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RESUMO 
 

O enovelamento proteico é essencial para a correta função biológica das 

proteínas. Falhas nesse processo podem levar à formação de proteínas mal 

enoveladas e/ou agregados proteicos. Para tentar evitar esse problema, a 

célula expressa uma família de proteínas denominadas de chaperonas 

moleculares ou proteínas de choque térmico (Hsp). As chaperonas moleculares 

auxiliam no enovelamento correto de outras proteínas, entre outras funções 

importantes para as células. A família das Hsp90 são chaperonas importantes 

por auxiliarem no enovelamento proteico e prevenirem a agregação de 

proteínas. A Hsp90 é regulada por diversas co-chaperonas, como, por 

exemplo, a p23. A p23 é uma pequena proteína ácida que regula a atividade 

ATPásica da Hsp90. Ela possui um domínio N-terminal estruturado em folhas-

beta e um domínio C-terminal desestruturado. Além do papel regulatório, 

inibindo a atividade ATPásica da Hsp90, ela possui atividade chaperona. Desta 

forma, o objetivo desse trabalho foi estudar comparativamente as duas p23 

identificadas no genoma do protozoário Leishmania braziliensis (Lbp23A e 

Lbp23B). As proteínas foram expressas, purificadas e caracterizadas estrutural 

e funcionalmente. Além disso, foram desenvolvidos experimentos funcionais 

como: atividade chaperona; inibição da atividade ATPásica da Hsp90 de L. 

braziliensis (LbHsp90) e identificação in vivo por western blotting. Os resultados 

indicam que essas duas proteínas são similares estruturalmente, porém, 

possuem estabilidade química e térmica notavelmente diferente. Ambas Lbp23 

apresentam diferenças em relação à atividade chaperona e inibição da 

atividade ATPásica da LbHsp90. A identificação in vivo mostrou a presença das 

duas Lbp23 em extratos de L. braziliensis; além de sugerir possíveis 

modificações pós-traducionais na Lbp23B. Os resultados indicam que ambas 

as Lbp23 de L. braziliensis são inequivocamente p23, pois possuem sinais 

estruturais e função 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 LbHsp90. 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 INTRODUÇÃO 

1.1 PROTEÍNAS 

Entre as macromoléculas mais abundantes presentes nas células dos 

seres vivos estão as proteínas (ALBERTS et al., 2002). A estrutura nativa 

possui papel importantíssimo em sua atividade biológica, sendo que na 

sequência de aminoácidos estão presentes todas as informações necessárias 

para o enovelamento proteico (ANFINSEN, 1973). Além da grande 

versatilidade e complexidade biológica, as proteínas estão envolvidas em 

quase todos os processos biológicos (HARTL et al., 2011). 

Os aminoácidos são a matéria-prima para a formação das proteínas. De 

uma maneira geral, existem 20 tipos diferentes de aminoácidos, cada qual com 

uma propriedade físico-química distinta, sendo todos eles -aminoácidos. Um 

-aminoácido consiste em um átomo de carbono central (carbono-alfa) ligado a 

um grupo amino, um grupo carboxílico, um átomo de hidrogênio e a um 

grupamento R (ou cadeia lateral). Diferenças na estrutura, no tamanho e na 

carga elétrica, entre os aminoácidos, são resultantes das cadeias laterais.    

Vale destacar que, além desses 20 aminoácidos, há outros aminoácidos menos 

comuns, contudo não são constituintes das proteínas (NELSON; COX, 2008; 

BERG et al., 2002). 

As proteínas são formadas pela união entre os aminoácidos, sendo 

esses ligados covalentemente pela ligação peptídica. O grupo amino de um 

aminoácido reage com o grupo carboxílico de outro aminoácido, com 

consequente eliminação de uma molécula de água. Cada proteína possui sua 

própria sequência de aminoácidos, sendo essa determinada pela sequência de 

nucleotídeos do DNA, e a diversidade de proteínas encontrada na natureza é 

enorme (ALBERTS et al., 2002; WHITFORD, 2005).  

Além da grande diversidade e complexidade apresentadas pelas 

proteínas, elas apresentam diferentes graus estruturais, que vão desde a 

simples sequência de aminoácidos até a interação entre diferentes proteínas. 

Como mencionado anteriormente, a sequência de aminoácidos se constitui no 

primeiro estágio estrutural de uma proteína, ou seja, a estrutura primária 
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emerge da sequência linear dos aminoácidos na cadeia polipeptídica, sendo 

esses aminoácidos unidos covalentemente pela ligação peptídica. A 

informação para a estrutura primária está contida na sequência de 

nucleotídeos, no DNA, e é específica para cada proteína (NELSON; COX, 

2008; WHITFORD, 2005).  

A estrutura primária leva ao segundo nível organizacional dessas 

macromoléculas: a estrutura secundária. Essa estrutura se caracteriza pela 

conformação local da cadeia polipeptídica e pela relação entre os resíduos de 

aminoácidos que estão perto devido à estrutura primária. Os grupos N-H e 

C=O na cadeia principal interagem por meio de ligações de hidrogênio, sem 

envolver as cadeias laterais, possibilitando esse tipo de estrutura. Em proteínas 

globulares, os três tipos básicos de estrutura secundária são: hélice-alfa, folha-

beta e voltas (ALBERTS et al., 2002; WHITFORD, 2005).  

A hélice-alfa foi inicialmente encontrada numa proteína chamada alfa-

queratina, muito comum em pele, cabelo, unha e chifre. A hélice-alfa é 

estabilizada por ligações de hidrogênio entre os grupos N-H e C=O da cadeia 

principal (BERG et al., 2002). De maneira geral, o grupo C=O de cada 

aminoácido forma uma ligação de hidrogênio com o grupo N-H de um 

aminoácido situado quatro resíduos adiante da sequência de aminoácidos. 

Com isso, temos uma hélice regular com voltas completas a cada 3,6 resíduos 

de aminoácidos. 

 Na folha-beta, descoberta na fibroína (presente na seda), a cadeia 

polipeptídica é estendida na forma de zigue-zague, ao invés da estrutura em 

hélice; desta forma, o arranjo é organizado numa séria de dobras. Nesse 

arranjo, as ligações de hidrogênio são formadas com os seguimentos 

adjacentes da cadeia polipeptídica (NELSON; COX, 2008; WHITFORD, 2005). 

Em proteínas com estrutura compacta, como as proteínas globulares, 

aproximadamente, um terço dos resíduos de aminoácidos formam loops, onde 

a cadeia polipeptídica muda de direção; essas conexões recebem o nome de 

voltas (NELSON; COX, 2008).  
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 Interações distantes ou não locais caracterizam a estrutura terciária (ou 

arranjo tridimensional), sendo que a interação de regiões com estruturas e sem 

estruturas secundárias permitem esse tipo de enovelamento. Esse 

enovelamento é fruto, também, de diversos fatores externos, como a 

temperatura, força iônica, acidez, etc. (RUDDON; BEDOWS, 1997).   

A estrutura quaternária é a associação 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 níveis de organização das proteínas. 

 

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

 

As proteínas possuem diversas funções biológicas, possuindo uma 

ampla gama de atuações dentro do organismo. Sendo assim, podemos citar 

seu papel enzimático, catalisando diversas reações químicas; sua atuação no 
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transporte de moléculas, por exemplo, a hemoglobina; sua função na defesa do 

organismo contra antígenos, entre outras funções (NELSON; COX, 2008). 

Como já dito anteriormente, a atividade biológica de uma proteína 

depende de um enovelamento correto, sendo este estritamente relacionado 

com a sequência de aminoácidos que compõe a proteína. Contudo, as 

proteínas podem interagir de maneira inadequada em certas condições de 

estresse, como aumento da temperatura e variações de concentrações iônicas, 

através de regiões hidrofóbicas expostas, formando agregados que tendem a 

se precipitar (JAENICKE et al., 1987). Diversas doenças parecem estar 

relacionadas com agregações proteicas, como: mal de Alzheimer, mal de 

Parkinson, fibrose cística, doença de Huntington, alguns tipos de câncer, entre 

outras (RUDDON; BEDOWS, 1997; BEISSINGER; BUCHNER, 1998; CHAI et 

al., 1999; HARTL; HAYER-HARTL, 2002).  
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Figura 2 - Função de Proteínas. 

 

 

 Buscando contornar o problema da agregação proteica, a célula 

expressa uma classe de proteínas, em condições normais e em condições de 

estresse, para auxiliar no correto enovelamento proteico, assim como para 

recuperar proteínas agregadas, entre outras funções biológicas. Tais proteínas 

são denominadas proteínas de choque térmico (do inglês, Heat shock proteins 

- Hsp) ou chaperonas moleculares, e são alvos de diversas revisões científicas 

(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 oligomerização das histonas na cromatina. A 

nucleoplasmina evita a agregação das histonas, promovendo uma correta 

oligomerização, porém sem participar da estrutura final, ou seja, não 

modificando a estrutura nativa da proteína-cliente, podendo tal estrutura ser 

alcançada tanto na presença quanto na ausência da chaperona molecular 

(LASKEY et al., 1978). 

Essas proteínas de choque térmico abrangem uma ampla família de 

polipeptídeos altamente conservados. O paradigma básico das chaperonas é 

que elas reconhecem e se ligam seletivamente às proteínas não enoveladas, 

parcialmente enoveladas ou agregadas, mas não às nativas, formando assim 

um complexo estável (ELLIS, 1999), sendo que, na maioria dos casos, esses 

complexos são dissociados pela ligação e hidrólise do ATP (FINK, 1999). 

Contudo, há chaperonas ATP-independente, uma vez que elas operam em 

compartimentos celulares sem ATP (periplasma) ou porque elas trabalham em 

condições de estresse de ATP (estresse oxidativo) (BARDWELL; JAKOB, 

2012). 

Por conseguirem interagir com tantas proteínas, as chaperonas 

moleculares possuem funções vitais na homeostase celular. Essa classe de 

proteínas participa de diversos processos dentro da célula, como: estabilizar 

proteínas recém-sintetizadas, promover transporte e translocação de 

macromoléculas, auxiliar no enovelamento e no reenovelamento proteico, 

evitar agregação de polipeptídios, entre outras funções (HENDRICK; HARTL, 

1993). 

Na transição entre os estados de desnovelamento e enovelamento, as 

proteínas passam por estados intermediários, nos quais tem o potencial de se 

agregar. Isso leva, na célula, a formação de corpos de inclusão, especialmente 

quando ocorre superexpressão proteica. Para evitar isso, diversas chaperonas 

se ligam nessas proteínas desenoveladas, ou parcialmente enoveladas, 

prevenindo, assim, a agregação (FINK, 1999). 
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As chaperonas, apesar de possuírem diferentes mecanismos de 

funcionamento, reconhecem e se ligam às superfícies hidrofóbicas de proteínas 

parcial ou totalmente desenoveladas. Podemos classificá-las, devido à massa 

molecular, em cinco famílias (Hsp100, Hsp90, Hsp70, Hsp60 e smHsp). 

Contudo, para o pleno funcionamento das chaperonas moleculares, regulando 

ou modulando suas atividades, é necessária a presença de co-fatores ou das 

co-chaperonas moleculares (BORGES; RAMOS, 2005). 

 

Tabela 1: Principais Famílias de Chaperonas Moleculares 

Chaperona Co-chaperona M.M. (kDa) Informações Gerais 

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

Hsp90 HIP, HOP, p23 ~90 Previne agregação proteica; liga 
ATP; interage com diversas 

proteínas; constitutiva. 

Hsp70 Hsp40, GrpE ~70 Atividade ATPase; liga peptídeos 
de cadeia nascente; envolvida 
em enovelamento; transporte 

entre membranas. 

Hsp60 

(GroEL) 

Hsp10 

(GroES) 

~60 Atividade ATPase; auxilia no 
enovelamento. 

smHsp ? ~15-30 ATP-independente; envolvida em 
termotolerância. 

 (Modificado de BORGES; RAMOS, 2005). 

 

1.3 AS HSP90 

 Hsp90, ou Heat Shock Protein 90, é uma chaperona molecular ATP-

dependente que participa da maturação, ativação e estabilidade de várias 

proteínas-clientes (NECKERS; WORKMAN, 2012). Ela é a chaperona 

molecular mais abundante em células eucarióticas, constituindo, 

aproximadamente, 2% do material proteico de uma célula não submetida ao 

estresse (ROHL et al., 2013). 
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 As Hsp90 mostram uma grande capacidade de interagir, por meio dos 

seus vários domínios, com diferentes substratos e co-chaperonas ao mesmo 

tempo (MEYER et al., 2004). Atualmente, se conhece mais de 300 proteínas 

com capacidade de interagir com a Hsp90, sendo essas proteínas-clientes 

importantes reguladoras das mais diversas reações biológicas celulares, fato 

esse que explica o importante papel da Hsp90 como regulador metabólico 

(ROHL et al., 2013).  

 O fato de conseguir interagir com proteínas tão diversas deve-se aos 

vários estados conformacionais que a Hsp90 pode assumir; motivo esse que 

explica a dificuldade que foi obter o cristal completo dessa proteína (ALI et al., 

2006; SHIAU et al., 2006; KRUKENBERG et al., 2011). A flexibilidade 

conformacional apresentada, pelas Hsp90, também está relacionada à 

atividade ATPase dessa proteína, uma vez que o seu domínio N-terminal é 

capaz de ligar e hidrolisar ATP (ROHL et al., 2013).  

 A Figura 3 representa dois importantes estágios conformacionais da 

Hsp90, e mostra como a hidrólise do ATP influencia na estrutura desta 

chaperona. Na ausência do nucleotídeo a Hsp90 adota uma conformação 

aberta, onde o domínio N-terminal não se encontra dimerizado. Contudo, uma 

vez que ocorre na ligação do ATP, no domínio N-terminal, a Hsp90 assume 

uma conformação fechada. Após a hidrólise do ATP, e a consequente liberação 

de ADP e fosfato inorgânico, a Hsp90 volta a sua conformação aberta (ROHL 

et al., 2013). 
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Figura 3 - Diferentes conformações adotadas pela Hsp90. Conformação aberta: Hsp90 de 
Escherichia coli. Conformação fechada: Hsp90 de Saccharomyces cerevisiae. 

 

 (Modificado de ROHL et al., 2013). 

 

A Hsp90 é encontrada como um homodímero, possuindo massa 

molecular entre 82 e 96 kDa, sendo que o monômero é constituído por três 

domínios: o domínio N-terminal (N), o domínio intermediário (M) e o domínio C-

terminal (C) (Figura 4). O domínio 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 proteínas-clientes. Além disso, há 

indícios que em certas situações o domínio N-terminal pode se dimerizar, como 

quando a Hsp90 liga-se ao ATP ou interage com algum inibidor, causando 

influência na ligação com proteínas-clientes ou com suas co-chaperonas 

(MARTINEZ-YAMOUT et al., 2006; PEARL; PRODROMOU, 2006).  

O domínio intermediário, M (~35 kDa), tem sido indicado como o 

principal sítio de interação com proteínas-clientes; possuindo influência na 

atividade ATPase, exercida pelo domínio N. Os domínios N e M são separados 

por uma sequência de aminoácidos carregados (charged linker), de 

aproximadamente 60 resíduos, sendo esse linker ausente nos procariotos 

(MARTINEZ-YAMOUT et al., 2006).  

Já o domínio C-terminal (~30 kDa) é responsável pela dimerização 

permanente da Hsp90 e possui sítios de interação 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 sequência motivo MEEVD, que permite a 

ligação de proteínas portadoras do domínio TPR (Tetratricopeptide Repeat) 

como a HOP e CHIP (MARTINEZ-YAMOUT et al., 2006), entre outras co-

chaperonas. 

 

Figura 4 - Diagrama esquemático da Hsp90 humana 

 

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

 

 Alguns estudos mostram que modificações pós-traducionais - 

fosforilações nas serinas, treoninas e tirosinas; acetilação nas lisinas e S-

nitrosilação em cisteínas (MAYER, 2010) - podem regular as interações 

apresentadas entre a Hsp90 e seus substratos (BLANK et al. 2003; 

WANDINGER et al. 2008). 

 Em Leishmania donovani a montagem de complexos funcionais é 

possível após mudanças como acetilação e fosforilação nas Hsp90 (MORALES 

et al., 2010). Atuando na resposta ao estresse térmico, as Hsp90 são 

importantes para o ciclo de vida de diversos organismos, incluindo de 

diferentes protozoários, como Plasmodium falciparum e a L. donovani 

(WIESGIGL; CLOS, 2001; PAVITHRA et al., 2004).  

Os diferentes domínios da Hsp90 interagem com diferentes inibidores, 

desta forma, o ciclo funcional dessa proteína torna-se comprometido, 

inviabilizando sua atividade. O domínio N-terminal é o sítio de ligação dos 

inibidores geldanamicina (GA) e radicicol (RDC). Já o domínio C-terminal é o 

sítio de ligação do inibidor novobiocina (MARCU et al., 2000; YUN et al., 2004) 

e do agente antineoplásico cisplatina (ITOH et al., 1999; SOTI et al., 2002). 

Allan e colaboradores (2006) sugerem que os antibióticos do tipo cumariana, 

como a novobiocina, induzem a monomerização da Hsp90.  

As Hsp90 citoplasmáticas são auxiliadas por várias co-chaperonas, 

como, por exemplo, a HOP (Hsp70-Hsp90 Organizing Protein), a Aha1 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 apresentação às 

Hsp90 de proteínas clientes primeiramente reconhecidos pelas Hsp70 

(PRODROMOU et al., 1999; WEGELE et al., 2004).  

A HOP é uma proteína que possui um domínio TPR, caracterizado pelo 

motivo hélice-volta-hélice, que reconhece um segmento MEEVD da região C-

terminal das Hsp90, e outro domínio TPR que reconhece o mesmo motivo na 

porção C-terminal das Hsp70 citoplasmáticas (SCHEUFLER et al., 2000; 

WEGELE et al., 2004; MARTINEZ-YAMOUT et al., 2006; PEARL; 

PRODROMOU, 2006).  

A proteína Aha1 (Activator of Hsp90 ATPase 1), que possui massa 

molecular de aproximadamente 38 kDa, se liga ao domínio intermediário da 

Hsp90. Essa co-chaperona atua como ativador da atividade ATPase das 

Hsp90, sofrendo competição 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 ubiquitinação, a proteína 

conhecida como CHIP também interage com as Hsp90, encaminhando 

proteínas ligadas ao complexo Hsp90 para a degradação (JIANG et al., 2001; 

PEARL; PRODROMOU, 2006). 

 

1.4 CICLO FUNCIONAL DAS HSP90 

O sistema mínimo necessário, em eucariotos, para o funcionamento do 

ciclo funcional das Hsp90 conta com a participação de cinco proteínas: Hsp90, 

Hsp70, Hsp40, HOP e p23 (YOUNG et al., 2001; WEGELE et al., 2004), 

embora haja no ciclo auxílio de mais de 10 diferentes co-chaperonas 

(BUCHNER, 1999; WEGELE et al., 2004; SERAPHIM et al., no prelo).  

O ciclo funcional da família Hsp90 pode ser dividido em duas vias: a via 

das Hsp70 e a das Hsp90, ambas interligadas pela HOP. A priori, com a 

ligação de um substrato à Hsp70, via Hsp40, há a formação 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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transferência do substrato para a Hsp90. A dissociação da Hsp90 da Hsp70, 

Hsp40 e HOP ocorre com a ligação de ATP. A Hsp90 pode hidrolisar o ATP, 

estimulado pela Aha1, ocasionando mudanças conformacionais que levam a 

liberação do substrato (WANDINGER et al., 2008). Deste modo a Hsp90 fica 

disponível para um novo ciclo funcional (YOUNG et al., 2001; WEGELE et al., 

2004; WANDINGER et al., 2008). Alternativamente, a p23 interage com o 

domínio N-terminal dimerizado da Hsp90, inibindo o ciclo funcional, o que pode 

estimular a liberação da proteína cliente da Hsp90 ou o seu encaminhamento 

para vias degradativas (YOUNG; HARTL, 2000; WANDINGER et al., 2008).  

O ciclo funcional pode ser modificado pela presença dos inibidores da 

Hsp90, GA e RDC, que podem levar a proteína cliente para a degradação 

proteica, atuando no início do ciclo, (SCHNEIDER et al., 1996; WHITESELL et 

al., 1994; HÖHFELD et al., 2001; MALONEY; WORKMAN, 2002).  

A Figura 5 mostra a proteína-cliente, ligada à Hsp70, sendo transferida 

para a Hsp90 via Sti1 (ou Hop). Nessa fase do ciclo, a Hsp90 se encontra na 

conformação aberta e a Sti1 se liga simultaneamente à Hsp90 e à Hsp70. 

Essas ligações geram uma assimetria nesse complexo, Hsp90-Sti1-Hsp70-

proteína-cliente, sendo esse estabilizado por uma co-chaperona denominada 

PPIase (peptidyl-prolyl isomerase). A dimerização do domínio N-terminal só é 

possível com a saída das proteínas Sti1 e Hsp70 e com a ligação do ATP. A 

co-chaperona Aha1 acelera a formação do estado conformacional fechado 1 e 

aumenta a taxa de hidrólise da Hsp90. Finalmente, a ligação da co-chaperona 

molecular p23 promove a retirada da Aha1, prendendo o ATP no domínio N-

terminal da Hsp90 e levando a Hsp90 para o estágio conformacional fechado 2 

(mais compacto que o estado conformacional fechado 1). A p23 inibe a 

hidrólise do ATP da Hsp90, dando mais tempo para essa atuar na proteína-

cliente. Após a hidrólise do ATP, a proteína-cliente é liberada, juntamente com 

a p23 e a PPIase, e a Hsp90 volta para sua conformação aberta, sem o ATP no 

domínio N-terminal (YOUNG et al., 2001; ROHL et al., 2013). 
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Figura 5 - Ciclo Funcional das Hsp90. 

 

O substrato, ou proteína-cliente, é transferido da Hsp70 para a Hsp90, processo este auxiliado 

pela co-chaperona Sti1/HOP. A Hsp90 liga-se ao substrato na presença de ATP, sendo, 

posteriormente, a ligação do ATP um dos responsáveis por induzir a dimerização do domínio 

N-terminal. A ligação da co-chaperona p23 ocorre num estagio tardio do ciclo funcional e 

possui, primordialmente, a função de inibir a hidrólise do ATP da Hsp90, dando maior tempo 

para essa proteína atuar na proteína-cliente. Por fim, com a hidrólise 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 é uma co-chaperona das Hsp90 que participa da estabilização do 

estado dimerizado do domínio N-terminal ligado ao ATP (PEARL; 

PRODROMOU, 2006). A p23 é uma pequena proteína de caráter ácido, com 

tamanho aproximado entre 18-25 kDa e domínio N-terminal enovelado em folha 
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β-pregueada (WEAVER et al., 2000). Essa proteína, conservada durante a 

evolução, pode ser encontrada de leveduras até humanos, com possíveis 

ortólogo em vegetais (GARCIA-RANEA et al., 2002). Apesar da baixa 

identidade na sequência de aminoácidos, as p23 apresentam grande 

conservação em aminoácidos envolvidos na interação com as Hsp90 

(MARTINEZ-YAMOUT et al., 2006).  

A interação entre a Hsp90 e a p23 ocorre num estado tardio do ciclo, 

sendo que essa interação é dependente de ATP (CHUA et al., 2010). A p23 se 

liga à Hsp90 e inibe a hidrólise do ATP, possibilitando um maior tempo para 

que a Hsp90 interaja com outros substratos (FORAFONOV et al., 2008). Há, 

contudo, estudos que sugerem que a própria p23 tenha atividade chaperona 

por interagir com proteínas desnaturadas e parcialmente desnaturadas, 

prevenindo a agregação 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 à Hsp90 tanto na presença quanto na ausência 

de ATP, porém a afinidade da ligação é maior na presença do ATP. Segundo 

esses autores, a interação entre a Hsp90 e a p23 ocorre através do domínio N-

terminal, com uma razão de duas moléculas de p23 por dímero de Hsp90. 

Outra função deste mesmo domínio é ligar-se com proteínas parcialmente 

enoveladas (WEIKL et al., 1999). Já a região C-terminal da p23 é uma região 

ácida desprovida de estrutura organizada (WEIKL et al., 1999; WEAVER et al., 

2000). Esta região atuaria com um “flutuador”, mantendo o substrato acoplado 

à p23 em solução, ou para interagir com outras proteínas (MARTINEZ-

YAMOUT et al., 2006). Um fato importante, no estudo funcional do ciclo dessa 

proteína, foi que alguns estudos mostraram que a deleção da região C-terminal 

não inibe a associação da p23 com a Hsp90, sugerindo que esta região não é 

vital para a interação dessas duas proteínas (WEIKL et al., 1999; 

MCLAUGHLIN et al., 2006). 

Para a perfeita formação do complexo Hsp90-p23 há a necessidade do 

ATP, sendo que após a ligação da p23 com a Hsp90, há a inibição da atividade 

de quebra do ATP, contudo o entendimento dessa etapa do ciclo continua 
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sendo um mistério (FORAFONOV et al., 2008; CHUA et al., 2010; KARAGÖZ 

et al., 2011). Dados recentes mostram que a ligação da p23 com a Hsp90 

induzem mudanças conformacionais no sítio de ligação de nucleotídeos. Isso 

permitiria a p23 reduzir a atividade de hidrólise do ATP das Hsp90, regulando o 

ciclo funcional desta chaperona por mudanças no ambiente dos nucleotídeos 

(KARAGÖZ et al., 2011). Mudanças conformacionais no domínio M das Hsp90 

também são relatadas após a ligação das p23 (KARAGÖZ et al., 2011). 

Em um estudo conduzido por Ali e colaboradores (2006), mostrou-se 

que as proteínas Hsp90 e p23 de levedura, respectivamente Hsp82 e Sba1, 

interagem pelo domínio N-terminal e que a participação da Sba1 no ciclo 

funcional das Hsp82 é de extrema importância. A interação entre essas duas 

proteínas ocorre na fase tardia do ciclo, sendo dependente de ATP (SULLIVAN 

et al., 1997; SULLIVAN et al., 2002). Em mais detalhes, a Sba1 “paralisa” a 

Hsp82 no estado ligado ao ATP e diminui a taxa de hidrólise dessa molécula, 

proporcionando maior tempo para a Hsp82 interagir com suas respectivas 

proteínas-clientes (MCLAUGHLIN et al., 2006). 

 

1.6 O GÊNERO LEISHMANIA 

O gênero Leishmania corresponde a protozoários parasitas, da família 

Trypanosomatidae, responsáveis pela leishmaniose. Essa doença representa 

um sério problema de saúde pública, sendo endêmica em aproximadamente 

100 países de cinco continentes. Com 12 milhões de pessoas infectadas, 

sendo que há registros de até 2 milhões de novos casos todos os anos, e mais 

de 350 milhões em áreas de risco, essa doença é motivo de diversos estudos 

(DESJEUX, 1996). Mais de 30 espécies de Leishmania já foram identificadas, 

sendo que várias delas são de grande importância médica e veterinária 

(BATES; ASHFORD, 2006; LAINSON; SHAW, 2006). As principais síndromes 

encontradas em humanos são de três tipos – cutânea, mucocutânea e visceral 

– dependendo do contágio com as diferentes espécies de Leishmania (BATES; 

ROGERS, 2004; WHO, 2010). Os sintomas vão desde leves lesões cutâneas 

até graves lesões fatais nas vísceras (DOSTÁLOVÁ; VOLF, 2012). 
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Figura 6 - Gêneros e espécies de Leishmania. 

 

 (Adaptado de ASSCHE et. al., 2011). 

 

A infecção se dá pela picada da fêmea do flebotomíneo, um díptero 

pertencente à família Psychodidae, sub-família Phlebotominae, com mais de 

700 espécies descritas, sendo que, aproximadamente, 30 dessas espécies são 

capazes de servir como vetor para a leishmaniose (LANE, 1993). Esses insetos 

são pequenos, medem entre 1,5 - 2,0 mm, e são típicos das regiões tropicais e 

subtropicais (DOSTÁLOVÁ; VOLF, 2012). Phlebotomus e Lutzomyia são, até o 

momento, os dois únicos gêneros de inseto capazes de servir como vetores da 

Leishmania, sendo assim de grande importância e interesse médico (KILLICK-

KENDRICK, 1999; DOSTÁLOVÁ; VOLF, 2012).  

A Leishmania possui dois ciclos de vida distintos – a fase extracelular 

flagelada ou promastigota, no inseto flebotomídeo, e a fase intracelular ou 

mastigota, nos macrófagos de mamíferos. O ciclo de vida desse parasita inicia-

se quando a fêmea do inseto flebotomíneo se alimenta do sangue do 

hospedeiro mamífero (homem, cães e roedores); nesse momento ocorre a 

transmissão dos promastigotas flagelados do inseto para os mamíferos. Dentro 

do hospedeiro, os promastigotas são fagocitados pelas células do sistema 

imune, e essa mudança de ambiente gera uma série de transformações no 
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parasita. Dentro dos macrófagos, onde temos uma diminuição do pH e um 

aumento na temperatura, o parasita se diferencia em amastigotas, 

caracterizados, entre outras coisas, pela perda do flagelo e por mudanças na 

superfície celular. Por fim, quando a fêmea se alimenta dos macrófagos 

contaminados com os amastigotas, esses sofreram uma nova série de 

modificações, 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. 

 

(1) a infecção do hospedeiro mamífero ocorre com a transferência da forma promastigota do 

parasita através da picada do mosquito (2) após a infecção, os promastigotos são fagocitados 

pelos macrófagos (3) dentro dos fagolisossomos ocorre a diferenciação 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) após uma nova série de 

diferenciações, 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 gênero conseguiu evoluir e, assim, se 

desenvolver em dois ambientes distintos, sendo locais onde normalmente se 

digerem, degradam ou destroem patógenos estranhos, além das diferentes e 

contrastantes condições 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 imunológicos do hospedeiro 

e dos mecanismos de defesa dentro dos macrófagos, como o óxido nítrico e 

espécies reativas do oxigênio (PETERS; SACKS, 2006; COHEN-FREUE, 2007; 

LEIFSO et al., 2007). 

A partir dos anos de 1920, o antimônio (Sb) vem sendo utilizado como 

primeira medida de tratamento da leishmaniose em diversos países (WHO, 

2010; ASSCHE et al., 2011). O tratamento com injeção de antimonial 

pentavalente (pró-droga), além de ser caro para a maioria dos países afetados, 

é longo, tóxico e doloroso. Apesar do mecanismo de ação não ser totalmente 

compreendido, a atividade do antimônio se deve pela interação com o sistema 

antioxidante do parasita (ASSCHE et al., 2011). Somado a isso, em grande 

parte dos casos, devido ao aumento da resistência, torna-se necessária a 

administração de uma segunda linha de medicamentos, como, por exemplo, a 

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

Como já mencionado, o sucesso do ciclo de vida do protozoário 

Leishmania envolve dois hospedeiros distintos: um invertebrado e um 

mamífero. Além do ambiente celular, a diferença na temperatura corporal - 

inseto (25°C) e mamífero (37°C) - entre os hospedeiros possui um papel 

importante em uma série de alterações morfológicas e metabólicas que 

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

As chaperonas desempenham papel vital no desenvolvimento desses 

protozoários, uma vez que condições estressantes desencadeiam uma 

superexpressão dessa classe de proteínas, a fim de facilitar a adaptação 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 variações térmicas, a fim de simular a 

transferência do parasita entre o inseto e o mamífero, o que culminou em 
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diferenciações morfológicas durante a transformação de promastigota em 

amastigota (BANUMATHY et al., 2003; GRAEFE et al., 2002, MORALES et al., 

2010). 

Por participarem de diversas vias de regulação celular, as chaperonas 

emergem como um alvo terapêutico interessante contra diversas doenças. 

Inibidores da Hsp90 tem sido associados como uma promissora forma ao 

combate de diversas formas de cânceres (SÕTI et al., 2005; BANERJI et al., 

2003). 

Diversos trabalhos citam o potencial uso de vacinas no desenvolvimento 

de fármacos contra diversas doenças 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 família 

Hsp90 (PEARL; PRODROMOU, 2006). No genoma de humano e levedura é 

identificado apenas um gene correspondente à proteína p23, fato esse que não 

ocorre com o protozoário L. braziliensis. Buscas no genoma deste protozoário 

levou a identificação de duas sequências genômicas putativas ortólogas para a 

p23 (SILVA, 2012). Desta forma, o estudo estrutural e funcional dessas 

proteínas pode fornecer valiosas informações no combate a essa doença. 
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2.0 OBJETIVOS GERAIS 

Este trabalho de dissertação de mestrado visou à caracterização 

comparativa das co-chaperonas p23 encontradas no genoma de L. braziliensis 

(Lbp23A e Lbp23B) quanto aos seus parâmetros estruturais, de estabilidade e 

funcionais, incluindo a sua identificação in vivo. 

2.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

 Desenvolver estudos biofísicos comparando as duas proteínas - Lbp23A 

e Lbp23B - tanto estruturalmente quanto aos seus níveis de estabilidade. 

 avaliar a estrutura secundária das macromoléculas; 

 avaliar a estrutura terciária local; 

 avaliar o estado oligomérico das proteínas; e 

 avaliar a estabilidade química e térmica das Lbp23. 

 Desenvolver estudos da funcionalidade com as proteínas Lbp23A e 

Lbp23B, tais como: 

 avaliar a atividade chaperona das duas Lbp23; e 

 avaliar o efeito inibitório das Lbp23 na atividade de hidrólise do ATP 

da LbHsp90. 

 Identificar as duas Lbp23 em cepas de L. braziliensis. 
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3.0 MATERIAL E MÉTODOS 

Todo o processo de clonagem, expressão e purificação das proteínas-

alvo, desta dissertação, foram realizados conforme descrito em 2012 na tese 

de Silva.  

 

3.1 EXPRESSÃO E PURIFICAÇÃO DA LBP23A E DA LBP23B 

3.1.1 LINHAGENS BACTERIANAS DE EXPRESSÃO PROTEICA 

Nesse mestrado foram utilizadas duas linhagens de bactérias 

Escherichia coli para a expressão das proteínas de interesse: BL21(DE3) e 

BL21(DE3)pLysS. A linhagem BL21(DE3) apresenta níveis de expressão 

reduzidas de proteases, favorecendo, assim, a não agregação proteica. Essa 

cepa possui o gene DE3 responsável pela síntese 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 características 

apresentadas acima, possui níveis mais altos de expressão da lisozima. A 

lisozima inibe a T7 RNA polimerase, o que anula os níveis basais de expressão 

dos genes controlados pelo promotor T7. Essa cepa é interessante, pois pode 

ser utilizada quando a própria proteína-alvo é tóxica para a célula. Como última 

informação, essa linhagem é resistente ao antibiótico cloranfenicol, podendo 

auxiliar no passo de seleção de bactérias. 

3.1.2 TRANSFORMAÇÃO BACTERIANA 

A técnica de transformação bacteriana foi utilizada para inserir dentro 

das cepas competentes de E. coli o plasmídeo de interesse – pET28a::Lbp23A, 

pET28a::Lbp23B e pET28a::LbHsp90. A transformação ocorreu por choque 

térmico. Inicialmente, incubou-se o vetor plasmidial com as bactérias 

competentes por 30 minutos no gelo. Após esse período, essa suspensão foi 

submetida à temperatura de 42°C por 90 segundos e, posteriormente, 

submetida ao gelo por 3 minutos. Aproximadamente, 800 µL de meio de cultura 

Luria-Bertani (meio LB) foram adicionados a essa suspensão, e incubados por 

45 minutos sob agitação e temperatura controlada (200 ciclos/minuto, 37°C). 
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Por fim, espalhou-se toda suspensão bacteriana numa placa de meio sólido 

(meio de cultura LB + Ágar), que foram incubadas por 16 horas em estufa a 

37°C. 

3.1.3 EXPRESSÃO DA LBP23A, LBP23B E DA LBHSP90 

Um clone crescido em meio sólido (meio LB/ágar + antibiótico) foi 

selecionado e inoculado em meio LB + antibiótico sob agitação e temperatura 

controlada (200 ciclos/minuto; 37°C) por 16 horas. Esse inóculo foi diluído 100 

vezes em 500 mL de meio LB, com os respectivos antibióticos. 

A proteína recombinante Lbp23A foi expressa em cepa de E. coli 

BL21(DE3) à 37°C, sendo a Lbp23B expressa em cepa de E. coli 

BL21(DE3)pLysS à 30°C. De maneira geral, ambas as células cresceram à 

37oC até atingirem uma OD600 nm 0,4-0,6, sendo induzidas com a adição de 0,4 

mM de IPTG por 4 horas. Após esse tempo, as células foram centrifugadas 

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

A expressão da proteína recombinante LbHsp90 foi necessária para a 

realização de alguns testes desse projeto de mestrado. Essa proteína foi 

expressa em cepas de E. coli BL21(DE3) à 30°C por 4 horas, com adição de 

0,4 mM de IPTG como indutor da síntese proteica. Após o período de indução, 

as células foram centrifugadas e armazenadas a -20 oC no freezer. Para 

maiores informações 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 

auxílio do tampão de lise - 50 mM Tris-HCl (pH 8,0), 100 mM KCl - e incubado 

com 5 unidades (U) de DNAse e 30 μg/mL de lisozima. Além da lise química, 

foi realizada a lise por sonicação no gelo. As células foram centrifugadas – 

18.000 rpm por 30 minutos à 4oC – e o sobrenadante foi filtrado numa 

membrana com poro de 0,45 μm. 
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3.1.5 PURIFICAÇÃO DA LBP23A E DA LBP23B 

A purificação das proteínas-alvo foi realizada, inicialmente, pela 

cromatografia de afinidade ao níquel e, posteriormente, pela cromatográfica de 

exclusão molecular. 

O pET28a possibilita fusionar uma cauda de poli-histidina em uma (ou 

em ambas) as extremidades da proteína recombinante. A coluna utilizada 

nesse passo de purificação foi a Hitrap Chelating de 5 mL (GE Healthcare) 

acoplada ao equipamento ÄKTA Prime Plus (GE Healthcare). Essa coluna foi 

carregada com o metal níquel, sendo os anéis imidazólicos capazes de se 

ligarem com a cauda fusionada de histidina, permitindo assim sua purificação. 

A coluna foi equilibrada com tampão 20 mM fosfato de sódio (pH 7,4), 20 mM 

imidazol, 500 mM NaCl, para, em seguida, a amostra (sobrenadante bacteriano 

filtrado) ser injetada na coluna. Após esse passo, a fração não ligante foi eluida 

com o mesmo tampão citado anteriormente. A proteína foi eluida da coluna 

com o tampão 20 mM fosfato de sódio (pH 7,4), 500 mM imidazol, 500 mM 

NaCl. Parâmetros como absorbância, pressão e fluxo na coluna foram 

monitorados durante todo o processo de purificação. Após o primeiro passo 

cromatográfico, as proteínas foram incubadas por 16 horas com 1 U/mg de 

trombina, a fim de retirar a cauda de histidina. 

Após a cromatografia de afinidade ao níquel e a clivagem da cauda de 

histidina pela trombina, a proteína foi submetida à cromatografia de exclusão 

molecular. A coluna utilizada foi a HiLoad Superdex 26/60 200 prep grade (GE 

Healthcare) acoplada ao sistema de FPLC, utilizando o equipamento ÄKTA 

Prime plus (GE Healthcare). A coluna foi lavada com água ultrapura e 

equilibrada com tampão adequado para esse procedimento de purificação. A 

amostra proteica foi injetada na coluna e seu perfil de purificação foi 

monitorado pela absorbância em 280 nm. O tampão utilizado foi o Tris-HCl (pH 

7,5) 25 mM, NaCl 100 mM, β-mercaptoetanol 1 mM e EDTA 2 mM.  

3.1.6 SDS-PAGE 

Um método utilizado para a separação e caracterização de proteínas é a 

eletroforese. A eletroforese consiste na migração de proteínas carregadas 
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frente a um campo elétrico. Esse método não é utilizado para purificar 

proteínas, contudo é uma poderosa ferramenta analítica (NELSON; COX, 

2008). 

A eletroforese de proteínas é geralmente realizada em gel de 

poliacrilamida na presença de um detergente carregado negativamente, o 

dodecil sulfato de sódio (SDS). O SDS se liga as proteínas fortemente nas 

regiões hidrofóbicas do polipeptídio, e confere uma razão carga/massa próxima 

para todas as proteínas. O gel de poliacrilamida funciona como uma malha, o 

que facilita a separação da proteína pela massa molecular. O tamanho do poro 

do gel pode ser ajustado para que a proteína de interesse tenha sua migração 

na malha retardada (BERG et al., 2002; NELSON; COX, 2008). Um agente 

redutor pode ser adicionado ao gel para romper possíveis ligações S-S nas 

proteínas, permitindo que todos os componentes sejam analisados 

separadamente. 

Após as etapas de purificação, as proteínas de interesse foram 

submetidas ao SDS-PAGE, a fim de verificar a eficiência da cromatografia. 

Após o término da eletroforese os géis foram corados com Comassie Brilliant 

Blue e descorados em ácido acético:etanol:água 3:2:35 (v:v:v). 

3.1.7 DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO DE PROTEÍNA 

Para a medida de concentração das proteínas produzidas foi utilizado o 

método de Edelchoch (1967), que é baseado na estimativa do coeficiente de 

extinção molar, levando em consideração a proteína desenovelada em tampão 

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

A determinação da concentração proteica foi realizada por 

espetroscopia, onde se mediu a absorbância em 280 nm. O espectro de 

absorbância foi coletado entre os comprimentos de onde de 250 e 320 nm e, 

para o cálculo da concentração, foi utilizada a Lei de Beer-Lambert:  

        

onde A é a leitura de absorbância a 280 nm, l é o comprimento do caminho 

óptico em cm e C é a concentração de proteínas em mol/L. As amostras 
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concentradas foram diluídas, a fim de se respeitar os limites de absorbância 

(0,2 – 0,8), contudo, quando necessário diluir a amostra, esse fator de diluição 

foi acrescentando na fórmula acima. A leitura do branco foi descontada do 

cálculo. 

 

3.2 PROPRIEDADES FÍSICO-QUÍMICAS DAS PROTEÍNAS DE ESTUDO 

Algumas propriedades físico-químicas das proteínas de estudo foram 

obtidas utilizando ferramentas de bioinformática. Por meio do ProtParam 

(disponível em: http://web.expasy.org/protparam/) foi possível obter 

informações, a partir da sequência de aminoácidos de cada proteína de 

interesse, como o ponto isoelétrico (pI), massa molecular (MM) e coeficiente de 

extinção molar (ε). 

 

Tabela 2 - Propriedades físico-químicas das proteínas de estudo. 

Proteína GeneBank ID N° de AA MM (Da) pI 
ε280nm 

(M-1cm-1) 

Lbp23A gi|154345207 204 22090 4,29 31970 

Pfp23B gi|154336147 210 23045 4,41 25575 

LbHsp90* gi|154343720 1408 161324 5,08 114600 

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

 

3.3 IDENTIFICAÇÃO DAS PROTEÍNAS E ALINHAMENTO DAS SEQUÊNCIAS DE 

AMINOÁCIDOS. 

As sequências de aminoácidos das Lbp23 foram localizadas utilizando a 

sequência da hp23 (dBEST reference: 4704885) no programa BLASTp 

(Altschul et al. 1997) para encontrar possíveis p23 no genoma de L. 

braziliensis. As sequências da Lbp23A (GenPept ID: XP_001568545.1), 

Lbp23B (GenPept ID: XP_001564309.1) e hp23 foram alinhadas e analisadas 

pelo programa Emboss Needle (disponível 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 primária das duas Lbp23 foi realizada uma busca de 

outras p23 em organismos diferentes. Por meio do Blast (disponível em: 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE_TYPE=BlastS

earch&LINK_LOC=blasthome) (ALTSCHUL et al. 1997) foi possível localizar e 

selecionar diferentes p23, a fim de verificar a existência, ou não, dessa co-

chaperona em diferentes parasitas. O software TreeView (Win32) foi utilizado 

na construção de uma “árvore de alinhamento” das p23, a partir da sequência 

de aminoácidos de p23 ortólogas de diferentes organismos. 

 

3.5 ESPECTROPOLARIMETRIA DE DICROÍSMO CIRCULAR 

Com o auxílio de uma cubeta de 0,2 mm de caminho ótico e uma 

concentração de, aproximadamente, 600 µg/mL de proteína, num tampão 25 

mM Tris-HCl (pH 7,5) 100 mM NaCl, 5 mM β-mercaptoetanol, os espectros de 

dicroísmo circular (CD) foram coletados num espectropolarímetro 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 (   ), pela equação seguinte:  

    
        

     
   

onde,     é a elipticidade molar residual média (em graus.cm2.dmol-1),    é a 

MM da proteína em kDa,   é a concentração de proteínas em mg/mL,   é o 

caminho óptico em cm e   é o número de resíduos da proteína. 

 

3.6 DESENOVELAMENTO TÉRMICO MONITORADO POR CD 

O experimento de desenovelamento térmico monitorado por CD verificou 

a estabilidade térmica da proteína por meio das mudanças na estrutura 

secundária. O desenovelamento térmico por CD foi monitorado em 231 nm e 

as amostras foram aquecidas de 20ºC à 90ºC (1ºC/min), sendo os dados 
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coletados a cada 0,5 ºC em uma cubeta de 1,0 mm. Os dados foram 

normalizados para elipticidade molar residual média. Os parâmetros utilizados 

para o desenovelamento térmico monitorado por CD foram os mesmos 

mencionados acima (item 3.5). 

 

3.7 FLUORESCÊNCIA INTRÍNSECA DO TRIPTOFANO 

A estrutura terciária local foi monitorada pela técnica de fluorescência 

intrínseca do triptofano. Os experimentos foram realizados no tampão 25 mM 

Tris-HCl (pH 7,5), 100 mM NaCl, 5 mM β-mercaptoetanol no fluorímetro F-4500 

Fluorescence Spectrophotometer (Hitachi), utilizando uma cubeta de passo 

ótico de 1,0 x 0,2 cm. As proteínas foram excitadas num comprimento de onda 

de 280 nm e a emissão de fluorescência foi analisada entre 300-420 nm. 

O desenovelamento químico por ureia (agente caotrópico) acompanhado 

pela emissão de fluorescência do triptofano foi realizado nos mesmos 

parâmetros citados acima. Os espectros coletados foram tratados para centro 

de massa espectral (   ) e ajustados pela função de Boltzmann, a fim da 

obtenção do valor de Cm. 

               

onde,     é o centro de massa espectral, em nm;    é a intensidade de 

fluorescência medida e    são os respectivos comprimentos de onda. 

 

3.8 ULTRACENTRIFUGAÇÃO ANALÍTICA 

Os experimentos de ultracentrifugação analítica foram realizados numa 

ultracentrífuga Beckman Optima XL-A. Os testes de velocidade de 

sedimentação (Sedimentation velocity-SV) com a Lbp23A e a Lbp23B foram 

feitos em concentrações de 100 à 800 µg/mL em tampão 25 mM Tris-HCl (pH 

7,5), 50 mM NaCl, 1 mM β-mercaptoetanol, à 20º 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 distribuição dos 

coeficientes de sedimentação (c(s)). O coeficiente, ou razão, friccional        

foi utilizado como parâmetro de regularização, e como forma de avaliar a 

assimetria das proteínas. O s20,w (coeficiente de sedimentação a 20°C em 

água) foi empregado como forma de normalização das condições padrões. Já o 

s0
20w (coeficiente de sedimentação a 0 mg/mL), um parâmetro de normalização 

entre proteínas diferentes, foi calculado a partir do gráfico de S20,w. O programa 

Sednterp forneceu informações como a viscosidade (η = 0,010185 poise) e 

densidade do tampão (ρ = 1,00307 g/mL), além do volume parcial de cada 

proteína estudada (Vbar: Lbp23A = 0,7199 cm3/g; Lbp23B = 0,7249 cm3/g), a 

partir da sequência de aminoácidos. 

 

3.9 CALORIMETRIA DE VARREDURA DIFERENCIAL 

A calorimetria de varredura diferencial (Differential Scanning Calorimetry 

- DSC) é uma técnica de análise 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 

relação entre a quantidade de calor fornecida a um corpo e a variação de 

temperatura observada nesse corpo, que aumenta com temperaturas mais 

altas. O DSC permite estudar transições conformacionais em macromoléculas 

biológicas. 

Um parâmetro possível de estimar pelo DSC é a Tm de uma proteína, ou 

seja, a temperatura média na qual metade das moléculas da proteína está 

enovelada e metade desenovelada. Quanto maior a Tm de uma proteína, mais 

estável ela é termicamente, sendo assim, menos ela é suscetível a 

desenovelamentos. 

A calorimetria de varredura diferencial foi feita no Nano DSC (TA 

Instruments), sendo que a concentração das duas Lbp23 estava em torno de 

1,1 a 1,4 mg/mL, no tampão 25 mM Tris-HCl (pH 7,0), 100 mM NaCl. A 

temperatura durante o experimento foi elevada em 1ºC/min entre 15º C-90º 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 coração de porco (Porcine heart_Sigma 

M2634), e a luciferase (Photinus pyralis_Sigma C3260) como proteínas-

clientes; sendo assim, as duas co-chaperonas foram avaliadas quanto a sua 

capacidade de evitar a agregação proteica.  

Nesse experimento, 1,0 µM das proteínas-cliente foram submetidas a 

um estresse térmico (40º C) por um determinado tempo (3 horas), juntamente 

com as Lbp23, as quais foram utilizadas em concentrações crescentes de 1,0-

10, 0 µM. O procedimento experimental foi realizado numa placa de 96 poços e 

a agregação 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 os experimentos foram 

realilzados no tampão Tris-HCl (pH 7,5), 100 mM NaCl e 1,0 µM β-

mercaptoetanol. 

Como controle foram realizados experimentos contendo só as proteínas-

modelo (MDH e luciferase), a fim de verificar a taxa de agregação dessas 

proteínas, e só as co-chaperonas Lbp23, a fim de observar o comportamento 

dessas proteínas sob essa condição de estresse. 

 

3.11 INIBIÇÃO DA ATIVIDADE ATPÁSICA 

Foi verificado o papel inibitório da Lbp23A e da Lbp23B na atividade de 

hidrólise do ATP da LbHsp90. A quantidade de 1,0 μM de LbHsp90 (dímero) foi 

incubada com 1,0 mM of ATP, 5,0 mM MgCl2 em 37 °C por 3 horas, na 

ausência e na presença de quantidades crescentes de Lbp23 (0-30 μM). Todas 

as amostras foram preparadas no tampão 40 mM HEPES (pH 7,5), 100 mM de 

KCl em uma placa de 96 poços. 

Após as três horas foi utilizado o kit EnzChek Phosphate Assay 

(Invitrogen) para mensuração da quantidade de fosfato hidrolisado (Pi ou 

fosfato inorgânico) na reação explicada acima. Na presença de Pi, o substrato 
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MESG (2-amino-6-mercapto-7-metilpurina ribosídeo) é convertido no produto 

ribose 1-fosfato e 2-amino-6-mercapto-7-metilpurina pela enzima PNP (purina 

nucleosídeo fosforilase). Sendo assim, utilizou-se esse protocolo de acordo 

com as informações do produtor. A quantidade de fosfato inorgânico é 

proporcional à taxa de hidrólise. Após incubação por 30 minutos com os 

reagentes desse kit, a reação foi mensurada pela medição da absorção em 360 

nm. O experimento foi lido num espectrofotômetro Thermo Scientific Multiskan 

GO UV/Vis Microplate Spectrophotometer. A absorbância do controle (sem a 

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

 

3.12 ESTUDOS IN VIVO 

3.12.1 CRESCIMENTO DO PROTOZOÁRIO 

 Nesse trabalho foi utilizado a forma promastigota da espécie Leishmania 

braziliensis (MHOM/BR/75/M2904). Os protozoários cresceram em meio M199, 

suplementados com 10% de soro fetal bovino (inativado pelo calor), 50 µg/mL 

de gentamicina, 40 mM de HEPES (pH 7,4), 1,0 µg/mL de biotina, 14 µg/mL de 

hipoxantina, 0,36 mg/mL de bicarbonato de sódio, 0,1 mM de adenina, 6,0 mM 

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

 Após chegarem numa fase de crescimento logarítmica 

(aproximadamente 107), os parasitas foram divididos em dois tubos contendo 

30 mL de cultura e foram incubados à 26º C e 37º C. Após três tempos de 

incubação (2 horas, 4 horas e 6 horas), as alíquotas dos parasitas (10 mL) 

foram centrifugadas a 800xg, 4º C por 10 minutos e lavadas três vezes com 

meio RPMI (Sigma). 

 O pellet foi ressuspendido com 20 mM de Tris-HCl (pH 8,0) contendo 5,0 

mM de NaCl, 1% de Nonidet-P e um coquetel inibidor de protease (Roche), 

seguido de uma incubação por 10 minutos. Três ciclos de congelamento e 

descongelamento (nitrogênio líquido e banho de 37º 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 ºC. 
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3.12.2 WESTERN BLOTTING 

 A técnica de Western Blotting se baseia na construção do complexo 

anticorpo-proteína. A ligação do anticorpo é especifica e ela ocorre numa 

proteína imobilizada numa membrana. Por fim, esse complexo é identificado 

por algum método de revelação.  

Os experimentos de western blotting foram feitos em membrana de 

nitrocelulose de 0,22 µm, utilizando anticorpos policlonais, produzidos em 

coelhos, contra as proteínas recombinantes Lbp23A e Lbp23B (Célula B – 

Serviço de Produção de Anticorpos). A revelação com o anticorpo secundário 

foi realizada com o anti-rabbit IgG conjugado com a fosfatase alcalina. 

Após correr um gel SDS-PAGE com as amostras de L. braziliensis foi 

feita a transferência do conteúdo do gel para a membrana de nitrocelulose. O 

tampão utilizado para a transferência foi 48 mM de Tris, 39 mM de Glicina e 

200 mL de metanol para 1,0 L de tampão. Os parâmetros da fonte para a 

transferência foram de 100 V (constante) e 350 mA por 80 minutos. Após a 

transferência, a membrana de nitrocelulose foi incubada, por 16 horas, com o 

tampão de bloqueio: Tris-HCl 10 mM (pH 7,5), NaCl 150 mM, 0,2% Tween 20, 

5% de leite em pó.  

Em seguida, ocorreu a incubação, por duas horas, com o anticorpo 

primário, no mesmo tampão da solução de bloqueio, diferindo apenas pela 

diminuição na quantidade de leite em pó - 3% - e pela presença do anticorpo 

anti-Lbp23 (1:25.000). Após esse tempo, foram realizadas 3 lavagens, a fim de 

retirar quaisquer resquícios de anticorpo primário (tampão de lavagem - Tris-

HCl 10 mM (pH 7,5), NaCl 150 mM, 0,2% Tween 20). 

A incubação com o anticorpo secundário foi realizada por 1 hora com o 

tampão foi o Tris-HCl 10 mM (pH 7,5), NaCl 150 mM, 0,2% Tween 20, 3% de 

leite em pó, juntamente com o anticorpo secundário conjugado com a fosfatase 

alcalina (1:30.000). Após essa última incubação foi feita, novamente, três 

lavagens com o tampão de lavagem. Por fim, foi realizada a etapa de revelação 

do western blotting; sendo esse passo feito com o kit da Bio-rad AP Conjugate 

substrate, conforme especificações do fabricante. 
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4.0 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 ESTUDO DA ESTRUTURA PRIMÁRIA DAS LBP23.  

O alinhamento das sequências de aminoácidos das Lbp23A, Lbp23B e 

hp23 foi realizado com o programa Emboss Needle (disponível em: 

https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/) (RICE et al. 2000). Em 

amarelo estão destacados os resíduos de triptofano que se mostram 

conservados nas três proteínas; apenas o último triptofano na hp23 não é 

conservado entre os três organismos. Entre as p23 de L. braziliensis a 

identidade entre a sequência de aminoácidos foi de 22%. A hp23 apresentou 

31% de identidade com a Lbp23A e 25% de identidade com a Lbp23B.  

 

Figura 8 - Alinhamento da Sequência de Aminoácidos das Lbp23 com a hp23. 

 

Em amarelo estão destacados os resíduos de triptofano e na caixa está destacada a sequência 
característica de p23.  

 

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

Proteínas 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 são 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 resíduos de 

triptofanos são conservados entre as três p23.  

Weaver e colaboradores (2000) citam a sequência WPRLTKE (Figura 8, 

caixa) como uma sequência característica entre as p23, sendo uma região de 

possível interação com outras proteínas. Já Zhao e colaboradores (2006) 

demonstram a presença de um domínio conservado entre p23, localizado entre 

os resíduos 8 e 114, onde apresentam os aminoácidos W, K, W, L e W nas 

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

 Com as sequências de aminoácidos das Lbp23 foi possível buscar 

outras p23 em outros protozoários. O intuito não foi verificar relações 

filogenéticas, mas sim verificar se, além de apresentarem p23, esses 

organismos possuíam duas p23, assim como o protozoário Leishmania 

braziliensis.  

A busca por essas sequências foi realizada pelo Blast (disponível 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 sequências, foi realizado um alinhamento global entre as p23 de 

diferentes espécies de protozoários. A construção de uma árvore de 

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

Proteína Organismos Código de 
Acesso 

N° de 
aminoácidos 

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 gi|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 

GUTat10.1 
gi|71745370 168 

Tbp23B Trypanosoma brucei brucei strain 927/4 
GUTat10.1 

gi|71746920 192 

Lmp23A Leishmania major strain Friedlin gi|389595243 199 
Lmp23B Leishmania major strain Friedlin gi|157875439 209 
Ldp23A Leishmania donovani BPK282A1 gi|398023739 199 
Ldp23B Leishmania donovani BPK282A1 gi|398022052 209 
Sbap23 Sba1p Saccharomyces cerevisiae S288c gi|6322732 216 
Tvp23A Trypanosoma vivax Y486 gi|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 gi|71651746 181 
Tcp23B Trypanosoma cruzi strain CL Brener gi|71664255 196 

Informações como cepa do organismo, código de acesso ao GeneBank e número de 

aminoácidos podem ser encontradas acima. 
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Figura 9 - Alinhamento global da p23 de protozoários identificadas na Tabela 4. 

 

 

Na árvore de alinhamento entre sequências de aminoácidos (Figura 9) é 

possível observar a formação de dois grandes grupos de p23, ou seja, o 

agrupamento entre as p23A e as p23B de protozoários. Essa busca mostrou 

que vários protozoários possuem duas p23, sendo uma característica 

interessante, uma vez que o 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 análise filogenética, que esta proteína estava na base do 



49 
 

clado de vertebrados e invertebrados, sugerindo que a divergência do gene 

p23 entre eles ocorreu antes da separação invertebrado/vertebrado de seu 

ancestral comum, por volta de 550 milhões de anos atrás (ZHAO et al., 2006). 

4.2 EXPRESSÃO E PURIFICAÇÃO DAS LBP23 

Tanto a expressão em cepas de E. coli quanto a purificação por técnicas 

cromatográficas das proteínas Lbp23A e Lbp23B foram etapas desenvolvidas 

com sucesso. A amostra eluída da cromatografia de afinidade ao níquel foi 

incubada com trombina, a fim de retirar a cauda de histidina. Por fim, a amostra 

foi submetida à cromatografia de exclusão molecular, onde espécies maiores, 

como agregados proteicos, foram separadas. A pureza obtida na purificação 

possibilitou a realização dos ensaios estruturais e funcionais desse projeto. 

 

Figura 10 - Expressão e Purificação das Co-chaperonas Lbp23A (A) e Lbp23B (B). 

 

MM – Marcador Molecular; 1 – Não-induzido; 2 – Induzido 4 horas; 3 – Sobrenadante; 4 – 

Proteína Purificada pela Cromatografia de Afinidade ao Níquel; 5 – Proteína Purificada pela 

Cromatografia de Exclusão Molecular e Após a Clivagem da His-tag comTrombina.  

 

 Os resultados de expressão e purificação de ambas as proteínas foram 

bastante satisfatórios, o que permitiu realizar os experimentos de 

caracterização estrutural e funcional.  
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4.3 ESTRUTURA SECUNDÁRIA 

 Para o estudo da estrutura secundária das proteínas-alvo foram 

realizados experimentos com a técnica de CD; técnica essa que se baseia na 

absorção diferenciada da luz circularmente polarizada no sentido horário ou 

anti-horário. Os espectros de CD permitem estimar as quantidades de cada tipo 

de estrutura secundária. 

Os espectros de dicroísmo circular (Figura 11) mostraram que as 

proteínas recombinantes possuem estrutura secundária. Apesar de 

apresentarem espectros de CD bastante parecidos, é possível observar 

algumas diferenças nesses espectros, como, por exemplo, a Lbp23A 

apresentando um sinal maior em 200 nm e menor em 218 nm, em relação a 

Lbp23B. Outra característica de sinal compartilhada pelas duas proteínas foi o 

sinal positivo na região dos 230 nm. 

 

Figura 11 - Dicroísmo Circular da Lbp23A e Lbp23B 

 

Experimentos de dicroísmo circular foram realizados com a Lbp23A e com a Lbp23B em 

tampão 25 mM Tris-HCl (pH 7,5), 100 mM NaCl, 5 mM β-mercaptoetanol. 
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 O CD mostrou que ambas apresentam predominância em estrutura 

secundária do tipo folha-beta, sendo essa predominância já relatada para 

proteínas p23 ortólogas (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 secundária do tipo folha-beta, sendo um indício do 

domínio N-terminal, e o sinal por volta de 200 nm, caracteristico de estrutura 

desenovelada, o que pode representar a região C-terminal (WEIKL et al., 1999; 

WEAVER et al., 2000). 

Entretanto, apesar das ligeiras diferenças apresentadas, os espectros de 

CD das duas proteínas são bastante similares, em termos de estrutura 

secundária. Vale ressaltar a presença, em ambas, de um sinal positivo em 230 

nm, a qual é característica de outras p23, como, por exemplo, de seres 

humanos (hp23) (WEIKL et al., 1999; MARTINEZ-YAMOUT et al., 2006). Essa 

banda característica de p23 pode ser explicada pela presença de aminoácidos 

aromáticos como o triptofano e tirosinas, sendo, portanto, um indicador de 

estrutura terciária (MARTINEZ-YAMOUT et al., 2006). 

 

4.4 ESTRUTURA TERCIÁRIA LOCAL 

 Para proteínas, os aminoácidos tirosina e triptofano podem ser utilizados 

como sondas intrínsecas de fluorescência. Contudo, uma vez que o triptofano é 

mais sensível ao seu microambiente e se encontra, geralmente, em menor 

número na proteína, ele é utilizado como sonda da estrutura terciária local 

(EFTINK, 1994). Pela análise da estrutura primária (Figura 8) podemos 

observar a presença de cinco resíduos de triptofano na Lbp23A, enquanto a 

Lbp23B apresenta quatro resíduos. 

 Desta forma, experimentos de fluorescência intrínseca do triptofano 

foram realizados a fim de monitorar a estrutura terciária local. O comprimento 

de excitação utilizado para esse experimento foi de 280 nm. 
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Figura 12 - Fluorescência Intrínseca do Triptofano. 

 

Os experimentos de fluorescência foram realizados com a Lbp23A e com a Lbp23BA emissão 

de fluorescência foi coletada entre 300 e 420 nm.  

 

Os espectros de emissão de fluorescência de ambas as proteínas são 

bastante parecidos (Figura 12), sendo que o comprimento máximo de emissão 

(    ) para a Lbp23A foi de 342 ± 1 nm e para a Lbp23B foi de 341 ± 1 nm. 

Além do     , foi calculado o <> para ambas as proteínas, sendo de 352,0 ± 

0,4 nm para a Lbp23A e de 351,2 ± 0,3 nm para a Lbp23B.  Esse resultado de 

fluorescência indica que ambas as proteínas possuem estrutura terciária local, 

e, em conjunto com os dados de CD, que foram produzidas de maneira 

enovelada. Em adição a isso, a fluorescência obtida, pela média de todos os 

triptofanos, em ambas às proteínas permite dizer que elas possuem os 

triptofanos parcialmente expostos ao meio (LAKOWICZ, 2006). 

 

4.5 CARACTERIZAÇÃO HIDRODINÂMICA DAS LBP23 

 Após confirmar que as duas Lbp23 foram produzidas de maneira 

enovelada e que ambas possuíam estrutura secundária e terciária local, iniciou-
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se a verificação do estado oligomérico das Lbp23 por ultracentrifugação 

analítica. 

A Figura 13 representa, após normalização da condição padrão do S20,w, 

as curvas de coeficiente de sedimentação das Lbp23 a 800 µg/mL. 

Experimentos de velocidade de sedimentação foram realizados com as duas 

Lbp23 em diferentes concentrações (100 to 800 µg/mL).  

 

Figura 13 - Ensaio de Ultracentrifugação Analítica com a Lbp23A e com a Lbp23B. 

 

O experimento foi realizado com várias concentrações de Lbp23 (100 to 800 µg/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 são 

monômeras em solução (Tabela 2). Já os valores de s0
20,w foram de 1,94 ± 0,02 

S e de 1,89 ± 0,01 S para a Lbp23A e Lbp23B, respectivamente. Já a razão 

friccional, a qual nos permite inferir sobre o formato estrutural das proteínas, foi 

de 1,46 ± 0,01 para a Lbp23A e de 1,65 ± 0,02 para a Lbp23B, não sendo, 

portanto, proteínas globulares. 
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Alguns trabalhos, utilizando a ultracentrifugação analítica, já mostraram 

que a p23 humana se comporta como um monômero em solução 

(MCLAUGHLIN et al., 2006; WEAVER et al., 2000). No trabalho de doutorado 

de Silva (2012) foram realizados ensaios de cromatografia de exclusão 

molecular analítica com as duas Lbp23; esses resultados mostram um alto grau 

de assimetria dessas co-chaperonas. Deste modo, os resultados de AUC 

confirmam que essas proteínas são monômeros alongados em solução.  

 

4.6. ESTABILIDADE TÉRMICA E QUÍMICA 

 Os ensaios de estabilidade foram realizados para ambas as proteínas, 

sempre de forma comparativa, a fim de verificar possíveis singularidades entre 

as duas Lbp23.  

 A estabilidade térmica das Lbp23 foi monitorada (Figura 14), após 

aquecimento constante das amostras, sendo as mudanças, causadas por esse 

estresse, monitoradas por CD. Desta forma, foi possível acompanhar 

modificações na estrutura das Lbp23. Esse experimento permitiu calcular a Tm, 

ou seja, a temperatura onde metade das proteínas está enovelada e a outra 

metade desenovelada. A Lbp23A apresentou uma Tm de 53,0 ± 0,5 °C, 

enquanto que a Lbp23B apresentou uma Tm 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 terciária, e não da estrutura secundária. 
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Figura 14 - Desenovelamento Térmico das Lbp23 por Monitorado por CD. 

 

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 proteínas foram aquecidas a uma 

taxa de 1
o
C/min. Proteínas, numa concentração de 0,5 mg/mL, estavam na presença de 

tampão 25 mM Tris-HCl (pH 7,5), 100 mM NaCl e 5 mM β-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 

desnaturação 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. 

 

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

 

 Além dos experimentos de estabilidade térmica, também foi realizado 

um ensaio de estabilidade química (Figura 16). O desenovelamento químico 

com ureia das Lbp23 foi monitorado pela fluorescência do triptofano. A ureia é 

considerada uma agente caotrópico, onde, em altas concentrações, causa a 

desnaturação de proteínas (MARX; ADIR, 2014). Nesses testes, a Cm 

(concentração molar de ureia onde 50% da proteína 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 Químico das Lbp23 por Ureia Monitorada por Fluorescência.  

 

 

Nos experimentos de estabilidade térmica, a Tm obtida para a Lbp23A foi 

de aproximadamente 10 °C acima da Lbp23B; já no ensaio de 

desenovelamento químico a Lbp23A apresentou uma Cm aproximadamente 0,5 

M de ureia maior que a Lbp23B. Desta forma, em todos os experimentos de 

avaliação de estabilidade propostos a Lbp23A apresentou caráter mais estável 

quando 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 não se altera até 60°C, diferentemente das Lbp23 que, nessa 

temperatura, já se encontram desenoveladas.  

 

4.7 ATIVIDADE CHAPERONA 

 É reportado que as p23 possuem atividade chaperona intrínseca e são 

capazes de interagir com proteínas-clientes em condições de estresse 

prevenindo a agregação 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 prevenção da 

agregação proteica de duas proteínas-clientes: a MDH e a luciferase. Neste 

teste, 1,0 µM de proteína-cliente é submetida a um estresse térmico, na 

presença de concentrações crescente de Lbp23 (1-10 μM). Nessa temperatura 

as Lbp23 não sofrem perturbações em sua estrutura, como previamente 

monitorado pelos ensaios de desnaturação térmica (item 4.6). A agregação das 

Lbp23, monitorada numa concentração de 10 μM, e das proteínas-clientes, 

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

 Os resultados apresentados na Figura 17A indicam que as duas Lbp23 

foram capazes de prevenir a agregação da MDH e não agregaram quando 

submetidas ao estresse térmico. Entretanto, a Lbp23B se mostrou mais 

eficiente em todas as concentrações testadas, o que significa que ela age de 

forma mais eficaz na prevenção da agregação da proteína cliente, quando 

comparada com a Lbp23A. Na mesma figura, pode-se observar que em baixas 

concentrações de Lbp23A (1,0 e 2,5 µM), essa proteína, além de não ter sido 

eficiente em prevenir a agregação da MDH, co-agregou-se com a proteína-

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

 Já quando a proteína-cliente utilizada foi a luciferase (Figura 17B), 

ambas as co-chaperonas preveniram a agregação proteica, porém com menor 

eficiência, quando comparado com os resultados obtidos pela MDH. Além 

disso, não houve diferenças estatisticamente significativas entre as duas 

Lbp23, no que se refere à inibição da agregação proteica da luciferase.  
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Figura 17 - Atividade Chaperona das Co-chaperonas Lbp23A e Lbp23B. 

(A) Prevenção da Agregação Proteica com a MDH. (B) Prevenção da Agregação Proteica com 

a Luciferase. 

 

 Nesse experimento as Lbp23 foram analisadas comparativamente, 

sendo que outros experimentos utilizando essas, e outras, proteínas clientes já 

mostraram essa atividade chaperona das p23 (WEIKL et al., 1999; WEAVER et 

al., 2000; PATWARDHAN et al., 2013). Outros ensaios mostram a importância 

da região C-terminal para a atividade chaperona da p23, onde a falta dessa 

resultou na diminuição da prevenção da agregação proteica da citrato sintase 

(WEAVER et al., 2000).  

 

4.8 INIBIÇÃO DA ATIVIDADE ATPÁSICA DA LBHSP90 

Como já discutido, a p23 tem papel fundamental no ciclo funcional da 

Hsp90. Essa co-chaperona possui a capacidade de inibir a taxa de hidrólise do 

ATP da Hsp90, o que dá maior tempo para essa proteína atuar sobre a 

proteína cliente (KARAGOZ et al., 2011). A atividade ATPase da Hsp90 é de 

vital importância para o ciclo funcional dessa proteína. Ela possui baixa 

atividade de hidrólise do ATP, sugerindo que os rearranjos conformacionais no 

complexo estão acoplados a atividade de hidrólise do ATP, portanto um passo 

limitante (WANDINGER et al., 2008).  
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Testes de inibição da atividade ATPase da LbHsp90 foram realizados 

com as duas p23 de L. braziliensis. A Figura 18 representa os resultados 

obtidos no teste de inibição da atividade ATPase. Ambas as Lbp23 reduziram a 

atividade ATPase da LbHsp90, sendo que a incubação com a Lbp23A 

representou uma diminuição na atividade em aproximadamente 50%, e a 

Lbp23B reduziu a atividade da LbHsp90 em aproximadamente 20%, sendo 

assim, a Lbp23A apresentou uma eficiência maior na inibição da atividade 

ATPase da LbHsp90, quando comparada com a Lbp23B.  

 

Figura 18 - Inibição da Atividade ATPase da Lbp23A e da Lbp23B. 

 

A LbHsp90 foi incubada (1,0 µM de dímero) com ATP e Mg
2+

, juntamente com quantidades 

crescentes de Lbp23. 

 

 Os valores estimados para o IC50 foram de aproximadamente 16,4 µM 

para a Lbp23A e de 11 µM para a Lbp23B. McLaughlin e colaboradores (2006), 

utilizando Hsp90 humana, obteve uma redução completa na atividade ATPase 

da LbHsp90 com um excesso de 8-10 vezes de p23, determinando o IC50 

(concentração de inibidor que inibe 50% da atividade de uma enzima) em 

aproximadamente 5 µM.  
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 A p23 interage com a Hsp90 através do domínio 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 interação 

também ocorre do domínio M e num segmento, lid, importante para a ligação 

do nucleotídeo (MARTINEZ-YAMOUT et al., 2006; KARAGOZ et al., 2011). 

Todas essas interações, além de provocar alterações conformacionais na 

Hsp90, levam a alteração no sítio de ligação do nucleotídeo, o que explica a 

diminuição da atividade ATPase da Hsp90 (KARAGOZ et al., 2011). 

 

4.9 IDENTIFICAÇÃO IN VIVO 

 Por fim, foi realizada a identificação in vivo dessas duas co-chaperonas. 

Com os experimentos de western blotting foi possível identificar as duas p23 

em extratos celulares da forma promastigota do protozoário L. braziliensis. 

Nesse experimento foram utilizadas duas cepas diferentes desse organismo: 

uma sensível ao antimônio 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 corpórea dos dois hospedeiros 

(inseto e mamífero), sendo que foram recolhidas amostras em 2h, 4h e 6h de 

indução (janela de expressão das chaperonas).  

 As Figuras 19 e 20 representam os resultados alcançados e mostram 

que o título 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 26ºC (Figura 19), não houve diferenças nos níveis de expressão 

da Lbp23A, tanto na cepa sensível, quanto na cepa resistente ao antimônio. Já 

a 37°C (Figura 19), o extrato resistente ao antimônio parece apresentar níveis 

maiores de expressão da Lbp23A nos três diferentes tempos de indução, 

quando comparado ao extrato sensível.   
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Figura 19 - Ensaio de identificação in vivo da Lbp23A por Western Blotting. 

 

A expressão da Lbp23A foi acompanhada na forma progastigota (cepa sensível e resistente ao 

antimônio) 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 26º C (Figura 20) pode-se notar que a proteína sofreu um processo 

de degradação em todas as condições experimentais, devido à presença de 

bandas de menor massa molecular. Já nos extratos crescidos a 37º C (Figura 

20) podemos verificar no gel a identificação de bandas com massas 

moleculares acima do tamanho esperado, sugerindo que a Lbp23B pode sofrer 

algum tipo de modificação pós-traducional nessa temperatura de crescimento, 

diferentemente do que parece ocorrer com a Lbp23A. 

 

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

 

A expressão da Lbp23B foi acompanhada na forma progastigota (cepa sensível e resistente ao 

antimônio) da L. braziliensis cultivadas a 26°C e a 37°C por 2h, 4h e 6h. 
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 Esses resultados mostram a presença in vivo das duas p23 em 

promastigotas de L. braziliensis em todas as condições testadas, o que sugere 

a expressão constitutiva dessas proteínas. Diversos trabalhos têm identificado 

a expressão constitutiva tanto das p23 quanto outras co-chaperonas em cepas 

de L. braziliensis (MATRANGOLO et al., 2013; SERAPHIM et al., 2013).  

A avaliação do potencial de fosforilação (BLOM et al., 1999) das Lbp23 

(Tabela 5), a partir da sequência de aminoácidos, foi realizada, e indicou que 

essas duas proteínas possuem possíveis sítios para esse tipo de alteração 

pós-traducional. No entanto, o conhecimento do potencial de fosforilação não é 

suficiente para identificar os resíduos que serão de fato fosforilados, devida a 

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

A presença de bandas de massa molecular acima do tamanho esperado 

para a co-chaperona Lbp23B indica que pode haver algum tipo de mudança 

pós-traducional nessa proteína, como a fosforilação, por exemplo, o que parece 

não ocorrer na Lbp23A. A fosforilação, além de ser uma das mais abundantes 

modificações pós-traducionais, é um evento conservado entre as espécies, 

auxiliando na regulação das proteínas (DINKEL et al., 2010).   
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Tabela 5 - Potenciais Sítios de Fosforilação nas Lbp23 (programa NetPhos 2.0 Server). 

  Lbp23A   Lbp23B  

 
Posição 

do 1º 
Resíduo 

Região na 
Estrutura 
Primária 

Score  
(0,00-1,00) 

Posição 
do 1º 

Resíduo 

Região na 
Estrutura Primária 

Score  
(0,00-1,00) 

Ser 

39 
102 
105 
168 
176 
189 

TVSISGYGV 

KLTKSWLSA 

KSWLSADWN 

AGGDSDDEE 

EMADSEGEE 

ECEKSEEPA 

0,55 
0,98 
0,73 
0,95 
0,98 
0,97 

66 
67 
70 
90 

YGAISSEES 

GAISSEESQ 

SSEESQHVV 

KLTRSLEDA 

0,99 
0,51 
0,85 
0,99 

Thr 
23 
52 
69 

SEPHTLKGE 

VEAMTASDV 

PEDSTFKVL 

0,67 
0,53 
0,80 

29 
104 
173 

PLQDTTGVT 

WPRLTKEKV 

LPPGTIPEF 

0,79 
0,98 
0,70 

Tyr 
88 
130 

KDQGYWNRL 

NFGGYGDMG 
0,78 
0,94 

19 
110 
147 

QRPEYVLVT 

EKVKYPNIT 

MDGQYSEML 

0,89 
0,97 
0,75 

Abaixo são destacados os resíduos com maior probabilidade de serem fosforilados (score 

acima de 0,50). * Em negrito: resíduo de aminoácido com alta probabilidade de sofrer 

fosforilação. 

 Mudanças pós-traducionais, como a fosforilação e a acetilação, 

desempenham importante papel tanto na regulação, quanto na adaptação 

desses organismos, e as chaperonas apresentam um papel central nesse 

processo (MORALES et al., 2010).  

Tanto as Hsp90 quanto as suas co-chaperonas apresentam mudanças 

pós-traducionais durante o ciclo funcional dessa importante família de 

chaperona. Em L. donovani a viabilidade da forma amastigota depende da 

fosforilação na co-chaperona Hop (MORALES et al., 2010). Além disso, é 

conhecido que no protozoário P. falciparum a p23 apresenta diferentes ciclos 

de fosforilação, dependendo do estágio de vida desse parasita (WISER, 2003). 
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5.0 CONCLUSÕES 

 A Lbp23A e a Lbp23B recombinantes foram expressas e purificadas com 

alto grau de pureza, sendo produzidas no estado enovelado, possuindo 

estrutura secundária e terciária. 

 Em pesquisa a banco de dados foi possível identificar a existência de 

duas p23 em outros protozoários, o que parece ser uma característica 

desses grupos de organismos.  

 A árvore de alinhamento construída a partir da sequência de 

aminoácidos resultou em dois grandes grupos de tripanossomatídeos. 

 Entre as duas Lbp23 tanto a identidade quanto a similaridade são 

baixas, sendo maior entre cada uma delas com a hp23.  

 As Lbp23 apresentam conteúdo de estrutura secundária similar à hp23, 

com predominância de folha-beta. 

 Nos experimentos de CD verificou-se nas Lbp23 um pico positivo de 

sinal em 230nm, característico de p23 (indício de estrutura terciária).  

 As Lbp23 são monômeros alongados em solução. 

 Apesar de possuírem níveis estruturais parecidos, apresentam 

estabilidade química e térmica bastante dispares. Nesses ensaios, a 

Lbp23A apresentou maior estabilidade química e térmica, quando 

comparada com a Lbp23B. 

 Apesar das diferenças apresentadas entre as duas Lbp23, ambas 

possuem atividade chaperona - evitaram a agregação proteica de 

substratos-modelos. Entretanto, elas não são equivalentes, 

apresentando diferenças em seus níveis de inibição da agregação. 

 Ambas as Lbp23 apresentaram diferenças nos níveis de inibição da 

atividade ATPásica 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 sensível ao antimônio e outra 

resistente ao antimônio), o que sugere que essas proteínas são 

produzidas constantemente pelo parasita. 



66 
 

 Os testes de identificação in vivo sugerem que a Lbp23B pode 

apresentar alguma modificação pós-traducional. 

 Os resultados indicam que as duas proteínas-alvo estudadas no parasita 

L. braziliensis (Lbp23A e Lbp23B) são inequivocamente p23, uma vez 

que ambas possuem sinais estruturais e função de p23. 
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