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RESUMO

A Leishmaniose € uma doenca infecciosa causada por protozoarios flagelados do
género Leishmania. Os parasitas como a Leishmania braziliensis, sofrem varias mudancas
morfologicas durante seu ciclo de vida, incluindo a troca de organismo hospedeiro. Durante
essas mudancas, proteinas de choque térmico ou chaperones moleculares, como, por
exemplo, a Hsp70, sdo expressas em grande quantidade. A funcéo da Hsp70 é auxiliar no
processo de enovelamento protéico, no transporte de proteinas entre as membranas e em
muitas outras importantes fungbes celulares. A Hsp70 é auxiliada por varias proteinas
denominadas como co-chaperone e a Hepl (do inglés Hsp70-escort protein 1) € uma
delas. Essa co-chaperone tem seu papel descrito principalmente em mitocdndrias como
estabilizadoras da Hsp70 capazes de prevenir a sua agregacao. O objetivo deste trabalho
foi clonar, expressar, purificar e caracterizar as proteinas Hsp70 e Hepl de L. braziliensis
(LbHsp70 e LbHep1l). Os ensaios preliminares mostraram que a LbHsp70 foi expressa de
forma insoltvel, sendo necessario expressar a proteina em corpos de inclusdo para
tentativas de reenovelamento, afim de obter a mesma na fragdo solavel. Apesar da
LbHsp70 se apresentar na fracdo soluvel apGs o reenovelamento, a mesma foi purificada
como agregado. Ainda na tentativa de obter a LbHsp70 na forma solavel, a mesma foi co-
expressa com a LbHepl (expressa na forma soltvel), porém a LbHsp70 continuou na
fracdo insolivel do lisado bacteriano. Como a LbHepl ndo apresentou a atividade
esperada quando co-expressa com a LbHsp70 citoplasmatica, foram feitos ensaios de co-
expressdo da LbHepl com a Hsp70 mitocondrial humana, que é heterologamente
expressa na forma de agregados, com o intuito de confirmar a atividade estabilizadora das
Hepl sobre as Hsp70 mitocondriais. Este experimento possibilitou a obtencdo de ambas
proteinas na fracdo sollvel, de acordo com dados apresentados na literatura para este
sistema em outros organismos. Uma vez mostrada a funcionalidade da LbHepl, foi feita a
caracterizacdo desta proteina por métodos biofisicos como dicroismo circular,
espectrometria de fluorescéncia, cromatografia de exclusdo molecular analitica e
ultracentrifugacdo analitica. Os experimentos mostraram que a LbHepl apresenta
estrutura secundaria composta principalmente de folhas-B pregueadas e que o Unico
triptofano esta parcialmente exposto ao solvente. As andlises hidrodinamicas mostraram
gue a LbHepl é assimétrica e em equilibrio entre monémeros e dimeros. Por fim, dados de

ultracentrifugacéo analitica indicam que a LbHepl esta em equilibrio monémero-dimero.



ABSTRACT

Leishmaniasis is an infectious disease caused by flagellate protozoa of the genus
Leishmania. The parasites such as Leishmania braziliensis undergo various morphological
changes during its life cycle, including the exchange of the host organism. During these
changes, heat shock proteins or molecular chaperones like Hsp70, for example, are
expressed in large amounts. The function of Hsp70 is to assist in the process of protein
folding, protein transport between the membranes and many other important cellular
functions. The Hsp70 is assisted by several proteins called co-chaperones and the Hsp70-
escort protein (Hepl) is one of them. This co-chaperone has been described based on its
role as a stabilizer of mitochondrial Hsp70 preventing their aggregation. The objective of
this study was to clone, express, purify and characterize the Hsp70 and Hepl ortologues of
Leishmania braziliensis (LbHsp70 and LbHepl). The preliminary tests showed that
LbHsp70 was expressed in the insoluble form, being necessary to express the protein in
inclusion bodies to attempt its refolding in order to get it in the soluble fraction. Despite
LbHsp70 was obtained in the soluble fraction after refolding, it was purified as aggregates.
Still trying to get the LbHsp70 in the soluble form, it was co-expressed with LbHep1l (always
expressed in the soluble form), but LbHsp70 remained in the insoluble fraction of the
bacterial lysate. As LbHepl showed no expected activity when co-expressed with LbHsp70,
which is citoplasmatic, we tested if LoHepl was able to act on human mitochondrial Hsp70
which is expressed as aggregates in bacterial heterologous systems. Then, we co-
expressed LbHepl with human mitochondrial Hsp70 which allowed obtaining both proteins
in the soluble fraction, in according to data presented in the literature. Once the functionality
of LbHepl was showed, we characterize this protein by biophysical methods such as
circular dichroism, fluorescence spectrometry, molecular exclusion chromatography and
analytical ultracentrifugation analysis. The experiments showed that the secondary
structure features LbHepl composed mainly of B-sheets and that the only tryptophan is
partially exposed to solvent. Hydrodynamic analysis showed that the protein is asymmetric
and in equilibrium between monomers and dimers. Finally, analytical ultracentrifugation

data indicate that LbHepl is a system in equilibrium monomer-dimer.
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Introdugdo

1. INTRODUCAO

1.1.Leishmaniose

As leishmanioses s@o causadas por protozodrios flagelados do género Leishmania,
transmitidos principalmente pela picada das fémeas dos insetos Lutzomyia migonei, L.
fischerie e L. whitmani, na regido Sudeste do Brasil (HERWALDT, 1999; WHO, 2011). S&o
catalogados atualmente mais de 500 espécies de insetos flebotomineos, porém é
conhecido que somente cerca de 30 destas espécies sdo capazes de transmitir a
leishmaniose (NEVES, 2000).

Os parasitas do género Leishmania ao invadirem o hospedeiro mamifero, infectam e
causam a lise de macrofagos, que geralmente sdo encontradas no tecido conjuntivo, no
qgual estes parasitas causam grande destruicdo (SANTOS, COUTINHO et al., 2008). A
leishmaniose afeta cerca de 12 milhGes de pessoas em todo o mundo e esta presente em
88 paises. Por ano estima-se que ocorra 1 a 2 milhdes de novos infectados pela doenca
em todo o mundo.

O ciclo de vida dos parasitos do género Leishmania é constituido por dois estagios:
um chamado promastigota flagelado extracelular e o outro chamado amastigota
intracelular, os quais podem ser discriminados morfologicamente como demonstra a Figura
1. O inseto vetor inicia o ciclo de vida ao se alimentar de sangue de mamifero infectado,
como roedores, cachorros ou o0 homem. Dentro do intestino do inseto ocorrem Varios
estagios de desenvolvimento das formas promastigotas, apos se proliferarem, sendo entdo
transmitidas ao homem no ato da picada. Apds sua entrada no mamifero hospedeiro, 0s
macréfagos rapidamente fagocitam as formas promastigotas. No interior do macréfago o
parasito passa por diferenciacdo para o estado amastigota (LEIFSO, COHEN-FREUE et
al., 2007). Os macr6fagos entdo se rompem, liberando as formas amastigotas que infectam
outras células incluindo novos macrofagos. Assim, quando o inseto pica o mamifero
infectado, ingere macrofagos contendo formas amastigotas do parasito, que no intestino do
flebotomineos se diferenciam em promastigotas, completando o ciclo de vida do parasito
(Figura 1).
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Figura 1. Ciclo de vida do parasito Leishmania. Figura adaptada de
http://dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/Leishmaniasis.htm.

A leishmaniose apresenta diferentes formas clinicas: leishmaniose cutania (LC), a
forma mais comum da doenca, caracterizada por Ulceras Unicas ou multiplas na pele,
especificamente no rosto, braco e pernas, deixando cicatrizes permanentes; leishmaniose
muco-cutanea (LMC), que causa Ulceras na pele causando lesbes destrutivas na mucosa
e cartilagens, sendo as regibes mais afetadas o nariz, faringe, boca e laringe;
leishmaniose cuténea difusa (LCD), caracterizada pela formacéo de lesbes difusas néo
ulceradas por toda a pele. Essa é a forma mais dificil de tratar, pois produzem lesbes
cronicas e progressivas por toda vida do paciente, ndo respondendo aos tratamentos
convencionais; e leishmaniose visceral (LV), também chamada de calazar, é a forma
mais agressiva da doenca, sendo fatal quando nao tratada. Os principais sintomas
relacionados com a calazar € a hipertrofia do baco e figado, febre, anemia e perda de peso
(NEVES, 2000).

A LMC tem como agente etiologico a Leishmania braziliensis. Um dos aspectos
mais tipicos da doenca causada pela L. braziliensis é a frequéncia com que o parasito
produz novas lesbes (lesGes destrutivas secundarias envolvendo mucosas e cartilagens),

meses ou anos apos a lesao inicial primaria. Cerca de 70% dos casos com lesdo de
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mucosa aparecem dentro dos primeiros cinco anos apés a lesdo cutanea primaria.
Atualmente a LMC nas Américas esta presente principalmente nos paises localizados
entre os tropicos.

Atualmente, o tratamento para a LMC é realizado com farmacos desenvolvidos na
década de 40, como a glucantima e a pentamidina, mas com consideravel sucesso
(AMATO, TUON et al.,, 2007; GONZALEZ, PINART et al., 2009). No entanto, novos
farmacos tém sido desenvolvidos, com menor indice de efeitos colaterais e contra-
indicacdes, mas sem um ensaio padronizado aleatério para confirmar a eficiéncia. Esse
panorama tem promovido, ndo s6 um grande numero de publicacdes de estudos de caso,
mas também tratamentos que ndo sdo baseados em evidéncias. Essa abordagem
populariza tratamentos que podem ser indteis para o publico, pacientes, instituicoes
educacionais e centro de treinamento médicos. Infelizmente, poucos estudos tém poder
estatistico para determinar um tratamento ideal para a LMC, e uma grande parte destes é
projetada para encontrar doses apropriadas dos farmacos em teste (AMATO, TUON et al.,
2007).

Assim, faz-se necessario o estudo de proteinas relacionadas com a leishmaniose,
uma vez que a caracterizacéo e validacdo de novos alvos terapéuticos se torna importante
para o desenvolvimento de futuros farmacos contra a doenca devido a ineficiéncia e

limitada forma atual de tratamento da leishmaniose.

1.2.Chaperonas Moleculares

A funcdo de uma proteina depende da estrutura nativa obtida a partir de sua
sequéncia de aminoacidos por um processo denominado de enovelamento protéico
(JAENICKE, 1999). Entretanto, algumas proteinas podem interagir umas com as outras em
condicBes de estresse (alta concentracdo ou choque térmico), através de regides
hidrofébicas expostas e formar agregados proté€icos, que tendem a precipitar in vivo e in
vitro (BEISSINGER e BUCHNER, 1998). As células tém desenvolvido, durante a evolucéao,
mecanismos de prevencdo e controle de qualidade para evitar a agregagdo de proteinas
como a sintese de proteinas de choque térmico (Hsp do inglés Heat Shock Proteins) e/ou
chaperonas moleculares. As chaperonas moleculares e seus mecanismos de regulacao
tém sido considerados bons alvos terapéuticos para tratamentos de diversos tipos de
doencas (WESTERHEIDE e MORIMOTO, 2005).
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As Hsps pertencem a varias familias que sdo classificadas de acordo com sua
massa molecular mensurada em kilodalton (kDa), como por exemplo as pequenas Hsp
(smHsp), Hsp60, Hsp70, Hsp90 e Hsp100 (NEUER, 2000; BORGES e RAMOS, 2005). As
Hsp receberam esse nome, pois em sua descoberta acreditava-se que eram
preferencialmente expressas sob condi¢des de estresse térmico.

Essa classe de proteinas auxilia 0 enovelamento e mantém a funcdo de outras
proteinas. Atuam na prevencao da agregacao, transporte de proteinas por membranas, em
vias de degradacgédo de proteinas, entre outro (MAYER, BREHMER et al., 2001; HARTL e
HAYER-HARTL, 2002; WEGELE, MULLER et al., 2004). O enovelamento incorreto ou
formacgéo de agregados protéicos induz a morte celular e causas doengas degenerativas
como mal de Huntington, Alzheimer, esclerose amiotropica lateral e mal de Parkinson
(HISHIYA e TAKAYAMA, 2008).

Chaperonas moleculares fazem o reconhecimento de estruturas n&o nativas pela
identificagcdo de regibes hidrofébicas expostas nas mesmas. Desta forma, ela atua se
ligando a essas regides, evitando que as mesmas realizem interacbes intra e
intermoleculares incorretas, o que levaria, por exemplo, a agregacao (HARTL, 1996).

O enovelamento estavel para se iniciar corretamente, requer pelo menos o
polipeptideo linear completo de um dominio da proteina. Como o C-terminal (~30
aminoacidos) esta estruturalmente coberto pelo ribossomo durante a sua sintese, a cadeia
nascente deve permancer desenovelada até que o dominio inteiro seja traduzido. Um inicio
de enovelamento nessa etapa pode levar a formacao de estruturas secundarias instaveis.
Desta forma, células em crescimento precisam manter a grande populacdo de cadeias
nascentes, particularmente sensiveis a agregacdo, em uma conformacao susceptivel ao
enovelamento. Isso € alcancado pela ligacdo de chaperones durante a construcdo dos
polipeptideos (HARTL, 1996).

Na tentativa de desenvolver novas formas de controle de doencas como malaria,
leishmaniase e Doencas de Chagas, foram feitos o sequenciamento dos genomas de
alguns destes agentes etioldgicos como Leishmania major (IVENS, PEACOCK et al.,
2005), Trypanossama cruzi (EL-SAYED, MYLER et al.,, 2005), Plasmodium falciparum
(HALL, PAIN et al., 2002) entre outros. Devido a grande importancia das chaperonas no
processo de enovelamento das proteinas in vivo, foram localizados nestes genomas,
genes codificantes para as varias chaperonas moleculares (ACHARYA, KUMAR et al.,

2007), ressaltando assim, a relevancia de estudar tais proteinas destes microorganismos,
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uma vez que poucos estudos estruturais e funcionais tém sido desenvolvidos com
proteinas destes microorganismos (PAVITHRA, BANUMATHY et al., 2004; PAVITHRA,
KUMAR et al., 2007).

1.3.Sistema Hsp70

Dentre as varias chaperonas moleculares, esta a proteina de choque térmico de 70
kDa (Hsp70) que tem posicdo de destaque, pois desempenha funcdes essenciais no
metabolismo de proteinas. As Hsp70 agem como pivo, recebendo e distribuindo proteinas
desenoveladas (ou substratos) entre as demais chaperonas moleculares (BORGES e
RAMOS, 2005). O sistema Hsp70 e suas co-chaperonas (Hsp40 e fatores de troca de
nucleotideos) formam uma das familias de chaperonas moleculares mais importantes,
participando de funcBes essenciais para o metabolismo protéico (DA SILVA e BORGES,
2011). Elas estdo envolvidas no enovelamento de proteinas pela ligacdo a polipeptidios
recém-sintetizados auxiliando seu enovelamento, na prevencado da agregacao induzida por
diferentes tipos de estresses e na recuperacdo de proteinas de agregados (MAYER,
BREHMER et al., 2001; WEGELE, MULLER et al., 2004).

Além das funcbBes previamente citadas, as Hsp70 estdo envolvidas em outras
funcbes, nas quais o enovelamento de proteinas ndo estd necessariamente envolvido,
como o transporte de proteinas por membranas para a degradacdo protéica, na
estabilizacdo de fatores de transcricdo celular, entre outras (HARTL e HAYER-HARTL,
2002; WEGELE, MULLER et al., 2004).

Os protozoarios Tritryps, como a L. brasiliensis, sofrem varias mudancas
morfolégicas durante seu ciclo de vida, incluindo o processo de troca de organismo
hospedeiro (inseto vetor e 0 mamifero hospedeiro). Durante essas mudancas, proteinas de
choque térmico, como, por exemplo, a Hsp70 sdo expressas em grande quantidade, um
indicio de que sdo fundamentais para modificacbes morfolégicas do parasita (LOUW,
LUDEWIG et al., 2010).

As Hsp70 apresentam massa molecular de aproximadamente 70 kDa e pode ser
separada em dois dominios: dominio de ligacdo do nucleotideo (DLN) e dominio de ligacédo
do substrato (DLS). O DLN apresenta uma regidao N-terminal, com cerca de 45 kDa, o qual
apresenta fraca atividade ATPase (Figura 2). Este € ligado ao dominio de ligacdo do
substrato (DLS) de massa molecular de 25 kDa, onde o substrato se liga efetivamente.

Estes dois dominios sdo interligados por uma ponte de cerca de oito residuos de
5
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aminoacidos, sendo quatro residuos de leucina sequenciais. O DLS é subdividido em uma
regido (concha) contendo predominantemente fitas-f, onde se localiza o sitio de ligagédo do
substrato, e uma longa hélice-a, que funciona como uma tampa, prendendo o substrato a
concha. E importante ressaltar o carater monomérico das Hsp70, que difere das demais
chaperonas, que sao oligoméricas. As diferentes funcbes desenvolvidas pelas Hsp70 séo
resultado do mecanismo alostérico heterotrdpico bidirecional entre o dominio DLN e DLS
(DA SILVA e BORGES, 2011).

Os nucleotideos ATP e ADP induzem mudancas conformacionais no DLN, que séo
transmitidos para o DLS. Por outro lado, a ligagdo de um polipeptideo no DLS também
induz mudangas conformacionais no sentido inverso. Quando o ATP se encontra ligado ao
DLN, os dominios encontram-se acoplados uns aos outros, ao contrario de quando o ADP
estd ligado. O resultado final desta troca de informacdes entre os dominios é uma
mudanc¢a na constante de associacdo e dissociacdo do substrato no DLS. A ligacdo do
ATP induz mudancas conformacional no DLS que resultam em um aumento na taxa de
troca do substrato, indicando um afastamento da tampa em relacédo a concha. O substrato
se liga a esse sistema preferencialmente quando o ADP esté ligado ao DLN ou ndo existe
nenhum nucleotideo ligado a este dominio (DA SILVA e BORGES, 2011).

As Hsp70 sdo capazes de se ligar a polipeptideos contendo de 5 a 8 aminoacidos
hidrofébicos em sequéncia. A cadeia principal desses aminoacidos faz ligacdes de
hidrogénio com o sitio de ligacdo do substrato enquanto a cadeia lateral hidrofébica ocupa
uma cavidade hidrofébica no mesmo sitio. Como dito anteriormente a afinidade do DLS
pelo substrato é diretamente influenciada pelo nucleotideo ligado ao DLN. A ligacao do
substrato ao DLS induz hidrélise do ATP no DLN sugerindo um alosterismo reciproco entre
os dois dominios (Figura 2) (DA SILVA e BORGES, 2011).
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Figura 2: Ciclo do mecanismo da Hsp70. llustracdo de seu comportamento alostérico adaptada
de DA SILVA, K. P.; BORGES, J. C. (2011).

1.4.Hepl

Dentre as varias co-chaperonas moleculares da Hsp70, destaca-se a Hepl (do
inglés Hsp70-escort protein 1). A Hepl tem sido apontada como essencial para a
manutencado da solubilidade e da funcdo das Hsp70 mitocondriais (mtHsp70), pelo menos
em levedura e humano (BURRI, VASCOTTO et al., 2004).

A Hepl, também denominada de motivo dedo de zinco (ZIM17) ou translocase de
membrana interna mitocondrial (TIM15), é caracterizada pela presenca de zinc-finger,
essencial para a sua funcado. Esse dedo de zinco é caracterizado nessa proteina por quatro
residuos de cisteina que coordenam um ion de zinco, formando uma estrutura tetraédrica.
O zinco foi mostrado como tendo um papel estrutural importante para a atividade da
proteina, sendo que a sua retirada leva a uma desestruturacdo e inativagdo da mesma
(MOMOSE, OHSHIMA et al., 2007; ZHAI, STANWORTH et al., 2008).

Atualmente existe somente uma estrutura tridimensional de proteinas do tipo Hepl
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magneética nuclear (RMN) (MOMOSE, OHSHIMA et al., 2007). Essa estrutura de RMN
mostrou o nucleo da proteina no formato de um L com o Zinc-finger em uma das pontas
(MOMOSE, OHSHIMA et al., 2007). Devido ao fato de o N-terminal dessa proteina ser
bastante flexivel e desestruturado, essa regido foi retirada por mutacdo durante os ensaios,
de modo que a estrutura da proteina com todos os aminoacidos continua desconhecida.
Testes in vivo mostram que a yHepl, sem esses aminoacidos, apresentam-se ativa e
funcional, sem perda de atividade quando comparado com a atividade da proteina
selvagem.

A mtHsp70, em mamiferos, também € conhecida como mortalina, nomenclatura esta
que se deve ao fato desta proteina ter sua atividade associada a morte celular e
senescéncia em células de rato, quando descrita pela primeira vez em sistemas in vivo
(WADHWA, KAUL et al., 1993). Neste estudo foi observada a presenca da mortalina tipo 1
(MOT1) no lisado celular. Estudos subsequentes demonstraram a existéncia da mortalina
tipo 2 (MOT2), que exibe mutacdo de dois aminoacidos em relagdo a MOT1, suficiente
para ter sua funcdo associada a imortalidade das células. No ser humano, a mortalina
encontrada tem a sua funcdo descrita semelhante a MOT2, ndo sendo observada a
presenca da MOT1 (KAUL, DEOCARIS et al., 2007).

A mtHsp70 é de grande interesse cientifico por estar relacionada com um possivel
alvo para o tratamento do cancer (SOTI, 2000), pelo fato de esta proteina estar envolvida
em diversos processos celulares. Alguns estudos apontam que as mesmas podem estar
envolvidas no desenvolvimento de doengas como mal de Parkinson e Alzheimer, as quais
estdo relacionadas com agregacao de proteinas no interior das células (SOTI, 2002; KAUL,
DEOCARIS et al., 2007).

A mtHsp70 possui, dentre outras, a funcdo de importacdo de proteinas para o
interior da mitocéndria, geracdo de energia para o processo de importacdo e auxilio no
reenovelamento de proteinas (BURRI, VASCOTTO et al., 2004). A maioria das proteinas
mitocondriais € sintetizada no citosol onde, o0s polipeptideos hidrofébicos devem
permanecer desenovelados ou parcialmente enovelados, para atravessar as membranas
gue constitui a mitocondria e sO posteriormente alcancar sua estrutura final enovelada, ja
no interior da mitocéndria (YAMAMOTO, MOMOSE et al., 2005).

A mitocondria possui duas membranas (membrana externa e membrana interna),
gue divide a organela em quatro compartimentos diferentes: membrana externa, espaco

inter-membrana, membrana interna e matriz, onde cada um destes espac¢os possui seu
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préprio conjunto de proteinas (BOHNERT, PFANNER et al., 2007). O portdo de entrada
inicial para praticamente todas as proteinas mitocondriais é o translocase de membrana
externa (complexo TOM). A partir dai, a proteina de entrada pode ir para outras
maquinarias de transporte como o complexo importador e montador para espaco
intermembrana mitocondrial (MIA), translocador de membrana interna (TIM23, TIM22),
motor associado a translocase de pré-sequéncia (PAM), e maquinaria de ordenamento e
montagem (SAM).

Proteinas de membrana com mudltiplas sequéncias-sinal interna, como carreadores
de metabdlitos, sdo transferidas do complexo TOM, com ajuda do complexo de
chaperonas TIM para o complexo TIM23, também denominado translocador de
carreadores, que € responsavel por integrar essas proteinas na membrana interna
(BOHNERT, PFANNER et al., 2007).

A grande maioria das proteinas portadoras de pre-sequéncias sdo importadas
através da membrana interna para a matriz. Assim que a pre-proteina € separada da
TOM22 com ajuda da proteina 21 do complexo TIM (Tim21), é inserida no canal formado
pela proteina 23 do mesmo complexo (Tim23). A travessia pela membrana € dependente
de uma associacdo com um motor movido a ATP, denominado complexo PAM, cujo
componente central € a mtHsp70, responsavel por transportar pre-proteinas para a matriz
mitocondrial as custas de hidrélise de ATP.

Como se trata de um processo de elevado custo energético, € necessario que esse
processo seja regulado por um grande numero de proteinas regulatérias, neste caso,
também denominadas de co-chaperonas. Algumas dessas co-chaperonas séo
denominadas fatores de troca de nucleotideos da mtHsp70, como a Mgel, proteina
encontrada na matriz da mitocondria. Além dessa, existe também a Pam18 que foi mais
tarde reconhecida como uma estimulante da atividade ATPasica da mtHsp70, e é regulada
pela presenca da Pam16, com a qual forma complexo e se torna inativa. A proteina Hepl
(Zim17/Tim15) também foi proposta que estivesse envolvida diretamente na importacéo de
proteinas para a matriz, porém dois estudos subsequentes (SICHTING, MOKRANJAC et
al., 2005; SZKLARZ, GUIARD et al., 2005) mostraram que essa proteina age indiretamente
nesse processo, na prevencao de agregacao da mtHsp70.

E sabido que na mitocondria das células que sdo deficientes em Hepl ocorre o
acumulo de agregados insoluveis de mtHsp70. Assim, pode-se dizer que a Hepl atua

como uma chaperona de uma chaperona molecular, sendo necesséria e suficiente para
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prevenir a auto agregacdo e, assim, manter a funcdo das chaperonas mtHsp70
(SICHTING, MOKRANJAC et al., 2005). No entanto, h& controvérsia com relacdo a real
localidade dessa interacdo entre as duas proteinas. Alguns estudos citam que a Hepl
interage com o DLN em qualquer um dos estados conformacionais da mtHsp70, com ou
sem nucleotideo ligado, em especial na auséncia de nucleotideo, (conformacgdo na qual
existe uma alta tendéncia de agregacao) (MOMOSE, OHSHIMA et al., 2007)(ZHAI,
STANWORTH et al., 2008), inibindo assim, a agregacao da mtHsp70 tanto in vitro como in
vivo. Essa interagdo ocorre por meio do arco menor (interno) do L, que possui dois
residuos carregados positivamente, nas proximidades do dedo de zinco (MOMOSE,
OHSHIMA et al., 2007).

Porém, outros autores enfatizam a importancia do linker da mtHsp70 que liga os
dois dominios (DLN ao DLS). Esse linker executa um importante papel na comunicacao
dos dois dominios, como exercer efeitos no DLN estimulando a atividade ATPasica. Além
disso, essa interacdo do linker com o dominio DLN induz a mtHsp70 a uma conformacao
susceptivel a agregacao proteica, sendo com essa conformacdo que a Hepl interagiria
prevenindo assim a agregacao da mtHsp70 (BLAMOWSKA, SICHTING et al., 2010).
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2. OBJETIVOS

Baseando-se na pouca eficiéncia dos tratamentos atuais para a Leishmaniose, faz-
se necessario 0 estudo de proteinas relacionadas com esta doenca, uma vez que a
caracterizacdo e validacdo de novos alvos terapéuticos se torna importante para o
desenvolvimento de futuros farmacos contra a doenca devido a ineficiéncia e limitada

forma atual de tratamento da leishmaniose. Assim os objetivos propostos foram:

i) Clonar o DNA das chaperonas moleculares Hsp70 e Hepl de L. braziliensis a
partir do DNA gendmico (gDNA) em vetores de expresséo;

i) Expressar heterologamente e purificar as chaperonas moleculares LbHsp70 e
LbHep1,;

iii)  Avaliar as propriedades de estrutura secundaria e terciaria da proteina
LbHsp70 e da LbHepl através das técnicas de dicroismo circular,
fluorescéncia e cromatografia de exclusdo molecular;

iv) Avaliar a funcionalidade da LbHepl em solubilizar e estabilizar a LbHsp70 e a

mortalina
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1.Bioinforméatica

As ferramentas de bioinformatica foram usadas para identificar a sequéncia de DNA
molde para as proteinas de interesse, dentre elas o banco de dados GenBank do NCBI
(National Center of Biotechnology Information) e o BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool). Para selecionar as sequéncias de DNA das proteinas alvo do projeto, foi feito um
alinhamento entre as sequéncias de DNA dos parasitas de L. braziliensis e as
correspondentes em humanos, utilizando a ferramenta de bioinformatica LALIGN para
avaliar a identidade entre diferentes sequéncias de aminoacidos. Para calcular o
coeficiente de absortividade e algumas propriedades fisico-quimica das proteinas em
estudo, foi utilizado a sequéncia de aminoacidos das proteinas pelo programa ProtParam

Tool (ca.expasy.org/tools/protparam.html).

3.2.DNA gendmico(gDNA)

O gDNA de L. braziliensis foi gentilmente fornecido pela Profa. Dra. Angela Kaysel
Cruz (Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto - USP).

3.3.Construcéo dos oligonucleotideos (Primers)

Os oligonucleotideos iniciadores especificos foram desenhados com base na
sequéncia de nucleotideos das proteinas-alvo do protozoario (codigo de acesso GenBank:
MHOM/BR/75/M2904 para LbHsp70 e XM_001565523 para a LbHepl), nos quais foram
inseridos sitios para as enzimas de restricdo (Tabela 1). A escolha dos sitios de restricdo
foi baseada na auséncia dos mesmos no DNA codificante de interesse e na utilizagcdo dos
sitios de restricdo comuns aos vetores de expressdo pET23a(+) para a LbHepl e
pET28a(+) para a LbHsp70. Porém a LbHepl que é uma proteina mitocondrial, apresenta
em sua sequencia de aminoacido, peptideos sinal, 0os quais sdo responsaveis pela
sinalizacdo celular e seu transporte para o interior da mitocondria. Para a expressao
heter6loga da Hepl, essa regido de peptideo sinal foi clivada da sequéncia de
nucleotideos, obtendo assim a sequéncia codificante para a estrutura madura da proteina,

a qual foi utilizada para desenhar os primers.
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Tabela 1: Oligonucleotideos utilizados na amplificacdo do gene da LbHsp70 e LbHepl de L.
braziliensis através de PCR. Os sitios de restricdo encontram-se sobrescrito.

Oligonucleotideos Enzimas de restricdo Sequéncias dos oligos 5-3’
Lb-Hsp70F_Fw Nde | AATCATATGACGTTCGAGGGCGCCAT
Lb-Hsp70R_Rv Himd Il TATAAGCTTAGTCAACGTCTTCAGCGTG

Lb-HspHeplF_Fw Nde | TCCCGCCATATGTGCTCAACTG

Lb-HspHeplR_Rv EcoR | TAGAATTCACGGAGAGGATGCACCC

3.4.Amplificacdo do DNA de interesse

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada no equipamento MyCycler
Thermal Cycler (BioRad) com a enzima Taq DNA polymerase High Fidelity (Fermentas)
gue apresenta atividade corretiva. A amplificagdo do DNA codificante da LbHsp70 que
possui 2000 pb foi realizada utilizando-se 10 uM de cada oligonucleotideo, 20 ng de gDNA
da L. braziliensis, dNTP-mix (New England BioLabs) e tampéao (10 mM de Tris-HCI pH 8,3,
50 mM de KCl e 1,5 mM de MgCly), resultando em um volume final de 50 uL. A reacéo de
PCR se iniciou com a desnaturacdo das fitas de DNA gue se encontrava incubada a 95 °C
por 5 minutos, seguida por 36 ciclos de 95 °C por 1 minuto para a desnaturacdo. Em
seguida, diferentes temperaturas de anelamento (50-60,2 °C) foram testadas por 1 minuto
seguido pela incubacdo da reagcdo a 72 °C por 2 minutos para a etapa de extenséo. O
ensaio terminou com uma incubacédo a 72 °C por 10 minutos para a terminacdo. Um
protocolo similar foi utilizado para amplificar o DNA da LbHep1, que possui 530 pb com o
tempo de extensdo de 1 minuto devido ao tamanho do inserto. O produto de PCR foi
analisado em gel de agarose 0.8% (m/v) preparado com tampao TAE: Tris-Acetato 40
mmolL™ e EDTA (Acido etilenodiaminotetracético) 1 mmol/L (pH 8,0). Ap6s a aplicacdo do
DNA no gel, este foi submetido a uma diferenca de potencial de 110 Volts, por
aproximadamente 30 minutos. Em seguida o gel foi incubado em tampao descrito acima,
contendo 0,1 ug/mL de brometo de etidio, por 20 minutos, e visualizado no Bio-Imaging
Systems MiniBIS Pro acoplado a um computador, para permitir o registro das imagens dos
géis. A determinacdo da concentracdo de DNA foi feita através da comparacdo entre a
intensidade da banda de DNA marcado com brometo de etidio e a intensidade de bandas
padrédo de DNA (GeneRulerTM 1Kb DNA Ladder — Fermentas). O produto de PCR foi
extraido do gel e purificado usando o QIAgen Quick Gel Extraction Kit (Qiagen), de acordo

com as especifica¢des do fabricante.
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3.5.Clonagem dos Produtos de PCR nos Vetores de Clonagem pTZ56R/T e pGEMT

Reacao de Ligacao

O sistema pTZ57R/T (Fermentas) e pGEMT Easy vector (Promega) € um kit que
contém um plasmideo linear que possui uma deoxitimidina (T) em cada uma de suas
extremidades, permitindo assim a insercao direta do produto de PCR adenilado, pela
enzima T4 DNA ligase. A circularizacdo do DNA pela inser¢cdo do produto de PCR é
denominada plasmideo recombinante o qual sera posteriormente introduzido dentro da
bactéria E. coli visando a propagacéao plasmidial. A reacdo de ligacao do inserto referente a
LbHepl foi preparada empregando-se um volume final de 30 pL constituidos de 2 pL de
produto de PCR a 22 ng pL™, 1 pL da enzima T4 DNA ligase (1 U/uL), 6 pL do tamp&o de
ligacdo (5X) e 1 pL da solucdo contendo o vetor pTZ57R/T a 50 nguL™. Um protocolo
semelhante foi utilizado para realizar a ligacdo do inserto LbHsp70, porém utilizando o
vetor pGEMT. Utilizou-se agua Milli-Q para completar o volume total. Estas rea¢cfes foram
incubadas a 4°C por 20 horas. As misturas de ligacdo foram utilizadas na transformacéao
por choque térmico de células competentes E.coli DH5a por tratamento com CacCl,.

3.6.Transformacédo da bactéria Echerichia. coli DH5a

A transformacado das células competentes de E. coli DH5a foi realizada por choque
térmico. As suspensdes de células competentes DH5a encontravam-se estocadas no
freezer a -80°C. As mesmas foram retiradas e deixadas em repouso no gelo por 20
minutos para descongelar. Para cada aliquota de 100 uL de célula competente DH5a
foram adicionadas 15 uL de reacdo de ligacdo. Cuidadosamente as misturas foram
homogeneizadas e mantidas em repouso no gelo por 30 minutos. Em seguida, foram
submetidas a choque térmico em banho de agua a 42 °C por 2 minutos e subsequente
banho de gelo por 3 minutos. Apos este periodo 400 uL de meio Luria-Bertani (LB) foram
adicionados nos tubos contendo as células transformadas com as reacfes de ligacdo. A
suspensao de bactérias foi agitadas a 225 rpm por 45 minutos a 37 °C e plagueadas em
placas de Petri contendo 20 mL de meio seletivo LB soélido contendo 100 uM de ampicilina,
100 uM de X-Gal e 0,5 pM de IPTG,; e incubadas na estufa a 37 °C por 16 horas.
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3.7.Analise e isolamento dos plasmideos recombinantes

Apds o periodo de incubacdo, algumas coldnias brancas que seriam possiveis
recombinantes ou clones positivos, foram selecionadas para realizar a extracdo de seus
DNAs plasmidiais. Para analisar e confirmar a presenca dos plasmideos contendo o inserto
de interesse, as colbnias foram submetidas a PCR de colbnia, analise de restricdo e
sequenciamento automatico. A técnica de PCR de coldnia consiste na realizagdo de uma
reacdo de PCR utilizando uma colénia como molde para a amplificacdo do gene. As
colénias brancas selecionadas foram diluidas em 20 uL de agua e aquecidas a 95 °C para
a extracao do DNA plasmidial, obtendo assim, material para realizar a PCR de col6nia. Em
seguida, estas mesma colbnia foram utilizadas para inocular meio LB liquido contendo 100
ug/mL de ampicilina, processo esse denominado pré-indculo. Todas estas etapas foram
realizadas em meio estéril.

As reacdes de PCR foram montadas contendo: tampé&o da enzima (10 mM de Tris-
HCI pH 8,3, 50 mM de KCl e 1,5 mM de MgCl,), 0,5 unidade de enzima High Fidelity PCR
Enzyme Mix (Fermentas), dNTP mix 0,2 Mm (Promega), os primers do vetor pTZ57R/T
M13F e M13R e os primers do vetor pPGEMT T7prom € SP6 e dgua Milli-Q para completar o
volume de 10 uL. O ciclo da reacdo de PCR é o mesmo descrito no item 4.4 com
temperatura de anelamento dos oligonucleotideos igual a 50 °C. Para checar a presenca
dos clones positivos as amostras foram analisadas em gel de agarose 0,8% (m/v). Os
plasmideos recombinantes foram purificados com GeneJET TM Plasmid Miniprep Kit
(Fermentas), de acordo com as especificacbes do fabricante. Em seguida, os mesmos
foram submetidos a uma analise de restricdo onde os recombinantes referentes a LbHsp70
foram digeridos com as enzimas Nde | e Hind Ill na presenca do tampao que apresenta
maxima eficiéncia para as duas enzimas e os recombinantes referentes a LbHepl foram
digeridos com Nde | e EcoR | na presenca do tampéo eficiente para as duas enzimas.
Estas reacfes foram mantidas em banho térmico de dgua a 37 °C por 4 horas. Os insertos
das reacOes de digestao referentes a LbHepl e LbHsp70 foram purificadas utilizando
QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen). Os produtos de digestado foram analisados em gel de
agarose preparativo 0,8% e visualizados sob luz UV. Este procedimento foi necessario
para a obtencdo de quantidade suficiente dos insertos de interesse com extremidades
coesivas adequadas para subclonagem nos vetores de expresséo, previamente digeridos

com as mesmas endonucleases de restricao.
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O sequenciamento de DNA foi realizado no Laboratoério de Biofisica no Instituto de
Fisica de S&o Carlos (IFSC), utilizando-se o método do didesoxinucleotideo marcado
(dideoxy chain termination method) com auxilio de um sequenciador automético 3130
Genetic Analyzer Applied Biosystems, seguindo o protocolo fornecido pelo fabricante.

3.8.Subclonagem dos plasmideos de expresséo pET28a e pET23a

Para a subclonagem no sistema pET, os vetores pET23a(+) e pET28a(+) foram
clivados com as enzimas de restricdo adequadas. O pET23a(+) foi clivado com Ndel e
EcoRI que foram usadas para a digestdo do plasmideo recombinante pTZ57R/T::LbHepl e
0 pET28a(+) foi clivado com Ndel e Hindlll que corresponde as enzimas de restricdo
usadas na digestdo do plasmideo pGEMT::LbHsp70. Apds a digestdo os vetores e 0s
insertos apresentam extremidades coesivas que se ligam através de uma reacdo de
ligacdo na presenca da enzima T4 DNA ligase (Fermentas). As ligacfes foram preparadas
no volume final de 30 pL utilizando 100 ng de cada vetor e o inserto na proporgao 3:1
(inserto: vetor) de acordo com a equacgdo 1. As reacdes de ligacao referentes a LbHsp70 e

LbHepl estdo apresentadas nas tabelas 2 e 3 respectivamente.

ng vetor Xkb inserto

3 . ~
X = =ng de inserto Equacéo 1
kb vetor 1

Tabela 2: Reacbes de ligacdo para o vetor pET 28a(+)

Ligacdo controle Ligacdo (3:1)*
pET 28a(+)(~100 ng/uL) 10 uL 10 pL
Insert LbHsp70(~112ng/uL) - 11 ub
T4 DNA ligase (1U/uL) 1uL lulL
Tampéo T4 (10x) 3uL 3uL
H,O 5puL 5 uL
Volume total 30 pL 30 puL

*Proporc¢ao inserto:vetor

Tabela 3: Reacdes de ligagdo para o vetor pET 23a(+)

Ligacéo controle Ligacéo (3:1)*
pPET 23a(+)(~100 ng/pL) 10 pL 10 pL
insert LbHep1(~27ng/uL) - 2,7uL
T4 DNA ligase (1U/uL) 1ul lul
Tampéo T4 (10x) 3uL 3uL
H,O 5uL 5puL
Volume total 30 pL 30 uL

*Proporc¢ao inserto:vetor
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Estas reacdes foram mantidas a 16 °C por 12 horas. As novas misturas de ligacao
foram utilizadas na transformacéo por choque térmico de células competentes de E. coli
DH5a para nova propagacdo plasmidial como descrito no item 4.6, porém com algumas
modificacdes. Foram utilizados para transformar as células competentes por choque
térmico os volumes totais referentes as misturas de ligagdo. As células transformadas
foram plaqueadas em placas de Petri contendo 50 pg/mL do antibiotico de selecdo
canamicina para a construcdo pET28a(+)::LbHsp70 e 100 pg/mL do antibiético ampicilina
para a construcdo pET23a(+)::LbHepl e incubados durante toda a noite a 37 °C em estufa.
Uma vez confirmada a presenca dos DNAs plasmidiais nestas células e anélise dos novos
recombinantes pET23a(+)::LbHepl e pET28a(+)::LbHsp70 feita de acordo com o
procedimento descrito no item 4.7, os mesmos foram utilizados na transformacao por

choque térmico de células competentes de E. coliBL21(DE3) para expresséo heterdloga.

3.9.Expressédo Heterb6loga das Proteinas Recombinantes

Para o0s ensaios de expressdao das construgdes pET23a(+)::LbHepl e
pET28a(+)::LbHsp70 foram feitos pré-indculos das colbnias resultantes das transformacdes
de células E. coli BL21(DE3). Algumas colbnias isoladas contendo cada uma destas
construgbes foram escolhidas aleatoriamente e em seguida foram inoculadas,
individualmente, em 5 mL de meio LB liquido contendo canamicina (50 ug/mL) para a
construgdo pET28a(+)::LbHsp70 e ampicilina (100 pg/mL) para a construgédo
pET23a(+)::LbHepl. Os in6culos referentes as duas constru¢des foram crescidas durante
toda a noite sob agitacao constante de 250 rpm a 37 °C. Os pré-inéculos foram diluidos na
proporcao 1:100 em 1L de meio LB liquido contendo canamicina para a construcao
contendo o pET28a e ampicilina para a construcdo do pET23a e incubados sob agitacao
de 250 rpm a 37°C até atingir a ODgoo entre 0,4 e 0,6. Depois de atingido este crescimento
celular, aliqguotas de 1mL foram retirados de cada fraco, representando os controles ndo
induzidos. Em seguida foram centrifugadas a 10.000 rpm por 2 min. O sobrenadante foi
descartado e as células foram ressuspendidas em 40 uL de agua Milli-Q e congeladas a -
20 °C. O restante das culturas de células foram induzidos com IPTG. Foi adicionado 0,1
mM de IPTG na inducédo da LbHsp70 e 0,3 mM para a inducdo LbHepl e o crescimento foi
mantido por um periodo de 5 horas a 30 °C. Apés esse periodo novamente aliquotas de
1mL foram retiradas de cada frasco representando a fracdo induzida. As culturas induzidas

restantes foram centrifugadas a 14000 rpm por 20 min a 4 °C em centrifuga High-Speed
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Refrigerated Centrifuge (HITACHI). Os sedimentos bacterianos obtidos de cada 1 L de

cultura induzida foram congelados a -80 °C e descongelados antes do uso.

3.10. Co-expresséo Heter6loga das proteinas recombinates

A co-expressdo das proteinas foi realizada com constru¢cdes contendo vetores
diferentes, sendo necessario o uso de antibioticos diferentes. Primeiramente 4 uL (~100
ng/uL) de cada construcdo pET28a(+)::LbHsp70 (vetor resistente ao antibidtico
canamicina) e pET23a(+)::LbHepl (vetor resistente ao antibidtico ampicilina) foram
transformadas por choque térmico na mesma célula E. coli BL21(DE3) em um protocolo
semelhante ao descrito no item 4.6, porém com algumas modificacbes. As células
transformadas foram plagueadas, neste caso, em placas de Petri contendo 50 pg/mL do
antibiético de selecdo canamicina e 100 pg/mL do antibiético ampicilina. Em seguida foi
usado mesmo protocolo descrito no item 4.9, porém sempre colocando os dois antibidticos,
ampicilina e canamicina. Um protocolo igual foi utilizado para realizar a co-expresséo da
pPET28a(+)::mtHsp70 com a pET23a(+)::LbHep1.

3.11. Lise de bactérias

O sedimento bacteriano contendo as proteinas LbHsp70 e LbHepl foram lisados
com auxilio de sonicador Sonifier 450 (Branson) em tampéao de lise distintos para cada
plasmideo recombinante. Para a construcdo pET28a(+)::LbHsp70 foi utilizado tampéo
contendo Tris-HClI 50 mmol/L pH 8,0, KCI 100 mmol/lL e para a construgao
pPET23a(+)::LbHepl foi utilizando tampé&oTris-HCI 50 mmol/L pH 8,0, KCI 100 mmol/L e
EDTA 1 mmol/L (15 mL/L de cultura). Em seguida foram incubados durante 30 minutos em
gelo com 5U de DNase RQ1 RNase-Free DNase (Promega) e 30 pg/mL de lisozima
(Sigma). A segquir, foram lisadas com o sonicador Sonifier 250 (Branson) por meio de 6
pulsos de 20 segundos com intervalos de 2 minutos e as fragcdes sollveis e insollveis
foram separadas por centrifugacdo a 24.100xg, por 30 min, a 4°C usando a centrifuga
High-Speed Refrigerated Centrifuge (HITACHI). O sobrenadante referente a LbHepl foi
submetido a didlise contra tamp&o contendo 10 mM Tris-HCIl e 20 mM NacCl (pH 8,0). O
dialisado foi filtrado em filtro Millipore 0,45 um. O sobrenadante referente & LbHsp70 foi
filtrado para a cromatografia de afinidade. As amostras referentes a inducéo, fracdo soluvel

e insoluvel separados pela centrifugagcéo foram analisados em SDS-PAGE 12%.
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3.12. Reenovelamento da LbHsp70

A proteina LbHsp70 foi expressa a 42°C por 5 h com adi¢cdo de 0.1mM de IPTG.
Apos o periodo de inducédo as bactérias foram lisadas e homogeneizada com tampao Tris-
HCI 50 mM, KCI mM e EDTA 1Mm pH 8,0 e adicéo de lisozima (1 mg/mL). Em seguida a
reacdo, as bactérias foram incubadas por 30 min e apds esse tempo o0 rompimento das
mesmas foi feito pelo método de congelamento e descongelamento (“Freeze-thaw”) e
sonicagao. Foram realizados cinco ciclos de sonicagao de 10’ (com intervalos de 2 min) a
40 Htz. O isolamento dos corpos de incluséo foi realizado através de multiplos passos de
lavagem até se obter um sedimento com caracteristicas de cor branca a bege. Uma vez
isolado os corpos de inclusdo os mesmos foram solubilizados com tampéao de solubilizagéo
contendo Tris-HCI 100 mM, pH 8,0 e cloridrato de guanidina 6 M. Essa mistura foi mantida
sob agitacdo branda a temperatura ambiente durante 90 mim e depois, centrifugadas a
20.000 x g por 15 min para a sedimentacdo do material insolivel precipitado. O
sobrenadante foi entdo acondicionado em saco de didlise e dialisado contra tampao fosfato
de sodio 50 mM (pH 7,2) e NaCl 100 mM. Inicialmente a dialise foi realizada contra um
volume de tampao equivalente a quatro vezes o volume inicial da amostra que era de 20
mL, durante 1h sob agitacdo lenta a 4°C. Apés esse periodo aumentou-se o volume do
tampao para oito vezes o volume inicial da amostra mantendo a diélise por mais 2h.
Transcorrido esse tempo, foi adicionado mais tampao equivalente a 10 vezes o volume
inicial da amostra e prosseguiu a dialise durante toda a noite (“overnight”). No dia seguinte
a amostra contida no saco de dialise foi centrifugada a 24.000 x g por 15 min a 4 °C para a

remoc¢ao do material insoltvel.

3.13. Purificacdo das proteinas

Para identificar e isolar proteinas faz-se uso de métodos cromatograficos através de
sucessivos fracionamentos de acordo com algumas propriedades fisico-quimicas da
proteina como: solubilidade, carga i6nica (pl) e MM. A cromatografia € um método fisico-
quimico de separacgdo, fundamentada na migracéo diferencial dos componentes de uma
mistura, que ocorre devido a diferentes interacfes feitas com as fases movel e a fase
estacionaria. A fase movel corresponde ao solvente e a fase estacionaria é constituida de
um material imovel acondicionado na coluna cromatogréafica (como resinas carregadas,

camadas porosas entre outros).
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3.13.1. Cromatografia de afinidade

A cromatografia de afinidade em metal foi a primeira etapa de purificagcdo para a
construcdo pET28a(+)::LbHsp70 que foi expressa em fusdo com um peptideo de 20
aminoacidos, contendo 6 aminoacidos de Histidina, denominado cauda de poli-histidina
(His-Tag). Essa cauda confere a proteina, em pH apropriado, afinidade por ions bivalentes
carregados positivamente. Os ions metalicos sdo imobilizados pelo uso de um agente
guelante capaz de disponibilizar o metal para ligacdo coma proteina.

Para essa etapa foi utilizada a coluna Hitrap Chelating de 5 mL (Amersham
Biosciences) acoplada ao sistema de FPLC (Fast Protein Liquid Cromatography) utilizando
0 equipamento AKTA Purifier (GE) Inicialmente foi feita uma preparagdo na coluna por
meio de lavagem correspondentes a dois volumes de coluna com tampéao fosfato de sédio
20 mM, NaCl 500 mM e imidazol 20 mM, pH 7,4. ApOs a injecdo da amostra a ser
purificada, foi feita uma nova lavagem como descrito acima para eluicdo da fragcdo nao
ligante. A eluicdo da proteina foi feita através da lavagem com tampéo fosfato de sodio 20
mM, NaCl 500 mM e imidazol 500 mM, pH 7,4. O imidazol que também possui afinidade
pelo niquel, compete com os aminoacidos histidina pela ligacdo a resina, possibilitando a

eluicao da proteina. As fragcbes purificadas foram analisadas por SDS-PAGE 12%.

3.13.2. Cromatografia de exclusdo molecular (CEM)

Apés a primeira etapa de purificacdo, as fraces coletadas e analisadas no gel SDS-
PAGE correspondentes a um volume de 10 mL foram concentradas em um concentrador
Millipore 10 Mw para um volume final de 2 mL e submetidas a uma segunda etapa de
purificacdo denominada cromatografia de exclusdo molecular (CEM). Esta técnica de
separacao utiliza colunas empacotadas com polimeros contendo esferas de tamanho
especifico que formam uma rede tridimensional de poros proporcionando assim, a
separacdo das moléculas em solucdo de acordo com seu tamanho (MM). As matrizes
destas colunas permitem que as proteinas que apresentam maior MM migrem mais
rapidamente do que proteinas com menor MM. Isso ocorre devido a néo interagcdo destas
com 0s poros, enquanto as proteinas de MM menor permeiam por entre os poros da matriz
e sdo eluidas mais lentamente.

A cromatografia de exclusdo molecular foi realizada a temperatura ambiente
utilizando a coluna HiLoad Superdex 16/60 200 prep grade (Amersham Biosciences)
acoplada ao sistema de FPLC, utilizando o equipamento AKTA Purifier (GE). O tampéao
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utilizado foi o Tris-HCI 25 mM contendo 100 mM de NaCl, pH 7,5. Essa técnica
cromatografica foi utilizada para purificar as duas proteinas LbHsp70 e LbHep1.

3.13.3. Cromatografia de troca anidnica

Para a construcdo pET23a(+)::LbHepl que foi expressa sem uma cauda de poli-
histidina fusionada, a primeira etapa de purificacdo foi a técnica de cromatografia de troca
anibnica. Essa técnica cromatografica baseia-se no pl da LbHepl (5,15) que possui cargas
negativas em pH 7,5 permitindo assim a ligacdo da proteina em resinas constituidas por
grupos funcionais de cargas positivas. Para a realizacdo desta técnica cromatogréafica
utilizou-se a coluna Macro-prep(R) High Q Support resin (BioRad) acoplada ao sistema
AKTA Prime Plus device (GE Healthcare). Foi realizada uma eluigéo por gradiente salino,
sendo para isso utilizado dois tampdes, tampéo A (10 mM Tris-HCI, 20 mM tampéao NacCl,
pH 8,0) e tampé&o B (10 mM Tris-HCI, 500 mM tampéao NaCl, pH 8,0). O gradiente realizado
foi de 0 a 100% de tampao B em um volume de 100 mL. Apés a identificacdo dos tubos
qgue continham a LbHepl por meio de gel SDS-PAGE 12%, o conteudo destes dos tubos
foi reunido e submetido a uma dialise contra tampao 10 mM de fosfato (pH 7,4).

3.13.4. Cromatografia de afinidade por Ca*" (CHT)
A segunda etapa de purificacdo da LbHepl foi realizada em uma resina CHT™
Ceramic Hydroxyapatite Type Il resin (BioRad) acoplada ao AKTA Prime Plus device (GE
Healthcare). Realizou-se novamente um gradiente 0 a 100% de tampao B em 100 mL,

sendo que o tampéao A continha 10 mM e o tampéao B, 500 mM de fosfato (pH 7,4).

3.14. Determinacao da concentracdo da proteina

A concentracdo da proteina foi determinada por espectrofotometria. A medida foi
feita em uma faixa de comprimento de onda A que variou de 250 a 320 nm, para a
determinacdo da absorbéncia da proteina em 280 nm. Apds a subtracdo do branco a
leitura foi utilizada para estimar a concentracdo de proteinas pela equacdo de Beer-

Lambert (equacéo 2).
A=EXIXC (Equacéo 2)
Onde A ¢ a leitura de absorbancia; |, comprimento do caminho 6tico em centimetros

e C, concentracdo em mol/L. A concentracdo molar determinada foi multiplicada pelo fator
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de diluicdo. O valor encontrado de € & 280 nm foi 9970 M™*.cm™, sendo determinado a
partir da sequéncia de aminodcidos da LbHepl pelo programa Sednterp

(www.jphilo.mailway.com/download.htm). A concentracdo molar determinada foi

multiplicada pelo fator de diluicéo.

3.15. Espectrometria de Emisséo de Fluorescéncia

O experimento de emissdo de fluorescéncia foi realizado no F-4500 Fluorescence
Spectrophotometer (HITACHI) do Laboratério de Biofisica Molecular do 1QSC do Prof. Dr.
Marcel Tabak. O comprimento de onda de excitagdo (Aex) foi de 280 nm e 295 nm. A
LbHepl encontrava-se numa concentracdo de 22 umolL™ em tamp&o fosfato 25 mmolL™
(pH 7,0) contendo 50 mM de NaCl e 1 mM B-Mercaptoetanol.

3.16. Espectropolarimetria de Dicroismo Circular

Os experimentos de dicroismo circular (CD) foram realizados no Laboratério
Nacional de Biociéncias (LNBio). O equipamento utilizado para realizacdo dos
experimentos foi um Jasco J-810 com uma cubeta com 1 mm de passo Optico. A
concentracdo da proteina variou de 125 a 500 ug/mL em tampéo fosfato 25 mM (pH 7,0),
contendo 50 mM NaCl e 1 mM B-mercaptoetanol. A predicdo da estrutura secundaria da
LbHepl foi feita utilizando o programa CDNN Deconvolution (BOHM, MUHR et al., 1992).

Os valores obtidos na leitura de CD (mdeg) foram convertidos para elipticidade
molar residual (EMR) definida pela equacéo 3.

EMR = (0 Xx MM)/(c X L X n): (equacéo 3)

Onde 6 é a elipticidade em graus (Deg), MM & a massa molecular da proteina
(g/mol), ¢ é a concentracdo da proteina (mg/mL), [ € o comprimento do caminho Gptico

(cm) e n € o nimero de residuos de amino&cidos da proteina.

3.17. Cromatografia de Gel Filtragcdo Analitica ou CEM analitica

Para realizar o experimento de CEM analitica, foi usada a coluna Superdex 200 GL
10/300 (Amersham Biosciences) acoplada ao sistema de FPLC, utilizando o equipamento
AKTA Purifier (GE). O padrdo de proteinas utilizado continha as proteinas: apoferritina
(480 kDa), A-globulina (160 kDa),albumina de soro bovino (BSA 67 kDa), ovoalbumina (45
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kDa), anidrase carbonica (30 kDa) e citocromo c (12,3 kDa). As cromatografias foram feitas
no tampéo Tris-HCI 25 mM, pH 7,5, NaCl 100 mM e B-mercaptoetanol 5 mM.

Em seguida foram realizados os ensaios de Gel Filtracdo Analitica, tais ensaios sao
baseados na migracdo de um padrédo de proteinas, onde através dos volumes de eluicédo
do padrédo € possivel se construir curvas que seguem um modelo matematico linear e,

assim, determinar a MM aparente a partir de um grafico de K,, (equacédo 4) versus log

MMyadrzo € O Ry versus — log Kg, /2.

(Veluigéo_VO)
Koy =
(Veotar—Vo)

Equacao 4
Onde V. é o volume de eluicdo de cada proteina, Vo € 0 volume da fase mével e V; € o

volume de coluna toral.

3.18. Ultracentrifugacédo analitica

As analises de velocidade de sedimentacdo utilizando a técnica de AUC, foram
realizadas em um equipamento Beckman Optima XL-A analyticalultracentrifuge (Beckman
Coulter) no LNBio, em temperatura constante de 20°C, utilizando o rotor AN- 60Ti
(Beckman Coulter) e a varredura da absorbancia em funcdo do raio foi realizada em
comprimentos de onda de 230 a 238 nm dependendo da concentracdo de proteina. A
velocidade do rotor foi de 32.000 rpm, temperatura de 20 °C, tampé&o Tris 25 mM (pH 8,0)
NaCl 100 mM e foram coletadas 120 curvas.

Os programas utilizados para analise dos resultados foi primeiramente o SedFit
(SCHUCK, 1998; SCHUCK, 2000) para determinacdo do coeficiente de sedimentacdo. Os
dados de V4, densidade e viscosidade do tampao foram estimados através da sequéncia
de aminoacidos da LbHep1 feito pelo programa SednTerp.
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4, RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.Amplificacdo e clonagem no vetor de propagacéao pTZ56R/T

Para a amplificacdo dos DNAs referentes as proteinas LbHsp70 e LbHepl foi
utilizado o gDNA do protozoario. Inicialmente foi feita uma analise da qualidade do gDNA
através de leitura em espectrofotdbmero (Azso/A2s0), onde foi observado que o mesmo
apresentava rendimento adequado para realizar os experimentos.

Os oligonucleotideos desenhados com base nas sequéncias de nucleotideos da
LbHsp70 e LbHepl foram utilizados para amplificacdo dos genes de interesse. Nesses
oligonucleotideos também denominados de primers foram inseridos sitios de restricdo que
permitem sua subclonagem nos vetores de expressdo. Contudo, vale ressaltar que estes
sitios de restricdo inseridos nos oligonucleotideos preservam seus codons originais de
iniciagdo e terminagdo garantindo assim, a amplificacdo correta do DNA que codifica a
proteina. A temperatura de anelamento do par iniciador (F, e R,) foi calculada teoricamente
através do programa Gene Runner a fim de garantir que esses iniciadores apresentassem
temperaturas proximas. Isso evita a formacéo de estruturas como dimeros e grampos que
podem tanto acarretar em suas auto-complementariedade, resultando na obtencédo de
subprodutos, como também diminuir a perda da eficiéncia da reacdo. A temperatura 6tima
determinada pelo programa ficou em torno de 55°C para LbHsp70 e 65° para a LbHep1l.

Determinada a temperatura de hibridizacdo dos oligonucleotideos foi montado um
protocolo para a realizacdo de PCR, onde foi feito um gradiente de temperatura tanto para
a LbHsp70 quanto para a LbHepl como descrito na metodologia.

A Figura 3 ilustra as amplificacbes referentes a LbHsp70 e LbHepl e seus

respectivos produtos de 2000 e 530 pb.
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MM _50° 52°

A) MM  51.5° B)

6000pb —> ==

3000pb —> [ 3000pb —
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Figura 3: Eletroforese em gel de agarose 0,8% (p/v) das reacdes de PCR. A) Amplificacdo do
inserto referente a LbHsp70 (~2000pb) com temperatura de anelamento de 51,5°C. B)
Amplificac@o do inserto referente a LbHepl (~530pb) com temperatura de anelamento de 50° e
52°C. Os fragmentos de DNA no gel foram visualizados em transiluminador UV a 365 nm. Padrao

de massa molecular 1kb DNA Ladder (Fermentas).

Os produtos referentes as amplificacbes da LbHsp70 e LbHepl foram
cuidadosamente cortados, purificados e quantificados como descrito no item 4.4 de
Materias e Métodos. Foram obtidas concentracfes de produtos que variaram de 10 a 25
ng.uL™. Estes produtos devidamente adenilados durante a reacdo de PCR foram inseridos
no vetor de clonagem pTZ56R/T e pGEMT obtendo assim, as construcdes
PGEMT::LbHsp70 e pTZ57R/T::.LbHepl. Este sistema € muito empregado para clonar
produtos de PCR por facilitar a selecdo dos clones. O vetores pTZ57R/T e pGEMT
apresenta duas marcas de selecdo ao longo de sua sequéncia: 1) um gene que confere
resisténcia ao antibiético ampicilina; 2) um outro gene que codifica para a proteina (3-
galactosidase localizada no sitio multiplo de clonagem.

Os plasmideos recombinantes pGEMT::.LbHsp70 e pTZ57R/T::.LbHepl foram
inseridos em cepas competentes DH5a de E. coli competentes por choque térmico. As
bactérias foram transformadas e devidamente cultivadas em placa de Petri contendo meio
LB Agar.

Diversas coldnias brancas e azuis cresceram na placa contendo o meio seletivo. A
selecdo dos transformantes foi baseada na capacidade que tiveram em crescer na
presenca do antibidtico ampicilina e na coloracdo das colonias, onde algumas
apresentaram coloracdo branca indicando a presenca do inserto dentro da regido

codificadora da 3-galactosidase.
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Dentre todas as colbnias brancas resistentes quatro referentes a construcdo
pTZ57R/T::LbHepl e quatro referentes a construgdo pGEMT::LbHsp70 foram escolhidas
para analise dos recombinantes, realizada por meio de PCR de colbnia (Figura 4). Para
isso, foram utilizados os oligonucleotideos M13F (GTAAAACGACGGCCAGTG) e M13R
(GGAAACAGCTATGACCATG) para a construgdo pTZ57R/T::LbHepl e os
oligonucleotideos T7proMm (TAATACGACTCACTATAGGG) e SP6
(TACGATTTAGGTGACACTATAG) para a construcdo pGEMT::LbHsp7.0. Esses primers
se anelam nos respectivos vetores. Em seguida os clones confirmados por PCR foram
inoculados com o antibiético ampicilina e incubados overnight sob agitacdo constante de
250 rpm. ApoOs o crescimento destas coldnias os DNAs plasmidiais foram extraidos,
purificados e quantificados para posterior andlise de restricdo e confirmacdo da presenca
do inserto. Apos confirmacao da liberacdo do inserto os plasmideos recombinantes foram

sequenciados.

123435
A) B)
=
3000pb —> B
2600ph —> I 2000pb —>
2000pb —> [
1000p> —> [ 1000pb —>
530pb —>
250pb —>

Figura 4: Eletroforese em gel de agarose 0,8% (p/v) das rea¢cdes de PCR de colbnia. A) PCR
de colbnia referente a LbHsp70 (~2000pb). B) PCR de colbnia referente a LbHepl (~530pb). A
temperatura de anelamento foi de 50 °C para ambas as reacdes. 1) Padrdo de massa molecular
1kb DNA Ladder (Fermentas); 2) colénia 1; 3) colénia 2; 4) coldnia 3; 5) colbnia 4. Os fragmentos
de DNA no gel foram visualizados em transiluminador UV a 365 nm.

Observa-se na figura 4A, que a amplificacdo do inserto referente a LbHsp70
amplificou fragmentos inespecificos como na primeira amplificagdo apresentada na figura

3. Contudo, novamente a banda referente a LbHsp70 foi a que apresentou maior
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intensidade quando comparada com as demais. Ja os plasmideos recombinantes referente
a LbHepl (Figura 4B), foram amplificados com sucesso, assim como na primeira PCR

realizada.

4.2.Analise de restricdo e sequenciamento dos plasmideos recombinantes.

Os DNAs plasmidiais referentes as construcdbes pGEMT:LbHsp70 e
pTZ57R/T::LbHepl, apds serem purificados e quantificados apresentaram concentracdes
de 115 ng uL™* e 98 ng pL*respectivamente. Os plasmideos purificados foram submetidos
a uma analise de restricdo, a fim de confirmar a liberacdo do inserto dos clones

selecionados. A Figura 5 mostra os testes de clivagem com liberacdo dos insertos

desejados.
A) 123 45 B) 12345
5000pb —>
3000pb —>
2000pb —> 3000pb —>

530pb —>

Figura 5: Eletroforese em gel de agarose 0,8% (p/v) das reacdes de PCR de clivagens. A)
Clivagem do plasmideo recombinante pGEMT::LbHsp70. 1) padrdo de massa molecular 1kb
DNA Ladder (Fermentas); 2) plasmideo recombinante pTZ57R/T::LbHsp70 fechado; 3) plasmidio
clivado com Nde [; 4) plasmideo clivado com Himd IlI; 5) plasmideo clivado com Nde | e Himd 111
B) Clivagem do plasmideo recombinante pTZ57R/T::LbHepl. 2) plasmideo recombinante
pTZ57R/T::LbHep1l fechado; 3) plasmidio clivado com Nde I; 4) plasmideo clivado com EcoR [; 5)
plasmideo clivado com Nde | e EcoR I.

O tamanho dos insertos liberados confirmou o sucesso das etapas de clonagem e
transformacdo das bactérias para ambos os genes que foram entdo devidamente
preparados para o sequenciamento. Os produtos da digestdo de 2000 pb corresponde a
LbHsp70 e o de 530 pb a LbHepl, foram retirados do gel, purificados utilizando novamente

o kit QIAgen quick Gel Extraction Kit (Qiagen), quantificados e utilizados na etapa de
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subclonagem nos vetores de expressdo. Estas amostras de DNA ap0s serem
quantificadas, apresentaram em geral concentracées de 150 ng L™ para a LbHsp70 e de
220 ng pL™* para a LbHepl.

As sequéncias resultantes do sequenciamento foram alinhadas com a sequéncia
original de nucleotideos referente a LbHepl e LbHsp70 através do programa Lalign Serve

(www.ch.embnet.org/software/LALIGN _form.html). Os plasmideos recombinantes

PGEMT::LbHsp70 e pTZ57R/T::LbHepl apresentaram os DNAs de interesse inseridos com
orientacdo e fase de leitura corretas dentro dos vetores pTZ57R/T e pGEMT garantindo
assim a integridade destes clones e a posterior leitura eficiente de todas as bases dos
fragmentos na etapa de expressao proteica.

4.3.Subclonagem no Vetor de Expressdo e Analise de Restricdo dos Plasmideos

Recombinantes

Os fragmentos de DNA que codificam para a proteina LbHsp70 e LbHepl foram
subclonados em vetores de expressdo. O DNA da LbHsp70 foi subclonado no vetor de
expressao pET28a(+) que expressa as proteinas de interesse fusionadas com uma cauda
de seis histidinas (His-Tag) para facilitar na purificacdo. J4 a LbHep1 foi estrategicamente
subclonado no vetor de expressdo pET23a(+) que possui resisténcia a um antibidtico
diferente do vetor pET28a(+), possibilitando assim realizar testes de co-expressdo com as
duas proteinas. Os plasmideos recombinantes recém- construidos, foram novamente
inseridos por choque térmico em bactérias de E coli DH5a competentes, semeadas em
placas semelhante ao processo anterior, porém com antibiéticos distintos para cada
construcdo. No caso da construcdo pET28a(+)::LbHsp70 foi utilizado o antibiético
canamicina e para a construcdo pET23a(+)::LbHep foi utilizado a ampicilina. Finalmente
foram incubados a 37 °C para crescimento. As colbnias formadas foram avaliadas através
da analise de restricao.

Apés o crescimento individual dos recombinantes pET28a(+)::LbHsp70 e
pET23a(+)::LbHepl na presenca dos seus respectivos antibidticos canamicina e
ampicilina, seus DNAs foram extraidos, purificados e quantificados. Para anélise de
restricdo uma aliquota referente a cada plasmideo recombinante foi retirada para clivagem

através das enzimas de restrigdo (Figura 6).
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A)

6000 pb —>

2000 pb —>

Figura 6: Eletroforese em gel de agarose 0,8% (p/v) das reacdes de PCR de clivagens. A)
Clivagem do plasmideo recombinante pET28a(+)::LbHsp70; 1) padrao de massa molecular 1kb
DNA Ladder (Fermentas); 2) plasmideo recombinante pET28a(+)::LbHsp70 fechado; 3) plasmidio
clivado com Nde I; 4) plasmideo clivado com Himd lllI; 5) plasmideo clivado com Nde | e Himd IlI.
B) Clivagem do plasmideo recombinante pET23a(+)::LbHepl; 2) plasmideo recombinante
pET23a(+)::LbHep fechado; 3) plasmidio clivado com Nde I; 4) plasmideo clivado com EcoR I; 5)
plasmideo clivado com Nde | e EcoR I.

A liberacdo dos insertos confirmaram o sucesso da subclonagem e transformacgao
das bactérias e os genes foram entdo novamente preparados para sequenciamento. Os
plasmideos recombinantes LbHsp70::pET28a(+) e LbHep::pET23a(+) foram transformados
em bactérias E. coli BL21(DE3) para os ensaios de expressao subsequentes.

4.4.Expressao heteréloga das proteinas LbHsp70 e LbHep1

Inicialmente foram realizados testes de expressao para as duas proteinas LbHsp70
e LbHepl utilizando a temperatura de 30 °C e variando o tempo de inducdo e
concentracdo de IPTG, com o intuito de encontrar a melhor condicdo para expressao das
proteinas. A a LbHepl a melhor condi¢éo foi utilizando 0,3 mM de IPTG ja para a LbHsp70
foi utilizado 0,1 mM de IPTG. A melhor temperatura para a indu¢do das duas proteinas foi
de 30 °C.

Passado o periodo de inducdo de 5 horas, as células bacterianas resultantes foram
recuperadas por centrifugacéo e lisadas na presenca de tampao de lise Tris-HCI e DNAse
(Promega). Os extratos proteicos referentes a LbHepl e LbHsp70 foram avaliados quanto
a sua solubilidade em SDS-PAGE. A Figura 7 mostra o gel de SDS-PAGE de 12% obtidas

apos submeter as amostras a condi¢cdes desnaturantes.
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A)

70kDa— |
50 kDa—>

<—LbHsp70

25 kDa—> <—LbHep1

Figura 7:Gel de poliacrilamida 12% contendo amostra da proteina LbHsp70 e LbHepl. A)
Indugéo da proteina LbHsp70 com 0,1 mM de IPTG a 30 °C durante 5h. B) Inducdo da LbHepl
com 0,3 mM de IPTG a 30 °C durante 5h. Marcador: MM PageRuler™ Unstained Protein Ladder
(Fermentas);

Como apresentado na figura 7 o nivel de inducao foi avaliado por SDS-PAGE. A
LbHepl, que apresenta massa molecular teérica de 19 kDa migrou como uma banda de
~25 kDa, comportamento também observado com proteinas da mesma classe ja
produzidas. A proteina LbHepl foi expressa de forma soluvel e em grande quantidade,
com apenas uma pequena quantidade aparecendo na fragéo insoltvel inferindo o sucesso
da clonagem e expressao da proteina. Ja a LbHsp70, que apresenta massa molecular de
~70 kDa, foi induzida de forma insoltvel. Mesmo depois de testar diferentes protocolos de
expressdo como apresentado na tabela 4, a proteina ndo apresentou perfil diferente da

primeira expressao, se mantendo em grande parte insoluvel.

Tabela 4: Tentativas de teste de expressao realizado para a proteina LbHsp70.

Estratégia Condicao experimental

Cepas BL21(DE3), BL21(DE3) plysS e BL21(DE3) Rp
Concentracéo de IPTG 0,2 mM, 0,2 mMe 0,3mM

Temperatura de expressdo 16° C overnight, 30° C durante 5h e 42° C durante 5h
Lise de células Lise quimica (30 pg/mL) e Lise fisica ( 6 pulsos de 15”

com intervalo de 2’ )
Lise por congelamento-descongelamento (“Freeze-
thaw”)

Tampéo de Lise Tris-HCI 50 mM; KCI 100 mM; EDTA 50 Mm; pH 8,0
Tris-HCI 25 mM; KCI 100 mM pH 8,0
Tris-HCI 20 mM; KCI 250 mM; 5% de Glicerol; pH 8,5
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4.5.Reenovelamento e purificacdo da LbHsp70

Na tentativa de obter a LbHsp70 soluvel, a proteina foi expressa em corpos de
inclusdo a uma temperatura de 42 °C por 5h, para posterior solubilizacdo por meio de um
agente desnaturante (cloridrato de guanidina) e reenovelamento por dialise.

O isolamento e solubilizacdo dos corpos de incluséao foi feito por um processo de
multiplos passos de lise e lavagens sendo possivel assim, obter a proteina de forma
soluvel (Figura 8).

123 456 789 1

70 kDa—>

| <— LbHsp70
50 kDa—>

25 kDa—>

Figura 8: Gel de poliacrilamida 12% contendo amostra da proteina LbHsp70 apés
reenovelamento.l) Marcador: MM PageRuler™ Unstained Protein Ladder (Fermentas), 2)
Fracdo nao inducdo; 3) Fracdo induzida; 4) Fracéo do lisado; 5) Fracdo da 1° lavagem; 6) Fracéo
da 2° lavagem. 7) Fracdo da 3° lavagem; 8) Fracdo da 4° lavagem; 9) Fracdo soluvel e 10)
Fracao insoluvel.

Como apresentado na figura 8 ap6s o reenovelamento por didlise a proteina
LbHsp70 se encontra na fragdo soluvel, permitindo assim dar inicio a purificacdo da
mesma. A fragdo soluvel foi submetida ao primeiro passo de purificacdo através da
cromatografia de afinidade ao niquel (Figura 9).
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Figura 9: Cromatografia de afinidade ao niquel. Foi utilizada a coluna HiTrap de 5mL
previamente carregada com niquel e acoplada ao AKTA Purifier. A proteina foi eluida pelo
tampao Fosfato de Sédio 20 mM, Cloreto de Sédio 0,50 mM e Imidazol 126 mM.

A fracdo eluida durante o processo de cromatografia referente a LbHsp70 foi
analisada em SDS-PAGE (Figura 10)

66 kDa —> <—LbHsp70

45 kDa—>

Figura 10: SDS-PAGE 12% contendo amostra da proteina LbHsp70 ap6s reenovelamento e a
fracdo soluvel da LbHsp70 da cromatografia de afinidade. A fracdo da LbHsp70 referente a
cromatografia de afinidade foi eluida com 20% do tamp&o: Fosfato de Sédio 20 mM, NaCl 0,5 M e
Imidazol 500 mM. Marcador: MM PageRuler™ Unstained Protein Ladder (Fermentas).
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Estes resultados mostram que a primeira etapa de purificagdo foi realizada com
sucesso, uma vez que a proteina se ligou ao niquel e foi eluida com o tampé&o contendo
500 mM de Imidazol dado este identificado na SDS-PAGE. Assim, foi possivel dar inicio a
uma nova etapa de purificacdo. A fracdo da proteina LbHsp70 purificada da cromatografia
de afinidade foi entdo concentrada utilizando o concentrador Amicon Ultra 10.000 MWCO

(Millipore) e aplicada na CEM, cujo resultado esta apresentado na figura 11.

r P __ LbHsp70
or | Fluxo = 1mL/min

ABS (mUA)

‘ |
|
-10 |- |
-12 |
R N e AN | —— T

16 |

20 40 60 80 100 120 140

Tempo de rete¢iio (min)

Figura 11: Cromatografia de Exclusdo Molecular da LbHsp70 apds reenovelamento. CEM
preparativa para a proteina LbHsp70 em coluna HiLoad Superdex 16/60 200 prep grade acoplada
ao AKTA Purifier. Tampao Tris-HCI 25 mM, NaCl 100 mM; pH 7,5.

Verificando o cromatograma e analisando o perfil de eluicdo da LbHsp70 pode-se
concluir que, embora tenha sido possivel purificar, ela se encontrava sob a forma de
agregados, pois saiu no volume préximo ao Vo da coluna, que € de aproximadamente 40
mL.

Ainda na tentativa de obter a LbHsp70 soltvel foram feitos testes de co-expressao

juntamente com a LbHepl.

4.6.Co-expressao da LbHsp70 com a LbHepl e mtHsp70 com a LbHep1

A principio as duas construcdo pET28::LbHsp70 e pET23::LbHepl foram co-
expressas na mesma bactéria BL21(DE3). Aliquotas de cada plasmideo foram misturadas
na cepa E.coli BL21(DE3) para co-expressédo. A inducao foi feita com 0,3 mM de IPTG
durante 5 h a fim de testar se a LbHepl interage com a LbHsp70 solubilizando a mesma.

Os dados de co-expressao estao apresentados na Figura 12.
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12 3 4 S5 6 7 8 9

66 kDa—> <— LbHsp70

25 kba —> <— LbHep1

Figura 12: Gel de poliacrilamida 12% contendo amostra da expresséo da proteina LbHsp70 e
da co-expreséo da LbHsp70 com a LbHepl. 1) Fragdo nao inducdo da LbHsP70; 2) Fracao
induzida da LbHsp70; 3) Fracdo solavel da Lbhsp70; 4) Fracdo insoltuvel da LbHsp70; 5) Padréo
de Massa Molecular: MM PageRuler™ Unstained Protein Ladder (Fermentas); 6) Fracdo nao
inducdo da co-expressao (LbHep+Lb70); 7) Fracdo induzida da co-expresséo (LbHep+Lb70); 8)
Fracdo soluvel da co-expressdo (LbHep+LbHsp70); 9) Fragdo insoluvel da co-expresséo
(LbHep+LbHsp70).

Analisando o resultado do gel podemos concluir que a co-expressao foi realizada
com sucesso, com as duas proteinas expressas. Porém, a LbHsp70 continua
principalmente na fracdo insolivel mesmo depois da co-expressdo com a LbHepl. Este
resultado mostra que a LbHepl ndo é capaz de solubilizar a LbHsp70. Uma das possiveis
explicagbes se da pelo fato de a LbHsp70 ndo ser uma proteina Hsp70 mitocondrial, que é
o tipo de proteina com a qual proteinas da classe Hepl interage e solubiliza, como mostra
dados na literatura.

Com o intuito de mostrar a funcionalidade da LbHepl em solubilizar uma Hsp70
mitocondrial e obter a mtHsp70 humana (mortalina) na forma soltvel, foi realizada uma co-
expressdo heter6loga com ambas as proteinas. A mtHsp70 usada para realizar o
experimento foi obtida pelo Prof. Dr. Julio C. Borges durante o seu doutorado (BORGES,
2004). Essa proteina é de grande importancia celular e de dificil obtenc&o por técnicas de
expressao heteroldga pois ela sofre um processo de auto-agregacao (PENG ZHAI, 2011).

As construcfes pET23::LbHepl e pET28::mtHsp70 foram entdo co-expressas para
analisar possivel interacdo entre as duas. A Figura 18 mostra o resultado da co-expresséo
da mtHsp70 e LbHepl.
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66 kDa —
45 kDa—>

25 kDa —>

Figura 13: SDS-PAGE 12% contendo amostra da expressao da proteina mtHsp70 e da co-
expresdo da mtHsp70 com a LbHepl1.1) Fragdo ndo indugcdo da mtHsP70; 2) Fracdo induzida
da mtHsp70 3) Frac&o soluvel da mtHsp70; 4) Fragdo insoltvel da mtHsp70; 5) Padrdo de Massa
Molecular: MM PageRuler™ Unstained Protein Ladder (Fermentas); 6) Fragdo ndo inducdo da co-
expressao (LbHep+mtHsp70); 7) Fracdo induzida da co-expressdo (LbHep+mtHsp70); 8) Fracdo
solivel da co-expressdo (LbHepl+mtHsp70); 9) Fracdo insolivel da co-expressao
(LbHep+mtHsp70).

Como apresentado no gel acima uma maior quantidade da mtHsp70 foi expressa na
fracdo soluvel apGs a co-expressdo. Este resultado leva a crer, que a LbHepl interagiu
com a mtHsp70 solubilizando a mesma, apesar de serem de organismos diferentes. Este
resultado reforca a idéia que a LbHepl interage com Hsp70 mitocondriais. O fato de a
LbHepl ter conseguido solubilizar a mtHsp70 indica que a regido de reconhecimento tanto
da mtHsp70 pela LbHepl quanto da HsHepl pela mtHsp70 sdo conservados o suficiente
para possibilitar o reconhecimento cruzado, da LbHepl pela mtHsp70 e da mtHsp70 pela
LbHep1.

Obtendo entdo a mtHsp70 soltvel foi dado inicio ao processo de purificacdo da
mesma. A proteina mtHsp70 foi submetida primeiramente a uma cromatografia de
afinidade ao niquel e depois a cromatografia de exclusdo molecular para avaliar seu perfil
de eluicdo, dado este mostrado na Figura 14.
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Figura 14: Cromatografia de Exclusdo Molecular. CEM preparativa para a proteina mtHsp70
em coluna HiLoad Superdex 16/60 200 prep grade acoplada ao AKTA Purifier. Tampéao Tris-HCI

25 mM, NaCl 100 mM; pH 7,5.

As fracOes coletadas das cromatografias foram analisadas em SDS-PAGE que

estdo apresentadas na figura 15.

| <— mtHsp70

<—LbHep1

Figura 15: Gel de poliacrilamida 12% contendo amostra da proteina mtHsp70. 1) Padréo de
massa molecular: MM PageRuler™ Unstained Protein Ladder (Fermentas); 2) Fracdo nao inducdo;
3) Fragdo induzida; 4) Fracao soluvel; 5) Fracdo insoluvel; 6) Fracdo da mtHsp70 eluida na
cromatografia de afinidade ao niquel; 7) Fracdo da mtHsp70 eluida na cromatografia de exclusao

molecular.
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O resultado da cromatografia mostra a presenca de dois picos, onde o primeiro
mostra que uma parte da proteina encontra-se sob a forma de agregados, pois eluiu no Vo
da coluna, e o segundo pico mostra a proteina mtHsp70 eluindo com tempo de retencéo de
65,66 mL. Uma vez que a mtHsp70 apresenta massa molecular de 70 kDa e que ja era
sabido da literatura que as Hsp70 se apresentam como um mondémero (BORGES e
RAMOS, 2006; 2009; DA SILVA e BORGES, 2011), era esperado que a mesma tivesse
este perfil de eluicao.

Mostrado a funcionalidade da LbHepl sobre a mtHsp70, passou-se entdo a purificar

e caracterizar a LbHepl para conhecer melhor a estrutura dessa proteina

4.7.Purificacdo da LbHep1

Obtida a LbHepl na fracdo solivel a mesma foi purificada para posterior ensaios
biofisicos. Primeiramente foi realizada uma cromatografia de troca aniénica baseando-se
no ponto isoelétrico da proteina (pl) que € de 5,15 possuindo assim cargas negativas em
pH 7,5 o que permitiu a ligacdo da proteina em resinas constituidas por grupos funcionais
de carga positivas. As amostras eluidas na cromatografia de troca anidnica foram
analisada em gel de SDS-PAGE (Figura 16). Como mostra a figura, a LbHep1 eluiu com
algumas impurezas, o que faz-se necessario o uso de uma nova cromatografia para obter
a proteina sem contaminantes. Subsequente, a cromatografia de troca anidnica foi
realizada a cromatografia de afinidade ao Ca**, obtendo assim a LbHepl com uma menor
quantidade de contaminantes. As amostras eluidas na cromatografia de afinidade ao Ca**,
também foram analisadas em SDS-PAGE apresentado também na figura 16. Em seguida,
a proteina foi concentrada e submetida a uma cromatografia de exclusdo molecular e a

amostra referente a LbHepl foi analisada em gel SDS-PAGE (Figura 16).
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Figura 16: Gel de poliacrilamida 12% contendo amostra da proteina LbHep1. Na figura 21 é
apresentada as amostras da LbHepl referente a indugcédo assim como as amostras eluidas nas
cromatografias de Troca anidnica, Afinidade ao Ca?* e Exclusdo Molecular (Gel Filtrac&o).
Marcador: MM PageRuler™ Unstained Protein Ladder (Fermentas);

A cromatografia de exclusdo molecular apresentada na figura 17 foi realizada em
duas concentracfes diferentes da proteina LbHepl. A primera estava a uma concentracao

de 0,65 mg/mL e segunda apresentava concentracdo de 3,4 mg/mL.
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Figura 17: Cromatografia de Exclusdo Molecular. CEM preparativa para a proteina LbHepl em
coluna HiLoad Superdex 16/60 200 prep grade acoplada ao AKTA Purifier. Tampéao Tris-HCI 25

mM, NaCl 100 mM; pH 7,5.
38



Resultados e Discusséo

O resultado da CEM sugere que a proteina sofre oligomerizacdo dependendo da
concentragcdo, uma vez que o perfil de eluicdo apresentou-se bem distintos. Este dado é
muito importante para as analises Biofisicas posteriores, uma vez que o estado oligomérico
funcional da LbHepl é o foco de interesse de estudo, ainda mais com dados na literatura
mostrando que a yHepl apresenta-se funcional na forma monomérica (MOMOSE,
OHSHIMA et al., 2007).

4 .8.Dicroismo Circular

Com o objetivo de verificar o padrdo de estrutura secundaria exibido pela LbHepl
apos expressao heterbloga e purificacdo foi realizado o ensaio de CD. Essas medidas
fornecem informacgdes importantes a respeito da estrutura secundaria da proteina.

O espectro de CD da proteina Lbhepl obtido experimentalmente esta apresentado
na figura 18. Esse experimento foi realizado conforme descrito no item 4.15 de Materiais e
Métodos e retornou um gréfico que é caracterizado por minimos em aproximadamente 202
e 220 nm, indicando que a proteina exibe um enovelamento com estrutura secundaria

composta, tipicamente, por fitas- e estrutura randémica.
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Figura 18: Espectro de dicroismo circular da LbHep1 nativa. A LbHep1 foi incubada em tampéo
fosfato 25 mM (pH 7,0), contendo 50 mM NaCl e 1 mM B-mercaptoetanol. A medida foi realizada
a 20 °C com a proteina a 630 pg/mL em cubeta de quartzo com passo 6tico de 1 mm.
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Foi realizada uma andlise quantitativa do contetdo de estrutura secundaria da
proteina, apresentando a porcentagem de cada tipo de estrutura secundaria predita,
utilizando o programa CDNN deconvolution (BOHM, MUHR et al., 1992). A predi¢éo esta

apresentada na tabela 5 abaixo.

Tabela 5: Composi¢cdo de estrutura secundéria da LbHepl. Os valores sdo dados em
porcentagem (%). Erro estimado em <5%.
Estrutura secundaria

Tipo Predicdo CDNN Deconvolution
a-hélice 8 %
Fita B-Antiparalela 30 %
Fita B-paralela 5%
B-pregueada 21 %
Estrutura randémica 36 %
Soma total 100 %

Na figura 19 esta apresentado o alinhamento dos aminoacidos da Hep de levedura
com os aminoacidos da LbHepl realizado pelo programa BLASTp (Basic Local Alignment
Search Tool). Como se pode observar o nucleo das proteinas, principalmente na regido do
dedo de zinco, € bem conservado, com a LbHepl e a yHepl apresentando 41% identidade
e 61% de similaridade na regido em que houve alinhamento. Além disso, alguns
aminoacidos como histidina (H), arginina (R) e aspartato (D) que responsaveis pela

interacdo com a mtHstp70 também séo conservados, pelo menos em suas caracteristicas.

LbHepl MCSTGSLSSNASNPRHSQAKTPSTDPSAVASTSLAAHHDATASATSVEEQLKMLSPEDQE

HsHepl ~ = ---ccccccccccccmccccceccccccc e e e e e e e eee MSSEQGP

) L=+ S e e

LbHepl HITAALNAPENEKSSVMGGTGIGPANGDMVAAFTCGPCDYRMVKRFSKHAYTKGIVIVEC

HsHepl GPAAALGRVEAAH- - -----=---=---- YQLVYTCKVCGTRSSKRISKLAYHQGVVIVTC

yHepl - - - -GSHMVDKPK- - - == === == -c- - MMIAFTCKKCNTRSSHTMSKQAYEKGTVLISC
. . : _:t& ‘_ ¥ : :A‘ * ¥ :t b:: *

LbHepl PNCRSK LGWMEDT - -ATNIEDILKAKGESFVRIGETEGDYQVVADPAVGASSP -

HsHepl PGCQNHHIIADNLGWFSDLNGKRNIEEILTARGEQVHRVAG- EGALELVLEAAGAPTSTA

yHepl PHCKVRHLIADHLKIFHDHH - - VTVEQLMKANGEQVSQDVG-DLEFEDIPDSLKDVLGKY

k. obkle o . ¥ . K TR k% . . . . .

LbHepl = seeeeeeeeeeaaao--

HsHepl APEAGEDEGPPSPGKTEPS

yHepl AK----cccccccaanna-

Figura 19: Alinhamento da sequéncia de aminoacidos da Hep1l de levedura, Hepl humana e
Hepl L. braziliensis. Esse alinhamento foi gerado pelo programa ClustalW. Na figura estdo
indicados os aminoacidos arginina, histidina e aspartato, responsaveis pela interacdo inter-
proteinas, e cisteina, presente no dedo de zinco, respectivamente nas cores ciano, azul,
vermelho e amarelo (ZHAI, STANWORTH et al., 2008).
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A estrutura tridimensional da yHep resolvida por RMN (Figura 19.a) mostra que ela é
uma molécula em forma de L, onde em uma das suas extremidades esta localizada o dedo
de zinco que € constituido por fitas-p antiparalelas. Ja na outra extremidade do L é
constituida de duas a-hélices (MOMOSE, OHSHIMA et al., 2007). Observa-se entdo que
assim como a LbHepl, a yHepl apresenta folha-beta como principal tipo de estrutura
secundaria.

4 .9.Fluorescéncia

Experimentos de emissdo intrinseca de fluorescéncia foram realizados, com o
objetivo de obter informacfes sobre a localizacdo do Unico residuo de triptofano na
estrutura terciaria da LbHep1.

Os espectros de emissao de fluorescéncia de triptofano da LbHepl, para excitacédo
em 295 e 280 nm estdo apresentados na figura 20. A LbHepl encontrava-se no tampao

fosfato 25 mmolL™ (pH 7,0) contendo 50 mM de NaCl e 1 mM B-mercaptoetanol.
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Figura 20: Emisséao de fluorescéncia. O comprimento de onda de excitacao (Aexc) foi de
280 nm e 295 nm. A LbHepl possui 1 triptofanos. A) As curvas indicam que eles podem
estar parcialmente expostos, ja que o Amax observado foi de 341 nm. B) Normalizacao
do gréafico A para avaliar sobreposicdo dos picos. Tamp&o fosfato 25 mmolL™ (pH 7,0)
contendo 50 mM de NaCl e 1 mM B-Mercaptoetanol.
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A andlise do espectro de emissdo de fluorescéncia da figura 20 indicam que a
proteina encontra-se enovelada e que o Unico residuo de triptofano apresenta-se pouco
acessivel ao solvente, ou seja o triptofano pode estar parcialmente expostos. A presenca
do pico de maximo de emissao na faixa de 335 a 345 nm, constitui uma evidéncia de que o
residuo de triptofano apresenta pouca acessibilidade ao solvente.

O comprimento de onda maximo (Awax) para a LbHepl excitada em 295 nm é de
341 + 1 nm e apresenta centro de massa espectral (<A>) igual a ~350 nm. Ja para a
excitacdo em 280 nm o centro de massa espectral é equivalente a 346 nm e o
comprimento de onda maximo é de 341 + 1 nm. Essa diferenca no centro de massa pode
esta relacionada a influéncia do aminoacido Y (trés na sequéncia da LbHepl) durante a
excitacdo em 280 nm, deslocando assim, o centro de massa. Este resultado pode ser
observando na figura 20B onde normalizou-se 0s espectros para verificar se ocorria
sobreposicdo dos mesmos.

Na figura 21 esta representado o modelo gerado por homologia, pelo aluno de
mestrado Geraldo Rodrigues Sartori do grupo NEQUIMED-IQSC para o dominio dedo de
Zinco da LbHepl.

(@) (b) () (d)

Figura 21: Modelo para o dominio dedo de Zinco da Hepl. (a) RMN da Hepl de
levedura. (b) Modelagem do mondémero da LbHepl, sem o N-terminal; (c) Sobreposicao
das estruturas da yHepl com a LbHep1,; (d) Modelo em superficie da LbHep, destacando
em azul o aminoacido Triptofano (W).

Na figura 21(d) o modelo destaca o triptofano em azul, parcialmente exposto ao
solvente, o que vai de acordo com os resultados obtidos em fluorescéncia.
Como observado no modelo da LbHep gerada para um monémero (figura 21b), a

representacdo da estrutura € constituida principalmente de fitas- e estrutura randémica,
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dado este condizente com os dados experimentais de CD. O percentual de cada estrutura
secundéria ainda ndo é quantitativamente comparavel devido a presenca de uma extensa
regido da proteina com predicdo para ser desestruturada. Como se trata de um dimero,

essa predicao € um limitante para gerar o modelo completo.

4.10. Cromatografia de Gel Filtracdo Analitica ou CEM analitica

A Figura 22 apresenta o perfil de eluicdo bem como a curva para a determinacéo do
raio de Ry da LbHepl em relacéo aos padrdes utilizados no experimento.

Para verificar o perfil de eluicdo da proteina pura, foi feita uma cromatografia de gel
filtracdo analitica, em que o perfil de elui¢cdo foi comparado com o perfil de um padrédo de
proteinas globulares de MM conhecidas. Foi utilizada a coluna Superdex 200 GL10/300
acoplada ao AKTA FPLC (GE Healthcare).

A Figura 22 apresenta o perfil de eluicdo e a curva para a determinagéo do raio
hidrodindmico da LbHepl em relagéo aos padrdes utilizados no experimento. Nota-se que
a proteina LbHepl eluiu entre as proteinas Ovoalbumina (45 kDa) e Anidrase Carbonica

(30 kDa) como pode ser vista na figura 22 abaixo.

—— LbHep1l (3,4 mg/mL) m
— Padréo n o®
3
;«7 LbHepl
o
1L 1L 1L 1
8 10 12 14 16 18 20 22 24

Volume (mL)

Figura 22: GelL Filtracdo Analitica. Os experimentos foram realizados em 200
SuperdexGL10/300 usando um dispositivo AKTA Padrdo de massa molecular: 1) Apoferritina
(480 kDa e Ry 67.1 A), 2) A-globulina (160 kDa e Ry 48 A), 3) BSA (67 kDa e Ry 36,2 A), 4)
Ovoalbumina (45 kDa e Ry 29,6 A), 5) anidrase carbonica (29 kDa e Ry 23,9 A) e 6) Citocromo
(12,3 kDa e Ry 14,1 A).
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Através das expressdes obtidas pelas curvas matematicas para a determinacéo da
MM aparente e do Ry foi possivel determinar que a LbHepl, possui uma MM aparente de
40 kDa e um Ry de 29 + 2 A. A MM teodrica calculada a partir da sequéncia de aminoacidos
para a LbHep1 foi de aproximadamente 19 kDa.

Ha de se ressaltar que essa técnica considera as proteinas como sendo esféricas
para o calculo de massa e raio hidrodindmico, 0 que ndo ocorre em muitos casos, uma vez
gue sao conhecidas varias proteinas de forma assimétrica. Experimentalmente, isso
implica em diferencas na MM encontrada pela gel filtracdo analitica, quando comparado
com a MM real do sistema protéico, efeito também observado para o Ry.

Essa diferenca na massa obtida por gel filtragcdo analitica poderia entdo, ser
causada pelo fato de a proteina ser assimétrica. Porém, o fato de o experimento ter
acusado uma MM de mais que o dobro do tamanho esperado leva a crer que a LbHepl se
apresenta na forma de dimero.

O valor experimental de Ry pode ser comparado ao valor teérico calculado a partir
da sequéncia de aminoéacidos pelo programa Sednterp. A razao entre o0 Ry experimental e
o tedrico resulta na razao friccional (f/fo), a qual diz respeito a assimetria da proteina-alvo,
sendo que quanto maior que 1, mais assimeétrica € a proteina. Fazendo esse céalculo para a
LbHepl e usando Ry tedrico de um monémero obtivemos um valor de 1,66, inferindo que

a proteina néo é globular.

4.11. Dados preliminares de Ultracentrifugacdo Analitica

A Figura 23 apresenta as curvas de sedimentagcao para as varias concentracoes de
LbHepl (50, 100, 300 e 400 pug/mL) bem como a curva de S;o, que € o coeficiente de
sedimentacdo observado em agua a 20 °C, tais dados foram obtidos a partir do programa
SedFit.
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Figura 23: Distribui¢cdo continua dos coeficientes de sedimentacdo da LbHepl. Feito para as
concentragdes distintas de 50, 100, 300 e 400 ug. mL " em tamp&o Tris 25 mM (pH 8,0) e NaCl
100 mM. B) Representacdo do S»ow em fungéo da concentragédo da proteina.

Os dados de ultracentrifugacdo analitica tratados no SedFit mostram que ocorre
sedimentac&o de duas particulas com s%q, de 2,25 + 0,04 S para a primeira espécie e 3,81
+ 0,06 S para a segunda espécie (Figura A).

Os resultado do experimento de ultracentrifugacéo analitica sugerem que a LbHepl
€ um equilibrio entre duas fases oligoméricas, possivelmente um Mondmero-Dimero.
Porém, os dados coletados ndo foram precisos o suficiente para uma determinacao segura
da forma oligomérica predominante da LbHepl. Comparando o s%q, experimental com o
tedrico para um monémero (2,25 S e 2,63 S, respectivamente), notamos que o valor
experimental € menor sugerindo a sedimentacdo de uma particula assimétrica. Observa-se
na figura B que a concentracdo da proteina nédo influencia na sedimentacdo da mesma.

Com o intuito de entender melhor o sistema planeja-se fazer sedimentagcdo em
equilibrio, a fim de determinar com melhor precisdo as caracteristicas oligoméricas da

particula.
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Conclusdo

5. CONCLUSAO

A proteina LbHsp70 foi clonada com sucesso, dado este confirmado pelo
sequenciamento. Porém a proteina foi expressa de forma insolUvel, caracteristica das
Hsp70 que tendem a se agregar in vivo e in vitro. Apos expressao em corpos de incluséo e
solubilizacdo dos mesmos, a proteina apresentou-se na forma de agregado protéico nas
condicdes experimentais, impedindo assim, dar continuidade ao trabalho com a LbHsp70
gue objetiva caracterizar a proteina.

A clonagem e expressdo da LbHepl foi realizada com sucesso, podendo obter a
proteina de forma sollvel para caracterizacao estrutural e funcional.

A LbHepl apresentou-se ativa, sendo capaz de manter solivel em condic¢des in vitro
a mtHsp70. A mtHsp70 quando expressa sozinha encontra-se em grade parte insoluvel
(PENG ZHAI, 2011) e este trabalho mostrou que a co-expressdo com a LbHepl recuperou
a proteina solivel apesar de serem de organismos diferentes, inferindo que uma
conservacdo na regido de interacdo entre ambas as proteinas existe. Essa interacdo
possivelmente ocorre entre o arco inferior da Hepl e o dominio de ligacdo de nucleotideo
da mortalina, conforme mostrado na literatura. As proteinas LbHepl e HsHepl apresentam
41% de identidade e 61% de similaridade, sendo observada uma grande conservagao no
seu sitio de interagdo. Essa similaridade explicaria a solubilizagdo da mtHsp70 humana
pela Hepl de L. braziliensis.

Os experimentos de CD mostraram que a LbHepl apresenta estrutura secundaria
composta principalmente de folhas-B. O Unico triptofano que constitui a estrutura de
aminoacidos da proteina esta4 parcialmente exposto ao solvente, como pode ser visto
através dos resultados de fluorescéncia.

Andlises de sua estrutura terciaria, obtidas a partir de experimento de gel filtracao
analitica mostraram que a proteina é assimétrica ou ndo monomérica. Dados de
ultracentrifugacao analitica indicam que a LbHepl é um oligbmero, constituida de duas
formas oligoméricas distintas.

Os resultados obtidos neste trabalho permitiram comparar a LbHepl com proteinas
da classe Hepl. Dados da literatura reportam que a Hepl de levedura e humana séao
monomeéricas enquanto que a LbHepl clonada e caracterizada neste trabalho é

oligomeérica.
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