ou ativadas nestas células. Entdo, frequentemente a
inibicdo das Hsp90 é mostrada como uma importante plataforma para terapia
antineoplasica (Chen et al., 2005; Tsutsumi e Neckers, 2007).

Nestes organismos, duas isoformas de Hsp90 citosolicas sdo encontradas:
isoformas o e . A isoforma B é constitutivamente expressa, diferentemente da isoforma
a, que € induzivel. Além disto, esta Ultima € expressa extracelularmente, apresenta
propriedades inesperadas e interage com moléculas no ambiente extracelular, estando
diretamente relacionada com a invasividade e motilidade de células cancerigenas
(Eustace et al., 2004; Tsutsumi e Neckers, 2007). Estudos mostram que elas podem estar
relacionadas com resisténcia adquirida a algumas formas de quimioterapia. Estas
isoformas séo o resultado de uma duplicacdo génica que ocorreu ha aproximadamente
500 milhdes de anos (Chen et al., 2005).

Como dito anteriormente, devido ao fato de as Hsp90 estarem envolvidas em
diversas vias de transducdo de sinais, elas sdo alvo terapéutico para o tratamento de
diversos tipos de cancer, como o de prostata, por exemplo (Yan et al., 2017; Nguyen et
al., 2018). Se a proteina é inibida, as suas func¢des séo perdidas, 0 que normalmente resulta
em degradacdo das proteinas-cliente e desbalanco de inimeros processos celulares,
afetando até mesmo o crescimento e progressao de tumores. Portanto, € grande o interesse
para descoberta/sintese de compostos que modulem a atividade desta proteina. Alguns
compostos naturais foram identificados como sendo inibidores da Hsp90, como a GA e 0

radicicol. Como possuem alta toxicidade, eles sdo utilizados como modelo para a
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engenharia e sintese de analogos com propriedades farmacoldgicas mais desejaveis (Zhao
et al., 2010; Singh e Atri, 2013).

O radicicol é um antibiético natural que possui a capacidade de se ligar ao sitio de
ligacdo do ATP nas Hsp90, impedindo a hidrélise de ATP e consequentemente inibindo
a atividade da proteina. Como possui alta toxicidade, ele é usado como molde para a
sintese de analogos com propriedades farmacologicas desejadas, como por exemplo,
menor toxicidade e maior poténcia e estabilidade, que possam vir a ser utilizados
clinicamente. Estudos cristalograficos apontam que a interacdo entre o antibidtico e a
proteina ocorre principalmente por ligacdes de hidrogénio com os aminoacidos do sitio
de ligagdo do ATP no dominio N-terminal da Hsp90 (Figura 4) (Zubriené¢ et al., 2010).

A GA &, além de um antibiotico da classe das ansamicinas, um agente antitumoral
ligante de Hsp90. Assim como o radicicol, a GA também é inibidora da atividade
ATPasica das Hsp90 por competir pelo sitio de ligagdo do ATP (Figura 4). Logo, tanto
GA como radicicol séo inibidores competitivos da atividade ATPasica da Hsp90. Estudos
estruturais apontam que existe semelhanca destes antibi6ticos com o nucleotideo tanto
em relacdo a forma de complementariedade como pelo tipo de interacdo com a proteina

e moléculas de agua presentes no sitio de interacdo ao nucleotideo (Janin, 2010).

Figura 4 - Interacao de GA e radicicol no sitio de ligacao de nucleotideos da Hsp90 de S. cerevisiae.
(A) representa a ligacdo de ADP, (B) representa a ligacdo da GA e (C) representa a ligagdo de radicicol. Os
ligantes sdo mostrados em preto e o sitio de ligagdo aos nucleotideos da proteina esta representado em
cinza.

@ _ o (b)

m_. ‘ 1‘:; A

ADP Geldanamicina Radicicol

Fonte: Adaptado de (Pearl e Prodromou, 2000).
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Ao longo do tempo foram sendo selecionadas diversas abordagens na utilizagédo
de moléculas que sdo inibidoras de Hsp90 para o tratamento de cancer. A maioria dos
estudos visa modificar moléculas que se ligam tanto no dominio N-terminal como no C-
terminal, com o objetivo de desenvolver moléculas que sejam mais especificas, soluveis
e menos hepatotoxicas (Janin, 2010; Yan et al., 2017). Levando-se em consideracdo que
existem diferencas entre as Hsp90 de protozoarios e a humana, é interessante que se
estude a sensibilidade destas proteinas frente aos inibidores ja conhecidos e seus
analogos, os quais vém sendo sintetizados e prospectados. Entendendo a diferenca entre
estas interacdes, teoricamente seria possivel aperfeicoar a interacdo proteina-inibidor,
culminando na sintese de inibidores patdgeno-seletivos para o tratamento de doencas
causadas por protozoarios, as quais sao normalmente negligenciadas (Corbett e Berger,
2010; Wang et al., 2014).

As Hsp90 sdo proteinas de extrema importancia para a homeostase celular,
participando de inimeras vias de sinalizacdo intracelulares. Elas sdo conservadas,
mostrando alta identidade de sequéncia de aminoéacidos entre 0s seus membros. Por este
motivo, repetidamente sdo mostradas como alvos terapéuticos potenciais, porém, dificeis,
uma vez que os inibidores normalmente possuem afinidades semelhantes para as Hsp90
ortélogas. Por esse motivo, um estudo comparativo entre elas pode realcar ou ndo a
possibilidade de inibicdo seletiva. Para esta familia de proteinas, a Hsp82 (Hsp90 de S.
cerevisiae) é considerada uma proteina modelo, que ja foi exaustivamente estudada em
varios aspectos. Deste modo, ela também foi alvo de estudo nesta tese para efeitos
comparativos, uma vez que a motivagdo do trabalho foi comparar Hsp90 de diferentes
organismos em relacdo a suas interacdes com nucleotideos adenosina ATP e ADP. Para

representar a Hsp90 em plantas, foi escolhida a Hsp90 de Saccharum sp..

1.2 OBJETIVOS GERAIS

Os objetivos gerais deste capitulo sdo caracterizar a interacdo das proteinas Hsp90
de S. cerevisiae, L. braziliensis, P. falciparum, Saccharum sp. e isoformas o e 3 humanas
com os nucleotideos adenosina ATP e ADP através de calorimetria de titulagdo
isotérmica, ressonancia magnética nuclear e dinamica molecular. Também constituem
objetivos a avaliacdo da atividade ATPasica das proteinas Hsp90 de P. falciparum e L.

braziliensis, bem como a avaliacdo da inibicdo das mesmas por GA e radicicol.
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1.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Expressar, de forma heter6loga, as proteinas Hsp90 dos organismos: S. cerevisiae,
L. braziliensis, P. falciparum, Saccharum sp. e isoformas a ¢ f humanas;

e Expressar o DNT da Hsp90 de L. braziliensis, isoforma f humana e S. cerevisiae;

e Otimizar o mesmo protocolo de purificacdo para todas as proteinas, tanto para os
ensaios de calorimetria de titulacdo isotérmica quanto para os de atividade
ATPasica;

e Realizar o controle de qualidade das proteinas através de espectropolarimetria de
dicroismo circular e espectroscopia de fluorescéncia;

e Realizar experimentos de calorimetria de titulacdo isotérmica entre as proteinas e
os ligantes ATP e ADP para a obtencdo de pardmetros termodindmicos
experimentais das intera¢des (assinatura termodinamica);

e Avaliar a ressonancia magnética nuclear do tipo saturation transfer difference
(STD) para a complementacéo dos dados experimentais da calorimetria;

e Avaliar a dindmica molecular para a complementacdo dados experimentais da
calorimetria;

e Auvaliar a atividade ATPasica e inibi¢do dela por GA a e radicicol para as proteinas

Hsp90 de P. falciparum e L. braziliensis.

1.4 MATERIAL E METODOS

1.4.1 Bioinformatica

Inicialmente, foi feita uma busca para identificar a sequéncia das proteinas usando
0 GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), sdo elas: XP_001348998.1 (Hsp90
de P. falciparum), XP_001567804.1 (Hsp90 de L. braziliensis), NP_005339.3 e
NP_031381.2 (isoformas a e B humanas, respectivamente), AGC60019.1 (Hsp90 de
Saccharum sp.), NP_015084.1 (Hsp90 de S. cerevisiae). Em seguida, foi feita uma anéalise
comparativa de alguns parédmetros, como o coeficiente de extingdo molar, ponto
isoelétrico, massa molecular e nimero de aminoacidos presentes na sequéncia, fornecidos
pelo software Sednterp (http://www.jphilo.mailway.com/download.htm). Tanto as
sequéncias completas como a dos DNTs foram alinhadas globalmente utilizando o

programa Clustal 6mega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).
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1.4.2 Expressao e purificacdo para os ensaios de calorimetria

As Hsp90 recombinantes de P. falciparum, L. braziliensis, S. cerevisiae,
Saccharum sp. e isoformas o e¢ B humanas, além dos dominios N-terminais de L.
braziliensis, S. cerevisiae e humana (isoforma ) foram obtidas apds a transformacéo dos
plasmideos (Tabela 1) em diferentes cepas de Escherichia coli BL21(DE3) e posterior
indculo das coldnias em meio LB. As culturas bacterianas foram crescidas a 37 °C e 200
rpm até atingirem D.O.soonm Variando entre 0,6-0,8 U.A. Nesse momento, IPTG foi

adicionado e as condicdes de inducdo estdo apresentadas na Tabela 2.
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Tabela 1- Plasmideos utilizados para a obtencao das proteinas recombinantes.

Proteina Organismo Caédigo Genbank Plasmideo Origem
PfHsp90 P. falciparum XP_001348998.1 pET28a::PfHsp90 (Silva et al., 2018)
LbHsp90 L. braziliensis XP_001567804.1  pET28a::LbHsp90 (Silvaet al., 2013)
. pProEx- . _
hHsp90a H. sapiens NP_005339.3 HTa::hHsp90u Doado pelo Prof. Walid A. Houry, Universidade de Toronto, CA
i NP_031381.2 pPPToEX- iversi i
hHsp90pB H. sapiens - HTa::hHsp9Op Doado pelo Prof. Jason C. Young, Universidade de McGill, CA
Cana-de-agUcar (espécie hibrida
ScHsp90 derivada de Saccharum AGC60019.1 PET28a::ScHsp90 (Da Silva et al., 2013)
officinarum e S. spontaneum)
. pProEx- . N
yHsp82 S. cerevisiae NP_015084.1 HTa::yHsp82 Doado pelo Prof. Walid A. Houry, Universidade de Toronto, CA
I XP_001567804.1 . i
LbHsp90N L. braziliensis (residuos 1-221) pET28a::LbHsp90N (Silva et al., 2013)
hHsp90BN H. sapiens NP_031381.2 ET28a::hHsp90BN Laboratdrio de Bioquimica e Biofisica de Proteinas
P -Sap (residuos 1-223) ~ Pr'=0a=ntisp g
. NP_015084.1 . . -
yHsp82N S. cerevisiae (residuos 1-220) pll::yHsp82N Doado pelo Prof. Walid A. Houry, Universidade de Toronto, CA
Fonte: Adaptado de Minari et al. (submetido).
Tabela 2 - Condigdes de inducao para as diferentes proteinas.

. . Vetor de Canamicina Ampicilina Cloranfenicol [IPTG] Temperatura Tempo de
Proteina Cepa de E. coli expressao (ng.mL™) (ng.mL™) (ng.mL™?) (mmol.LY)  deinducdo (°C) inducéo (h)
PfHsp90 BL21 (DE3) pET28a 30 - - 0,4 20 18
LbHsp90 BL21 (DE3) pET28a 30 - - 0,4 30 4
hHsp90a BL21 (DE3) pProEx-HTa - 50 - 0,4 18 18
hHsp90p BL21 (DE3) pProEx-HTa - 50 - 0,4 18 18

yHsp82 BL21 (DE3) pRIL pProEx-HTa - 50 34 0,4 18 18
ScHsp90 BL21 (DE3) pLysS pET28a 30 - 34 0,5 37 5
LbHsp90N BL21 (DE3) pET28a 30 - - 0,4 30 4
hHsp90gN BL21 (DE3) pET28a 30 - - 0,4 37 4
yHsp82N BL21 (DE3) pll - 50 - 0,4 30 4

Fonte: Adaptado de Minari et al. (submetido).
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Depois da inducéo, os meios foram centrifugados a 13.600 g por 10 mina 4 °Ce
os pellets foram ressuspendidos em tampdo fosfato de sédio 25 mM (pH 7,5) contendo
NaCl 500 mM e imidazol 20 mM. Foram adicionados 30 pug.mL™ de lisozima (sigma) e
5 U de DNAse (Sigma) e incubados em gelo por 40 minutos e, em seguida, as células
foram lisadas por sonicagéo seguida de centrifugagéo a 15.700 g por 25 minutosa 4 °C e
filtrados em membranas de 0,45 pm.

As proteinas foram purificadas de acordo com (Silva et al., 2013) com algumas
modificagdes. As purificacbes ocorreram através de dois passos cromatograficos:
cromatografia de afinidade ao niquel usando uma coluna HisTrap (GE Healthcare Life
Sciences) seguida de cromatografia de exclusdo molecular usando a coluna Superdex 200
26/60 (GE Healthcare Life Sciences) acoplada ao Akta Prime Plus (GE Healthcare Life
Sciences) previamente equilibrados com tampdo HEPES 40 mM (pH 7,5) contendo KCI
100 mM.

A eficiéncia das purificagdes foi avaliada por SDS-PAGE 10% para as proteinas
completas e SDS-PAGE 15% para os dominios. As concentracbes foram aferidas
espectrofotometricamente usando os coeficientes de extingdo molar a 280 nm de acordo
com (Pace et al, 1995) obtidos utilizando o  Protparam
(bo.expasy.org/tools/protparam.html).

A Figura 5 mostra um fluxograma de como foram expressas e purificadas as
proteinas Hsp90 de diferentes organismos e 0s ensaios que foram feitos posteriormente
para a realizacdo da caracterizacdo estrutural e de interacdo delas com os nucleotideos

adenosina.
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Figura 5- Fluxograma representativo das etapas de expressdo, purificagdo e ensaios para
caracterizacdo estrutural e de interacéo das proteinas com nucleotideos adenosina.
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Fonte: Autoria prépria.

1.4.3 Purificacdo para os ensaios de atividade ATPasica

Foram feitos ensaios de atividade ATPasica e de inibicdo desta com
geldanamicina para as proteinas LbHsp90 e PfHsp90. Porém, como as atividades
mostraram-se mais altas do que as relatadas na literatura e como estas proteinas ndao eram
inibidas pelo ligante, os passos de purificagdo foram alterados. Entdo, para evitar

possiveis contaminantes que poderiam interferir nos ensaios de atividade ATPasica, a
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purificacdo das proteinas PfHsp90 e LbHsp90 ocorreu por meio de trés passos
cromatograficos: cromatografia de afinidade ao niquel, resina hidroxiapatita CHT ™ tipo
Il e cromatografia de exclusdo molecular. A coluna utilizada para afinidade foi a Hitrap
Chelating de 5 mL (GE Healthcare Lifesciences) acoplada ao sistema de FPLC (Fast
Protein Liquid Cromatography) utilizando o equipamento AKTA Prime plus (GE
Healthcare Lifesciences).

A coluna de afinidade ao niquel foi equilibrada com tampéo Tris-HCI 50 mM (pH
8,0) contendo KCI 100 mM. Em seguida, o sobrenadante do lisado celular foi injetado na
coluna e ela foi lavada com mais 40 mL desse tampé&o. A eluicdo das proteinas ocorreu
com a passagem do tampéo Tris-HCI 50 mM (pH 8,0) contendo KCI 100 mM e imidazol
500 mM.

Em seguida, a proteinas ficaram em dialise em tampé&o fosfato de s6dio 10 mM
(pH 7,4) durante 4 horas e foram injetadas na coluna de hidroxiapatita previamente
equilibrada com o mesmo tampéo. A eluicdo das proteinas ocorreu com a passagem de
um gradiente de tampé&o de fosfato de sddio 10-500 mM (pH 7,4) pela coluna.

A terceira cromatografia foi a de exclusdo molecular preparativa (CEM). A coluna
utilizada foi a HiLoad Superdex 16/60 200 prep grade (GE Healthcare Lifesciences)
acoplada ao sistema de FPLC, utilizando o equipamento AKTA Prime plus (GE
Healthcare Lifesciences) previamente equilibrado em tampao HEPES 40 mM (pH 7,5)
contendo KCI 100 mM. Apés a purificacdo, as proteinas foram dialisadas overnight em
tampdo HEPES 40 mM (pH 7,5) contendo KCI 100 mM. A eficacia das purificacdes foi
avaliada por SDS-PAGE 10%.

1.4.4 Quantificacdo das proteinas

A concentracdo das proteinas foi medida por espectrofotometria a 280 nm, de
acordo com a lei de Beer-Lambert (Equacéo 1). O coeficiente de extingdo molar (g) foi
estimado utilizando a sequéncia de aminoécidos da proteina no programa Protparam.

A=egx|xC (Equagdo 1)
em que A representa a absorbancia medida, | é o passo Optico da cubeta e C é a

concentragdo da proteina.
1.4.5 Espectropolarimetria de dicroismo circular no UV distante

Para avaliar o conteddo de estruturas secundarias e garantir o controle de
qualidade das proteinas, foram feitos ensaios de espectropolarimetria de dicroismo
circular. O equipamento utilizado foi o espectropolarimetro J-815 (Jasco). Foi utilizada
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cubeta circular de quartzo de 0,2 mm contendo 15 pM de proteinas (concentracdo de
monomero), velocidade de 50 nm/min e 30 acumulagdes. O comprimento de onda
monitorado variou de 260 a 193 nm. Os dados obtidos foram analisados e normalizados
para elipticidade residual molar média (Corréa e Ramos, 2009), com o auxilio do software

OriginPro 8.0, através da Equacao 2:

[9] _ 0x100x MM (Equagéo 2)

Cxlxn
em que [0] representa a elipticidade molar residual média (graus.cm?.dmol?), MM ¢ a
massa molecular da proteina em Da, C é a concentracdo, | representa o caminho éptico
da cubeta (cm) e n € 0 numero de residuos de aminoacidos da proteina. Para a
deconvolugdo dos espectros, o software CDNN Deconvolution (http://gerald-
boehm.de/download/cdnn) foi utilizado.

1.4.6 Espectroscopia de fluorescéncia

Para avaliar a estrutura terciaria local de onde estéo inseridos os triptofanos nas
proteinas, elas (20 uM, concentracdo de mondémero) foram colocadas em microplaca de
PS com 96 pocos, fundo plano, preto (Greiner Bio-One). Em seguida, a placa foi colocada
no equipamento Varioskan Lux (Thermo Scientific) e o comprimento de onda de excitacao
escolhido foi 280 nm. Os comprimentos de onda de emisséo selecionados variaram de
298 nm a 420 nm para todas as proteinas. Para garantir a qualidade do enovelamento das
proteinas, elas foram incubadas por 1 hora em temperatura ambiente com 5 M do agente
desnaturante Gnd-HCI. Do sinal obtido, foram subtraidos os valores dos sinais
encontrados para 5 M do agente desnaturante incubado com o tampdo HEPES 40 mM
(pH 7,5) contendo KCI 100 mM.

Para cada concentracdo do agente desnaturante foi calculado o centro de massa

espectral, <>, através da Equacéo 3:
TAiFi

<A>= -
2Fi

(Equacéo 3)
em que Ai representa o comprimento de onda e Fi a intensidade de fluorescéncia no ponto.
1.4.7 Experimentos de calorimetria de titulacéo isotérmica

Para os testes de calorimetria de titulacdo isotérmica (ITC), foi utilizado o
equipamento MicroCal™ iTC200 system (GE Healthcare). Resumidamente, as proteinas
(em torno de 15 uM de Hsp90, concentracdo de dimero, e 50 uM para os DNTs) foram
dialisadas por 3 horas apds sairem da CEM, em tampao HEPES 40 mM (pH 7,5) contendo
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KCI 100 mM. Esse mesmo tampéo foi usado para o preparo das solucgdes estoque de ATP
e ADP (Sigma). Estes estoques foram preparados todas as vezes em que 0s ensaios eram
realizados, deste modo, estas solugdes eram usadas sempre frescas. O ¢ utilizado para
quantificacdo dos nucleotideos adenosina foi 15400 M.cm™. Todos os experimentos
foram feitos no dia da purificacdo das proteinas, para evitar a perda de atividade que
poderia ocorrer depois de passados alguns dias.

Esses nucleotideos adenosina em concentracdes variando de 1 a 2 mM foram
adicionados na seringa e titulados nas proteinas (que estavam na cela),
concomitantemente com concentracfes variaveis de MgCl,. No geral, foram feitas 19
titulacbes em temperatura de 25 °C, utilizando 1000 rpm e intervalos variando de 120 a
150 segundos. Os controles foram feitos usando titulagcdes de ATP e ADP em tampéo.

As condicdes de interacdo foram, quando possivel, as mais semelhantes e estdo

apresentadas nas Tabelas 3 e 4.
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Tabela 3 -Condic¢des experimentais detalhadas das titulagdes das proteinas completas e DNTs com ATP.

ATP PfHsp90 LbHsp90 hHsp90a hHsp90p yHsp82 ScHsp90 LbHsp90ON hHsp90pN yHsp82N
[Proteina] uM 15 17 15 15 17 15 50 50 50
[MgCl2] mM 2 5 2 2 5 5 5 5 5
[ATP] mM 1,5 2 1 0,75 2 2 2 2 2
Volume de injecao (uL) 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Duracéo da injecao (s) 2 4 4 2 2 2 2 2 2

Espagamento entre 150 120 150 150 150 150 150 150 150
injecdes (s)

NuUmero de injecoes 19 19 19 19 19 19 19 19 19

Fonte: Adaptado de Minari et al. (submetido).

Tabela 4 -Condi¢es experimentais detalhadas das titulagdes das proteinas completas e DNTs com ADP.

ADP PfHsp90 LbHsp90 hHsp90a hHsp90g yHsp82 ScHsp90 LbHsp90ON hHsp90pN yHsp82N

[Proteina] pM 15 15 15 15 15 15 50 50 50
[MgCl2] mM 2 2 2 2 2 2 5 2 2
[ADP] mM 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Volume de injecdo (uL) 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Duracéo da injecao (s) 2 2 2 0,8 2 2 2 2 2

Espagamento entre 120 120 120 120 120 120 120 120 120

injecdes (s)

NuUmero de injecoes 19 19 19 19 19 19 19 19 19

Fonte: Adaptado de Minari et al. (submetido).
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Os isotermogramas foram analisados com o software Microcal Origin 7.0
fornecido com o equipamento, usando o modelo “one set of sites”. O calor da interagdo
(Q) foi determinado a partir da integracdo das areas dos picos a cada injecao (ucal/seg),
que séo proporcionais ao volume da célula (Vcer), concentracéo de ligante ([L]) e variagdo
de entalpia aparente (AHapp). O calor de diluicdo do ligante foi determinado usando a
linha de base no final das titulagGes e subtraido dos dados. O Q obtido por mol de ligante
injetado foi analisado em fungdo da razdo molar entre titulante/titulado e os valores de
AH, n e Ka foram estimados pelo ajuste dos dados, realizado com auxilio do programa

Origin Microcal 7.0, segundo a equacéo 4 abaixo:

_ (PIMIAHV ey [L] 1 [L] 1\ _ el 5
Q_( 2 ){1+(n[M1)+(nKA[M]) \[ [(1+(n[M1)+(nKA[MD) (n[M])]} (Equagdo 4)

onde, [M] € a concentragdo molar do titulado e AH ¢ a variagdo de entalpia, em cal.mol™.

O programa de andlise opera supondo valores para a estequiometria (n), constante de
associacdo (Ka) e AHapp, calculando a variagcdo do calor (4Q) em cada injecdo e
comparando-o0s com o calor obtido experimentalmente para cada injegdo. Os valores de
n, Ka e AH foram entéo otimizados progressivamente por melhoria na discrepancia (Chi?)
entre a curva simulada e a experimental (Pierce et al., 1999; Leavitt e Freire, 2001).

A constante de dissociacdo (Kp) foi calculada como sendo o inverso de Ka e a
variagdo da energia de Gibbs aparente (AGapp) € varia¢do de entropia aparente (ASapp)
foram encontradas utilizando a Equacéo 5:

AG = —RTInK, = AH — TAS (Equacéo 5)
em que T é a temperatura absoluta (Kelvin) e R é a constante dos gases (cal.K™.mol™?).

Os dados mostrados representam a média de pelo menos trés titulacdes independentes.
1.4.8 Mapas de interacdo

O programa LIGPLOT (Wallace et al., 1995) foi utilizado para a construcao do
mapa de interacdo entre as proteinas e os ligantes. Deste modo, foram gerados diagramas
2D baseados nas coordenadas dos arquivos contidos no Protein Data Bank (PDB). Os
aminoacidos que interagem com os ligantes por ligacdes de hidrogénio ou contatos
hidrofobicos sdo mostrados, bem como os que séo equivalentes quando dois modelos sdo
superpostos. Foram utilizadas as estruturas 1BYQ e 3T0Z para a analise da proteina
hHsp90Na, complexada com ADP e ATP. Também foram testadas as estruturas 3U67 e

3H80 correspondentes a proteina Hsp90 de L. major complexada com ADP e AMPPNP.,
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Estas estruturas foram utilizadas porque para ambas as proteinas se encontravam no PDB

estruturas em complexo tanto com ADP quanto com ATP/AMPPNP com boa resolucao.
1.49 Experimentos de STD-RMN

Os experimentos de STD-RMN foram feitos pelo Prof. Dr. Fernando Melo e Dr.
Fabio Moraes utilizando a estrutura do Centro Multiusuario de Inovacdo Biomolecular
(IBILCE, UNESP, S&o Jose do Rio Preto).

As interacGes de ATP e ADP com as proteinas hHsp90BN, yHsp82N e LbHsp90N
foram investigadas por uma técnica baseada em ressonancia magnética nuclear, chamada
diferenca de transferéncia de saturacdo (STD- do inglés Saturation Transfer Difference)
(Mayer e Meyer, 1999) na presenca e auséncia de 800 uM MgCl,. Esses experimentos
foram feitos em um espectrometro 600 MHz 1H Bruker AVANCE Il HD (Bruker,
Alemanha), alocado no Centro Multiusuario de Inovacdo Biomolecular (CMIB) do
IBILCE/UNESP (Séo José do Rio Preto, SP).

As proteinas, apés a purificacdo na cromatografia de exclusdo molecular, foram
dialisadas overnight em tampé&o fosfato de sédio 25 mM (pH 7,4) contendo KCI 100 mM
e concentradas até 20 uM. Elas foram adicionadas com os nucleotideos adenosina (800
HMM) na presencga e auséncia de MgClz em tubos que foram levados para o equipamento.

A sequéncia de pulsos STDDIFFESGP.3, padréo do Bruker, foi utilizada para a
aquisicdo de dados da supressao do sinal da agua. Uma off-ressonancia em 20 ppm foi
feita e a saturacdo seletiva da proteina foi encontrada irradiando a proteina em 4 ppm por
2 segundos com espagcamento de 3 segundos. A supressdo da proteina foi feita utilizando-
se o filtro spin-lock de 30 ms. Cada espectro 1D passou por transformada de Fourier
usando o TopSpin 3.2, e aplicando-se um alargamento de linhas de 2 Hz. Os mesmos
fatores de fase foram usados para cada par de espectro off e on ressonancia. Os fatores de

amplificacdo (FA) foram calculados de acordo com a Equacéo 6:

AF = (Iorr—lon)

om (Equacéo 6)
em que lorr € lon representam as integrais para cada sinal dos ligantes nos experimentos
de off e on ressonancia.

Posteriormente, também foram feitos experimentos de STD com quatro proteinas
completas: hHsp90a, hHsp90B, yHsp82 e LbHsp90. As proteinas foram usadas nas
concentragdes de 10 UM, com 800 UM dos nucleotideos, também na presenga e auséncia

de 800 uM de MgCl..
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1.4.10 Simulages de dinamica molecular

As estruturas cristalograficas dos DNTs da Hsp90 de S. cerevisae, L. major e
isoforma o humana foram simuladas com ADP e ATP (Tabela 5). Por néo existir uma
estrutura cristalografica para o DNT de L. braziliensis, foi gerado pelo Prof. Dr.
Alessandro Nascimento (IFSC/USP), um modelo molecular por homologia usando o
software Modeller (Sali e Blundell, 1993) e partindo-se da estrutura cristalogréfica do
DNT de L. major como modelo (PDB ID 3H80). A validagéo deste modelo foi feita pelos
programas DOPE-score (Shen e Sali, 2006) e SAVS
(http://services.mbi.ucla.edu/SAVES/). Nas dinamicas moleculares, todas as estruturas
foram parametrizadas de acordo com o campo de forca AMBER FF14SB (Maier et al.,
2015) e os ligantes foram parametrizados com os parametros do campo de forca AMBER
(Meagher et al., 2003). Para cada um dos complexos, o protocolo de simulacdo foi
baseado na minimizacdo de energia da estrutura inicial em 500 steps do algoritmo de
descida e 500 steps do gradiente conjugado, seguido pelo aquecimento do sistema a 26,85

°C em 50 ps, mantendo o volume do sistema constante.

Tabela 5 - Referéncias das estruturas usadas para as anélises de dindmica molecular. Estruturas
cristalograficas dos DNTs da isoforma a humana, L. major, S. cerevisae e L. braziliensis com diferentes
ligantes utilizados para as analises estruturais e dindmicas moleculares, bem como o PDB ID e resolucéo
estrutural de cada uma delas.

Ligantes na

Organismo estrutura PDB ID eRSiizltlfﬁz? Referéncia
cristalogréafica
H. sapiens ADP + Mg?* 1BYQ 1,50 A (Obermann et al., 1998)
(hHsp90aN) ATP + Mg?* 3T0Z 2,19 A (Lietal., 2012)
. ADP + Mg?* 3U67 1,77 A (Pizarro et al., 2013)
L.major A MPPNP + .
(LmHsp90N) Mg?* 3H80 2,00 A (Pizarro et al., 2013)
S. cerevisiae
(yHsp82N) ADP 1AMW 1,85 A (Prodromou et al., 1997)
e ADP Modelo por - Dados néo publicados
L. braziliensis homologia
(LbHsp3O0N) ATP Modelo por - Dados néo publicados
homologia

Fonte: Adaptado de Minari et al. (submetido).

Em seguida, a densidade do sistema foi equilibrada a 1 g.cm=em 50 s com press&o
constante em 1 atm. Durante o passo de minimizacdo de energia, equilibrio do calor e
densidade, restricdes harmonicas foram aplicadas nas proteinas, ligantes e jons de Mg?*

(quando eles estavam presentes), com peso de 2 kcal.mol™2.A2. Por Gltimo, o sistema foi
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equilibrado durante 500 ps sem as restri¢Oes e as simulacdes para cada complexo foram
feitas durante 100 ns.

As simulagdes do equilibrio foram analisadas com o0 CPPTRAJ (Roe e Cheatham,
2013) e com 0 programa AmberEnergy
(http://github.com/alessandronascimento/amberenergy), para o calculo das energias de
interacdo baseadas nas simulagdes de dindmica molecular. O “Grid Inhomogeneous
Solvation Theory” (GIST) foi utilizado para analisar o papel da solvatacdo das moléculas

de dgua durante as simulacbes (Ramsey et al., 2016).
1.4.11 Ensaios de atividade ATPasica para a LbHsp90 e PfHsp90

Os ensaios de atividade ATPésica foram feitos em placas Greiner UV-Star com
as proteinas a 2 uM (concentragdo de mondmero). Foram adicionados MgCl> 5 mM e
ATP, cuja concentracdo variou de 0 a 4 mM. O tampao da dialise foi adicionado para
completar um volume total de 200 puL. As placas foram incubadas a 37 °C durante 90
minutos e o kit EnzChek® Phosphate Assay Kit E-6646 (Molecular Probes) foi usado
para a afericdo do fosfato liberado. Através desse kit, 0 MESG (2-amino-6-mercapto-7-
metil purina ribosideo) reage com o fosfato liberado pela da hidrolise do ATP e é
convertido a ribose 1-fosfato e 2-amino-6-mercapto-7-metilpurina pela acdo da enzima
PNP (purina nucleosideo fosforilase). Dessa forma, a atividade ATPasica das Hsp90 de
P. falciparum e L. braziliensis foi avaliada através da analise da concentracdo de fosfato
liberado pela hidrélise do ATP por minuto e a leitura foi realizada no leitor de placa
Varioskan Lux (Thermo Scientific) no comprimento de onda de 360 nm.

Através de uma curva padrdo, com quantidades conhecidas de Pi, pdde-se
determinar a quantidade liberada de fosfato. O valor do branco (auséncia de Hsp90) foi
descontado das duplicatas. Os valores de Km e Vmax foram obtidos utilizando-se um
fitting ndo linear da categoria sigmoidal e funcdo Hill, através do programa OriginPro
8,0. A constante catalitica (Kcat) foi determinada dividindo-se o valor de Vmax pela
quantidade de enzima total.

1.4.12 Inibicdo da atividade ATPasica por GA e radicicol

Os ensaios de inibigdo da atividade ATPasica tanto por GA quanto por radicicol
foram realizados nas placas Greiner UV-Star com as proteinas na concentracdo de 1 uM
(concentracdo de mondmero), MgCl, 5 mM, inibidores com concentragéo variando de 0
a 25 uM e a concentragdo de DMSO (no caso da GA) e etanol (radicicol) foram fixadas
a 2% (v/v). Incialmente, foi feita a incubacdo da proteina com os inibidores por 30
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minutos a temperatura ambiente. Em seguida, foi adicionado 1 mM de ATP e outra
incubacéo de 2 horas a 37 °C foi realizada. O kit EnzChek® Phosphate Assay Kit E-6646
(Molecular Probes) foi usado para a afericdo do fosfato liberado. Os dados foram fitados
como uma funcdo dose-resposta pelo programa GraphPad Prism 5 para a obtencdo do

ICso (concentragao inibitoria 50%).

1.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

1.5.1 Bioinformatica

Primeiramente, as sequéncias de aminoacidos de todas as proteinas envolvidas
neste trabalho foram encontradas utilizando 0 GenBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Em seguida, foi feita uma analise comparativa
utilizando o programa Sednterp, que evidenciou parametros como € em 280 nm, pl e
massa molecular destas proteinas. Esta analise comparativa pode ser observada na Tabela
6.

Tabela 6 - Andlise comparativa dos parametros encontrados pelo Sednterp para as proteinas. Na
tabela sdo mostrados: massa molecular, ponto isoelétrico, nimero de residuos de triptofanos, tirosinas,
cisteinas e 0 € em 280 nm. As His-tags conferidas pelos vetores foram computadas nas sequéncias porque
ndo foram posteriormente retiradas nos experimentos.

MM
Proteina (0a) pl w Y C g (M1cm?)
LbHsp90 (XP_001567804.1) 82826 5,48 5 20 10 57300
PfHsp90(XP_001348998.1) 88330 5,30 7 19 7 66810
yHsp82 (NP_015084.1) 84375 5,12 5 24 - 63260
hHsp90o (NP_005339.3) 87628 5,22 4 29 7 65210
hHsp90p (NP_031381.2) 86206 5,25 4 28 6 63720
ScHsp90 (AGC60019.1) 82284 534 7 21 5 69790
LbHsp90N (residuos 1-221) 26967 5,37 1 7 1 15930
yHsp82N ( residuos 1-220) 27612 5,65 1 7 - 15930
hHsp90BN (residuos 1-223) 27365 5,83 1 8 - 17420

Fonte: Autoria prépria.

Em seguida, as sequéncias foram alinhadas utilizando o software Clustal émega e

o resultado do alinhamento pode ser observado na Figura 6.
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Figura 6 - Alinhamento das proteinas Hsp90 de L. braziliensis, P. falciparum, S. cerevisiae, isoformas
o ¢ p humanas e Saccharum sp.. Em cinza estdo realcadas as sequéncias correspondentes aos DNTSs dessas
proteinas; em amarelo estdo residuos que interagem diretamente com 0s nucleotideos adenosina; em verde
sdo o0s residuos que interagem com os nucleotideos adenosina através de moléculas de agua; em azul sdo
residuos de Asp conservados (em yHsp82 ele é substituido por Glu) e em laranja é mostrado o lid, que é a
regido que se fecha sobre o ATP durante a dimerizacdo da proteina para a hidrélise do ATP ocorra.

LbHgp9( [ESSS========== JMTETFAFQAEINQLMSLI INTFYSNKEIFLRELISNASDACDKIRYQSLTDPSVLGEETHLRVRVVEDKANKTLIVEBNGI LVNNLGTIARSGTKAFMEALEAGGDOMSY *
PfHSpY) ======mmm-emes MSTETFAFNEDIRQLMSLI INTFYSNREIFLRELISNASDALDKIRYESITDTQRLSAEPEFFIRIIPDKTNNTLTIERSGIGMTKNDLI TIARSGTKAFMEATQASGDISM r
yHepEZ 'MASETFEFQAEITQLMSLI INTVYSNREIFLRELISNASDALDKIRYKSLSDPRQLETEPDLFIRITPRPEQKVLEIRDSGI LI IAKSGTKAFMEALSAGADVSY *

hHsp90a MPEETOTODQPMEEEEVETFAFQAETAQTMSLI INTFYSNRETFLRELISNSSDALDK TRYESLTD PSRLDSGKELHINLT PNKODRTLTIVETGI GMTKADL TTAKSGTRAFMEALOAGADTSM "
hHsp90p MPEE----- VHHGEEEVETFAFQAEIAQIMSL I INTFYSNKEIFLRELISNASDALDKIRYESLTDPSKLDSGKELKIDIIPNPQERTLTLVETGI GMTKADLINNLGT I ARSGTKARMEALOAGADISY

-

ScHsp90 "”*W”WJMRSETETFAEQAEINQLLSLIINTFYSN’KEIFLRELISHSSDALDKIRFESLTDKSKLDAQPELFIHIVPDKANNTLTII SGIGMTRSDLVNNLGTIARSGTKEFMEALAAGADVSY *
KEK Kok ok KR KKRAKE KERRERRRRAIRA* KKT REKK Kok & Cror o ke ks ok KREERR ko RKKRAKK KKK KANK: K Kokk
LbHsp90 1mIGQ SAYLV}\DRVTWSKNNSDEAYWESBRGGTFTI‘I‘SV-PESDM:KRGTRITLHLKEDQQEYLEE.RRVKELIKKEBEFIGYDIELWEKTAEKEV‘I’DEDEEEDESKKKS ——————————————
PfHsp90 mIGQ SAYLVMHVWIstDEQYMSAAGGSFTVTRDETHEKLGRGTEIILHLKEDQLEYLEEKRIRDLMHSEFISFP[KLYCERQNEREITASEEEEGEGEGEREGEEEEEMTGEDZD
yHsp82 "1GQ SLFLVADRVQVISKSNDDEQYIWESN!GGSF'TVTLDEWERIGRGTILRLELKDDQLEYLEEKRIKEVI}CRHSEWAYP[QLWTKEVEKEVPIPEEEKKDEEKKDK --------------
hHsp90a G SAYLVAEKVIVITKHNDDEQYAWESSAGGSFTVRID- ‘I‘GEPMGRGTKVILHLKEDQTEYLEERRIEIWCKHSQFIGYPI‘I‘LFV'EERDEVSDDEAEEKEDKEEEKE ————————————
hHsp90p 16O SAYLVAEKVVVITKHNDDEQYAWESSAGGSFTVRAD- HGEPIGRGTKVILHLKEDQTEYLEERRVKEVVKKHSQFIGYPITLYLEKEREKEISDDEREEEKG---EKE ------------
ScHsp90 “BIGQ SAYLVAE.RWVTTKHNDDEQYWESQAGGSFTVTRDTSGEQLGRGTKVTLYLKDDQLEYLEERRLKDLIKKHSEFISYPISLWTEKTTEEISDDEDEEDKKD ——————————————————
FhkkkRERE o Rkk. ok ok ok ok Rk k kR kA kK. Lo RER ok dkokk kRRkR Kok ook kkok. o K k. kK Lo
LbHS]JgU mmmmmmmmmmmmmee oo o HGDBGEPRVEEVTE- - - -~ GGEDKKKKIKKVKEVIKTYEVONKHKPLWIRDPKDVTKEEYAAFYKAL SN'DW'E:l:rE’ih.l\TE(J'lE'S\:’E(-i(;!LEl:"RlﬂIAF'\"PK'RAPE'].')I‘.EE'E}P‘l‘ﬂ{l‘e32
Pstpgﬂ KN.B.DESKEEN'EDEEIG(EDNEEDDNKTDHPKVEDVTEELENAEKKKKEKMIHTVEHEWEELNKQKPLWMRKPEEVTN’EEYASFYKSLTNDHEDHLAV’KHE‘SV’EGQLEE‘KBLLFIPKRAPE'DM'E'ENRJG(
yHspB2  —-mmmm--e- === = mmm= === 2D KKPKLEEVDEE--=~~~ EEKRPKTKKVKEEVQEIEELNKTKPLWTRNPSDITQEEYNAFYKSISNDWEDELYVKHFSV'EGQLEE'RAILFIPKRAPFDLFESKKK
hHsp90a - 2HEE!]'CEISEDRPI}Il?.D\i’GSDl".}EEEK]'CD{‘:]Z)I'U(KI'CI'G(I]'CER!IIDQEEI.NK'I?KPIW‘I‘RNPDDITNEE!YC-."E.FY’KSL‘TI\TDW'EDH]..A\‘"KHE‘S\."EG'QLEE‘R.‘AI.LFV'PRR.P.PE'DLE'El‘]'[i.l{l(]
hHsp90p - 2'“‘Echlf)DEEKPKIli‘.DV'G'SDlL'EDDSGKJJKKKKT]CKIl(.'l-]K‘I’ IDQEELNKTKPIWTRNPDDITQEEYGEFYKSLTNDWEDE LAVKHF SVEGQLEFRALLF I E’RRAPE‘DLFENKKK
ScHEpS0 =--------------=-------=it 2 EEGKVEDVDE----- EKEEKE]G(K]CKIICEVSHEWQLVDKQKPIWMRKPEEITEEYAAFYKSLTNDWEEHLAVKHFSVEGQLEE‘KRVLFVPKRAPFDLFDTRKK

-k ok s okE . Dok kkok ok ko okokkk hkk o kkkk JRkkkhkkrhhwok, kok-kkkkko k. k%

LbHspd0 SMRNNIKLYVRRVFIMDNCEDLCPDWLGFVKGWDSEDLPLN'I SRENLQONKILKVIRKNIVKKCLELFEEIAENKEDYKQFYEQFGKN IKLGIEEDTANREKLMELLRFYSTE SGEEMTTLKDYVTRM(PE
Pstpgﬂ ‘RNNIKLYVRRVFIMDDCEEIIPEWLNFVKGVVDSEDLPLNI SRESLQQNKILKVIKICNLI]Q(CLDM'FSELAEN'ICEN‘IIG(FIEQFSKNLKLGIHEDNAN'RTKITELLRFQTSKSGDEMIGLKEYVDRNKEN’
yHsp82 33BI‘(NNIKLl"J’RRV’E‘ITDE‘.}\E]:I]LIPE'WI-$E"J'PCIT;VV]:!.‘:\EDLPI..N'LSl’lEfIa'J:'L.QQNl(IMPW’IRPCMI‘J'l(.'i(.‘[.IEM'N'E:IMIDSE}Q[-"E!K[-"YSM"S]CN’IT(I-G\i'HEDTQN’R}\.‘M’..N(LI.IRY'NSTKSV’DEL‘TELTDYVTRMPEl-l‘ﬁ
hHspQOa Y NNIKLYVRRVFIMDNCEELIFEYLNFIRGVVDSEDLELNT SREM.QQSKILKVIRIQ]LVH(CLELFTELAEDKENIKKF!EQFS]QIIK'LG-IHEDSQN’RKKLSELLRIY‘I‘SASGDEMVSLKDYCTRMI(EN
hHsp90p S NNTKLYVRRVFIMDSCDELTPEYLNFTRGVVDSEDLELNT SREM:I'..QQSKILKVIRKNIWKCLELFSELAED!CENYKKFYEBFSWLRLGIHEDSTN'RRRLSELLRYHTSQSGDEMTSLSEWSMEf

ScHspd0 ““LNNIKLYVRRVFIMDNCEELIPEWLSFVKGIVDSEDLELNISRETLOONKI LKV IRKNLVKKCIELFFEIAENKEDYNKFYEAF SKNLKLGTKEDSTNRTKTAELLRYK S TKSGDELTS LKDYVTRMKEG ™
REkakhhRkRRR ko ko ke ckeRkRRRRRAR kR kkk hk o kddokke ckk o ok kokk: koocakdk R kR okkkokhk | kk - okkk: . ok ke Kk ok kR
LbHspd0 ““QRSIYYITCDSKKKLESSPFIEKARRCGLEVLEMIEPT DEYVMOQVKDFEDKKFACLTKEGVHFEESEEEKKQREEKKAACEKLCKTMKEVLGDKVEKVTYSERL S TSPCTLVTSEFGWSAHMEQTMRNG
PEHspY0 “OKDIYYITGESINAVSNSPELEALTKKGFEV I YMVDPIDEYAVOQLKDFDGKKLKCCTKEGLDIDDSEEAKKDFET LKAEYEGLCKV I KDVLEEKVEKVVVGQRITDS PCVLV T SEFGHSANMERIMEAG™
yHep82 ‘“Foxm‘m'rGEsmvmswwmmmvmmnpIDEYAFTQLKEFEGRTLVD1TKD-FELEETDEEKAEREKEImtEpL'rmKEILGDQVEKVWSyumuum‘cgrcwsamaxm@“”
hHsp90a “ORHIYYITGETKDOVANSAFVERLRKHGLEV T YMTEPT DEY CVOQLKEFEGKTLYSVTKEGLELPEDEEEKRKQEEKK TKFENLCKIMKD T LERKVEKYVVSNRLVTSPCC TV TS TYGHTANMERTMRAG "
hHspO0p “QKSIYYITGESKEQVANSAFVERVRKRGFEVVYMIEPIDEYCVQQLKEFDGKSLVSVTKEGLE LPEDEEEKKKMEESKAKFES LCKLMKEL LDKKVEKVT ISNRLVSSPCCIVTSTYGHTANMER IMKAC™

ScHsp90 WQNDIYYITGESKKAVENSPFLEKLKKKGYEVLM"DAIDEYAIGQLKEFEGKKLVSATKEGLKLDESEDEKKKKEELKEKFEGLCKVIKEVLGDKVEKWVSDRWDSPCCLVTGEYGWTAM‘!ERIWQS N
* o kRRKER . Lok ke . Kk cokERE | kokok: ¥ - L T . * ok oKk ckeok  ckERkR . sk ok cREckokk kR X

LbHsp90 “ALRDSSMAQYMVSKKTMEVNPDHPI IKELRRRVE - ADENDKAVKDLVF LLFDTSLLTSGFQLODPTGYAERINRMIKLGLSLDEEDEEVAEAPP- - - AEAAP- - AEVTAGTSSMEQVD

P£Hsp0 “/ALRDNGMTSYMLSKKIMEINARHPT I SALKOKAD-ADKSDRTVEDL TWLLFDTSLLTSGFALEEPTTFSKRTHRMIKL GLS IDEEENN -~ - - -~~~ DIDLPPLEETVDATDS]Q«E‘.EVDM

yHspB2 “ALRDSSMSSYMSSKKTFEISPKSPIIKELKKRVDEGGAQDKTVKDLTKLLYETALLTSGFSLDEPTSFASRINRLISLGLNIDEDEETETAPEASTA - ~-APVEE -~VPADTEMEEVD

hHsp90a " *ALRDNSTMGYMAARKHLETNPDHS T IETLROKAR - ADRNDRSVKDLVILLYE TALLSSGFSLEDPTHANR T YRMTKL.GLGIDEDDPTADD TSAAVTEEMPPLEGDD - -DTSRMEEVD

hHsp90p " ALRDNSTMGYMMAKKHLE INPDHPIVETLRQKAE - ADKNDRAVKDLVVLLFETALLS SGF SLEDPQTHSNRI YRMIKLGLGIDEDEVAAEEPNARVPDEI PPLEGDE - - DASRMEEVD '

ScHspd0 ““ALRDSSMEGYMSSKKTMEINPENATMEELRKRA - ADKNDRSVKDLVMLLFETALLTSGFSLDDPNTFGS PIHRMLKLGLS IDEDEAPEA- -~~~ DTDMPPLEDD--AGESKMEEVD
T PL IR T INE TNT PO L TP T TR T T TN TR PRI LT AN POT S S SRR T2 BT T * Lok K

Fonte: Adaptado de Minari et al. (submetldo)

Usando as sequéncias, foram construidas tabelas da identidade de sequéncia entre

as proteinas Hsp90 ort6logas, tanto completas quanto somente os DNTs (Tabelas 7 e 8).
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Tabela 7- Identidade de sequéncias entre as Hsp90 de diferentes organismos. As Hsp90 ort6logas de
S. cerevisiae, L. braziliensis, P. falciparum, Saccharum sp. ¢ isoformas o ¢ p humanas apresentam
identidade que varia entre 60% e 70%.
Proteina yHsp82 LbHsp90 hHsp90a hHsp90p PfHsp90 ScHsp90
yHsp82  100% - - - - -
LbHsp90 62% 100% - - - -

hHsp90o,  62% 65% 100% - - -
hHsp90p  63% 64% 87% 100% - -
PfHsp90  62% 65% 68% 68% 100% -
ScHsp90  66% 67% 72% 71% 73% 100%

Fonte: Autoria propria.

Tabela 8 - Identidade de sequéncias do DNT da Hsp90 de S. cerevisiae, L. braziliensis, L. major e
isoforma p humana. A identidade de sequéncias para o DNT da Hsp90 desses organismos varia entre 66%
e 94%.

Dominio N-terminal yHsp82N LbHsp90N LmHsp90N hHsp90pN

yHsp82N 100% - -
LbHsp90N 66% 100% - -
LmHsp90N 68% 94% 100% -
hHsp90pN 69% 70% 71% 100%

Fonte: Autoria propria.

Portanto, pode-se notar que a identidade entre essas proteinas € bastante alta, em
torno de 60% a 70% para as proteinas completas e, para 0 caso dos dominios das humanas
e para as de L. major e L. braziliensis, por exemplo, ela chega até a 94%. Estes valores
mostram que o desenvolvimento de inibidores seletivos é um desafio, uma vez que eles
interagem com afinidades semelhantes com as Hsp90 ort6logas devido a poucas
diferencas nas estruturas destas Gltimas. Além disto, os residuos de aminoacidos

envolvidos na interacdo com os nucleotideos sdo conservados (Figura 6).
1.5.2 Expressao e purificacao

Apds a andlise de sequéncias, as proteinas foram expressas e purificadas. O ultimo
passo das purificacdes foi a CEM preparativa usando a coluna Superdex 200 26/60 (GE
Healthcare Life Sciences). As proteinas completas foram eluidas no volume aproximado
de 180 mL, enquanto os DNTs eluiram em torno de 240 mL, como pode ser observado
na Figura 7. Logo, foram observados picos referentes ao volume morto da coluna em
torno de 120 mL e um segundo pico referente as proteinas, que foi coletado e utilizado
para 0s SDS-PAGE. A proteina de Saccharum sp. foi a excecao, pois foi eluida em um
volume de aproximadamente 215 mL (Figura 7B), sugerindo uma estrutura mais

compacta em relacao as demais Hsp90.
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Figura 7 - Cromatogramas das eluicBes na coluna de cromatografia de exclusdo molecular das
proteinas e 0s DNTs. A) Cromatogramas da purificagdo das proteinas hHsp90a, hHsp90B ¢ LbHsp90. B)
Cromatogramas das proteinas yHsp82, ScHsp90 e PfHsp90. C) Cromatogramas da purificacdo das
proteinas yHsp82N, LbHsp90N e hHsp90BN. Os picos utilizados para os experimentos estéo indicados por
setas.
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A eficacia das purificacbes foi avaliada através de SDS-PAGE 10% para as
proteinas completas e SDS-PAGE 15% para os DNTs. Em todos os casos, as proteinas
foram obtidas com alto grau de pureza. As proteinas completas sdo observadas como
bandas de aproximadamente 90 kDa e os dominios, aproximadamente 26 kDa (Figura 8).

Figura 8 - SDS-PAGE das fragdes das purificagdes das proteinas. Para as proteinas completas, o SDS-
PAGE 10% foi usado, e para os dominios, SDS-PAGE 15%, todos corados com coomassie blue. Em todos
0s casos, MM representa 0 padrdo de massa molecular; 1- Fra¢do ndo induzida; 2- Fracdo induzida; 3-
Sobrenadante; 4- Eluato da cromatografia de afinidade ao niquel; 5- Eluato da cromatografia de exclusdo
molecular. A) hHsp90a, B) hHsp90p, C) yHsp82, D) PfHsp90, E) LbHsp90, F) ScHsp90, G) LbHsp90N,
H) yHsp82N e I) hHsp90pN.
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Fonte: Autoria prdpria.

Apos as purificacbes, a concentracdo das proteinas foi medida por
espectrofotometria a 280 nm utilizando os coeficientes de extingdo molar mostrados na

30



Tabela 6. Em média, as proteinas completas apresentaram rendimento médio variando de
4-8 mg de proteina por litro de cultura. Os dominios apresentaram rendimento médio que

variou de 13 a 15 mg por litro de cultura.
1.5.3 Espectropolarimetria de dicroismo circular

Com o objetivo de fazer o controle de qualidade e mensurar os tipos de estruturas
secundarias presentes nas proteinas, foram feitos testes de espectropolarimetria de
dicroismo circular no UV distante. Os dados foram compilados e estdo representados na

Figura 9 e Tabela 9.

Figura 9 - Analise da estrutura secundéria por espectropolarimetria de dicroismo circular. Os
experimentos foram feitos com as proteinas na concentra¢do de 15 uM. A) hHsp90a, hHsp90B e LbHsp90.
B) Hsp82, PfHsp90 e ScHsp90. C) LbHsp90N, yHsp82N e hHsp90BN.
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Fonte: Autoria propria.

Tabela 9 — Resultados da deconvolugéo dos espectros de CD. Os espectros obtidos foram analisados
pelo software CDNN Deconvolution, que fez a predi¢do de estruturas secundarias presentes em cada uma
das proteinas.

Proteina a-hélice (%0) Folhas p (%)
hHsp90a 33 17
hHsp90p 33 17
yHsp82 34 16
PfHsp90 34 17
LbHsp90 34 17
ScHsp90 39 14
LbHsp90N 36 16
yHsp82N 35 16
hHsp90BN 33 17

Fonte: Autoria prépria.

Pode-se observar que todas as proteinas apresentaram em torno de 33-39% de a-
hélices e aproximadamente 17% de folhas B. Estes valores sdo compativeis com o0s
encontrados na literatura para esta familia de proteinas (Meyer et al., 2003; Ali et al.,
2006; Da Silva et al., 2013; Silva et al., 2013b).

1.5.4 Espectroscopia de fluorescéncia

A espectroscopia de fluorescéncia foi utilizada para verificar a presenca de
estruturas terciarias locais de onde estdo inseridos os triptofanos das proteinas. Os

espectros de fluorescéncia podem ser observados na Figura 10.
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Figura 10- Espectroscopia de fluorescéncia das proteinas. O Xexc escolhido foi 280 nm e os
experimentos foram feitos na presenca e auséncia de 5 M de Gnd-HCI. A) hHsp90a; B) hHsp90pB; C)
yHsp82; D) PfHsp90; E) LbHsp90; F) ScHsp90; G) LbHsp90N; H) yHsp82N e 1) hHsp90pN.
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Fonte: Autoria prépria.

Os dados foram analisados conforme o que foi descrito na se¢cdo materiais e
métodos. O Amax € 0 <A>foram calculados na presenca e auséncia de 5 M de Gnd-HCl e
estéo representados nas Tabelas 10 e 11.
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Tabela 10- Espectroscopia de fluorescéncia para as proteinas na auséncia de Gnd-HCI com excitagéo
em 280 nm. A tabela mostra o <A> ¢ 0 Amax para as proteinas hHsp90a, hHsp90p, yHsp82, PfHsp90,
LbHsp90, LbHsp90N, ScHsp90, yHsp82N e hHsp90pN.

Proteina <)> (nm) Amax (nm)
hHsp90a 337,3%£0,1 3111
hHsp90pB 337,3+0,1 312+1
PfHsp90 341,5+0,1 331+1
LbHsp90 337,2x0,1 3191
yHsp82 335,6 +0,1 314+1
ScHsp90 340,3+0,2 329+1
yHsp82N 322,1+0,1 3071
LbHsp9ON 3222+0,1 3061
hHsp90BN 329,2+0,3 312+1

Fonte: Autoria propria.

Tabela 11 - Espectroscopia de fluorescéncia para as proteinas na presen¢a de 5 M de Gnd-HCI com
excitacdo em 280 nm. A tabela mostra o <A> e 0 Awmax para as proteinas hHsp90a, hHsp90pB, yHsp82,
PfHsp90, LbHsp90, ScHsp90, LbHsp90N, yHsp82N e hHsp90pN.

Proteina + 5 M Gnd-HCI <> Amax (nm)
hHsp90a 342,4+£0,1 344 +1
hHsp90p 342,1+0,1 343+ 1
PfHsp90 349,1+0,1 3451
LbHsp90 346,2+0,1 344 +1
yHsp82 345,0+0,1 344 + 1
ScHsp90 350,2+0,1 3461
yHsp82N 342,7+0,1 343+ 1

LbHsp90ON 343,7+£0,2 3431
hHsp9OBN 341,4+0,2 343+ 1

Fonte: Autoria propria.

Os valores obtidos para a proteina de L. braziliensis estdo de acordo com (Silva et
al., 2013), mostrando que o triptofano presente do dominio N-terminal desta proteina
encontra-se enterrado. O mesmo acontece para as proteinas hHsp90BN e yHsp82N. Para
as proteinas completas, os valores indicam que, na média, os triptofanos encontram-se
parcialmente expostos ao solvente. No entanto, devido a excitacdo em 280 nm, alguns
dos espectros de emissdo de fluorescéncia mostram a influéncia consideravel das
tirosinas, que sdo numerosas (>20) em varias das Hsp90 estudadas.

Na presenca do agente desnaturante, os picos sofreram supresséo de fluorescéncia
e deslocaram-se para comprimentos de onda maiores, indicando que as proteinas se
desnaturaram, expondo os triptofanos ao solvente. Desse modo, pode-se concluir que as

proteinas estavam enoveladas, apresentando estrutura terciaria local.
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1.5.5 Experimentos de calorimetria de titulacéo isotérmica

A calorimetria de titulacdo isotérmica foi utilizada para a obtencdo de parametros
termodinamicos da interacdo das seis diferentes Hsp90s, bem como 3 DNTSs de algumas
delas, com os ligantes ATP e ADP. Os isotermogramas das interacfes podem ser

observados na Figura 11.

Figura 11 - Isotermogramas obtidos através da calorimetria de titulagéo isotérmica para diferentes
proteinas. A) Interacdo da hHsp90a com ATP, B) Interagdo da hHsp90a com ADP, C) Interagdo da
hHsp90B com ATP, D) Interagdo da hHsp90fB com ADP, E) Interacdo da yHsp82 com ATP, F) Interacéo
da yHsp82 com ADP, G) Interacdo da PfHsp90 com ATP, H) Interacdo da PfHsp90 com ADP, 1) Interacéo
da LbHsp90 com ATP, J) Interacdo da LbHsp90 com ADP, K) Interacdo da ScHsp90 com ATP, L)
Interacdo da ScHsp90 com ADP, M) Interagdo da LbHsp90ON com ATP, N) Interagdo da LbHsp90N com
ADP, O) Interacdo da yHsp82N com ATP, P) Interacdo da yHsp82N com ADP, Q) Intera¢cdo da hHsp90BN
com ATP, R) Interacdo da hHsp90pN com ADP, S) Isotermograma tipico da interacdo do tamp&o Hepes
40 mM (pH 7,5) contendo KCI 100 mM, com ATP e ADP. O inserto apresenta 0os melhores pardmetros de
ajuste obtidos para a replicata experimental/biologica.
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Primeiramente, é importante abordar a escolha do uso de ATP em vez de um

anélogo ndo hidrolisdvel, uma vez que um calorimetro de titulagdo isotérmica também

pode ser usado para monitorar a cinética de enzimas (Todd e Gomez, 2001; Bianconi,
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2003). Quando usado desta maneira, o calor (Q) envolvido na conversdo de n moles do
substrato (S) em produto (P) pode ser expresso como Q = nAH = [P]rotaVcelAH, onde AH
é a entalpia da reagdo (em cal.mol? de S). Portanto, a quantidade de Q gerada pode
representar a presenca de catalise enzimatica. No entanto, para este célculo, a atividade
enzimaética precisa ser maior do que 0,007 umol.L ™ .mol.seg™? (0,42 pumol Lt min™) em
10% da Vmax (Todd e Gomez, 2001), o que € muito maior do que os valores relatados
para as Hsp90 devido a sua baixa atividade ATPasica (Pallavi et al., 2010; Krukenberg et
al., 2011; Silva et al., 2013a; Silva et al., 2018) e monitorados aqui. Além disso,
experimentos de ITC com Hsp90s e DNTs também indicaram que sob condicdes
similares, houve uma maior liberagéo de calor em titulagbes com ADP do que naquelas
com ATP. Além disso, as titulacGes de ATP com constru¢des dos DNTS, que ndo possuem
atividade ATPasica, produziram valores similares aos das proteinas completas. Assim, a
hidrolise de ATP realizada pelas Hsp90s nas condicOes testadas seria inexistente ou
despresivel, produzindo calor semelhante ao da linha de base (Borges e Ramos, 2006;
Dores-Silvaetal., 2015). O controle de qualidade feito para o ATP, para 0 monitoramento
da hidrolise espontanea, foi realizado antes dos experimentos (dados ndo mostrados).Os
dados mostraram que todas as interacdes entre proteinas e ligantes foram exotérmicas
(picos negativos), diferentemente do comportamento do tampéo, que é endotérmico
(picos positivos). Também se observa que a interagdo com ADP é mais exotérmica do
que a interacdo com ATP. Para cada uma das proteinas, a média de pelo menos 3
experimentos foi realizada considerando replicatas experimentais e/ou bioldgicas e,
juntamente com a Equacdo 5, os parametros das Tabelas 12 e 13 foram determinados para
as interacdes com ATP e ADP, respectivamente, e os resultados sdo mostrados na Figura
12.

Tabela 12- Parédmetros termodinamicos obtidos por calorimetria de titulagdo isotérmica para as
interacGes das diferentes proteinas com ATP.

Proteina AH K AG
com ATP n (kealmol)  (10°molL?)  (kealmoly Ko (HM)
hHsp90u  35+03  -25%04 65+ 8 66401 15020
hHsp90R ~ 2,8+0,8 23401 7243 66401 14005
yHsp82 ~ 35+05  -25+04 90 +7 68+01 11,7404
LbHsp90  35+05  -0,9+02 52+5 64401 19020
PfHSPA0  2,9+04  -48%0,2 90 + 20 66402 12,050
ScHsp20  40+0,9  -38+03 47+3 64401  21,0+10
hHSp9OBN  1,8+04  -22+0,1 19+5 58402  60,0+10,0
yHsp82N  23+03  2,5+04 24+5 60401 4004100
LbHsp9ON  1,7+04  -1,1%0,3 40 + 20 62403  30,0+10,0

Fonte: Adaptado de Minari et al. (submetido).
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Tabela 13 - Parametros termodinamicos obtidos por calorimetria de titulacdo isotérmica para as
interacGes das diferentes proteinas com ADP.

Proteina n AHapp Ka AGapp Kb
com ADP (kcal.molt) (103.mol.L?Y) (kcal.mol?) (LM)
hHsp90a 1501 -144x04 200 = 30 -7,2%£0,1 52+0,8
hHsp90R 20+£05 -150+2,0 180 £ 10 -7,2%£0,1 56+04
yHsp82 24+03 -92+£08 200+ 9 -7,2%£0,1 50+£04
LbHsp90 24+02 -10,0£0,3 45+ 4 -6,3x0,1 22,0£20
PfHsp90 24+02 -94+03 470 £ 50 -7,7x0,1 2,0x0,2
ScHsp%0  2,7+05 -8,0+0)9 120 £ 20 -6,9+0,1 9,0£20
hHsp9OBN 1,0+0,2 -21,0+£2,0 200 £ 40 -7,2+0,2 50x1,0
yHsp82N 09+0,1 -140%+1,0 230 £ 70 -7,3+0,2 50x£1,0
LbHsp9ON 1,1+0,1 -9,2%+0,9 9010 -6,8 £ 0,1 120+2,0

Fonte: Adaptado de Minari et al. (submetido).

Como esperado, as estequiometrias para as interacdes com ADP foram de
aproximadamente 2 para todas as Hsp90s, que sdo dimeros, e foram aproximadamente 1
para 0s DNTs, que sdo mondmeros. Por outro lado, nas interacbes com ATP, as
estequiometrias com as proteinas completas foram maiores do que 3, sugerindo a possivel
existéncia de um segundo tipo de sitio de ligacdo de ATP na estrutura das Hsp90s.
Existem algumas hipéteses para a existéncia deste sitio de ligacdo de ATP no dominio C-
terminal das Hsp90 (Marcu et al., 2000; Garnier et al., 2002). No entanto, acreditamos
que nossos resultados foram devido as condicdes de titulacdo, que envolveram altas
concentracdes de ATP, causando assim ligacGes ndo especificas. As titulacdes de ATP
com os DNTs, que sdo mondmeros, também mostraram uma estequiometria de
aproximadamente 2. Com relacdo as tentativas de ajuste das curvas de ITC por modelos
de dois sitios de ligacao independentes, estas ndo resultaram em melhorias adicionais nos
parametros de ajuste (dados ndo mostrados).

E importante considerar que os experimentos realizados por Garnier e
colaboradores (Garnier et al., 2002) foram realizados com menor forga idnica, 0 que
poderia favorecer a interacdo do ATP com o dominio C-terminal da Hsp90. Além disso,
estes experimentos indicaram que o AHapp para a interagdo do ATP com o sitio de ligagéo
do C-terminal foi cerca de 4 vezes menor do que com a proteina completa. Portanto, se
tal interagdo ocorresse em nossos experimentos, a interagdo ndo produziria calor
suficiente para alterar o perfil da curva nas titulacdes calorimétricas realizadas aqui. Deste
modo, os valores de AHapp detectados devem ter origem principalmente do local de

ligacdo de nucleotideos no DNT.
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Figura 12- Assinaturas termodinamicas das proteinas e DNTs com os nucleotideos adenosina ATP e
ADP. A) Assinatura termodindmica para as interacfes das proteinas completas com ATP. B) Assinatura
termodinamica para as interaces das proteinas completas com ADP. C) Assinatura termodinamica para as
interacGes dos DNTs com ATP. D) Assinatura termodindmica para as interacdes dos DNTs com ADP.
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Observando as Tabelas 12 e 13, e a Figura 12, pode-se notar que 0 AGapp foi
semelhante em todos os casos, variando de 5,8 a 7,7 kcal.mol™. O perfil de interacdo das
proteinas completas com ATP foi similar ao obtido com as interacbes de ATP com 0s
DNTSs. Ou seja, as assinaturas termodinamicas semelhantes para interacdes de ATP com
0s DNTs e com as proteinas completas hHsp90p, yHsp82 e LbHsp90 (Figura 12A e 12C)
indicam que os eventos medidos podem estar intimamente relacionados unicamente a
interacdo do ATP com o DNT. Portanto, as alteragdes conformacionais desencadeadas
pela ligacdo do ATP & Hsp90, que leva a estados intermediarios, provavelmente nédo
produziram calor suficiente durante o tempo das medi¢Ges do calorimetro ou foram
despreziveis, uma vez que a ligacéo do ligante ocorreu no sitio de ligagdo do nucleotideo.

A literatura mostra que o ciclo molecular de Hsp90 é direcionado pela ligacéo e hidrdlise
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de nucleotideos e que as mudancas conformacionais durante este ciclo sdo limitadas no
tempo (Hessling et al., 2009; Ratzke, Berkemeier, et al., 2012). Assim, a contribuicdo das
mudangas conformacionais do ciclo das Hsp90 para o calor liberado foi provavelmente
desprezivel.

Por outro lado, os perfis de interacdo das proteinas com ADP foram em grande
parte impulsionados pela entalpia, com existéncia de penalidades entropicas para estas
interacbes tanto nas proteinas completas quanto para os DNTs (Figura 12B e 12D).
Normalmente, uma penalidade entropica surge de um, ou mais do que um, dos seguintes
eventos: 1) aprisionamento de 4gua; 2) interacdo com o ligante; 3) enrijecimento da cadeia
lateral dos aminoacidos no local de ligacdo; 4) alteracdes conformacionais da proteina
devido a ligacdo do ligante, entre outros (Jelesarov e Bosshard, 1999; Ladbury et al.,
2010). Adicionalmente, a ligacdo do ADP com as Hsp90 completas e com as construcdes
dos DNTs produziu contribui¢des entalpicas e entropicas variaveis (Tabela 13), indicando
diferencas sutis nos mecanismos de interacéo e/ou rearranjos conformacionais na ligagéo
ADP:Mg?*. Esta observacio sugere que a seletividade do ligante para as Hsp90 de
protozoarios sobre as Hsp90 humanas pode ser mais facilmente alcancada utilizando-se
analogos do estado Hsp90-ADP.

Nas interagdes com o ligante ADP, a contribuigdo entélpica foi favoravel,
divergindo da contribuicdo entrépica, que é desfavoravel. Observando o valor de Kp,
pode-se deduzir que as proteinas possuem uma afinidade maior pelo ADP do que pelo
ATP, sendo a diferenca de aproximadamente 3-10 vezes. Porém, in vivo, a concentracdo
de ATP € 1 a 2 ordens de grandeza maior do que ADP e isto indica que as proteinas devem
estar preferencialmente ligadas ao ATP, apesar da maior afinidade por ADP.

1.5.6 Mapas de interacdo (Ligplot)

A fim de tentar compreender o porqué das diferencas observadas nos
experimentos de ITC, o programa Ligplot foi utilizado para avaliar, nas estruturas
cristalograficas de complexos entre DTNs com ADP e ATP, tanto os residuos envolvidos
na interacdo com os nucleotideos adenosina quanto as moléculas de 4gua que participam
do processo.

As estruturas usadas para a analise das mudancas conformacionais foram PDB ID
1BYQ e PDB ID 3T0Z para o DNT da isoforma o humana (Hsp90aN) em complexo com
ADP e ATP, respectivamente. Também foram avaliadas as estruturas PDB ID 3U67 e
PDB ID 3H80 para 0 DNT da Hsp90 da L. major em complexo com ADP e AMPPNP,
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respectivamente. Estas estruturas foram escolhidas pois s&o as Unicas disponiveis no PDB
com boa resolucdo e que mostravam os complexos das proteinas tanto com ADP quanto
com ATP ou AMPPNP (um analogo ndo clivavel).

A Figura 13 mostra os resultados das analises utilizando o Ligplot. Os pontilhados
mostram ligacdes de hidrogénio e os circulos vermelhos, interac6es hidrofébicas. Como
pode ser constatado na figura, a rede de interagOes tanto para as interagdes com ATP
quanto as com ADP séo bastante similares. As Figuras 13A e Figura 13C mostram que 0
fosfato y apresenta interacdes que ndo sdao observadas nos complexos com ADP (Figura
13B e 13D). Deste modo, seria esperado um custo entropico para 0 ATP devido a essas
interagBes eletrostaticas adicionais, 0 que ndo vai ao encontro com os dados de ITC.
Entdo, provavelmente uma compensacdo entrOpica-entélpica esta ocorrendo nas
interacdes observadas.

Com relacdo as moléculas de dgua, ha 7 moléculas perto do ADP participantes de
ligacGes de hidrogénio para a hHsp90aN (Figura 13B), as quais ndo sdo observadas para
0 ATP (Figura 13A). O mesmo acontece para a LmHsp90N em complexo com ADP
(Figura 13D), em que sdo observadas 5 moléculas de &gua adicionais que nao estdo
presentes na interacdo com ATP. Estas moléculas sdo observadas na Figura 13 circuladas
em verde.

Os dados sugerem que poderiam ser essas moléculas adicionais, uma vez
aprisionadas com o ADP, as causadoras das diferencas nas assinaturas termodinamicas
observadas por ITC. Entretanto, a resolucdo das estruturas cristalograficas, que € de 1,5
A para a estrutura 1BYQ; 2,19 A para a estrutura 3T0Z; 1,77 A para 3U67 e 2 A para
3H80, ndo permite que uma conclusdo concreta seja estabelecida. Para isto, recorreu-se a

dindmica molecular, conforme descrito adiante.
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Figura 13 - Mapa de interacdo das interages entre os nucleotideos adenosina e as proteinas
LmHsp90N e hHsp90aN. As moléculas de dgua sdo representadas por esferas azuis e os fons Mg?* por
esferas verdes. A) e B) 2D da interagdo dos DNTs de hHsp90a com ATP e ADP, respectivamente. C) e D)
2D da interacdo dos DNTs de LmHsp90 com AMPPNP e ADP, respectivamente.
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1.5.7 Avaliacéo das interacOes atraves de STD- RMN

A ressonancia magnética nuclear do tipo STD (do inglés: Saturation Transfer

Difference: diferenca de transferéncia de saturacdo) é bastante utilizada em casos em que

se deseja obter informagOes sobre interacdo, uma vez que ela é capaz de mostrar 0s

epitopos de interacdo entre macromoléculas e moléculas menores que estdo em regime

de troca répida. Deste modo, é revelado o grau de proximidade de alguns atomos do
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ligante no sitio de interacdo das proteinas e obtém-se informac6es em nivel atbmico a
respeito desta interacdo (Angulo et al., 2010).

O experimento baseia-se em irradiar seletivamente a proteina e, por “Nuclear
Overhauser Effect” (NOE), a transferéncia da saturacdo é detectada nas moléculas
menores que estdo interagindo com a proteina. Em outras palavras, quando a interacdo da
proteina com o ligante ocorre, a magnetizagdo é transferida da proteina para os &tomos
do ligante, o que pode ser observado como espectro diferencial. Deste modo, os sinais
dos atomos dos ligantes (que estdo interagindo com um grau de proximidade maior com
a proteina) sdo comparados ao espectro de referéncia e assim as informacGes das
interacdes sdo reveladas (Mayer e Meyer, 2001; Angulo et al., 2010).

Neste estudo, o STD foi a técnica eleita para aprofundar os conhecimentos a
respeito da interacdo tanto das proteinas completas quanto os DNTs com os nucleotideos
adenosina, na presenca e auséncia de Mg?*. Desse modo, buscou-se entender a base
molecular dessas interacdes considerando os contatos hidrofébicos mediados por prétons
e se a interagdo entre ATP e ADP com os DNTSs apresentam diferencas significativas.

A Figura 14 mostra os resultados obtidos para avalia¢do da ligacdo de ATP e ADP
com as proteinas hHsp90BPN, yHsp82N e LbHsp90N na presenca e auséncia de Mg?*.
Cada sinal nos espectros é atribuido a um atomo do ligante (respresentado por algarismos
romanos). O fator de amplificacdo (FA) é representado como um ndmero perto dos
atomos dos ligantes. A porcentagem de ampliacio da magnetizacdo na presenca de Mg?*

€ mostrada entre parénteses.
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Figura 14 - Avaliacdo da ligacdo de ATP e ADP com as proteinas hHsp90pN, yHsp82N e LbHsp90N
por RMN. A) Ligacdo de ATP e B) ADP com a hHsp90BN na presenca e auséncia de Mg?*. C) Ligagdo
de ATP e D) ADP com a yHsp82N na presenca e auséncia de Mg?*. E) Ligacdo de ATP e F) ADP com a
LbHsp90N na presenca e auséncia de Mg?*.
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Fonte: Adaptado de Minari et al. (submetido).

A STD permitiu a visualizacdo de como os ligantes ATP e ADP interagem em um
mesmo DNT de uma mesma Hsp90 e também a comparagdo da interacdo em diferentes
DNTs de ort6logas. A técnica foi capaz de monitorar a transferéncia de magnetizacao
para 0s mesmos trés protons no ATP (Figura 14 A, Ce E) e no ADP (Figura14B,D e
F).

Para a hHsp90BN (Figura 14 A e B), os atomos de hidrogénio ligados ao C2 (I1)
e C8 (I), da adenina, e 0 C1’ (III), da ribose, receberam magnetizacdo da proteina (Tabela
14). Com a yHsp82N e a LbHsp90N, os resultados foram semelhantes. Para a hHsp90pN,
a interacio com ATP se mostrou sensivel ao Mg?*, o que aumentou a transferéncia de
magnetizacdo em até 300%. Ja com ADP ndo houve alteracdo significativa no valor. A
yHsp82N apresentou comportamento semelhante, ja que todos os sinais observados da
interagdo com ATP mostraram-se também sensiveis ao Mg?*. Ja a LbHsp90N mostrou
comportamento diferente das demais, uma vez que tanto a interacdo com ATP quanto
com ADP mostraram-se sensiveis aos fons Mg?*, o que aumentou a transferéncia de
magnetizacdo em ambos 0s casos. Porém, para o0 ATP em 8,12 ppm, ela ancalcou perto
de 900% enquanto o ADP apenas 140%. Este resultado mostra que existem diferencas

nos mecanismos de liga¢do dos nucleotideos com estas proteinas.
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Tabela 14- Sinais de magnetizacao obtidos nos experimentos de ressonancia magnética nuclear.

Proteina hHsp90pN yHsp82N LbHsp90N
Ligante ATP ADP ATP ADP ATP ADP
Presenca de
Mg?* Ndo | Sim | N& | Sim | Ndo | Sim | N&o | Sim | Ndo | Sim | N&o | Sim
é (ppm) | 8,119 | 8,119 | 8,117 | 8,117 |} 8,119 | 8,119 | 8,117 | 8,117 |} 8,119 | 8,119 | 8,117 | 8,117
TE STD-FA | 0,678 | 2,740 | 1,739 | 1,677 | 0,019 | 0,097 | 0,040 | 0,040 ]| 0,009 | 0,085 | 0,026 | 0,063
@ % FA* + 304 -4 +419 0 +893 +121
_ & (ppm) | 8,402 | 8,402 | 8,396 | 8,396 | 8,402 | 8,402 | 8,396 | 8,396 ] 8,402 | 8,402 | 8,396 |8,396
TE STD-FA | 0,172 | 0,569 | 0,351 | 0,433 ] 0,005 | 0,027 | 0,009 | 0,011 } 0,004 | 0,020 | 0,007 | 0,013
» % FA* +230 +23 + 533 + 14 +432 +79
_ & (ppm) | 5,994 | 5994 | 5999 | 5,999 | 5,994 | 5,994 | 5,999 | 5,999 | 5,994 | 5,994 | 5,999 |5,999
T:U STD-FA | 0,332 | 0,621 | 0,469 | 0,579 ] 0,004 | 0,031 | 0,014 | 0,015 } 0,003 | 0,022 | 0,009 | 0,019
'% % FA* + 96 +23 + 649 +6 + 628 +121

*% FA: Diferenca do fator de amplificagdo em porcentagem devido a presenca de Mg?* em relacéo a sua
o B (FA ygz+ — FA_yyg2+)

auséncia %FA = 100 = /FA_Mgz+

Fonte: Adaptado de Minari et al. (submetido).

Observando a Tabela 14, pode-se verificar que na presenca de ADP e auséncia de
Mg?*, os FA sdo maiores do que os apresentados para o ATP, indicando assim que a
afinidade dos DNTs é maior pelo ADP (dado convergente aos apresentados no ITC).
Além disso, na presenca de ATP com Mg?*, os FA tiveram os valores aumentados, ou
seja, houve um aumento da transferéncia de magnetizacdo, o que realgca o importante
papel deste ion para a interacdo, papel este que também poOde ser observado nos
experimentos de ITC, em que algumas interacdes s6 ocorriam na presenca deste (Garnier
et al., 2002).

Para 0 ADP, este aumento nos FA na presenca de Mg?* também foi observado,
porém em um grau inferior ou até inexistente. Vale ressaltar que os ions Mg?* coordenam
o trifosfato do ATP dentro do sitio de interacdo deste ultimo nas Hsp90, sendo
importantes na hidrélise realizada pela proteina. Diferentemente do que ocorre com 0
ADP, que nédo possui o fosfato y (Li et al., 2012).

Para os experimentos de STD com algumas das proteinas completas (isoformas o
e p humanas, LbHsp90 e yHsp82) foram utilizadas condi¢bes semelhantes as usadas para
os DNTSs, ou seja, ligantes ATP e ADP na presenca e auséncia de ions Mg?*. A Tabela 15

mostra o FA para cada um dos experimentos para todas as condi¢des testadas.
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Tabela 15 - Sinais de magnetizacdo obtidos nos experimentos de ressonincia magnética nuclear para as proteinas hHsp90a, hHsp90p, LbHsp90 e yHsp82. Séo
mostrados os fatores de amplificacdo nas interacOes das proteinas com ATP e ADP, na presenca e auséncia de Mg?*.

Proteina hHsp90a hHsp90p LbHsp90 yHsp82

Ligante ATP ADP ATP ADP ATP ADP ATP ADP
Presenca de Mg?* Nao Sim Nao Sim Nao Sim Nao Sim N&o Sim N&o Sim N&o Sim Nao Sim

& (ppm) 8,3892 | 8,3892 | 8,3892 | 8,389 | 8,3875 | 8,3875 | 8,3875 | 8,3875 | 8,3918 | 8,3918 | 8,3918 | 8,3918 | 8,3895 | 8,3895 | 8,3895 | 8,3895

TE STD-FA 3,12 5,15 5,74 2,26 2,67 4,24 5,22 2,32 1,95 3,45 3,28 2,35 3,37 3,80 6,64 1,91
@ % FA* 65 -61 59 -55 77 -28 13 71
_ & (ppm) 8,1187 | 8,1187 | 8,1187 | 8,1187 | 8,1179 | 8,1179 | 8,1179 | 8,1179 | 8,1198 | 8,1198 | 8,1198 | 8,1198 | 8,1162 | 8,1162 | 8,1162 | 8,1162
TE STD-FA 8,68 13,00 11,94 5,92 7,39 11,13 12,23 6,29 5,44 8,99 8,69 6,71 9,36 10,74 16,70 6,78
Z % FA* 50 -50 51 -49 65 -23 15 -59
_ é (ppm) 5,9934 | 5,9934 | 59934 | 59934 | 59976 | 59976 | 5,9976 | 59976 | 5,9983 | 5,9983 ] 5,9983 | 5,9983 | 5,9931 | 5,9931 | 5,9931 | 5,9931
c—=5 STD-FA 411 8,43 7,3 2,66 3,44 6,37 5,45 2,99 2,59 5,25 4,56 3,25 4,39 5,83 8,22 3,41
'UE) % FA* 100 -63 85 -45 103 -29 33 -59

. S x A FA —FA_
*9% FA: Diferenca do FA em porcentagem devido a presenca de Mg?* em relacdo a sua auséncia %FA = 100 = (FA g2t Mg2+)/FA a2t
-Mg

Fonte: Autoria propria.
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Os resultados indicam que todas as proteinas completas testadas apresentam o
mesmo comportamento entre elas. Os FA aumentaram devido a presenca de ATP e Mg?*.
Esse mesmo resultado é convergente com observados para os DNTSs destas proteinas. Ao
contrario do que ocorre com o ADP, em que o FA diminuiu devido a presenca de Mg?*,
que pode ser devido ao fato de que as proteinas possuem uma afinidade maior pelo ADP,
0 que pode gerar uma limitacdo para essa técnica, que depende de um regime de troca
rapida entre as moléculas.

Comparando os dados das proteinas completas com os dados para 0s dominios, o
FA do ATP manteve o comportamento de apresentar valores maiores na presenca de
Mg?*, diferentemente do que aconteceu na presenca de ADP com Mg?*, que os dominios
se apresentaram insensiveis e nas proteinas completas o valor foi reduzido.

Estes resultados indicaram que o modo de ligacdo tanto do ATP quanto do ADP
com o sitio de ligacdo dos trés dominios estudados envolve interagdes semelhantes tanto
nos prétons quanto nas porgdes da adenina e da ribose (Figura 14). Esse dado converge
tanto com a identidade de sequéncia de amino&cidos quanto com as afinidades
semelhantes obtidas atraveés da calorimetria de titulacdo isotérmica. Portanto, as
diferencas nas assinaturas termodinamicas observadas nas interacdes das proteinas tanto
com ATP quanto com ADP ndo devem ser devido ao mecanismo de interagdo. Entretanto,
existe sensibilidade diferenciada em resposta ao fon Mg?* considerando o ATP e ADP.

1.5.8 Simulages de dinamica molecular

Inicialmente, a hipdtese de trabalho foi a de que as diferencas nas assinaturas
termodinamicas poderiam ser devido a interagbes dindmicas dos ligantes com as
proteinas. Entdo, com o auxilio do Prof. Dr. Alessandro Nascimento (Instituto de Fisica
de Séo Carlos-USP, Sao Carlos, SP), foram feitas simulacdes de dinamica molecular com
alguns DNTs em interacdo tanto com ADP quanto com ATP como descrito no item 1.4.10
do Materiais e métodos, a fim de complementar os dados experimentais e os dados de
STD.

Cabe ressaltar que, neste momento, foi utilizado o DNT da isoforma humana a,
devido a indisponibilidade no PDB de estrutura cristalografica da hHsp90pN em
complexo com ATP. Isto foi possivel pois existe alta identidade (87%) entre as sequéncias
de aminoéacidos entre elas, principalmente no DNT (91%). As poucas diferencas entre as
sequéncias ndo estdo relacionadas aos aminoacidos que participam da interagdo com 0s

nucleotideos adenosina.
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Os DNTSs e os ligantes entraram em conformacdes de interacGes estaveis somente
na presenca de Mg?", resultando entdo no complexo proteina: nucleotideo: Mg?*. Na
auséncia do ion, ou o nucleotideo se desligava espontaneamente ou fons Na® se
complexava no lugar do Mg?* (dados ndo mostrados). Entéo, o ion Mg?* foi colocado no
sitio de interacdo em todas as dindmicas moleculares testadas. Mais uma vez € ressaltado
o importante papel que os fons Mg?* possuem na interacdo de alguns membros dessa
familia de chaperonas moleculares com os nucleotideos adenosina.

Inicialmente as energias de interacdo entre DNTSs e ligantes foram computadas de
acordo com os parametros do campo de forca AMBER, o que pode ser observado na

Figura 15.

Figura 15- Energias de interacdo computadas entre os complexos por dinamica molecular. A) ADP:
Mg?*: proteinas e B) ATP: Mg?*: proteinas.
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Fonte: Adaptado de Minari et al. (submetido).

Como pode ser observado na Figura 14, conformaces estaveis entre as proteinas
e os ligantes foram atingidas dentro do tempo de simulacéo, que foi de 100 ns. Além
disso, apesar da alta porcentagem de identidade presente nas estruturas primarias, foram
encontradas diferencas nas energias de ligacdo alcancadas nos experimentos de dindamica
molecular. Para as interacfes proteinas-ADP, a ordem crescente de energias foi:
LmHsp90N < yHsp82N < hHsp90oN < LbHsp90N. Para os complexos ATP: Mg?*:
proteinas, a ordem foi: yHsp82N < LmHsp90N < hHsp90aN < LbHsp90N.

Para uma avaliagdo mais completa das energias de interacéo, o papel do solvente
tambeém foi incluido na anélise. As energias médias de interagdo foram estudadas com o
MMPBSA.py (Miller et al., 2012) usando as energias de dessolvatagéo através do método
“Generalized Born”. Este resultado mostrou que as energias de ligacao encontradas foram

semelhantes (dentro do erro) para todas as simulagdes testadas (Tabela 16).
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Tabela 16- Média das energias de interacao computadas pelo MMPBSA .py. Sdo mostradas as energias

eletrostaticas, interacdes Van der Waals (VDW) e EGB representa as contribui¢des polares.

Broteina Liante Ele. VDW EGB Total

g (kcal.mol?) | (kcal.mol) | (kcal.mol?) | (kcal.mol?)

ADP + Mg? | -420 + 40 17+5 330£30 | -110+10

hHspO0N A T5 Me? | -500 £ 100 16+5 350+90 | -140+ 10

Lmhisogp | ADP+ Mg | 580 + 40 10+5 49030 | -100+ 10

P ATP + Mg | -660 + 40 14+5 530+40 | -150%10

ADP + Mg? | -230 £ 50 18+5 140£40 | -110%20

LoHSpOON 1= 5 Mg? | -380 = 40 15+5 270+40 | -130%10

Hsogan | ADP+ Mg | 650 50 6+5 46040 | -100+10

yrisp ATP + Mg? | -720% 60 517 580£50 | -150+ 10

Fonte: Adaptado de Minari et al. (submetido).

Estes dados estdo de acordo com os obtidos por ITC, que mostraram AGgpp para
ADP com valores entre -6,3 e -7,7 kcal.mol™ e para ATP, valores entre -5,8 e 6,8 kcal.mol-
! (Tabelas 12 e 13). Portanto, com essas diferencas menores de 1 kcal.mol™?, as energias
de ligacédo obtidas por simulagdes de dindmica molecular ndo seriam significativamente
diferentes.

Estes resultados ndo mostraram possiveis fontes para os valores compensatorios,
como mostrados por ITC, de entropia favoravel (-TAS negativo no caso das proteinas
com ATP) e contribuicGes entrépicas desfavoraveis para o ADP (valores de -TAS
positivos). Portanto, as diferencas na assinatura termodindmica poderiam estar
relacionadas a dinamica das moléculas de dgua pois € bem mostrado que o sitio de ligacao
das Hsp90 é bastante solvatado. Assim, a contribuicdo entrdpica foi investigada através
do estudo do nimero de moléculas de dgua presentes na primeira e segunda camada de
solvatagdo do ligante.

Tabela 17- Nimero de moléculas de 4gua encontradas na primeira e segunda camada de solvatacéo
dos ligantes que estdo interagindo nos DNTs das Hsp90 ortologas.
Numero de moléculas de 4gua

DNT Ligante Camada inferior Camada superior
hHsp90aN ﬁ:?g I II\\/I/IS: ;2 i ; ji i 2
LmHsp90 ':ET)E : ,\I\:S: 3‘21 i g g; i 2
LbHsp90N ﬁ?g : :/I/Igj: ;i i ; i; i 2
PRSI 2 s

Fonte: Adaptado de Minari et al. (submetido).
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Como pode ser observado na Tabela 17, o nimero de moléculas de agua presentes
na primeira e segunda camada de solvata¢do variou para cada caso, mas no geral, uma
mesma camada apresenta um numero similar de moléculas quando ATP e ADP estéo
ligados. Entdo, para melhor compreender o papel do solvente, a proteina yHsp82N, que
apresentou o mesmo numero de moléculas tanto na presenca de ATP quando ADP, teve
suas regides de entropia desfavoravel estudadas através do programa GIST, o que pode
ser observado na Figura 16.

Figura 16- Regides de entropia desfavoravel para a yHsp82N. Na figura sdo representados os valores
de -0,1 kcal.mol*.A-3 para entropia orientacional (laranja) e o mesmo valor de entropia translacional (verde)
para A) ADP, representado em azul e B) ATP, também representado em azul.

Fonte: Adaptado de Minari et al. (submetido).

A anélise dos resultados obtidos sugere que o complexo com ADP possui um
numero menor de regides com entropia desfavoravel em torno do ligante do que o ATP.
Entdo, neste dltimo, mais moléculas de agua estdo presas e duas consequéncias sao
esperadas: o grau de liberdade das moléculas de agua serd menor e o custo entropico sera
maior, o que esta em contraste com os dados experimentais obtidos por ITC. Entdo, apesar
de poder apresentar contribuicdo nas assinaturas termodindmicas, 0 comportamento do
solvente ainda ndo se mostrou como elemento critico capaz de explicar os dados
experimentais.

O proximo passo foi investigar o comportamento dos ligantes durante as
simulacBes por dindmica molecular. O RMSD para os nucleotideos adenosina em
complexo com os DNTSs for calculado durante o tempo de simulaco e estéo representados

na Figura 17. Também foram estudadas as principais interacfes entre 0s nucleotideos e
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alguns aminoacidos dos DNTs de Hsp90 de S. cerevisiae, isoforma o humana e L.

braziliensis (Figura 18) durante as dindmicas moleculares.

Figura 17- Mobilidade do ligante no local de interacdo dos nucleotideos durante o tempo de
simulagdo. Superposicdo de 500 frames das simulacBes que mostram a mobilidade dos ligantes ADP e
ATP em complexo com proteinas: Mg?*. A) hHsp90N, B) LbHsp90N e C) yHsp82N.
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Fonte: Adaptado de Minari et al. (submetido).

Figura 18- Principais interagdes das proteinas com os ligantes ADP e ATP durante as simulagdes de
dindmica molecular. A) Interagdo, na hHsp90aN, do ADP com Asn4l e Lys102 (esquerda) ou ATP
(direita) com esses mesmos aminoacidos. B) Interagdo, na LbHsp90, do ADP (esquerda) com Arg97 e ATP
(direita) também com Arg97. C) Interacdo, na yHsp82N, do ADP com Glu87 e Lys43 ou ATP com Lys97,
Phel23 e Lys43 (direita).
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Fonte: Adaptado de Minari et al. (submetido).
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Como pode ser observado para a hHsp90aN na Figura 17, a distribuicdo de RMSD
para ATP e ADP tem um perfil similar, mostrando um pico de 1,0 A para ADP e 1,5 A
para ATP (Figura 17 A). A Figura 18 mostra que os principais aminoacidos de interacdo
dessa proteina sdo Asn4l e Lys102, que interagem com os grupos fosfato do ADP e ATP.
Deve-se notar que, na presenca de ATP, a ligagdo com a Lys102 se rompeu e se restaurou
durante a simulacéo, mostrando que a mobilidade do fosfato y € aumentada neste caso, 0
que converge com o aumento de RMSD observado na Figura 17.

Para a LbHsp90N, as distribuicdes de RMSD alcancadas para ADP e ATP
mostram um perfil similar. Para ela, na presenca de ATP e também ADP existe 0
rompimento e a formacao da ligacdo entre a Arg97 e os grupos fosfato.

Para a yHsp82, diferengas notaveis foram observadas. Como pode ser notado na
Figura 17 C, o ADP fica mais flexivel do que o ATP no sitio de interacdo de nucleotideos
da proteina, apresentando uma distribuicdo bimodal e um pico amplo de RMSD em 2,5-
3,0 A. Para 0 ATP também é observada uma distribuigio bimodal com um pico maior em
1,5 A e um segundo pico em torno de 3,0 A. Comparando esses dados com os
apresentados na Figura 18, pode-se notar que ha liga¢bes de hidrogénio que alternam
entre Glu87 e Lis43 na presenca de ADP. Esta proteina, diferentemente das demais,
apresenta o Glu87 (cadeia lateral mais longa) na posi¢do em que as outras duas proteinas
apresentam um Asp (Figura 6). Com o ATP, trés residuos de aminoacidos apresentam 0s
rompimentos e formacdes de interacdes: Lys97, Lys43 e Phel23. O grupo fosfato perde
ligacGes de hidrogénio com Phel23 e forma novas com Lys97 e Lys43.

As contribuices entropicas favoraveis nas interacdes das proteinas com ATP

parecem estar relacionadas a sua capacidade de experimentar diferentes microestados e a
. S . . . . , .
lei de Boltzmann (; = [nQ) indica que a entropia de um sistema estd diretamente

relacionada ao numero de microestados (€2). Considerando isto, outra abordagem feita
para avaliar as diferencas de entropia destes complexos foi a analise de um grafico do

RMSD versus as energias de ligacdo (Martinez et al., 2009), mostrados na Figura 19.
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Figura 19- Graficos do RMSD para os ligantes versus energia de ligagao. A) hHsp90aN, B) LbHsp90N
e C) yHsp82N e ADP (preto) ou ATP (azul) representados por pontos.
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Fonte: Adaptado de Minari et al. (submetido).

Como mostra a Figura 19A, uma distribuicdo de estados mais dispersa para a
interacdo da hHsp90aN com o ATP foi observada, o que concorda com os dados de ITC
no que diz respeito as contribuicdes entrdpicas favoraveis. Para a LbHsp90N, dois estados
igualmente distribuidos séo observados para o ATP e o ADP, também em conformidade
com o perfil termodindmico menos divergente observado para essa proteina. Por Gltimo,
para a yHsp82N, a distribuicdo do ATP se concentrou em duas regides distintas que ndo
sobrepdem com as regides ocupadas pelo ADP, contribuindo assim com a entropia

favoravel observada experimentalmente.
15.9 Atividade ATPésica

Para verificar se as proteinas possuem baixa atividade ATPasica como descrito na
literatura e se sofrem inibicdo dessa atividade através de ligantes também ja consagrados
como inibidores de Hsp90 (GA e radicicol), foram feitos ensaios de atividade ATPasica

e inibicdo da atividade ATPasica para as Hsp90 de P. falciparum e L. braziliensis.
1.5.10 Atividade ATPésica da PfHsp90 e LbHsp90

A fim de avaliar se duas das proteinas estudadas neste trabalho (PfHsp90 e
LbHsp90) apresentavam-se funcionalmente ativas, elas foram purificadas por 3 passos
cromatograficos (a fim de evitar possiveis contaminacdes) e foram obtidas com alto grau
de pureza. Entdo, foram feitos ensaios de atividade ATPasica, como descrito em 1.4.11
dos materiais e métodos, que foram analisados no programa OriginPro 8.0. Os
parametros da cinética da reacdo foram obtidos através de um fit ndo linear da taxa de

atividade ATPasica e os resultados estdo representados na Figura 20 e na Tabela 18.
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Figura 20- Atividade ATPasica das proteinas PfHsp90 e LbHsp90.
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Fonte: Autoria propria.

Tabela 18 - Parédmetros cinéticos obtidos através dos ensaios de atividade ATPésica para as proteinas
LbHsp90 e PfHsp90.

) Kwm Vmax kcat Eficiéncia catalitica
Proteina ) ) ]
(M) (uM.min1) (min-t) (Kcat/Km) (min-tpMt)
PfHsp90 | 270+20 | 0,71+0,04 0,40 1,48x10°
LbHsp90 | 860 +180 | 0,8+0,1 0,41 0,473x10°

Fonte: Autoria prépria.

Para a PfHsp90, os dados foram recentemente publicados em (Silva et al., 2018)
e se mostraram diferentes aos reportados em PALLAVI et al (Pallavi et al., 2010), que
reportou, por meio de cromatografia em camada delgada, Km de 611 uM, Kcat de 0,099
min e eficiéncia catalitica 0,162. 10 min"tuM.

Para a LbHsp90, dados anteriores do grupo de pesquisa reportaram Vmax de
aproximadamente 0,6 pM.min%, 0 Ky descrito foi 430 + 30 uM e kcar foi 0,320 min™. A
eficiéncia catalitica foi 0,744x10° mint.uM™ (Silva et al., 2013). Essas diferencas nos
valores podem ser devido a diferenca entre as metodologias de purificacdo e de teste da
atividade ATPasica.

Os kcats observados para as proteinas estudadas estdo na mesma ordem de
grandeza, bem como Vmax. O Km da PfHsp90 foi o menor valor obtido, sugerindo que
essa proteina apresenta maior afinidade pelo ATP. Isso contribui para a maior eficiéncia

catalitica observada para esta proteina.
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A Tabela 19 mostra que valores semelhantes sdo vistos principalmente para a
Hsp82 (S. cerevisiae), em que Kwm varia de 100 a 400 puM e kcar de 0,4 a 0,5 min™,
dependendo da temperatura em que o experimento foi realizado (Obermann et al., 1998;
Mclaughlin et al., 2002; Hainzl et al., 2009). Para a isoforma  humana, os valores de Km
sdo semelhantes, porém os valores de kcat mostraram-se menores (Mclaughlin et al.,
2004; Richter et al., 2008; Mclaughlin et al., 2002). Também sdo apresentados alguns
valores encontrados na literatura para a isoforma o humana, a Hsp90 de E. coli

(denominada HtpG), de G. gallus e para a Grp94.

Tabela 19 - Parametros cinéticos obtidos através de diferentes ensaios de atividade ATPasica para
Hsp90 de diferentes organismos.

proteina Kwm (Umol L-1) kcat (Min?) | Temperatura Referéncia
840 + 60 0.089 + 0.004 37°C (McLaughlin et al., 2002)
300 0.08 37°C (Richter et al., 2008)
hHsp90p 324 0.015 30°C (Owen et al., 2002)
190 + 20 0.00552 25°C (McLaughlin et al., 2004)
hHsp90a. 300 0.10 37°C (Richter et al., 2008)
300 1.2 37°C (Richter et al., 2008)
300 0.35 37°C (Weikl et al., 2000)
- 0.50 £ 0.02 37°C (McLaughlin et al., 2002)
100 0.4 37°C (Panaretou et al., 1998)
yHsp82 350 + 40 1.0+0.2 37°C (Wegele et al., 2003)
172 0.44 30°C (Obermann et al., 1998)
320 £ 61 0.5 30°C (Hainzl et al., 2009)
100 0.1 25°C (Weikl et al., 2000)
830 £ 130 0.53 £ 0.03 - (Young and Hartl, 2000)
HtpG - 0.47 37°C (Panaretou et al., 1998)
611 0.099 - (Pallavi et al., 2010)
PTHspS0 270 0.4 37°C (Silva et al., 2018)
LbHsp90 430 = 30 0.32 37°C (Silva et al., 2013)
G. gallus 1530 0.025 30°C (Owen et al., 2002)
Grp9%4 92 0.43 25°C (Leskovar et al., 2008)
1.5.11 Inibic&o das atividades ATPasicas por GA

Os ensaios de inibicdo das proteinas PfHsp90 e LbHsp90 por GA estdo descritos

nos materiais e métodos. Os resultados obtidos estdo mostrados na Figura 21.
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Figura 21- Inibicédo das proteinas por GA. A) Atividade ATPasica relativa da PfHsp90 em relacdo a
concentragdo de GA (uM). B) Atividade ATPasica da PfHsp90 relativa por log [GA]. C) Atividade
ATPésica da LbHsp90 relativa em relacdo a concentragéo de GA (uM). D) Atividade ATPéasica da LbHsp90
relativa por log [GA].
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Fonte: Autoria prépria.

Para a PfHsp90, a GA inibiu efetivamente a proteina e o ICso encontrado foi 2,1
+ 0,4 uM (Silva et al., 2018). PALLAVI et al. (Pallavi et al., 2010) encontrou, por meio
de marcacdo fluorescente do ATP e acompanhamento por cromatografia de camada
delgada, um valor de 0,2 uM. Para a LbHsp90, o ICso encontrado foi 1,0 uM, mesmo
valor encontrado previamente pelo grupo de pesquisa pela mesma técnica (Silva et al.,
2013).

Como a quantidade de GA necessaria para inibir em 50% a PfHsp90 é cerca de
trés vezes maior do que a necessaria para a inibi¢do da LbHsp90, os dados sugerem que
a interacdo da GA com a PfHsp90 é menos eficiente quando comparada a interacdo que
ocorre entre a LbHsp90 e a GA.
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1.5.12 Inibicao das atividades ATPasicas por radicicol

Os ensaios de inibi¢do das proteinas PfHsp90 e LbHsp90 com radicicol foram
semelhantes aos descritos quando o inibidor usado foi a GA. Os resultados apds a anélise

dos dados estdo mostrados na Figura 22.

Figura 22- Inibigdo das proteinas por radicicol. A) Atividade ATPésica relativa em relacdo a
concentragcdo de radicicol (uM) para a PfHsp90. B) Representacdo da inibicdo da atividade ATPésica
relativa por log [radicicol] da PfHsp90. C) Atividade ATPasica relativa em relagcdo a concentracdo de
radicicol (uM) para a LbHsp90. D) Representacdo da inibicdo da atividade ATPésica relativa por log
[radicicol] da LbHsp90.
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Fonte: Autoria prépria.

Para a PfHsp90, o ICso encontrado, através do programa GraphPad Prism 5, para
a inibicdo com radicicol foi 0,6 uM. O ICsp encontrado, através mesmo programa, para a
LbHsp90 foi 0,35 uM. Os valores apresentam-se ha mesma ordem de grandeza e a diferenca
entre eles é pequena, entdo, o erro da medida nos impede de discutir as afinidades das
proteinas bem como a poténcia deste composto contra elas.

Os dados sugerem que o radicicol parece ser mais potente na inibigdo das Hsp90
estudadas, uma vez que uma concentragdo menor dele em comparagdo com a GA é

necessaria para inibir a proteina em 50%. Com relagéo a esta Ultima, uma concentracao
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maior para inibicdo 50% é necessaria para inibicdo da proteina PfHsp90 se comparada
com a LbHsp90.

1.6 CONCLUSOES

Neste trabalho, a interacdo de Hsp90 de diferentes organismos com nucleotideos
adenosina foram caracterizadas. As conclusdes principais alcancadas sao que 0s membros
desta familia de proteinas possuem uma alta identidade de sequéncias e sdo
funcionalmente muito semelhantes. A LbHsp90 e a PfHsp90 confirmaram que a atividade
ATPésica delas é baixa, e que os inibidores classicos que foram utilizados para o
tratamento de cancer humano (GA e radicicol), sdo capazes de inibir outros membros da
familia Hsp90.

A calorimetria de titulacdo isotérmica mostrou que a interacdo destas proteinas
com o0s nucleotideos adenosina ADP e ATP apresenta assinaturas termodinamicas
diferentes. As interacbes com ATP mostraram-se dirigidas entalpicamente e
entropicamente. J& as interacdes com ADP mostraram-se dirigidas entalpicamente e
apresentando custo entropico. O AHapp encontrado foi maior para estas interagoes,
indicando que elas sdo mais exotérmicas do que as primeiras. Os valores de Ka e Kp
indicaram que as proteinas apresentam maiores afinidades por ADP.

Para tentar explicar os dados experimentais, experimentos de ressonancia
magnética nuclear (RMN-STD) e dindmica molecular foram realizadas. Os dados de STD
indicaram que para todos os casos estudados, ndo houve diferenca no modo de interagao
dos protons monitorados com as proteinas e os dominios N-terminais. As simulacdes de
dindmica molecular mostraram energias de interacdo e papel do solvente semelhante para
todas as interagBes. Porém, foram encontrados microestados diferentes que alguns
aminoacidos experimentam quando estdo interagindo com ATP e ADP, o que pode
explicar as diferencas observadas pela calorimetria de titulacdo isotérmica. Em conjunto,
todas essas técnicas mostraram que, apesar das semelhancas, existem diferencas entre a
ligagdo dos nucleotideos com alguns aminoacidos no DNTSs das proteinas. Estes dados
fornecem evidéncias de que, se as interacdes certas forem exploradas (ja que foi
observada a existéncia de microestados), o desenho racional de farmacos podera ser feito
de forma exclusiva para cada uma delas e assim, a inibi¢do seletiva podera ser alcancada

com especificidade.
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CAPITULO 2: Caracterizagdo estrutural da Aha4 de Plasmodium falciparum
2.1 INTRODUCAO

2.1.1 Co-chaperonas da Hsp90

A Hsp90 possui pelo menos 12 co-chaperonas envolvidas na modulagédo de seu
ciclo funcional, entre elas pode-se citar a HOP (Hsp70-Hsp90 organizing protein), SGT
(Small glutamine-rich TPR protein), CHIP (C-terminus Hsp70/Hsp90 interacting
protein), p23 e Ahal (Activator of Hsp90 ATPase-1)(Wegele et al., 2004; Pearl e
Prodromou, 2006; Wandinger et al., 2008; Janin, 2010; Sahasrabudhe et al., 2017).

Resumidamente, a HOP possui 3 dominios TPR, um que reconhece o segmento
EEVD presente na regido C-terminal das Hsp90 e o outro TPR que reconhece 0 mesmo
segmento em Hsp70 citoplasmaticas (Wegele et al., 2004) e 0 3° com func¢éo estrutural.
A CHIP é uma E3-ligase que, entre outras funcdes, realiza o encaminhamento de
proteinas clientes da Hsp70 e Hsp90 para a degradacéo via ubiquitinacdo. Para o controle
da atividade ATPasica, existem a p23 e a Aha. A p23 atua na fase tardia do ciclo,
estabilizando a dimerizacdo dos dominios N-terminais da Hsp90 e inibindo
temporariamente a atividade ATPasica, deste modo, um tempo adicional faz com que a
Hsp90 fique ligada mais tempo com as suas proteinas-cliente (Silva et al., 2018).

Essas co-chaperonas atuam em conjunto com as chaperonas no heterocomplexo
denominado foldossoma (Figura 23). Neste complexo, a co-chaperona J protein se liga a
proteinas desenoveladas, normalmente nascentes nos ribossomos, e as entrega para a
Hsp70, que antes estava ligada a ATP, em um estado de baixa afinidade pelas proteinas-
cliente e, com a ligacdo da J protein, passa ao estado de alta afinidade ligado a ADP
(complexo precoce).

Em seguida, com o auxilio das co-chaperonas SGT ou HIP, as proteinas-cliente
sdo levadas até as Hsp90, pois os fatores de troca de nucleotideo (BAG, GrpE, Hsp100,
entre outras) estimulam a troca de ADP por ATP na Hsp70, o que reduz a afinidade dela
pela proteina-cliente, culminando na liberacéo desta tltima. Quando o complexo precoce
se associa ao complexo Hsp90-ATP-HOP/SGT forma-se o complexo intermediario e as
proteinas-cliente sdo transferidas da Hsp70 para a Hsp90. Neste momento, as co-
chaperonas Ahal ou p23 associam-se ao complexo, agora denominado complexo tardio,
com consequente liberacdo das proteinas Hsp70, SGT e HOP (Seraphim et al., 2014;
Sahasrabudhe et al., 2017).
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Se a Aha interage com a Hsp90, mantendo-a no estado fechado e estimulando a
sua atividade ATPasica, uma vez que ela atua na estabilizagdo da Arg380 no processo de
coordenagdo do fosfato y do ATP, a proteina-cliente é liberada mais rapidamente
(Seraphim et al., 2013). Em contrapartida, se a p23 participa, ela reduz a atividade da
Hsp90, o que mantem a proteina-cliente por mais tempo na chaperona. E neste momento
que as proteinas-cliente completam o processo de maturacéo, enovelamento, ativagdo etc.
Vale ressaltar que se a Hsp90 ¢ inibida, o complexo intermediario é desmontado, e a CHIP
atua levando a proteina-cliente para o sistema ubiquitina-proteassoma (Biamonte et al.,

2010; Seraphim et al., 2014).

Figura 23- O heterocomplexo foldossoma. Incialmente a proteina-cliente interage com a J protein e a
Hsp70 no complexo precoce. Em seguida, no complexo intermediario, ocorre a entrega da proteina para a
proteina Hsp90, que esta acompanhada da HOP e/ ou SGT. Neste momento forma-se o complexo tardio,

em que atuam as co-chaperonas p23 ou Ahal, inibindo ou estimulando a atividade ATPasica da Hsp90 até
a completa ativacdo da proteina-cliente. Se inibidores como GA ou radicicol inibem a Hsp90, a proteina-

cliente é levada para o proteassomo.
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2.1.2 Proteinas Aha

A proteina Ahal foi primeiramente descrita em S. cerevisiae. Ela apresenta massa
molecular de aproximadamente 40 kDa e é conhecida pela atividade estimuladora da
atividade ATPasica das Hsp90, ligando-se na interface do dimero da chaperona. As Ahas
em S. cerevisae (yAhal) e H. sapiens (hAhal), por exemplo, sdo compostas por dois
dominios canénicos: o dominio N-terminal e o dominio C-terminal.

O dominio N-terminal interage com o dominio intermediario da Hsp90, enquanto
0 dominio C-terminal da Ahal interage com o0 DNT da Hsp90. A ligacao destas proteinas
é mediada por contatos hidrofébicos fortalecidos por interacbes com moléculas de agua
e ligagdes de hidrogénio (Meyer et al., 2004). Estudos apontam que ela deve possuir 0s
dois dominios para que a estimulacdo da atividade ATPésica alcancada pela Hsp90 seja
méaxima. O dominio C-terminal da yAhal sozinho possui pouca atividade (Meyer et al.,
2004; Koulov et al., 2010).

Sabe-se que duas moléculas de Aha interagem com o dimero de Hsp90, por
interfaces opostas, preferencialmente quando a chaperona esta na conformacéo fechada
(Sahasrabudhe et al., 2017). Porém, essa ligacdo pode ser assimétrica, feita por apenas 1
molécula de Aha, em que o seu dominio N-terminal interage no dominio intermediario
de um protémero e o dominio C-terminal interage com o N-terminal da Hsp90 (Retzlaff
etal., 2010).

As co-chaperonas e 0s complexos co-chaperonas- chaperonas também sdo alvos
nos estudos de doencas como cancer. A novobiocina, um inibidor de Hsp90, interfere na
ligacdo da Aha com a Hsp90, o que faz com que a migracdo das células seja diminuida,
realcando um efeito antimetastase (Ghosh et al., 2015). Quando a estimulac¢do da Hsp90
estd ocorrendo através da yAhal, os inibidores de Hsp90 citados no capitulo 1 podem ter
os efeitos diminuidos, o que culmina na resisténcia contra a inibicdo (Zurawska et al.,
2010). Portanto, é de grande importancia o estudo de co-chaperonas, uma vez que, em
sua maioria, ainda ndo sdo bem elucidadas e estdo em contato direto com a chaperona,
modulando a sua atividade.

Em S. cerevisae, além da yAhal, também é encontrada a proteina denominada
nesta tese para melhor entendimento como yAha3 (encontrada no GenBank como Hch1).
A diferenca entre estas proteinas é que a yAhal possui os dominios N-terminal e o C-
terminal candnicos, enquanto que a yAha3 € composta apenas pelo dominio N-terminal

candnico. Em P. falciparum, um gene para a forma candnica (composta pelo dominio N-
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terminal junto com o C-terminal) da Ahal ndo é conhecido. Porém, a existéncia de um
gene para a co-chaperona Aha, denominada aqui como PfAha2, é encontrada no genoma
do parasita (Figura 24). Esta proteina apresenta dois dominios candnicos N-terminais
(estrutura 3N72 do PDB), o primeiro localizado na primeira extremidade da proteina,
estando separado do segundo (que esta na parte C-terminal) através de um linker. H4 um
2° gene para Aha em P. falciparum, denominada como PfAha4, que é composta apenas
pelo dominio C-terminal e sera melhor compreendida neste capitulo 2 da tese. Ela
apresenta sua estrutura depositada no PDB (PDB ID 3NI8), porém inexistem registros

cientificos de caracterizacdo estrutural.

Figura 24- Estrutural tridimensional da PfAha4 (PDB ID 3NI8), PfAha2 (PDB ID 3N72) e yAhal
(PDB ID 1USU).

PfAha4 PfAha2 yAhal

PDB ID 3NI8 PDB ID 3N72 PDB ID 1USU

Fonte: Autoria propria.

2.2 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho é a realizacdo da caracterizacdo estrutural da
proteina Aha4 identificada no genoma de P. falciparum por diferentes técnicas e a
caracterizagdo de sua atividade com o auxilio da proteina Hsp90 de P. falciparum através

de calorimetria de titulagao isotérmica.

2.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Expressar e purificar a proteina Aha4 de P. falciparum (PfAha4);
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e Realizar caracterizagdo estrutural da PfAha4 através de espectropolarimetria de
dicroismo circular, espectroscopia de fluorescéncia, desnaturacdo térmica,
desnaturacdo quimica por Gnd-HCI e ureia, além de ultracentrifugacdo analitica e
SAXS;

e Realizar a caracterizacdo da interacdo da PfAha4 com a PfHsp90 através da

calorimetria de titulag&o isotérmica.

2.4 MATERIAL E METODOS

2.4.1 Bioinformatica

A sequéncia de aminoacidos da PfAha4, encontrada no Protein Data Bank (PDB
ID 3NI8), foi alinhada com as sequéncias das proteinas yAhalN (PDB ID 1USV),
yAhalC (Swiss-Prot Q12449.1, residuos 211-351), Hchl/yAha3 (GenBank
KZ\V08344.1), PfAha2N (PDB ID 3N72), PfAha2C (PDB ID 3N72) utilizando o

programa Clustal 6mega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).
2.4.2 Expresséo e purificacao

O DNA codante para a PfAha4, otimizado para expressdo em sistemas
bacterianos, foi preparado no vetor de expressao pET28a, o qual foi adquirido
comercialmente junto a empresa Epoch Lifesciences. Para a expressdo, uma col6nia de E.
coli da cepa BL21(DE3), previamente transformada com o plasmideo pET28a::PfAha4
foi crescida em meio LB contendo o antibidtico canamicina 50 pug.mL™, sob agitacéo
constante de 200 rpm a 37 °C. Este crescimento foi monitorado até que a DOsoo nm
atingisse o intervalo de 0,6 a 0,8 unidades de absorbancia. Quando esse valor foi atingido,
IPTG 0,4 mM foi adicionado ao meio para que as células fossem induzidas a expressar a
proteina. O periodo de inducéo escolhido foi de 4 h a 30 °C.

A purificacdo ocorreu através de trés passos cromatograficos: cromatografia de
afinidade ao niquel (realizada antes e ap6s a clivagem da His-tag com trombina) e
cromatografia de exclusdo molecular. Primeiramente, o pellet bacteriano foi
ressuspendido em tampéo fosfato de sodio 25 mM (pH 7,4) contendo NaCl 500 mM e
imidazol 20 mM. Em seguida, ficou em incubacao no gelo por 30 minutos apos a adi¢ao
de 30 pg/mL de lisozima (Sigma) e 5 U de DNAse (Sigma). A lise mecénica ocorreu por
sonicagdo. Em seguida, o material foi centrifugado a 15.700 x g por 25 minutos. O
sobrenadante foi filtrado em membranas 0,45 pm. A coluna HisTrap 5 mL (GE
Healthcare Life Sciences) foi equilibrada com o tampdo acima mencionado, o
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sobrenadante foi injetado e a proteina eluiu com a adicéo do tampéo fosfato de sodio 25
mM (pH 7,4) contendo NaCl 500 mM e imidazol 500 mM. Em seguida, a proteina foi
dialisada na presenca de trombina (Sigma) overnight a 4 °C para a retirada da His-tag
contra tampéo fosfato de sodio 25 mM (pH 7,4) contendo NaCl 500 mM e imidazol 20
mM. Para a separacao das fracoes de proteina em que a clivagem foi eficiente das fracbes
em que ela ndo foi eficiente, foi feita uma nova cromatografia de afinidade ao niquel
como descrito acima, coletando-se agora o flowthrogh. A eficiéncia da clivagem foi
monitorada através de SDS-PAGE 15%.

A segunda cromatografia utilizada foi a CEM e a coluna utilizada foi a HiLoad
Superdex 26/60 200 prep grade (GE Healthcare Lifesciences) acoplada ao sistema de
FPLC, utilizando o equipamento AKTA Prime plus (GE Healthcare Lifesciences) em
tampéo Tris-HCI 25 mM (pH 7,5) contendo NaCl 150 mM. Apds a purificacdo, a proteina
foi dialisada overnight a 4 °C em tampéo fosfato de sodio 25 mM (pH 7,0), NaCl 50 mM,
EDTA 1 mM, B-mercaptoetanol 1 mM e todos 0s experimentos para a caracterizagao
estrutural foram feitos neste tampdo. A eficacia da purificacdo foi avaliada por SDS-
PAGE 15%. A concentracdo da proteina foi medida por espectrofotometria a 280 nm, de
acordo com a Equacdo 1, utilizando-se o ¢ estimado a partir da sequéncia de aminoacidos
da PfAha4 desprovida da His-tag.

2.4.3 Espectropolarimetria de dicroismo circular

A avaliacdo das estruturas secundarias da PfAha4 ocorreu conforme descrito no
capitulo 1 desta tese, com modificacbes. O equipamento usado também foi o
espectropolarimetro J-815 (Jasco). Foi utilizada cubeta de quartzo de 0,2 mm contendo
15 uM de proteina, velocidade de 50 nm/min e 30 acumulag@es. O tratamento de dados
foi feito como descrito na Equacdo 2. Para a estimativa do conteldo de estrutura
secundaria presente na PfAha4, 0 programa Dichroweb
(http://dichroweb.cryst.bbk.ac.uk/ntml/home.shtml) foi utilizado.

2.4.4 Espectroscopia de fluorescéncia

Para avaliar a estrutura terciaria local de onde estdo inseridos os triptofanos na
PfAha4, 50 uM da proteina foi colocada em microplaca com 96 pocos, fundo plano, preto
(Greiner Bio-One). Em seguida, a placa foi colocada no equipamento Varioskan Lux
(Thermo Scientific) e os comprimentos de onda de excita¢do escolhidos foram 280 nm e
295 nm. Os comprimentos de onda de emisséo selecionados variaram de 313 nm a 420
nm quando o A de excitacdo ocorreu em 295 nm, e 299 nm a 420 nm quando a excitacao
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foi em 280 nm. Para garantir a qualidade do enovelamento da proteina, ela foi incubada
por 1 h a temperatura ambiente com ureia 7 M preparada no mesmo tampao que a
proteina. Os A analisados foram também os descritos acima e os dados foram analisados

de acordo com a Equacao 3.
2.4.5 Desnaturacéo térmica

A fim de obter a temperatura média de desenovelamento (a temperatura em que
50% da quantidade total de proteina encontra-se enovelada e 50% desenovelada) da
PfAha4, 50 uM da proteina foi colocada em cubeta de quartzo de 1 mm de caminho
optico. O espectropolarimetro J-815 (Jasco) foi utilizado com uma taxa de aquecimento
de 1 °C/ min. O monitoramento da coleta de dados ocorreu em 220 nm a cada 1 °C. Foram
feitas 3 coletas diretas e 3 reversas, em que a temperatura variou de 15 °C até 90 °C e, em
seguida, retornou a 15 °C. No software OriginPro 8.0, os dados foram normalizados para
elipticidade residual molar (Equacéo 2) e a média dos experimentos foi ajustada por uma

funcéo sigmoidal para a obtencéo do valor de Tm.
2.4.6 Desnaturacao quimica por cloridrato de guanidina

Para estudar a estabilidade da PfAha4 frente a agentes quimicos, inicialmente foi
feita a preparacdo da solucdo de Gnd-HCI conforme descrito em (Pace et al., 2008). A
determinacdo da concentracdo da solucdo foi realizada por refratometria, utilizando a
Equacdo 7:

Mand-nc = 57,147(An) + 38,68(An)? — 91,60(An)®  (Equagdo 7)
em que Mana-nc1 € a concentragdo molar de Gnd-HCl e An é a diferenca entre os indices
de refracéo da solucdo desnaturante e do tampéo.

Com o objetivo de obter a Cm (concentragcdo média de desnaturante em que 50%
da quantidade total de proteinas encontra-se enovelada e 50% desenovelada), 50 UM de
PfAha4 foi incubada com concentracdes crescentes de Gnd-HCI que foram de 0 M até 7
M em microplaca com 96 pocos, fundo plano, preto (Greiner Bio-One). A incubacéo foi
feita por 1 h em temperatura ambiente. Em seguida, a placa foi colocada no equipamento
Varioskan Lux (Thermo Scientific) e os comprimentos de onda de excitacdo escolhidos
foram 280 nm e 295 nm. Os comprimentos de onda de emisséo selecionados variaram de
313 nm a 420 nm quando a excitacdo ocorreu em 295 nm e 298 nm a 420 nm quando a
excitacdo foi em 280 nm.

O <)> para cada concentracdo do agente desnaturante também foi calculado de
acordo com a Equacéo 3.
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2.4.7 Desnaturacdo quimica por ureia

A preparagéo da solucéo desnaturante de ureia foi feita de acordo com a Equagéo

Mureia = 117,66(An) + 29,753(An)? + 185,65(An)* (Equagéo 8)
em que Mureia € a concentragdo molar de ureia e An é a diferencga entre os indices de
refracdo da solucdo desnaturante e do tampao.
O equipamento, concentracdo de proteina, placa e comprimentos de onda
escolhidos foram o0s mesmos descritos para a desnaturacdo com Gnd-HCI. A
concentracdo de ureia utilizada variou de 0 M a 7,5 M. Os pontos da curva também foram

ajustados segundo uma funcgéo sigmoidal com o auxilio do software OriginPro 8.0.
2.4.8 Experimentos de ultracentrifugacdo analitica

A ultracentrifugacdo analitica para a PfAha4 foi realizada através da técnica de
velocidade de sedimentacdo no equipamento Optima XL-A (Beckman) equipado com o
rotor AN-60 Ti (40.000 rpm) e o perfil de sedimentacéo foi monitorado por absorbancia
a239 nm e a 20 °C. As amostras estavam nas concentragdes de 0,2 mg.mL?, 0,4 mg.mL"
10,6 mg.mL?, 0,8 mg.mL? e 1,0 mg.mL™. O programa SedFit 12.1 foi utilizado no
tratamento dos dados com a insercéo dos valores de densidade e viscosidade do tampé&o
(1,0037 g/cm?® e 0,0102307 poise, respectivamente) e o volume parcial especifico da
PfAha4 (0,741435 cm®/g), os quais foram estimados pelo programa Sednterp. Os
pardmetros obtidos foram a massa molecular aparente (MMagpp), coeficiente de
sedimentacdo (s), razdo friccional (f/fo) e s%ow, que é o coeficiente de sedimentagéo em

condicdes padrdo e a 0 mg.mL™ de proteina (Borges e Ramos, 2011).
2.4.9 Espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS)

Os experimentos de SAXS foram realizados na linha D02A-SAXSS2, do
Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron, Campinas, SP. O feixe monocromatico de raios-
X de A de 1,488 A foi utilizado com uma distancia da amostra até o coletor de 1 m. A
célula com janela de mica possuia aproximadamente 1 mm de caminho éptico.

A PfAha4 foi dialisada overnight em tampéao fosfato de s6dio 25 mM (pH 7,0)
contendo NaCl 50 mM, EDTA 1 mM e B-mercaptoethanol 1 mM e levada nas
concentragdes de 1, 2 e 3 mg.mL. Os perfis de espalhamento das amostras e do tampao

foram coletados durante o tempo de 300 segundos.
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Os dados foram analisados pelo Dr. Thiago Vargas Seraphim (Departamento de
Bioguimica, Universidade de Toronto, Canadd). A curva obtida do espalhamento do
tampado foi subtraida da curva da amostra. Em seguida, para verificar se houve agregacao
proteica, a aproximacao de Guinier foi utilizada (I(q) versus ¢?, em valores de baixo q).
O raio de giro (Rg) e valores de p(r) foram obtidos com o auxilio do software GNOM. O
modelo ab initio foi obtido pelo software DAMMIN. Para a validacdo e predicdo das

propriedades hidrodinamicas deste modelo, foi utilizado o software HydroPro.
2.4.10 Experimentos de calorimetria de titulacéo isotérmica

Para realizar a caracterizacao da interacdo da PfAha4 com a PfHsp90, elas foram
dialisadas overnight a 4 °C em tampéao HEPES 40 mM (pH 7,5) contendo KCI 5 mM apos
a CEM. Em seguida, 200 uM da PfAha4 foi colocada na seringa do microcalorimetro
MicroCal itc200 (GE Healthcare Life Sciences). A PfHsp90 foi colocada na cela na
concentracdo de 10 uM (concentracdo de dimero). Os experimentos de interacdo foram
feitos a 20 °C, 19 injecdes, volume de injecdo de 2 pL, duracdo de 2 segundos e
espacamento de 120. Os dados foram analisados utilizando o software Origin 7.0
fornecido juntamente com o equipamento.

Posteriormente, esses experimentos foram feitos nas mesmas condicGes de
volume, duracéo e intervalo de inje¢cGes, mudando apenas as temperaturas, que passaram
aser 25 °C e 30 °C. Deste modo, as fungdes termodinamicas AGapp, AHapp, -TASapp foram
graficadas em funcdo da temperatura e a ACpapp foi calculada como sendo o coeficiente

angular da reta da AHapp.

2.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.5.1 Andlises de sequéncia

A Figura 25 mostra uma representacdo esquematica de como algumas das
proteinas Ahas sdo organizadas estruturalmente em S. cerevisiae e P. falciparum, uma
vez que ja foram descritas proteinas desta familia que apresentam o dominio N-terminal
ligado ao dominio C-terminal (yAhal- Figura 25), a Aha2 apresenta dois dominios N-
terminais, a Aha3 é composta apenas pelo dominio N-terminal canénico e a Aha4, apenas

pelo dominio C-terminal candnico.
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Figura 25- Representacdo esquematica de como as proteinas yAhal, yAha3, PfAha2 e PfAha4 séo
estruturalmente organizadas.

yAhal 1 Dominio N-terminal Dominio C-terminal 350
Linker

PfAha2 1| Dominio N-terminal T Dominio N-terminal | 349
inker

yAha3 1| Dpominio N-terminal 153

m 1] Dominio C-terminal 140

Fonte: Autoria propria.

A Figura 26 mostra o alinhamento das sequéncias de aminoacidos dos dominios
yAhalN, yAhalC, PfAha2N, PfAha2C com as sequéncias de aminodcidos das proteinas
yAha3 e PfAha4 realizados com o programa Clustal omega e a Tabela 20 mostra a

identidade de sequéncia entre estas proteinas.

Tabela 20- Identidade de sequéncias entre as proteinas PfAha4, PfAha2, yAhal e yAha3.
Proteina yAhalC PfAha4 PfAha2N PfAha2C yAhalN yAha3

yAhalC  100%  26% 11% 11% 16% 25%
PfAha4 - 100% 18% 15% 13% 15%
PfAha2N - - 100% 22% 27% 26%
PfAha2C - - - 100% 20% 18%
yAhaIN - - - - 100% 39%

yAha3 - - - - - 100%

Fonte: Autoria propria.
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Figura 26- Alinhamento de sequéncia entre as proteinas utilizando o programa Clustal omega. A)
PfAha4, yAhalC e yAha3. B) PfAha4, PfAha2N, PfAha2C, yAhalN e yAha3.

A)

yAha3 MVVLNPNNWHWVDKNTLPWSKDYLNGKLTSLSTVSSDGKSKIELTQVSSITGDSNVSQRK 60
PfAhad @ - 0
yAhalC = 0
yAha3 GKPICYFDLQLSMNVKVTNLDTNKDDEDDDGILADGKLEIPEFMHDESDIPILSQGEFDAE 120
PfAha4 ~—-M-SFEITEEYYVPPEVLFNAFTD--AYTLTRLS--RG---SLAEVDL-KVGGKFSLE 48
yAhalC GNST-SIYLEPTFNVPSSELYETFLD--KQRILAWT--RSAQFFNSGPKL-ETKEKFELE 54

.. * * * . R L L

yAha3 DGLVRSEFVPKVVETLLKYQDDL -~ ———————————————— IKEHSKDIQV-———————— 153

PfAha4 SGSILGEFTEITKPHKIVEKWKFRDWNECDYSTVTVEFISVKENH-TKLKLTHNNIPASN 107

yAhalC GGNVISELVSCEKDKKLVFHWKLKDWSAPEFNSTIEMTFHESQEFHETKLOQVKWTGIPVGE 114

* . * - - - - - ok .= .

yAhad - 153

PfAha4 KYNEGGVLERCKNGWTQNFLHNIEVILGYPKKK 140

yAhalC  -——————- EDRVRANFEEYYVRSIKLTFGFGAVL 140

B) PfAhad --MSFEITEEYYVPPEVLFNAFTDAYTLTRLSRG———————————————————~— SLAEVD 38

PfAha2C - EKCLTKWAIEELQNIFN-KSIIELSNNIFLEF-FSCDVEGEASSS 43
PfAha2N  MSGSVWNSNS-WHWEERNYNKWAESYIKYNLSNLKIEKEDLTIYFDN---LQVSGNACVS 56
yAha3 ~-MVVLNPNN-WHWVDKNTLPWSKDYLNGKLTSLSTVSSDGKSKIELTQVSSITGDSNVS 57
yAhalN ~-MVVNNPNN-WHWVDKNCIGWAKEY FKQKLVGVEAGSVKDKKYAKIKSVSSIEGDCEVN 57
PfAhad LKVGGKFSLFSGSILGEFTEITKPHKIVEKWKERDWNECD—-—————— YSTVIV-—-EFI 87
PfAha2C LRKKKKILMYDLKI—————=———————— TSEWKAYQKNKNQQ----TETESKGHVSINDIL 86
PfAha2ZN IRKGKQINSFEYII-———————————— KFEWLYS———---— KKKEGKDYFGGSVEIPDFS 96
yAha3 QRKGKPICYFDLOL-————————————— SMNVKVTNLDTNKDDEDDDGILADGKLEIPEFM 104
yAhalN QRKGKVISLFDLKI————————————— TVLIE-——--- GHVDSKDGSALPFEGSINVPEVA 99
PfAhad ~—~SVKENHTKLKLTHNNIPASNKYN--EGGV~--———-—-— LERCKNGWTQNFLHNIEVILG 135
PfAha2C SDFSSDDNTKYSYYFIFDNKTDEYN-QINDVIKLEGPNKINQIIDDFILKMREK-————— 139
PfAha2N TFSLEE--NDYAINIERTDESENLRFIYDSILKKEGKEKIKECLKNFQEDLLKHDKNESN 154
yAha3 HDE-SD-——————~ IPIL--SQGFD-AFDGLVRSEFVPKVVETLLKYQDDLIKEHSKDIQ 152

yAhalN FDS-EA--SSYQFDISIFKETSELS-EAKPLIRSELLPKLRQIFQQFGKDLLATHGNDIQ 155

PfAhad YPKKK-- 140
PfAha2C  —-————- 139
PfAhazN KE-LKIK 160
yAha3 Vo 153

yAhalN VPESQVK 162

Fonte: Autoria propria.

Pode-se notar que a PfAha4 ocupa o lugar do C-terminal da proteina Ahal de S.
cerevisiae, apresentando cerca de 26% de identidade com a yAhalC. Ja a proteina Aha3
de S. cerevisiae corresponde ao dominio N-terminal da proteina canonica yAhal
(composta por um dominio N-terminal e um C-terminal). A Aha3 compartilha 39% de
identidade de sequéncia com a yAhalN. A PfAha2 apresenta dois dominios N-terminais

candnicos com identidade de sequéncia de aminoacidos de 22%. Como a maioria das
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identidades apresentadas € menor do que 30%, pode-se considerar baixa a identidade de
sequéncia (baixo grau de conservacdo) entre estas proteinas, resultado semelhante ao
apresentado por (Seraphim et al.,, 2013). Logo, estes resultados podem indicar
mecanismos de interacdo das Ahas com as Hsp90s apresentando peculiaridades entre as
espeécies (Seraphim et al., 2013).

A PfAha4 é o alvo deste capitulo, portanto foi feita uma analise utilizando o
programa Sednterp, que evidenciou pardmetros como € em 280 nm, pl e MM da proteina,

que podem ser vistos na Tabela 21.

Tabela 21- Parametros encontrados pelo Sednterp para a proteina PfAha4. Na tabela sdo mostrados
para a PfAha4 com e sem a His-tag conferida pelo pET28a, massa molecular, ponto isoelétrico, nimero de
residuos de triptofanos, tirosinas, cisteinas e o ¢ em 280 nm.

Proteina MM (Da) pl w Y C ¢ (Mtlcm?)
PfAha4 sem
] 16156,5 7,17 3 6 2 25565
His-tag
PfAha4 com
) 18319,8 8,07 3 6 2 25565
His-Tag

Fonte: Autoria propria.

2.5.2 Expresséo e purificacao

O vetor de expressao da PfAha4 foi adquirido comercialmente através da empresa
Epoch Lifesciences. A sequéncia codificante da PfAha4 esta otimizada para E. coli e esta
clonada entre os sitios de restricdo Nde | e Eco RI do plasmideo pET28a.

Como descrito na secdo material e métodos, a PfAha4 foi expressa e purificada
em trés passos cromatogréaficos: duas cromatografias de afinidade ao niquel e uma CEM.
Por aparentemente ndo possuir a His-tag muito acessivel a trombina, parte da proteina
permanece com a His-tag, por isso a necessidade de uma cromatografia de afinidade ao
niquel adicional. O cromatograma do ultimo passo, a CEM preparativa, esta representado
na Figura 27. Pode-se notar que a amostra ndo apresentou agregados (que seriam eluidos
no Vo da coluna em torno de 120 mL) e que a proteina eluiu como um pico Unico, com

volume de eluicdo em torno de 270 mL, indicando homogeneidade da amostra.
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Figura 27- Cromatograma da purificagcdo da PfAha4. A coluna utilizada foi a HiLoad Superdex 26/60
200 prep grade (GE Healthcare Lifesciences) acoplada ao sistema de FPLC, utilizando o equipamento
AKTA Prime plus (GE Healthcare Lifesciences) em tampéo Tris-HCI 25 mM (pH 7,5) contendo NaCl 150
mM.
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3 300
E
s 280t
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]
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<
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50 |
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Fonte: Autoria propria.

O SDS-PAGE 15% confirma que ela foi purificada com alto grau de pureza,
aparece como uma banda de tamanho esperado, que é de aproximadamente 16 kDa e teve

a His- Tag retirada de forma eficiente (Figura 28).
Figura 28- SDS-PAGE 15% da purificacdo da PfAha4. MM- Marcador de massa molecular, 1- fragdo

ndo induzida, 2- fracdo induzida, 3-sobrenadante, 4- afinidade ao niquel, 5- cromatografia de exclusdo
molecular apés clivagem da His-Tag.
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11625
974
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31

Fonte: Autoria propria.
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2.5.3 Dicroismo circular no UV distante

A fim de verificar o enovelamento da PfAha4 em termos de estrutura secundaria,
foram feitos experimentos de espectropolarimetria de dicroismo circular. Os dados foram

analisados de acordo com a Equacdo 2 e podem ser observados na Figura 29.

Figura 29- Avaliacdo da estrutura secundaria por dicroismo circular no UV distante. O espectro foi
obtido a partir da PfAha4 na concentracdo de 15 uM. O espectropolarimetro J-815 (Jasco) foi utilizado e a
deconvolugdo dos dados mostrou que a proteina € composta predominante por folhas-p (40%) e estruturas
desordenadas (40%). Estdo presentes também a-hélices (8%) e loops (12%).

15 | 40% folhas-B
40% estruturas desordenadas
12% loops

10 | 8% a-hélices

([6]Deg.cm®.dmol™) x 107

sk

[—— PfAha4 15 uM|

_10 L L L L L L L

200 210 220 230 240 250 260

Comprimento de onda (nm)

Fonte: Autoria prépria.

A deconvolucdo do espectro utilizando o software Dichworeb mostrou que a
proteina € composta predominante por folhas-p (40%) e estruturas desordenadas (40%).
Estdo presentes também a-hélices (8%) e loops (12%). Estes valores estdo de acordo com
o PDB disponivel para a proteina (Figura 23), que mostra grande parte da proteina
composta por folhas-B ¢ estruturas desenoveladas. Porém, sdo também observadas duas
a-hélices e os loops.

Estes valores sdo também compativeis com 0s encontrados para a proteina Ahal
completa de L. braziliensis (Seraphim et al., 2013), cuja composi¢do também é de folhas-
B majoritariamente. Os valores também estdo em concordancia com alguns valores
encontrados na literatura para o dominio N-terminal da Ahal de S. cerevisiae (Meyer et
al., 2004), para o dominio C-terminal da Ahal humana (PDB:1X53) e outras Ahas
(Koulov et al., 2010; Retzlaff et al., 2010), por exemplo.
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2.5.4 Espectroscopia de fluorescéncia

A PfAha4 possui 3 triptofanos, que estéo enterrados no interior da proteina e estdo
representados na Figura 30.

Figura 30 - Estrutural tridimensional da PfAha4 (PDB ID 3NI8). Sdo mostrados os trés triptofanos
presentes na proteina (rosa).

Fonte: Autoria propria.

Para avaliar a estrutura terciaria local de onde estdo localizados estes trés
triptofanos da PfAha4, sendo que 2 deles estdo conservados na yAhalC e um deles na
PfAha2C e PfAha2N (Figuras 25A e 25B), foi feita a espectropolarimetria de
fluorescéncia, em A de excitacdo 280 nm e 295 nm, na auséncia e presenca dos agentes
desnaturantes ureia e Gnd-HCI. Os espectros podem ser observados na Figura 31 e 0s
valores calculados de Amax e <A> estdo na Tabela 22.

Figura 31- Avaliacdo da estrutura terciaria por espectroscopia de fluorescéncia para a proteina
PfAha4. Os experimentos foram feitos na presenca e auséncia dos agentes desnaturantes Gnd-HCl e ureia.

A) A 280 nm e presenca de ureia. B) A 295 nm e presenga de ureia. C) A 280 nm e presenca de Gnd-HCI.
D) A 295 nm e presenca de Gnd-HCI.
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Fonte: Autoria propria.
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Tabela 22- Valores de Avax e <A> observados para a PfAha4 na espectroscopia de fluorescéncia.

Condicéio Aexc 280 nm Aexc 295 nm
(nm) (nm)
AvAX, auséncia de desnaturante 329 331
Avax, presenca de 7 M de ureia 347 346
Avax, presenca de 4,5 M de Gnd-HCI 345 347
<)>, auséncia de desnaturante 339,8+0,1 344,7+0,2
<)>, presenca de 7 M de ureia 351,9+0,1 357,1+0,1
<)>, presenca de 4,5 M de Gnd-HCI 350,9+0,1 357,1+0,1

Fonte: Autoria propria.

Os valores da Tabela 22 sugerem que, na média, os trés triptofanos apresentam-
se enterrados na proteina (Amax em torno de 330 nm), dados que convergem ao observado
na estrutura presente no PDB (Figura 30). Quando a proteina foi incubada com os agentes
desnaturantes, 0 Amax passou a ser aproximadamente 346 nm, o que significa que 0s
triptofanos ficaram expostos ao solvente, e consequentemente, a proteina perdeu a
estrutura terciaria local que originalmente possuia. Deste modo, o deslocamento para
comprimentos de onda maiores indica que a proteina recombinante foi obtida no estado

enovelado.
2.5.5 Desnaturacao térmica

Para verificar a estabilidade térmica da PfAha4, foi utilizada a técnica de
desnaturacao térmica acompanhada por CD 220 nm. O resultado da desnaturagdo térmica

pode ser observado na Figura 32.
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Figura 32- Desnaturacao térmica da PfAha4 monitorada por dicroismo circular. Os quadrados pretos
representam a desnaturacdo térmica direta e os circulos vermelhos representam a desnaturacdo térmica
reversa.
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Fonte: Autoria propria.

Na desnaturacéo direta, uma Unica transicdo cooperativa € observada e na reversa
ndo existem transicGes observaveis, o que mostra que a deshaturacdo térmica é
irreversivel. A analise dos dados no programa OriginPro 8.0 mostrou que a Tm obtida
foi 64,0+ 0,5 °C.

2.5.6 Experimentos de ultracentrifugacéo analitica

A ultracentrifugacdo analitica foi utilizada para a obtencdo de parédmetros
hidrodinamicos e estruturais, como: massa molecular, f/foe o coeficiente de sedimentacéo.
A Figura 33 mostra o perfil de distribui¢do das espécies de cinco diferentes concentracdes

da PfAha4 obtidos pela técnica.
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Figura 33- Ultracentrifugacao analitica da PfAha4. As concentragoes centrifugadas foram 0,2 mg.mL-
1 0,4 mg.mL?, 0,6 mg.mL?, 0,8 mg.mL! e 1,0 mg.mL?L. O inserto mostra o sow corrigido pelas
concentragdes da proteina.
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Fonte: Autoria propria.

Apds a andlise dos dados, o perfil de sedimentacdo sugeriu a presenca de uma
espécie homogénea em solugdo e com MM de 15,6 + 0,8 kDa. O s%q, obtido foi 2,00 +
0,01 S e a f/fo foi 1,08 + 0,04. Portanto, os dados sugerem que a PfAha4, que é composta
por um dominio Unico, pode ser considerada um mondémero globular em solucéo,
diferentemente de outras Ahas, que sdo compostas por dois dominios e se apresentam

como mondmeros alongados em solugdo (Seraphim et al., 2013).
2.5.7 Espalhamento de raios-X a baixo angulo

O SAXS foi realizado a fim de verificar como é o envelope da particula em
solucdo. A Figura 34 A mostra a curva de espalhamento dos raios-X. A regido de Guinier
(Figura 34A- inserto) mostra que a amostra ndo sofreu aparente agregacdo durante o

tempo do experimento.
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Figura 34- Andlise de dados de SAXS da PfAha4. Experimentos de SAXS foram feitos no Laboratério
Nacional de Luz Sincrotron (LNLS-CNPEM, Campinas-SP). A) Perfil de SAXS da PfAha4. Inserto:
Analise de Guinier mostrando que a amostra se apresentou monodispersa. B) Curva p(r) da PfAha4 sugere
que ela é uma proteina globular. Inserto: Grafico de Kratky mostrando o perfil de disperséo da proteina
indicando amostra compacta. C) A estrutura 3D da PfAha4 foi ajustada manualmente ao envelope obtido
através do modelo ab initio.
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Fonte: Autoria prépria.

Como pode ser observado na Figura 34B (funcdo de distribuicdo de distancias —
p(r)), a distancia maxima (Dmax) obtida foi 55 + 5 A. O inserto da Figura 34B mostra o
grafico de Kratky, cujo perfil sugere que a PfAha4 é uma proteina compacta. O Rg obtido
tem como valor 17,2 + 0,2 A (Guinier). O modelo de envelope obtido (Figura 33C) foi
validado e teve as propriedades preditas pelo software HydroPro. Os resultados preditos
para 0 modelo ab initio mostraram Rg de 17,6 A e sz de 1,66 S. Juntos, estes resultados
mostram que o0 modelo ab initio pode representar a proteina PfAha4d em solucdo. A
proteina apresenta o formato de uma esfera e a sua estrutura cristalografica pode ser
ajustada para esse envelope. Portanto, esses dados convergem com os dados de
ultracentrifugacao analitica, que mostram que a proteina € um monoémero globular em
solucéo.
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2.5.8 Experimentos de calorimetria de titulacéo isotérmica

A caracterizacdo da interagdo da PfAha4 com a PfHsp90 por ITC foi realizada
como descrito no item 2.3.10 da secdo material e métodos. Um isotermograma
exemplificativo da interacdo é representado na Figura 35. Esses experimentos de
interacdo foram feitos em quadruplicata e a média encontrada para cada um dos
pardmetros termodindmicos esta indicada na Tabela 23. Além disso, essa interacdo foi
observada em mais duas temperaturas testadas: 25 °C e 30 °C. Vale destacar que a
Equacdo 5 do capitulo 1 dessa tese foi utilizada aqui para a obtencdo dos parametros

faltantes nos isotermogramas.

Figura 35- Interacdo entre a PfAha4 e a PfHsp90 por ITC. A) Isotermograma tipico da interagdo entre
a PfAha4 e a PfHsp90 por ITC. A Hsp90 (20 uM, concentracdo de monémero) foi colocada na cela e a
PfAha4 (200 uM) foi colocada na seringa. O experimento foi realizado a 20 °C. Os parametros
estequiometria (n), constante de associacéo (Ka), AHapp € ASap foram obtidos ap6s a andlise dos dados. B)
Func¢oes termodindmicas AGapp, AHapp € —TASapp para 3 temperaturas: 20 °C, 25 °C e 30 °C.
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Fonte: Autoria propria.
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Tabela 23- Par@metros termodindmicos da interacéo entre a PfAha4 e a PfHsp90 em diferentes
temperaturas.

Parametros 20°C 25°C 30°C
n 1,9+0,1 16+0,2 1,7+0,1
Ka (M1.10°) 16,0+ 1,0 9,2+0,3 8,9+0,9
Kb (LM) 06+0,1 1,1+0,1 1,1+0,1
AGapp (kcal.mol?) -8,33+0,04 -8,00 + 0,02 -8,25 + 0,06
AHapp (kcal.mol?) -11,5+04 -14,0+£0,7 -13,8+0,9
ASapp (cal.mol1.K1) -11+2 202 -18+3
ACpap, (cal.mol1K1) -290 + 90

Fonte: Autoria propria.

Como pode ser observado na Tabela 23, os dados sugerem a estequiometria de 2:1
(duas moléculas de Aha4 interagem com um dimero de Hsp90) e que essa interacdo é
dirigida pela entalpia (AHapp<O) com existéncia de um custo entropico em todas as
temperaturas testadas (ASapp<0), provavelmente devido a restri¢cdo dos graus de liberdade
da PfHsp90, que inicialmente existia como um equilibrio de mdltiplos estados
conformacionais e, com a ligagdo da Aha4 provavelmente em interfaces opostas do
dimero, ficou restrita em poucos estados conformacionais (Seraphim et al., 2013).

A Kp que variou entre 0,6 + 0,1 e 1,1 £ 0,1 esta na mesma faixa reportada para
outras Ahas ort6logas de L. braziliensis, humana e de S. cerevisiae (Meyer et al., 2004;
Siligardi et al., 2004; Retzlaff et al., 2010; Seraphim et al., 2013). O AGgpp permaneceu
constante (em torno de -8 kcal.mol™) em todas as temperaturas, indicando compensagao
entalpia-entropia.

O AHapp foi um termo altamente negativo em todas as temperaturas e, quando 0s
valores foram plotados nas trés temperaturas, obteve-se a ACpapp de -290 + 90 cal.mol
1K1, Este valor negativo indica que a interagdo envolve eventos de dessolvatagdo. Este
mecanismo de interacdo é diferente para o observado na yAhal e a Ahal de L.
braziliensis, cuja ACpapp positiva indica que a interacdo com a Hsp90 envolve interagoes
eletrostéaticas e ligacOes de hidrogénio (Meyer et al., 2004; Seraphim et al., 2013).

2.6 CONCLUSOES

A proteina PfAha4 foi expressa, purificada e obtida com alto grau de pureza e com
a massa molecular esperada, o que pode ser observado no SDS-PAGE 15% contendo as
amostras da purificacdo. Ela estava enovelada, possuindo estrutura secundaria composta
predominantemente por folhas-B e estruturas desordenadas, o que foi verificado por

espectropolarimetria de dicroismo circular. A proteina também possui estrutura terciaria
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local, o que foi evidenciado por espectroscopia de fluorescéncia. Os resultados mostraram
que os trés triptofanos presentes na proteina encontram-se enterrados em seu interior, 0
que também pode ser visto na estrutura cristalogréfica da PfAha4 disponivel no Protein
Data Bank. Foram feitos também ensaios de desnaturacao térmica e quimica, esta Gltima
utilizando como agentes desnaturantes ureia e Gnd-HCI. Os testes mostraram que a
proteina estava enovelada antes de 64 °C e que ela sofre desenovelamento térmico
irreversivel. Os testes de desenovelamento quimico mostraram os valores de Tm em que
a proteina se encontra 50% enovelada e 50% desenovelada. A ultracentrifugacéo analitica
sugere que a proteina € um mondmero globular em solucéo, o que foi confirmado pela
técnica de SAXS. Estes dados divergem para outras Ahas conhecidas que, diferentemente
da PfAha4, sdo compostas por dois dominios e apresentam-se como mondmeros
alongados em solucéo. A PfAha4 foi capaz de interagir com a PfHsp90 por calorimetria
de titulacdo isotérmica em uma estequiometria de 2:1 (duas moléculas de PfAha4
provavelmente interagindo em interfaces opostas de cada dimero de PfHsp90) mostrando
que ela é funcional. Os pardmetros termodinamicos dessa interacdo indicaram que ela é
dirigida pela entalpia, porém apresenta custo entrépico, provavelmente devido a restricdo
dos graus de liberdade da PfHsp90 durante a ligacdo da PfAha4. O valor negativo de
ACpapp indicou que a interagdo envolve eventos de dessolvatacéo, diferentemente do que
ocorre para outras Ahas. Portanto, a PfAha4 apresentou caracteristicas estruturais
intrinsecas de proteinas da familia Aha, porém, apresentou diversas peculiaridades,
tornando-a um alvo extremamente interessante de estudo, visto principalmente a

necessidade da prospec¢do de novos alvos no combate a maléria.
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