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RESUMO

O enovelamento proteico € essencial para a correta funcao biolégica das
proteinas. Falhas nesse processo podem levar & formacdo de proteinas mal
enoveladas e/ou agregados proteicos. Para tentar evitar esse problema, a
célula expressa uma familia de proteinas denominadas de chaperonas
moleculares ou proteinas de choque térmico (Hsp). As chaperonas moleculares
auxiliam no enovelamento correto de outras proteinas, entre outras funcdes
importantes para as células. A familia das Hsp90 sdo chaperonas importantes
por auxiliarem no enovelamento proteico e prevenirem a agregacao de
proteinas. A Hsp90 é regulada por diversas co-chaperonas, como, por
exemplo, a p23. A p23 € uma pequena proteina acida que regula a atividade
ATPésica da Hsp90. Ela possui um dominio N-terminal estruturado em folhas-
beta e um dominio C-terminal desestruturado. Além do papel regulatorio,
inibindo a atividade ATPasica da Hsp90, ela possui atividade chaperona. Desta
forma, o objetivo desse trabalho foi estudar comparativamente as duas p23
identificadas no genoma do protozoario Leishmania braziliensis (Lbp23A e
Lbp23B). As proteinas foram expressas, purificadas e caracterizadas estrutural
e funcionalmente. Além disso, foram desenvolvidos experimentos funcionais
como: atividade chaperona; inibicdo da atividade ATP&sica da Hsp90 de L.
braziliensis (LbHsp90) e identificacdo in vivo por western blotting. Os resultados
indicam que essas duas proteinas sao similares estruturalmente, porém,
possuem estabilidade quimica e térmica notavelmente diferente. Ambas Lbp23
apresentam diferencas em relacdo a atividade chaperona e inibicdo da
atividade ATPasica da LbHsp90. A identificacdo in vivo mostrou a presenca das
duas Lbp23 em extratos de L. braziliensis; além de sugerir possiveis
modificacdes pos-traducionais na Lbp23B. Os resultados indicam que ambas
as Lbp23 de L. braziliensis sdo inequivocamente p23, pois possuem sinais

estruturais e funcdo desta co-chaperona.



ABSTRACT

Protein folding is essential for proteins’ proper biological function.
Failures in this process can lead to the formation of poorly unfolded proteins
and/or protein aggregates. In order to avoid this problem, the cells express a
family of proteins known as molecular chaperones. The molecular chaperones
are proteins that assist the correct folding of other proteins, and other important
functions in the cells. The Hsp90 family is important for protein folding and it
assists in preventing protein aggregation. Hsp90 is regulated by several co-
chaperones, for example, p23. The p23 is a small acidic protein that regulates
the ATPase activity of Hsp90. It has a structured N-terminal beta-sheet and an
unstructured C-terminal domain. In addition to the regulatory role, as an inhibitor
of ATPase activity of Hsp90, it also has chaperone activity in itself. Thus, the
aim of this study was to investigate comparatively two p23 identified in the
Leishmania braziliensis (Lbp23A and Lbp23B) genome. The proteins were
expressed, purified and structurally and functionally characterized. Furthermore,
functional assays such as intrinsic chaperone activity and inhibition of ATPase
activity of Hsp90 L. braziliensis (LbHsp90) and identifying in vivo by western
blotting were developed. The results indicate that these two proteins are
structurally similar, however, demonstrated significant differences in chemical
and thermal stability. The Lbp23 also differ in relation to chaperone activity and
inhibition of ATPase activity of LoHsp90. The in vivo identification revealed the
presence of both Lbp23 in extracts of L. braziliensis; besides suggesting
possible post-translational modifications in Lbp23B. The results indicate that
both Lbp23 are undoubtedly p23, since they show p23-like function and

structural signs.
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1.0 INTRODUCAO

1.1 PROTEINAS

Entre as macromoléculas mais abundantes presentes nas células dos
seres vivos estdo as proteinas (ALBERTS et al., 2002). A estrutura nativa
possui papel importantissimo em sua atividade biologica, sendo que na
sequéncia de aminoacidos estdo presentes todas as informagfes necessérias
para o enovelamento proteico (ANFINSEN, 1973). Além da grande
versatilidade e complexidade biologica, as proteinas estdo envolvidas em

guase todos os processos biolégicos (HARTL et al., 2011).

Os aminoacidos sdo a matéria-prima para a formacéo das proteinas. De
uma maneira geral, existem 20 tipos diferentes de aminoacidos, cada qual com
uma propriedade fisico-quimica distinta, sendo todos eles a-aminoacidos. Um
a-aminoacido consiste em um atomo de carbono central (carbono-alfa) ligado a
um grupo amino, um grupo carboxilico, um atomo de hidrogénio e a um
grupamento R (ou cadeia lateral). Diferencas na estrutura, no tamanho e na
carga elétrica, entre os aminoacidos, sao resultantes das cadeias laterais.
Vale destacar que, além desses 20 aminoacidos, ha outros aminoacidos menos
comuns, contudo ndo séo constituintes das proteinas (NELSON; COX, 2008;
BERG et al., 2002).

As proteinas sdo formadas pela unido entre os aminoacidos, sendo
esses ligados covalentemente pela ligacdo peptidica. O grupo amino de um
aminoacido reage com o grupo carboxilico de outro aminoacido, com
consequente eliminacdo de uma molécula de 4gua. Cada proteina possui sua
propria sequéncia de aminoacidos, sendo essa determinada pela sequéncia de
nucleotideos do DNA, e a diversidade de proteinas encontrada na natureza é
enorme (ALBERTS et al., 2002; WHITFORD, 2005).

Aléem da grande diversidade e complexidade apresentadas pelas
proteinas, elas apresentam diferentes graus estruturais, que vao desde a
simples sequéncia de aminoacidos até a interacdo entre diferentes proteinas.
Como mencionado anteriormente, a sequéncia de aminoacidos se constitui no

primeiro estagio estrutural de uma proteina, ou seja, a estrutura primaria

14



emerge da sequéncia linear dos aminoacidos na cadeia polipeptidica, sendo
esses aminoacidos unidos covalentemente pela ligacdo peptidica. A
informacdo para a estrutura primaria estd contida na sequéncia de
nucleotideos, no DNA, e é especifica para cada proteina (NELSON; COX,
2008; WHITFORD, 2005).

A estrutura primaria leva ao segundo nivel organizacional dessas
macromoléculas: a estrutura secundaria. Essa estrutura se caracteriza pela
conformacao local da cadeia polipeptidica e pela relagdo entre os residuos de
aminoacidos que estdo perto devido a estrutura primaria. Os grupos N-H e
C=0 na cadeia principal interagem por meio de ligacdes de hidrogénio, sem
envolver as cadeias laterais, possibilitando esse tipo de estrutura. Em proteinas
globulares, os trés tipos béasicos de estrutura secundéria sdo: hélice-alfa, folha-
beta e voltas (ALBERTS et al., 2002; WHITFORD, 2005).

A hélice-alfa foi inicialmente encontrada numa proteina chamada alfa-
queratina, muito comum em pele, cabelo, unha e chifre. A hélice-alfa é
estabilizada por ligacdes de hidrogénio entre os grupos N-H e C=0 da cadeia
principal (BERG et al., 2002). De maneira geral, o grupo C=0O de cada
aminoacido forma uma ligacdo de hidrogénio com o grupo N-H de um
aminoacido situado quatro residuos adiante da sequéncia de aminoacidos.
Com isso, temos uma hélice regular com voltas completas a cada 3,6 residuos

de aminoacidos.

Na folha-beta, descoberta na fibroina (presente na seda), a cadeia
polipeptidica é estendida na forma de zigue-zague, ao invés da estrutura em
hélice; desta forma, o arranjo € organizado numa séria de dobras. Nesse
arranjo, as ligacbes de hidrogénio sdo formadas com o0s seguimentos
adjacentes da cadeia polipeptidica (NELSON; COX, 2008; WHITFORD, 2005).

Em proteinas com estrutura compacta, como as proteinas globulares,
aproximadamente, um terco dos residuos de aminoécidos formam loops, onde
a cadeia polipeptidica muda de direcéo; essas conexdes recebem o nome de
voltas (NELSON; COX, 2008).
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Interacdes distantes ou nado locais caracterizam a estrutura terciaria (ou
arranjo tridimensional), sendo que a interacdo de regides com estruturas e sem
estruturas secundarias permitem esse tipo de enovelamento. Esse
enovelamento é fruto, também, de diversos fatores externos, como a
temperatura, forca ibnica, acidez, etc. (RUDDON; BEDOWS, 1997).

A estrutura quaternaria é a associagcdo entre duas, ou mais,
macromoléculas proteicas (ou subunidades), formando um complexo
tridimencional, sendo a hemoglobina, talvez, o exemplo mais citado quando se
fala nesse tipo de estrutura (NELSON; COX, 2008).

Figura 1 - Os quatro niveis de organizacédo das proteinas.

Estrutura Primaria Estrutura Secundaria
—~Ala-Glu-Val-=Thr-Asp-Pro-Gly— . £\ L
Alfa-hélice v UU
Folha-beta

Estrutura Terciaria

Dominio

Estrutura Quaternaria

(Modificada de http://www.bioinformaticaindeklas.nl/en_oud/basicsa.html).

As proteinas possuem diversas funcdes biologicas, possuindo uma
ampla gama de atuacdes dentro do organismo. Sendo assim, podemos citar

seu papel enzimatico, catalisando diversas reacdes quimicas; sua atuacao no
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transporte de moléculas, por exemplo, a hemoglobina; sua funcéo na defesa do

organismo contra antigenos, entre outras fungcdes (NELSON; COX, 2008).

Como ja dito anteriormente, a atividade bioldgica de uma proteina
depende de um enovelamento correto, sendo este estritamente relacionado
com a sequéncia de aminoacidos que compde a proteina. Contudo, as
proteinas podem interagir de maneira inadequada em certas condicfes de
estresse, como aumento da temperatura e variagcdoes de concentragdes ionicas,
através de regides hidrofébicas expostas, formando agregados que tendem a
se precipitar (JAENICKE et al.,, 1987). Diversas doencas parecem estar
relacionadas com agregacdes proteicas, como: mal de Alzheimer, mal de
Parkinson, fibrose cistica, doenc¢a de Huntington, alguns tipos de cancer, entre
outras (RUDDON; BEDOWS, 1997; BEISSINGER; BUCHNER, 1998; CHAI et
al., 1999; HARTL; HAYER-HARTL, 2002).
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Figura 2 - Funcéo de Proteinas.
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Buscando contornar o problema da agregacdo proteica, a célula
expressa uma classe de proteinas, em condicdes normais e em condi¢cfes de
estresse, para auxiliar no correto enovelamento proteico, assim como para
recuperar proteinas agregadas, entre outras funcdes biolégicas. Tais proteinas
sdo denominadas proteinas de choque térmico (do inglés, Heat shock proteins
- Hsp) ou chaperonas moleculares, e sdo alvos de diversas revisdes cientificas
(FINK, 1999; BORGES; RAMOS, 2005; TREPEL et al., 2010; BARDWELL;
JAKOB, 2012; ROHL et al., 2013; HARTL et al., 2011) assim como de

diferentes linhas de pesquisa.
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1.2 CHAPERONAS MOLECULARES

O nome chaperona molecular foi inicialmente usado para descrever o
papel da nucleoplasmina na oligomerizacdo das histonas na cromatina. A
nucleoplasmina evita a agregacdo das histonas, promovendo uma correta
oligomerizacdo, porém sem participar da estrutura final, ou seja, nao
modificando a estrutura nativa da proteina-cliente, podendo tal estrutura ser
alcancada tanto na presenca quanto na auséncia da chaperona molecular
(LASKEY et al., 1978).

Essas proteinas de choque térmico abrangem uma ampla familia de
polipeptideos altamente conservados. O paradigma basico das chaperonas é
que elas reconhecem e se ligam seletivamente as proteinas ndo enoveladas,
parcialmente enoveladas ou agregadas, mas ndo as nativas, formando assim
um complexo estavel (ELLIS, 1999), sendo que, na maioria dos casos, esses
complexos sdo dissociados pela ligacdo e hidrolise do ATP (FINK, 1999).
Contudo, ha chaperonas ATP-independente, uma vez que elas operam em
compartimentos celulares sem ATP (periplasma) ou porque elas trabalham em
condicbes de estresse de ATP (estresse oxidativo) (BARDWELL; JAKOB,
2012).

Por conseguirem interagir com tantas proteinas, as chaperonas
moleculares possuem fungdes vitais na homeostase celular. Essa classe de
proteinas participa de diversos processos dentro da célula, como: estabilizar
proteinas recém-sintetizadas, promover transporte e translocacdo de
macromoléculas, auxiliar no enovelamento e no reenovelamento proteico,
evitar agregacdo de polipeptidios, entre outras fun¢cdes (HENDRICK; HARTL,
1993).

Na transicdo entre os estados de desnovelamento e enovelamento, as
proteinas passam por estados intermediarios, nos quais tem o potencial de se
agregar. I1sso leva, na célula, a formag&o de corpos de inclusdo, especialmente
guando ocorre superexpressao proteica. Para evitar isso, diversas chaperonas
se ligam nessas proteinas desenoveladas, ou parcialmente enoveladas,

prevenindo, assim, a agregacao (FINK, 1999).
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As chaperonas, apesar de possuirem diferentes mecanismos de
funcionamento, reconhecem e se ligam as superficies hidrofébicas de proteinas
parcial ou totalmente desenoveladas. Podemos classifica-las, devido & massa
molecular, em cinco familias (Hspl100, Hsp90, Hsp70, Hsp60 e smHsp).
Contudo, para o pleno funcionamento das chaperonas moleculares, regulando
ou modulando suas atividades, é necesséria a presenca de co-fatores ou das
co-chaperonas moleculares (BORGES; RAMOS, 2005).

Tabela 1: Principais Familias de Chaperonas Moleculares

Chaperona | Co-chaperona | M.M. (kDa) Informacdes Gerais

Hsp100 ? ~100 Atividade ATPase; recupera
proteinas de agregados.

Hsp90 HIP, HOP, p23 ~90 Previne agregacéo proteica; liga
ATP; interage com diversas
proteinas; constitutiva.

Hsp70 Hsp40, GrpE ~70 Atividade ATPase; liga peptideos

de cadeia nascente; envolvida

em enovelamento; transporte
entre membranas.

Hsp60 Hsp10 ~60 Atividade ATPase; auxilia no
enovelamento.
(GroEL) (GroES)
SmHsp ? ~15-30 ATP-independente; envolvida em

termotolerancia.

(Modificado de BORGES; RAMOS, 2005).

1.3 As Hsr90

Hsp90, ou Heat Shock Protein 90, é uma chaperona molecular ATP-
dependente que participa da maturacdo, ativacdo e estabilidade de varias
proteinas-clientes (NECKERS; WORKMAN, 2012). Ela é a chaperona
molecular mais abundante em células eucaridticas, constituindo,
aproximadamente, 2% do material proteico de uma célula ndo submetida ao
estresse (ROHL et al., 2013).
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As Hsp90 mostram uma grande capacidade de interagir, por meio dos
seus varios dominios, com diferentes substratos e co-chaperonas ao mesmo
tempo (MEYER et al., 2004). Atualmente, se conhece mais de 300 proteinas
com capacidade de interagir com a Hsp90, sendo essas proteinas-clientes
importantes reguladoras das mais diversas reacoes biolégicas celulares, fato
esse que explica o importante papel da Hsp90 como regulador metabdlico
(ROHL et al., 2013).

O fato de conseguir interagir com proteinas tdo diversas deve-se aos
varios estados conformacionais que a Hsp90 pode assumir; motivo esse que
explica a dificuldade que foi obter o cristal completo dessa proteina (ALl et al.,
2006; SHIAU et al.,, 2006; KRUKENBERG et al., 2011). A flexibilidade
conformacional apresentada, pelas Hsp90, também estd relacionada a
atividade ATPase dessa proteina, uma vez que o seu dominio N-terminal é
capaz de ligar e hidrolisar ATP (ROHL et al., 2013).

A Figura 3 representa dois importantes estagios conformacionais da
Hsp90, e mostra como a hidrélise do ATP influencia na estrutura desta
chaperona. Na auséncia do nucleotideo a Hsp90 adota uma conformacédo
aberta, onde o dominio N-terminal ndo se encontra dimerizado. Contudo, uma
vez que ocorre na ligacdo do ATP, no dominio N-terminal, a Hsp90 assume
uma conformacao fechada. Apds a hidrélise do ATP, e a consequente liberacao
de ADP e fosfato inorgéanico, a Hsp90 volta a sua conformacédo aberta (ROHL
et al., 2013).
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Figura 3 - Diferentes conformacdes adotadas pela Hsp90. Conformacéo aberta: Hsp90 de
Escherichia coli. Conformacédo fechada: Hsp90 de Saccharomyces cerevisiae.

+ ADP, Pi

Conformacao Aberta
Conformacgao Fechada

(Modificado de ROHL et al., 2013).

A Hsp90 é encontrada como um homodimero, possuindo massa
molecular entre 82 e 96 kDa, sendo que o monbmero € constituido por trés
dominios: o dominio N-terminal (N), o dominio intermediario (M) e o dominio C-
terminal (C) (Figura 4). O dominio N-terminal (~25 kDa) tem sido associado
com a fraca atividade ATPase da Hsp90 e pode estar envolvido com as co-
chaperonas moleculares e com algumas proteinas-clientes. Além disso, ha
indicios que em certas situa¢des o dominio N-terminal pode se dimerizar, como
quando a Hsp90 liga-se ao ATP ou interage com algum inibidor, causando
influéncia na ligacdo com proteinas-clientes ou com suas co-chaperonas
(MARTINEZ-YAMOUT et al., 2006; PEARL; PRODROMOU, 2006).

O dominio intermediario, M (~35 kDa), tem sido indicado como o
principal sitio de interacdo com proteinas-clientes; possuindo influéncia na
atividade ATPase, exercida pelo dominio N. Os dominios N e M sdo separados
por uma sequéncia de aminoacidos carregados (charged linker), de
aproximadamente 60 residuos, sendo esse linker ausente nos procariotos
(MARTINEZ-YAMOUT et al., 2006).

Ja o dominio C-terminal (~30 kDa) € responsavel pela dimerizacéo
permanente da Hsp90 e possui sitios de interagdo com substratos e co-
chaperonas (NEMOTO et al., 1995; STEBBINS et al.,, 1997; MARUYA et al.,
1999; PEARL; PRODROMOU, 2006; WANDINGER et al., 2008). Além disso, a
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extremidade C-terminal possui a sequéncia motivo MEEVD, que permite a
ligacdo de proteinas portadoras do dominio TPR (Tetratricopeptide Repeat)
como a HOP e CHIP (MARTINEZ-YAMOUT et al.,, 2006), entre outras co-

chaperonas.

Figura 4 - Diagrama esquematico da Hsp90 humana

1 224 283 544 731

|
Intermediario -ME EVD

(Adaptado de MARTINEZ-YAMOUT et al., 2006).

Linker

Alguns estudos mostram que modificacbes pds-traducionais -
fosforilacbes nas serinas, treoninas e tirosinas; acetilagdo nas lisinas e S-
nitrosilacdo em cisteinas (MAYER, 2010) - podem regular as interacdes
apresentadas entre a Hsp90 e seus substratos (BLANK et al. 2003;
WANDINGER et al. 2008).

Em Leishmania donovani a montagem de complexos funcionais é
possivel ap6s mudancas como acetilagéo e fosforilagdo nas Hsp90 (MORALES
et al.,, 2010). Atuando na resposta ao estresse térmico, as Hsp90 sdo
importantes para o ciclo de vida de diversos organismos, incluindo de
diferentes protozoarios, como Plasmodium falciparum e a L. donovani
(WIESGIGL; CLOS, 2001; PAVITHRA et al., 2004).

Os diferentes dominios da Hsp90 interagem com diferentes inibidores,
desta forma, o ciclo funcional dessa proteina torna-se comprometido,
inviabilizando sua atividade. O dominio N-terminal é o sitio de ligacdo dos
inibidores geldanamicina (GA) e radicicol (RDC). Ja o dominio C-terminal é o
sitio de ligag&o do inibidor novobiocina (MARCU et al., 2000; YUN et al., 2004)
e do agente antineoplasico cisplatina (ITOH et al., 1999; SOTI et al., 2002).
Allan e colaboradores (2006) sugerem que os antibidticos do tipo cumariana,

como a novobiocina, induzem a monomerizagao da Hsp90.

As Hsp90 citoplasmaticas s&o auxiliadas por varias co-chaperonas,
como, por exemplo, a HOP (Hsp70-Hsp90 Organizing Protein), a Ahal e a p23
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(ver item 1.5), entre outras. Uma das mais bem conhecidas, a HOP atua como
um mediador entre as Hsp90 e as Hsp70, intermediando a apresentacao as
Hsp90 de proteinas clientes primeiramente reconhecidos pelas Hsp70
(PRODROMOU et al., 1999; WEGELE et al., 2004).

A HOP é uma proteina que possui um dominio TPR, caracterizado pelo
motivo hélice-volta-hélice, que reconhece um segmento MEEVD da regido C-
terminal das Hsp90, e outro dominio TPR que reconhece o0 mesmo motivo na
porcdo C-terminal das Hsp70 citoplasmaticas (SCHEUFLER et al., 2000;
WEGELE et al., 2004; MARTINEZ-YAMOUT et al, 2006; PEARL;
PRODROMOU, 2006).

A proteina Ahal (Activator of Hsp90 ATPase 1), que possui massa
molecular de aproximadamente 38 kDa, se liga ao dominio intermediario da
Hsp90. Essa co-chaperona atua como ativador da atividade ATPase das
Hsp90, sofrendo competicdo por parte de outras co-chaperonas, como, por
exemplo, a p23 (HARST et al., 2005; PANARETOU et al., 2002; MEYER et al.,
2004; LOTZ et al.,, 2003). Por meio da via de ubiquitinacdo, a proteina
conhecida como CHIP também interage com as Hsp90, encaminhando
proteinas ligadas ao complexo Hsp90 para a degradacéo (JIANG et al., 2001;
PEARL; PRODROMOU, 2006).

1.4 CicLo FUNCIONAL DAS HsP90

O sistema minimo necessario, em eucariotos, para o funcionamento do
ciclo funcional das Hsp90 conta com a participacdo de cinco proteinas: Hsp90,
Hsp70, Hsp40, HOP e p23 (YOUNG et al.,, 2001; WEGELE et al., 2004),
embora haja no ciclo auxilio de mais de 10 diferentes co-chaperonas
(BUCHNER, 1999; WEGELE et al., 2004; SERAPHIM et al., no prelo).

O ciclo funcional da familia Hsp90 pode ser dividido em duas vias: a via
das Hsp70 e a das Hsp90, ambas interligadas pela HOP. A priori, com a
ligacdo de um substrato a Hsp70, via Hsp40, ha a formacdo de um primeiro
heterocomplexo (WEGELE et al., 2004). Esse heterocomplexo, substrato-

Hsp70-Hsp40, interage com a HOP, que o conecta a Hsp90, permitindo a
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transferéncia do substrato para a Hsp90. A dissociacdo da Hsp90 da Hsp70,
Hsp40 e HOP ocorre com a ligacdo de ATP. A Hsp90 pode hidrolisar o ATP,
estimulado pela Ahal, ocasionando mudancas conformacionais que levam a
liberacdo do substrato (WANDINGER et al., 2008). Deste modo a Hsp90 fica
disponivel para um novo ciclo funcional (YOUNG et al., 2001; WEGELE et al.,
2004; WANDINGER et al., 2008). Alternativamente, a p23 interage com o
dominio N-terminal dimerizado da Hsp90, inibindo o ciclo funcional, o que pode
estimular a liberacdo da proteina cliente da Hsp90 ou o seu encaminhamento
para vias degradativas (YOUNG; HARTL, 2000; WANDINGER et al., 2008).

O ciclo funcional pode ser modificado pela presenca dos inibidores da
Hsp90, GA e RDC, que podem levar a proteina cliente para a degradacdo
proteica, atuando no inicio do ciclo, (SCHNEIDER et al., 1996; WHITESELL et
al., 1994; HOHFELD et al., 2001; MALONEY; WORKMAN, 2002).

A Figura 5 mostra a proteina-cliente, ligada a Hsp70, sendo transferida
para a Hsp90 via Stil (ou Hop). Nessa fase do ciclo, a Hsp90 se encontra na
conformacdo aberta e a Stil se liga simultaneamente a Hsp90 e a Hsp70.
Essas ligacbes geram uma assimetria nesse complexo, Hsp90-Stil-Hsp70-
proteina-cliente, sendo esse estabilizado por uma co-chaperona denominada
PPlase (peptidyl-prolyl isomerase). A dimerizacdo do dominio N-terminal s6 &
possivel com a saida das proteinas Stil e Hsp70 e com a ligacdo do ATP. A
co-chaperona Ahal acelera a formacéo do estado conformacional fechado 1 e
aumenta a taxa de hidrélise da Hsp90. Finalmente, a ligacdo da co-chaperona
molecular p23 promove a retirada da Ahal, prendendo o ATP no dominio N-
terminal da Hsp90 e levando a Hsp90 para o estagio conformacional fechado 2
(mais compacto que o estado conformacional fechado 1). A p23 inibe a
hidrolise do ATP da Hsp90, dando mais tempo para essa atuar na proteina-
cliente. Apés a hidrélise do ATP, a proteina-cliente € liberada, juntamente com
a p23 e a PPlase, e a Hsp90 volta para sua conformacéao aberta, sem o ATP no
dominio N-terminal (YOUNG et al., 2001; ROHL et al., 2013).
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Figura 5 - Ciclo Funcional das Hsp90.
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O substrato, ou proteina-cliente, é transferido da Hsp70 para a Hsp90, processo este auxiliado
pela co-chaperona Stil/HOP. A Hsp90 liga-se ao substrato na presenca de ATP, sendo,
posteriormente, a ligagdo do ATP um dos responséaveis por induzir a dimerizacdo do dominio
N-terminal. A ligacdo da co-chaperona p23 ocorre num estagio tardio do ciclo funcional e
possui, primordialmente, a funcao de inibir a hidrélise do ATP da Hsp90, dando maior tempo
para essa proteina atuar na proteina-cliente. Por fim, com a hidrélise do ATP, o substrato é

liberado e a Hsp90 reinicia novamente seu ciclo funcional. (Adaptado de ROHL, et al., 2013).

1.5 A CO-CHAPERONA MOLECULAR P23

A p23 € uma co-chaperona das Hsp90 que participa da estabilizacdo do
estado dimerizado do dominio N-terminal ligado ao ATP (PEARL;
PRODROMOU, 2006). A p23 é uma peguena proteina de carater acido, com
tamanho aproximado entre 18-25 kDa e dominio N-terminal enovelado em folha
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B-pregueada (WEAVER et al.,, 2000). Essa proteina, conservada durante a
evolucdo, pode ser encontrada de leveduras até humanos, com possiveis
ortélogo em vegetais (GARCIA-RANEA et al., 2002). Apesar da baixa
identidade na sequéncia de aminoacidos, as p23 apresentam grande
conservacdo em aminoacidos envolvidos na interacdo com as Hsp90
(MARTINEZ-YAMOUT et al., 2006).

A interacdo entre a Hsp90 e a p23 ocorre num estado tardio do ciclo,
sendo que essa interacao é dependente de ATP (CHUA et al., 2010). A p23 se
liga a Hsp90 e inibe a hidrolise do ATP, possibilitando um maior tempo para
que a Hsp90 interaja com outros substratos (FORAFONOQV et al., 2008). H4,
contudo, estudos que sugerem que a propria p23 tenha atividade chaperona
por interagir com proteinas desnaturadas e parcialmente desnaturadas,
prevenindo a agregacdo e mantendo-as em seu estado competente para o
reenovelamento (WEIKL et al., 1999; WEAVER et al., 2000).

Em um estudo, conduzido por McLaughlin e colaboradores (2006), foi
demonstrado que a p23 se liga a Hsp90 tanto na presenca quanto na auséncia
de ATP, porém a afinidade da ligacdo € maior na presenca do ATP. Segundo
esses autores, a interacdo entre a Hsp90 e a p23 ocorre através do dominio N-
terminal, com uma razdo de duas moléculas de p23 por dimero de Hsp90.
Outra funcdo deste mesmo dominio € ligar-se com proteinas parcialmente
enoveladas (WEIKL et al., 1999). Ja a regidao C-terminal da p23 é uma regido
acida desprovida de estrutura organizada (WEIKL et al., 1999; WEAVER et al.,
2000). Esta regiao atuaria com um “flutuador”, mantendo o substrato acoplado
a p23 em solucdo, ou para interagir com outras proteinas (MARTINEZ-
YAMOUT et al., 2006). Um fato importante, no estudo funcional do ciclo dessa
proteina, foi que alguns estudos mostraram que a delecdo da regido C-terminal
nao inibe a associacado da p23 com a Hsp90, sugerindo que esta regido nao é
vital para a interacdo dessas duas proteinas (WEIKL et al., 1999;
MCLAUGHLIN et al., 2006).

Para a perfeita formacdo do complexo Hsp90-p23 ha a necessidade do
ATP, sendo que apos a ligacdo da p23 com a Hsp90, ha a inibi¢cdo da atividade

de quebra do ATP, contudo o entendimento dessa etapa do ciclo continua
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sendo um mistério (FORAFONOQV et al., 2008; CHUA et al., 2010; KARAGOZ
et al.,, 2011). Dados recentes mostram que a ligacdo da p23 com a Hsp90
induzem mudancgas conformacionais no sitio de ligacdo de nucleotideos. Isso
permitiria a p23 reduzir a atividade de hidrélise do ATP das Hsp90, regulando o
ciclo funcional desta chaperona por mudancas no ambiente dos nucleotideos
(KARAGOZ et al., 2011). Mudangas conformacionais no dominio M das Hsp90
também s&o relatadas apos a ligacéo das p23 (KARAGOZ et al., 2011).

Em um estudo conduzido por Ali e colaboradores (2006), mostrou-se
que as proteinas Hsp90 e p23 de levedura, respectivamente Hsp82 e Shal,
interagem pelo dominio N-terminal e que a participacdo da Sbal no ciclo
funcional das Hsp82 é de extrema importancia. A interacdo entre essas duas
proteinas ocorre na fase tardia do ciclo, sendo dependente de ATP (SULLIVAN
et al., 1997; SULLIVAN et al.,, 2002). Em mais detalhes, a Sbal “paralisa” a
Hsp82 no estado ligado ao ATP e diminui a taxa de hidrolise dessa molécula,
proporcionando maior tempo para a Hsp82 interagir com suas respectivas
proteinas-clientes (MCLAUGHLIN et al., 2006).

1.6 O GENERO LEISHMANIA

O género Leishmania corresponde a protozoarios parasitas, da familia
Trypanosomatidae, responsaveis pela leishmaniose. Essa doenca representa
um sério problema de saude publica, sendo endémica em aproximadamente
100 paises de cinco continentes. Com 12 milhdes de pessoas infectadas,
sendo que hé registros de até 2 milhdes de novos casos todos os anos, e mais
de 350 milhdes em areas de risco, essa doenca é motivo de diversos estudos
(DESJEUX, 1996). Mais de 30 espécies de Leishmania ja foram identificadas,
sendo que varias delas sdo de grande importdncia médica e veterinaria
(BATES; ASHFORD, 2006; LAINSON; SHAW, 2006). As principais sindromes
encontradas em humanos sao de trés tipos — cutanea, mucocutanea e visceral
— dependendo do contagio com as diferentes espécies de Leishmania (BATES;
ROGERS, 2004; WHO, 2010). Os sintomas vao desde leves lesdes cutaneas
até graves lesdes fatais nas visceras (DOSTALOVA; VOLF, 2012).
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Figura 6 - Géneros e espécies de Leishmania.
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(Adaptado de ASSCHE et. al., 2011).

A infeccdo se da pela picada da fémea do flebotomineo, um diptero
pertencente a familia Psychodidae, sub-familia Phlebotominae, com mais de
700 espécies descritas, sendo que, aproximadamente, 30 dessas espécies sao
capazes de servir como vetor para a leishmaniose (LANE, 1993). Esses insetos
sdo pequenos, medem entre 1,5 - 2,0 mm, e s&o tipicos das regides tropicais e
subtropicais (DOSTALOVA; VOLF, 2012). Phlebotomus e Lutzomyia s&o, até o
momento, os dois Unicos géneros de inseto capazes de servir como vetores da
Leishmania, sendo assim de grande importancia e interesse meédico (KILLICK-
KENDRICK, 1999; DOSTALOVA; VOLF, 2012).

A Leishmania possui dois ciclos de vida distintos — a fase extracelular
flagelada ou promastigota, no inseto flebotomideo, e a fase intracelular ou
mastigota, nos macréfagos de mamiferos. O ciclo de vida desse parasita inicia-
se quando a fémea do inseto flebotomineo se alimenta do sangue do
hospedeiro mamifero (homem, cdes e roedores); nesse momento ocorre a
transmissao dos promastigotas flagelados do inseto para os mamiferos. Dentro
do hospedeiro, os promastigotas sédo fagocitados pelas células do sistema

imune, e essa mudanca de ambiente gera uma série de transformacdes no
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parasita. Dentro dos macréfagos, onde temos uma diminuicdo do pH e um
aumento na temperatura, o0 parasita se diferencia em amastigotas,
caracterizados, entre outras coisas, pela perda do flagelo e por mudancas na
superficie celular. Por fim, quando a fémea se alimenta dos macrofagos
contaminados com 0s amastigotas, esses sofreram uma nova seérie de
modificacdes, no intestino, até se desenvolverem em promastigotas,
encerrando, assim, o ciclo de vida desse parasita. O ciclo no inseto é
relativamente curto, podendo ser completado dentro de uma semana
(PIMENTA et al.,, 1992; BATES; ROGERS, 2004; BEATTIE; KAYE, 2011;
LEIFSO et al.,2007).

Figura 7 - Ciclo de Vida do Parasita Leishmania.
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(1) a infeccdo do hospedeiro mamifero ocorre com a transferéncia da forma promastigota do
parasita através da picada do mosquito (2) apés a infec¢do, os promastigotos séo fagocitados
pelos macréfagos (3) dentro dos fagolisossomos ocorre a diferenciacdo dos promastigotos em
amastigotas dentro dos fagolisossomos (4) ao se alimentar do sangue do hospedeiro, o
mosquito de contamina com a forma amastigota do parasita (5) ap6s uma nova série de
diferencia¢cfes, a forma amastigota se diferencia em promastigotas, a qual pode, novamente,

infectar um novo hospedeiro. (Adaptado de SERAPHIM et al., no prelo).
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Vale destacar que esse género conseguiu evoluir e, assim, se
desenvolver em dois ambientes distintos, sendo locais onde normalmente se
digerem, degradam ou destroem patdgenos estranhos, além das diferentes e
contrastantes condi¢cdes de pH e temperatura. Deste modo, eles conseguem
sobreviver dentro do trato digestivo do inseto, junto com todas as suas enzimas
digestivas e escapar dos mecanismos do sistema imunoldgicos do hospedeiro
e dos mecanismos de defesa dentro dos macréfagos, como o 6xido nitrico e
espécies reativas do oxigénio (PETERS; SACKS, 2006; COHEN-FREUE, 2007;
LEIFSO et al., 2007).

A partir dos anos de 1920, o antiménio (Sb) vem sendo utilizado como
primeira medida de tratamento da leishmaniose em diversos paises (WHO,
2010; ASSCHE et al, 2011). O tratamento com inje¢cdo de antimonial
pentavalente (pro-droga), além de ser caro para a maioria dos paises afetados,
€ longo, toxico e doloroso. Apesar do mecanismo de ac¢do nao ser totalmente
compreendido, a atividade do antiménio se deve pela interacdo com o sistema
antioxidante do parasita (ASSCHE et al.,, 2011). Somado a isso, em grande
parte dos casos, devido ao aumento da resisténcia, torna-se necessaria a
administracdo de uma segunda linha de medicamentos, como, por exemplo, a

pentamidina, tornando assim o tratamento ainda mais custoso (WHO, 2010).

Como ja mencionado, o sucesso do ciclo de vida do protozoario
Leishmania envolve dois hospedeiros distintos: um invertebrado e um
mamifero. Além do ambiente celular, a diferenca na temperatura corporal -
inseto (25°C) e mamifero (37°C) - entre os hospedeiros possui um papel
importante em uma série de alteracbes morfoloégicas e metabdlicas que

ocorrem nesse protozoario (SERAPHIM et al., no prelo).

As chaperonas desempenham papel vital no desenvolvimento desses
protozodarios, uma vez que condicdes estressantes desencadeiam uma
superexpressdo dessa classe de proteinas, a fim de facilitar a adaptacdo do
organismo no ambiente (SHAPIRA et al., 1988; VAN DER PLOEG et al., 1985).
O efeito da temperatura foi verificado por Shapira e colaboradores (1988), onde
promastigotas foram submetidos a variacbes térmicas, a fim de simular a

transferéncia do parasita entre o inseto e o mamifero, o que culminou em
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diferenciacbes morfologicas durante a transformacdo de promastigota em
amastigota (BANUMATHY et al., 2003; GRAEFE et al., 2002, MORALES et al.,
2010).

Por participarem de diversas vias de regulagéo celular, as chaperonas
emergem como um alvo terapéutico interessante contra diversas doencas.
Inibidores da Hsp90 tem sido associados como uma promissora forma ao
combate de diversas formas de canceres (SOTI et al., 2005; BANERJI et al.,
2003).

Diversos trabalhos citam o potencial uso de vacinas no desenvolvimento
de farmacos contra diversas doencas negligenciadas, sendo as chaperonas
moleculares um potencial alvo em alguns desses estudos (WAN et al., 2013;
OMMEN et al.,, 2010; VAUGHAN et al.,, 2010; VANBUSKIRK et al., 2009;
MUELLER et al., 2005).

A co-chaperona p23 tem papel importante no ciclo funcional da familia
Hsp90 (PEARL; PRODROMOU, 2006). No genoma de humano e levedura é
identificado apenas um gene correspondente a proteina p23, fato esse que nao
ocorre com 0 protozoario L. braziliensis. Buscas no genoma deste protozoario
levou a identificacdo de duas sequéncias gendmicas putativas ortélogas para a
p23 (SILVA, 2012). Desta forma, o estudo estrutural e funcional dessas

proteinas pode fornecer valiosas informa¢des no combate a essa doenca.
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2.0 OBJETIVOS GERAIS

Este trabalho de dissertacdo de mestrado visou a caracterizagdo
comparativa das co-chaperonas p23 encontradas no genoma de L. braziliensis
(Lbp23A e Lbp23B) quanto aos seus parametros estruturais, de estabilidade e

funcionais, incluindo a sua identificag&o in vivo.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Desenvolver estudos biofisicos comparando as duas proteinas - Lbp23A
e Lbp23B - tanto estruturalmente quanto aos seus niveis de estabilidade.
v’ avaliar a estrutura secundaria das macromoléculas;
v’ avaliar a estrutura terciaria local;
v avaliar o estado oligomérico das proteinas; e
v/ avaliar a estabilidade quimica e térmica das Lbp23.

e Desenvolver estudos da funcionalidade com as proteinas Lbp23A e
Lbp23B, tais como:

v avaliar a atividade chaperona das duas Lbp23; e

v avaliar o efeito inibitério das Lbp23 na atividade de hidrélise do ATP
da LbHsp90.

¢ |dentificar as duas Lbp23 em cepas de L. braziliensis.
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3.0 MATERIAL E METODOS

Todo o processo de clonagem, expressao e purificacdo das proteinas-
alvo, desta dissertacdo, foram realizados conforme descrito em 2012 na tese

de Silva.

3.1 EXPRESSAO E PURIFICACAO DA LBP23A E DA LBP23B

3.1.1 LINHAGENS BACTERIANAS DE EXPRESSAO PROTEICA

Nesse mestrado foram utilizadas duas linhagens de bactérias
Escherichia coli para a expressdo das proteinas de interesse: BL21(DE3) e
BL21(DE3)pLysS. A linhagem BL21(DE3) apresenta niveis de expressao
reduzidas de proteases, favorecendo, assim, a ndo agregacao proteica. Essa
cepa possui o gene DE3 responsavel pela sintese da enzima T7 RNA
polimerase controlado pelo promotor lacUV5 que, por sua vez, responde ao
IPTG. A linhagem BL21(DE3)pLysS, além de possuir as caracteristicas
apresentadas acima, possui niveis mais altos de expressdo da lisozima. A
lisozima inibe a T7 RNA polimerase, 0 que anula os niveis basais de expressao
dos genes controlados pelo promotor T7. Essa cepa € interessante, pois pode
ser utilizada quando a prépria proteina-alvo € toxica para a célula. Como ultima
informacdo, essa linhagem é resistente ao antibiético cloranfenicol, podendo

auxiliar no passo de selecéo de bactérias.

3.1.2 TRANSFORMACAO BACTERIANA

A técnica de transformacado bacteriana foi utilizada para inserir dentro
das cepas competentes de E. coli o plasmideo de interesse — pET28a::Lbp23A,
pET28a::Lbp23B e pET28a::LbHsp90. A transformacdo ocorreu por choque
térmico. Inicialmente, incubou-se o vetor plasmidial com as bactérias
competentes por 30 minutos no gelo. Apos esse periodo, essa suspensao foi
submetida a temperatura de 42°C por 90 segundos e, posteriormente,
submetida ao gelo por 3 minutos. Aproximadamente, 800 uL de meio de cultura
Luria-Bertani (meio LB) foram adicionados a essa suspenséao, e incubados por

45 minutos sob agitacdo e temperatura controlada (200 ciclos/minuto, 37°C).
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Por fim, espalhou-se toda suspenséo bacteriana numa placa de meio solido
(meio de cultura LB + Agar), que foram incubadas por 16 horas em estufa a
37°C.

3.1.3 EXPRESSA0 DA LBP23A, LBP23B E DA LBHSP90

Um clone crescido em meio soélido (meio LB/agar + antibiotico) foi
selecionado e inoculado em meio LB + antibiético sob agitacdo e temperatura
controlada (200 ciclos/minuto; 37°C) por 16 horas. Esse in6culo foi diluido 100

vezes em 500 mL de meio LB, com o0s respectivos antibiéticos.

A proteina recombinante Lbp23A foi expressa em cepa de E. coli
BL21(DE3) a 37°C, sendo a Lbp23B expressa em cepa de E. coli
BL21(DE3)pLysS a 30°C. De maneira geral, ambas as células cresceram a
37°C até atingirem uma ODggo nm 0,4-0,6, sendo induzidas com a adicéo de 0,4
mM de IPTG por 4 horas. Apds esse tempo, as células foram centrifugadas

(8.000 rpm por 15 minutos) e armazenadas a -20 °C.

A expressdo da proteina recombinante LbHsp90 foi necesséria para a
realizacdo de alguns testes desse projeto de mestrado. Essa proteina foi
expressa em cepas de E. coli BL21(DE3) a 30°C por 4 horas, com adi¢cdo de
0,4 mM de IPTG como indutor da sintese proteica. Apos o periodo de inducdo,
as células foram centrifugadas e armazenadas a -20 °C no freezer. Para
maiores informacdes sobre a LbHsp90 ver trabalho de Silva e colaboradores
(2013).

3.1.4 LISE BACTERIANA

Na etapa de lise celular, o pellet bacteriano foi ressuspendido com
auxilio do tampao de lise - 50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 100 mM KCI - e incubado
com 5 unidades (U) de DNAse e 30 pyg/mL de lisozima. Além da lise quimica,
foi realizada a lise por sonicacdo no gelo. As células foram centrifugadas —
18.000 rpm por 30 minutos a 4°C — e o sobrenadante foi filtrado numa

membrana com poro de 0,45 pm.
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3.1.5 PURIFICACAO DA LBP23A E DA LBP23B

A purificacdo das proteinas-alvo foi realizada, inicialmente, pela
cromatografia de afinidade ao niquel e, posteriormente, pela cromatogréafica de

exclusdo molecular.

O pET28a possibilita fusionar uma cauda de poli-histidina em uma (ou
em ambas) as extremidades da proteina recombinante. A coluna utilizada
nesse passo de purificacdo foi a Hitrap Chelating de 5 mL (GE Healthcare)
acoplada ao equipamento AKTA Prime Plus (GE Healthcare). Essa coluna foi
carregada com o metal niquel, sendo os anéis imidazélicos capazes de se
ligarem com a cauda fusionada de histidina, permitindo assim sua purificacao.
A coluna foi equilibrada com tampao 20 mM fosfato de sodio (pH 7,4), 20 mM
imidazol, 500 mM NacCl, para, em seguida, a amostra (sobrenadante bacteriano
filtrado) ser injetada na coluna. Apds esse passo, a fracdo nao ligante foi eluida
com o mesmo tampdao citado anteriormente. A proteina foi eluida da coluna
com o tampdo 20 mM fosfato de sédio (pH 7,4), 500 mM imidazol, 500 mM
NaCl. Parametros como absorbancia, pressao e fluxo na coluna foram
monitorados durante todo o processo de purificacdo. Ap6s 0 primeiro passo
cromatografico, as proteinas foram incubadas por 16 horas com 1 U/mg de

trombina, a fim de retirar a cauda de histidina.

Apos a cromatografia de afinidade ao niquel e a clivagem da cauda de
histidina pela trombina, a proteina foi submetida a cromatografia de exclusao
molecular. A coluna utilizada foi a HiLoad Superdex 26/60 200 prep grade (GE
Healthcare) acoplada ao sistema de FPLC, utilizando o equipamento AKTA
Prime plus (GE Healthcare). A coluna foi lavada com &gua ultrapura e
equilibrada com tampédo adequado para esse procedimento de purificacdo. A
amostra proteica foi injetada na coluna e seu perfil de purificacdo foi
monitorado pela absorbancia em 280 nm. O tampé&o utilizado foi o Tris-HCI (pH
7,5) 25 mM, NaCl 100 mM, B-mercaptoetanol 1 mM e EDTA 2 mM.

3.1.6 SDS-PAGE

Um método utilizado para a separacao e caracterizacao de proteinas é a

eletroforese. A eletroforese consiste na migracdo de proteinas carregadas
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frente a um campo elétrico. Esse método ndo é utilizado para purificar
proteinas, contudo € uma poderosa ferramenta analitica (NELSON; COX,
2008).

A eletroforese de proteinas é geralmente realizada em gel de
poliacrilamida na presenca de um detergente carregado negativamente, o
dodecil sulfato de sodio (SDS). O SDS se liga as proteinas fortemente nas
regides hidrofobicas do polipeptidio, e confere uma razdo carga/massa préxima
para todas as proteinas. O gel de poliacrilamida funciona como uma malha, o
que facilita a separacao da proteina pela massa molecular. O tamanho do poro
do gel pode ser ajustado para que a proteina de interesse tenha sua migracao
na malha retardada (BERG et al., 2002; NELSON; COX, 2008). Um agente
redutor pode ser adicionado ao gel para romper possiveis ligacdes S-S nas
proteinas, permitindo que todos o0s componentes sejam analisados

separadamente.

Apbés as etapas de purificacdo, as proteinas de interesse foram
submetidas ao SDS-PAGE, a fim de verificar a eficiéncia da cromatografia.
Apoés o término da eletroforese os géis foram corados com Comassie Brilliant

Blue e descorados em acido acético:etanol:agua 3:2:35 (v:v:v).

3.1.7 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE PROTEINA

Para a medida de concentracdo das proteinas produzidas foi utilizado o
método de Edelchoch (1967), que € baseado na estimativa do coeficiente de
extincdo molar, levando em consideracdo a proteina desenovelada em tampéao

fosfato de s6dio 20 mM (pH 6,5) e clorohidrato de guanidina 6 M.

A determinacdo da concentracdo proteica foi realizada por
espetroscopia, onde se mediu a absorbancia em 280 nm. O espectro de
absorbancia foi coletado entre os comprimentos de onde de 250 e 320 nm e,

para o calculo da concentracéo, foi utilizada a Lei de Beer-Lambert:
A=eXIXxC

onde A é a leitura de absorbancia a 280 nm, | € o comprimento do caminho

optico em cm e C é a concentracdo de proteinas em mol/L. As amostras
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concentradas foram diluidas, a fim de se respeitar os limites de absorbancia
(0,2 - 0,8), contudo, quando necessario diluir a amostra, esse fator de diluicao
foi acrescentando na féormula acima. A leitura do branco foi descontada do

calculo.

3.2 PROPRIEDADES FisICO-QUIMICAS DAS PROTEINAS DE ESTUDO

Algumas propriedades fisico-quimicas das proteinas de estudo foram
obtidas utilizando ferramentas de bioinformatica. Por meio do ProtParam
(disponivel em: http://web.expasy.org/protparam/) foi possivel obter
informacdes, a partir da sequéncia de aminoacidos de cada proteina de
interesse, como o ponto isoelétrico (pl), massa molecular (MM) e coeficiente de

extincdo molar (g).

Tabela 2 - Propriedades fisico-quimicas das proteinas de estudo.

; €280nm
Proteina GeneBank ID N°de AA MM (Da) pl 14
(M~“cm™)

Lbp23A 0i|154345207 204 22090 4,29 31970

Pfp23B 0i|154336147 210 23045 4,41 25575
LbHsp90*  @i|154343720 1408 161324 5,08 114600

(Fonte: http://web.expasy.org/protparam/). *LbHsp90 dimérica.

3.3 IDENTIFICACAO DAS PROTEINAS E ALINHAMENTO DAS SEQUENCIAS DE
AMINOACIDOS.

As sequéncias de aminoacidos das Lbp23 foram localizadas utilizando a
sequéncia da hp23 (dBEST reference: 4704885) no programa BLASTp
(Altschul et al. 1997) para encontrar possiveis p23 no genoma de L.
braziliensis. As sequéncias da Lbp23A (GenPept ID: XP_001568545.1),
Lbp23B (GenPept ID: XP_001564309.1) e hp23 foram alinhadas e analisadas
pelo programa Emboss Needle (disponivel em:
https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/) (RICE et al., 2000).
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3.4 SIMILARIDADES ENTRE DIFERENTES P23

A partir da estrutura primaria das duas Lbp23 foi realizada uma busca de
outras p23 em organismos diferentes. Por meio do Blast (disponivel em:
http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE_TYPE=BlastS
earch&LINK_LOC=blasthome) (ALTSCHUL et al. 1997) foi possivel localizar e
selecionar diferentes p23, a fim de verificar a existéncia, ou ndo, dessa co-
chaperona em diferentes parasitas. O software TreeView (Win32) foi utilizado
na construcao de uma “arvore de alinhamento” das p23, a partir da sequéncia

de aminoéacidos de p23 ortélogas de diferentes organismos.

3.5 ESPECTROPOLARIMETRIA DE DICROiSMO CIRCULAR

Com o auxilio de uma cubeta de 0,2 mm de caminho Gtico e uma
concentracdo de, aproximadamente, 600 pg/mL de proteina, num tampédo 25
mM Tris-HCI (pH 7,5) 100 mM NaCl, 5 mM B-mercaptoetanol, os espectros de
dicroismo circular (CD) foram coletados num espectropolarimetro Jasco J-815,

sendo a temperatura controlada por um sistema peltier.

Os valores obtidos com as curvas de CD foram convertidos para

elipticidade molar residual média ([6]), pela equacédo seguinte:

__ 6X100xMM
o CXIlxn

6]

onde, [0] é a elipticidade molar residual média (em graus.cm?.dmol™), MM é a
MM da proteina em kDa, € é a concentracdo de proteinas em mg/mL, L é o

caminho éptico em cm e n é o numero de residuos da proteina.

3.6 DESENOVELAMENTO TERMICO MONITORADO POR CD

O experimento de desenovelamento térmico monitorado por CD verificou
a estabilidade térmica da proteina por meio das mudancas na estrutura
secundaria. O desenovelamento térmico por CD foi monitorado em 231 nm e

as amostras foram aquecidas de 20°C a 90°C (1°C/min), sendo os dados
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coletados a cada 0,5 °C em uma cubeta de 1,0 mm. Os dados foram
normalizados para elipticidade molar residual média. Os parametros utilizados
para 0 desenovelamento térmico monitorado por CD foram 0s mesmos

mencionados acima (item 3.5).

3.7 FLUORESCENCIA INTRINSECA DO TRIPTOFANO

A estrutura terciaria local foi monitorada pela técnica de fluorescéncia
intrinseca do triptofano. Os experimentos foram realizados no tampé&o 25 mM
Tris-HCI (pH 7,5), 100 mM NaCl, 5 mM B-mercaptoetanol no fluorimetro F-4500
Fluorescence Spectrophotometer (Hitachi), utilizando uma cubeta de passo
oOtico de 1,0 x 0,2 cm. As proteinas foram excitadas num comprimento de onda

de 280 nm e a emissao de fluorescéncia foi analisada entre 300-420 nm.

O desenovelamento quimico por ureia (agente caotrépico) acompanhado
pela emissdo de fluorescéncia do triptofano foi realizado nos mesmos
parametros citados acima. Os espectros coletados foram tratados para centro
de massa espectral (< 4 >) e ajustados pela funcdo de Boltzmann, a fim da

obtencéo do valor de Cm.
<A>=YALF/XF

onde, < 4> é o centro de massa espectral, em nm; Fi é a intensidade de

fluorescéncia medida e Ai sdo os respectivos comprimentos de onda.

3.8 ULTRACENTRIFUGACAO ANALITICA

Os experimentos de ultracentrifugacao analitica foram realizados numa
ultracentrifuga Beckman Optima XL-A. Os testes de velocidade de
sedimentacao (Sedimentation velocity-SV) com a Lbp23A e a Lbp23B foram
feitos em concentragdes de 100 a 800 pg/mL em tampé&o 25 mM Tris-HCI (pH
7,5), 50 mM NaCl, 1 mM B-mercaptoetanol, a 20° C, 40.000 rpm (AN-60Ti

rotor), sendo os dados coletados em 280 nm.
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O programa SedFit foi utilizado para calcular a distribuicdo dos
coeficientes de sedimentacéo (c(s)). O coeficiente, ou razéo, friccional (f/f;)
foi utilizado como parametro de regularizacdo, e como forma de avaliar a
assimetria das proteinas. O syw (coeficiente de sedimentacdo a 20°C em
agua) foi empregado como forma de normalizacao das condicfes padrdes. Ja o
s%qw (coeficiente de sedimentacdo a 0 mg/mL), um parametro de normalizacéo
entre proteinas diferentes, foi calculado a partir do grafico de Sy . O programa
Sednterp forneceu informacdes como a viscosidade (n = 0,010185 poise) e
densidade do tampéo (p = 1,00307 g/mL), além do volume parcial de cada
proteina estudada (Vpa: Lbp23A = 0,7199 cm®/g; Lbp23B = 0,7249 cm®(g), a
partir da sequéncia de aminoacidos.

3.9 CALORIMETRIA DE VARREDURA DIFERENCIAL

A calorimetria de varredura diferencial (Differential Scanning Calorimetry
- DSC) é uma técnica de andlise que observa como a capacidade térmica de
um material varia com a temperatura. De maneira geral, a capacidade térmica
(Cp) é uma grandeza relacionada ao material presente no corpo, sendo a
relacdo entre a quantidade de calor fornecida a um corpo e a variacdo de
temperatura observada nesse corpo, que aumenta com temperaturas mais
altas. O DSC permite estudar transicdes conformacionais em macromoléculas

biolégicas.

Um parametro possivel de estimar pelo DSC € a Tm de uma proteina, ou
seja, a temperatura média na qual metade das moléculas da proteina esta
enovelada e metade desenovelada. Quanto maior a Tm de uma proteina, mais

estavel ela é termicamente, sendo assim, menos ela é suscetivel a

desenovelamentos.

A calorimetria de varredura diferencial foi feita no Nano DSC (TA
Instruments), sendo que a concentracdo das duas Lbp23 estava em torno de
1,1 a 1,4 mg/mL, no tampao 25 mM Tris-HCI (pH 7,0), 100 mM NaCl. A
temperatura durante o experimento foi elevada em 1°C/min entre 15° C-90° C.

Os termogramas foram coletados no software DSC-Run (TA Instruments).
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3.10 ATIVIDADE CHAPERONA

O papel de chaperona molecular das duas Lbp23 foi testado utilizando a
malato desidrogenase (MDH), de coracdo de porco (Porcine heart_Sigma
M2634), e a luciferase (Photinus pyralis_Sigma C3260) como proteinas-
clientes; sendo assim, as duas co-chaperonas foram avaliadas quanto a sua

capacidade de evitar a agregacao proteica.

Nesse experimento, 1,0 uM das proteinas-cliente foram submetidas a
um estresse térmico (40° C) por um determinado tempo (3 horas), juntamente
com as Lbp23, as quais foram utilizadas em concentracdes crescentes de 1,0-
10, 0 uM. O procedimento experimental foi realizado numa placa de 96 pocos e
a agregacao proteica foi avaliada por meio da medida do sinal de
espalhamento de luz em 320 nm no equipamento Thermo Scientific Multiskan
GO UV/Vis Microplate Spectrophotometer. Todos o0s experimentos foram
realilzados no tampao Tris-HCI (pH 7,5), 100 mM NaCl e 1,0 pM B-

mercaptoetanol.

Como controle foram realizados experimentos contendo s6 as proteinas-
modelo (MDH e luciferase), a fim de verificar a taxa de agregacao dessas
proteinas, e s6 as co-chaperonas Lbp23, a fim de observar o comportamento

dessas proteinas sob essa condicdo de estresse.

3.11 INIBICAO DA ATIVIDADE ATPASIcA

Foi verificado o papel inibitério da Lbp23A e da Lbp23B na atividade de
hidrélise do ATP da LbHsp90. A quantidade de 1,0 uM de LbHsp90 (dimero) foi
incubada com 1,0 mM of ATP, 5,0 mM MgCl, em 37 °C por 3 horas, na
auséncia e na presenca de quantidades crescentes de Lbp23 (0-30 uM). Todas
as amostras foram preparadas no tampao 40 mM HEPES (pH 7,5), 100 mM de

KCl em uma placa de 96 pocos.

Apés as trés horas foi utilizado o kit EnzChek Phosphate Assay
(Invitrogen) para mensuragcdo da quantidade de fosfato hidrolisado (Pi ou

fosfato inorganico) na reacéo explicada acima. Na presenca de Pi, o substrato
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MESG (2-amino-6-mercapto-7-metilpurina ribosideo) é convertido no produto
ribose 1-fosfato e 2-amino-6-mercapto-7-metilpurina pela enzima PNP (purina
nucleosideo fosforilase). Sendo assim, utilizou-se esse protocolo de acordo
com as informacbes do produtor. A quantidade de fosfato inorganico €
proporcional a taxa de hidrolise. Apos incubacdo por 30 minutos com o0s
reagentes desse kit, a reacao foi mensurada pela medicdo da absor¢do em 360
nm. O experimento foi lido num espectrofotbmetro Thermo Scientific Multiskan
GO UV/Vis Microplate Spectrophotometer. A absorbancia do controle (sem a

LbHsp90) foi monitorada e descontada da absorbancia obtida das amostras.

3.12 ESTUDOS IN VIVO

3.12.1 CRESCIMENTO DO PROTOZOARIO

Nesse trabalho foi utilizado a forma promastigota da espécie Leishmania
braziliensis (MHOM/BR/75/M2904). Os protozoérios cresceram em meio M199,
suplementados com 10% de soro fetal bovino (inativado pelo calor), 50 pg/mL
de gentamicina, 40 mM de HEPES (pH 7,4), 1,0 ug/mL de biotina, 14 pg/mL de
hipoxantina, 0,36 mg/mL de bicarbonato de sodio, 0,1 mM de adenina, 6,0 mM

de biopterina e 250 pg/mL de hemina, a 26°C.

Ap6s chegarem numa fase de crescimento logaritmica
(aproximadamente 10°), os parasitas foram divididos em dois tubos contendo
30 mL de cultura e foram incubados a 26° C e 37° C. Apés trés tempos de
incubacédo (2 horas, 4 horas e 6 horas), as aliquotas dos parasitas (10 mL)
foram centrifugadas a 800xg, 4° C por 10 minutos e lavadas trés vezes com
meio RPMI (Sigma).

O pellet foi ressuspendido com 20 mM de Tris-HCI (pH 8,0) contendo 5,0
mM de NaCl, 1% de Nonidet-P e um coquetel inibidor de protease (Roche),
seguido de uma incubagdo por 10 minutos. Trés ciclos de congelamento e
descongelamento (nitrogénio liquido e banho de 37° C) foram realizados para
romper a parede do parasita. As amostras foram centrifugadas 350xg, 4 °C por

10 minutos e o sobrenadante foi armazenado em — 80 °C.
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3.12.2 WESTERN BLOTTING

A técnica de Western Blotting se baseia na constru¢do do complexo
anticorpo-proteina. A ligacdo do anticorpo é especifica e ela ocorre numa
proteina imobilizada numa membrana. Por fim, esse complexo é identificado

por algum método de revelacéo.

Os experimentos de western blotting foram feitos em membrana de
nitrocelulose de 0,22 um, utilizando anticorpos policlonais, produzidos em
coelhos, contra as proteinas recombinantes Lbp23A e Lbp23B (Célula B —
Servigo de Producdo de Anticorpos). A revelagcdo com o anticorpo secundario
foi realizada com o anti-rabbit IgG conjugado com a fosfatase alcalina.

Apbs correr um gel SDS-PAGE com as amostras de L. braziliensis foi
feita a transferéncia do contetdo do gel para a membrana de nitrocelulose. O
tampdao utilizado para a transferéncia foi 48 mM de Tris, 39 mM de Glicina e
200 mL de metanol para 1,0 L de tampédo. Os parametros da fonte para a
transferéncia foram de 100 V (constante) e 350 mA por 80 minutos. Apos a
transferéncia, a membrana de nitrocelulose foi incubada, por 16 horas, com o
tampéo de bloqueio: Tris-HCI 10 mM (pH 7,5), NaCl 150 mM, 0,2% Tween 20,
5% de leite em po.

Em seguida, ocorreu a incubacgéo, por duas horas, com o anticorpo
primario, no mesmo tampédo da solucao de bloqueio, diferindo apenas pela
diminuicdo na quantidade de leite em po6 - 3% - e pela presenca do anticorpo
anti-Lbp23 (1:25.000). Apds esse tempo, foram realizadas 3 lavagens, a fim de
retirar quaisquer resquicios de anticorpo primario (tampédo de lavagem - Tris-
HCI 10 mM (pH 7,5), NaCl 150 mM, 0,2% Tween 20).

A incubacdo com o anticorpo secundario foi realizada por 1 hora com o
tampao foi o Tris-HCI 10 mM (pH 7,5), NaCl 150 mM, 0,2% Tween 20, 3% de
leite em pé, juntamente com o anticorpo secundario conjugado com a fosfatase
alcalina (1:30.000). Ap6s essa Uultima incubacdo foi feita, novamente, trés
lavagens com o tampdao de lavagem. Por fim, foi realizada a etapa de revelacao
do western blotting; sendo esse passo feito com o kit da Bio-rad AP Conjugate

substrate, conforme especificagbes do fabricante.
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4.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ESTUDO DA ESTRUTURA PRIMARIA DAS LBP2 3.

O alinhamento das sequéncias de aminoacidos das Lbp23A, Lbp23B e
hp23 foi realizado com o programa Emboss Needle (disponivel em:
https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/) (RICE et al. 2000). Em
amarelo estdo destacados os residuos de triptofano que se mostram
conservados nas trés proteinas; apenas o ultimo triptofano na hp23 nédo é
conservado entre os trés organismos. Entre as p23 de L. braziliensis a
identidade entre a sequéncia de aminoacidos foi de 22%. A hp23 apresentou
31% de identidade com a Lbp23A e 25% de identidade com a Lbp23B.

Figura 8 - Alinhamento da Sequéncia de Aminoacidos das Lbp23 com a hp23.

Lbp23A_gi|154345206 ----- MSHLP IKWAERKDRVFITVEAMTASDVHVTFQEKTVSISGYGVTAKGSEPHTLKG 55
Lbp23B_gi|154336146 MSASGSLVPPISWAQRPEYVLVTIPLQDTTGVTVEIKDEGRELL---FACCAPEGKQYAC 57
hp23_gi 23308579 = ----- MQPASAKWYDRRDYVFIEFCVED SKDVNVNFERKSKLTFS———--CLGGSDNFKHLN 51
L R HESP SN : :
Lbp23A_gi 154345206 ELHLLKEIVPEDSTFKVLGVSIQICAMK——-————-— KDQG-YWNRLVEEPTKLTKSWLSA 106
Lbp23B_gi|154336146 TIHFYGAI SSEESQHVVRPRQIELKLRKKLTRSLEDADDEVEWPRLTKEHKVKYPN--ITI 115
hp23_gi 23308579 EIDLFHCIDPNDSKHKRTDRSILCCLRK---———--— GE SGQSWPRLTKERAKLN--WLSV 101
. sk L * * . k k& - Lk .
Lbp23A_gi|154345206 DWNLWKDEDDE-AEEDAAASNF GGYGDMGGMDMG SMMGGMGGMGGMDME SMMASMGKGAG 165
Lbp23B_gi|154336146 DWSKWKDEDDEGATDD LGDFGLGGGDAMDG-QYSEMLSQLMQTQGKKDAEELAGLPPGTI 174
hp23_gi |23308579 DFNNWKDWEDD-SDEDMSNFDR-————--—---— FSEMMNNMGGDEDVDLPEVDG--2DDDS 148
kr, kkk ook op ook . A S P . . .
Lbp23A gi 154345206 GDSDDEEMADSEGEEQADDECEKSEEPAADISDLNA 201
Lbp23B_gi|154336146 PEFGSAQRQEATHGASAAAGDDDSEMPPLEDDM--- 207

hp23_gi 23308579 QDSDDEKMPDLE-—-————————————————————— 160

Em amarelo estdo destacados os residuos de triptofano e na caixa esta destacada a sequéncia
caracteristica de p23.

Tabela 3 - Valores de similaridade e identidade entre as Lbp23 e a hp23.

Proteinas Similaridade (%) Identidade (%)
Lbp23A-Lbp23B 33 22
Lbp23A-hp23 43 31
Lbp23B-hp23 43 25
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Tanto a identidade quanto a similaridade entre as Lbp23 sdo baixas,
sendo de 22% e 33% respectivamente. Contudo, quando alinhadas com a p23
de humanos (hp23), apresentaram valores de similaridade e identidade
maiores (ver Tabela 3). O alinhamento mostra também que os residuos de

triptofanos séo conservados entre as trés p23.

Weaver e colaboradores (2000) citam a sequéncia WPRLTKE (Figura 8,
caixa) como uma sequéncia caracteristica entre as p23, sendo uma regido de
possivel interagdo com outras proteinas. J& Zhao e colaboradores (2006)
demonstram a presenca de um dominio conservado entre p23, localizado entre
os residuos 8 e 114, onde apresentam os aminoacidos W, K, W, L e W nas

posicoes 8, 79, 86, 89 e 106, respectivamente.

Com as sequéncias de aminoacidos das Lbp23 foi possivel buscar
outras p23 em outros protozodrios. O intuito ndo foi verificar relacbes
filogenéticas, mas sim verificar se, além de apresentarem p23, esses
organismos possuiam duas p23, assim como 0 protozoario Leishmania

braziliensis.

A busca por essas sequéncias foi realizada pelo Blast (disponivel em:
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE_TYPE=BlastS
earch&LINK_LOC=blasthome) (ALTSCHUL et al. 1997). A partir da posse
dessas sequéncias, foi realizado um alinhamento global entre as p23 de
diferentes espécies de protozoarios. A construcdo de uma arvore de

alinhamento foi realizada com o software TreeView (Win32).
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Tabela 4 - Organismos selecionados para construcao da arvore de alinhamento.

Proteina Organismos Cédigo de N° de
Acesso aminoacidos
Lbp23A Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904 | gi|154345207 201
Lbp23B Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904 | gi|154336147 207
hp23 Homo sapiens gi|23308579 160
Pfp23A Plasmodium falciparum 3D7 0i|124507087 156
Pfp23B Plasmodium falciparum 3D7 gi|124809800 276
Lip23A Leishmania infantum JPCM5 gi|146102004 199
Lip23B Leishmania infantum JPCM5 gi|146098542 209
Tbp23A Trypanosoma brucei brucei strain 927/4 0i|71745370 168
GUTat10.1
Tbhp23B Trypanosoma brucei brucei strain 927/4 0i|71746920 192
GUTat10.1

Lmp23A Leishmania major strain Friedlin gi|389595243 199
Lmp23B Leishmania major strain Friedlin gi|157875439 209
Ldp23A Leishmania donovani BPK282A1 gil398023739 199
Ldp23B Leishmania donovani BPK282A1 01398022052 209
Shap23 Shalp Saccharomyces cerevisiae S288c gi|6322732 216
Tvp23A Trypanosoma vivax Y486 0i|340056302 163
Tvp23B Trypanosoma vivax Y486 gi|340056871 192
Pvp23A Plasmodium vivax Sal-1 gi|156097546 156
Pvp23B Plasmodium vivax Sal-1 gi|156100251 266
Tcp23A Trypanosoma cruzi strain CL Brener 0i|71651746 181
Tcp23B Trypanosoma cruzi strain CL Brener 0i|71664255 196

InformagBes como cepa do organismo, codigo de acesso ao GeneBank

aminoacidos podem ser encontradas acima.

e nimero de
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Figura 9 - Alinhamento global da p23 de protozoarios identificadas na Tabela 4.
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Na arvore de alinhamento entre sequéncias de aminoacidos (Figura 9) &
possivel observar a formacdo de dois grandes grupos de p23, ou seja, O
agrupamento entre as p23A e as p23B de protozodrios. Essa busca mostrou
que varios protozoarios possuem duas p23, sendo uma caracteristica
interessante, uma vez que o0 genoma de outros organismos, como, por

exemplo, humanos e leveduras, possuem apenas uma p23.

Um trabalho com p23 de anfioxo (Branchiostoma belcheri) demonstrou,

por meio de uma analise filogenética, que esta proteina estava na base do
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clado de vertebrados e invertebrados, sugerindo que a divergéncia do gene
p23 entre eles ocorreu antes da separacao invertebrado/vertebrado de seu
ancestral comum, por volta de 550 milhdes de anos atras (ZHAO et al., 2006).

4.2 EXPRESSAO E PURIFICACAO DAS LBP23

Tanto a expressdo em cepas de E. coli quanto a purificacdo por técnicas
cromatograficas das proteinas Lbp23A e Lbp23B foram etapas desenvolvidas
com sucesso. A amostra eluida da cromatografia de afinidade ao niquel foi
incubada com trombina, a fim de retirar a cauda de histidina. Por fim, a amostra
foi submetida a cromatografia de exclusdo molecular, onde espécies maiores,
como agregados proteicos, foram separadas. A pureza obtida na purificacédo

possibilitou a realizagdo dos ensaios estruturais e funcionais desse projeto.

Figura 10 - Expressao e Purificagdo das Co-chaperonas Lbp23A (A) e Lbp23B (B).

A 4 5 B MM 1
116 kDa
66,2 kDa
45kDa 97,4 kDa
p— 45 kDa
25 kDa -—
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14,4 kDa 14,4 kDa

MM — Marcador Molecular; 1 — N&o-induzido; 2 — Induzido 4 horas; 3 — Sobrenadante; 4 —
Proteina Purificada pela Cromatografia de Afinidade ao Niquel; 5 — Proteina Purificada pela

Cromatografia de Exclusdo Molecular e Ap6s a Clivagem da His-tag comTrombina.

Os resultados de expressao e purificacdo de ambas as proteinas foram
bastante satisfatérios, 0 que permitiu realizar 0s experimentos de

caracterizacao estrutural e funcional.
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4.3 ESTRUTURA SECUNDARIA

Para o estudo da estrutura secundaria das proteinas-alvo foram
realizados experimentos com a técnica de CD; técnica essa que se baseia na
absorcado diferenciada da luz circularmente polarizada no sentido horario ou
anti-horario. Os espectros de CD permitem estimar as quantidades de cada tipo

de estrutura secundaria.

Os espectros de dicroismo circular (Figura 11) mostraram que as
proteinas recombinantes possuem estrutura secundaria. Apesar de
apresentarem espectros de CD bastante parecidos, € possivel observar
algumas diferencas nesses espectros, como, por exemplo, a Lbp23A
apresentando um sinal maior em 200 nm e menor em 218 nm, em relagdo a
Lbp23B. Outra caracteristica de sinal compartilhada pelas duas proteinas foi o

sinal positivo na regido dos 230 nm.

Figura 11 - Dicroismo Circular da Lbp23A e Lbp23B
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Experimentos de dicroismo circular foram realizados com a Lbp23A e com a Lbp23B em
tampéo 25 mM Tris-HCI (pH 7,5), 100 mM NacCl, 5 mM -mercaptoetanol.
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O CD mostrou que ambas apresentam predominancia em estrutura
secundéria do tipo folha-beta, sendo essa predominancia ja relatada para
proteinas p23 ortdlogas (WEIKL et al., 1999; ALI et al., 2006; MARTINEZ-
YAMOUT et al.,, 2006). Além disso, elas possuem um sinal em 218 nm,
caracteristico de estrutura secundaria do tipo folha-beta, sendo um indicio do
dominio N-terminal, e o sinal por volta de 200 nm, caracteristico de estrutura
desenovelada, o que pode representar a regido C-terminal (WEIKL et al., 1999;
WEAVER et al., 2000).

Entretanto, apesar das ligeiras diferencas apresentadas, os espectros de
CD das duas proteinas sdo bastante similares, em termos de estrutura
secundéria. Vale ressaltar a presenca, em ambas, de um sinal positivo em 230
nm, a qual € caracteristica de outras p23, como, por exemplo, de seres
humanos (hp23) (WEIKL et al., 1999; MARTINEZ-YAMOUT et al., 2006). Essa
banda caracteristica de p23 pode ser explicada pela presenca de aminoacidos
aromaticos como o triptofano e tirosinas, sendo, portanto, um indicador de
estrutura terciaria (MARTINEZ-YAMOUT et al., 2006).

4.4 ESTRUTURA TERCIARIA LOCAL

Para proteinas, os aminoacidos tirosina e triptofano podem ser utilizados
como sondas intrinsecas de fluorescéncia. Contudo, uma vez que o triptofano &
mais sensivel ao seu microambiente e se encontra, geralmente, em menor
ndmero na proteina, ele é utilizado como sonda da estrutura terciaria local
(EFTINK, 1994). Pela analise da estrutura priméaria (Figura 8) podemos
observar a presenca de cinco residuos de triptofano na Lbp23A, enquanto a

Lbp23B apresenta quatro residuos.

Desta forma, experimentos de fluorescéncia intrinseca do triptofano
foram realizados a fim de monitorar a estrutura terciaria local. O comprimento

de excitacdo utilizado para esse experimento foi de 280 nm.
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Figura 12 - Fluorescéncia Intrinseca do Triptofano.
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Os experimentos de fluorescéncia foram realizados com a Lbp23A e com a Lbp23BA emissao

de fluorescéncia foi coletada entre 300 e 420 nm.

Os espectros de emissao de fluorescéncia de ambas as proteinas sao
bastante parecidos (Figura 12), sendo que o comprimento maximo de emissao
(Amax) para a Lbp23A foi de 342 £ 1 nm e para a Lbp23B foi de 341 + 1 nm.
Além do 1,,,,, foi calculado o <A> para ambas as proteinas, sendo de 352,0 +
0,4 nm para a Lbp23A e de 351,2 + 0,3 nm para a Lbp23B. Esse resultado de
fluorescéncia indica que ambas as proteinas possuem estrutura terciaria local,
e, em conjunto com os dados de CD, que foram produzidas de maneira
enovelada. Em adicdo a isso, a fluorescéncia obtida, pela média de todos os
triptofanos, em ambas as proteinas permite dizer que elas possuem 0s

triptofanos parcialmente expostos ao meio (LAKOWICZ, 2006).

4.5 CARACTERIZAGCAO HIDRODINAMICA DAS LBP23

ApoOs confirmar que as duas Lbp23 foram produzidas de maneira

enovelada e que ambas possuiam estrutura secundaria e terciaria local, iniciou-
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se a verificacdo do estado oligomérico das Lbp23 por ultracentrifugacéo

analitica.

A Figura 13 representa, apos normalizacdo da condi¢do padrao do Syo w,
as curvas de coeficiente de sedimentacdo das Lbp23 a 800 pg/mL.
Experimentos de velocidade de sedimentacdo foram realizados com as duas

Lbp23 em diferentes concentragdes (100 to 800 pg/mL).

Figura 13 - Ensaio de Ultracentrifugacdo Analitica com a Lbp23A e com a Lbp23B.
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O experimento foi realizado com vérias concentragfes de Lbp23 (100 to 800 pg/mL).

A massa molecular estimada pelo programa SedFit foi de 23 + 1 kDa
para a Lbp23A e de 26 + 1 kDa para a Lbp23B, o que mostra que elas sao
mondmeras em solucéo (Tabela 2). Ja os valores de s%yq,, foram de 1,94 + 0,02
S ede 1,89 £ 0,01 S para a Lbp23A e Lbp23B, respectivamente. Ja a razao
friccional, a qual nos permite inferir sobre o formato estrutural das proteinas, foi
de 1,46 + 0,01 para a Lbp23A e de 1,65 + 0,02 para a Lbp23B, nédo sendo,
portanto, proteinas globulares.
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Alguns trabalhos, utilizando a ultracentrifugacéo analitica, ja mostraram
que a p23 humana se comporta como um mondémero em solucdo
(MCLAUGHLIN et al., 2006; WEAVER et al., 2000). No trabalho de doutorado
de Silva (2012) foram realizados ensaios de cromatografia de excluséo
molecular analitica com as duas Lbp23; esses resultados mostram um alto grau
de assimetria dessas co-chaperonas. Deste modo, os resultados de AUC

confirmam que essas proteinas sdo mondmeros alongados em solucéo.

4.6. ESTABILIDADE TERMICA E QUiMICA

Os ensaios de estabilidade foram realizados para ambas as proteinas,
sempre de forma comparativa, a fim de verificar possiveis singularidades entre
as duas Lbp23.

A estabilidade térmica das Lbp23 foi monitorada (Figura 14), apoés
aguecimento constante das amostras, sendo as mudancas, causadas por esse
estresse, monitoradas por CD. Desta forma, foi possivel acompanhar
modificacdes na estrutura das Lbp23. Esse experimento permitiu calcular a T,
ou seja, a temperatura onde metade das proteinas estd enovelada e a outra
metade desenovelada. A Lbp23A apresentou uma T, de 53,0 £ 0,5 °C,
enquanto que a Lbp23B apresentou uma T, de 44,0 + 0,5 °C. Uma vez que o
comprimento de onda utilizado foi de 231 nm, o desenovelamento foi

monitorado pela perda de estrutura terciaria, e ndo da estrutura secundaria.
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Figura 14 - Desenovelamento Térmico das Lbp23 por Monitorado por CD.
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O desenovelamento térmico foi acompanhado por CD em 231 nm utilizando um Jasco J-815
acoplado a um sistema peltier de controle de temperatura. As proteinas foram aquecidas a uma
taxa de 1°C/min. Proteinas, numa concentracdo de 0,5 mg/mL, estavam na presenca de
tampéo 25 mM Tris-HCI (pH 7,5), 100 mM NaCl e 5 mM -Mercaptoetanol.

A estabilidade térmica das Lbp23 também foi monitorada por DSC
(Figura 15). Mas, igualmente como o desenovelamento térmico monitorado por
CD, as amostras foram aquecidas constantementes, a fim de causar
desnaturacao proteica. Os valores de Tm foram de 53,9 + 0,2 °C e 53,9 + 0,2

°C para a Lbp23A e Lbp23B, respectivamente.
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Figura 15 - Desenovelamento Térmico das Lbp23 Monitorado por DSC.

6
— Lbp23A

°r ---- Lbp23B

-
L

Cp (kcal/mol/°C)
(3% ] [ ]

30 35 40 45 50 55 60 65 70
Temperatura (° C)

A concentragdo de Lbp23A e Lbp23B foi de aproximadamente 1,0 mg/mL.

Além dos experimentos de estabilidade térmica, também foi realizado
um ensaio de estabilidade quimica (Figura 16). O desenovelamento quimico
com ureia das Lbp23 foi monitorado pela fluorescéncia do triptofano. A ureia é
considerada uma agente caotropico, onde, em altas concentracdes, causa a
desnaturacdo de proteinas (MARX; ADIR, 2014). Nesses testes, a Cm
(concentracdo molar de ureia onde 50% da proteina se contra enovelada) foi
calculada para ambas as Lbp23. Foi obtida uma Cm de 3,9 = 0,1 mol/L para a
Lbp23A e uma Cm de 3,3 £ 0,1 mol/L para a Lbp23B.
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Figura 16 - Desenovelamento Quimico das Lbp23 por Ureia Monitorada por Fluorescéncia.
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Nos experimentos de estabilidade térmica, a T, obtida para a Lbp23A foi
de aproximadamente 10 °C acima da Lbp23B; ja no ensaio de
desenovelamento quimico a Lbp23A apresentou uma C,, aproximadamente 0,5
M de ureia maior que a Lbp23B. Desta forma, em todos os experimentos de
avaliacao de estabilidade propostos a Lbp23A apresentou carater mais estavel

guando comparada a Lbp23B.

Trabalho realizado com a p23 humana, por Weikl e colaboradores
(1999), analisou a estabilidade térmica da p23 humana por CD, e verificou que
o sinal de CD néo se altera até 60°C, diferentemente das Lbp23 que, nessa

temperatura, ja se encontram desenoveladas.

4.7 ATIVIDADE CHAPERONA

E reportado que as p23 possuem atividade chaperona intrinseca e sdo
capazes de interagir com proteinas-clientes em condicbes de estresse
prevenindo a agregacao proteica e mantendo-as em um estado enovelado
(WEIKL et al., 1999, WEAVER et al., 2000).
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A atividade chaperona das duas Lbp23 foi medida pela prevencdo da
agregacdo proteica de duas proteinas-clientes: a MDH e a luciferase. Neste
teste, 1,0 uM de proteina-cliente é submetida a um estresse térmico, na
presenca de concentracdes crescente de Lbp23 (1-10 uM). Nessa temperatura
as Lbp23 ndo sofrem perturbacdes em sua estrutura, como previamente
monitorado pelos ensaios de desnaturacao térmica (item 4.6). A agregacao das
Lbp23, monitorada numa concentragdo de 10 uM, e das proteinas-clientes,

consideradas como 100% de agregacao foram os controles desse experimento.

Os resultados apresentados na Figura 17A indicam que as duas Lbp23
foram capazes de prevenir a agregacdo da MDH e ndo agregaram quando
submetidas ao estresse térmico. Entretanto, a Lbp23B se mostrou mais
eficiente em todas as concentracdes testadas, o que significa que ela age de
forma mais eficaz na prevencdo da agregacdo da proteina cliente, quando
comparada com a Lbp23A. Na mesma figura, pode-se observar que em baixas
concentracbes de Lbp23A (1,0 e 2,5 pM), essa proteina, além de néo ter sido
eficiente em prevenir a agregacdo da MDH, co-agregou-se com a proteina-

cliente, o que explica os valores acima de 100% nesse gréfico.

Ja quando a proteina-cliente utilizada foi a luciferase (Figura 17B),
ambas as co-chaperonas preveniram a agregacao proteica, porém com menor
eficiéncia, quando comparado com os resultados obtidos pela MDH. Além
disso, ndo houve diferencas estatisticamente significativas entre as duas

Lbp23, no que se refere a inibicdo da agregacao proteica da luciferase.
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Figura 17 - Atividade Chaperona das Co-chaperonas Lbp23A e Lbp23B.

A B
200 4 110
I Lbp23A

. Lbp23A 100 4 B Lbp23B
160 I Lbp23B 90

180

Porcentagem de Agregacao

60 4

Porcentagem de Agregagao

MDH 11 1:285 156 175 1:10 p23 Luciferase 11 1:25 15 1:7.5 1:10
MDH:Lbp23 Luciferase:Lbp23

(A) Prevencédo da Agregacéo Proteica com a MDH. (B) Prevencéo da Agregacgéo Proteica com
a Luciferase.

Nesse experimento as Lbp23 foram analisadas comparativamente,
sendo que outros experimentos utilizando essas, e outras, proteinas clientes ja
mostraram essa atividade chaperona das p23 (WEIKL et al., 1999; WEAVER et
al., 2000; PATWARDHAN et al., 2013). Outros ensaios mostram a importancia
da regido C-terminal para a atividade chaperona da p23, onde a falta dessa
resultou na diminuicdo da prevencéo da agregacdo proteica da citrato sintase
(WEAVER et al., 2000).

4.8 INIBICAO DA ATIVIDADE ATPAsICA DA LBHSP90

Como ja discutido, a p23 tem papel fundamental no ciclo funcional da
Hsp90. Essa co-chaperona possui a capacidade de inibir a taxa de hidrélise do
ATP da Hsp90, o que da maior tempo para essa proteina atuar sobre a
proteina cliente (KARAGOZ et al., 2011). A atividade ATPase da Hsp90 é de
vital importancia para o ciclo funcional dessa proteina. Ela possui baixa
atividade de hidrolise do ATP, sugerindo que os rearranjos conformacionais no
complexo estdo acoplados a atividade de hidrélise do ATP, portanto um passo
limitante (WANDINGER et al., 2008).

59



Testes de inibicdo da atividade ATPase da LbHsp90 foram realizados
com as duas p23 de L. braziliensis. A Figura 18 representa os resultados
obtidos no teste de inibicdo da atividade ATPase. Ambas as Lbp23 reduziram a
atividade ATPase da LbHsp90, sendo que a incubacdo com a Lbp23A
representou uma diminuicdo na atividade em aproximadamente 50%, e a
Lbp23B reduziu a atividade da LbHsp90 em aproximadamente 20%, sendo
assim, a Lbp23A apresentou uma eficiéncia maior na inibicdo da atividade
ATPase da LbHsp90, quando comparada com a Lbp23B.

Figura 18 - Inibigdo da Atividade ATPase da Lbp23A e da Lbp23B.
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A LbHsp90 foi incubada (1,0 uM de dimero) com ATP e Mgz+, juntamente com quantidades

crescentes de Lbp23.

Os valores estimados para o ICso foram de aproximadamente 16,4 uM
para a Lbp23A e de 11 uM para a Lbp23B. McLaughlin e colaboradores (2006),
utilizando Hsp90 humana, obteve uma reducdo completa na atividade ATPase
da LbHsp90 com um excesso de 8-10 vezes de p23, determinando o ICsg
(concentracao de inibidor que inibe 50% da atividade de uma enzima) em

aproximadamente 5 pM.
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A p23 interage com a Hsp90 através do dominio N-terminal da Hsp90,
onde duas moléculas dessa co-chaperona interagem com a forma dimérica da
Hsp90 (ALI et al., 2006). Posteriormente, foi demonstrado que essa interagao
também ocorre do dominio M e num segmento, lid, importante para a ligacao
do nucleotideo (MARTINEZ-YAMOUT et al.,, 2006; KARAGOZ et al., 2011).
Todas essas interacbes, além de provocar alteracdes conformacionais na
Hsp90, levam a alteracdo no sitio de ligagdo do nucleotideo, o que explica a
diminuicao da atividade ATPase da Hsp90 (KARAGOZ et al., 2011).

4.9 IDENTIFICACAO IN VIVO

Por fim, foi realizada a identificacédo in vivo dessas duas co-chaperonas.
Com os experimentos de western blotting foi possivel identificar as duas p23
em extratos celulares da forma promastigota do protozoario L. braziliensis.
Nesse experimento foram utilizadas duas cepas diferentes desse organismo:
uma sensivel ao antimdnio e outra resistente a este composto (LIARTE;
MURTA, 2010). Essas cepas foram crescidas em duas temperaturas diferentes
(26°C e 37°C), a fim de simular a temperatura corpérea dos dois hospedeiros
(inseto e mamifero), sendo que foram recolhidas amostras em 2h, 4h e 6h de

inducao (janela de expressao das chaperonas).

As Figuras 19 e 20 representam os resultados alcancados e mostram
que o titulo utilizado para os anticorpos conseguiu diferenciar as duas Lbp23,
uma vez que as duas Lbp23 recombinantes foram colocadas no gel SDS-

PAGE (como controle).

O resultado do experimento sugere que, quando utilizado o anticorpo
anti-Lbp23A, a 26°C (Figura 19), ndo houve diferencas nos niveis de expressao
da Lbp23A, tanto na cepa sensivel, quanto na cepa resistente ao antiménio. Ja
a 37°C (Figura 19), o extrato resistente ao antimbnio parece apresentar niveis
maiores de expressdo da Lbp23A nos trés diferentes tempos de inducéo,

guando comparado ao extrato sensivel.
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Figura 19 - Ensaio de identificacdo in vivo da Lbp23A por Western Blotting.
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A expressao da Lbp23A foi acompanhada na forma progastigota (cepa sensivel e resistente ao

antiménio) da L. braziliensis cultivadas a 26°C e a 37°C por 2h, 4h e 6h.

Contudo, quando o anticorpo anti-Lbp23B foi utilizado nos extratos
crescidos a 26° C (Figura 20) pode-se notar que a proteina sofreu um processo
de degradacdo em todas as condicbes experimentais, devido a presenca de
bandas de menor massa molecular. J& nos extratos crescidos a 37° C (Figura
20) podemos verificar no gel a identificagdo de bandas com massas
moleculares acima do tamanho esperado, sugerindo que a Lbp23B pode sofrer
algum tipo de modificagdo pods-traducional nessa temperatura de crescimento,

diferentemente do que parece ocorrer com a Lbp23A.

Figura 20 - Ensaio de identificacdo in vivo da Lbp23B por Western Blotting.

Cepa Cepa Cepa Cepa @
2 % ) oV 3 ‘\ s = ) 0
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6h ah 2h  6h 4h 2h @ MM e 6h ah 2h 6h 4h 20 @ mm
50 kDa 50 kDa
25kDa 25 kDa

Anti-Lbp23B - 26 °C Anti-Lbp23B~-37°C

A expressao da Lbp23B foi acompanhada na forma progastigota (cepa sensivel e resistente ao
antiménio) da L. braziliensis cultivadas a 26°C e a 37°C por 2h, 4h e 6h.
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Esses resultados mostram a presenca in vivo das duas p23 em
promastigotas de L. braziliensis em todas as condi¢des testadas, o que sugere
a expressédo constitutiva dessas proteinas. Diversos trabalhos tém identificado
a expressao constitutiva tanto das p23 quanto outras co-chaperonas em cepas
de L. braziliensis (MATRANGOLO et al., 2013; SERAPHIM et al., 2013).

A avaliacdo do potencial de fosforilagcdo (BLOM et al., 1999) das Lbp23
(Tabela 5), a partir da sequéncia de aminoacidos, foi realizada, e indicou que
essas duas proteinas possuem possiveis sitios para esse tipo de alteracao
pos-traducional. No entanto, o conhecimento do potencial de fosforilacdo nao €
suficiente para identificar os residuos que serédo de fato fosforilados, devida a

alta complexidade das interagdes intracelulares (DINKEL et al., 2010).

A presenca de bandas de massa molecular acima do tamanho esperado
para a co-chaperona Lbp23B indica que pode haver algum tipo de mudanca
pés-traducional nessa proteina, como a fosforilagéo, por exemplo, o que parece
nao ocorrer na Lbp23A. A fosforilacdo, além de ser uma das mais abundantes
modificacdes pos-traducionais, € um evento conservado entre as espécies,

auxiliando na regulacdo das proteinas (DINKEL et al., 2010).
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Tabela 5 - Potenciais Sitios de Fosforilagdo nas Lbp23 (programa NetPhos 2.0 Server).

Lbp23A Lbp23B
Residuo Primaria (0,00-1,00) Residuo Estrutura Primaria (0,00-1,00)
39 TVSISGYGV 0,55
102  KLTKSWLSA 0.98 66 YGAISSEES 0,99
Ser 105 KSWLSADWN 0,73 67 GAISSEESQ 0,51
168 AGGDSDDEE 0,95 70 SSEESQHVV 0,85
176 EMADSEGEE 0,98 90 KLTRSLEDA 0,99
189 ECEKSEEPA 0,97
23 SEPHTLKGE 0,67 29 PLODTTGVT 0,79
Thr 52 VEAMTASDV 0,53 104 WPRLTKEKV 0,98
69 PEDSTFKVL 0,80 173 LPPGTIPEF 0,70
88 KDQGYWNRL 078 19 ORPEYVLVT 0,89
Tyr 130 NECGYCDMG 0’94 110 EKVKYPNIT 0,97
' 147 MDGQYSEML 0,75

Abaixo sdo destacados os residuos com maior probabilidade de serem fosforilados (score
acima de 0,50). * Em negrito: residuo de aminoacido com alta probabilidade de sofrer

fosforilacéo.

Mudancas pos-traducionais, como a fosforilagdo e a acetilagéo,
desempenham importante papel tanto na regulacdo, quanto na adaptacao
desses organismos, e as chaperonas apresentam um papel central nesse

processo (MORALES et al., 2010).

Tanto as Hsp90 quanto as suas co-chaperonas apresentam mudancas
pés-traducionais durante o ciclo funcional dessa importante familia de
chaperona. Em L. donovani a viabilidade da forma amastigota depende da
fosforilacdo na co-chaperona Hop (MORALES et al., 2010). Além disso, é
conhecido que no protozoario P. falciparum a p23 apresenta diferentes ciclos

de fosforilagdo, dependendo do estagio de vida desse parasita (WISER, 2003).
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5.0 CONCLUSOES

A Lbp23A e a Lbp23B recombinantes foram expressas e purificadas com
alto grau de pureza, sendo produzidas no estado enovelado, possuindo
estrutura secundaria e terciaria.

Em pesquisa a banco de dados foi possivel identificar a existéncia de
duas p23 em outros protozoarios, 0 que parece ser uma caracteristica
desses grupos de organismos.

A arvore de alinhamento construida a partir da sequéncia de
aminoacidos resultou em dois grandes grupos de tripanossomatideos.
Entre as duas Lbp23 tanto a identidade quanto a similaridade sao
baixas, sendo maior entre cada uma delas com a hp23.

As Lbp23 apresentam contetdo de estrutura secundaria similar a hp23,
com predominancia de folha-beta.

Nos experimentos de CD verificou-se nas Lbp23 um pico positivo de
sinal em 230nm, caracteristico de p23 (indicio de estrutura terciaria).

As Lbp23 sdo mondmeros alongados em solucao.

Apesar de possuirem niveis estruturais parecidos, apresentam
estabilidade quimica e térmica bastante dispares. Nesses ensaios, a
Lbp23A apresentou maior estabilidade quimica e térmica, quando
comparada com a Lbp23B.

Apesar das diferencas apresentadas entre as duas Lbp23, ambas
possuem atividade chaperona - evitaram a agregacdo proteica de
substratos-modelos.  Entretanto, elas n&o sé&o equivalentes,
apresentando diferencas em seus niveis de inibicdo da agregacéo.
Ambas as Lbp23 apresentaram diferencas nos niveis de inibicdo da
atividade ATPasica da LbHsp90.

As duas Lbp23 foram identificadas em extratos celulares da forma
promastigota de L. braziliensis, em diferentes temperaturas (26°C e
37°C) e em diferentes cepas (uma sensivel ao antimbnio e outra
resistente ao antimbnio), o que sugere que essas proteinas sao

produzidas constantemente pelo parasita.
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Os testes de identificacdo in vivo sugerem que a Lbp23B pode
apresentar alguma modificacdo pés-traducional.

Os resultados indicam que as duas proteinas-alvo estudadas no parasita
L. braziliensis (Lbp23A e Lbp23B) sédo inequivocamente p23, uma vez

gue ambas possuem sinais estruturais e funcéo de p23.
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