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Resumo

As chaperonas moleculares s&o proteinas que auxiliam no enovelamento
correto de outras proteinas, entre outras fungdes importantes para as células, motivo
pelo qual elas tém sido alvo para o combate de varias doengas. As Hsp90 (82-96
kDa) sdo chaperonas abundantes que interagem com diversas proteinas-cliente.
Séo constituidas por trés dominios: N-terminal, intermediario ou central (M) e C-
terminal, o qual é responséavel pela dimerizagdo da proteina. A atividade da Hsp90
esta diretamente relacionada a sua atividade ATPasica. Durante o ciclo funcional, as
Hsp90 podem interagir com inlmeras co-chaperonas. Uma delas é a co-chaperona
p23 (18-22 kDa) que interage com o dimero da Hsp90 e algumas das suas fungbes
sdo a inibicado da atividade ATP&sica e atividade chaperona. O objetivo do trabalho
foi obter a proteina recombinante Hsp90 de Leishmania braziliensis e os dominios N
e N+M, determinar fatores importantes que relacionam mudangas conformacionais e
funcdo da Hsp90 e as bases moleculares da inibicdo por GA. Também obter as co-
chaperonas Lbp23A e Lbp23B e investigar a interagdo com a LbHsp90 e suas
funcdes. As proteinas produzidas foram purificadas e caracterizadas por técnicas
biofisicas. Em solug&o, a LbHsp90 foi caracterizada como dimero assimétrico e as
demais proteinas como mondmeros assimétricos.A interacdo da LbHsp90 e
dominios com nucleotideos foi analisada por fluorescéncia e as constantes de
dissociagdo ficaram em torno de 150 pM. A afinidade por GA foi maior que a
verificada para ATP e em ordem crescente para LbHsp90, LbHsp90 NM e
LbHsp90_N. A LbHsp90 apresentou grande atividade chaperona em relagdo a
citrato sintase, de maneira independente de ATP. A LbHsp90 mostrou baixa
atividade ATPasica, a qual foi inibida pela GA com ICso de 0,7 uM. Tanto a Lbp23A
quanto a Lbp23B inibiram a atividade ATPasica da LbHsp90, porém a Lbp23A
aproximou-se de 100% de inibicdo e a Lbp23B apenas 30%. A interagdo in vitro
entre a LbHsp90 e a Lbp23B foi observada por pull-down na presenca/auséncia de
nucleotideos e essa técnica ndo se mostrou adequada para a Lbp23A.0O pioneirismo
do trabalho com a Hsp90/p23 de L. braziliensis oferece uma grande contribuigéo
para futuros trabalhos que visam o entendimento das relagdes funcionais entre

essas proteinas e o contexto das Hsp90 no desenvolvimento da leishmaniose.



Abstract

Molecular chaperones are proteins involved in proper folding of other proteins,
and others important cellular functions, why they have been targeted for combating
various diseases. The Hsp90 (82-96 kDa) are ubiquitous chaperones that interact
with a wide range of client proteins. They are formed by three domains: N-terminal,
central or middle (M), and C-terminal, which is responsible by its dimerization. The
Hsp90 activity is related to its ATPase activity. During the Hsp90 functional cycle,
diverse co-chaperones. One of them is the p23 (18 kDa), that interacts with one
Hsp90 dimer, and some p23 functions are the inhibition of Hsp90 ATPase activity
and chaperone activity. The aim of this work was obtain the Hsp90 recombinant
Leishmania braziliensis Hsp90, the N and N+M domains, to determine the important
factors related to conformational changes and Hsp90 function, and the molecular
basis of GA inhibition. Also, to obtain the Lbp23A and Lbp23B co-chaperones in
order to establish relevant aspects for LbHsp90 interaction and its co-chaperones
functions. The recombinant proteins were produced, purified and characterized by
biophysics techniques. The LbHsp90 was identified as an asymmetric dimer for
whereas the others were identified as asymmetric monomers. The interactions
between LbHsp90 and domains with nucleotides were determined by fluorescence
and the dissociation constants were about 150 yM. The GA-affinity was greater than
ATP one, in increasing order for LbHsp90, LbHsp90_NM, and LbHsp90_N. The
LbHsp90 showed large chaperone activity related to citrate synthase independently
of ATP. The LbHsp90 presented low ATPase activity, which was inhibited by GA with
a ICso of 0,7. The Lbp23A and Lbp23B inhibited the ATPase activity with different
values, the Lbp23A inhibition was closed to 100% whereas the Lbp23B one was
30%. The in vitro interaction between the LbHsp90 and Lbp23B was observed by
pull-down, in the absence or presence of nucleotides, and for Lbp23A this technique
was not appropriated. The pioneering work with Hsp90/p23 from L. braziliensis offers
an important contribution to future studies aimed at understanding the functional
relationships between these proteins and the context of Hsp90 in the development of

leishmaniasis.
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1 Introducgéo

Proteinas globulares adquirem sua estrutura espacial responsavel por sua
atividade de acordo com sua sequéncia de aminoacidos e o ambiente em que se
encontram (JAENICKE, 1991) e podem assumir sua estrutura nativa sem necessitar
de fatores extrinsecos ou input de energia (ANFINSEN, 1973). No processo do
enovelamento, algumas proteinas podem auxiliar as proteinas nascentes a
alcancarem a estrutura nativa (funcional) e também prevenir agregagdo, como as
chaperonas moleculares (JAENICKE, 1991).

O termo “Chaperona Molecular” foi primeiramente utilizado para descrever a
funcdo da nucleoplasmina, uma proteina que se liga a histonas e promove a
montagem dos nucleossomos, prevenindo interacdes idnicas incorretas entre as
histonas e o DNA nos nucleossomos (LASKEY et al.,, 1978). As chaperonas
moleculares foram inicialmente descritas como proteinas de choque térmico (“heat
shock proteins” Hsps), pois em uma condicdo de estresse térmico, 0 organismo
responde através do aumento da expressdo dessas proteinas. Porém,
posteriormente foi descoberto que as chaperonas moleculares estdo presentes nas
células mesmo em condigbes normais, apresentando expressdo constitutiva e
executando muitas fun¢des importantes dentro das células (LINDQUIST; CRAIG,
1988). Chaperonas moleculares foram definidas como proteinas que se ligam a
outras proteinas (substratos) auxiliando-as a exercer suas fungdes corretamente, o
que pode envolver enovelamento, oligomerizagéo, transporte a um compartimento
celular ou mudangas conformacionais para formas ativas/inativas (HENDRICK;
HARTL, 1993).

As cinco principais familias de chaperonas moleculares séo classificadas de
acordo com a massa molecular e, embora possuam mecanismos de ag&o
especificos, elas podem reconhecer e se ligar a superficies hidrofébicas de
proteinas ndo enoveladas ou parcialmente enoveladas. Ademais, diversas co-
chaperonas podem auxiliar as chaperonas moleculares em suas fungbes (BORGES;
RAMOS, 2005).

1.1 Hsp90: estrutura e fungéo

Uma das principais familias é representada pelas Hsp90, que séo chaperonas

moleculares ubiquas encontradas desde eubactérias até eucariotos (PEARL;
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PRODROMOU, 2001). Em eucariotos podem existir homdlogos da Hsp90 em
diversas organelas, como reticulo endoplasmatico, mitocondria e cloroplasto
(PEARL; PRODROMOU, 2006). A Hsp90 citoplasmética € uma proteina abundante,
encontrada em altos niveis dentro da célula (~1% do total de proteina soltuvel) ndo
submetida a estresses (WELCH; FERAMISCO, 1982). Em levedura, foi descrito que
a Hsp82, ortdloga a Hsp90 humana, é essencial para o crescimento viavel das
células em altas temperaturas (BORKOVICH et al., 1989), protegendo-as das

possiveis consequéncias de um estresse (BUCHNER, 1999).

As Hsp90 sdo proteinas de massa molecular entre 82-96 kDa que formam
homodimeros principalmente através da associacdo entre os 191 aminodcidos na
regido C-terminal (NEMOTO et al., 1995). S&o constituidas por trés dominios: N-
terminal, Central e C-terminal. O dominio N-terminal (~ 25 kDa) possui um sitio de
ligagdo ao ATP, participando diretamente na atividade ATPé&sica da Hsp90 e se liga
a peptideos e co-chaperonas e também a inibidores como geldanamicina e
radicicol, por exemplo. Uma sequéncia de tamanho varidvel composta de
aminoacidos carregados separa o dominio N-terminal do central, o que poderia
conferir flexibilidade a esses dominios (WHITESELL et al., 1994, PRODROMOU et
al., 1997; STEBBINS et al.,, 1997; BUCHNER, 1999; YOUNG; MOAREFI; HARTL,
2001). O dominio central (M) (~35 kDa) também esta envolvido na atividade
ATPasica em que um residuo conservado de arginina (R380 — numeracdo para a
Hsp90 de levedura) poderia interagir com um fosfafo-y do ATP ligado ao dominio N-
terminal e direcionar a hidrélise do ATP. Além disso também interage com proteinas-
clientes e co-chaperonas (MEYER et al., 2003). O dominio C-terminal (~12 kDa) é
responsavel pela dimerizacdo da Hsp90, possui sitios de ligacdo para co-
chaperonas, como aquelas que contém o motivo estrutural TPR (tetratricopeptide
repeat) e interage com substratos (YOUNG; OBERMANN; HARTL, 1998). Ao
contrario do que se pensava, foi demonstrado que o C-terminal é capaz de assumir
uma dinamica alternando entre estados aberto e fechado, sendo que durante a
hidrolise de ATP, o equilibrio é deslocado para o estado aberto, mostrando
cooperatividade entre os dominios da Hsp90 (RATZKE et al., 2010). Também no
dominio C-terminal foi identificado um sitio de ligacdo que néo é idéntico ao sitio de
ligacdo de nucleotideo/geldanamicina (GA), descrito como sitio de interagdo com o

inibidor novobiocina, o qual interfere na fungdo da Hsp90, diminuindo os niveis de
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algumas proteinas-cliente relacionadas a alguns tipos de cancer (MARCU;
SCHULTE; NECKERS, 2000; MARCU et al., 2000). Recentemente foi elucidada a
estrutura por modelagem da Hsp90 ligada & novobiocina (MATTS et al., 2011).

A atividade chaperona da Hsp90 independente de ATP foi demonstrada in
vitro através da prevencdo da agregacdo da citrato sintase, uma proteina modelo
qgue mostra rapida agregacédo a 43 °C e se torna inativa, porém a Hsp90 foi capaz de
interagir de modo transiente com intermediarios desenovelados, impedindo a
agregacdo irreversivel da citrato sintase que atinge novamente seu estado nativo
(JAKOB et al.,, 1995). Resultados semelhantes foram obtidos com Hsp90 de
levedura, bovina e de Escherichia coli, sugerindo ser esse um mecanismo geral de
acdo dessa chaperona e também um mecanismo de ac¢do contra choque térmico in
vivo (JAKOB et al.,, 1995). Também foi demonstrada a atividade chaperona da
Hsp90 e dos dominios N e C da Hsp90 humana em relacdo a rodanase, onde foi
visto um aumento da atividade proporcional & concentragdo dos dominios, sugerindo
a existéncia de diferentes sitios de ligagdo com polipeptideos desenovelados com
diferentes especificidades (YOUNG; SCHNEIDER; HARTL, 1997).

A funcé@o da Hsp90 na célula depende diretamente da hidrélise de ATP, ou
seja, a atividade ATP4&sica é essencial para essas proteinas. Isso pode ser uma
propriedade de todos os membros da familia das Hsp90, ja que residuos de
aminoacidos envolvidos na ligagdo com ATP sdo conservados em diferentes
organismos, sendo relatada a importancia dessa atividade in vivo em
Saccharomyces cerevisiae (PANARETOU et al., 1998; OBERMANN et al., 1998). A
atividade ATP&sica da Hps90 humana in vitro, mostrada pela primeira vez, foi mais
baixa que na proteina de levedura e foi inibida pela p23 (MCLAUGHLIN; SMITH;
JACKSON, 2002).

A baixa atividade ATPasica da Hsp90, quando comparada com outras
chaperonas moleculares, pode ser estimulada pela interacdo com algumas co-
chaperonas. Além disso, a regulacdo da hidrélise de ATP pode ocorrer por meio de
sequéncias de aminoacidos da propria Hsp90, as quais podem variar de organismo
para organismo (OWEN et al.,, 2002). A reacdo lenta de hidrdlise do ATP e as
mudancas conformacionais anteriores a ela determinariam a taxa de hidrélise
(WEGELE; MULLER; BUCHNER, 2004). Mais do que a reacdo de hidrdlise, as
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mudancas conformacionais ocorridas na Hsp90 seriam as responsaveis pela etapa
limitante da atividade ATPasica (HESSLING; RICHTER; BUCHNER, 2009).

O ciclo ATPasico da Hsp90 esté ilustrado na figura 1. Quando a Hsp90 esta
na forma aberta, o ATP se liga ao sitio de ligacdo de nucleotideo presente no
dominio N-terminal, que se fecha sobre ele através do segmento lid (I1) e leva a
uma aproxima¢édo ao dominio N-terminal do outro monémero (12). Outras mudancas
conformacionais levam a Hsp90 ao estado fechado compactado, com a interacdo
entre o dominio N e M, onde a arginina 380 do dominio M direciona a hidrolise do
ATP e a Hsp90 retorna para a conformacao aberta (HAHN, 2009; MEYER et al.,
2003; HESSLING; RICHTER; BUCHNER, 2009; ALI et al., 2006) (Fig.1).

Figura 1 - Esquema mostrando o ciclo ATPasico da Hsp90. A ligagdo do ATP no dominio N-terminal
da Hsp90 no estado aberto leva a mudancas conforma}cionais e a intermediarios que
levam ao estado fechado e a posterior hidrolise do ATP. A esquerda estédo representadas

as estruturas cristalograficas do dominio N-terminal da Hsp90 de levedura nos respectivos
estados conformacionais abertos e fechados.

ATP- bound

Hsp90 N (Closed) Closed

Fonte: Hahn. BMB reports, 2009. p. 624.

Assim, apos sofrer diversas modificagcdes conformacionais ap6s a ligacao do
ATP, haveria a formagdo de dois estados intermediarios e entdo, o estado
cataliticamente ativo, onde o posicionamento do lid permite que o loop catalitico
contendo a R380 se posicione de maneira a interagir com o sitio de ligagdo a ATP
(PRODROMOU, 2011).
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Além disso, foi proposto um novo mecanismo baseado em um modelo
cinético minimo de quatro estados conformacionais da Hsp90 de levedura, sendo 2
estados abertos (A e D) e 2 estados fechados (B e C). A ligagdo do ATP diminuiria a
barreira de energia entre os estados D-A e B-C, interferindo na atividade ATP4sica,
deslocando o equilibrio conformacional para a conformacgéo fechada. Portanto, as
mudancgas conformacionais entre os estados aberto-fechado néo estariam acoplados
com a atividade ATP&sica, na auséncia de co-chaperonas e proteinas-clientes,
embora a ligacdo de ATP aumente a atividade por acelerar algumas mudancas
conformacionais (MICKLER et al., 2009; HESSLING; RICHTER; BUCHNER, 2009).

Durante esse ciclo, diversas proteinas-clientes podem se ligar a Hsp90 e a
liberag@o dessas proteinas-clientes esta relacionada a hidrélise do ATP, podendo
ser aumentada com o auxilio de co-chaperonas como a p23 (YOUNG; HARTL,
2000). As associacdes com as proteinas-clientes e co-chaperonas sdo dinamicas e
a Hsp90 participa de heterocomplexos protéicos (BUCHNER, 1999; PRATT; TOFT,
1997). S&o inumeras as proteinas que interagem com a Hsp90, sendo identificadas
mais de 200 (para checar uma lista de tais proteinas, acessar

http://www.picard.ch/downloads/Hsp90interactors.pdf) destacando-se os receptores

de horménios esteroides, proteinas quinases e outras ndo relacionadas (BUCHNER,
1999; WEGELE; MULLER; BUCHNER, 2004; LI; SOROKA; BUCHNER, 2012;
KRUKENBERG et al.,, 2011) as quais sao diferentes estruturalmente, ou seja,
existem varias possibilidades de interagdo com a Hsp90 (WANDINGER; RICHTER;
BUCHNER, 2008; KRUKENBERG et al., 2011). Devido a sua versatilidade, a Hsp90
€ capaz de formar indmeros complexos na ativagdo das proteinas-cliente,
envolvendo diferentes co-chaperonas que atuam de maneira especifica para cada
complexo e regulam a atividade da Hsp90 (PRODROMOU, 2011).

1.2 Co-chaperonas

Dentre as co-chaperonas das Hsp90, destacam-se algumas principais, como
por exemplo, a Hop (Stil em levedura), a Ahal e a p23 (Shal em levedura). A Hop
(Hsp70/Hsp90 organizing protein) € uma proteina que possui nove motivos TPR e,
atraves deles, interage com o dominio C-terminal tanto da Hsp70 quanto da Hsp90,
modulando a atividade entre essas chaperonas (PRATT; TOFT, 2003; SCHEUFLER
et. al., 2000; PEARL; PRODROMOU, 2001). Um modelo proposto recentemente

descreve a ligacdo assimétrica da Hsp70 com o TPR1 da Hop e com a Hsp90 para
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transferir um substrato para o complexo Hsp90-Hop entre os protdmeros da Hsp90
(SOUTHWORTH; AGARD, 2011). Foi demonstrado in vitro que a Stil inibiu a
atividade ATPasica da Hsp90 (PRODROMOU et al.,, 1999). Através da estrutura
obtida por microscopia crio-eletrénica do complexo Hsp90-Hop humana, foi sugerido
que essa inibicdo ocorre devido & interagdo da Hop na juncdo M-C da Hsp90
impedindo a rotacdo que é observada com a dimerizagdo do N-terminal, além do
dominio TPR1 bloquear estericamente a dimerizagdo do N-terminal
(SOUTHWORTH; AGARD, 2011). Além disso, ela interage com outras chaperonas e
participa de outros complexos proteicos citoplasméticos e nucleares ndo totalmente
esclarecidos (ODUNUGA; LONGSHAW; BLATCH, 2004).

A Ahal é uma co-chaperona que se liga ao dominio intermediario da Hsp90
levando a mudancgas conformacionais. Tais mudangas possibilitam o posicionamento
da R380 (numeracdo em relacdo a proteina de levedura) desse dominio, de maneira
a estimular a hidrélise do ATP ligado ao dominio N-terminal da Hsp90 e, portanto,
aumentando a atividade ATPasica (MEYER et al., 2004). Estudos recentes
revelaram que aminoacidos 116 e 123 localizados no dominio N-terminal da Hsp90
humana (isoforma 3) sdo importantes para a interacdo com a Ahal adicionalmente
ao dominio intermediario (ZURAWSKA et al.,, 2010). Além disso, deve haver um
mecanismo de cooperagdo envolvendo os dois dominios da Ahal para aumentar a
atividade ATPasica da Hsp90 de maneira efetiva. A interagdo entre Ahal e Hsp90
ocorre de forma assimétrica, sendo um monémero da Ahal para um dimero de
Hsp90 (RETZLAFF et al., 2010). De forma ndo usual, a Ahal pode ser capaz de
fazer parte de complexos juntamente com outras co-chaperonas que interagem com
a Hsp90 em outros estagios do ciclo de atividade ATPasica (PANARETOU et al.,
2002). A presenca da Ahal desloca a p23 de um complexo com a Hsp90 (HARST;
LIN; OBERMANN, 2005; MARTINEZ-YAMOUT et al., 2006) e assim como a p23,
ndo estd envolvida na entrega de proteinas-cliente para a Hsp90 (PRODROMOU,
2011).

A p23 é uma proteina pequena e &cida, com um dominio C-terminal
fortemente carregado constituido por sequéncias repetitivas (PEARL;
PRODROMOU, 2001). Essa proteina foi primeiramente observada em um complexo
ndo ativado de receptor de progesterona aviario (SMITH; FABER; TOFT, 1990) e

posteriormente identificada como uma proteina conservada presente em um mesmo
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complexo de galinha, ligada ao receptor possivelmente através da Hsp90, podendo
estar envolvida no enovelamento e processamento de receptores de hormdnios
esterdides (JOHNSON et al., 1994). Foi sugerida a associacdo da Hsp90 com a p23
e imunofilinas e a importancia da p23 para a formagcdo do complexo com o0s
receptores esterdides, envolvendo a hidrélise de ATP (JOHNSON; TOFT, 1994).
Posteriormente foi relatado o envolvimento de outras chaperonas no processo de
formagdo do complexo mantendo-o no estado nativo in vitro, como a Hsp70, Hsp40,
Hop, além da Hsp90 e p23, que participariam dinamicamente durante a formag&o
em diferentes estagios, porém a funcdo da p23 nesse complexo n&o foi
completamente estabelecida (KOSANO et al., 1998). J& em um estudo com o
receptor de glucocorticdide (GR), foi mostrada a importdncia da p23 para a
estabilizagdo tanto do heterocomplexo nativo GR:Hsp90 quanto do complexo final
GR:Hsp90:p60:Hsp70 independente de ATP (DITTMAR et al., 1997). Através do uso
de mutantes da Hsp90 humana foi confirmada a interagéo da p23 em um estado da
Hsp90 ligada ao ATP e a dissociagdo apés a hidrolise do mesmo (OBERMANN et
al., 1998). A p23 também pode se ligar a Hsp90 na auséncia de ATP, embora com
menor afinidade quando comparada com a presengca de AMPPNP (MCLAUGHLIN et
al., 2006; SILIGARDI et al., 2004).

A proteina de levedura (S. cerevisiae) ortéloga a p23 humana, denominada de
Sbal, foi identificada em 1998 e descrita com caracteristicas semelhantes. Por
exemplo, 1) a presenga de um C-terminal carregado, 2) a interacdo com a Hsp90
que é interrompida pelo inibidor de Hsp90 geldanamicina, 3) migracdo em gel
desnaturante com massa molecular maior que o esperado (FANG et al., 1998), e 4)
participacdo de complexos que incluem a Hsp90, Hsp70 e p60/Stil (NICOLET;

CRAIG, 1989; SMITH et al., 1993; FANG et al., 1998).

A interacdo com a Hsp90 ocorre através do dominio N-terminal, com 2
moléculas de p23 por dimero de Hsp90 (ALI et al., 2006, MCLAUGHLIN et al.,
2006). Adicionalmente, foi demonstrado que a p23 interage com o dominio M da
Hsp90 (MARTINEZ-YAMOUT et al., 2006) e também com o segmento lid do sitio de
ligacdo ao nucleotideo (KARAGOZ et al., 2011). A interacdo com o lid mudaria o
ambiente do sitio de ligacdo ao nucleotideo, levando a um mecanismo de diminui¢cao
da hidrdlise de ATP pela p23 (KARAGOZ et al., 2011). Antes disso ja tinha sido
atribuida a funcdo da p23 de inibir a atividade ATPé&sica da Hsp90. As modificacdes
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conformacionais que ocorrem nesse processo Sao importantes para o ciclo de
atividade ATPasica da Hsp90 (WEGELE; MULLER; BUCHNER, 2004).

A p23 em solugdo é um mondémero com massa molecular de 18 kDa e é
constituida por um dominio N-terminal enovelado em folhas-f e um C-terminal
flexivel ndo estruturado com cerca de 30 residuos na p23 humana (WEIKL,;
ABELMANN; BUCHNER, 1999; WEAVER et al., 2000). A estrutura cristalografica da
p23 humana apresenta uma sequéncia de aminoacidos WPRLTKE (residuos 86-92,
no C-terminal), descrita como caracteristica dessa familia de proteinas (WEAVER et
al., 2000). Em estudos com mutantes sem os Ultimos 30-35 residuos de aminoacidos
foram demonstrados que essa regido ndo estruturada ndo é necesséaria para que
ocorra a interagdo com a Hsp90 (WEIKL; ABELMANN; BUCHNER, 1999; WEAVER
et al., 2000).

In vitro foi relatado que a p23 possui atividade chaperona ao prevenir a
agregacao da citrato sintase (CS) na razdo de 1:8 (CS:p23) independente de ATP
(BOSE et al., 1996; WEIKL; ABELMANN; BUCHNER, 1999) e a extremidade C-
terminal flexivel parece ser importante para essa atividade (WEAVER et al., 2000).
Também foi descrita a interacdo da p23 com a P-galactosidade desnaturada,
formando um complexo de alto peso molecular e mantendo-a num estado
intermediario passivel de enovelamento para atingir a estrutura nativa (FREEMAN;
TOFT; MORIMOTO, 1996).

As fungbes in vivo da p23 ndo séo totalmente compreendidas, mesmo no
organismo modelo S. cerevisiae (FORAFONOV et al., 2008) e a investigagdo acerca
das fungdes relacionadas a Hsp90 é feita através do uso de inibidores da mesma,
como por exemplo a GA, que interrompe o ciclo funcional da Hsp90 prejudicando a
interacdo com a p23 (STEBBINS et al., 1997; BOHEN, 1998). Dentre as possiveis
funcdes atribuidas a p23, destaca-se a protegcdo contra os inibidores de Hsp90, ja
que a auséncia desse gene em levedura levou a uma hipersensibilidade a eles,
independentemente da atividade chaperona intrinseca da p23, além de apresentar
uma ampla interface de interagdo com a Hsp90 que mesmo com a divergéncia
evolutiva, torna essa co-chaperona capaz de se ligar a ela e protegé-la
(FORAFONOQV et al., 2008). Estudos mostraram a importancia da p23 na funcdo da
Hsp90 relacionada a sua atividade chaperona frente a algumas proteinas-clientes
(PRATT; TOFT, 2003; YOUNG; MOAREFI; HARTL, 2001; FELTS; TOFT, 2003)
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inclusive como sendo um fator de liberacdo do substrato levando a dissociagao
deste da Hsp90 (YOUNG; HARTL, 2000). Foi proposto que a maturagdo de
proteinas-clientes ocorre com a formagdo de um segundo complexo contendo a
Hsp90-Cpr6-p23 apos a prolil-isomerase Cpr6 deslocar a Hop do complexo inicial
(RICHTER; WALTER; BUCHNER, 2004). Ainda em relacdo ao ciclo funcional da
Hsp90, a p23 atua reduzindo (RICHTER; WALTER; BUCHNER, 2004) ou inibindo
sua atividade ATP&sica, prevenindo a interacdo dos dominios N e M da Hsp90 ou o
posicionamento do loop catalitico presente no dominio M (MCLAUGHLIN et al.,
2006).

1.3 Inibidores da Hsp90

Muitos estudos descrevem os diferentes tipos de inibidores das Hsp90. A GA
€ um antibidtico do tipo ansamicina que se liga ao dominio N-terminal da Hsp90
(STEBBINS et al., 1997), de maneira a mimetizar o ATP e formar um complexo mais
estavel (BUCHNER, 1999). A interagdo GA-Hsp90 leva a degradacéo das proteinas-
clientes através do proteossomo, uma vez que ndo alcangam o enovelamento
correto devido a inibicdo da Hsp90 pela GA (CHIOSIS et al., 2004; CALDERWOOD
et al., 2006; SCHULTE; AN; NECKERS, 1997; SCHNEIDER et al., 2006).Tem sido
demonstrado que o papel regulatdrio exercido pelas Hsp90 dentro da célula as torna
essenciais para diversos organismos, incluindo o parasita da malaria (DEVANEY et
al., 2005; BORKOVICH et al., 1989; CUTFORTH; RUBIN, 1994; RUTHERFORD;
LINDQUIST, 1998; QUEITSCH; SANGSTER; LINDQUIST, 2002; PALLAVI et al.,
2010). Isso faz com que essa familia de proteinas seja alvo para o combate de
doencas infecciosas e n&o-infecciosas, embora os detalhes da relagdo entre

estrutura e fung@o ndo estejam sistematicamente atribuidos (PALLAVI et al., 2010).

Alguns estudos apontam para o potencial uso das Hsp90 para o
desenvolvimento de farmacos contra doencas como malaria, leishmaniose, doenca
de chagas e principalmente vérios tipos de céancer, sendo que muitos estudos
indicam o uso de inibidores das Hsp90 como GA e analogos para esse proposito
(WIESGIGL; CLOS, 2001a; WIESGIGL; CLOS, 2001b; BANUMATHY et al., 2003;
KUMAR; MUSIYENKO; BARIK, 2003; PAVITHRA et al., 2004; KAMAL et al., 2003;
WEGELE; MULLER; BUCHNER, 2004; SOTI et al., 2005; POWERS; WORKMAN,
2007; NECKERS; WORKMAN, 2012). Um analogo da GA denominado 17AAG (17-

allylamino-17-demethoxy-geldanamycin) se mostrou menos téxico e com efeitos
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biologicos semelhantes a GA, podendo ser utilizado em ensaios clinicos para o
tratamento de alguns tipos de cancer (SCHULTE; NECKERS, 1998; SOTI et al,,
2005). Tem sido mostrado significativa atividade anti-tumor do 17AAG embora seja
necessario conhecer os mecanismos que levam a morte celular por meio da inibicao
da Hsp90, visando-se utilizar uma terapia combinada para uma maior eficicia in vivo
(USMANI; BONA; LI, 2009). Diversos farmacos estdo sendo desenvolvidas e estdo
em fase clinica para o tratamento de alguns tipos de cancer, sendo que a
perspectiva mais promissora € no sentido de combinar inibidores da Hsp90 que
bloqueiam a funcdo de uma determinada oncoproteina-cliente da Hsp90 para

aumentar a eficacia das drogas (NECKERS; WORKMAN, 2012).

1.4 Hsp90 e parasitas

Dentre as doencas que sao chamadas de doencas tropicais negligenciadas, a
Leishmaniose é uma das mais negligenciadas, principalmente em paises pobres, em
gue anualmente surgem cerca de dois milhdes de novos casos (WHO, 2010). Atinge
aproximadamente 12 milhdes de pessoas em 88 paises (SANTOS et al., 2008).
Protozoarios do género Leishmania sdo o agente etioldégico que, ao infectarem o
hospedeiro mamifero causam a lise de macrofagos. A transmissdo ocorre por
picadas de fémeas de mosquitos do género Phlebotomus (HERWALDT, 1999;
SANTOS et al., 2008). Dependendo da espécie de Leishmania, desenvolve-se um
tipo de leishmaniose: a cutanea, cutédnea difusa, visceral ou muco-cutanea, sendo
que essa Ultima é causada pela L. braziliensis e provoca lesbes destrutivas das
cavidades oro-nasais e faringe (DESJEUX, 1996), podendo também atingir traqueia
e palato (AMATO et al., 1998). O tratamento para a leishmaniose muco-cuténea é
feito por meio de medicamentos antimoniais como Glucantime e Pentostam, porém
os efeitos colaterais sdo diversos e ha contraindicacdes (GONZALEZ et al., 2009;
AMATO et al.,, 2007). Sendo assim, existe a necessidade do desenvolvimento de
novos farmacos com menos efeitos colaterais e mais eficicia para serem utilizadas
no tratamento das leishmanioses (CROFT; OLLIARO, 2011; SANTOS et al., 2008).
Para infectarem o mamifero hospedeiro, os parasitas necessitam de termotolerancia
e sofrem altera¢cdes morfologicas com a mudancga de temperatura, de promastigotas
para amastigotas, levando também a mudancas na expressdo génica
(ZILBERSTEIN; SHAPIRA, 1994). Além das mudangas de temperaturas, oS

parasitas também enfrentam mudanca de pH e o sistema imunoldgico do hospedeiro
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e as Hsp90 sdo fundamentais para sua adaptagéo e proliferagéo, pois o distarbio na
homeostase leva a diferenciacdo morfoldgica dos parasitas (ROY et al., 2012). Em
geral, chaperonas moleculares vem sendo alvo de estudo durante o processo
infeccioso do parasita, mostrando-se serem essenciais para a viabilidade do
parasita, algumas sendo identificadas participando de complexos estagios-
especificos e reguladas por fosforilagdo (MORALES et al., 2010; SHONHAI et al.,
2011), sendo alvos para o desenvolvimento de novos farmacos.

Estudos mostraram que parasitas como Plasmodium falciparum,
Trypanosoma cruzi e Leishmania donovani quando tratados com GA tiveram uma
resposta ao estresse ou o0 crescimento e diferenciagdo celular inibidos
(BANUMATHY et al.,, 2003; GRAEFE et al.,, 2002; WIESGIGL; CLOS, 2001a;
WIESGIGL; CLOS, 2001b). Em cultivo in vitro de P. falciparum, foi demonstrado que
a GA inibiu o crescimento do parasita com um valor de ICso de 20 nM e a inibicdo
ocorreu de maneira sinérgica quando em conjunto com cloroquinina, além de causar
a morte do parasita dentro do eritrdcito infectado (KUMAR; MUSIYENKO; BARIK,
2003). Recentemente foi sugerido que o desenvolvimento de inibidores seletivos da
Hsp90 poderia ser usado conjuntamente com outros compostos antimalaricos
(SHAHINAS et al., 2010; WIDER et al., 2009; PALLAVI et al., 2010). A Hsp90 é
importante para a Leishmania quando ocorre a transformagé&o da forma promastigota
no inseto vetor para a forma amastigota no hospedeiro humano, pois a diferenca de
temperatura provoca um distarbio na homeostase e leva a essa diferenciagdo.
Sendo assim, é preciso investigar e analisar as informagdes disponiveis para utilizar
inibidores de Hsp90 como novas drogas contra protozooses (ROY et al.,, 2012).
Entretanto, é importante identificar parceiros especificos e vias metabdlicas que
envolvem as chaperonas moleculares para facilitar a intervengdo em etapas que
podem aprimorar o potencial inibitério de alguns componentes (SHONHAI, 2010).

Diante do contexto, € importante ressaltar que frente a inUmeros estudos
envolvendo as Hsp90 de diferentes organismos no que diz respeito ao seu potencial
no desenvolvimento de farmacos, é necessario elucidar 0s mecanismos
relacionados ao ciclo funcional e as particularidades de cada membro dessa familia
de proteinas. Nesse sentido, torna-se interessante também o estudo da Hsp90 de
Leishmania braziliensis, cujas informagdes sobre o ciclo funcional e o
comportamento frente a inibidores sdo relativamente escassas e ainda é um

problema de saude publica visto que afeta muitos brasileiros a cada ano.
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1.5 Objetivos

Este trabalho teve como objetivo geral a obtencdo e caracterizagcdo da

proteina recombinante Hsp90 de Leishmania braziliensis, dos seus dominios N e

N+M a fim de se determinar os fatores importantes para o funcionamento da Hsp90

neste protozoario correlacionando com as mudancas conformacionais que a

proteina sofre devido & interagdo com seus agentes reguladores. Além disso,

também determinar os efeitos inibitorios da Hsp90 pela GA.

1.5.1 Objetivos especificos

Clonar o DNA, expressar e purificar a Hsp90 recombinante de L. braziliensis
(LbHsp90), seus dominios N-terminal (LbHsp90 N), NM (LbHsp90_NM) e
suas co-chaperonas p23 (Lbp23A e Lbp23B);

Caracterizar estruturalmente as proteinas recombinantes produzidas;

Avaliar a interagcdo da LbHsp90 com ligantes naturais e com o inibidor GA,
assim como das proteinas LbHsp90_N e LbHsp90_NM;

Determinar a atividade chaperona da LbHsp90, LbHsp90_N e LbHsp90_NM ;
Determinar a atividade ATPé&sica da LbHsp90 e LbHsp90_NM,;

Determinar a inibicdo da atividade ATP&sica da LbHsp90 por GA, Lbp23A e
Lbp23B

Avaliar a interacéo in vitro da LbHsp90 com duas co-chaperonas p23.
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2 Desenvolvimento

2.1 Material e Métodos
2.1.1 Producéo das proteinas recombinantes

Para produzir as proteinas de maneira heter6loga foram adotadas técnicas de
biologia molecular ap6s uma andlise in silico das sequéncias de DNA de interesse
referentes a cada proteina. Os passos seguidos até a obtengdo das proteinas

recombinantes puras séo descrito a seguir.
2.1.1.1 Bioinformética

As ferramentas de bioinformética foram utilizadas para identificar as
sequéncias de DNA de interesse do estudo. Para isso foi feita uma busca nos
bancos de dados GenBank do NCBI (National Center of Biotechnology Information -

http://www.ncbi.nim.nih.gov/) e BLAST (Basic Local Alignment Search Tool -

http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi) a partir das sequéncias de aminoacidos das
proteinas ortélogas humanas. Para selecionar as sequéncias de DNA alvo, foi feito
um alinhamento entre as sequéncias de DNA que codificam as proteinas Hsp90 e
p23 de L. braziliensis e as correspondentes em humanos, utilizando a ferramenta de
bioinformatica LALIGN (http://www.ch.embnet.org/software/LALIGN form.html). As

sequéncias escolhidas como alvo de estudo foram as que apresentaram maior
porcentagem de identidade entre as sequéncias de aminoécidos das proteinas de L.

braziliensis e as humanas.

2.1.1.2 Anélise do nimero de genes de Hsp90 no genoma de L. braziliensis e
alinhamento entre as estruturas primarias das proteinas alvo e proteinas

ortélogas

Foi feita uma busca no genoma de L. braziliensis para identificar o nimero de

Hsp90 existentes. O programa Clustal W (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/)

foi utilizado para analisar a identidade entre a LbHsp90/Hsp83-1 (GenPept ID:
XP_001567804.1- GENE ID: 5418737 LBRM_33_0340) e as Hsp90 ortlogas de
Leishmania major (LmHsp90 — GenPept ID: XP_001685759.1), Leishmania donovani
(LdHspP90 - GenPept ID: ADX97246.1), Trypanosoma cruzi (TcHsp90 — GenPept ID:
XP_811791.1), Trypanosoma brucei (TbHsp90 — GenPept ID: XP_823307.1), de
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levedura, Saccharomyces cerevisiae (yHsp90 - GenPept ID: NP_015084.1) e
humana (hHsp90a — GenPept ID: NP_005339.3)

O mesmo programa também foi utilizado para fazer o alinhamento entre as
proteinas Lbp23A (hypothetical protein GenPept ID: XP_001568545.1), Lbp23B
(GenPept ID: XP_001564309.1) e a p23 humana (hypothetical protein GenPept ID:
NP_006592.3).

2.1.1.3 gDNA

O gDNA de L. braziliensis foi gentilmente fornecido pela Professora Dra.
Angela Kaysel Cruz (Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto - USP). Para L.
braziliensis foi obtido o gDNA porque 0 seu genoma ndo possui introns. Esse gDNA
foi utilizado como molde para a obtencdo dos DNAs identificados como alvo do

estudo.

2.1.1.4 Construcao dos oligonucleotideos especificos para isolar as sequéncias de

DNA de interesse

Os oligonucleotideos especificos foram desenhados a partir das sequéncias
de DNA alvo identificadas por meio da analise de bioinformatica. Os
oligonucleotideos foram desenhados para amplificar os DNAs de interesse, a partir
de regides que flanqueavam cada sequéncia. No iniciador 5’ nas regifes dos cédons
de iniciacdo dos DNAs alvos e no iniciador 3’ nas regides dos codons de terminacdo,
foram inseridos sitios de reconhecimento para enzimas de restricdo para posterior
clonagem em vetor de expressdo. As enzimas de restricdo foram escolhidas apés a
andlise das sequéncias, que ndo apresentavam sitios de reconhecimento
originalmente e devido a disponibilidade no laboratorio. Foram escolhidas as
enzimas Nde | e Eco RI para LbHsp90, Nde | e Bam HI para LbHsp90_N, Nde | e
Sac | para LbHsp90_NM, Nde | e Hind lll para Lbp23A e Nde | e Eco RI para
Lbp23B.

2.1.1.5 Reacéo em cadeia da polimerase (PCR)

A reacéo foi realizada no equipamento MyCycler Thermal Cycler (BioRad),
usando a enzima Taq DNA polimerase (New England BioLabs) para amplificar os
DNAs que codificam as proteinas LbHsp90_N, Lbp23B e LbHsp90_NM e a enzima
de alta fidelidade Phusion® (Finnzymes) para LbHsp90 e Lbp23A. Apds o

desenovelamento inicial dos DNAs molde (10 ng de gDNA de L. braziliensis) a 95 °C
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por 5 minutos, foi iniciado o ciclo de desenovelamento das fitas de DNA, anelamento
dos oligonucleotideos especificos (1 minuto) e extensdo da cadeia de DNA pela
polimerase, por 36 vezes. As particularidades do ciclo de PCR utilizado para cada
DNA alvo estédo descritas na tabela 1. Apés o ciclo, foi seguida de uma etapa de

polimerizagéo final a 72 °C por 10 minutos.

Tabela 1 - Informacgdes sobre as etapas da PCR para os DNAs alvo.

Temperatura de Tempo de
DNA alvo anelamento (°C) polimerizacao (min)
LbHsp90 65,0 3,0
LbHsp90_N 56,4 1,5
LbHsp90 NM 56,1 1,0
Lbp23A 65,0 1,5
Lbp23B 54,9 1,5

A amplificacdo dos DNAs de interesse foi analisada por eletroforese em gel
de agarose 0,8 % (m/v) previamente preparado com tampao TAE: Tris-acetato 40
mM (pH 8,0) e EDTA (&cido etilenodiamino tetra-acético) 1 mM. Para a aplicacdo
das amostras no gel, foi adicionado um tamp&ao da amostra (6X gel-loading buffer)
contendo 0,23% (w/v) de azul de bromofenol, 0,25% (w/v) de xileno cianol FF e 30%
(w/v) de glicerol em &gua e o gel foi submetido a uma voltagem de 110 Volts por
aproximadamente 30 minutos. Para possibilitar a visualizagdo do DNA amplificado, o
gel foi incubado com o tampé&o TAE, contendo 0,1 pg/mL de brometo de etidio, por
20 minutos, e visualizado através de luz ultravioleta, no Bio-Imaging Systems
MiniBIS Pro acoplado a um computador, para permitir o registro das imagens dos
géis. O tamanho do produto de PCR foi comparado com um padrdo de massa
molecular comercial e, ap6s a obter a amplificacdo dos DNAs de interesse de
tamanho esperado, o produto de PCR foi purificado do gel de agarose com o kit
Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) seguindo as instrugdes do

fabricante.
2.1.1.6 Clonagem em vetor de propagacéo

Os produtos de PCR referentes ao dominio N-terminal da LbHsp90 e a
Lbp23B foram clonados em vetor de propagacdo pGEMT Easy Vector (Promega).
Esse vetor € linearizado e possui uma timina em cada extremidade para facilitar a

ligagdo do produto de PCR proveniente da reagdo com a Tagq DNA polimerase que
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adiciona adenina nas extremidades da sequéncia amplificada. O vetor possibilita a
selecdo de colbnias recombinantes por meio da resisténcia ao antibiotico ampicilina
(20 pg/mL) e pela coloragdo branca dos clones positivos, pois o0 DNA é inserido
dentro da sequéncia que codifica a B-galactosidade e, portanto, ndo ha degradacéo
do substrato cromogénico. Para Lbp23A foi utilizado o vetor pCR-Blunt proveniente
do Zero Blunt® PCR Cloning Kit (Invitrogen) que possibilita a clonagem de DNAs
com extremidades cegas, provenientes da amplificacdo com DNA-polimerase
Phusion e a selecdo dos recombinantes foi feita pela resisténcia ao antibiético
canamicina 50 (pg/mL) e pela interrupcdo do gene ccdB que é tdxico para a célula,
pela insercdo do fragmento de DNA. Para LbHsp90 e LbHsp90_NM foi utilizado o
vetor pTZ57R/T do InsTAclone™ PCR Cloning Kit (Fermentas) e, pelo fato desse
vetor ser linearizado e conter uma timina em cada extremidade, o produto de PCR
da LbHsp90 amplificado com a enzima Phusion com extremidades cegas foi
adenilado previamente a ligacdo no vetor. A adenilagéo foi feita com a enzima True
Start Taq DNA polimerase (Fermentas) numa reacdo contendo tampao da enzima
com MgCl,, 0,2 mM de dATP por 30 minutos a 72°C. A ligagédo do DNA alvo ao vetor
foi feita através de uma DNA ligase (Promega para o pGEMT, Invitrogen para pCR-
Blunt e Fermentas para pTZ). Os produtos de ligagdo foram utilizados para
transformar células de E. coli DH5a CaCl, competentes por meio de choque térmico
a fim de se obter os clones recombinantes. Foi utilizada a cepa DH5a, pois
apresenta algumas caracteristicas apropriadas para a multiplicacdo e manutencao
dos vetores recombinantes, como por exemplo, uma mutagdo endAl que inativa
endonucleases intracelulares capazes de degradar plasmideos em métodos de

extracdo de DNA plasmidial.
2.1.1.7 Preparagéo das bactérias CaCl, competentes

A cepa a ser preparada foi pré-inoculada em 5 mL de meio LB (Luria-Bertani
— composto por 10 g/L de triptona, 5 g/L de extrato de levedura e 10 g/L de NaCl)
sem antibittico e foi mantida sob agitag@o por 16 horas a 37 °C e 200 rpm. Esse pré-
in6culo foi diluido 1:100 em 100 mL de meio LB sem antibiético e a cultura
permaneceu nas mesmas condi¢fes descritas anteriormente até atingir a densidade
Optica (D.O.) em 600 nm de 0,4-0,6. ApGs esse tempo a cultura foi centrifugada por
7 minutos a 4000 rpm e 4 °C e as células precipitadas foram ressuspendidas em 35

mL de CaCl, 0,1 M gelado e estéril. As células foram mantidas no gelo por 20
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minutos e centrifugadas novamente por 7 minutos a 3500 rpm e 4 °C. Por fim, as
células foram ressuspendidas cuidadosamente em solugédo contendo 8 mL de CacCl,
0,1 M + 2 mL de glicerol 50%, ambos gelados e estéreis. Aliquotas de 200 pL foram

congeladas em nitrogénio liquido e armazenada a -80 °C.
2.1.1.8 Transformagé&o das bactérias CaCl, competentes

As transformacdes foram feitas por meio de choque térmico (90 segundos a
42 °C, 3 minutos a 4 °C seguidos por 45 minutos a 37 °C para restabelecimento das
células). As bactérias transformadas foram plagueadas em meio LB-agar (15 g de
agar/L) contendo antibioticos de acordo com o plasmideo transformado e mantidas

em estufa a 37 °C durante 16 horas.
2.1.1.9 Andlise dos recombinantes

Para analisar os clones recombinantes, os DNAs plasmidiais foram extraidos
utilizando o kit Wizard Plus SV Mini-Prep (Promega) que se baseia no método de
lise alcalina para extragdo em pequena escala. Os clones recombinantes foram
verificados por meio de andlise de restricdo com as enzimas de restricdo cujos sitios
de reconhecimento foram adicionados aos oligonucleotideos especificos utilizados
na PCR. Apos digestdo por 4 horas a 37 °C, as amostras foram analisadas por
eletroforese em gel de agarose para verificar se a digestdo dos clones
recombinantes levou & liberacdo do DNA alvo inserido de tamanho esperado. Os
clones positivos foram confirmados por sequenciamento automético de DNA
realizado no Laboratério de Biofisica do Instituto de Fisica de S&o Carlos (IFSC),

para assegurar a integridade das sequéncias dos DNAs alvo.
2.1.1.10 Subclonagem em vetor de expressao

Apos confirmacao dos clones recombinantes pTZ::LbHsp9O,
PGEMT::LbHsp90 N, PCR-BLUNT::LbHSp90_NM, pCR-BLUNT::Lbp23A e
pGEMT::Lbp23B, os DNAs alvo foram clivados com as enzimas de restricdo
especificas para cada um e utilizados para a subclonagem em vetor de expressao
pET28a (Novagen) para a producdo de proteinas recombinantes em E. coli. Para
isso, o vetor foi previamente clivado com as mesmas enzimas de restricdo que 0s
respectivos DNAs alvo, para que a ligagdo DNA-vetor fosse direcional e em fase
com uma sequéncia de 6 histidinas no N-terminal do vetor (His-tag) que facilita a

purificagcdo das proteinas por afinidade a ions metalicos. O vetor pET28a apresenta
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um sistema que baseia-se no operon lac que ocorre em bactérias que estd sob
controle do promotor T7 (do bacteri6fago T7) para que ocorra a expressdo da
proteina alvo. Esse promotor s6 é reconhecido pela RNA polimerase do bacteriéfago
(T7 RNA polimerase) expressa pela célula hospedeira somente quando estiver
presente o indutor (IPTG - Isopropyl 3-D-1-thiogalactopyranoside, anélogo ao indutor
natural 1,6 alolactose). A T7 RNA polimerase entdo reconhece o promotor T7 do
pET28a e ocorre a expressdo da proteina cuja sequéncia de DNA que a codifica foi
devidamente inserida no vetor. Isso permite a expressdo controlada da proteina

alvo.

A ligacdo dos DNAs alvo com o vetor de expresséo foi feita por meio de uma
DNA ligase e o produto de ligagéo foi utilizado para transformagdo em DH5a, como
descrito anteriormente. A analise dos recombinantes seguiu o protocolo descrito no
item 2.1.1.9.

2.1.1.11 Expresséo das proteinas

Com a obtengcdo dos clones recombinantes no vetor de expressao,
pPET28::LbHsp90, pET28::LbHsp90_N, pET28::LbHsp90 _NM, pET28::Lbp23A e
pET28::Lbp23B, os mesmos foram utilizados para a expressdo das respectivas
proteinas recombinantes. Para a expressdo das proteinas foram utilizadas as
linhagens de E. coli BL21(DE3) e BL21(DE3)pLysS.

A linhagem BL21(DE3) possui baixos niveis de expressdo de proteases e
possui integrado ao seu genoma o0 gene responsavel pela sintese da T7 RNA
polimerase (proveniente do genoma do profago ADE3) controlado sob o promotor
lacUV5 e induzido com a adicdo de IPTG. A cepa BL21(DE3)pLysS também
apresenta as caracteristicas acima e adicionalmente possui um plasmideo que
confere resisténcia a cloranfenicol e expressa constitutivamente a lisozima T7 e, por
sua vez, inibe a T7 RNA polimerase possibilitando que a expresséo da proteina seja

mais lenta.

As cepas de expressdo foram transformadas com os plasmideos
recombinantes por meio de choque térmico e o protocolo para expressdo das
proteinas é descrito a seguir. Uma coldnia de bactéria contendo o plasmideo
recombinante foi utilizado para fazer um in6culo em meio LB contendo canamicina

(50 pg/mL) para BL21(DE3) e para BL21(DE3)pLysS, sendo que nesse Ultimo caso
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também foi adicionado cloranfenicol (25 pg/mL). A cultura foi mantida a 37 °C
durante 16 horas e posteriormente diluida 100 vezes num volume de 1 L com o0s
respectivos antibiéticos. Foi mantida sob agitagdo a 37 °C até atingir a D.O. a 600
nm de 0,4-0,6, quando a expressado das proteinas foi induzida pela adi¢cédo de IPTG
numa concentracdo final de 0,4 mM para todas as proteinas (exceto para
LbHsp90_N e LbHsp90_NM onde foi utilizado 0,2 mM) durante 4 horas a 37 °C
(Lbp23A) e a 30 °C (LbHsp90, LbHsp90_N, LbHsp90_NM e Lbp23B).

2.1.1.12 Purificacdo das proteinas

Apos a verificacdo da expressdo das proteinas em SDS-PAGE 12%
(LAEMMLI, 1970) as culturas foram centrifugadas por 10 minutos a 8000 rpm a 4 °C
e as células foram ressuspendidas em tampéo de lise (Tris-HCI 50 mM, pH 8,0
contendo 100 mM de KCI). Em seguida foi adicionado 30 pg/pL de lisozima (Sigma)
e 5 U de DNAse (Promega) e incubada em banho de gelo por 30 minutos. Para as
duas p23 o tempo de incubacdo foi de 2 horas. A seguir, foi feita a lise com o
sonicador Sonifier 250 (Branson) por meio de 8 pulsos de 15 segundos com
intervalos de 3 minutos e as fragbes soluveis (sobrenadante) e insollveis
(precipitado) foram separadas por centrifugacéo (2 etapas de 30 minutos a 18000
rpm, 4 °C) e analisadas por SDS-PAGE 12% (LAEMMLI, 1970).

As proteinas sollveis foram submetidas as etapas de purificacdo. A primeira
etapa foi feita por cromatografia de afinidade ao niquel, o qual possui afinidade a
His-tag proveniente do vetor pET28a, fusionada com a proteina recombinante. Para
essa etapa foi utilizada a coluna Hitrap Chelating de 5 mL (GE Healthcare) acoplada
ao sistema de FPLC (Fast Protein Liquid Cromatography) utilizando o equipamento
AKTA Purifier (GE Healthcare). O procedimento para essa purificagdo consistiu em
uma etapa de preparagcédo da coluna por meio da lavagem com 2 V de tampéao
fosfato de s6dio 20 mM (pH 7,4), NaCl 500 mM e imidazol 20 mM. Apés a inje¢do da
amostra a ser purificada, foi feita nova lavagem como descrito acima para eluigéo da
fracdo ndo ligante. A eluicdo da proteina foi feita através da lavagem com tampéao
fosfato de sédio 20 mM (pH 7,4), NaCl 500 mM e imidazol 500 mM. O imidazol
também possui afinidade pelo niquel e, portanto, compete com as histidinas pela
ligagcdo a resina, possibilitando a eluicdo da proteina. As fragBes purificadas foram
recolhidas e analisadas por SDS-PAGE 12% (LAEMMLI, 1970). Apos essa etapa de

purificagéo, as fragdes foram submetidas a uma segunda etapa de purificagcéo
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através da cromatografia de exclusdo molecular (CEM) utilizando a coluna HiLoad
Superdex 16/60 200 prep grade (GE Healthcare) acoplada ao sistema de FPLC,
utilizando o equipamento AKTA Purifier (GE Healthcare). O tamp&do usado foi
HEPES 40 mM (pH 7,5), KCI 100 mM. A eficacia da purificacao foi determinada por
SDS-PAGE 12% (LAEMMLI, 1970). Para as proteinas LbHsp90_N (25 kDa), Lbp23A
(24 kDa) e Lbp23B (25 kDa) a His-tag foi clivada com trombina (1U/mg de proteina)
durante 48 horas a 4 °C, entre as etapas de purificagédo. Esse procedimento foi feito
para evitar que houvesse modificagdo nas propriedades das proteinas devido a
presenca da His-tag que possui 2 kDa, o que em relagdo ao tamanho dessas
proteinas, poderia interferir em suas caracteristicas. A clivagem da His-tag foi
verificada por SDS-PAGE 12% (LAEMMLI, 1970).

2.1.1.13 Determinacédo da concentragcéo das proteinas

A concentragdo de cada proteina foi determinada por espectroscopia,
levando-se em consideracdo a proteina desenovelada em tampé&o fosfato de sédio
20 mM (pH 6,5) e clorohidrato de guanidina 6 M (EDELHOCK, 1967). O espectro de
absorbancia foi coletado entre os comprimentos de onda (1) 250 e 300 nm apds 30
minutos de incubac@o a temperatura ambiente. Para calcular a concentracdo foi

utilizada a lei de Beer-Lambert:

A=gx|xC [Equagdo 1]

onde A é a leitura de absorbancia; €, o coeficiente de extingdo molar; I, comprimento
do caminho Optico em centimetros e C, concentragdo em mol/L. A concentracdo
molar determinada correspondeu & média das concentra¢des encontradas para cada
A entre 276 e 282 nm e multiplicado pelo fator de diluigdo. O coeficiente de extingao
molar foi estimado usando o] programa Sednterp

(www.jphilo.mailway.com/download.htm).
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2.1.2 Caracterizacéo Biofisica

Com as proteinas puras foi possivel iniciar os experimentos para
caracterizacdo biofisica. Os ensaios biofisicos foram realizados em geral para
caracterizar a estrutura secundaria, terciaria e quaternaria das proteinas
recombinantes, determinando as propriedades de cada uma e auxiliando no

entendimento funcional.

Neste tdpico serdo descritas as técnicas utilizadas de maneira geral. Os
detalhes experimentais especificos relevantes serdo pontuados em cada

experimento ou relatados nos resultados, conforme necessidade.
2.1.2.1 Dicroismo Circular (Circular Dichroism — CD)

A analise da estrutura secundaria foi feita por CD e também para verificar se
essa é modificada pela interacdo com MgCl, no caso da LbHsp90. Foi utilizado o
espectropolarimetro Jasco J810 nas dependéncias do Laboratério de
Espectroscopia e Calorimetria (LEC) do Laboratério Nacional de Biociéncias (LNBio)
do Centro Nacional de Pesquisas em Energia e Materiais (CNPEM) em Campinas-
SP. Os espectros de CD foram coletados com 32 acumulativas e tempo de resposta
de 2 segundos. A contribuicdo do branco foi subtraida dos espectros resultantes. Os
valores obtidos na leitura de CD (mdeg) foram convertidos para elipticidade residual

molar (ERM) definida por:

ERM = (8 x MM)/(c x | x n) [Equacéo 2]

onde O é a elipticidade em graus (Deg), MM é a massa molecular da proteina

(g/mol), c é a concentragdo da proteina (mg/mL), | € o comprimento do caminho

Optico (cm) e n € o niumero de residuos de aminoacidos da proteina.

O contetdo de estrutura secundéaria da proteina foi estimado pelo programa
CDNN Deconvolution (BOHM; MUHR; JAENICKE, 1992). Esse tratamento de dados

foi aplicado para todas as proteinas em estudo.
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2.1.2.2 Cromatografia de exclusdo molecular analitica

Essa técnica permitiu a obtencdo da massa molecular aparente (MMap,) das
proteinas em estudo, em que a eluigdo da proteina € comparada com um padrdo de
proteinas globulares de massas moleculares conhecidas. O tempo de retencéo foi
usado para calcular o Raio de Stokes (Rs) ou raio hidrodindmico da proteina, cujo
valor reflete a simetria ou assimetria da molécula, assim como o estado oligomérico.
Para isso, foi usada a coluna Superdex 200 GL 10/300 (Amersham Biosciences)
acoplada ao sistema de FPLC, utilizando o equipamento AKTA Purifier (GE
Healthcare). O padréo de proteinas utilizado continha as proteinas: apoferritina (480
kDa), y-globulina (160 kDa), albumina de soro bovino (BSA — 67 kDa), ovoalbumina
(45 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. A determinacdo do Rs foi feita a partir do tratamento dos dados da
cromatografia de exclusdo molecular analitica, utilizando os valores correspondentes
ao volume de eluicdo das proteinas-padréo e da proteina-alvo para calcular o

coeficiente de particdo (K. ). Para isto, fez-se uso da seguinte equagao:

V, -V, .
=% Equacéo 3
VAR [Equacéo 3]

t~ Vo

onde Ve é o volume de eluicdo de cada proteina, Vo é o “void” e V; é o volume de

coluna total.

O K,y est4 relacionado ao log da MM pela equagdo apresentada abaixo. Com
isso, foi construido um gréfico e a partir do ajuste linear foi possivel determinar a

MMapp SEgUNdO a equagao a seguir:

K, = —a(log M Mapp)+ b [Equacdo 4]

em que a € o coeficiente linear da reta, e b é o coeficiente angular da reta.

1/2

Para calcular o Rs, foi feito um grafico de Rs versus —logKa,,~'“ € novamente

um ajuste linear:

1/2

Rs=a(-logK,, “)+b [Equacéo 5]
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em gue Rs é o Raio de Stokes, a é o coeficiente linear da reta e b é o coeficiente

angular da reta.

O valor experimental de Rs pode ser comparado ao valor tedrico, calculado a
partir da sequéncia de aminoacidos (LEBOWITZ; LEWIS; SCHUCK, 2002) pelo
programa Sednterp. A razdo entre o Rs experimental e o tedrico resulta na razdo
friccional (f/fo), a qual diz respeito & assimetria da proteina-alvo, sendo que quanto

maior que 1, mais assimétrica é a proteina.
2.1.2.3 Ultracentrifugacdo Analitica

Os experimentos de ultracentrifugacdo analitica para a LbHsp90, utilizando o
método de velocidade de sedimentacdo, foram realizadas em um equipamento
Beckman Optima XL-A analytical ultracentrifuge (Beckman Coulter) no
LEC/LNBio/CNPEM, em temperatura constante de 20 °C, utilizando o rotor AN- 60Ti
(Beckman Coulter). A absorbéancia em funcdo do raio posicional da amostra foi
medida em comprimentos de onda de 236 a 239 nm dependendo da concentragdo
de proteina. A velocidade do rotor foi de 25.000 rpm em tampao Tris 25 mM (pH7.5),
NaCl 50 mM, 3-mercaptoetanol 1mM. Foram coletadas 120 curvas por concentragéo

de proteina.

As andlises dos dados foram realizadas com o programa SedFit (SCHUCK,
1998; SCHUCK et al., 2002) para a determinagdo do coeficiente de sedimentagéo.
Os dados de Vya, densidade e viscosidade do tampao foram estimados através da

sequéncia de aminoécidos da LbHsp90 feito pelo programa Sednterp.
2.1.2.4 Fluorescéncia intrinseca do triptofano

Foi utilizada essa técnica para investigar a estrutura terciéria local, utilizando
os triptofanos presentes em cada proteina como sonda. Os testes foram feitos
utilizando o fluorimetro F4500 Hitachi Fluorescence Spectrophotometer do
laboratério de Biofisica Molecular coordenado pelo Prof. Dr. Marcel Tabak (IQSC-
USP). Os parametros utilizados foram: comprimento de onda de excitagao (Aex) de
280 e/ou 295 nm, varredura de 290 a 420 nm (para Aexc de 280 nm) e 305 a 420 nm
(para Aexc de 295 nm) a 20 °C. Para a LbHsp90 e seus dominios em estudo, a
fluorescéncia foi usada para determinar as constantes de dissociagédo (Kp) entre as
proteinas e os ligantes. Nesse sentido, as proteinas na concentracéo de 2,5 yM

foram incubadas com o0s nucleotideos ATP e ADP, separadamente, nas
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concentragdes 0 a 750 uM durante 30 minutos e entdo foram feitas as leituras de
fluorescéncia. O mesmo procedimento foi feito utilizando AMPPNP, anélogo n&o
hidrolisavel do ATP. Para verificar se a presenca do fon Mg®" alterava a Kp pelos
ligantes, os ensaios foram feitos na auséncia e presenca de 5 mM de MgCl,.
Também foi utilizado o inibidor da Hsp90, GA, porém nesse ultimo caso utilizando 2
MM de proteina e as concentracdes de 0 a 50 yM de GA, mantendo a concentracao
de DMSO fixa de 1%. Os dados foram analisados com auxilio do software Origin 8.0
para o célculo da Kp, usando o modelo de um sitio ligante e seguindo a equagao:

_ (L] 5
o= [+ K. [Equacéao 6]

onde « € o sinal observado, [L] refere-se a concentracao de ligante.

A constante de afinidade (Ka) para cada ligante também foi determinada,
sendo que Ka= 1/Kp. Os dados foram obtidos em duplicata e tratados conforme
descrito na literatura (EPPS et al., 1999; RAWEL et al., 2006). Foi feita a correcao do
efeito de filtro interno que leva em consideracéo o coeficiente de extingdo molar do
ligante no comprimento de onda de excitagédo e emissdo, conforme equacao a seguir
(EPPS et al., 1999):

F =F,e > [Equacéo 7]

u

onde F é a fluorescéncia corrigida, F, é a fluorescéncia obtida experimentalmente, ¢
€ o coeficiente de extingdo molar do ligante, | € o passo Optico pelo qual a luz é

absorvida e Lo é a concentracéo do ligante.

Em todos os casos, foram utilizados tanto o tampéao Tris-HCI 25 mM (pH 7,5),
NaCl 100 mM, B-mercaptoetanol 5 mM quanto o tamp&o HEPES 40 mM (pH 7,5),
KCI 100 mM.

2.1.3 Caracterizagéo funcional

A partir das proteinas puras e caracterizadas por métodos biofisicos, foram
realizados ensaios para fazer a caracterizagdo funcional das proteinas, a fim de
buscar um entendimento das suas fungdes e correlacionar a estrutura-fungdo entre

elas.
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2.1.3.1 Atividade chaperona

A atividade chaperona das proteinas LbHsp90, LbHsp90 NM e LbHsp90_N
foi testada por meio da prevengéo da agregacgéo da citrato sintase (CS). Para isso foi
utilizado 0,8 yM de CS em um controle positivo da agregacdo e amostras contendo
0,8 uM de CS com as proteinas em estudo em concentracdes crescentes, incubadas
por 1 hora a 45 °C em tampdo HEPES 40 mM (pH 7,5). A agregacgdo da citrato
sintase foi monitorada por espalhamento de luz a 320 nm utlizando um
espectrofotdmetro V-630 (Jasco) acoplado a um banho térmico circulante Nova
Etica. Também foram feitos controles negativos, sendo que em um deles foi utilizado
0,8 uM de CS incubada com 0,8 uM de albumina de soro bovino (BSA) e nos outros

foram utilizados apenas as proteinas em tampé&o separadamente (0,8 uM de cada).
2.1.3.2 Determinacéo da atividade ATPasica

Para determinar a atividade ATPésica da proteina LbHsp90, foi utilizado o kit
EnzChek® Phosphate Assay Kit (Invitrogen), o qual possibilita a quantificacdo de
fosfato inorganico (P;) liberado em solucdo a partir da hidrélise enzimética do ATP.
Isso ocorre quando, na presenca de P, 0 substrato MESG (2-amino-6-mercapto-7-
metilpurina ribosideo) € convertido em ribose 1-fosfato e 2-amino-6-mercapto-7-
metilpurina pela enzima PNP (purina nucleosideo fosforilase), resultando na
mudanc¢a do comprimento maximo de absorcdo de 330 para 360 nm, detectado por
um espectrofotdbmetro. A quantificacdo de P; é proporcional a taxa de hidrolise de
ATP e pode ser mensurada pela relacdo da quantidade de P; em uma curva padrao
contendo 0; 10; 25; 50; 75 e 100 uyM de uma solucdo de fosfato padrao e a
quantidade de P; liberada pela hidrélise de ATP quando incubado com LbHsp90,
permitindo a determinacdo dos parametros cinéticos. A curva padrdo foi feita de
acordo com as instrugbes do fabricante do kit. A proteina LbHsp90 (2 uM
considerando-a como mondmero e preparada em HEPES 40 mM (pH 7,5) contendo
100 mM de KCI) foi incubada com ATP por 90 minutos a 37 °C, utilizando as
concentragdes de ATP de 0 a 5 mM, na presenca de 5 mM de MgCl,. Foi feito um
controle negativo utilizando apenas ATP, nas concentragdes 0; 0,7; 2 e 5 mM, e os
valores para as demais concentracdes foram obtidas por regresséo linear. Apos o
tempo de incubacéo, a reacdo com MESG foi preparada utilizando 0,2 U de PNP,
0,2 uM de MESG, 160 uL de cada reacao de LbHsp90+ATP e tampao do kit 1X, no

volume final de 200 uL. A partir do tratamento dos dados foi possivel construir um
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gréfico de Vo (MM/min) em fungdo da concentragdo de ATP (mM) e utilizando um
ajuste de Michaelis-Menten, foi possivel determinar os parametros cinéticos Vmax;
constante catalitica (kca) € a constante de Michaelis-Menten (Kn). Para a proteina

LbHsp90_NM foi seguido o mesmo protocolo descrito acima.
2.1.3.3 Inibicdo da atividade ATPasica

A inibicdo da atividade ATPésica da LbHsp90 foi determinada utilizando o
inibidor GA, o qual compete com o ATP pelo mesmo sitio de ligagcdo (PRODROMOU
et al.,, 1997). Para isso foi utilizado o mesmo procedimento descrito anteriormente,
porém numa concentracdo fixa de ATP de 3 mM. A proteina LbHsp90 (1 uM
considerando mondmero) foi incubada previamente com GA por 30 minutos, em
concentracoes de 0 a 25 yM a temperatura ambiente, e posteriormente incubada
com ATP (3 mM) por 3 horas a 37 °C, mantendo constante a concentracdo de
DMSO de 2% (v/v), na presenca de 5 mM de MgCl,. Para cada ponto foi feito um
controle negativo contendo somente ATP e GA, sem LbHsp90. Com o tratamento
dos dados considerando a atividade ATPasica relativa em fung@o da concentracdo
de GA, foi feito um ajuste dose-resposta para obter o valor de ICsy, que reflete a

concentragdo de GA que inibe 50% da atividade ATPasica da LbHsp90.

Com a finalidade de verificar se a Lbp23A e a Lbp23B inibiam a atividade
ATPasica da LbHsp90, foi realizado um ensaio de inibicdo, utilizando uma
concentracao fixa de LbHsp90 (1 pM considerando-a como mondémero) e
concentragdes crescentes de p23 (0 a 50 uM). As proteinas foram incubadas por 30
minutos a temperatura ambiente e em seguida foram adicionados 1 mM de ATP e 5
mM de MgCl,. Para cada ponto foi feito um controle negativo sem LbHsp90, o qual
foi subtraido no tratamento dos dados. Também foi feito um controle adicional com
50 uM de cada p23, na auséncia de ATP para verificar se ndao havia contaminacao
com fosfato. Os dados foram tratados com um ajuste dose-resposta, obtendo-se os

valores de ICx para as duas p23 em relagédo a LbHsp90.
2.1.3.4 Pull-down

Para verificar a interagdo in vitro entre as proteinas LbHsp90 e suas co-
chaperonas Lbp23A e Lbp23B, foram feitos ensaios de pull-down. Para isso, foi
usada resina Profinity IMAC Ni-Charged Resin (BioRad) para as duas proteinas e

também a resina NINTA Superflow (Qiagen) para a Lbp23A. No experimento foi
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utilizada a LbHsp90 com a His-tag, que possui afinidade pelo niquel e, por isso,
interage com as resinas. A His-tag das p23 foi clivada, gerando a Lbp23A_AHis e
Lbp23B_AHis, que na auséncia de LbHsp90 néo interage com as resinas. A proteina
LbHsp90 (10 pM) foi previamente incubada 5 minutos & temperatura ambiente com 1
mM de ATP e posteriormente com as Lbp23 (10, 20 e 30 uM) por 1 hora a 30 °C e
350 rpm. Apds a lavagem das resinas com tampédo A (HEPES 40 mM, pH 7,5, NaCl
100 mM e imidazol 20 mM) a mesma foi incubada com as proteinas por 1 hora a 4
°C sob agitacdo. Com isso, as proteinas Lbp23A_AHis e Lbp23B_AHis apenas iriam
interagir com a resina se estivessem interagindo com a LbHsp90. A eluicdo das
proteinas foi feita com lavagens do tamp&o B, cuja composicdo € a mesma do
tampdo A, exceto a concentracdo de imidazol que foi de 500 mM. A analise do
resultado foi por SDS-PAGE 12% (LAEMMLI, 1970), ap0ds precipitagdo com acetona
das proteinas eluidas, facilitando a visualizacdo nesse sistema. Foram feitos
controles com cada proteina separadamente. Um controle positivo foi feito contendo
apenas LbHsp90 (10 pM) e um controle negativo contendo apenas p23 (30 pM)
incubadas com as resinas e ATP. Outro controle foi feito mudando a ordem de
incubac@o das proteinas, ou seja, incubando a LbHsp90 com a resina antes de

incubar com as p23, na presenca e auséncia de 5 mM de MgCl..

2.2 Resultados e Discusséao
2.2.1 Producéo das proteinas recombinantes

A producéo das proteinas recombinantes foi iniciada apo6s a identificacdo das
sequéncias de DNA que codificam as proteinas alvo e comparagdo dessas em

relagdo as proteinas ortélogas bem caracterizadas.

2.2.1.1 Anélise do nimero de genes de Hsp90 no genoma de L. braziliensis e

comparacao entre as estruturas primarias das Hsp90 ortélogas.

No genoma de L. braziliensis existem anotados 5 genes que correspondem a
Hsp90. A LbHsp90 descrita nesse trabalho € também denominada Hsp83-1 (GENE
ID: 5418737 LBRM_33_0340) sendo o respectivo gene localizado no cromossomo
33. Outros dois supostos genes identificados no genoma (GENE ID: 5418970
LBRM_33_2670 e GENE ID: 5417310 LBRM_29 0780) possuem 30% e 40% de
identidade em relagdo a LbHsp90, respectivamente. Além disso, dois genes

apresentaram 99% de identidade com a metade C-terminal da LbHsp90 (GENE ID:
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5418738 HSP83-1 e GENE ID: 5418736 HSP83-1). Essas sequéncias identificadas
como supostos genes de Hsp90 sugerem ser produtos de eventos de duplicagéo
génica.

A estrutura priméaria da LbHsp90 foi comparada com as estruturas primarias
das Hsp90 de L. major, L. donovani, T. cruzi, T. brucei, S. cerevisiae, e humana. O
alinhamento das sequéncias de aminoécidos de cada proteina mostrou que a
LbHsp90 possui alta identidade com as proteinas ortélogas acima, sendo 93% com
Hsp90 de L. major e L. donovani, 85% para T. cruzi e T. brucei, e 63% em relagdo
as Hsp90 de levedura (yHsp90) e humana (hHsp90a) (Fig. 2). Através do
alinhamento foi possivel identificar no dominio N-terminal da LbHsp90, residuos de
aminoacidos importantes: o residuo de aminoacido D79 (em relagcdo a yHsp90, D93
em hHsp90a) identificado como importante para a ligagdo de ATP, localizado na
regido interna do sitio de ligagdo de nucleotideo e o residuo E33 (em relacdo a
yHsp90, E47 em hHsp90a) que é importante para a hidrolise de ATP e, portanto,
fundamentais para a atividade da Hsp90 (OBERMANN et al., 1998). No dominio M,
destaca-se a presenca da R380 e Q384, importante no direcionamento do fosfato-y e
posterior hidrélise do ATP (MEYER et al.,, 2003). O residuo F349 parece estar
envolvido na intercomunicacdo entre os dominios N e M (MEYER et al., 2003) e o
W300 (yHsp90) estaria envolvido na interacdo da yHsp90 com proteinas-clientes
(MEYER et al.,, 2003; HAWLE et al., 2006). A presenca desses residuos
conservados em todas as sequéncias analisadas sugere que a LbHsp90 apresenta
mecanismos envolvidos na atividade ATP&sica semelhantes as ort6logas (Fig. 2,

setas).

Comparando-se a regido do sitio de ligac@o de nucleotideo/GA no dominio N-
terminal das Hsp90, é possivel observar que essa regido na LbHsp90 e nas Hsp90
das outras espécies de Leishmania analisadas é muito semelhante & hHsp90a
citoplasmaética, com exce¢do dos aminoacidos Ala37-Ser52 e Lys72-Arg87 (Figura 2
A, indicado com estrelas). Porém, apesar da alta similaridade, inibidores interagem
de maneira distinta entre as isoformas da Hsp90, sugerindo que existem
particularidades estruturais importantes relacionadas ao mecanismo de acdo de
cada uma delas (POWERS; WORKMAN, 2007; KRUKENBERG et al.,, 2011; LI,
SOROKA; BUCHNER, 2012; WANDINGER; RICHTER; BUCHNER, 2008).



49

A posicao dos triptofanos € conservada entre os organismos evolutivamente
diferentes (Fig. 2, dentro de retangulos), exceto por uma tirosina na posi¢cao 381 da
hHsp90 ao invés de triptofano. A figura 2B e 2C mostra a localiza¢do dos triptofanos
na estrutura cristalografica dos dominios N, e M-C da LmHsp90 (PDB ID: 3U67 e
PDB ID: 3HJC, respectivamente), onde é possivel obervar o ambiente em que se
encontram os triptofanos nas posi¢cdes 147, 269, 292, 353 e 578. Os triptofanos
parecem estar parcialmente expostos ao solvente, exceto o W147 que se encontra
protegido do solvente e préximo ao sitio de ligacdo de nucleotideo no dominio N-

terminal.

Figura 2 — Alinhamento entre as estruturas primarias da LbHsp90 e as Hsp90 ortdlogas. A) As
sequéncias de aminodacidos das proteinas LbHsp90, LmHsp90, LdHsp90, TcHsp9o0,
TbHsp90, hHsp90a and yHsp90 foram alinhadas, revelando 93% de identidade entre
LbHs90 e ambas LmHsp90 e LdHsp90, 85% com TcHsp90 e TbHsp90 e 63% com yHsp90
e hHsp90. Os aminoacidos destacados com as setas séo conservados e importantes para
a ligacédo (D79) e hidrdlise de ATP (E33), localizacdo em relacao a yHsp90, assim como
os residuos de aminoacidos R380, Q384 e F349, relacionados a atividade ATPasica da
Hsp90. As estrelas indicam as diferencas na regido do sitio de ligacdo de nucleotideo,
Ala37-Ser52 e Lys72-Arg87, entre as Hsp90 de Leishmania e a hHsp90. Os retangulos
destacam as posi¢des dos triptofanos conservadas entre os diferentes organismos. Os
residuos de aminoéacidos idénticos entre as trés sequéncias sdo indicados por (*),
similares (;) e diferentes (.). B) Estruturas cristalograficas do dominio N-terminal da
LmHsp90 ligado ao ADP (PDB ID: 3U67) e os dominios M e C da LmHsp90 (PDB ID:
3HJC) mostrando a localizacéo dos residuos de triptofanos e o ADP.
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LmHsp90 N-domain ADP-bound LmHsp90 M- and C-domains

O alinhamento entre as estruturas primérias da Lbp23A e Lbp23B
mostrou identidade de 27% e 36% respectivamente, em relagdo a p23 humana.
Entre as p23 de L. braziliensis, a identidade é de 30% (Fig. 3). A posicdo dos
triptofanos é conservada entre as trés proteinas. Também é possivel identificar
a sequéncia WPRLTKE, descrita como uma sequéncia caracteristica de p23,
que é parte de uma superficie acessivel ao solvente de uma cavidade onde
poderia se ligar outra proteina (WEAVER et al., 2000). Porém, a Lbp23A possui
alguns residuos de aminoacidos diferentes do consenso que poderia contribuir
para diferentes atividades entre ela e a Lbp23B. Uma outra p23 de parasita, P.
falciparum, também apresenta residuos diferentes nessa regido (CHUA et al.,
2010).

Figura 3 — Alinhamento entre as estruturas primarias da Lbp23A, Lbp23B e p23 humana. Os
residuos de triptofanos estdo destacados em amarelo e ocupam posi¢cles
conservadas. Em vermelho destaca-se a sequéncia WPRLTKE caracteristica de
p23.

Lbp23A ----- MSHLPIKWAERKDRVFITVEAMTASDVHVIFQEKTVSISGYGVTAKGSEPHTLKGELHLLKEIVEEDS
Ibp238 MSASGSLVPPISWAQRPEYVLVTIPLQDTTGVTVEIKDEGRELLFACCAPEGK(Q---YACTIHFYGAISSEES
Hs-p23 ----- MQPASAKWYDRRDYVEFIEFCVEDSKDVNVNFEKSKLTFS----CLGGSDNFKHLNEIDLEHCIDENDE

L T S R L B R : * 2 - * _2:4
Lbp23A TFKVLGVSIQICAMK----=--- KDQG- PTKLTKSWLSADWNLWKDEDDEAEEDARASNFGGYGD
Lbp23B QHVVRPRQIELKLRKKLTRSLEDADDEV KVKYPN--ITIDWSKWKDEDDEGATDDLGDFGLGGGL
Hs-p23 KHKRTDRSILCCLRK-------- GESGQSWPRLTKERAKLN--WLSVDFNNWKOWEDDSDEDMSNFDR-----
i L * * ', Lx se ke Kt E oke *
Lbp23A MGGMDMGSMMGGMGGMGGMDMESMMASMGKGAGGDSDDEEMADSEGEEQADDECEKSEEPAADT SDILNA
Lbp232 AMDGQYSEMLSQLMQTQGKKDAEELAGLPPGTIPEFGSAQRQEATHGASAAAGDDDSEMPPLEDDM---
Hs-p23 ----- FSEMMNNMGGDEDVDLPEVDGADDD--5QDSDDEKMPDLE--—--=--—=-=======—--——-

* . .

T
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2.2.1.2 Construgao dos oligonucleotideos especificos

As sequéncias de amino&cidos das proteinas alvo foram identificadas no
banco de dados GenBank possuindo maior identidade em relacdo as proteinas
ortdlogas humanas. A partir das sequéncias de nucleotideos que codificam as
proteinas foi possivel desenhar oligonucleotideos especificos para iniciar a
clonagem das mesmas. Nas sequéncias dos oligonucleotideos foram inseridos
sitios de reconhecimento para as enzimas de restricdo para possibilitar a
clonagem direcional no vetor de expressdo pET28a. Abaixo segue uma tabela
com os oligonucleotideos desenhados para cada sequéncia alvo, onde os sitios

de restricao estao destacados em negrito (Tabela 2).

Tabela 2 - Oligonucleotideos desenhados para amplificar os DNAs que codificam as proteinas
LbHsp90, LbHsp90_ N, LbHsp90 NM, Lbp23A e Lbp23B. Os sitios de
reconhecimento para as enzimas de restri¢cdo estao destacados em negrito.

Nome Tamanho Enzima de Sequéncia 5’-3'
(pb) restricdo
Nde | AATCATATGACGGAGACGTTCGCG
LbHsp90 2215
Eco RI GGCGGAATTCAGTCCACCTGCTCCATG
Nde | AATCATATGACGGAGACGTTCGCG
LbHsp90_N 666
Bam HI TCTTCGGCGGATCCTACTCCTCGTCC
Nde | AATCATATGACGGAGACGTTCGCG
LbHsp90_NM 1567
Sac | AAGTGAGCTCATTCCTTCGTCAGGCAC
Nde | ATACATATGTCTCACCTTCCGATC
Lbp23A 606
Hind 11I ATAAAGCTTATGCGTTGAGGTCG
Nde | ATACATATGTCGGCCAGCGGTTCA
Lbp23B 624
Eco RI ATAGAATTCACATATCGTCCTCGAGCG

2.2.1.3 Amplificacdo dos DNAs alvo

A amplificagéo do DNA de interesse foi realizada por PCR e o resultado
analisado por eletroforese de DNA e visualizacdo em gel de agarose 0,8%
corado com brometo de etideo. Foram amplificados fragmentos de DNA de

tamanhos esperados para todos os DNAs alvo (Fig. 4).
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Figura 4 - Amplificacdo dos DNAs alvo por PCR. As canaletas de nimero 1 correspondem aos
marcadores de massa molecular e o nUmero 2 corresponde ao DNA amplificado de
A a E: LbHsp90 (2215 pb), LbHsp90_N (666 pb), LbHsp90_NM (1567 pb), Lbp23A

(606 pb) e pr23B (624 pb).
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Os produtos de PCR foram purificados do gel de agarose e ligados aos
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2.2.1.4 Clonagem dos DNAs alvo em vetor de propagacao

vetores de propagacdo conforme descrito no item 2.1 de Material e Métodos.
Com isso foram obtidos os plasmideos recombinantes pTZ::LbHsp90,
PGEMT::LbHsp90 N, pTZ::LbHsp90_NM, pCR-BLUNT::Lbp23A e
pGEMT::Lbp23B, os quais foram verificados por andlise de restricdo com as
enzimas especificas para cada caso e confirmados por sequenciamento
automatico de DNA (dados ndo mostrados). O sequenciamento dos clones
recombinantes confirmou a clonagem correta dos DNAs alvo, compativel as
sequéncias depositadas no banco de dados: LbHsp90 (gi|154343720 - GENE
ID: 5418737 LbrM33_V2.0340), LbHsp90_NM refere-se aos dominios N e M da
LbHsp90 (gi|154343720 - GENE ID: 5418737 LbrM33_V2.0340), Lbp23A
(0i|154345207|ref|XP_001568545.1), Lbp23B
(0i|154336147|ref|XP_001564309.1). @ Todas essas sequéncias néo
apresentaram nenhuma mutagdo. Apenas o0 sequenciamento do DNA
(PGEMT::LbHsp90_N) revelou a clonagem de DNA referente ao dominio N com
uma mutacao que corresponde a troca de uma serina na posi¢cao 163 por uma
prolina (GenBank: FR799008.1) sugerindo ser referente a uma isoforma da
LbHsp90 obtida acima (gi|154343720), e, portanto, justificou a continuidade do
trabalho com essa proteina. Ademais, uma andlise feita através de modelagem
mostrou que o0 aminoacido 163 da LbHsp90 N esta localizado em um volta que
une duas fitas B na superficie da proteina sugerindo que ela ndo deve modificar

as propriedades de interagdo com ligantes.
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2.2.1.5 Subclonagem em vetor de expressao

Ap6s a confirmacao dos clones recombinantes no vetor de propagacao,
os DNAs foram retirados dos plasmideos e ligados no vetor de expresséo
pET28a para a obtencdo dos clones recombinantes pET28::LbHsp90,
pPET28::LbHsp90_N, pET28::LbHsp90_NM, pET28::Lbp23A e pET28::Lbp23B.
A confirmacdo dos recombinantes também foi feita por analise de restricdo e
sequenciamento de DNA. A figura 5 mostra as andlises de restricdo de cada
clone recombinante, onde é possivel visualizar a liberacdo de um fragmento de

DNA correspondente aos DNAs alvo (Fig. 5).

Figura 5 — Andlise de restricao dos plasmideos de expressédo recombinantes. L: marcador de
massa molecular; 1: DNA plasmidial sem a adicdo de enzima de restricdo; 2;: DNA
plasmidial na presenca da enzima de restricdo cujo sitio de reconhecimento foi
inserido no oligonucleotideo forward; 3: DNA plasmidial na presenca da enzima com
sitio no sentido reverse; 4: DNA plasmidial na presenca de cada par de enzima de
restricdo. De A a E, na canaleta 4 é possivel visualizar a liberagdo de bandas de
tamanho esperado para os fragmentos de DNA-alvo: LbHsp90 (2215 pb),
LbHsp90_N (666 pb), LbHsp90_NM (1567 pb), Lbp23A (606 pb) e Lbp23B (624 pb).
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2.2.1.6 Obtencéo das proteinas recombinantes em E. coli soliveis e puras

A partir dos clones recombinantes obtidos no vetor de expressao

pET28a, as proteinas foram expressas em E. coli com inducéo via IPTG, como
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foi descrito no item 2.1 de Material e Métodos. As proteinas foram expressas
na forma sollvel e purificadas com alto grau de pureza ap6s duas etapas de
cromatografias, sendo uma cromatografia de afinidade ao niquel seguida por
cromatografia de exclusdo molecular, como foi descrito no item 2.1.11 da
Material e Métodos. A segunda etapa de purificacdo foi realizada para separar
uma parte das proteinas que encontravam-se sob a forma de agregados. A
His-tag proveniente do vetor de expressao foi clivada com trombina no caso da
Lbp23A e Lbp23B, entre as duas etapas de purificacdo. A verificagdo das
etapas de expressdo e purificagdo foi feita por SDS-PAGE 12% (LAEMMLI,

1970), como mostra a figura a seguir (Fig. 6).

Figura 6 - Expressédo e purificacdo das proteinas alvo. A) LbHsp90 (82 kDa). 1: marcador de
massa molecular (MM); 2: fracdo nao induzida (NI); 3: fragdo apds inducao por 4
horas (IND); 4: fracdo soluvel (S); 5-6: fracGes coletadas na cromatografia de
afinidade ao niquel (AN); 7-8: fracbes coletadas na cromatografia de exclusédo
molecular (CEM). B) LbHsp90_N (26kDa). 1: MM; 2: NI; 3: IND; 4: fracao insolavel
(INS); 5: S; 6: flow-through (FT); 7-8 (AN); 9-10 (CEM). C) LbHsp90_NM (62 kDa),
mesma ordem da figura 6B. D) Lbp23A (24 kDa). 1: MM; 2: NI; 3: IND; 4: S; 5-6: AN;
7. fracdo purificada por afinidade e submetida a clivagem com trombina para
retirada da His-tag; 8: CEM. E) Lbp23B (25 kDa). 1: MM; 2: NI; 3: IND; 4: S; 5-6: AN;
7-8: fracao purificada por afinidade antes e ap0s clivagem da His-tag; 9-10: CEM.
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A tabela abaixo sumariza as etapas de amplificacdo, expresséo e
purificacdo das proteinas recombinantes e algumas das suas propriedades

fisico-quimicas (Tabela 3).



Tabela 3 — Sumario das etapas de clonagem e expresséo das proteinas e suas propriedades fisico-quimicas.

Etapa/propriedade LbHsp90 LbHsp90 NM LbHsp90 N Lbp23A Lbp23B
Tamanho do produto de PCR (pb) 2215 1567 666 606 624
Enzimas de restricdo nos primers Nde I, Eco RI Nde I, Sac | Nde |, Bam HI Nde I, Hind Il Nde I, Eco RI

Vetor de propagacéo pTZ57RIT pTZ57RIT pGEMT pCR-Blunt pGEMT

Vetor de expressao pET28a pET28a pET28a pET28a pET28a
Sequenciamento do DNA correto? sim sim isoforma S163P sim sim

Cepa de expresséo BL21(DE3) BL21(DE3) BL21(DE3) BL21(DE3) BL21(DE3)pLysS

Temperatura de inducgéo (°C) 30 30 30 37 30
[IPTG] utilizada 0,4 mM 0,2 mM 0,2 mM 0,4 mM 0,4 mM
Tempo de inducéo 4 horas 4 horas 4 horas 4 horas 4 horas
Solubilidade solavel soluvel soluvel soluvel solavel
His-tag mantido? sim sim sim/n&o nao nao
MM com a His-Tag (kDa) 82,8 62,4 27 26 27
MM sem a His-Tag (kDa) 80,8 60,4 25 24 25
€ em 280 nm (L/mol.cm) te6rico 57300 48820 15930 31970 25575
NUmero de triptofanos 5 4 1 5 4
Ponto Isoelétrico tedrico 5,27 5,62 4,75 4,58 4,70
Vbar (mL/g) 0,7356 0,7344 0,7324 0,7190 0,7249
Rs para uma esfera de mesma MM (A) 36 26 19 18 19

56



57

2.2.2 Caracterizacao Biofisica
2.2.2.1 Estudo da estrutura secundéria das proteinas alvo

Dentro das aplicagBes da técnica de CD para o estudo de proteinas pode-se
destacar o estudo da conformacdo da estrutura secundaria, podendo-se analisar se
uma determinada proteina encontra-se enovelada e, uma vez obtendo os espectros,
é possivel estimar a quantidade existente de cada tipo de estrutura secundaria. Para
as proteinas LbHsp90, LbHsp90_N e LbHsp90_NM, os espectros de CD mostraram
que as proteinas foram produzidas enoveladas, sendo constituidas tanto por hélices
alfa quanto por folhas-beta (Fig. 7 A), o que também pode ser visto para outras
Hsp90, como de levedura (ALI et al., 2006) e Hsp90 humana (STEBBINS et al.,
1997). Os espectros de CD das proteinas Lbp23A e Lbp23B indicam que as
proteinas sdo constituidas principalmente por folhas-f com a presenca de um
minimo em torno de 218 nm e também sugerem que exista uma regido nao
estruturada devido a elipticidade molar residual negativa em torno de 200 nm,
resultados semelhantes aos descritos para a p23 humana, assim como foi relatado
que a regido nado estruturada corresponde ao C-terminal (WEIKL; ABELMANN;
BUCHNER, 1999; MARTINEZ-YAMOUT et al.,, 2006). E possivel visualizar uma
banda positiva em 230 nm que esta relacionada a conjunto de aminoacidos
aromaticos (KHAN; VILLANUEVAG; NEWMAN, 1989), caracteristica da p23 humana
(WEIKL; ABELMANN; BUCHNER, 1999; MARTINEZ-YAMOUT et al., 2006). Apesar
da baixa identidade sequencial entre elas (30%), os espectros de CD possuem as
mesmas caracteristicas, porém n&o séo idénticos (Fig. 7 B).

As predicdes das estruturas secundarias das proteinas sdo apresentadas na
tabela 4.
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Figura 7 - Espectros de CD das proteinas recombinantes. A) LbHsp90, LbHsp90 _N_AHis e
LbHsp90_NM. As concentragbes de proteinas usadas nos ensaios foram 550 ug/mL, 250
pg/mL e 300 pg/mL, respectivamente. Os dados foram coletados em tampéao Tris-HCI 25
mM (pH 7,5) com 100 mM de NaCl para o dominio N-terminal e HEPES 40 mM (pH 7,5),
KCI 100 mM para as demais. B) Lbp23A_AHis e Lbp23B_AHis. Foi utilizado 600 ug/mL
de cada proteina em tampéo Tris-HCI 25 mM (pH 7,5), NaCl 100 mM e B-mercaptoetanol

5 mM.
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Tabela 4 - Estimativa das estruturas secundarias das proteinas recombinantes feita pelo programa

CDNN Deconvolution.

Tipo de LbHsp90 LbHsp90_ LbHsp90 N  Lbp23A Lbp23B

estrutura N_AHis M __AHis _AHis

a-hélice 35% 34% 26% 10% 9%

Folha B- 8% 11% 16% 30% 30%
antiparalela

Folha B- 8% 6% 6% 5% 5%

paralela

Volta- 20% 17% 18% 21% 22%
Randdmica 30% 31% 33% 35% 36%
Soma total 101% 99% 98% 101% 102%

# Erro estimado <5%

O efeito da adicdo do

ion Mg®* na estrutura secundaria da LbHsp90 foi

analisado também através de CD. A figura abaixo mostra os espectros de CD na

presenca/auséncia de MgCl,, onde pode-se observar que ndo houve alteracdo

significativa na estrutura secundaria da LbHsp90 (Fig. 8).
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Figura 8 - Espectro de CD da proteina LbHsp90 na auséncia e presenca de MgCl,. A concentracao
da proteina utilizada foi 550 pg/mL em tampdo HEPES 40 mM (pH 7,5), KCl 100 mM, na
auséncia e presenca de 5 mM de MgCls.
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2.2.2.2 Analise dos perfis de eluicdo das proteinas alvo em solucdo e respectivos

estados oligoméricos

As proteinas em estudo foram submetidas & técnica de cromatografia de
exclusdo molecular analitica, a qual tem por objetivo a analise de macromoléculas
em solucdo. Analisando o cromatograma, visualmente € possivel estimar a MM da
proteina, dependendo do volume de eluicho da mesma. Os cromatogramas
comparativos entre o padrdo de proteinas utilizado e as proteinas LbHsp90,
LbHsp90_N e LbHsp90_NM sédo mostrados a seguir (Figura 9 A) e os calculos dos
Rs foram feitos apo6s o tratamento dos dados, como mostra a figura 9 B. Os valores

das MMgp, € Rs estdo nas tabelas 5 e 6.

A proteina LbHsp90 eluiu entre os volumes de eluicdo das proteinas 1
(apoferritina - 480 kDa) e 2 (y-globulina — 160 kDa). Considerando o valor da MM
esperada da LbHsp90 como mondmero de 82 kDa, o perfil de eluicdo observado é
condizente com a afirmacéo de que a LbHsp90 esté sob a forma de um oligbmero,
provavelmente um dimero assimétrico. Ja o dominio N-terminal eluiu entre as
proteinas 4 (ovoalbumina - 45 kDa) e 5 (anidrase carbdnica - 30 kDa). Considerando
o tamanho esperado de 26 kDa, a proteina eluiu com tamanho maior (mas néo
suficiente para ser um dimero), sugerindo que ela se comporta como um mondémero

que apresenta assimetria. A eluicdo do dominio NM foi proximo ao volume da
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proteina 3 (BSA - 67 kDa), sugerindo que essa proteina, assim como a LbHsp90_N,

se comporta como um mondémero (MM esperada de 62 kDa) com assimetria.

Figura 9 - Cromatografia de exclusdo molecular analitica das proteinas recombinantes LbHsp90,
LbHsp90_N e LbHsp90_NM (A). O padrdo de proteinas usado continha as proteinas 1:
apoferritina (480 kDa), 2: y-globulina (160 kDa), 3: albumina de soro bovino (BSA — 67
kDa), 4: ovoalbumina (45 kDa), 5: anidrase carbbnica (30 kDa) e 6: citocromo ¢ (12,3 kDa),
numeradas de 1 a 6, respectivamente. A cromatografia foi feita com a coluna Superdex
200 GL 10/300 (GE Healthcare) acoplada ao sistema de FPLC, utilizando o equipamento
AKTA Purifier (GE Healthcare). B) Calculo do Raio de Stokes (Rs). Os calculos foram
feitos a partir dos dados obtidos na cromatografia de exclusdo molecular analitica em
relacdo aos volumes de eluicdo das proteinas-padrdo e das proteinas em estudo,
seguindo a descri¢do no item 2.1.2.2 de Material e Métodos.
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As sugestdes dos estados oligoméricos podem ser confirmadas por meio dos
valores das MMy, obtidas apés o tratamento dos dados, os quais foram maiores
que os valores esperados e, portanto, estd de acordo com o fato das proteinas
estudadas possuirem assimetria, fazendo com que o volume de eluicdo seja maior

do que seria para uma proteina globular (Tabela 5).

Tabela 5 - Comparacao dos valores das massas moleculares esperadas e aparentes das proteinas
LbHsp90, LbHsp90_N e LbHsp90_NM.

M I\/Iesperada (kDa) MMaparente (kDa)

LbHsp90 164 (dimero) 320 £ 20
LbHsp90_N 26 374
LbHsp90_NM 62 92+8

Para verificar o grau de assimetria das proteinas acima, foram calculados os
(Rs) para cada uma. Esses valores foram utilizados para calcular a razéo friccional
(f/fo), sendo que valores maiores do que 1 indicam assimetria. Os valores obtidos

para LbHsp90 (como dimero), LbHsp90_N e LbHsp90_ NM foram 1,63, 1,34 e 1,38,



61

respectivamente, novamente indicando que as proteinas sdo assimétricas (Tabela

6).

Tabela 6 - Razao friccional das proteinas LbHsp90, LbHsp90_N e LbHsp90_NM.

Rs (tedrico) (A)  Rs (experimental) (A) flfo
LbHsp90 36 5912 1,63 £ 0,06
LbHsp90 N 19 26 £2 1,34 £0,13
LbHsp90_NM 26 362 1,38 £ 0,08

Os perfis de eluic@o das proteinas Lbp23A_AHis (23 kDa) e Lbp23B_AHis (24

kDa) foram muito préximos e entre as proteinas 3 (BSA - 67 kDa) e 4 (ovoalbumina -

45 kDa) do padré@o o que indica que as proteinas ndo sdo globulares ja que eluiram

como proteinas de maior massa molecular (Fig. 10).

Figura 10 - Cromatografia de exclusao molecular analitica das proteinas recombinantes Lbp23A_AHis

A)

Absorbancia normalizada (AU}

e Lbp23B_AHis (A). O padrdo de proteinas usado continha as proteinas 1: apoferritina
(480 kDa), 2: y-globulina (160 kDa), 3: albumina de soro bovino (BSA — 67 kDa), 4:
ovoalbumina (45 kDa), 5: anidrase carbobnica (30 kDa) e 6: citocromo ¢ (12,3 kDa),
numeradas de 1 a 6, respectivamente. A cromatografia foi feita com a coluna Superdex
200 GL 10/300 (GE Healthcare) acoplada ao sistema de FPLC, utlizando o
equipamento AKTA Purifier (GE Healthcare). B) Calculo do Raio de Stokes (Rs). Os
céalculos foram feitos a partir dos dados obtidos na cromatografia de exclusao molecular
analitica em relacdo aos volumes de eluicdo das proteinas-padrédo e das proteinas em
estudo, seguindo a descricdo no item 2.1.2.2.
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Os valores de MMy, € Rs calculados a partir do tratamento dos dados séo

mostrados a seguir (Tabela 7 e 8).
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Tabela 7 - Comparacao dos valores das massas moleculares esperadas e aparentes das proteinas
Lbp23A_AHis e Lbp23B_AHis.

MMesperada (kDa) MMaparente (kDa)
Lbp23A_AHis 23 60+ 6
Lbp23B_AHis 24 64+7

Tabela 8 - Razao friccional das proteinas Lbp23A_AHis e Lbp23B_AHis.

Rs (tedrico) (A)  Rs (experimental) (A) flfo
Lbp23A_AHis 18 32+2 1,7£02
Lbp23B_AHis 19 32+2 1,7+0,1

Ambas Lbp23A e Lbp23B apresentaram MMy, maior que a esperada, assim
como também os valores de Rs, sugerindo que essas proteinas sdo muito
assimétricas. Isso vai de acordo aos valores obtidos das razdes friccionais de 1,72 +

0,2 para Lbp23A e 1,7 £ 0,1 Lbp23B, indicando alto grau de assimetria.

2.2.2.3 A proteina LbHsp90 é um dimero assimétrico em solug¢ao

Para confirmar o estado oligomérico da LbHsp90, foi utilizada a
ultracentrifugacdo analitica. Os experimentos de velocidade de sedimentacao
mostraram que, em uma faixa de concentragdo de 150 a 1000 ug/mL de proteina,
pode ser observada apenas uma espécie com massa molecular de 162 + 3 kDa e
razao friccional de 1,72 + 0,06. Este resultado confirma os dados obtidos por
cromatografia de exclusdo molecular analitica de que a LbHsp90 é um dimero
assimétrico em solucdo (Fig. 11). O valor de s%o. obtido foi de 5,96 + 0,06 S,
mostrado no detalhe da figura 11. O tampé&o utilizado foi o Tris-HCI 25 mM (pH 7,5),
NaCl 50 mM, B-mercaptoetanol 1mM.
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Figura 11 - Ultracentrifugacéo analitica da LbHsp90. O comportamento da proteina em solucdo (150 a
1000 pg/mL) foi analisado através de experimentos de velocidade de sedimentacdo. Foi
observada a presenca de apenas uma espécie que condiz com o dimero assimétrico da
LbHsp90. A determinacso do valor de s%,, foi feita por andlise da regresséo linear dos
valores de syow, COmo mostrado a direita na figura.
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2.2.2.4 A LbHsp90 e seus dominios ligam nucleotideos e geldanamicina

Y

As proteinas sd@o capazes de emitir fluorescéncia intrinseca devido a
presenca de aminoacidos aromaticos (triptofano, tirosina e fenilalanina) que, por sua
vez, sdo capazes de absorver energia na regido do ultravioleta proximo (250-300
nm). Dentre os amino4cidos aromaticos, o triptofano é usado como sonda para
avaliar a estrutura terciaria local, relacionando-a com possiveis mudancgas
conformacionais quando uma proteina interage com um ligante, por exemplo.

A proteina LbHsp90 possui 5 triptofanos, sendo 1 no dominio N-terminal (que
é evolutivamente conservado — dados ndo mostrados), 3 no dominio intermediario e
1 no C-terminal. O Unico triptofano que esté presente no dominio N-terminal (W147)
encontra-se protegido do solvente, como pode ser visto na figura 12, que mostra os
espectros das trés proteinas e o comprimento de onda maximo de emissdo (Amax) de
311 nm para a LbHsp90_N. J& a LbHsp90 NM apresenta Amax de 319 nm. Em
relagcdo a proteina completa, ha a contribuicdo de todos os triptofanos na emisséo da
fluorescéncia e o espectro obtido apresenta um valor de Amax maior, deslocado em
direcdo ao vermelho (Fig. 12). Os espectros obtidos mostraram que as proteinas

possuem estrutura terciaria local.
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Figura 12 - Espectros de emissdo de fluorescéncia das proteinas LbHsp90, LbHsp90 N e
LbHsp90_NM. Os espectros foram obtidos com o A excitacdo de 280 nm e a varredura
de 290 a 420 nm. Nesses ensaios foram usados 2,5 uM de cada proteina em tampéo
HEPES 40 mM (pH 7,5) com 100 mM KCI.
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A proteina LbHsp90 possui atividade ATPasica e, portanto, liga ATP
(PANARETOU et al., 1998; OBERMANN et al., 1998). Sendo assim, foi possivel
analisar a interacdo dessa proteina e dos seus dominios (N e NM) em relacédo a
ligac&o de nucleotideos, a fim de se determinar as Kp entre eles.

Os ensaios de fluorescéncia foram realizados com os nucleotideos ATP, ADP,
AMPPNP, com/sem adi¢cdo de MgCl,, o qual € importante para a atividade da
proteina. A interagdo com os nucleotideos levou a supresséo da fluorescéncia com o
aumento da concentracdo do nucleotideo. A partir dos dados coletados e tratados
para cada proteina, foram obtidos os valores das Kp, que ficaram em torno de 150
UM para todas as condicdes testadas, exceto para o dominio N-terminal na presenca
de ADP+MgCl,, que apresentou um valor de Kp menor. Para representar as curvas
obtidas apds o tratamento dos dados sdo mostradas as figuras a seguir (Figura 13
A, BeC).
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Figura 13 - Ensaios de fluorescéncia das proteinas LbHsp90, LbHsp90 N e LbHsp90 NM para
determinacdo das constantes de dissociacdo entre as proteinas e os ligantes. A)
Interacdo das proteinas com ATP. B) Interacao das proteinas com ADP. C) Interacdo
das proteinas com AMPPNP. Nesses ensaios foram usados 2,5 uM de cada proteina e
os espectros de fluorescéncia foram coletados apods incubacdo por 30 minutos a
temperatura ambiente com os nucleotideos (0 a 750 uM).
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Os valores de Kp obtidos para todas as condicdes experimentais Sao

mostrados na tabela abaixo (Tabela 9).

Tabela 9 - Comparacéo dos valores de Kp entre as proteinas LbHsp90, LbHsp90_N e LbHsp90_NM e
os nucleotideos ATP, ADP e AMPPNP, com ou sem MgCl,.

i Ko (UM)
Ligante LbHsp90 LbHsp90 N LbHsp90 NM
ATP 120 + 20 240 + 30 200 + 30
ATP+MgCl, 140 + 30 180 + 20 180 + 20
ADP 160 + 10 130 + 10 160 + 20
ADP+MgCl, 130 + 10 90 + 10 120 + 10
AMPPNP 150 + 10 180 + 30 160 + 20

AMPPNP+MgCl, 160 + 10 200 * 40 180 + 20
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A proteina LbHsp90 apresentou uma afinidade cerca de duas vezes maior
para ATP do que a descrita para Hsp90 humana (Kp para HsHsp90 = 240 = 14 yM,
obtida por calorimetria de titulacdo isotérmica - ITC) (MCLAUGHLIN et al., 2004)
Quando comparada com a Hsp90 de P. falciparum, pode-se dizer que os valores de
Ko sdo semelhantes, considerando a faixa de erro (Kp= 168 + 25 yM, obtida por
fluorescéncia) (PALLAVI et al., 2010). Porém, nesse trabalho, ndo esta claro se foi
feita a correcdo do efeito de filtro interno que se mostrou importante para os ajustes
realizados aqui. O Kp obtido por ITC entre o dominio N-terminal da Hsp90 da
levedura (S. cerevisiae) e ATP de 132 + 47 yM (PRODROMOU et al., 1997) é um
valor um pouco menor do que o obtido para LbHsp90. Comparando-se a afinidade
entre o dominio N-terminal de S. cerevisiae e ADP e AMP-PNP, foi demonstrado por
ITC um valor cerca de 4 vezes maior para o ADP a 25 °C (Kp = 21,5 uM e 129,9 uM,
para ADP e AMPPNP, respectivamente) (NILAPWAR et al., 2009). Para LbHsp90_N,
os valores de Kp encontrados para o ADP e AMPPNP foram semelhantes,
considerando a faixa de erro. Porém, quando comparado com o N-terminal de S.
cerevisiae, a LbHsp90_N apresenta uma Kp cerca de 6 vezes maior para o ADP,
consequentemente uma afinidade 6 vezes menor para o ADP em relagéo a proteina
de levedura (Kp = 130 yM e 21,5 pM para LbHsp90_N e Hsp90 de S. cerevisiae,
respectivamente) (NILAPWAR et al., 2009). A tabela abaixo resume as comparagdes
descritas anteriormente (Tabela 10).

Tabela 10 - Comparacao entre os valores das constantes de dissociacdo entre Hsp90 de diversos
organismos e os nucleotideos ATP, ADP e AMPPNP.

. Ko (LM) A
Proteina ATP ADP AMPPNP Referéncias
LbHsp90 120+20 160+10 150+10 -
Hsp90 Homo 240+14 - - MCLAUGHLIN et al.,
sapiens 2004

Hsp90 P. 168+25 - - PALLAVI et al., 2010
falciparum

LbHsp90_N 240+30 130+10 180+30 -

Hsp90_N 132+47 21,5 129,9 PRODROMOU et al.,
S. cerevisiae 1997, NILAPWAR et

al., 2009
LbHsp90_NM 200+30  160+20 160+20 -

A interacdo das proteinas com o inibidor GA também levou a supresséo da

fluorescéncia e, assim como foi feito com os nucleotideos, também foi calculada a
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Kp para esse inibidor. As curvas obtidas apdés o tratamento dos dados séo

mostradas na figura a seguir (Fig. 14).

Figura 14 - Ensaios de fluorescéncia das proteinas LbHsp90, LbHsp90_N e LbHsp90_NM com GA.
Nesses ensaios foram usados 2 uM de cada proteina e os espectros de fluorescéncia
foram coletados apds incubacgédo por 30 minutos a temperatura ambiente com GA (0 a 50
puM), mantendo-se a concentracédo fixa de 1% de DMSO. O DMSO ¢ utilizado para
dissolver a GA e na concentracao utilizada néo interferiu na estrutura terciaria local das
proteinas.
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Como pode ser observado na figura acima, a diferenca entre as curvas

sugere que as afinidades entre as proteinas em estudo e a geldanamicina sé&o

diferentes. Isso pode ser demonstrado com maior clareza quando comparamos 0S

valores obtidos de Kp e Ka apresentados na tabela 11.

Tabela 11 - Comparacdo dos valores de Kp e Ka entre as proteinas LbHsp90, LbHsp90_N e
LbHsp90_NM e geldanamicina.

Ko (UM) Ka (M1)x107°
LbHsp90 76+0,2 130+5
LbHsp90_NM 4+0,9 250 + 70
LbHsp90 N 1,8+0,3 500 + 100

A GA liga-se ao dominio N-terminal da Hsp90, competindo com o ATP pela
ligagcéo no sitio de ligagdo. A LbHsp90 apresentou uma afinidade pela GA cerca de
15 vezes maior quando comparada ao valor encontrado para o ATP. Esse fato é
relevante quando se trata da discussdo do uso das Hsp90 como alvo no combate a
doengas causadas por protozodrios, ja que é necessaria uma inibicdo seletiva da
proteina do agente causador, a fim de se evitar danos ao organismo hospedeiro.

Outros trabalhos com Hsp90 de diversos organismos j& citados anteriormente,
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também relatam valores de Kp para GA menores que os encontrados para ATP, na
ordem de baixo micromolar, sugerindo a possibilidade de usar a geldanamicina,
assim como outros compostos, como inibidor efetivo da Hsp90, podendo levar a
morte dos protozoarios causadores de doengas como maléria, leishmaniose, doenca
de chagas, entre outras (PALLAVI et al., 2010; ONUOHA et al., 2007; NILAPWAR et
al., 2009; SHAHINAS et al., 2010; WIDER et al., 2009). E importante a discusséo
sobre a possibilidade do uso de inibidores seletivos para Hsp90 de parasitas, porém,
existe a dificuldade em se comparar resultados obtidos ou por diferentes técnicas ou
por diferentes condi¢cdes experimentais, limitando as conclusdes que podem ser
estabelecidas nesses tipos de analises. Seria necessério um estudo amplo
comparando os parametros da Hsp90 humana e de parasitas nas mesmas
condigbes experimentais para que seja possivel uma comparagdo de maior
confianga no que diz respeito a possibilidade de desenvolvimento de farmacos.

Também foi usada a técnica de fluorescéncia para verificar a estrutura
terciaria das proteinas Lbp23A e Lbp23B que possuem 5 e 4 triptofanos,
respectivamente, como destacado na figura 3. Para isso, foram coletados espectros
tanto com Le de 280 quanto 295 nm. Os resultados mostram que as proteinas
possuem estrutura terciéria local, mesmo apoés a retirada da His-tag e que ndo ha
influéncia de tirosinas nos espectros de emissao de fluorescéncia, como pode ser
visto na figura a seguir (Fig. 15).

Figura 15 - Espectros de fluorescéncia das proteinas Lbp23A_AHis e Lbp23B_AHis nos
comprimentos de onda de excitacdo de 280 e 295 nm. Os experimentos foram feitos
com 3 uM de cada proteina, em tampé&o Tris-HC| 25 mM (pH 7,5), NaCl 100 mM e B-
mercaptoetanol 5 mM.
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2.2.3 Caracterizagéo Funcional
2.2.3.1 A proteina LbHsp90 possui alta atividade chaperona in vitro

Para verificar se a LbHsp90 possui atividade chaperona, foi utlizada a
proteina modelo citrato sintase (CS) que é utilizada em outros trabalhos com o
mesmo objetivo (JAKOB et al., 1995), investigando se a sua agregagao induzida
pela temperatura poderia ser prevenida pela LbHsp90. Além disso, também foram
testadas as proteinas LbHsp90_N e LbHsp90_NM para verificar se os dominios da
LbHsp90 possuem atividade chaperona. Os resultados mostraram que a LbHsp90
possui uma grande atividade chaperona, pois foi capaz de prevenir a agregagao da
CS mesmo em baixas concentragdes (razdo CS:LbHsp90 de 8:1) e a prevencao da
agregacdo foi proporcional ao aumento da razdo de LbHsp90 em relagéo a CS (Fig.
16 A). O fato dos experimentos terem sido feitos na auséncia de ATP sugere que o
mesmo ndo é essencial para a atividade chaperona da LbHsp90. Em relagdo aos
dominios da LbHsp90, ambos foram capazes de prevenir agregacdo, assim como a
Hsp90 humana descrita na literatura (YOUNG; SCHNEIDER; HARTL, 1997). Porém,
a LbHsp90_N preveniu menos a agregacdo da CS em relagdo a LbHsp90_NM e
essa ainda apresentou menor capacidade de prevencdo que a proteina inteira (Fig.
16 B). Isso sugere que a proteina completa possui maior atividade pelo fato de
possuir mais sitios para ligacao de substrato, os quais diminuem com as construcdes

gue correspondem aos dominios.
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Figura 16 - Atividade chaperona das proteinas LbHsp90, LbHsp90_N e LbHsp90_NM. A analise da
prevencdo da agregacdo da CS (0,8 uM) foi feita por espalhamento de luz a 320 nm
durante 1 hora a 45 °C. A) Investigacao da atividade chaperona da LbHsp90 em
diferentes concentracfes. Os resultados mostram que a LbHsp90 possui potente
atividade chaperona, proporcional ao aumento da razéo de LbHsp90:CS. B) Investigacédo
da atividade chaperona da LbHsp90 N e LbHsp90_NM. As construcfes com o0s
dominios N e NM da LbHsp90 também s&o capazes de prevenir a agregacédo da CS,
embora em menor extensao que a proteina inteira.
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2.2.3.2 LbHsp90 possui baixa atividade ATP&sica e a importancia da proteina

dimérica que haja essa atividade

A funcgéo das Hsp90 esté relacionada ao ciclo ATPésico (ligagdo e hidrélise
de ATP) que, por sua vez, envolve véarias mudangas conformacionais
(PRODROMOU et al., 1997; PANARETOU et al., 1998; OBERMANN et al., 1998;
WEIKL et al., 2000; RICHTER, et al., 2001; WAYNE; BOLON, 2007).

A investigacdo da atividade ATPasica da LbHsp90 foi feita utilizando o kit
EnzChek® Phosphate Assay Kit (Invitrogen) e ap6s a padronizacdo das condicdes
experimentais foi possivel obter os pardmetros cinéticos através do tratamento dos

dados por meio de um ajuste de Michaelis-Menten (Fig. 17).
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Figura 17 - Atividade ATPé&sica da LbHsp90. A LbHsp90 (2 uM) foi incubada com ATP (0 a 5 mM)
durante 1 hora e 30 minutos e a seguir submetida a reagdo com o substrato do kit para
determinacdo da taxa de fosfato liberado, proporcional a hidrélise de ATP. A partir do
ajuste de Michaelis-Menten foi possivel obter os parametros cinéticos.
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A partir da curva de Michaelis-Menten, foi obtido o valor de Vs = 0,64 + 0,02
MM/min, Ky, = 430 = 30 uM e K5 = 0,320 min?, o gue sugere que a LbHsp90 tem
baixa atividade ATPasica, assim como outras Hsp90 de diversos organismos
(OWEN et al., 2002). A Ky, da LbHsp90 é semelhante a Ky, da isoforma 3 da Hsp90
humana (320 + 70 uM) (OWEN et al., 2002) e é menor que o valor numérico descrito
para a Hsp90 de P. falciparum (611 yM) (PALLAVI et al., 2010), o que poderia
sugerir que a Hsp90 de L. braziliensis possui uma maior afinidade pelo ATP do que
a Hsp90 de P. falciparum. Porém, ndo é possivel obter conclusdes ja que os dados
comparados ndo refletem as mesmas condi¢cdes experimentais e métodos de

mensuragao.

Para tentar entender parte desse mecanismo de ligagdo e hidrolise de ATP
pela Hsp90, a proteina LbHsp90_NM foi analisada em relag&o a atividade ATP4&sica.
Os resultados desses experimentos mostraram que somente a construgdo NM da
LbHsp90 n&o possui atividade ATP&sica ou que ndo foi mensurada nos
experimentos realizados aqui, embora possua o sitio de ligacdo ao ATP. Quando o
ATP se liga ao sitio de ligagdo ao nucleotidedo e esse se fecha, provoca mudancas
conformacionais na Hsp90, levando a uma troca de fitas-f presentes nos dominios
N-terminais de cada mondmero que se associam (HAHN, 2009). Recentemente foi
demonstrada a dimerizacdo do dominio N-terminal como mecanismo central para o
ciclo de mudancgas conformacionais relacionadas a atividade ATPasica (PULLEN;

BOLON, 2011). A proteina LbHsp90_NM & um mondmero e a auséncia de atividade
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ATPasica pode ser devido ao fato de a Hsp90 funcionar como um dimero,
envolvendo diversas mudangas conformacionais que coordenam a hidrélise de ATP
(RICHTER, et al., 2001; WAYNE; BOLON, 2007; PRODROMOU et al., 2000). Isso
pode ser observado quando os dados sdo comparados com a proteina inteira (Fig.
18).

Figura 18 - Atividade ATPasica LbHsp90 comparada com a LbHsp90_ NM. Apenas a presenca do
dominio de ligacdo ao nucleotideo na proteina LbHsp90_NM n&o é suficiente para
conferir atividade ATPasica a proteina, comparado a proteina inteira, sugerindo que a
atividade ATPasica envolve a participacdo do dimero, como ja descrito na literatura. As

linhas mostram o ajuste de Michaelis-Menten a partir dos dados experimentais.
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Diversos trabalhos relatam a diminuicdo da atividade ATPésica ou auséncia
da mesma quando se compara os dominios da Hsp90 com a proteina inteira
(MCLAUGHLIN et al., 2004; RICHTER et al., 2001; PRODROMOU et al., 2000). Foi
demonstrado uma reducdo de dez vezes da atividade ATP&sica dos dominios NM
da Hsp90 humana em relacdo a proteina completa (MCLAUGHLIN et al., 2004). Em
levedura também foram descritos trabalhos com mutantes da Hsp90 em que a
atividade ATPésica era reduzida proporcionalmente & medida que os construtos
analisados se restringiam no sentido do dominio N-terminal (RICHTER et al., 2001;
PRODROMOU et al., 2000). Além disso, estudos com uma Hsp90 de levedura
construida de forma a ser monomérica, denominada de NMCC, mostraram uma
atividade ATPasica de no maximo 3% em relagdo a proteina selvagem, indicando
novamente que a dimerizacdo é necesséria para a eficiéncia na hidrolise do ATP
(WAYNE; BOLON, 2007). Regibes localizadas no C-terminal da Hsp90 séo

importantes para manter o nucleotideo ligado ao sitio de ligagdo e alguns residuos
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foram identificados como necessarios para aumentar a taxa de hidrélise (WEIKL et
al., 2000).

2.2.3.3 A geldanamicina e as co-chaperonas Lbp23A e Lbp23B inibem a atividade
ATPésica da LbHsp90

Considerando que o inibidor da Hsp90, geldanamicina, possui afinidade pela
LbHsp90 como mostrado pelos experimentos de fluorescéncia, este foi usado para
analisar se seria capaz de inibir a atividade ATPé&sica da mesma. Para isso foi
utilizado o mesmo kit descrito para a determinacdo da atividade ATP&sica e as
condigdes experimentais foram novamente padronizadas. A andlise dos resultados
mostrou que a GA inibiu a atividade ATPé&sica da LbHsp90, porém foi observada
uma atividade residual em torno de 20%. Foi possivel determinar o valor de ICs
(concentragéo de inibidor na qual a enzima possui 50% de atividade) igual a 0,7

0,2 uM (Fig. 19).

Figura 19 - Inibicdo da atividade ATPasica da LbHsp90 por geldanamicina. A proteina LbHsp90 foi
previamente incubada com GA (0 a 50 uM) por 30 minutos a temperatura ambiente e a
seguir foi incubada com 3 mM de ATP por 3 horas a 37 °C antes de ser submetido a
reacao com o substrato do kit para determinar a taxa de P; liberado.
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O valor de ICs, obtido para LbHsp90 foi menor ao valor obtido para a Hsp90
de levedura (5 uM) em um ensaio de acoplamento enzimético e verde de malaquita
(ROWLANDS et al., 2004), semelhante ao descrito para Hsp90 humana (0,702 yM)
usando *P e maior que o obtido para P. falciparum (0,207 uM) (PALLAVI et al.,
2010). Como discutido anteriormente, a comparagdo de valores obtidos por
diferentes condigdes experimentais € limitada, ja que podem ser alterados de acordo

com os parametros utilizados. Porém, a GA é um dos inibidores protétipos que
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possivelmente poderia ser utilizado de maneira sinérgica no combate ao parasita P.
falciparum (KUMAR; MUSIYENKO; BARIK, 2003).

Também foi testado se as duas co-chaperonas Lbp23A e Lbp23B seriam
capazes de inibir a atividade ATPa&sica da LbHsp90. Para isso foi fixada uma
concentragdo de ATP (1 mM) e LbHsp90 (1 pyM) e variada a concentragéo das p23.
A contribuicdo de cada controle negativo foi descontada dos dados experimentais e
apoés o tratamento dos dados foi possivel fazer um ajuste dose-resposta e obter os
valores de ICsg. Os resultados mostraram que as Lbp23 testadas inibem a atividade
ATPasica da LbHsp90 com intensidades diferentes, sendo que a Lbp23A mostrou
uma inibicdo proxima a 100% enquanto que a Lbp23B inibiu aproximadamente 30%
da atividade, apresentando alta atividade residual em torno de 70% (Fig. 20).
Levando em conta essas consideracdes, os valores de ICs, obtidos para cada p23
foram diferentes, sendo 2,5 yM para Lbp23A e 10 yM para Lbp23B. Estes resultados
funcionais sugerem que as Lbp23 podem desempenhar diferentes atividades junto a
LbHsp90, o que deve ser investigado de maneira mais adequada. Resultados
biofisicos (dados ndo mostrados) sugerem que as Lbp23 possuem diferentes
estabilidades térmicas e quimicas, apesar de propriedades estruturais similares

como mostrado nos espectros de CD e dados de fluorescéncia.

Figura 20 - Inibicdo da atividade ATPasica da LbHsp90 pelas co-chaperonas Lbp23A e Lbp23B. A
proteina LbHsp90 foi primeiramente incubada com as p23 separadamente (0 a 50 uM)
por 30 minutos a temperatura ambiente e a seguir as amostras foram incubadas com 1
mM de ATP por 3 horas a 37 °C antes de ser submetido a reagao com o substrato do kit
para determinar a taxa de P; liberado.
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2.2.3.4 A co-chaperona Lbp23B interage com a LbHsp90 in vitro

Para verificar a interacdo in vitro entre as proteinas LbHsp90 e suas co-
chaperonas Lbp23A e Lbp23B, foram feitos ensaios de pull-down, utilizando uma
resina de afinidade ao niquel. A His-tag foi mantida na LbHsp90 para que pudesse
haver interacdo com a resina. Ja para as p23, a His-tag foi clivada e com isso,
apenas seria visualizada apés a eluicdo da resina, caso houvesse interagdo com a
LbHsp90 ligada na mesma. Foram testadas trés condi¢cdes: com ATP, ADP e sem
nucleotideo. Os resultados foram analisados por SDS-PAGE 12% (LAEMMLI, 1970)

e mostrados a seguir.

Com a proteina Lbp23A_AHis foi observada uma interacdo ndo especifica
com a resina de niquel em diferentes condi¢cdes e duas resinas diferentes, pois é
vista a presenca da p23A no controle negativo (canaleta 2), em que apenas é
incubada com a resina, na auséncia da LbHsp90 (Fig. 21). Apesar de néo ter a His-
tag proveniente do vetor de expressao, essa interagdo com a resina pode ser devido
a presenca das 5 histidinas na sequéncia de aminoacidos que estéo localizadas no
N-terminal da proteina. Diante disso, a técnica de pull-down parece ndo ser a mais
indicada nesse caso, pois os resultados obtidos se mostraram inconclusivos. Para
solucionar esse problema poderia ser utilizada outra técnica para investigar a
interacao in vitro dessas proteinas, como por exemplo, coimunoprecipitacdo seguida
por western blot, uso de um agente crosslinker seguida por western blot ou
calorimetria de titulacdo isotérmica. Estes experimentos estdo sendo programados

pelo grupo e devem ser realizados num futuro préximo.

Figura 21 - Interacdo entre as proteinas LbHsp90 e Lbp23A analisada por pull-down. As condicbes
testadas foram: auséncia de nucleotideo (A), presenca de 1 mM de ATP (B) e presenca
de 1 mM de ADP (C). A ordem das canaletas é a mesma para todas as condicoes. 1:
marcador de massa molecular; 2: controle contendo LbHsp90; 3: controle contendo
Lbp23A_AHis; 4-6: incubagdo com 10, 20 e 30 uM de Lbp23A_AHis, respectivamente; 7-
8: controle com a ordem de incubacdo invertida na presenca e auséncia de 5 mM de
MgCI2, respectivamente; 9: controle da precipitacdo com acetona da LbHsp90; 10:
controle da precipitagdo com acetona da Lbp23A_AHis.

B)

3 4 5 6 7 8 8 10 1 2 3 4 5 5 7 28 8 10
b it R

I 1
|
3 e
I




76

Com a proteina Lbp23B a técnica do pull-down se mostrou adequada, onde
foi possivel visualizar a interagdo com a LbHsp90. Nesse caso, ndo foi observada
p23 na auséncia da LbHsp90, atestando a interacdo como especifica. A ordem de
incubacéo das proteinas foi importante para o resultado, pois foi observado que a
interagdo entre a Lbp23B e a LbHsp90 ocorreu apenas quando foram previamente
incubadas antes de ser adicionadas a resina. Isso sugere que a dimerizagcdo da
LbHsp90 é importante para que ocorra a interagdo com a Lbp23B, ja que ao mudar a
ordem de incubacéo, ou seja, incubar a LbHsp90 com a resina e depois acrescentar
a Lbp23B, néo foi observada interagéo. Ao se ligar na resina, a LbHsp90 deve ter
sido impedida de dimerizar o N-terminal e com isso ndo foi capaz de interagir com a
Lbp23B. Abaixo seguem dois esquemas explicativos sobre a aplicacdo da

metodologia nesse trabalho (Fig. 22 e 23).

Figura 22 — Esquema mostrando como foram feitos os ensaios de pull-down entre a LbHsp90 e as co-
chaperonas p23. A LbHsp90 e a Lbp23 foram incubadas previamente (1) e depois foi
adicionada a resina de afinidade ao niquel (2). ApOs centrifugacéo, (3) as proteinas que
interagiram com a resina e sedimentaram (4) foram eluidas com imidazol (5) e o resultado
analisado por SDS-PAGE 12% (LAEMMLI, 1970) (6). Na auséncia de LbHsp90 a Lbp23
nao interage com a resina pois ndo possui His-tag e, portanto, a visualiza¢éo no gel indica
gue houve interacéo entre elas.
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Figura 23 — Esquema mostrando como foram feitos os controles dos ensaios de pull-down entre a
LbHsp90 e as co-chaperonas p23 mudando a ordem de incubacdo das proteinas. A
LbHsp90 foi incubada com a resina de afinidade ao niquel (1), seguida por centrifugacéo
(2), onde permaneceu no sedimento (3) e posteriormente incubada com a Lbp23 (4).
Como o dominio N-terminal estava ligado a resina por meio da His-tag, ndo houve
dimerizacdo e ndo ocorreu interagdo da LbHsp90 com a Lbp23. Apds nova centrifugacao
(5), apenas a LbHsp90 estava presente ligada a resina e, portanto no sedimento (6).
Com isso, ao ser feita a eluicdo com imidazol (7), ndo foi possivel visualizar a Lbp23 no
SDS-PAGE (LAEMMLI, 1970), apenas a LbHsp90 (8), atestando que ndo ocorreu
interacdo entre elas.
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Em todas as condi¢des testadas foi possivel verificar que houve interagédo
entre a Lbp23B e a LbHsp90, como mostram as figuras abaixo (Fig.24 A, B e C).
Alguns trabalhos com as proteinas humanas, de levedura e P. falciparum mostraram
a interacdo entre a Hsp90 e a p23 apenas na presenca de ATP (CHUA et al., 2010;
OBERMANN et al., 1998; FANG et al., 1998). Porém, também foi mostrado que a
p23 humana interage com a Hsp90 tanto na presenga quanto na auséncia de ADP e
AMPPNP, mas com maior afinidade nesse ultimo caso (MCLAUGHLIN et al., 2006).
Um modelo de ciclo funcional foi proposto, no qual a Hsp90 pode ser encontrada nas
conformacgdes aberta e fechada na auséncia de nucleotideos, porém com equilibrio
deslocado para a conformagdo aberta. A ligacdo de ATP deslocaria o equilibrio
conformacional para a conformacgédo fechada, acelerando a dimerizagdo do N-
terminal, estado em que a p23 interage com maior afinidade (HESSLING; RICHTER,;
BUCHNER, 2009; MICKLER et al., 2009).
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Figura 24 - Interacdo entre as proteinas LbHsp90 e Lbp23B analisada por pull-down. As condi¢Bes
testadas foram: auséncia de nucleotideo (A), presenca de 1 mM de ATP (B) e presenca de
1 mM de ADP (C). A ordem das canaletas € a mesma para todas as condigdes. 1:
marcador de massa molecular; 2: controle contendo LbHsp90; 3: controle contendo
Lbp23B_AHis; 4-6: incubag&o com 10, 20 e 30 uM de Lbp23B_AHis, respectivamente; 7-8:
controle com a ordem de incubagéo invertida na presenga e auséncia de 5 mM de MgCl2,
respectivamente; 9: controle da precipitacdo com acetona da LbHsp90; 10: controle da
precipitacdo com acetona da Lbp23B_AHis.
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Também pode ser observada uma menor quantidade de LbHsp90 recuperada
em relagcdo ao aumento da concentragdo de Lbp23B, sugerindo que a dimerizagao
do N-terminal da LbHsp90 deve reduzir a disponibilidade da His-tag para interagir

com a resina e, portanto, a quantidade de LbHsp90 eluida é menor.

Por outro lado, a incubacdo prévia da LbHsp90 com a resina antes de
adicionar a Lbp23B sugere que a ocorréncia de mudanca conformacional é
necesséaria para a ligagdo da Lbp23B na LbHsp90. Nessa ordem de adi¢do de
reagente ndo foi observada interacdo entre LbHsp90 e Lbp23B, na presenca e
auséncia de MgCl, (canaletas 7 e 8 da figura 22 A, B e C). Isso deve ter ocorrido
devido a interagcdo da His-tag da LbHsp90 na conformacédo estendida impede que a
ligacdo de ATP na LbHsp90 induza a consequente dimerizagdo do N-terminal, ndo

deixando o dominio N-terminal dimerizado disponivel para interagdo com a Lbp23B.
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3 Conclusao

As proteinas alvo desse trabalho foram produzidas por expresséo heterdloga,
apresentando-se enoveladas e foram caracterizadas em relacdo as suas estruturas
secundarias e terciarias. Essa caracterizacdo foi importante para tentar entender o
mecanismo de a¢do dessa familia de Hsp90 em L. braziliensis, assim como a
interagdo com as co-chaperonas p23.

Em solucdo, as proteinas LbHsp90, LbHsp90 N e LbHsp90_NM foram
identificadas como dimero, monémero e monémero, respectivamente, todas com
assimetria. A inexisténcia do dominio C-terminal na Hsp90 faz com que a proteina
figue em sua forma monomérica, o que interfere diretamente com sua atividade. As
proteinas Lbp23A e Lbp23B se mostraram como mondmeros assimétricos, como
descrito para outras p23 na literatura.

As constantes de dissociagdo entre a LbHsp90, seus dominios e os
nucleotideos ATP, ADP e AMPPNP obtidas por fluorescéncia, foram semelhantes
para todas as condi¢Oes testadas, na presenca ou auséncia de MgCl,, em torno de
150 pM, exceto a LbHsp90_N que apresentou maior afinidade ao ADP, quando na
presenca de MgCls.

A proteina LbHsp90 apresentou afinidade cerca de 15 vezes maior pela GA
quando comparado ao ATP, sendo aferidas pela mesma metodologia. Por sua vez, a
LbHsp90_NM apresentou maior afinidade pela GA que a LbHsp90 e a LbHsp90_N
maior afinidade pela GA que o dominio NM. Isto pode sugerir que as mudangas
conformacionais envolvidas na interacdo do dominio N na proteina completa com os
demais dominios da LbHsp90 reduz a afinidade do dominio N pela GA.

Funcionalmente, a LbHsp90 apresentou alta atividade chaperona ao prevenir
de maneira efetiva a agregagéo da citrato sintase in vitro, mesmo em concentra¢des
baixas e independentemente de ATP. Os dominios N e NM também apresentaram
atividade chaperona, porém menor que a LbHsp90, provavelmente devido a
diminuicdo de sitios de interacdo com proteinas-clientes. A LbHsp90 possui baixa
atividade ATPasica, assim como outras Hsp90 j& descritas na literatura. Além disso,
a LbHsp90_NM né&o possui atividade ATPasica, embora possua o sitio de ligacdo ao
ATP, ressaltando a importéncia da proteina completa para que haja atividade. A
atividade ATPasica foi inibida por GA com um ICso de 0,7 + 0,2 uM. As duas co-

chaperonas Lbp23 foram capazes de inibir a atividade ATPasica da LbHsp90, porém
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com diferentes valores de ICs, (2,5 uM para Lbp23A e 10 uyM para Lbp23B), o que
sugere que elas podem ter diferentes funcdes em relacéo a LbHsp90.

A interacgédo in vitro entre a LbHsp90 e a Lbp23B foi verificada por pull-down,
onde foi possivel visualizar interacdo na presenca de ATP, ADP e também sem
nucleotideo. A ordem da incubacdo das proteinas se mostrou importante. No
controle feito com a incubagdo da LbHsp90 previamente com a resina antes de
adicionar a Lbp23B, néo foi possivel verificar interacdo,sugerindo que o dominio N-
terminal da LbHsp90 foi impedido de se dimerizar por estar ligado & resina através
da His-tag e, uma vez néo sendo formado o estado fechado da Hsp90, ndo houve
interagdo com a p23.

O trabalho pioneiro com a Hsp90 e as p23 de L. braziliensis oferece uma
grande contribuicdo para futuros trabalhos que visam o entendimento das relacdes
funcionais entre essas proteinas e em relacdo ao parasita, e também no que diz
respeito & investigagdo futura do contexto das Hsp90 no desenvolvimento da

leishmaniose.
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