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RESUMO

A leishmaniose € uma enfermidade infecciosa causada por varias espécies de
parasitas do género Leishmania e representa um dos principais problemas de saude
publica nos paises subdesenvolvidos. No hospedeiro, a sobrevivéncia do protozoario
causador dessa doenca depende de uma classe especial de proteinas, as
chaperonas moleculares ou proteinas de choque térmico como também sé&o
conhecidas. A funcdo dessas proteinas € auxiliar no processo de enovelamento
protéico, no transporte de proteinas entre as membranas e em muitas outras
importantes fungdes celulares. Neste processo, as chaperonas moleculares sao
auxiliadas pelas suas co-chaperonas que desempenham funcdo de destaque.
Dentre as principais familias de chaperonas moleculares temos as Hsp70 e as
Hsp90 com suas respectivas co-chaperonas, as Hsp40 e a Ahal. O presente
trabalho pretendeu inicialmente expressar e purificar as co-chaperonas moleculares
Hsp40l e Hsp40ll de L. braziliensis para realizar estudos de caracterizacao estrutural
por meio das técnicas de dicroismo circular e fluorescéncia. Contudo, a
insolubilidade dessas proteinas, que pode ter sido causada pela presenca de
mutacdes nas sequéncias de DNA, motivou a caracterizagdo de outra co-chaperona,
a Ahal de L. braziliensis (LbAhal). A LbAhal foi expressa no sobrenadante celular e
purificada por trés etapas cromatograficas (troca anidnica, afinidade por ions célcio e
gel filtracdo). A analise da sequéncia de aminodcidos dessa proteina mostra que ela
possui 9 residuos de triptofano distribuidos nos dois dominios caracteristicos da
LbAhal. Estudos de desnaturacdo quimica por uréia, monitorados pelas técnicas de
dicroismo circular e fluorescéncia, mostram que os dois dominios da LbAhal
apresentam estabilidades diferentes. Os estudos estruturais realizados permitiram

identificar as transicées com o respectivo dominio.



ABSTRACT

Leishmaniasis is an infectious disease caused by several species of
Leishmania species and represents major public health problems in developing
countries. In the harborer, the survival of the parasite that cause this disease
depends on a special class of proteins, molecular chaperones or heat shock proteins
as they are also known. The function of these proteins is to assist in protein folding,
transport of proteins and many other important cellular functions. In this process the
molecular chaperones are helped by their co-chaperones that play a prominent role.
Among the main families of molecular chaperones, there are Hsp70 and Hsp90 with
their respective co-chaperones, Hsp40 and the Ahal. The present work, initially
pretended to express and purify the molecular co-chaperones Hsp40l and Hsp40Il of
the L. braziliensis for structural characterization by spectroscopic techniques like
fluorescence and circular dichroism. However, the insolubility of these proteins,
possibly caused by the presence of mutations in their DNA sequences, led to the
characterization of another co-chaperone, the Ahal of the L. braziliensis. These
proteins were expressed in the cell supernatant and purified by three
chromatographic steps (anion exchange, affinity for calcium ions and gel filtration).
The analysis of the DNA sequence of this protein shows that it has nine Trp residues
distributed between the two domains and by urea denaturation studies monitored by
fluorescence techniques and circular dichroism show that they have different

stabilities.
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Introducéo

1 - INTRODUCAO

As enfermidades parasitarias causadas por helmintos e protozoéarios sdo as
principais causas de doencas e mortes na maioria dos paises tropicais.
Mundialmente bilhdes de pessoas sao infectadas e milhées morrem em decorréncia
dessas doencas que atacam uma em cada quatro pessoas em 149 paises e
territérios (WHO, 2011). Dentre essas doencas existem as leishmanioses, uma
denominacdo genérica para um grupo de enfermidades infecciosas causadas por
varias espécies de protozoarios do género Leishmania. Essa doengca ameaca cerca
de 350 milhdes de homens, mulheres e criangcas em 88 paises ao redor do mundo e
cerca de 1-2 milhdes de casos sao estimados a cada ano (WHO, 2011). Entre as
varias espécies que podem afetar os seres humanos € possivel destacar trés formas
principais: a Leishmania donovani que causa a leishmaniose visceral, a Leishmania
tropica que causa a leishmaniose cutanea e a Leishmania braziliensis que provoca a

leishmaniose mucocutanea.

Essas doencas séo transmitidas ao homem pela picada do mosquito
fleb6tomos ou mosquito palha como € popularmente conhecido, e caso ndo seja
diagnosticada e tratada a tempo pode levar o individuo a morte. Apds a picada do
mosquito as manifestacdes das formas cutanea e mucocutanea aparecem entre 3
ou 4 semanas enquanto a forma visceral, s6 apds 4 a 6 meses. As formas cutaneas
e mucocutaneas atacam principalmente a pele e as mucosas nasais causando
inclusive lesdes destrutivas e desfigurantes na face. A forma visceral ataca,
sobretudo, o figado e o baco. Cerca de 13 mil novos casos da forma mucocutanea
sao registrados no Brasil, principalmente na regido nordeste. Essa forma também é
endémica no México, América central e em todos os paises da América do sul,
exceto Chile (PAHO, 2011). Por ser uma doenca tipica dos paises subdesenvolvidos
as multinacionais farmacéuticas abnegam investimentos em pesquisa nessa area,
por acreditarem nao haver retorno financeiro, fazendo com que as doencas
parasitarias em geral fiqguem conhecidas como doencas tropicais negligenciadas.
Nesse sentido, varios esfor¢cos tém sido feito por parte das autoridades com o
objetivo de desenvolver novas formas de controle e combate dessas doencas,
inclusive com o sequenciamento dos genomas destes protozoarios (IVENS et Al,
2005.; PEACOCK et al., 2007).
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A andlise do genoma do parasita Leishmania braziliensis revelou genes para
uma classe especial de proteinas, as chaperonas moleculares ou proteinas de
choque térmico (PEACOCK et al., 2007). O termo “chaperona molecular’ foi
primeiramente usado para descrever a funcédo da nucleoplasmina, uma proteina que
promove a correta oligomerizagdo da histona prevenindo sua agregacao durante o
enovelamento da cromoseatina (LASKEY et al.,, 1978; BORGES; RAMOS, 2005).
Hoje o termo chaperona molecular é aplicado a proteinas que se ligam a qualquer
estrutura protéica incorretamente enovelada para promover sua estabilizacdo e a
sua correta funcdo dentro do organismo (HENDRICK; HARTL, 1993). Tais proteinas
sdo consideradas bons alvos terapéuticos para o tratamento de diversos tipos de
doenca, inclusive alguns tipos de cancer (SOTI et al., 2005; POWERS M.V
WORKMAN, 2007).

1.1 — Enovelamento protéico e as chaperonas moleculares

As proteinas sdo as macromoléculas mais abundantes e diversificadas das
células. Elas pertencem a classe dos polipeptideos, pois sdo formadas por
aminoacidos ligados entre si por ligacdes peptidicas possuindo diferentes estruturas
e inumeras fung¢des. Contudo, a atividade bioldgica das proteinas esta intimamente
relacionada com sua estrutura nativa que é obtida através de um processo
conhecido como enovelamento protéico. O primeiro estagio desse processo envolve
o colapso hidrofébico que parece ser um evento precoce na via de enovelamento
que é essencial para estabilizacdo da estrutura nativa da proteina. O enovelamento
protéico é guiado por varias propriedades fisico-quimicas tais como: energia livre,
temperatura, forca idnica, acidez, concentracdo de proteinas, pontes dissulfeto,
glicolisacdo, etc (BORGES, 2004). A compreensdo parcial desse processo é um
obstaculo ao entendimento das varias doencas (principalmente as
neurodegenerativas) ocasionadas pela deposicédo de proteinas mal enoveladas nas
células.

Uma maneira da célula se proteger e evitar o acumulo de agregados protéicos
€ através de uma classe especial de proteinas conhecidas como chaperonas
moleculares ou proteinas de choque térmico (Hsp, do inglés “Heat shock proteins)
gue sao classificadas com base na sua Massa Molecular (MM) e mecanismo

funcional. Essas proteinas séo divididas em cinco familias principais, a saber:
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Hsp100, Hsp90, Hsp70, Hsp60 e as smHsps e as varias co-chaperonas com papel
de destague em cada uma dessas familias. As co-chaperonas atuam modulando a
acado das chaperonas moleculares. As chaperonas moleculares agem de forma a
contornar o problema da agregacdo, do mal enovelamento e atuam em diversos
processos que envolvem o metabolismo protéico (POWERS; CLARK; WORKMAN,
2009). Elas séo filogeneticamente conservadas e sdo expressas em niveis basais
nas células, entretanto quando submetidas a alguma situacdo estressante como
variacdo de temperatura ou pH as células intensificam sua expressdo. Assim, a
principal funcdo dessa classe de proteinas € proteger a célula de agentes
estressantes — com destaque para o choque térmico, que deu nome a essa classe
de proteinas (PAES, 2009). De forma geral, as chaperonas moleculares atuam como
um sistema de controle de qualidade celular auxiliando no correto enovelamento das
proteinas e eliminacdo dos agregados protéicos a fim de manter a homeostase
protéica que € essencial para saude e manutencdo da vida (TIROLI-CEPEDA,
RAMOS, 2011).

Neste trabalho sdo apresentados estudos referentes as co-chaperonas das
Hsp70 e Hsp90 de Leishmania braziliensis, sendo estas as Hsp40 e a Ahal (do
inglés: activator of Hsp90 ATPase), respectivamente. Desta forma, estas familias

serao descritas em mais detalhes abaixo.

1.1.1 = Hsp70

As Hsp70 (do inglés — 70 kDa heat shock protein) € uma familia de
chaperonas moleculares expressa tanto em procariotos (chamada DnaK) como em
eucariotos (chamadas Ssa, SSb, SSc em leveduras e Hsp70, Hsc70 e Bip em
mamiferos). Esse sistema é essencial em muitos processos celulares. Sob
condicBes de crescimento normais das células, as Hsp70 atuam como um sistema
de controle de qualidade das proteinas auxiliando no enovelamento, no
reenovelamento, no transporte de proteinas e em muitas outras funcdes celulares o
gue as tornam uma das mais importantes familias de chaperonas moleculares
(REVINGTON et al.,, 2005; HARTL, 1996; BUKAU;, HORWICH, 1998; BORGES;
RAMOS, 2005; SILVA ;BORGES, 2011). Nesse processo ela € auxiliada por outras
proteinas, co-chaperonas, como as Hsp40 (DnaJ em E. Coli) e os fatores de troca

de nucleotideos. Sob condi¢des de stress as células aumentam o nivel de expresséo
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dessas proteinas 0 que aumenta ainda mais sua participagdo nos processos
celulares e sua importancia para os organismos (GENEVAUX, GEORGOPOULOS,
KELLEY, 2007).

O sequenciamento do genoma de varios organismos tem revelado genes para
os varios membros da familia das Hsp70 e suas co-chaperonas o que denota a
importancia dessa classe de proteina e explica sua conservacdo ao longo do
processo evolutivo (GENEVAUX, GEORGOPOULOQOS, KELLEY, 2007).

Estima-se que as Hsp70 auxiliam no enovelamento de 10-20% de todas as
proteinas bacterianas, entretanto a eficiéncia desse processo depende do tamanho
das proteinas. Essa porcentagem pode aumentar ainda mais em eucariotos ja que o
tamanho médio de suas proteinas é maior (52 kDa em seres humanos) em
comparacdo com as bactérias (35 kDa em E. coli) (DEUERLING et al., 2000;
HARTL, HAYER, 2002; MAYER; BUKAU, 2005).

As Hsp70 sdo encontradas em todos os compartimentos celulares e seus
membros apresentam elevada identidade estrutural e funcional, mas as proteinas
codificadas pelos varios genes homodlogos ndo tém a mesma funcdo na célula
(SILVA, BORGES; 2011). Assim cabe destacar as suas varias funcdes que sdo: 1)
ligacdo em polipeptideos recém sintetizado para ajudar no seu enovelamento; 2)
transporte de proteinas através de membranas; 3) prevencdo de agregacao; 4)
recuperacdo de agregados protéicos; 5) estabilizacdo de fatores de transcricdo
celular; 6) exocitose e 7) interacdo com proteinas de sinalizacdo intramolecular.
Muitas das funcdes atribuidas as Hsp70 ocorre gracas a sua capacidade de ligar-se
tanto a substratos quanto a ATP e hidrolisa-lo em ADP e fosfato inorganico. Nesse
processo as Hsp70 funcionam como um centro intermediario recebendo e
distribuindo proteinas instaveis e/ou parcialmente enoveladas entre as demais
familias de chaperonas moleculares como, por exemplo, as chaperonas das familias
Hsp60 e Hsp90 (BORGES; RAMOS, 2005).

As Hsp70 sao divididas em dois grandes dominios, sendo estes: dominio de
ligacdo de nucleotideo (DLN) de aproximadamente 45 kDa onde se liga o ATP que
sofrera hidrélise e o dominio de ligacdo de substrato (DLS), de aproximadamente 25
kDa, que interage com as sequéncias de aminoacidos hidrofobicos das proteinas
“defeituosas” (BORGES; RAMOS, 2005; SILVA; BORGES, 2011). A afinidade dos
substratos pelo DLS é controlada pela presenca do nucleotideo adenosina no DLN.

Assim, o DLS apresenta alta afinidade pelo substrato quando o DLN estd com ADP
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ligado (0 substrato pode se ligar ao DLS a partir do meio ou ser transportado pela
Hsp40), agora quando o DLN apresenta ADP a taxa de ligacdo de substrato diminui
e a afinidade pelo substrato aumenta (MAYER et al., 2000; BREHMER et al., 2001).
Tanto o DLN quanto o DLS pode ser divididos em dois subdominios, DLN1 e
DLN2; DLS1 e DLS2 respectivamente. O DLS1 parece funcionar como uma cama
para o substrato enquanto o DLS2 funciona como uma tampa. A presenca de
substratos no DLS provoca mudancas conformacionais na estrutura da proteina que
causa o fechamento da tampa sobre o polipeptideo, enquanto a sua auséncia
desloca o equilibrio da proteina para a conformacdo aberta. Assim, existem duas
principais conformacdes possiveis para as Hsp70 que é ditada pela presenca do
nucleotideo ATP ou ADP no DLN. O ciclo de ligagdo ATP/ADP no DLN é controlado
pelos fatores de troca de nucleotideos (NEF) e Hsp40 (SILVA; BORGES 2011). Esta

ultima sera discutida a seguir.

1.1.2 — Hsp40

As proteinas Hsp40 (do inglés — 40 kDa heat shock protein) sdo consideradas
co-chaperonas das Hsp70s pela sua capacidade de selecionar e transferir
substratos as Hsp70 bem como estimular a sua atividade ATPasica. Esta familia de
proteina é bastante diversa e se apresentam principalmente na forma de dimeros e
se caracterizam pela presenca de um dominio rico em a-hélice chamado de dominio
J, devido a sua identificagdo na DnaJ, a Hsp40 de E. coli (BORGES, 2005;
SUMMERS et al.,, 2009; SILVA; BORGES, 2011). Andlise por sequenciamento
revelou 6 homologos para DnaJ em E. coli, 22 em Sacchamomyces cerevisiae e 41
membros DnaJ/Hsp40 em humanos (QIU et al., 2006).

As proteinas Hsp40 apresentam diferentes estruturas e localizacdes de
dominios, o que faz com que elas sejam classificadas dentro de 3 subfamilias (A,B e
C ou tipo I, lll e 1) (CHEETHAM, CAPLAN, 1988), como se Vé na Figura 1.
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FIGURA 1: Representacdo esquematica dos dominios estruturais das subfamilias da Hsp40, A, B e
C. As Hsp40 tipo A séo similares a DnaJ de E. coli, apresentando todos os dominios. As do tipo B
nao apresentam o dominio rico em cisteina. As Hsp40 do tipo C possuem apenas o dominio J
(retirado de BORGES et al., 2005).

Essas 3 subfamilias sdo separadas com base na DnaJ de E. coli. A primeira
subfamilia (DnaJA) contém as Hsp40 que possuem estrutura e localizacdo de
dominios semelhante a DnaJ de E. coli (MITRA; SHEVDE; SAMANT, 2009.). As
DnaJA podem ser divididas em 4 regides conservadas, a saber. o dominio J,
localizado na regido N-terminal, uma regido rica em residuos de glicina e fenilalanina
(G/F) e mais dois dominios, um de ligacdo de zinco rico em cisteina formado por 4
repeticbes do motivo CXXCXGXG (onde X é um aminoacido qualquer) e o dominio
C-terminal. A segunda subfamilia, (DnaJB) contém o dominio J, a regido rica em G/F
e 0 dominio C-terminal. Por fim a terceira subfamilia (DnaJC) que possuem apenas o
dominio J que pode estar localizado em qualquer regido dentro das Hsp40
(BORGES, 2005.; MITRA, SHEVDE SAMANT, 2009).

As proteinas das subfamilias A e B sdo chaperonas que funcionam de
maneira independente de ATP e ligam-se a polipeptidios ndo nativos ou
incorretamente enovelados (MITRA; SHEVDE; SAMANT, 2009). Essas subfamilias
auxiliam outras chaperonas inibindo a agregacao protéica causada pelo estresse
celular. Membros das subfamilias A, gracas a presenca do dominio de ligacdo ao
zinco, tem habilidade para prevenir a agregacao de proteinas independente das
Hsp70 enquanto as subfamilias B até conseguem se ligar aos polipeptideos, porém
precisam interagir com as Hsp70 para prevenir a agregacao (FAN et al., 2004,
CEPEDA, 2007). As subfamilias C possuem dominio de ligacdo especializado que
reconhece apenas um tipo especifico de substrato o que faz com que estas
transportem apenas um tipo de proteinas clientes para as Hsp70 (FAN et al., 2004;
BOTHA, PESCE, BLATCH, 2007; MITRA, SHEVDE, SAMANT, 2009;).

O dominio J, bem conservado entre as Hsp40, € de extrema importancia para

interacdo com o DLN das Hsp70 e assim estimular a atividade ATPasica das Hsp70.



Introducéo

Ele é composto por aproximadamente 70 residuos de aminoéacidos, e estrutura
resolvida por RMN revela que ele é constituido por 4 a-hélice (I-IV) e um motivo
tripeptideo, His-Pro-Asp (HPD) evolutivamente bem conservado entre as hélices Il e
[l e vital para o dominio J, conforme Figura 2 (BOTHA, PESCE, BLATCH, 2007; LI,
QIAN, SHA, 2009).

FIGURA 2: Modelo de estrutura do dominio J da subfamilia A da Hsp40 de E. coli. Representacéo
das hélices I-1V e do mativo tripeptideo resolvido por RMN (retirado de LI; QIAN; SHA, 2009).

Essas hélices (Il e 1ll) sdo conhecidas por mediar a interacdo do motivo HPD
com o DLN das Hsp70 enquanto a hélice IV é responsavel por modular essa relacéo
(BOTHA, PESCE, BLATCH, 2007).

A regido G/F apresenta entre 30 a 70 residuos de aminoacidos e pode
funcionar como um espacador entre o0 dominio J e o restante da Hsp40. Essa regido
€ extremamente importante para o ciclo do sistema Hsp40-Hsp70 uma vez que ela
atua facilitando a transferéncia de substratos de uma proteina para outra (BORGES,
2005; BOTHA, PESCE, BLATCH, 2007). Um motivo conservado, Asp-lle-Phe (DIF)
tem sido observado nessa regido e ele parece ter um significativo papel estrutural e
funcional no ciclo das Hsp70 apés hidrélise do ATP (BOTHA; PESCE; BLATCH,
2007).

O dominio de ligagcéo de zinco, presente na regiao central de algumas Hsp40
e caracterizado pela presenca de 4 repeticoes da sequéncia (CXXCXGXG),
coordena a ligacdo em dois ions zinco o0 que sugere uma possivel participacao
dessa regido na estabilizagdo da estrutura terciaria das Hsp40 (GREENE, MASKOS,
LANDRY, 199; MARTINEZ et al. 2000). Algumas evidéncias sugerem ainda que a
presenca do dominio de ligacdo de zinco junto ao dominio C-terminal é essencial
para ligacao do substrato (HAN; CHRISTEN, 2003).
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O dominio C-terminal das Hsp40 € o menos conservado dentre os demais e
esta envolvido principalmente na ligacdo de substratos (BANECKI et al., 1996).
Alguns autores sugerem que a interacao entre as proteinas Hsp40-Hsp70 é devido
as caracteristicas comuns que existem entre os dois dominios de ligacdo de
substratos das duas familias de proteinas (RUDIGER, SCHNEIDER, BUKAU, 2001).
Além da captura de substratos, o dominio C-terminal est4 envolvido também na
dimerizacdo da Hsp40, o que é fundamental para sua funcdo (BORGES et al., 2005;
SHA et al., 2000).

Como discutido acima, algumas Hsp40 podem funcionar como chaperonas
moleculares e isso ocorre por interacdo hidrofébica entre os substratos e as Hsp40
no mesmo sitio onde as Hsp70 se ligariam ao substrato (BORGES, 2004; MITRA,
SHEVDE, SAMANT, 2009). Quanto ao ciclo funcional das Hsp40 com as Hsp70
alguns autores sugerem que elas interagiriam através de diferentes sitios
hidrofébicos nas proteinas ndo enoveladas, permanecendo ligadas pelo substrato
por algum tempo formando um complexo transiente Hsp40-Hsp70-substrato

ocorrendo em varias etapas conforme mostrado na Figura 3.
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FIGURA 3: Ciclo funcional das Hsp40 com as Hsp70. Em verde a proteina Hsp70 e seus
respectivos dominios, em laranja a Hsp40, em rosa o substrato e em azul a proteina GrpE que auxilia
a Hsp70 na troca de ADP pelo ATP (adaptado de HAYER-HARTL, 2002)

As varias etapas mostradas na Figura 3 séo: 1) ligagdo do dominio J ao
dominio N-terminal das Hsp70 no estado ligado ao ATP; 2) transferéncia do
polipeptideo para o DLS das Hsp70; 3) comunicacdo da ligacdo do polipeptideo
transmitido pelo DLS ao DLN, o que estimula a hidrdlise do ATP seguida pelo
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fechamento do DLS2 sobre o substrato e 4) dissociacdo da Hsp40 do complexo
Hsp70-ADP-substrato (LAUFEN et al., 1999; SCHNEIDER, BUKAU, 2001).

A familia das Hsp40 é muito mais numerosa e diversa em estrutura e funcao
do que a familia das Hsp70 (CHEETHAM; CAPLAN, 1998). Soma-se a isso o fato de
tais proteinas estarem localizadas em diferentes compartimentos e organelas
celulares tais como mitocéndria, reticulo endoplasmatico, citosol e nucleo. Diante
das variedades e diferentes localizacdes na célula parece redundante as funcdes
realizadas por essa classe de proteinas (CEPEDA, 2007; MITRA, SHEVDE,
SAMANT, 2009.). Assim sendo, acredita-se que o verdadeiro papel para 0os muitos
membros dessa familia de chaperonas ainda permanece desconhecido e que muitos
estudos ainda precisam ser realizados para esclarecer de fato as suas verdadeiras

funcdes.

1.1.3 - Hsp90

A Hsp90 é uma proteina altamente conservada e uma das mais abundantes
nos organismos eucariotos alcancado aproximadamente 2% do conteudo protéico
de uma célula (YOUNG, MOAREFI, HARTL, 2001; PRATT; TOFT, 2003). Estas
proteinas estdo envolvidas no crescimento e na diferenciacdo celular, entre muitas
outras importantes fungées (YOUNG, MOAREFI, HARTL, 2001; WEGELE, MULLER,
BUCHNER, 2004). Quando as células sdo submetidas a algum tipo de estresse, as
Hsp90 tém sua expressdo aumentada em um curto intervalo de tempo onde
permanecem elevadas por varias horas interagindo com proteinas que nédo estdo em
seu estado nativo, promovendo assim a estabilizacdo conformacional de varias
proteinas-cliente (YOUNG, MOAREFI, HARTL, 2001; WEGELE, MULLER,
BUCHNER, 2004; MITRA, SHEVDE, SAMANT, 2009). As Hsp90 juntamente com
outras familias de chaperonas sdo essenciais para o ciclo de vida dos protozoarios
parasitas Plasmodium falciparum e Leishmania donovani onde atuam como sensor
térmico para a diferenciagdo celular nestes organismos (WIESGIGL, CLOS, 2001;
PAVITHRA et al., 2004).

A Hsp90 é um dimero flexivel, onde cada mondmero consiste de trés
dominios: o dominio N-terminal (DN) que detém atividade ATPasica, uma longa
sequéncia carregada negativamente chamada de linker (em eucariotos), um dominio

intermediario (DM) onde se ligam varias co-chaperonas e um dominio C-terminal
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responsavel pela dimerizacdo (DC) das Hsp90. (WANDINGER; RICHTER,;
BUCHNER, 2008). A figura 4 mostra o ciclo ATPase das proteinas Hsp90.

Sti1

\/ Cdc37

» Aha1l

Figura 4: Ciclo ATPase da HSp90. ND (dominio N-terminal), MD (dominio intermediario M), CD
(dominio C-terminal). 1) Ligacdo do ATP; 2) Fechamento da tampa do ATP; 3) Dimerizacéo; 4)
Hidrolise do ATP; 5) abertura da “tampa” do sitio de ligagdo e do ADP e Pi; 6) Retorno da Hsp90 ao
estado inicial. (Retirado de WANDINGER; RICHTER; BUCHNER, 2008)

Observa-se na Figura 4 o ciclo ATPase das proteinas Hsp90, onde
inicialmente ocorre a ligacdo do ATP ao DN (etapa 1) e posteriormente o DN da
Hsp90 sofre uma mudanca conformacional que conduz ao fechamento da tampa
sobre o ATP (etapa 2). Ap6s o fechamento da tampa, os primeiros 24 aminoacidos
de cada monémero da Hsp90 dimerizam-se, e a primeira folha-f e hélice-a se
trocam para interagir com o dominio DN do outro mon6émero (etapa 3). Além disso,
em cada mondmero, o DN contata-se com o DM correspondente ao seu mondémero.
Esta conformacédo metaestavel auxilia na hidrélise de ATP (etapa 4). O contato entre
o DN e DM posiciona a Arg380 localizada no DM préximo ao fosfato gama do ATP
de forma a coordena-lo e ativa-lo como grupo abandonador na reacao de hidrolise
do ATP. Tudo isso leva a compactacao do dimero da Hsp90, no qual os monémeros
individuais se torcem em torno de si. Apés a hidrdlise de ATP, os DNs se dissociam
e ambos se separam e a “tampa” do sitio de ligacdo de nucleotideos adenosina se
abre; logo apos ocorre a liberagcdo do ADP e Pi a Hsp90 retorna estado inicial (etapa
5 e 6) (WANDINGER; RICHTER; BUCHNER, 2008; SILVA, 2010).

Como se pode observar o ciclo ATPasico das Hsp90 envolve a participacéo

de vérias co-chaperonas dentre elas a Ahal que foi alvo de estudo neste trabalho.
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1.1.4 - Ahal

A atividade ATPasica da Hsp90 humana é relativamente baixa comparada a
atividade da Hsp90 de outros organismos (MCLAUGHLIN; SMITH; JACKSON, 2002)
tal como levedura e P. falciparum por exemplo (PALLAVI et al.,, 2010). Seu
mecanismo de acdo é bastante complexo e envolve a participacdo de varias co-
chaperonas (LOTZ et al.,, 2003). Um membro das co-chaperonas da Hsp90
recentemente descrita em humanos € a Ahal (do inglés: activator of Hsp90
ATPase). Ensaios bioquimicos realizados com essa proteina mostram que ela
interage com o dominio M das Hsp90 aumentando a atividade ATPasica, 0 que
sugere que ela assume papel significativo no ciclo chaperone das Hsp90 na célula
(HOLMES et al., 2008). O sequenciamento do genoma de L. braziliensis revelou um
gene para uma proteina ortéloga da Ahal humana, aqui nomeada como LbAhal .
Comparacéo entre essas proteinas mostram que as mesmas apresentam 30% e
50% de identidade e similaridade, respectivamente. Apesar da baixa identidade,
essas proteinas apresentam um grande numero de residuos de aminoacidos
Triptofano sendo 9 para a LbAhal e 10 para Ahal humana onde 7 destes

apresentam posicao conservada na sequéncia (MEYER et al., 2004; SILVA, 2010).

A proteina Ahal pode ser dividida em duas regiées ou dominios (LOTZ et al.,
2003; MEYER et al., 2004; KOULOV et al., 2010) o N-terminal que interage com a
Hsp90 e o C-terminal com funcéo ndo bem definida ainda. O dominio N-terminal (1-
153) possui uma estrutura alongada de aproximadamente 65 A de comprimento e 25
A de didmetro orientado em meandro B (estrutura super-secundaria formada por

uma hélice, 4 fitas 3 antiparalela e outra hélice) (Figura 5).

FIGURA 5: Estrutura do dominio N-terminal da Ahal. A imagem mostra a estrutura cilindrica do
dominio N-terminal da Ahal de levedura (residuos 1-153) colorido do azul para o vermelho (retirado
de MEYER et al., 2004).
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O dominio C-terminal da Ahal apresenta um enovelamento similar ao
dominio N-terminal, sendo constituido de 1 fita  amino-terminal seguida por uma

hélice a, um meandro 3 € uma hélice a carboxi-terminal (MEYER et al.,2004).

A estimulagcdo maxima da atividade ATP&sica das Hsp90 € provocada pela
Ahal inteira, entretanto ja se mostrou que um grau substancial de estimulacéo pode
ser obtido com altas concentragdes do segmento N-terminal (residuos 1-153),
sugerindo que esta regido é a responsavel pela estimulacdo da atividade ATPase
das Hsp90 (PANARETOU; MEYER; SILIGARDI; 2002; LOTZ et al., 2003; MEYER et
al 2004). Apesar de estudos mostrarem que o N-terminal da Ahal humana se liga ao
DM da Hsp90 para estimular a atividade ATPase, outros estudos também mostram
que o dominio C-terminal da Ahal também é necessario para esta estimulagéo, e
que ambos dominios se ligam cooperativamente a interface do dimero da Hsp90
(KOULQV et al., 2010). Estudos também apontam que a funcdo ATPase das Hsp90
é fornecida pela Arg380 no loop (370-390) do DM da Hsp90 e a ligacdo da Ahal ao
DM ajuda a estabilizar a Arg380 na coordenacao do fosfato gama do ATP (MEYER
et al., 2004).

A Ahal é uma co-chaperona que surgiu recentemente na evolucdo. Por
exemplo, bactérias ndo possuem proteinas ortélogas a Ahal. Tem sido proposto que
as Hsp90 evolutivamente vém perdendo atividade ATPase basal e dai a
necessidade de uma proteina estimuladora de sua atividade ATPase (PANARETOU,;
MEYER; SILIGARDI; 2002; LOTZ et al., 2003). Esta informacdo sugere a
importancia desta co-chaperone para o funcionamento das Hsp90 em organismos

superiores na escala evolutiva.

1.2 — Expresséao de proteinas recombinantes em Escherichia coli

A expressao de proteinas recombinantes pode ser obtida por uma variedade
de sistemas de expressao comercialmente disponiveis. A escolha correta do sistema
depende de uma serie de fatores, tais como: necessidade de grande quantidade de
proteinas, facilitacdo no processo de purificacdo e toxicidade da proteina alvo para a
célula hospedeira (CORREA, 2004).

A principio a clonagem do DNA parece ser uma tarefa relativamente simples,

entretanto a expressdo dos DNAs clonados ainda € uma tarefa ardua. As razdes do
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porque disto, infelizmente ndo sao totalmente compreendidas (SAMBROOK &
RUSSEL, 2001).

O uso de E. coli geneticamente modificada como sistema de expresséo tem
permitido a obtencdo de grandes quantidades de proteinas para diversas finalidades
como por exemplo caracterizacao bioquimica, producéo de anticorpos, determinacao
da estrutura tridimensional, entre outros (RUCKER et al., 2001). A expressao de
proteinas recombinantes em E. coli algumas vezes sdo obtidas como agregados
protéicos, denominados corpos de inclusdo, ou sdo prematuramente degradadas
e/ou desnaturadas (SAMBROOK; RUSSEL, 2001). Em vista disto e na auséncia de
um motivo Unico ou de um guia pratico que resolva todos os problemas de inducéo
foi que os experimentos de expressao utilizados neste trabalho foram realizados em
trés linhagens de E. coli BL21(DE3), uma linhagem que cresce bem em meio LB,

com intencao de eliminar os problemas inerentes a estes processos.

Na literatura existem muitas informacdes referentes a otimizacdo das
condicdes de inducdo em E. coli para proteinas especificas. Entretanto, as proteinas
freqientemente possuem propriedades fisicas e quimicas bastantes peculiares e,
portanto as condicdes ideais de expressa para uma dada proteina nao é igual para
outra (BRAUN et al., 2002). Assim sendo, triagens empiricas devem ser realizadas
afim de se determinar o melhor protocolo de expressdo para cada proteina

individualmente.

A vantagem da E. coli como sistema de expresséo é que sua maquinaria esta
baseada no sistema de expressédo T7 (STUDIER et al.,, 1990) o que permite uma
expressdo em larga escala de proteinas recombinantes tanto de bactérias (TABOR,
RICHARDSON, 1985; STUDIER, MOFFATT, 1996) quanto de células eucarioticas

(FUERST et al., 1986; DUNN et al 1988). Esse sistema faz uso da enzima T7
RNA polimerase que € uma enzima altamente ativa, alongando a cadeia de RNA
oito vezes mais rapido do que a RNA polimerase da E . coli (BONNER et al., 1994).
Além disso, a enzima é altamente especifica e seletiva transcrevendo os genes cuja

expressao depende apenas do promotor T7 (CHAMBERLIN et al., 1970).

Apesar de seus méritos e ampla utlizacdo, este poderoso sistema de
expressao pode causar problemas consideraveis. Os problemas mais comumente

encontrados s&o inconsisténcia nos niveis de expressao, formagdo de corpos de
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inclusdo (HOANG et al.,, 1999; JEONG;LEE, 1999) e instabilidade dos clones
(HATTMAN et al., 1985). Inconsisténcia nos niveis de expressao dos genes-alvo tem
sido atribuida a perda da expressdo da T7 RNA polimerase, embora 0 gene esteja
sob o controle de um forte promotor de inducdo. Os baixos niveis de T7 RNA
polimerase foram detectadas nos casos em que 0 gene para a enzima T7 foi
clonado sob o lacUV5 (DENG; NOEL; TSAI, 1990), caso das cepas usadas neste

trabalho.

1.3 — Dicroismo circular

O dicroismo circular € uma técnica de espectroscopia de absorcao eletrénica
baseado na mudanca de configuracdo de um estado fundamental para um estado
excitado, quando a luz circularmente polarizada interage com um cromoforo
opticamente ativo (assimétrico). Os principais cromoéforos nas proteinas sédo as
estruturas aromaticas e as ligac6es amidicas. As primeiras sdo responsaveis pelo
sinal no ultravioleta préximo (entre 250-300 nm) e sdo utilizadas para avaliar a
estrutura terciaria de proteinas enquanto que a segunda sao responsaveis pelo sinal
caracteristico no comprimento de onda (A) do ultravioleta distante (abaixo de 250
nm) sendo entdo utilizadas como sondas para estruturas secundarias das proteinas.
Considerando estas caracteristicas, a técnica de CD é utilizada para estimar a
guantidade de estrutura secundaria de proteinas e avaliar as mudancas
conformacionais ocasionadas por ligantes, agentes desnaturantes (acidez, uréia,
cloridrato de guanidina, etc), temperatura e assim obter informagOes sobre a
presenca de dominios e suas diferentes estabilidades (WOODY, 1995; KELLY,
PRICE, 1997).

1.4 — Fluorescéncia

Algumas moléculas apds absorverem determinada quantidade de energia
promovem a transicao de alguns elétrons de um estado fundamental para um estado
excitado e estes, ao retornarem ao seu estado fundamental emitem parte da energia
absorvida na forma de luz. Esta emissédo € chamada de fluorescéncia e é bastante
utiizada no estudo de macromoléculas para se obter informacdes sobre,
conformacdes da molécula, sitios de ligacdo, grau de flexibilidade, interacbes com

solventes, etc. Naturalmente, existem 3 aminoacidos aromaticos susceptiveis ao
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processo de fluorescéncia, sendo estes: principalmente triptofano, tirosina e em
menor escala fenilalanina. A fluorescéncia de cada um deles pode ser distinguida
pelas caracteristicas de seus espectros de absor¢cdo. Em solugdo a fluorescéncia
desses cromoforos pode ser afetada por fatores relacionado ao meio como, pH,
polaridade do solvente, presenca de um inibidor ou moléculas vizinhas. Os principais
comprimentos de onda de excitacdo para estes aminoacidos fluorescentes estdo no
intervalo de 260 nm a 295 nm. Contudo é possivel separar bem a contribuicdo dos
espectros de excitacdo e emissdo de cada um deles em solucéo. O triptofano, por
exemplo, é preferencialmente excitado em 295 nm e emite em 350 nm, a tirosina se
excita em 275 nm e decai em 300 nm j& a fenilalanina apresenta espectros de
excitacdo e emissdo em 260 nm e 280 nm respectivamente. Assim, dependendo da
proporcdo destes fluoréforos e da proximidade entre eles, € possivel observar
comportamentos diferenciados do espectro de emisséo de fluorescéncia, tais como,
supressao de fluorescéncia, deslocamento do maximo de emissdo ou mudangas no

centro de massa espectral de fluorescéncia (LAKOWICZ, 1983).
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2 — Objetivos

O objetivo desta dissertacdo de mestrado foi a expresséo e a caracterizacao
de duas proteinas, uma do tipo | e a outra do tipo Il, da familia das Hsp40 oriundas
de Leishmania braziliensis. A Hsp40 do tipo | alvo € a proteina XP_001566014.1 e a

do tipo Il € a XP_001569271.1. Para isso fez-se necessario:
1 - clonar o cDNA de ambas as proteinas;
2 - expressar e purificar Hsp40 do tipo | e outro do tipo Il de L. braziliensis;

A Ahal de L. braziliensis também foi foco de estudo deste trabalho na

caracterizacdo da sua estabilidade frente & desnaturagdo quimica.
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3 - MATERIAIS E METODOS
3.1 — Data mining e bioinformatica

O DNA que codifica as proteinas de interesse LbHsp40l e LbHsp40ll foi
gentilmente fornecido pela Profa. Dra. Angela Kaysel Cruz ( Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto). Estas sequéncias foram previamente identificadas através de
pesquisa em banco de dados gendmico da L. braziliensis onde usou se como
modelo as proteinas Hsp40 tipo | (Np_014335.1) e tipo Il (NP_014391.1) da levedura
Sacchamomyces cerevisiae identificadas no GenBank do National Center of
Biotechnology Information (NCBI - site:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/GenbankSearch.html). A identificagdo foi
realizada através da ferramenta de bioinformética Basic Local Alignment Search
Tool (tBLASTN) que usa sequéncia de aminoacidos da proteina de referéncia para
encontrar, por identidade e similaridade, a sequéncia de aminoacidos e nucleotideos
da proteina de interesse.

3.2 — Oligonucleotideos para a reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

Para a amplificacdo dos DNAs foram construidos oligonucleotideos
iniciadores (primers) com o auxilio das ferramentas de bioinformética, como o

programa Gene Runner e LALIGN (www.ch.embnet.org/software/LALIGN form.html)

onde se usou como molde as sequéncias dos nucleotideos correspondentes as
LbHsp40I e LbHsp40ll. Para facilitar a transferéncia das sequéncias de interesse do
vetor de propagacdo para o vetor de expressao, inseriu-se nos oligonucleotideos
sitios para as enzimas de restricdo Ndel no iniciador 5’ e EcoRI no iniciador 3’ do
cédon de terminacdo em cada uma das sequencias codificantes como se pode

observar na Tabela 1.


http://www.ch.embnet.org/software/LALIGN_form.html
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Tabela 1: Oligonucleotideos desenhados para as sequéncias de DNA alvo

Proteina Nome Direcdo | Enzima Seqiiéncia 5'—3'

Lb-Hsp40I F Sence Ndel AATCATATGGTGAAGGAGACCGGC
LbHsp40I

Lb-Hsp40l R | Antisence EcoRlI CGACGCGCGTTGTCACTTAAGATA

Lb-Hsp40ll F Sence Ndel ATACATATGGGCGTGGACTATTAT
LbHsp4o0lI

LbHsp40Ill R | Antisence EcoRI TCGTCACGTTTAAGATCTTAAGATA

3.3 — Reacédo em cadeia da polimerase (PCR)

Os experimentos de PCR foram realizados em um termociclador (MyCycler
Thermal Cycler — BioRad) usando a sequéncia de DNA alvo, a enzima Taq DNA
polimerase (New England Biolabs), as bases nitrogenadas e os oligonucleotideos

especificos sintetizados.

A amplificacdo das sequéncias de interesse foram realizadas utilizando o
seguinte programa: 95 °C durante 5 minutos seguido por uma etapa de 36 ciclos que
inclui um passo a 95 °C durante 1 minuto (desnaturacdo) mais um passo de 1
minuto com temperatura variando entre 50 a 60 °C (anelamento dos iniciadores) e
mais um passo de 1 minuto e meio a 72 °C para a polimerizacédo da sequéncia. Por
fim, mais uma etapa a 72 °C durante 10 minutos seguidos por uma de 4 °C por

tempo indeterminado.

3.4 — Purificagéo do produto de PCR

A Purificacdo do produto de PCR foi feita apds separacdo dos fragmentos de
DNA em gel de agarose usando o Kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega) seguindo as instrucoes do fabricante para posterior ligacdo no vetor de

propagacédo pGEM-T Easy Vector (Promega).

3.5 - Gel de Agarose e Determinacao da concentragcdo de DNA

Para andlise do produto de PCR realizou-se uma eletroforese em gel de
agarose a uma concentracdo de 8 mg/ml em tampao TAE (Tris-Acetato 40 mM, pH

8,0 e EDTA — acido etilenodiaminotetracético — 1 mM). ApGs aplicacdo do DNA e do
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marcador de massa molecular no gel, submeteu-os a uma corrente elétrica de 120
volts durante um tempo de aproximadamente 25 minutos. Com o término da
eletroforese o gel foi incubado durante 15 minutos em solucdo de brometo de etidio
a 0,1 yg/mL. O brometo de etidio € um corante fluorescente que se intercala entre as
bases dos acidos nucléicos facilitando sua observacdo em géis de agarose sob luz
ultravioleta preparada no tamp&o descrito acima. Em seguida o gel foi visualizado
sob luz ultravioleta no transluminador Bio-Imaging Systems MiniBIS Pro acoplado a

um computador para registro das imagens e comparagcao com o padrao.

ApO6s purificagdo do produto de PCR e de uma nova eletroforese, a
concentracdo do DNA foi determinada comparando a intensidade da banda do gel
corada com brometo de etidio com a intensidade das bandas do marcador de massa
molecular de DNA (Gene Ruler™ 1Kb DNA Ladder — Fermentas).

3.6 — Vetores
3.6.1 — Vetor de Transferéncia

Os produtos de PCR dos DNAs de interesse foram clonados em vetores de
transferéncia visando facilitar sua extracdo com as enzimas de restricdo e posterior
ligacdo nos vetores de expressdo. O vetor de propagacao utilizado foi o pGEM-T
Easy Vector (Promega) que se baseia no sistema operon Lac. Este sistema possui 0
gene lacZ que produz a enzima beta-galactosidase que degrada o composto X-gal
(5-bromo-1-cloro-3-indoil-D-galactosideo) ocasionando o surgimento de coldnias
azul. Quando a sequéncia alvo de DNA € inserida no vetor, ela inativa o gene que
codifica a [(-galactosidase fazendo com que as colonias recombinantes que
possuem o DNA alvo tenham coloracdo branca enquanto as demais (néo
recombinantes) apresentam coloracdo azul. Assim, este sistema é importante para

informar se o experimento de ligagdo do DNA no plasmideo funcionou ou néo.

3.6.2 — Vetor de expressao

Visando a expressdo das proteinas de interesse os DNAs alvo foram
subclonados no vetor de expresséo pET23a(+) (Novagen, Alemanha). Este vetor de

expresséo esta sob controle do sistema T7 no qual o DNA alvo é clonado sob o
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controle do promotor do gene 10 do bacteriéfago T7 (STUDIER et al., 1990). A
expressdo do DNA ocorre somente na presenca da enzima T7 RNA polimerase.
Essa enzima é altamente ativa, alongando a cadeia de RNA oito vezes mais rapido
do que a RNA polimerase da Escherichia coli (BONNER et al., 1994; VOLKER et. al,
2000). Além disso, a enzima é altamente especifica e seletiva transcrevendo os
genes cuja expressdo depende dos promotores T7 (CHAMBERLIN et al., 1970;
VOLKER et. Al, 2000). Esse sistema de expressdo € amplamente usado para
expressdo em larga escala de proteinas recombinantes tanto em bactérias quanto
em células eucaridticas (FUERST et al.,1986; DUNN et al. 1988).

As cepas de bactérias E. coli BL21(DE3) possuem, integrado ao seu genoma,
o préfago do bacteriéfago T7. Neste préfago, a expressdo da T7 RNA polimerase
esta sob o controle do promotor lacUV5 do operon lac I, que € mantido reprimido na
presenca de glicose e na auséncia de seu indutor natural, a 1,6 aldolactose, um
derivado da galactose (STUDIER et al., 1990). O produto do gene lac | representa o
repressor que, quando ligado ao operador O (presente no profago do T7), impede a
expressdo da T7 RNA polimerase, ndo ocorrendo a transcricdo do DNA alvo. Porém,
na presenca de IPTG (isopropil-B-D-1-tiogalactopiranosideo), que é um analogo do
indutor natural (a 1,6-aldolactose), o repressor se desliga do operador liberando a
expressdo da T7 RNA polimerase do bacteriéfago T7. Esta, por sua vez, atua na
transcricdo do DNA alvo clonado no vetor do sistema pET produzindo em seguida

grandes quantidades da proteina de interesse.

3.7 - Linhagens de bactérias Escherichia coli

A linhagem de E. coli DH5a foi usada para clonagem e manutencéo de todos
os plasmideos uma vez que esta apresenta caracteristicas apropriadas para tal fim
como por exemplo auséncia de endonuclease que poderia causar digestdo no
recombinante, capacidade de capturar grandes plasmideos e delecdo da porcao alfa
do gene da beta-galactosidase (lacZ deltaM15) que permite uma selecdo prévia na
busca de colbénias com os recombinantes nos ensaios de “azul e brancos” —

degradacéo do X-gal.

A cepa de bactérias E. coli BL21(DE3)® (Stratagene) foi utilizada para
expressar as proteinas de interesse. Esta cepa possui baixos niveis de producgéo de

proteases, que poderiam degradar a proteina alvo, e possui ainda o gene DE3
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responsavel pela sintese da enzima T7 RNA polimerase controlado pelo promotor
lacUV5 e ativado pela adicdo de IPTG.

A linhagem de bactérias E. coli BL21(DE3)pLysS® (Stratagene), além das
caracteristicas acima descritas, apresenta expressdo aumentada de lisozima que
inibe a T7 RNA polimerase, regulando a expresséo da proteina de interesse clonada
no vetor do sistema pET. Esta linhagem pode ser utilizada quando a proteina alvo se
apresenta toxica para a bactéria.

A cepa de bactérias E. coli BL21(DE3) Cédon Plus RP® (Stratagene), também
apresenta as caracteristicas descritas acima para a cepa E. coli BL21(DE3), porém
possui suplementacdo de RNA transportadores para codons raros de arginina e
prolina. Estes cédons raros sdo aqueles pouco frequentes nas bactérias, sendo que

estas ndo possuem RNA transportadores que os reconhecem.

3.8 — Meios de Cultura

O meio de cultura Lb (Luria Bertani) contendo triptofano 10 g/L, extrato de
levedura 5 g/L e NaCl 10g/L em pH 7.0 foi utilizado para preparacdo das células
competentes, crescimento de bactérias, expressdo de proteinas e manutencdo de
bactéria contendo o vetor de interesse. Ao meio sélido foi adicionado 15 g/L de agar.
A fim de selecionar as bactérias contendo os DNAs de interesse 0s seguintes

antibioticos foram adicionados: ampicilina 50 ug/mL e clorafenicol 25 ug/mL.

3.9 — Manutenc¢édo dos microorganismos

Os microrganismos foram mantidos a -20 °C e/ou em meio soélido (adicdo de

15 g/L de agar no meio LB) a 4 °C.

3.10 — Clonagem
3.10.1 - Clonagem em pGEM-T

As clonagens no vetor pGEM-T foram realizadas com o kit de clonagem
PGEM-T easy® (Promega).

Esse vetor € linearizado e possui uma timina em cada extremidade o que
facilita a ligacdo do produto de PCR proveniente da reacdo com a Taq DNA

polimerase que adiciona adenina nas extremidades. A ligagdo do fragmento de
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interesse no vetor de transferéncia foi feita utilizando a enzima T4 DNA ligase
durante 16 h a 4 °C, seguida por transformagdo por meio de choque térmico em
células de E. coli DH5a CaCl, competentes, das quais foram selecionadas os clones
contendo o plasmideo recombinante. A selecao foi feita utilizando 0,1 mg/mL de X-
Gal, 0,5 mM de IPTG e 0,1 mg/mL de ampicilina nas placas para identificacdo dos
clones recombinantes pois o vetor pGEM-T, que se baseia no sistema operon lac,
interrompe 0 gene que codifica a beta-galactosidase e impede a degradacédo do

composto quimico X-Gal o que resulta no aparecimento de colénias brancas.

3.10.2 — Subclonagem em vetores de expressao

Os vetores de transferéncia que continham o DNA de interesse e 0s vetores
de expressao, pET23a foi clivado com as enzimas de restricdo Ndel e EcoRl

conforme protocolo do manufaturador.

A clivagem do vetor intermediario (0GEM-T) foi para liberar os fragmento de
DNA enquanto a clivagem dos vetores de expressédo foi para capacita-los a receber
esses fragmentos. Apos a extracdo do DNA do vetor de transferéncia e preparacao
dos vetores de expressdo, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de
agarose 0,8 % e coradas em brometo de etidio. As bandas correspondentes ao
fragmento de DNA e aos vetores de expressdo foram extraidas do gel e purificadas
usando o kit Wizard SV Gel and PCR Clean-up System (Promega) conforme o
protocolo do fabricante. Apés purificacdo, 120 ng do inserto de interesse e 50 ng do
vetor de expressdo foram incubados com a enzima T4 DNA Ligase (Promega), de
acordo com o protocolo do manufaturador, por 16 horas a 4 °C. ApdOs crescimento

das colbnias estas foram submetidas a PCR e andlise de restricao.

3.11 — Preparacéao das bactérias CaCl, competentes

A cepa de interesse, DH5a, foi pré-inoculada em 5 mL de meio LB sem
antibiético e mantida sob agitacdo durante aproximadamente 16 h a 37 °C e 200
rpm. O pré-inéculo foi diluido em 100 mL de meio LB sem antibiético e mantido nas
mesmas condi¢des acima descrito até atingir a densidade otica (DO) em 600 nm de
0,4-0,6 unidades de absorbancia. Em seguida a cultura foi centrifugada durante 7

minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado suspendido em 35
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mL de CaCl, gelado e estéril. As células foram mantidas em banho de gelo por 20
minutos e centrifugadas novamente por 7 minutos a 3500 rpm e 4 °C. Novamente o
sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido. Esse processo foi
repetido para os volumes 8 mL e finalmente 2 mL quando o precipitado foi
ressuspendido em CaCl; e glicerol 50 % gelado e estéril. Por fim aliquotas de 200 de

ML das células foram congeladas em nitrogénio liquido e armazena a -80 °C.

3.12 - Transformacdo das bactérias competentes e selecdo dos clones

transformados

Apos a ligagdo do fragmento de DNA no vetor de interesse, transformou-se
200 uL da cepa com 2 pL do recombinante (~150 ng). A cepa DHb5a, congelada em
solucéo de glicerol 50 % e armazenada a -80 °C foi descongelada em banho de gelo
por um tempo de aproximadamente de 15 minutos. O produto de transformacao foi
mantido em banho de gelo por 20 minutos seguido por choque térmico (90 segundos
a 42 °C, 3 minutos a 4 °C seguidos por 45 minutos a 37 °C em 800 mL de meio Lb
para reanimar as células transformadas). As bactérias transformadas com os clones
de transferéncias foram espalhadas em meio Lb solido contendo 0,1 mg/mL de X-
gal, 0,5 mM de IPTG e 0,1 mg/mL de ampicilina para sele¢céo e identificacdo dos
clones recombinantes. As cepas transformadas com os recombinantes de expressao
foram semeadas em meio Lb sdlido contendo 30 ug/mL de ampicilina e 25 pg/mL de
clorafenicol. As placas foram mantidas a 37 °C por 16 horas. Apds este periodo
escolheu-se as colbnias nas placas de cultura e fez-se PCR e os clones que deram
positivos foram inoculado em meio liquido para multiplicagéo e extragdo do DNA

plasmidial.

3.13 — Selecao dos clones recombinantes
3.13.1 - PCR de colbnia

A analise dos clones recombinantes selecionados pelo plagueamento em
meio seletivo foi feita por PCR de colonia, utilizando os oligonucleotideos SP6
(TACGATTTAGGTGACACTATAG) e T7 promoter (TAATACGACTCACTATAGGG),
gue se anelam ao vetor. As colbnias que apresentaram a amplificacdo do fragmento,

e se mostraram de tamanho compativel na eletroforese, foram crescidas em meio LB
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e os plasmideos recombinantes foram extraidos e submetidos a andlise de restricdo
para clonagem no vetor de expressdo. A analise dos recombinantes de expressao
também foi realizada por PCR, com os oligonucleotideos especificos, e clivagem

com as enzimas de restricao.

3.13.2 — Anélise de restricao

As enzimas usadas para analise de restricdo foram Ndel e EcoRI (New
England BioLabs), cujos sitios foram inseridos nos oligonucleotideos das sequiencias
das LbHsp40I e LbHsp40II. 100 ng dos vetores de transferéncia e expressdo com as
sequéncias codificantes para as proteinas foram incubados com 5 unidades das
enzimas Ndel e EcoRI durante um tempo de aproximadamente 2 horas a uma
temperatura de aproximadamente 37 °C. ApGs esse tempo foi feito eletroforese para

averiguacéo da liberagéo do fragmento.

3.13.3 — Sequenciamento

O seguenciamento automatico foi realizado no Instituto de Fisica de Sé&o
Carlos no aparelho 3130 Genetic Analises Applied Biosystem (Hitachi), utilizando o

método de dideoxi nucleotideos.

3.14 — Extracdo de DNA

A extracdo da sequéncia do DNA de interesse foi feita através da lise alcalina
com o kit de extracdo de DNA plasmidial, Wizard Plus SV Minipreps (Promega), de

acordo com as recomendacdes do fabricante.

3.15 — Expressao de proteinas.

Para expressao das proteinas de interesse, os plasmideos recombinantes
PET23::LbHsp40l, pET23::LbHsp40ll e pET23a:LbAhal foram transformados
(conforme item 2.12) nas cepas BL21(DE3)®, BL21(DE3) pLysS® e BL21(DE3)
Cédon Plus RP®. Apés transformacdo e crescimento das coldnias, fez-se um pré-

cultivo (crescimento de uma colonia em 5 mL de meio Lb contendo os antibidticos
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ampicilina e clorafenicol nas concentragbes de 30 pg/mL e 25 pg/mL
respectivamente durante 16 horas). Esse cultivo foi crescido em 500 mL de meio Lb,
mantendo as concentracdes dos antibidticos e sob agitacdo constante de 200 rpm e
temperatura de 37 °C. Esse crescimento foi monitorado até atingir a densidade Gtica
em 600 nm de 0,4-0,6 unidades de absorbéancia. Atingida essa fase de crescimento
as cepas bacterianas foram induzidas a expressar as proteinas pela adicado de IPTG
na concentracdo final de 0,1 mmol L™ ou 0,2 mmol L™ durante tempos diferentes
conforme o teste realizado. O tempo e a temperatura de inducdo foram
determinados em ensaios de pequena escala com 100 mL de meio onde as cepas
foram induzidas nas mesmas condigBes e aliquotas retiradas de hora em hora
visando determinar as melhores condicdes para producdo das proteinas
recombinantes. Apos verificagdo do nivel de inducdo por eletroforese em SDS —
PAGE 12 %, a cultura foi centrifugada a 10000 rpm durante 15 minutos a 4 °C e 0
sedimento bacteriano foi armazenado a -80 °C para posterior lise e purificagcdo das

proteinas de interesse.

3.16 — Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de dodecil sulfato de

sodio

A avaliacdo dos testes de expressdo e solubilidade bem como das varias
etapas de purificacdo foram acompanhados pela técnica de eletroforese em gel de
poliacrilamida desnaturante - dodecil sulfato de soédio (SDS-PAGE). As amostras
foram diluidas em tamp&o Tris-HCI 50 mmol L™ pH 6,8; DTT 100 mmol L™; SDS 2 %;
azul de bromofenol 0,1 % e glicerol 10 % e fervidas quando necessario para depois,
juntamente com um marcador de massa molecular (PageRuler™ Unstained Protein
Ladde - Fermentas) serem aplicadas no gel e entdo submetidas a uma voltagem
constante de 150 volts durante aproximadamente 80 minutos. A eletroforese foi
realizada em um equipamento Mini-Protean Il Dual Slab Cell (Bio-Rad), com gel de
empacotamento 5 % e gel de separagdo 12 % (para proteinas de massa molecular
de 20 a 50 kDa).

3.17 — Lise bacteriana e avaliacdo da solubilidade das proteinas recombinantes

As cepas bacterianas que expressaram as proteinas recombinantes foram

centrifugadas (8000 rpm por 15 minutos) e o sedimento ressuspendidos em tampéo
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de lise contendo Tris-HCI 50 mmol L™ (pH 8,0), KCI 100 mmol L* e EDTA 5 mmol L™
(15 mL/L de cultura). As células foram lisadas em 2 etapas: (1) etapa quimica com
adicao de lisozima na concentracdo de 30 ug/uL para digestdo da parede bacteriana
e 5 unidade de DNAse para degradacdo de possiveis DNA presente no meio que
atrapalha no processo de purificacdo seguida de banho de gelo por 20 minutos; (2)
etapa fisica onde a amostra é lisada com auxilio de um sonicador modelo Sonifier
250 da marca Branson em banho de gelo com tempo suficiente para obter o maior
namero de células lisadas e uma maior concentracdo de proteinas na fracao solavel.
Em seguida a amostra foi centrifugada a 18000 rpm durante 30 minutos a 4 °C.
Ambas as fracdes, sobrenadante e precipitado, foram analisadas por SDS-PAGE a
12 % para averiguacao da solubilidade das proteinas recombinantes. A solubilidade

das proteinas determinou o protocolo de purificacdo que foi adotado em cada caso.

3.18 — Reenovelamento de proteinas

Os corpos de incluséo foram dispersos em tampéao de lise (sem adicdo de
lisozima) com auxilio de um sonicador (1 pulso de 12 segundos) e centrifugado a
18000 rpm durante 15 minutos a 4 °C. Esta operacao foi repetida 3 vezes sempre
adicionando 25 mL de tamp&o por litro de cultura. Apdés cada lavagem coletou-se
aliquotas de 50 uL para posterior analise por SDS-PAGE a 12 %. Por dltimo os
corpos de inclusdo foram ressuspendidos em tampéao de solubilizacdo (Tris-HCI 100
mM em pH 8,0 e Guanidina-HCI 6 M) com auxilio de um agitador magnético a
temperatura ambiente durante 90 minutos e centrifugado a 15000 rpm por 15
minutos a 4 °C. Em seguida o sobrenadante foi dialisado lentamente contra um
volume de tampd&o (fosfato de sodio 50 mmol L™ e cloreto de sédio a 100 mmol L™
em pH 7,2) que corresponde a 4 vezes o volume da amostra durante uma hora sob
agitacdo lenta e a 4 °C. Apos esse periodo o volume do tampéo foi aumentado para
oito vezes do volume da amostra e mantido por 2 horas. Ap0s esse tempo a amostra
foi dializada durante aproximadamente 16 horas contra um volume novo do mesmo
tampéo equivalente a dez vezes o volume da amostra. No dia seguinte a amostra foi
centrifugada para remoc¢éo da parte insolavel. O sobrenadante e o precipitado foram

analisado por SDS-PAGE para averiguacao do reenovelamento.
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3.19 — Purificag&o das proteinas recombinantes

A proteina recombinante LbAhal foi purificada conforme protocolo
estabelecido por (SILVA, 2010).

3.19.1 - Cromatografia de troca anionica

A cromatografia de troca anionica foi a primeira etapa no processo de
purificacdo da proteina recombinante. Para isso foi utilizado uma coluna XK-16/20
(GE Healthcare) empacotada com a resina Macro-prep(R) High Q Support resin
(BioRad) acoplada ao sistema AKTA Prime Plus device (GE Healthcare). Nesse
processo foram utilizados dois tampdes, o tampdo A (10 mmol L™ de Tris-HCl e 20
mmol L™ de NaCl em pH 8,0) e o tamp&o B de eluicdo (10 mM deTris-HCI e 500
mmol L™ de NaCl em pH 8,0). O gradiente realizado foi de 100 mL e alvo de 100 %
do tampdo B. A eluicdo foi realizada em um fluxo médio de 5 mL/minutos e as
fracBes coletadas foram de 6 mL. Apés identificacdo dos tubos com a proteina
LbAhal e verificagéo da pureza por SDS-PAGE 12 %, os frascos foram misturados.

3.19.2 - Cromatografia de afinidade

As amostras recolhidas da cromatografia de troca ibnica contento da LbAhal
foram dialisadas 16 horas contra o tampao fosfato de s6dio 10 mmol L em pH 7,4 e
submetidos a uma nova etapa de purificacdo por cromatografia de afinidade ao Ca**.

T™ Ceramic

Uma coluna XK16/20 (GE Healthcare) foi empacotada com resina CH
Hydroxyapatite Type Il resin (BioRad) acoplada ao AKTA Prime Plus device (GE
Healthcare) foi utilizada nesse processo. Apés a etapa de adsor¢cdo da amostra na
resina foi realizado a eluicdo com um gradiente de 100 mL com alvo de 100 % do
tamp&o B (fosfato de s6dio 500 mmol L™* em pH 7,4). A eluico foi realizada em um
fluxo de 5 mL/minuto com coleta de 5 mL por fracdo. Identificado os tubos com a
proteina de interesse e verificado sua pureza por eletroforese em SDS-PAGE, os
frascos foram misturados e submetidos a uma etapa adicional de purificagcdo para

eliminacdo de contaminantes e possiveis agregados presentes na amostra.
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3.19.3 - Cromatografia de exclusdo molecular

A Ultima etapa no processo de purificagdo da proteina recombinante foi
através da cromatografia de exclusdo molecular (CEM) onde foi usado a coluna
HiLoad Superdex 16/60 200 prep grade (GE Heathcare) acoplada ao equipamento
AKTA Purifier (GE Heathcare). A coluna foi lavada com 1 volume de coluna de agua
milli-Q previamente degaseificada e equilibrada com 1 volume de coluna do tampéao
Tris-HCI 25 mmol L™ (pH 7.5) contendo NaCl 100 mmol L™ previamente filtrado em
filtro Millipore 0,45 pymol L™ e degaseificado. Foi aplicado um volume de amostra de
5 % do volume da coluna e o fluxo de trabalho foi de 1 mL/minuto com coleta de 5
mL por fracdo. O volume do pico correspondente a LbAhal foi concentrado para 1,5

mg/mL e mantido a 4 °C.

3.20 — Processo de concentracdo de proteinas

Para obter a proteina na concentracdo desejada esta foi centrifugada a 4000
rom durante um tempo necessario a temperatura de 4 °C. Nesse processo foi
utilizado o concentrador Amicon Ultra—15 com faixa de corte de 10000 Da (Millipore)

previamente lavado em agua, alcool e no tampéao da respectiva proteina.

3.21 — Determinacao da concentracdo de proteinas

Para determinar a concentracdo da proteina de interesse, utilizou-se técnicas
espectroscopicas onde se desenovela a proteina em presenca de fosfato de sddio
20 mmol L™ (pH 6,5) e clorohidrato de guanidina 6 mol L™ como descrito por
Edelhock (1967). Em seguida calcula-se os coeficientes de absortividade molar (g)

nos comprimentos de onda de 282, 280, 279 e 278 nm de acordo com a Equacéo 1:

&(A) =Ny + Ny By + Ny Equacéo 1

Onde, €(A) é o coeficiente de absortividade molar (mol/L cm™) da proteina de
interesse em um determinado A; nyp ndmero de triptofanos da proteina; nry -
namero de tirosinas e ncys € 0 numero de cisteinas. €rp, Eryr € €cys SA0 OS
coeficientes de absortividade molar do triptofano, da tirosina e da cisteina,

respectivamente. Os valores dos € destes aminoacidos variam de acordo com o A e
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foram calculados pelo programa Sednterp (http://jphilo.mailway.com/download.htm).
O coeficiente de absortividade molar, em 280 nm, para as proteinas na sua forma
nativa, foi obtido a partir da sequéncia de aminoacidos da proteina utilizando o
programa ProtParam Tool (ca.expasy.org/tools/protparam.html) de acordo com
(PACE et al. 1995).

As proteinas purificadas foram diluidas 5 vezes em um volume final de 200 pL
no tampdo de desnaturacdo (fosfato de sédio 20 mmol L* e clorohidrato de
guanidina 6 mol L em pH 6,5) e entéo coletados os espectros de absorcéo entre os
A de 250-300 nm apds 15 minutos de incubacdo. Apds subtracdo do branco, as
leituras nos A descrito acima foram utilizadas para estimar a concentracdo da

proteina pela equacédo de Beer-Lambert:
Abs = g.l.c Equacéo 2

Onde Abs é a absorbancia; |, comprimento do caminho ético em centimetros e
C, concentracdo em mol L™. A concentracdo molar determinada correspondeu a
meédia das concentragbes encontradas para cada A entre 276 e 282 nm e
multiplicado pelo fator de diluicdo. As leituras de absorbancia, para cada A

relacionado, foram realizadas em triplicada.

3.22 — Espectros de dicroismo circular

Os experimentos de dicroismo circular (CD) foram realizados com o objetivo
monitorar a desnaturacdo quimica da proteina LbAhal na presenca de uréia em
concentragbes crescentes. Os ensaios foram realizados com a proteina em
concentracdo constante de 250 pg/mL em tampao fosfato de sédio 25 mmol L™ (pH
7,0) contendo 1 mmol L™ de B-mercaptoetanol e NaCl & 25 mmol L™ em cubeta de
qguartzo com passo otico de 1 mm. Os espectros foram coletados no laboratorio de
biofisica do Instituto de Fisica de S&o Carlos (IFSC) em um espectropolarimetro
JASCO J-720 acoplado a um controlador de temperatura “peltier” que permite
controlar a temperatura da amostra. Os dados foram obtidos com 200 pL da amostra
em duplicatas a 20 °C e a 220 nm com 6 cumulativas em tempo de 12 segundos
apos 2 horas de incubacdo com o agente desnaturante. Os programas utilizados
para registro e tratamento dos dados foram Spectra Manager (JASCO 32) e o
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Origin® 8.0, respectivamente. Os espectros de CD foram normalizados em
elipticidade molar residual (EMR ou [0]) pela aplicacdo da Equacéo 3.

_(®).Mm
(Cg-1.n) Equacio 3

EMR

Onde 06 é a elipticidade (em mDeg), MM é a massa molecular (em g/mol), C é
a concentracao da proteina (mg/mL), | € o comprimento do caminho 6ético (cm) e n o
namero de residuos de aminoacidos da proteina. Os dados de EMR foram
representados em relacéo ao A (nm) e em relacdo ao centro de massa espectral em

funcdo da concentracdo do agente desnaturante.

3.23 — Emisséo de fluorescéncia
3.23.1 — Ensaios de Desnaturacdo quimica analisado por fluorescéncia

Os ensaios de desnaturacdo quimica analisado por fluorescéncia foram
realizados em um fluorimetro F4500 Hitachi Fluorescence Spectrophotometer do
laboratério de Biofisica Molecular coordenado pelo prof. Dr. Marcel Tabak (IQSC-
USP). Os testes foram feitos com 200 uL da proteina (em tampéao fosfato de sédio a
25 mmol L, contendo 1 mmol L™ de B- mercaptoetanol e NaCl & 25 mmol L™ em pH
8,0 ver acima) na concentracdo de 2 pmol L™ e temperatura de 20 °C em cubeta de
quartzo de 1cm x 1cm de passo O6tico na presenca de uréia em diferentes
concentracfes. A uréia foi preparada no mesmo dia do experimento (no tampao da
proteina) e sua concentracdo foi determinada por refratometria (método de PACE).
Os espectros de fluorescéncia foram obtidos dentro do intervalo de 300 a 420 nm
utilizando o comprimento de onda (A) de excitacdo de 280 nm com fenda de
excitacdo e emissdo de 5 nm. Os dados foram coletados em duplicatas e o
tratamento realizado com auxilio do software Oringin® 8.0. O espectro de emissdo de
fluorescéncia do tampéao foi subtraido do espectro de emissao de fluorescéncia da
proteina. Os dados foram analisados pelo perfil do espectro de emissédo obtido em
funcdo da intensidade de fluorescéncia pela aplicacdo da integral da area espectral
na faixa de 320 a 380 nm (calculado pelo programa Origin® 8.0) e pelo calculo do

centro de massa espectral (<A>) considerando a Equagao 4.
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<A>=> AR/ F Equacio 4

Onde A corresponde aos comprimentos de onda utilizados para a aquisicao
do espectro de fluorescéncia, Fi é a intensidade de fluorescéncia em Aj e ZF; é a
somatoria de Fi. O espectro de emissao de fluorescéncia da proteina alvo também
foi analisado pela interpretacdo por duas curvas Gaussianas (Origin® 8.0) para

estimar o maximo de emisséo de fluorescéncia para cada residuo de triptofano.

3.24 — Andlise de Reversibilidade Quimica

Os ensaios de reversibilidade da LbAhal foi realizado pela técnica de
fluorescéncia, onde a proteina & 2 u mol L™ em tampé&o fosfato de sédio a 25 mmol
L* (pH 7), contendo 1 mmol L™ de B-mercaptoetanol e NaCl & 25 mmol L™ foi
submetida a concentracdo de 1 M e 6 mol L™ de uréia por um periodo de 2 horas.
Em seguida coletou-se os espectros da proteina nativa e das amostras presentes
nas 2 concentra¢cdes do desnaturante. Por fim a amostra submetida a 6 mol L™ de
uréia foi diluida no tamp&o da proteina para 1 mol L™ de uréia e seu espectro
coletado novamente. Os dados foram analisados pelo programa Origin® 8.0.
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4 — RESULTADOS E DISCUSSAO

Esse capitulo tem como objetivo apresentar os resultados referentes aos
experimentos realizados com todas as proteinas que compde este trabalho. Na
primeira parte sdo apresentados os resultados de amplificacdo de DNA, clonagem,
subclonagem e expressao das proteinas LbHsp40l e LbHsp40Il. Na secdo seguinte
deste capitulo e para complementacgdo deste trabalho apresenta-se os resultados da
proteina LbAhal. Na parte referente a esta proteina sdo mostrados os resultados de
expressao, purificacdo e caracterizacdo por técnicas biofisicas tais como dicroismo

circular e fluorescéncia.

4.1 — Pesquisa em bancos de dados para obtencdo das sequUéncias das
LbHsp40 tipo | e tipo 1l

As sequéncias de aminoacidos das proteinas Hsp40 tipo | (NP_014335.1) e
tipo Il (NP_014391.1) da levedura Sacchamomyces cerevisiae foram utilizadas como
modelo para buscar, por identidade e similaridade em bancos de dados do
GenBank, as sequéncias de aminoacidos das proteinas LbHsp40l
(XP_001565604.1) e LbHsp40ll (001569271.1). Alinhamento realizado pelo
programa tBLASTn (Basic Local Alignment Search Tool) entre as sequéncias dos
aminoacidos das proteinas Hsp40 de levedura com as sequéncias de aminoacidos
das Hsp40 de L. braziliensis revelou identidade de 32% e 39% e similaridade de
53% e 54% entre as do tipo | e as do tipo Il respectivamente conforme mostrado nas
Figuras 7 e 8. E a comparacao entre a LbHsp40l e a LbHsp40ll mostrou 28%
identidade e 51% de similaridade. Estas informacdes mostram que as Hsp40 de
parasitas sdo pouco conservadas evolutivamente entre si e também em relacdo as

proteinas modelo.
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FIGURA 6: Alinhamento das sequéncias de aminoécidos da Hsp40 Ydjl de levedura
Np_014335.1 com a sequéncia de aminoacido de Hsp40 do tipo | de L. braziliensis,
XP_001566014.1. Os aminoacidos em vermelhos corresponde o Dominio J, em azul a regido rica em
residuos cisteina e em verde o Dominio C_terminal. A LbHsp40I possui 395 aminoacidos sendo 2
Triptofano, 12 tirosina e 8 fenilalanina com peso molecular de 43820 Da. Os asteriscos representam
aminoacidos idénticos na proteina modelo e na proteina parasitaria, os dois pontos sdo o0s
aminoécidos pertencentes & mesma classe e o ponto se refere a aminoacidos de classes diferentes.
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FIGURA 7: Alinhamento das sequéncias de aminoacidos da Hsp40 Sisl de levedura
Np_014335.1 com a sequéncia de aminoacido de Hsp40 do tipo Il de L. braziliensis,
XP_001569271.1. Os aminoéacidos em vermelho correspondem ao dominio J e em verde o Dominio
C-terminal. A LbHsp40Il tem 341 aminoéacidos sendol4 tirosina e 4 fenilalanina e peso molecular de
37423 kDa. Os asteriscos representam aminoacidos idénticos na proteina modelo e na proteina
parasitaria, os dois pontos sdo os aminoacidos pertencentes a mesma classe e o ponto se refere a
aminodcidos de classes diferentes.
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4.2 — Amplificacdo e determinacdo da concentracdo de DNA das LbHsp40I e
LbHsp40ll

As seqliéncias de DNA correspondentes as proteinas LbHsp40l e LbHsp40ll
foram amplificadas por meio da reacdo em cadeia da polimerase e visualizado num
transluminador apés eletroforese em gel de agarose onde apresentou uma banda
correspondente ao tamanho esperado de 1185 pares de base conforme Figura 8:

(A) (B)

FIGURA 8: Amplificacdo dos DNAs de interesse por PCR. (A): 1-5 amplificagdo do DNA
correspondente a LbHsp40I (1185 pb) em diferentes temperaturas. (B): 1- amplificacdo da LbHsp40ll
(1025pb). MM-Padrao de peso molecular. Gel de agarose 0,8 % corado com brometo de etidio e
visualizado sob luz ultravioleta.

A amplificagdo da LbHsp40I foi feita em um gradiente de temperatura onde
constatou-se amplificacdo positiva em diferentes temperaturas, sendo mais
especifica em 50°C e 56,1°C como se pode observar na figura 9-A. Para LbHsp4O0ll,
apos realizar gradiente de temperatura, constatou-se que a melhor temperatura de

amplificacéo foi de 50°C, figura 9-B.

As bandas das caneletas de 1 a 5 da figura 9-A, (LbHsp40l) foram cortadas e
purificadas como descrito em materiais e métodos. O mesmo foi feito para a
caneleta 1 da figura 9- B correspondente a LbHsp40ll. A quantificacdo foi feita
comparando-se as bandas das respectivas amostras com o padrdo conforme item
2.5 onde se concluiu que a concentracédo foi de aproximadamente 20 ng/uL e 10
ng/uL respectivamente para as LbHsp40Il e LbHsp40Il, conforme se pode inferir na

Figura 9.
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MM1 2

200
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FIGURA 9: Quantificacdo de DNA por comparacdo. MM — padrdo de peso molecular; 1 - DNA
LbHsp40l ; 2 - DNA LbHsp40IIl. Gel de agarose 0,8 % corado com brometo de etidio e visualizado sob
luz ultravioleta.

4.3 — Subclonagem em vetor de expressdao e andlise de restricdo

ApoOs a quantificacdo do DNA correspondentes as proteinas de interesse
estes foram clonados no vetor de propagacdo, pGEM-T (Promega), onde foi
observado o crescimento de colbnias em meio seletivo (resisténcia a ampicilina) e
sem coloragdo azul (sem clivagem do X-gal presente na placa). Das col6nias
crescidas, duas eram referentes ao recombinante pGEM-T:LbHsp40l e uma
referente ao clone pGEM-T:: LbHsp40Il. Estes clones foram crescidos overnight em
meio LB liquido e depois centrifugado. Descartado o sobrenadante, o sedimento foi
purificado com auxilio do kit Wizard Plus SV Minipreps (Promega) e depois
submetido a presenca das enzimas de restricdo Ndel e EcoRlI, durante 4 horas e 2
horas respectivamente,para liberacdo dos respectivos fragmentos codificantes,
(dados n&do mostrados). Purificados, os fragmentos foram subclonados no vetor de

expressdo pET23a, previamente clivado com as mesmas enzimas de restricao.

A subclonagem no vetor de expressao foi confirmada por PCR de colénia
utilizando os oligonucleotideos especificos e por andlise de restricdo com as
enzimas Ndel e EcoRl. A amplificacdo e a liberacdo das bandas de
aproximadamente 1200 pb e 1020 pb (Hpsp40l e Hsp4Oll, respectivamente)

sugerem o sucesso da clonagem conforme se vé nas Figuras 10.
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FIGURA 10: PCR e andlise de restricdo dos recombinantes pET23::LbHsp40l e
PET23::LbHsp40ll com as enzimas Ndel e EcoRI. (A) — PCR dos clones. MM — Padrao de peso
molecular; 1 - PCR do clone pET23::LbHsp40l e 2 - PCR do clone pET23::LbHsp40ll. Reacéo
realizada a 50 °C. (B) Analise de restricao. MM — Padrao de peso molecular; 1 - pET23::LbHsp40l; 2
- pET23::LbHsp40l + Ndel; 3 - pET23::LbHsp40l + EcoR; 4 - pET23::LbHsp40l + Ndel-EcoRlI; 5 -
padrdo de massa molecular; 6 - pET23::LbHsp40Il’; 7 - pET23::.LbHsp40ll + Ndel e 8 -
pET23::LbHsp40Il + EcoRI e pET23::LbHsp40I1l + Ndel-EcoRl.

Baseado nos resultados de PCR e analise de restricdo dos recombinantes de
expressdo partiu-se para a etapa seguinte que foi a expressdo das proteinas de
interesse. Cabe salientar contudo, que outras tentativas de subclonagem foram
feitas no vetor de expressdo pET28a, todavia sem sucesso uma vez que nao se

obteve o crescimento de colbnias recombinantes.

4.4 — Expresséo das proteinas de interesse

A expressdo das proteinas de interesse, LbHsp40l e LbHsp40ll, foram
testadas em diferentes linhagens de E. coli e com diferentes caracteristicas de
inducdo. N&o existe, portanto, um protocolo especifico para a expressdo de
proteinas recombinantes o que torna necessario buscar as melhores condi¢des para
cada proteina. Neste sentido, diferentes cepas, temperatura e tempo de inducéo

foram testados. Abaixo estdo apresentados os resultados mais representativos.

4.5 — Expresséao da proteina LbHsp40I
4.5.1 — Expresséo da LbHsp40l em linhagem de E. coli BL21(DE3)

O plasmideo recombinante pET23a::LbHsp40l quando submetido a presenca
das enzimas que flanqueiam o inserto, liberou um fragmento de aproximadamente

1200 pb confirmando o sucesso da clonagem e portanto a aptiddo do clone para
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expressar a proteina alvo. Assim, teste de expressdo e solubilidade da proteina
LbHsp40I na cepa BL21(DE3) foi realizado, e apos 5 horas de inducdo na presenca
de 0,2 mmol L* de IPTG a 20 °C, ndo se observou quantidade expressiva da
proteina recombinante, de peso 43820 Da, quando comparada com a bactéria nao

induzida, conforme se pode observar na Figura 11.
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FIGURA 11: teste de expresséo e solubilidade da proteina LbHsp40l em E. coli BL21(DE3). 1 -
padrdo de peso molecular em kDa, 2 — ndo induzido, 3 — induzido 4 — sedimento de proteina e 5 —
sobrenadante.

O baixo nivel de expressdo de uma proteina recombinante numa cepa
bacteriana pode ser ocasionado por diversos fatores. Os problemas que mais
contribuem para o baixo nivel de expressao da proteina de interesse € a perda do
plasmideo durante o crescimento da bactéria, instabilidade ou toxidade da proteina
recombinante para o vetor. Outro fator que pode contribuir para o baixo nivel de
expressao é a auséncia nas bactérias de uma protecdo para o RNAm o que faz com
gue este seja rapidamente degradado durante o processo de transcricdo e traducao.
Quanto a estabilidade do RNAm, isso esta intimamente relacionado ao seu tamanho,
assim sendo, quanto maior o tamanho maior serd a sua estabilidade e portanto
maior sera a quantidade de molde para a traducdo da proteina de interesse.
(DABROWSKI, BRILLOWSKA; KUR 1999).

4.5.2 — Expresséo da LbHsp40l em linhagem de E. coli BL21(DE3) pLysS

No teste de expressdo e solubilidade realizado com a cepa E. coli
BL21(DE3)pLysS ndo foi observado quantidade expressiva da proteina

recombinante, todavia foi observado uma coloracdo azul intensa da proteina no gel
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de poliacrilaminda na caneleta correspondente ao precipitado, dando um indicativo
de que quando expressa, a mesma pode ir para corpos de inclusdo, Figura 12. No
experimento de inducao, a célula foi submetida a temperatura de 25 °C na presenca

de 0,2mmol L™ de IPTG durante um tempo de 5 horas.

FIGURA 12: teste de inducédo e solubilidade da proteina LbHsp40l em E. coli BL21(DE3)pLysS.
1 — néo induzido, 2 — induzido, 3 — sedimento de proteina ,4 — sobrenadante e 5 — padrdo de peso
molecular em kDa.

4.5.3 — Expressao da LbHsp40l em linhagem de E. coli BL21(DE3) Codon Plus

RP e testes de reenovelamento

Ap6s algumas tentativas de expressdo ndo muito bem sucedidas nas
bactérias acima apresentadas, utilizou-se cepa BL21(DE3) Cédon Plus RP. Nesta
cepa, o teste foi realizado a 30 °C durante 4 horas na presenca de 0,2 mmol L™ de
IPTG. O resultado, ainda que nédo tdo expressivo, foi a obtencdo da proteina de

interesse.

Apés confirmacdo da expressdo, submeteu-se as células bacterianas ao
processo de lise. Assim, apos adicdo de lisozima e sonicacéo, para rompimento da
parede bacteriana e posterior centrifugacéo, as fracées sollvel e insoltvel foram
analisadas por SDS-PAGE como descrito no item 3.16 em material e métodos. O
resultado indicou a presenca da proteina no precipitado, indicando que a mesma

estava sendo expressa, porém na forma insoluvel, como mostra a Figura 13.
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FIGURA 13: teste de expressdo e solubilidade da proteina LbHsp40l em E. coli BL21(DE3)
Codon Plus RP. 1 — padrdo de peso molecular em kDa, 2 — nado induzido, 3 — induzido, 4 —
sobrenadante e 5 — sedimento de proteina

A expressdo de proteinas em corpos de inclusdo (agregados protéicos
insolaveis) pode ndo ser tdo desvantajosa a primeira vista como parece. Primeiro
porque o produto expresso é menos toxico para a bactéria e depois porque a
proteina obtida desta forma estd em sua maior parte protegida da digestéao
proteolitica o que poderia até facilitar no processo de purificacdo ja que o0s
agregados protéicos insoluveis sédo facilmente isolados por centrifugacao e em geral
sdo formados por agregados parcialmente puros da proteina superexpressa
(SAMBROOK & RUSSEL, 2001). Contudo, o lado negativo desse aspecto é que
nem sempre € possivel conseguir o reenovelamento da proteina nativa a partir dos

corpos de inclusao.

Diante desse resultado e com intuito de melhorar a eficiéncia no nivel de
expressdo e encaminhar o maximo possivel de proteinas para corpos de inclusédo
para depois tentar o reenovelamento, mesmo sabendo que nem sempre isso é
possivel, um novo protocolo de inducédo foi testado para esta mesma cepa. Assim
sendo, ela foi submetida a temperatura de 37 °C durante 5 horas na presenca de 0,2
mmol L* de IPTG. O resultado foi um aumento expressivo na quantidade de
proteinas produzidas, todavia, como esperado, presente principalmente em forma de

agregados insolUveis como se pode observar na Figura 14.
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FIGURA 14: expressao da proteina LbHsp40l em E. coli BL21(DE3) Cddon Plus RP.1 — padréo
de peso molecular em kDa, 2 — n&o induzido, 3 — induzido, 4 — sedimento de proteina e 6 —
sobrenadante.

Com o objetivo de contornar o problema da insolubilidade partiu-se para o
processo de reenovelamento. Assim sendo, apds o rompimento das ceélulas por
sonicacdo e lisozima, descartou-se a fracdo sollvel enquanto a fracdo insollvel,
com a proteina, foi ressuspensa em tampao Tris-HCI e submetida a 3 processos
lavagem em tamp&o Tris-HCI 50 mmol L™ (pH 8,0), KCI 100 mmol L™ e EDTA 5
mmol L? sem adicdo de lisozima, como descrito no item 3.18 em materiais e
meétodos para a eliminacdo de grande parte de proteinas que ndo sao de interesse.
Ao final desse processo ressuspendeu-se a fracdo celular insolivel em tampéo Tris-
HCI 100 mmol L™ (pH 8,0) contendo agente desnaturante guanidina 6 mol L™ para a
solubilizacdo das proteinas de interesse. Sendo a guanidina um composto
desnaturante, ela atua no sentido de desestabilizar a estrutura protéica, provocando
o desenovelamento do precipitado. Assim, ap0s a ressuspensao do precipitado
protéico fez-se a retirada desse composto por didlise para posterior processo de
enovelamento e reconstituicdo da estrutura protéica. O método de enovelamento foi
o da dialise gradual onde solucado protéica foi colocada em membrana de dialise e
mantida sob baixa temperatura em tamp&o contendo fosfato de sédio a 50 mmol L™
e cloreto de s6dio a 100 mmol L™ em pH 7,2 como descrito em materiais e métodos.

O resultado, apés varias tentativas de reenovelamento e alteragdes no
protocolo tais como mudancgas no volume do tampé&o de lavagem (de 25 mL/L de
cultura para 15 mL), no tempo de dialise e no proprio tampéo de lavagem (de Tris-
HCI 50 mmol L™, KCI 100 mmol L* e EDTA 5 mmol L™ para NaPO4 20 mmol L*,
NaCl 20 mmol L™ e B-mercaptoetanol a 1 mmol L) foi a permanéncia da proteina no

precipitado e portanto na forma insolavel, Figura 15.
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1 2 3 4 5 6

FIGURA 15: Ensaio de reenovelamento da proteina LbHsp40l: 1 — Padrao de peso molecular em
kDa, 2 - primeira lavagem, 3 — segunda lavagem, 4 — terceira lavagem, 5 — sobrenadante e 6 —
precipitado das lavagens mostrando a permanéncia da proteina em corpusculos de inclusao.

Os vérios testes de expressdo e diferentes alteragbes no protocolo de
reenovelamento ndo foram suficientes para obtencdo da proteina na sua forma
solavel, o que levantou a possibilidade de haver mutacdes na sequiéncia codificante.
Para dirimir essa davida foi feito o sequenciamento do vetor recombinante de
expressdo pET23a:LbHsp40l onde foi observado que em relacdo ao
oligonucleotideo T7 promoter, oligonucleotideo do vetor, a juncdo inserto-vetor
estava correta e em fase de leitura, entretanto no lado correspondente ao T7
terminator, apesar de estar em fase de leitura, foi observado que na posicédo 769 da
sequéncia original tem um G enquanto na amostra sequienciada tem um A, (dados
ndo mostrado). Essa mutacdo causa a troca do aminoacido GLUTAMATO,
aminoécido acido envolvidos nas ligacdes de metais e pontes salinas, pela LISINA,

aminoacido bésico, flexivel e que pode formar pontes salinas.

O sequenciamento s6 foi realizado apds os varios testes de expressdo e
reenovelamento porgue o laboratorio onde foi desenvolvido este trabalho n&o dispde
de um sequenciador de DNA e o equipamento do Instituto de Fisica de Sao Carlos
(IFSC), colaborador do grupo, estava em manutencéo e, portanto fora de operacao
guando o clone de expresséo foi obtido. Entretanto, cabe ressaltar mais uma vez
gue os testes de expressdo e solubilidade s6 foram realizados ap6s analise do
recombinante por PCR de col6nia e clivagem que mostrou a disposi¢cdo do clone

para expressar a proteina alvo.
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Diante das varias possibilidades de causas da insolubilidade da proteina
LbHsp40l (comentado melhor na secédo 3.13) tem-se ainda essa mutacao que pode

ser uma das causas do ndo reenovelamento da proteina de interesse.

4.6 — Expresséao da proteina LbHsp40ll
4.6.1 — Expresséo da LbHsp40ll em linhagem de E. coli BL21(DE3)

Para dar inicio aos testes de expressao e solubilidade da proteina LbHsp40ll,
fez-se uso de todos os meios disponiveis no Laboratério de Biologia Molecular e
Bioquimica (BMB) para certificar-se de que a ligagéo inseto-vetor foi de fato bem
sucedida. Apds realizar PCR de colbnia e analise de restricdo que confirmaram a
principio o sucesso dessa etapa foi que se partiu concretamente para os testes de

inducéo da proteina.

O primeiro teste de expressdo da proteina recombinante LbHsp4OIl foi
realizado na bactéria E. coli BL21 (DE3) a 25 °C durante 4 horas em 0,2 mmol L™ de
IPTG a 200 rpm. O resultado dessa expressdo nao foi satisfatério e

consequentemente ndo foi detectada nenhuma banda de inducdo em SDS-PAGE

correspondente a proteina de interesse conforme se pode observar na Figura 16.
1 2 3 4 5

FIGURA 16: Andlise de expresséo e solubilidade da proteina LbHsp40Ill em E. coli BL21(DE3). 1
— padrdo de peso molecular em kDa, 2 — ndo induzido, 3 — induzido, 4 — sobrenadante e 5 —
sedimento de proteina.

4.6.2 — Expressao da LbHsp40Il em linhagem de E. coli BL21(DE3) pLysS

A andlise de expressao da proteina de interesse na cepa BL21(DE3) pLysS,

mostrou um baixo nivel de expressdo quando comparada a parte ndo induzido
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conforme Figura 17. Teste de solubilidade feito com o sobrenadante e com o
precipitado celular indicou que a proteina foi principalmente para corpos de incluséo
assim como a recombinante LbHsp40I.

1
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FIGURA 17: Analise de expressédo e solubilidade da proteina LbHsp40Il em E. coli BL21(DE3)
pLysS. 1 — padréao de peso molecular em kDa, 2 — ndo induzido, 3 — induzido, 4 — sobrenadante e 5 —
sedimento de proteina.

Outro fato interessante observado no gel foi que a proteina apresentou um
perfil de migracdo em torno de 29 kDa quando o esperado seria 37423 Da. A
principio acreditou-se que este poderia apresentar um padrao de migracdo alterado
justificando a diferenca. Assim prosseguiu-se com o0s trabalhos, por acreditar,
conforme mostrou a PCR de colbnia e a analise de restricdo, que se trabalhara com

a sequéncia correta da proteina alvo.

Esse teste de expresséo foi realizado com a cepa a 30 °C durante 5 horas
com 0,2 mmol L™ de IPTG a 200 rpm. O aumento da temperatura bem como a
mudanca da célula hospedeira contribuiu ainda que de forma ndo tdo expressiva,
para inducao da proteina LbHsp40Il.

Perante esses resultados e com base na experiéncia obtida junto a expressao
da LbHsp40I na bactéria E. coli BL21(DE3) Codon Plus RP alterou-se novamente o
protocolo e a cepa de expressao visando obter uma maior quantidade de proteinas,

ainda que em corpos de incluséao.
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4.6.3 — Expressao da LbHsp40ll em linhagem de E. coli BL21(DE3) Codon Plus
RP

O resultado do teste de expressdao da proteina LbHsp40Il na bactéria
BL21(DE3) Codon Plus RP foi confirmado pela visualizagcdo em SDS-PAGE(12%) de
uma forte banda de expressdo quando comparada a bactéria ndo induzida. A
migracdo da proteina induzida no gel de poliacrilamida tangenciou a altura de 29
kDa quando o esperado era em torno de 37400 Da. Esse resultado foi 0 mesmo
observado na baixa inducao realizado com cepa anterior. Apds o processo de lise e
centrifugacdo, foi constado, como esperado, que a proteina esta insolavel e
completamente em corpos de inclusdo, segundo Figura 18. Esta analise de inducdo
foi feita a 37 °C com 0,2 mmol L™ de IPTG a 200 rpm.

1 2 3 4 )

FIGURA 18: Analise de expresséo da proteina LbHsp40Il em E. coli BL21(DE3) C6édon Plus RP.
1 — padrédo de peso molecular em kDa, 2 — ndo induzido, 3 — induzido, 4 — sobrenadante e 5 —
sedimento de proteina .

Diante desse resultado partiu-se para o processo de reenovelamento da
proteina recombinante. O resultado apds varias tentativas e altera¢cdes no protocolo
de reenovelamento (como para a LbHsp40Il) foi a presenca da proteina no
precipitado celular e portanto em corpusculos de inclusdo, como se observa na

Figura 19.
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FIGURA 19: Ensaio de reenovelamento da proteina LbHsp40Ill: 1 - Padrdo de peso molecular em
kDa, 2 - primeira lavagem, 3 — segunda lavagem, 4 — terceira lavagem, 5 — sobrenadante e 6 —
precipitado das lavagens mostrando a permanéncia da proteina em corpusculos de inclusao.

Da mesma forma que para a proteina LbHsp40l, o sequenciamento para
analise de possiveis mutacdes na sequéncia da proteina LbHsp40Il so foi realizada
apos varios de testes de inducdo e reenovelamento, isso porque, como ja
comentado antes, o laboratério onde foi realizado este trabalho ndo dispde de um
sequenciador de DNA e na ocasido em que se obteve o recombinante de expresséo,
0 equipamento do IFSC, parceiro do grupo, estava inoperante.

O resultado do sequenciamento do recombinante de inducdo com o0s
iniciadores T7 do vetor, mostrou que em relacdo ao T7 promoter a sequéncia esta
relativamente correta, exceto no inicio que aparecem algumas discordancias em
relacdo a original (dados ndo mostrados), todavia acredita-se que isto possa ser
falha no proprio sequenciamento, ja que falha no inicio € comum. Quanto ao
oligonucleotideo T7 terminator, este apresentou um cédon de terminacdo e em fase
de leitura na posicdo 416 (destacado em vermelho) da sequéncia, Figura 20. A
mutagcdo e a insercdo de um codon de terminacdo na fase de leitura presente
praticamente no meio da sequéncia ndo impediu a expressao da proteina, entretanto
a truncou fazendo com que ela apresentasse um tamanho de aproximadamente 29
kDa conforme observado nos testes de expressao heterologa. Essa mesma mutacao
também foi observada no plasmidio recombinante de propagag¢do o que imperava
reiniciar todo o trabalho fazendo uma nova PCR e descartar todos os resultados até

entdo obtidos para LbHsp4Oll.
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610 620 630 640 650 660
origin AAGAAAATGTTCGAGGTGAAGGTGCTTCCCGGGTACAAAAAAGGCACGAAGATCCGCTTT

sequen AAGAAAATGTTCGAGGTGAAGGTGCTTCCCGGGTACAAAAAAGGCACGAAGATCCGCTTT
190 200 210 220 230 240

670 680 690 700 710 720
origin GAGCGCGAGGGCGGGCGGGTGGAGGGGTACCCGCCAAACGTGCTGGCAGACATGGTCTTT

sequen GAGCGCGAGGGCGGGCGGGTGGAGGGGTACCCGCCAAACGTGCTGGCAGACATGGTCTTT
250 260 270 280 290 300

730 740 750 760 770 780
origin ATCTTGGATGAGCGGCCACACCCACGGTTTGAGCGACGTAACGCTGATCTCCACACCACG

sequen ATCTTGGATGAGCGGCCACACCCACGGTTTGAGCGACGTAACGCTGATCTCCACACCACG
310 320 330 340 350 360

790 800 810 820 830 840
origin TTGCACATCAATCTCAAACAGGCTCTGCTTGGCAGCACAGTATTCGTGAAGGGCATCGAC

sequen TTGCACATCAATCTCAAACAGGCTCTGCTTGGCAGCACAGTATTCGTGTAGGGCATCGAC
370 380 390 400 410 420

850 860 870 880 890 200
origin GGCCAGACGATCTCCTTGCCTCTTAATGGCGTCAGCAAAAGTGGTCGCAAGCTGCGCGTG

sequen GGCCAGACGATCTCCTTGCCTCTTAATGGCGTCAGCAAAAGTGGTCGCAAGCTGCGCGTG
430 440 450 460 470 480

910 920 930 940 950 960
origin TCGGGATCTGGCTTGCCGGATCGCAAGACGAACCGCAAAGGCGATTTGTACGTGACCATT

sequen TCGGGATCTGGCTTGCCGGATCGCAAGACGAACCGCAAAGGCGATTTGTACGTGACCATT
490 500 510 520 530 540

970 980 990 1000 1010
origin GCAGTTGATTTTCCCGACGTGTTGACCGAAGACACGAAACGCTTGATTGAGCAGTGCAA-

sequen GCAGTTGATTTTCCCGACGTGTTGACCGAAGACACGAAACGCTTGATTGAGCAGTGCAAT
550 560 570 580 590 600

1020
origin ATTC--TAG-———— === == - =

sequen AATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAAACGCG
610 620 630 640 650 660

FIGURA 20: Sequenciamento do recombinante de expressdo pET23a::LbHsp40ll com iniciador
T7 terminator do vetor.

Diante dos resultados de insolubilidade obtidos para as duas proteinas,
causados possivelmente pela presenca de mutacfes em suas sequéncias de DNA,
o ideal seria que se reiniciassem todos os trabalhos a partir da clonagem de seus
respectivos DNAs, contudo o tempo para a realizagcdo deste trabalho ja estava
bastante adiantado (18 meses ja tinham passado) o que tornou inviavel reinicia-lo,
pois o tempo de bolsa auxilio para a realizacdo de um trabalho de mestrado sao de
apenas 24 meses, e ha que se considerar ainda que os trabalhos de clonagem e
obtencdo do recombinante de expressdo as vezes levam até 12 meses, fato

observado ao longo deste trabalho. Frente a essa realidade e na busca por
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resultados mais adequados frente ao tempo disponivel (6 meses), partiu-se para um

novo alvo de estudo, a proteina Ahal também de L. braziliensis.

Esta nova proteina foi alvo de estudos de uma aluna de iniciacéo cientifica do
grupo, a qual clonou o DNA e obteve o recombinante de expressao
pET23a::LbAhal. Esta mesma aluna padronizou o protocolo de purificacdo e
calculou o raio de Stokes da proteina por meio da cromatografia de exclusdo
molecular analitica e ainda predisse o conteudo de estrutura secundaria por meio da
técnica de dicroismo circular (SILVA, 2010). Estudos estruturais de baixa resolucéo
visando ampliar o conhecimento acerca desta proteina sdo mostrados logo apos

apresentacao de sua obtencé&o e purificacéo.

4.7 — Discusséo acerca dos resultados para a obtencdo das LbHsp40

Como apresentado no item 1.2 da Introducdo, apesar dos inumeros
beneficios da expressdo heteréloga de proteinas, nhem sempre € possivel obter a
expressdo das proteinas alvo. Outro fator limitante € a producdo das proteinas na
fracdo insolivel ou em corpos de inclusdo. Os motivos para a ndo expressao ou
expressdo em corpos de inclusdo das LbHsp40, os manuais do sistema pET e da
Qiagen (2001) sugerem ainda alguns outros motivos tais como: (1) a proteina alvo
pode ser instavel ou tdxica para a bactéria hospedeira, ou o sistema de expressao
pode ser perdido durante o crescimento da célula; 2) a inducdo de proteinas
heter6logas pode diminuir o crescimento do hospedeiro (ser téxico) comprometendo
a traducdo da proteina alvo; 3) proteinas recombinantes com regides hidrofobicas
frequentemente possuem um efeito toxico sobre o hospedeiro devido a associagao
ou interacdo dessa proteina com o sistema de membrana da bactéria, 4) presenca
de mutacBes como é o caso das sequéncias de LbHsp40 obtidas e 5) codons raros
que sao aqueles cbédons que requerem tRNAs que nao se encontram em
abundancia na célula.

Apesar dessas limitacdes, a bactéria E. coli € o sistema de expressao mais
freqientemente utilizado para obtencdo de proteina recombinante uma vez que este
€ um método rapido e mais barato. As causas acima enumeradas sugerem razdes
gue podem ser evidentes para a proteina LbHsp40ll, entretanto muito pouco

provavelmente explica o ndo reenovelamento da recombinante LbHsp40l.
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4.7 — Expresséo da proteina LbAhal

Para dar continuidade aos estudos de caracterizagdo desta nova proteina
alvo, certificou-se primeiro da integridade do recombinante pET23::Ahal por analise
de sequenciamento, o que confirmou que a juncao inserto-vetor esta correto e em
fase de leitura, descartando portanto qualquer tipo de mutagdo que porventura

pudesse inviabilizar sua caracterizacao.

A expressédo da proteina recombinante LbAhal foi feita utilizando a cepa de
bactéria BL21(DE3)pLysS na presenca de 0,1 mmol L™ de IPTG a temperatura de
30 °C durante 4 horas. Foi possivel observar, ap0s processo de lise e analise em
SDS-PAGE que a maquinaria celular operou corretamente produzindo a proteina
recombinante em larga escala e que a mesma esta presente principalmente na

fracdo solavel do lisado celular, conforme Figura 21.

— —‘.

FIGURA 21: Andlise de expressao e solubilidade da proteina LbAhal em E. coli BL21(DE3)
pLysS. 1 — padréao de peso molecular em kDa, 2 — ndo induzido, 3 — induzido, 4 — sobrenadante e 5 —
sedimento de proteinas

4.8 — Purificagao

Para obter a LbAhal pura ela foi submetida a trés etapas de purificacéo
conforme descrito em materiais e métodos. Primeiramente a proteina foi submetida a
uma cromatografia de troca anidnica onde a mesma por meio de um tampéao A (10
mmol L™ de Tris-HCI e 20 mmol L™ de NaCl em pH 8,0) percolou a coluna e devido a
atracdo eletrostética ficou retida na resina. Em seguida com auxilio de um segundo
tamp&o B (10 mmol L™ deTris-HCI e 500 mmol L™ de NaCl em pH 8,0) ela foi eluida

e coletada para posterior analise em SDS-PAGE. O resultado mostra a proteina livre
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de varios contaminantes, porém ainda impura e carente de outras etapas de

purificacéo, Figura 22.
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FIGURA 22: Andlise da purificacdo por cromatografia de troca anidnica em gel de
poliacrilamida 12 %: 1 — padrdo de peso molecular em kDa, 2 amostra que foi aplicada e 3-7
referem-se as amostras recolhidas apds cromatografia.

Apbés misturar as fragcbes (3-7) provenientes dessa primeira etapa
cromatogréfica e dializa-las overnight contra tamp&o fosfato a 10 mmol L?, uma
outra cromatografia foi realizada utilizando-se uma coluna de afinidade ao Ca?*. O
resultado desse novo processo foi a obtencéo da LbAhal quase pura entretanto a
presencas de uns poucos contaminantes sugeriu uma nova e Ultima etapa

cromatografica, Figura 23.
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FIGURA 23: Anédlise da purificagdo por cromatografia de afinidade ao ca” (CHT) em gel de
poliacrilamida 12 %. 1 - padrdo de peso molecular em kDa, 2 amostra que foi aplicada e 3-4
referem-se as amostras recolhidas ap6s cromatografia.

A Ultima cromatografia, no processo de purificacdo da proteina LbAhal foi a

gel filtracdo. ApOs analise dessa etapa por SDS-PAGE pode-se concluir que a
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proteina encontra-se em alto grau de pureza e, portanto adequada para dar
continuidade aos experimentos, conforme se pode observar na Figura 24.
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FIGURA 24: Anédlise da purificagcdo por cromatografia de gel filtragdo (CEM) em gel de
poliacrilamida 12 %. 1 - padréo de peso molecular em kDa e 2-4 referem-se as amostras purificadas.

A proteina purificada foi dialisada contra tampéo fosfato e concentrada para
aproximadamente 2 mg/mL para o0s experimentos de dicroismo circular e

fluorescéncia.

4.9 — Desenovelamento quimico monitorado pelas técnicas de dicroismo

circular e fluorescéncia
4.9.1 - Dicroismo circular

Os experimentos de CD em geral sdo usados para estimar o conteudo de
estrutura secundaria de uma proteina. Contudo, neste trabalho ele foi usado para
avaliar o comportamento da proteina frente a crescentes concentracfes de uréia
bem como a estabilidade dos diferentes dominios. O conteddo de estrutura
secundaria da LbAhal apresentado em Silva (2010) revelou que esta é constituida
por 20% de a-hélice, 28% de folhas-p antiparalelas, 7% de folhas-f paralelas 15%
de voltas e 30% de estrutura randémica. Um espectro de CD da proteina nativa é
apresentado na Figura 25 onde se pode observar um ombro em 210 nm e um
minimo em 220 nm, o0 que € caracteristico de proteina com essa fracao de estrutura

secundaria.
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FIGURA 25: Espectro de dicroismo circular da LbAhal nativa. A LbAhal foi incubada em tampéo
fosfato de sédio 25 mmol L™ (pH 7,0) contendo 1 mmol L™ de B-mercaptoetanol e NaCl & 25 mmol L™,
A medida foi realizada a 20 °C com a proteina a 250 pyg/mL em cubeta de quartzo com passo 6ético de
1 mm.

A avaliacdo da estabilidade da estrutura secundaria da LbAhal realizado pela
técnica de CD foi feita com os dados coletados do time corse por considerar que as
isotermas obtida por esse tipo de andlise é suficiente para prever o comportamento
da proteina frente ao desnaturante. O agente caotrOpico usado na avaliacdo da
estabilidade das estruturas secundarias foi a uréia e sua concentracao foi variada de
0 a 8 mol L™ enquanto a concentracdo da proteina foi mantida constante a 250

pg/mL.

A analise da isoterma obtida pelos experimentos de CD mostra duas
transicées, sendo uma em 2,9 + 0,2 mol L™ de uréia e a outra em 5,7 + 0,2 mol L™
de uréia como se pode ver na Figura 26. Esse resultado sugere que os dois
dominios da proteina possuem diferente estabilidade e, portanto a presenca de
intermediarios na via de desenovelamento quimico da proteina nas condicbes

estudadas.
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FIGURA 26: Isoterma de desnaturacdo da LbAhal induzida por uréia ap6s duas horas de
incubacdo. A curva foi monitorada a 220 nm e expressa em termos de fragdo de proteinas
desnaturadas em fungdo da concentracdo do agente desnaturante. A proteina foi mantida a uma
concentracado constante de 250 ug/mL enquanto a concentracéo da uréia foi variada de 0 a 8 mol L™.
Isoterma obtida a partir de dois experimentos obtidos individualmente.

4.9.2 — Fluorescéncia

A emissdo de fluorescéncia intrinseca de uma proteina é dominada
principalmente pela contribuicdo dos residuos de triptofano que ela apresenta. Esta
propriedade tem sido largamente empregada para detectar mudancas
conformacionais em sua estrutura terciaria e a micro regido em que se encontram 0s
triptofanos. Assim sendo, um alinhamento entre as sequéncias de aminoacidos da
LbAhal com as sequéncias de aminoacidos da Ahal humana (HsAhal) e de
levedura (yAhal) foi realizada afim de se determinar a posi¢ao relativa em que se

encontram esses aminoécidos cromoéforos, conforme se pode observar na Figura 27.
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FIGURA 27: Alinhamento das sequéncias de aminoacidos LbAhal, HsAhal e yAhal. O
alinhamento das sequéncias de aminoacidos das proteinas LbAhal (cédigo GenBank numero
0i|154335419), HsAhal (gi|6912280) e yAhal (gi|256269991) foi realizado utilizando o programa
ClustalWw (http://align.genome.jp/).

Analisando o alinhamento entre as sequéncias da LbAhal com a sequéncia
da HsAhal observou que estas apresentam 30% e 50% de identidade e
similaridade, respectivamente. Apesar desta identidade relativamente baixa
observou se que a LbAhal e a Ahal humana apresentam um alto niamero de
residuos de triptofanos (9 e 10 respectivamente) sendo que 7 deles ocupam
posicdes conservadas na sequéncia o0 que sugere que estes aminoacidos devam ter
importantes contribuigcbes para a funcionalidade da proteina.

Os residuos de triptofanos da LbAhal, que foram utilizados como sonda para
monitorar o desenovelamento e a estabilidade da proteina, encontram-se
distribuidos nos dois dominios que a proteina apresenta, sendo quatro no N-terminal
e cinco no C-terminal. Diante da quantidade relativamente alta de triptofanos e com

vistas a reproduzir os resultados dos experimentos de CD quanto a integridade e a
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estabilidade da proteina, acreditou-se ser necesséria uma andlise pela técnica de

fluorescéncia.

3.9.2.1 — Espectro de emisséao de fluorescéncia

Analisando os espectros de emissdo de fluorescéncia da LbAhal, com
excitacdo em 280 nm, observa-se que 0S espectros jA& comecam emitindo em
aproximadamente 340 nm 0 que sugere a presenca, ainda que parcialmente, de
triptofanos em contato com o meio. Com o0 aumento da concentracdo de uréia na
solucéo protéica, observa-se um deslocamento progressivo no maximo de emissao
atingindo 350 nm a partir de 6 mol L™ de uréia, como se constata evidenciado na
linha mais escura da Figura 28 do espectro, o que pode indicar a exposicao total dos
triptofanos ao ambiente polar. Este resultado é caracteristico de proteina que sofreu
total desnaturacéo de sua forma, ou seja, os residuos de Trps que antes estavam no
interior do nacleo hidrofébico da proteina agora estdo diretamente em contato com o
solvente ap0s a perda da sua estrutura terciaria causada pela acdo do agente
desnaturante, o que justifica a supressao da sua fluorescéncia.

8000 - —00M——05M
—10M——15M
——20M——25M
—30M——35M
——40M——45M
—50M 55M
= G60M——65M

—70M——75M
—380M

7000 —
6000 —
5000 —
4000 —

3000 —

Fluorescéncia (UA)

2000

1000 -

T T T T T T T T T T T T T
300 320 340 360 380 400 420
Comprimento de onda (nm)

FIGURA 28: Espectro de emissédo de fluorescéncia do Trp da proteina LbAhal. Experimento
realizado com a proteina a uma concentracdo constante de 2 pmol L na presenca de uréia em
diferentes concentracdes (0 a 8 mol L"l) ap6s duas horas de incubacdo e a uma temperatura
constante de 20 °C.
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4.9.2.2 — Intensidade méxima e comprimento de emissdo de onda maxima de

fluorescéncia

A intensidade maxima e o comprimento de onda maximo de fluorescéncia
descreve comportamento dos dois dominios da proteina quando a mesma €

colocada na presenca de diferentes concentracées de uréia.

Pela andalise dos graficos observa-se para a intensidade méxima de
fluorescéncia uma transicdo em 3,4 mol L' de uréia enquanto que para o
comprimento de onda maxima nota-se uma transicdo em 4,9 mol L como mostra a

Figura 29.
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FIGURA 29: Ensaio de desenovelamento quimico da LbAhal induzido por uréia. A) Intensidade
maxima de emissdo de fluorescéncia do Trp da LbAhal e, B) comprimento de onda méxima de
emissdo de fluorescéncia do Trp da proteina LbAhal. Curvas obtidas a partir de dois experimentos
independentes.
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Esses resultados sugerem que em ambas as formas de analise os dominios
sofrem uma Unica transicdo cooperativa. Pela concentracdo relativamente baixa do
agente desnaturante em que ocorre a transicdo monitorada pela intensidade maxima
de emissdo de fluorescéncia, acredita-se que ela possa estar relacionada a um
evento com pouca mudanga na estrutura da proteina e que esta esteja acontecendo
principalmente em um dos dois dominios da proteina que muito provavelmente ja
possui alguns dos seus residuos de triptofanos parcialmente expostos. Quanto a
transicdo observada na curva do comprimento de onda maxima de fluorescéncia,
acredita-se, pela concentracdo de uréia em que se da esse evento, que tenha
ocorrido principalmente em um dominio que tenha seus triptofanos bem escondidos
no nucleo hidrofébico. Esses resultados sugerem que a proteina possui um dominio
com triptofanos parcialmente expostos e outro com esses aminoacidos bem

protegidos do solvente.

4.9.2.3 - Centro de massa espectral

A emissao de fluorescéncia dos triptofanos quando avaliada pelas mudancas
ocorridas no centro de massa espectral, média ponderada dos espectros, mostra um
perfil de desenovelamento semelhante ao observado por CD, Figura 30. A presenca
de duas transicbes também observada aqui corrobora com a idéia de que os dois
dominios da proteina possuem diferentes estabilidades.
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FIGURA 30: Centro de massa espectral do desenovelamento quimico da LbAhal em funcéo da
concentracdo de uréia monitorado por fluorescéncia. Curva obtida a partir de 2 experimentos
independentes.
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Como a emissdo de fluorescéncia fornece uma medida da mudanca da
estrutura terciaria, e a primeira transicdo observada na curva do centro de massa
espectral coincide com o perfil da curva da espectrospolarimetria de CD, acredita-se
gue as modificacdes na estrutura terciaria e secundaria da proteina ocorram que de
forma paralela. Ainda comparando as curvas desse desenovelamento quimico
observa-se que a segunda transicao do centro de massa espectral ocorreu com um
Cm em 5 mol L™ de uréia, enquanto esta, na isoterma de CD, ocorreu com um Cm
de 5,7 mol L™ de uréia. Essa pequena diferenca observada na segunda transicdo
leva-nos a crer que neste segundo dominio, a desnaturacdo da estrutura terciaria
ocorre ligeiramente antes da estrutura secundaria, porém como essa diferenca €
bem pequena acredita-se que esse resultado reforca a idéia de que as
desnaturacdes da estrutura terciaria e secundaria ocorram quase que de forma

simultanea.

Segundo MEYER et al (2004) e LOTZ et al (2002) os dois dominios da
LbAhal tem importancias diferentes no estimulo da atividade ATPé&sica das Hsp90,
sendo o N-terminal o principal responsavel por essa funcdo enquanto o verdadeiro

papel do C-terminal permanece desconhecido.

Um resumo dos dados de concentragdo média de transicdo obtidas pelas
analises de CD e fluorescéncia estao apresentados na tabela 2 abaixo.

Tabela 2: ConcentracGes médias de uréia observada nas transicdes dos respectivos
experimentos de dicroismo circular e fluorescéncia. Cm1, concentragéo média de uréia em mol L’
! para primeira transicdo e Cm2, concentracdo média de uréia em mol L™ para a segunda transicao.

Metodologia Método de andlise Cm1,¢a (MoI/L) Cm2,¢ia (Mol/L)
Dicroismo Circular Isoterma de desnaturacéo 29+0,2 57+0,2
Inten5|dad¢_a M~aX|ma de 3,4+0,3 N&o observado
emissio
Fluorescéncia Comprlmednto de onda maximo N30 observado 49402
e emisséo
Centro de massa espectral 29+0,2 50+0,2

4.10 — Reversibilidade da LbAhal

O ensaio de reversibilidade quimica da proteina LbAhal foi realizado na
presenca de uréia e monitorado pela técnica de fluorescéncia (ver item 2.24 de

material e métodos). Pela andlise do grafico na Figura 31 pode se dizer que o
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desenovelamento quimico da mesma é€ irreversivel, pois o perfil do espectro da
proteina a 6 mol L™ é semelhante ao espectro da mesma amostra protéica quando

esta tem sua concentracdo de uréia diluida para 1 mol L™
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FIGURA 31: Ensaio de reenovelamento quimico dalproteina LbAhal. Experimento realizado com
a proteina a uma concentracéo constante de 2 pmol L™ na presencga de uréia apds duas horas de
incubacgéo e a uma temperatura constante de 20 °C.

4.11 - Consideracdes finais acerca da proteina LbAhal

De maneira geral os experimentos de CD e emissdo intrinseca de
fluorescéncia reportaram comportamentos similares para a mesma proteina em
concentracbes crescentes de uréia. Para os dados de Intensidade Méaxima de
Emissdo de Fluorescéncia que apresenta uma Unica transicdo ocorrendo com Cm
em 3,4 mol L™ de uréia, acredita-se que esta seja uma transicdo cooperativa com
predominancia de participagdo do dominio que tem triptofanos parcialmente
expostos ao solvente. Conforme predito pela estrutura da Figura 32 infere-se que
este dominio seja o N-terminal ja que seus residuos de Trps croméforos encontram-
se ligeiramente expostos ao solvente enquanto os Trps do dominio C-terminal estdo

bem enterrados na estrutura da proteina e, portanto protegidos do solvente.



59
Resultados e discussodes

HsAhal
- 1X53

| N-Terminal | C-Terminal l

1 153 351

FIGURA 32: Estrutura Geral da Ahal. Estrutura dos dominios N-terminal e C-terminal da Ahal,
sendo o primeiro da proteina de levedura (yAhal) e o segundo da proteina humana (HsAhal). Em
ambos os dominios encontram-se em destaque (em verde) os triptofanos que possuem posi¢do
conservada na estrutura da LbAhal e, em lilas, est4d destacada a localizagdo de um triptofano
existente na LbAhal mas que nao existe na yAhal.

Quanto ao comprimento de onda maximo de emissdo de fluorescéncia
observa-se uma transicdo com Cm em 4,9 mol L™ de uréia o que também sugere
uma transicdo cooperativa, entretanto como este evento ocorre com uma
concentracdo de uréia maior do que o anterior, acredita-se que os cromoforos do
dominio C-terminal tém uma participacdo mais efetiva na emisséo deste sinal, o que

sugere diferentes estabilidade para os dois dominios da proteina.

Na isoterma do desenovelamento quimico acompanhado por CD e na curva
do centro de massa espectral da fluorescéncia distingue-se claramente duas
transicdes o que confirma as diferentes estabilidades para os dois dominios da
proteina. Na primeira transicdo observou-se um Cm de 2,9 mol L™ de uréia para
ambas as técnicas, entretanto, a segunda transicdo apresentou Cms em 5,7 mol L™
e 5,0 mol L™ de uréia para CD e fluorescéncia, respectivamente. A partir da Gltima
figura apresentada pode se inferir que a primeira e a segunda transicdo é devida
principalmente aos dominios N e C-terminal, respectivamente, e que estes sdo
relativamente independentes por apresentarem diferentes estabilidades quimicas

frente as concentracdes distintas de uréia.
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5 — CONCLUSOES

Os DNAs das proteinas LbHsp40l e LbHsp40Il foram clonados em vetores de
expressao e as proteinas expressas em corpos de inclusdo e ndo responderam ao
processo de solubilizacdo e reenovelamento. Ambos o0s clones recombinantes
apresentam mutacfes em suas sequéncias de DNA o que pode ter dificultado a
solubilidade das proteinas expressas a partir deles. A LbHsp40l apresentou a troca
do aminoacido glutamato pela lisina enquanto que a LbHsp40ll apresentou um
cédon de terminacdo no meio da sua sequéncia resultando na expressdo de uma
proteina truncada que pode ter sido a causa da expressao em corpos de inclusao.

A proteina LbAhal foi expressa no sobrenadante possibilitando a sua
purificacdo. A analise dos dados de desenovelamento quimica acompanhados por
fluorescéncia e dicroismo circular mostrou que os seus dois dominios preditos
apresentam diferentes estabilidades.

Os resultados referentes as LbHsp40 ndo foram satisfatorios e novos estudos
precisam ser realizados a fim de dirimir as duvidas sobre o fato das mutacfes serem
as causas da insolubilidade. Quanto a LbAhal os resultados obtidos foram bons,
entretanto mais estudos sado necessarios como a interagcdo com a Hsp90 a fim de
compreender melhor seu mecanismo de acdo e sua importancia dentro do sistema

chaperone.
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