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RESUMO

As chaperonas moleculares sdo uma classe de proteinas que participam de
diversos processos celulares. Nesse contexto, a familia das Hsp70 destaca-se
devido ao seu importante papel no funcionamento celular, visto que essas proteinas
atuam como pivl, recebendo/distribuindo proteinas-clientes de/para outras
chaperonas moleculares. As Hsp70 sdo encontradas em varios compartimentos
subcelulares. Algumas de suas fungfes séo auxiliar o enovelamento de proteinas
nascentes, prevenir a agregacdo de proteinas e encaminhar proteinas para
organelas ou para degradacdo. O mau funcionamento das Hsp70 esta diretamente
relacionado ao surgimento de doencas degenerativas, autoimunes e alguns tipos
de cancer. As Hsp70 sdo encontradas associadas a membranas celulares;
entretanto, o papel dessas proteinas nesse compartimento e 0 mecanismo
envolvido no processo de insercéo delas nas membranas lipidicas ainda precisam
ser elucidados. Além das Hsp70, co-chaperonas também podem interagir com
membranas lipidicas. Uma delas é a Hepl humana, proteina encontrada
majoritariamente na matriz mitocondrial e uma das co-chaperonas da HSPA9. A
principal funcédo da hHepl € manter a HSPA9 em sua conformacéo nativa e garantir
o correto funcionamento dessa proteina na mitocéndria. Entretanto, os aspectos
que podem levar a hHepl a se associar as membranas ainda nao sao conhecidos.
Outra co-chaperona da HSPA9 é a DjC20, proteina que tem papel fundamental na
biogénese de proteinas [FeS] na mitocondria. Ela é responsavel por estimular a
atividade ATPasica da HSPA9. hHepl e DjC20, além de parceiras da HSPA9,
possuem em comum o0 motivo dedo de zinco, regido fundamental para a
estabilidade estrutural dessas proteinas e para a interacdo com a Hsp70. O
potencial da DjC20 interagir com membranas lipidicas ainda ndo foi explorado.
Sendo assim, este trabalho visou a caracterizacdo estrutural e termodinamica da
interagcdo das Hsp70 e co-chaperonas hHepl e DjC20 com lipossomas

negativamente carregados.



ABSTRACT

Molecular chaperones are a class of proteins that participate in various
cellular processes. In this context, the Hsp70 family stands out due to its important
role in cellular function, as these proteins act as pivot points, receiving/delivering
client proteins to/from other molecular chaperones. Hsp70 proteins are found in
various subcellular compartments. Some of their functions include assisting in the
folding of nascent proteins, preventing protein aggregation, and directing proteins
to organelles or degradation pathways. Dysfunctions in Hsp70 are directly related
to the development of degenerative diseases, autoimmune disorders, and certain
types of cancer. Hsp70 proteins are found associated with cell membranes;
however, their role in this compartment and the mechanism involved in their
insertion into lipid membranes still need to be elucidated. Besides Hsp70, co-
chaperones can also interact with lipid membranes. One of them is human Hep1, a
protein found mainly in the mitochondrial matrix and one of the co-chaperones of
HSPAO9. The main function of hHepl is to maintain HSPAS9 in its native conformation
and ensure proper functioning of this protein in the mitochondria. However, the
aspects that lead hHepl to associate with membranes are not yet known. Another
co-chaperone of HSPA9 is DjC20, a protein that plays a key role in the biogenesis
of [FeS] proteins in the mitochondria. It is responsible for stimulating the ATPase
activity of HSPA9. hHepl and DjC20, besides being partners of HSPA9, share a
common zinc finger motif, a crucial region for the structural stability of these proteins
and for interaction with Hsp70. The potential of DjC20 to interact with lipid
membranes has not been explored. Therefore, this study aimed to characterize the
structural and thermodynamic aspects of the interaction between Hsp70 and co-

chaperones hHepl and DjC20 with negatively charged liposomes.
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1. INTRODUCAO

1.1.As chaperonas moleculares

As proteinas sd@o consideradas macromoléculas biolégicas complexas,
verséateis, abundantes e essenciais para todos os organismos vivos. As fungdes
biolégicas desempenhadas pelas proteinas sédo variadas. Para a maioria dessas
macromoléculas, a funcionalidade depende diretamente da estrutura tridimensional
caracteristica (estrutura nativa) adotada apdés o0 processo de enovelamento
(BOZAYKUT; OZER; KARADEMIR, 2014; SMITH; LI; CHEETHAM, 2015; TIROLI-
CEPEDA; RAMOS, 2011). O enovelamento proteico ocorre em um ambiente rico
em macromoléculas. Entretanto, quando esse ambiente encontra-se em condi¢des
desfavoraveis, tais como altas temperaturas, privacdo de nutrientes, hipodxia,
variagdes de concentragao ionica e presenca de metais pesados o enovelamento
pode ndo ocorrer corretamente, originando proteinas mal dobradas que podem
formar agregados proteicos (BOZAYKUT; OZER; KARADEMIR, 2014; SMITH; LI;
CHEETHAM, 2015; STRAVOPODIS; MARGARITIS; VOUTSINAS, 2007). Diversas
doencas parecem estar relacionadas a formacao de agregados proteicos, tais como
as doencas de Alzheimer, Parkinson e Huntington, fibrose cistica, diabetes e alguns
tipos de cancer (ASHRAF; GREIG; KHAN; HASSAN et al., 2014; CHAI;
KOPPENHAFER; BONINI; PAULSON, 1999; FORGET; TREMBLAY; ROUCOU,
2013; GONG; YANG; ZHAO; PETERSEN et al., 2015; SMITH; LI; CHEETHAM,
2015). Sendo assim, o controle de qualidade de proteinas (ou proteostase)
desempenhado pela célula é essencial para regular os processos de sintese,
enovelamento e degradacdo de proteinas (BOZAYKUT; OZER; KARADEMIR,
2014; SAIBIL, 2013; SMITH; LI; CHEETHAM, 2015; TIROLI-CEPEDA; RAMOS,
2011).

A proteostase € mediada por chaperonas moleculares, uma classe de
proteinas que sdo ativas em muitos processos celulares envolvendo o
enovelamento e a homeostase de proteinas (BATISTA; GAVA; PINHEIROS;
RAMOS et al., 2015; SAIBIL, 2013). As chaperonas sao também conhecidas como
proteinas de choque-térmico (Hsp, do inglés heat shock proteins) (WANG,;
VENABLE; LAPOINTE; HUTT et al., 2006) por terem sua expressao aumentada em

resposta ao estresse, especialmente em condicdes de estresse térmico. As
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chaperonas moleculares sao divididas em seis grandes familias, de acordo com
suas massas moleculares: Hsp100, Hsp90, Hsp70, Hsp60/10, Hsp40 (ou J proteins
- JDP) e smHsp (BORGES; RAMOS, 2005; BOZAYKUT,; OZER; KARADEMIR,
2014; BRANDVOLD; MORIMOTO, 2015; SMITH; LI; CHEETHAM, 2015; TIROLI-
CEPEDA; RAMOS, 2011). Essas familias ndo compartilham, entre elas,
similaridade na sequéncia de aminoacidos ou no mecanismo de acédo, contudo,
todas ligam-se a uma ampla gama de proteinas ndo nativas com baixa
especificidade, auxiliando-as em processos complexos e especificos, como o
enovelamento proteico (SAIBIL, 2013). A Tabela 1 apresenta as principais familias

de chaperonas moleculares e descreve algumas de suas caracteristicas.

Tabela 1: As chaperonas moleculares. Caracteristicas como nome da familia, massa molecular

(MM), peculiaridades estruturais e funcdes biolégicas foram resumidas a seguir.
MM

Familia (kDa) Caracteristicas estruturais Caracteristicas funcionais

Médulo AAA+ envolvido na Solubiliza e reativa agregados

Hsp100 ~ 100 ligaczo e hidrélise do ATP. proteicos, degrada proteinas mal
enoveladas.
Homodimeros com dominio N- Tem papel central na sinalizacdo
terminal de ligacéo ao ATP e pap &
o ; . celular, regula a proteostase celular
Hsp90 ~90 dominio C-terminal envolvido na DN
Lo N durante as condicdes fisiologicas
dimerizacgéo e ligacéo as co- :
normais e sob estresse.
chaperonas.
Participa no enovelamento de
Dominio N-terminal de ligagéo a proteinas nascentes, transporte
nucleotideos e dominio C- através de membranas, regulagéo
Hsp70 ~70 : L
terminal de ligacdo ao de respostas ao
peptideo/proteina-cliente. estresse e prevencao de
agregacao proteica.
Atua no enovelamento de proteinas
e na montagem de complexos e
~60/ Estrutura de anel heptamérico importacéo de proteinas para
Hsp60/10 NP o
~10 duplo. mitocondria em associagdo com
outras chaperonas (como as
Hsp70).
Hsp40 (J Presenca do dominio J e dominio . ~ P
; ; : : Previne a agregacao de proteinas; €
proteins - 10-90 C-terminal capaz de interagir com
! : co-chaperona da Hsp70.
JDP) proteinas-clientes.
Previne a agregacao de proteinas
smHsp 10-30 Dominio a-cristalino. desenoveladas, participa da

manutenc¢édo da fluidez membranar
transducdo de sinal celular.

Fonte: adaptado de (BORGES; RAMOS, 2005; BRANDVOLD; MORIMOTO, 2015; TIROLI-
CEPEDA; RAMOS, 2011).

1.2.A familia das Hsp70

As Hsp70 sao proteinas ubiquas altamente conservadas biologicamente (DA

SILVA; BORGES, 2011). Dentre os diversos processos celulares nos quais as
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Hsp70 estdo envolvidas, pode-se citar o enovelamento de proteinas nascentes, a
prevencdo da agregacao proteica, a recuperacao de proteinas de agregados, o
transporte de proteinas através de membranas, o encaminhamento de proteinas
para a degradacao, a exocitose e a estabilizacao de fatores de transcricdo celular
(DAHIYA; BUCHNER, 2019; HARTL; HAYER-HARTL, 2002; MAYER; BREHMER,;
GASSLER; BUKAU, 2001; SAIBIL, 2013; WEGELE; MULLER; BUCHNER, 2004).
As multiplas func¢des das Hsp70 devem-se, principalmente, a capacidade que essas
chaperonas possuem de atuarem como pivd, recebendo/distribuindo proteinas-
cliente desenoveladas ou parcialmente enoveladas de/para outras familias de
chaperonas ou outros destinos celulares (BATISTA; GAVA; PINHEIROS; RAMOS
et al., 2015; BORGES; RAMOS, 2005; DA SILVA; BORGES, 2011). Na Figura 1

foram esquematizadas as principais func¢des das Hsp70.

Figura 1: As func¢des das Hsp70. As Hsp70 desempenham tanto atividades de manutenc¢éo (que
envolvem a prote¢do contra protedlise, regulacéo, transporte através de membranas, enovelamento,
cooperacao com outras familias de chaperonas e degradacéo via sistema ubiquitina-proteassoma -
SUP) quanto atividades relacionadas ao estresse, sendo fundamental para a homeostase celular.
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Fonte: adaptada de (ROSENZWEIG; NILLEGODA; MAYER; BUKAU, 2019).

Uma caracteristica comum das Hsp70 € a multiplicidade de isoformas

observadas em eucariotos, tanto constitutivas como induziveis. Isso indica que,
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apesar do alto grau de conservacao estrutural entre os membros dessa familia, as
Hsp70 diferem entre si pelo nivel de expressdo e localizacdo subcelular
(DAUGAARD; ROHDE; JAATTELA, 2007; KAMPINGA; CRAIG, 2010;
MEIMARIDOU; GOOLJAR; CHAPPLE, 2009), entre outras caracteristicas. Em
humanos, por exemplo, sdo observados 13 produtos génicos da familia Hsp70.
Dentre eles, 7 produtos sdo encontrados majoritariamente  no
citoplasma/nucleoplasma, 2 na mitocondria, 1 no reticulo endoplasmatico e outros
3 sdo enderecados extracelularmente (DAUGAARD; ROHDE; JAATTELA, 2007).

A Tabela 2 resume algumas caracteristicas dos membros da familia Hsp70.

Tabela 2: Os produtos génicos da familia Hsp70. Algumas caracteristicas das isoformas da
Hsp70 foram resumidas.

Inducao
Proteina Nomes alternativos UniProtkB por Localizacdo Subcelular
estresse
HSPA1A Hsp70-1, Hsp72, Hsp_Al, PODMVS sim Citoplasma, nucleoplasma, membrana
Hsp70-1A, Hsp70i e exossomos extracelulares
HSPA1B Hsp70-2, Hsp70-1B PODMV8 Sim Citoplasma, nucleoplasma e
exossomos extracelulares
Hsp70-1L, Hsp70-hom, ~ :
HSPA1L Hsp70-1t, HUm70t P34931 Nao Citoplasma e nucleoplasma
HSPA2 Heat' shock 70kD P54652 N0 Citoplasma, nucleoplasma,
protein 2, Hsp70.2 membrana e exossomos extracelulares
Reticulo endoplasmatico, citoplasma,
HSPAG Hsp70-5, BiP, Grp78, Mif- P11021 N30 membra_na, e
2 nucleoplasma, mitocéndria e
exossomos extracelulares
HSPA6 Hsp70-6, Hsp70B’ P17066 Sim Citoplasma e exossomos
extracelulares
HSPA7 Hsp70-7, Hsp70B P48741 Sim MISEEEHEUES 09 SRS &
exossomos extracelulares
Citoplasma, nucleoplasma
HSPAS8 Hsp70-8, Hsc/0, P11142 N&o membrana e exossomos
Hsc71, Hsp71, Hsp73
extracelulares
Hsp70-9, Grp75,
HSPAQ HspA9B, MOT, MOT2, P38646 N30 Mitocondria, rgtlculo endoplasmatico,
mot-2, mtHsp70, citoplasma
mortalina
HSPA12A Hsp70-12A 043301 N&o Intracelular & exossomos
extracelulares
HSPA12B Hsp70-128 B77LP2 N&o Células endoteliais, |r1tracelular e
plasma sanguineo
Reticulo endoplasmatico, exossomos
HSPA13 Hsp70-13 P48723 N&o extracelulares e
Microssomos
HSPA14 Hsp70-14, Hsp70L1 QOVDF9 Sim Citoplasma e membrana

Fonte: adaptado de (RADONS, 2016; VOSTAKOLAEI; HATAMI-BAROOGH; BABAEI; MOLAVI et
al., 2021).

Estruturalmente, a maioria das Hsp70 apresenta-se na forma de monémeros

em solucéo e podem ser divididas em dois dominios bem conservados conectados
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por um linker hidrofébico. O dominio de ligacdo de nucleotideos adenosina (DLN)
€ responsavel pela atividade ATPasica e o dominio de ligacdo de
proteinas/peptideos (DLP) é responsavel pela interacdo com residuos de
aminoacidos hidrofébicos de um peptideo ou de uma proteina-cliente (Figura 2)
(RUDIGER; GERMEROTH; SCHNEIDER-MERGENER; BUKAU, 1997; RUDIGER,;
SCHNEIDER-MERGENER; BUKAU, 2001; ZHU; ZHAO; BURKHOLDER;
GRAGEROV et al., 1996).

Figura 2: Arranjo dos dominios DLN e DLP e conformag¢8es da Hsp70. A) Na conformacao
fechada a Hsp70 estéa ligada ao ADP. Seu dominio DLN (em verde, PDB ID: 3HSC) conecta-se ao
dominio DLP (DLPB em azul e DLPa em vermelho, PDB ID: 1DKZ) por meio de uma regido flexivel
chamada linker. No DLP, uma longa estrutura em hélice-a (em vermelho) atua como uma tampa
que se fecha sobre a proteina cliente. Nesse estado a afinidade por proteinas clientes é alta. B) Na
conformacéo aberta a Hsp70 esta ligada ao ATP. A tampa se abre e, junto com o DLP, apoia-se ao
dominio DLN (PDB ID: 4B9Q). Nesse estado a afinidade por proteinas clientes é baixa.

B

Fonte: adaptado de (SAIBIL, 2013).

O DLN, dominio de maior identidade entre os membros da Hsp70, apresenta
aproximadamente 45 kDa e possui uma fenda onde se encontra o sitio catalitico
dos nucleotideos de adenosina (ROSENZWEIG; NILLEGODA; MAYER; BUKAU,
2019). A regido do linker é composta por uma sequéncia de amino&cidos altamente
conservada (DLXLLDV, onde X pode ser valina ou leucina) que conecta os dois
dominios e apresenta um aspecto mais flexivel quando o DLN est4 ligado ao ADP
(Figura 2A) e mais estruturado quando o DLN esta ligado ao ATP (Figura 2B)
(ENGLISH; SHERMAN; MENG; GIERASCH, 2017; RADONS, 2016). O DLP,
dominio de menor identidade entre as proteinas Hsp70, apresenta

aproximadamente 25 kDa e pode ser dividido em dois subdominios: o DLP(3 e o
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DLPa. O DLPp é formado por um sanduiche de folhas-§ antiparalelas opostas que
constituem o sitio de ligacéo as proteinas-clientes. Ja o DLPa é composto por cinco
hélices-a que se fecham sobre as proteinas desenoveladas como uma tampa
quando estas estéo ligadas ao DLPB (ENGLISH; SHERMAN; MENG; GIERASCH,
2017; RADONS, 2016; SAIBIL, 2013). A afinidade das Hsp70 pelas proteinas-
clientes é regulada pela presenca do nucleotideo adenosina no DLN: quando o ADP
esta ligado ao DLN, a afinidade pela proteina-cliente é alta e quando o ATP esta
ligado ao DLN essa afinidade é baixa (BATISTA; GAVA; PINHEIROS; RAMOS et
al., 2015; DA SILVA; BORGES, 2011; SAIBIL, 2013).

Além dos nucleotideos de adenosina, um namero consideravel de proteinas
assessoras estdo envolvidas na regulacdo das Hsp70. Essas proteinas sao
genericamente chamadas de co-chaperonas e elas sdo responsaveis por mediar a
especificidade das Hsp70 por uma proteina-cliente, facilitar o enovelamento e a
desagregacao proteica e regular os ciclos funcionais individuais das chaperonas. A
troca de ADP por ATP nas Hsp70, por exemplo, é estimulada por co-chaperonas
também conhecidas como NEFs (fatores de troca de nucleotideos, do inglés
nucleotide exchange factors), tais como GrpE, Hsp110 e BAG (BORGES; RAMOS,
2005; DA SILVA; BORGES, 2011; KAMPINGA; CRAIG, 2010; MAYER; BUKAU,
2005). Ja a HIP é uma co-chaperona que contribui para a estabilizacdo do estado
ADP-ligado da Hsp70, a CHIP auxilia na atuacéo da Hsp70 no sistema ubiquitina
ligase, a HOP na interacdo da Hsp70 com a Hsp90 e a Tom70 na importacao de
pré-proteinas mitocondriais pelas Hsp70 (BATISTA; GAVA; PINHEIROS; RAMOS
et al., 2015; CAPLAN, 2003; DORES-SILVA; MINARI; RAMOS; BARBOSA et al.,
2013; PRATT; TOFT, 2003).

Dentre as isoformas da Hsp70 encontradas em humanos pode-se destacar
quatro delas: HSPA5, HSPA8, HSPA9 e HSPA1A. Essas proteinas destacam-se
ndo somente pela relevancia que possuem em diferentes funcdes celulares, mas
também pela quantidade de estudos realizados nas ultimas décadas para elucidar
seus mecanismos e funcionalidades. Como esperado, as isoformas da Hsp70
compartilham alta identidade sequencial entre si (Tabela 3) (DAUGAARD; ROHDE;
JAATTELA, 2007; GUPTA; SINGH, 1994; LINDQUIST; CRAIG, 1988). A Figura a

seguir permite explorar melhor essa caracteristica.
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Figura 3: Esquematizacdo dos dominios das principais isoformas da Hsp70 em humanos. As
estruturas primarias das proteinas HSPA5, HSPA8, HSPA9 e HSPA1A foram divididas em regides
coloridas de acordo com o esquema abaixo. O alinhamento das sequéncias de aminoacidos foi feito
utilizando o software Clustal Omega. A localizac&o subcelular das proteinas pode ser interpretada

pela legenda.

Sinal de Regido .
Tocalizagdo DLN oLP var?évﬂ IKENE: :’;o
(::] sinal de . _
Linker retengao Localizacao
hidrofébico KDEL sub-celular
HEpAD 679 aa
HSpAS 654 aa . @
HSPAIA 641 aa .
REpAB 646 aa -
Legenda
Citoplasma Exossomos Mitocondria @ Nucleoplasma Membrana plasmatica

1 Reticulo endoplasmatico

Fonte: adaptada de SILVA, Noeli Soares Melo da. Caracterizagdo estrutural, funcional e estabilidade
térmica das proteinas humanas HspA5 e HspA8: uma abordagem comparativa. 2021, 34 f. Tese
(Doutorado em Quimica Organica e Biologica) — Universidade de Sdo Paulo, Sdo Carlos, 2021.

Tabela 3: Alinhamento sequencial das quatro principais isoformas da familia Hsp70. Os
valores de identidade em porcentagem foram obtidos pelo software Clustal Omega.

Comparacgéo Identidade (%)
HSPA9-HSPA5S 50
HSPA9-HSPA1A 50
HSPA9-HSPAS8 50
HSPA5-HSPA1A 64
HSPA5-HSPAS8 65
HSPA1A-HSPAS8 86

Fonte: autoria propria.

As regibes com maior grau de conservacgao entre as isoformas sado o DLN e
o linker hidrofébico (BUKAU; WEISSMAN; HORWICH, 2006; DAUGAARD;
ROHDE; JAATTELA, 2007). O DLP, por sua vez, ndo possui conservagio tio
elevada, o que pode estar diretamente relacionado as diferencas funcionais
observadas entre essas proteinas. A HSPA1A e a HSPA8 possuem o motivo EEVD
responsavel pela interagdo com co-chaperonas que possuem o dominio TPR
(COTO; SERAPHIM; BATISTA; DORES-SILVA et al., 2018; DAUGAARD; ROHDE;
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JAATTELA, 2007; SCHEUFLER; BRINKER; BOURENKOV; PEGORARO et al.,
2000; SILVA; BERTOLINO-REIS; DORES-SILVA; ANNETA et al., 2020). Ja a
HSPAS5 possui o sinal de retencdo KDEL que permite a secrecao/retorno da
proteina a partir do reticulo endoplasmatico ((DAUGAARD; ROHDE; JAATTELA,
2007; JIN; KOMITA; AOE, 2017). HSPA9 e HSPA5 possuem um sinal de
localizagcédo, porém enquanto a HSPA9 é encontrada majoritariamente na matriz
mitocondrial, a HSPA5 é encontrada majoritariamente no lumen do reticulo
endoplasmatico. As HSPA1A e HSPA8 compartilham as mesmas localizacbes
subcelulares, sendo encontradas majoritariamente no citosol e no nucleo,
respectivamente (DAUGAARD; ROHDE; JAATTELA, 2007).-Nos topicos a seguir

mais caracteristicas sobre essas isoformas serdo abordadas.

1.2.1. HSPA1A

A HSPA1A é a principal Hsp70 induzivel por estresse em humanos e
camundongos. Em condigces normais, a HSPA1lA é expressa de maneira
dependente do tipo de célula e do ciclo celular (MILARSKI; MORIMOTO, 1986;
TAIRA; NARITA; IGUCHI-ARIGA; ARIGA, 1997). No estresse, a inducdo da
HSPA1A é essencial para a homeostase e sobrevivéncia celular (DAUGAARD;
ROHDE; JAATTELA, 2007). Além de ser encontrada no citosol, a HSPA1A também
€ encontrada nas membranas plasmaticas de células sob estresse e cancerosas
(BILOG; SMULDERS; OLIVERIO; LABANIEH et al., 2019; DE MAIO, 2011,
MULTHOFF; BOTZLER; WIESNET; MULLER et al., 1995). Na membrana, a
HSPA1A desempenha funcbes biolégicas importantes, ativando o sistema
imunolégico, mediando a endocitose, facilitando a entrada viral e regulando a
sobrevivéncia de células tumorais (ARISPE; DOH; SIMAKOVA; KURGANOV et al.,
2004; MULTHOFF; BOTZLER; WIESNET; MULLER et al., 1995; NIMMERVOLL;
CHTCHEGLOVA; JUHASZ; CREMADES et al, 2015; ZHU; ZHAO;
BURKHOLDER; GRAGEROV et al., 1996).

1.2.2. HSPAS
A HSPAS8 é constitutivamente expressa e apresenta fun¢cdes de manutencao

celular, atuando principalmente no enovelamento e trafego de proteinas
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intermembranas (MAYER; BUKAU, 2005). Essa Hsp70 é também abundantemente
encontrada no sistema nervoso de mamiferos, onde desempenha papel
neuroprotetor (ANAGLI; ABOUNIT; STEMMER; HAN et al., 2008; CHEN; BROWN,
2007; MURANYI; HE; FONG; LI, 2005). Nesse contexto, estudos mostraram a
atuacdo da HSPA8 na prevencdo de doencas neurodegenerativas como a
esclerose lateral amiotrofica (CASONI; BASSO; MASSIGNAN; GIANAZZA et al.,
2005; URUSHITANI; KURISU; TATENO; HATAKEYAMA et al., 2004). Em células
cancerosas a expressao da HSPA8 é aumentada e essa proteina € fundamental
para a sobrevivéncia tumoral (KUBOTA; YAMAMOTO; ITOH; ABE et al., 2010;
ROHDE; DAUGAARD; JENSEN; HELIN et al., 2005). Essas caracteristicas fazem
com que a HSPAS8 seja um alvo terapéutico interessante, podendo ser utilizada
como biomarcador tumoral (SANDOVAL; HOELZ; WOODRUFF; POWELL et al.,
2006) e também em imunoterapias (MIZUKAMI; KAJIWARA; ISHIKAWA,;
KATAYAMA et al., 2008).

1.2.3. HSPA5S

Dentre os membros da familia Hsp70, a HSPAS é a isoforma mais abundante
(CASAS, 2017; SHAH; SINGH; DZIECIATKOWSKA; MALLELA, 2017). Além de
participar diretamente da homeostase do Ca?* na célula, (DE OLIVEIRA;
PRIVIERO; TOSTES; WEBB et al., 2021; KANIA; PAJAK; ORZECHOWSKI, 2015;
WANG; LEE; LIEM; PING, 2017) a HSPAS5 atua no enovelamento de proteinas
nascentes no lumen do reticulo endoplasmatico (RADONS, 2016), apresenta
funcdo anti-apoptética (LUO; LEE, 2013; RADONS, 2016; REDDY; MAO;
BAUMEISTER; AUSTIN et al., 2003), é um receptor de membrana celular que
regula diferentes vias de sinalizacao (LUO; LEE, 2013; TSAI; HA; ZHAO; CARLOS
et al., 2018), participa ativamente da resposta ao estresse celular (BOOTH;
ROBERTS; CASH; TAVALLAI et al., 2015; DEDIEGO; NIETO-TORRES; JIMENEZ-
GUARDENO; REGLA-NAVA et al., 2011) e regula a resposta a proteinas n&o
enoveladas (SUN; WEI; LI; CHANG et al., 2006; TSAI; HA; ZHAO; CARLOS et al.,
2018). Dada a diversidade de atuacfes da HSPAS, essa proteina tem sido alvo de
investigacdo em diferentes contextos, tais como canceres (BAILLY; WARING,
2019; RAUSCHERT; BRANDLEIN; HOLZINGER; HENSEL et al., 2008; TSENG;
ZHANG,; LEE, 2019; VOSTAKOLAEI; HATAMI-BAROOGH; BABAEI; MOLAVI et
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al., 2021; ZHANG; TSENG; TSAIl; FU et al., 2013), doencas cardiovasculares
(WANG; LEE; LIEM; PING, 2017), neurodegenerativas (KAWAGUCHI,
HAGIWARA; MIYATA; HODAI et al, 2020; LACKIE; MACIEJEWSKI,
OSTAPCHENKO; MARQUES-LOPES et al., 2017; PARK; YOO; KIM, 2014),
metabdlicas (WANG; LEE; LIEM; PING, 2017), imunoldgicas (PARK; YOO; KIM,
2014; RAUSCHERT; BRANDLEIN; HOLZINGER; HENSEL et al., 2008) e virais
(BOOTH; ROBERTS; CASH; TAVALLAI et al., 2015; ELFIKY; BAGHDADY:; ALlI;
AHMED, 2020; GONZALEZ-GRONOW; SELIM; PAPALAS; PI1ZZO, 2009;
IBRAHIM; ABDELMALEK; ELSHAHAT; ELFIKY, 2020; REID; SHURTLEFF;
COSTANTINO; TRITSCH et al., 2014).

1.2.4. HSPA9

A HSPA9 é constitutivamente expressa e esta diretamente relacionada a
senescéncia celular (WADHWA; KAUL; IKAWA; SUGIMOTO, 1993). Na matriz
mitocondrial, a HSPA9 desempenha papel central no complexo PAM (do inglés
Presequence Translocase-Associated Motor). O transito das proteinas
mitocondriais requer primeiro a passagem pelo canal hidrofilico contido na
membrana mitocondrial interna. E fun¢éio da HSPA9 conduzir essa translocacéo e
auxiliar o enovelamento dessas proteinas (BOHNERT; PFANNER; VAN DER
LAAN, 2007; REHLING; BRANDNER; PFANNER, 2004; VAN DER LAAN; HUTU;
REHLING, 2010). O mau funcionamento da HSPA9 nesse processo (causado por
enovelamentos incorretos ou auto agregacdo) estd associado as falhas na
biogénese mitocondrial, senescéncia celular e morte celular (WADHWA; KAUL,
IKAWA; SUGIMOTO, 1993; WADHWA; KAUL; MITSUI; SUGIMOTO, 1993). Ainda
na mitocdndria, a HSPA9 esta envolvida no metabolismo de energia, na geracao
de radicais livres e proteostase (DEOCARIS; WIDODO; SHRESTHA; KAUR et al.,
2007; IOSEFSON; AZEM, 2010; LONDONO; OSORIO; GAMA; ALZATE, 2012;
YANG; ZHOU; LIU; YANG et al., 2011)-. Em outros compartimentos celulares a
HSPA9 tem papel fundamental em processos que envolvem o controle da
proliferacdo celular, o tradfego intracelular, o processamento de antigenos, a
regulacdo da resposta celular sob condigBes de estresse e a inativagdo da proteina
de supressao tumoral p53 (DOMANICO; DENAGEL; DAHLSEID; GREEN et al.,
1993; KAUL; DEOCARIS; WADHWA, 2007; MIZUKOSHI; SUZUKI; LOUPATOV;
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URUNO et al., 1999; SACHT; BRIGELIUS-FLOHE; KIESS; SZTAJER et al., 1999).
Por essas caracteristicas a HSPA9 é alvo de estudos relacionados a doencas
neurodegenerativas e canceres (KAUL; DEOCARIS; WADHWA, 2007; LU; LEE;
KAUL; LAN et al., 2011; WADHWA; TAKANO; KAUR; DEOCARIS et al., 2006).

1.3.As co-chaperonas da HSPA9

1.3.1. Hepl

Uma das co-chaperonas da HSPA9 é a Hepl (do inglés Hsp70-escort
protein-1). A Hepl humana (hHepl) € uma pequena proteina que possui 0 motivo
de ligacdo de zinco (ZFLR, do inglés Zinc-Finger Like Region, ou apenas Zinc
Finger) (BURRI; VASCOTTO; FREDERSDORF; TIEDT et al., 2004; DORES-
SILVA; BELOTI; MINARI; SILVA et al., 2015; DORES-SILVA; MINARI; RAMOS;
BARBOSA et al., 2013; SICHTING; MOKRANJAC; AZEM; NEUPERT et al., 2005;
YAMAMOTO; MOMOSE; YATSUKAWA; OHSHIMA et al., 2005). Estudos
anteriores mostraram que o motivo de ligacao de zinco é critico para a funcao da
Hepl in vivo tanto em células de levedura quanto em células de humanos (VU;
ZHAI; LEE; GUERRA et al.,, 2012; YAMAMOTO; MOMOSE; YATSUKAWA;
OHSHIMA et al., 2005). A exclusao ou modificacdo do motivo de ligacao de zinco
da hHepl leva a perda de atuacdo dessa co-chaperona sobre a HSPA9, sugerindo
que essa regido é essencial para a interacao entre Hepl e Hsp70 (VU; ZHAI; LEE;
GUERRA et al., 2012).

A Hepl humana estd presente na matriz mitocondrial e € responsavel
principalmente por prevenir a agregagdao da HSPA9 (DORES-SILVA; KIRALY;
MORITZ; SERRAO et al., 2021). Tal observacdo sugere que a Hepl possui
atividade chaperona intrinseca, podendo ser conhecida como “a chaperona da
chaperona” (DORES-SILVA; KIRALY; MORITZ; SERRAO et al., 2021; GOSWAMI;
CHITTOOR; D'SILVA, 2010; SICHTING; MOKRANJAC; AZEM; NEUPERT et al.,
2005). Alem disso, a Hepl é responsavel por estimular a atividade ATPasica da
HSPA9 (SICHTING; MOKRANJAC; AZEM; NEUPERT et al., 2005; ZHAI,
STANWORTH; LIU; SILBERG, 2008). In vitro, a co-expressao heteréloga da hHepl
e da HSPA9 permite a producado dessa Ultima em quantidades adequadas para sua

caracterizacdo estrutural, mesmo em condi¢cdes limitantes de concentracao
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proteica (DORES-SILVA; BARBOSA; RAMOS; BORGES, 2015). A Figura 4 mostra

de forma sintetizada as funcfes da hHepl descritas anteriormente.

Figura 4: Representacdo esquematica das fungdes da Hepl humana (hHep1). Os monémeros
de Hsp70 (1) sdo propensos a auto agregacdo e tém esse processo acelerado em condicdes
adversas. A hHepl pode se ligar tanto aos mondmeros quanto aos oligbmeros provocando o
aumento da atividade ATPasica de ambas as espécies (2) e prevenindo a agregacao (3). Uma vez
que o oligbmero é formado, a hHepl pode também remodela-los em particulas menores (4).
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atividade ATPasica <— T 6)®

\

Ohgomero ) % a
ﬁ Desagregagao
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Fonte: adaptado de (DORES-SILVA; KIRALY; MORITZ; SERRAO et al., 2021).

1.3.2. DjC20

A DjC20 é uma JDP do tipo lll que pode ser encontrada principalmente na
matriz mitocondrial (PIETTE; ALERASOOL; LIN; LACOSTE et al., 2021).
Estruturalmente, a DjC20 é constituida por um peptideo sinal na extremidade N-
terminal seguido pelo chamado dominio N. Nesse dominio encontra-se um motivo
dedo de zinco no qual 4 cisteinas coordenam um fon Zn*? (Figura 5A, destacado
em amarelo) (BITTO; BINGMAN; BITTOVA; KONDRASHOV et al., 2008). O Trp42,
um residuo conservado que faz parte do motivo dedo de zinco, e o Trp48 (Figura
5B) sao fundamentais na estabilizacdo do dominio N. Apés o dominio N, a DjC20
possui 0 dominio J contendo um motivo HPD, regido responsavel por interagir e
estimular a atividade ATPasica da HSPA9 (BITTO; BINGMAN; BITTOVA;
KONDRASHOV et al., 2008). Um linker flexivel conecta o dominio J ao dominio C
(Figura 5B). O dominio C é formado por um conjunto de trés hélices conhecido por
interagir com a proteina de estrutura IscU em bactérias e leveduras (ANDREW,
DUTKIEWICZ; KNIESZNER; CRAIG et al., 2006; BITTO; BINGMAN; BITTOVA,
KONDRASHOV et al., 2008; FUZERY; TONELLI; TA; CORNILESCU et al., 2008).
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Figura 5: Esquema da estrutura da DjC20 humana. A) Sequéncia de aminoacidos da DjC20
exibindo a organizacdo e as caracteristicas dos dominios proteicos. O motivo de tetracisteina
(semelhante a um dedo de zinco) esta destacado em amarelo, e os residuos de cisteina e triptofano
estao coloridos em vermelho e verde, respectivamente. O dominio J estd marcado em azul e seu
motivo HPD esta destacado em laranja. A hDjC20 recombinante usada neste trabalho teve seu
peptideo sinal de direcionamento mitocondrial (marrom claro) removido. B) Estrutura cristalina de
um dimero de hDjC20 (PDB: 3BVO). As cores seguem 0 mesmo padréo que em A. No lado direito,
a regido do motivo dedo de zinco do dimero de DjC20 é ampliada; os residuos de cisteina e
triptofano e o motivo HPD séo indicados. Os ions Zn*2 sdo mostrados como esferas pretas.
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dominio C 1
ROQFLIEIMEINEKLAEAE EAAMKETRSTVKAKQKFFTDNVSSAFZE‘.QDT)FRFAKETT.TKMR‘{FSNIEEKTKLKKTPL'

Motivo dedo de zinco

B

Dominio J

\

(117} tuuw~
v '\"’((-‘

Dominio C _
protémero B

Dominio N

protémero A protémero B

Fonte: autoria propria.

Estudos de knockout com linhagens celulares cancerosas mostraram que a
DjC20 é essencial para a proliferacdo celular em humanos (MEYERS; BRYAN;
MCFARLAND; WEIR et al., 2017; PIETTE; ALERASOOL,; LIN; LACOSTE et al.,
2021). Tal observacdo deve-se ao papel fundamental que a DjC20 tem na
mitocondria. No processo de biogénese de proteinas [FeS] que ocorre nessa
organela, a etapa final envolve a transferéncia de um grupo [FeS] de uma proteina
doadora para uma proteina receptora. Esse processo é facilitado por um sistema
chaperona especializado, que consiste em uma Hsp70 (HscA em bactérias, Ssql
em leveduras ou HSPA9 em humanos) e uma JDP mitocondrial ubiqua (HscB em
bactérias, Jacl em leveduras, DjC20 em humanos) (BITTO; BINGMAN; BITTOVA,
KONDRASHOV et al.,, 2008; KAMPINGA; CRAIG, 2010; VICKERY; CUPP-
VICKERY, 2007). Em leveduras, os grupos [FeS] sdo montados em uma proteina
de suporte (ylscU) e depois transferidos para proteinas receptoras (VICKERY;
CUPP-VICKERY, 2007). O modelo de interacéo aceito propde que a Jacl auxilia
na entrega da ylscU para a Ssql, estimulando sua atividade ATPase enquanto a
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Ssql se liga especificamente a um motivo conservado em ylscU. A maquinaria
Ssql/Jacl facilita a entrega do grupo [FeS] para uma apoproteina receptora por
meio da desestabilizacdo do complexo ylscU-[FeS] (BITTO; BINGMAN; BITTOVA,
KONDRASHOV et al.,, 2008; HOFF; SILBERG; VICKERY, 2000; KAMPINGA,
CRAIG, 2010; SILBERG; TAPLEY; HOFF; VICKERY, 2004; VICKERY; CUPP-
VICKERY, 2007). Em humanos (e outros eucariotos), a HSPA9 atua na biogénese
de grupos [FeS]. Nesse caso, a especificidade do sistema é conduzida pela DjC20
((KAMPINGA; CRAIG, 2010; SCHILKE; WILLIAMS; KNIESZNER; PUKSZTA et al.,
2006).

1.4.A interacdo das Hsp70 com membranas lipidicas

Como visto anteriormente, as Hsp70 podem ser encontradas em VAarios
compartimentos subcelulares. Entretanto, foi apenas no inicio da década de 90 que
estudos sugeriram que, além dos compartimentos citados, essas proteinas podem
também se associar a membranas celulares (DE MAIO; HIGHTOWER, 2021). Em
1992, Ferrarini e colaboradores detectaram a presenca de Hsp70s na superficie de
varios tipos de células tumorais humanas (FERRARINI; HELTAI;, ZOCCHI;
RUGARLLI, 1992). No mesmo ano, Heufelder e colaboradores detectou a presenca
de Hsp70s na superficie de fibroblastos de pacientes acometidos pela oftalmopatia
de Graves, uma doenca autoimune (HEUFELDER; WENZEL; BAHN, 1992). Em
1994, Chouchane e colaboradores encontrou Hsp70s em células T infectadas pelo
virus HTLV-1 (responsavel pela leucemia/linfoma de células T do adulto e pela
mielopatia associada ao HTLV-1, doenca neurolégica semelhante a esclerose
multipla) (CHOUCHANE; BOWERS; SAWASDIKOSOL; SIMPSON et al., 1994).
Mais tarde, Asea e colaboradores apontou a importancia de uma Hsp70 na
sinalizagdo celular e como biomarcador (ASEA; KRAEFT; KURT-JONES;
STEVENSON et al., 2000).

A partir dessas observacoes iniciais o interesse da comunidade cientifica em
compreender o papel das Hsp70 em membranas celulares aumentou. Uma
eficiente forma de mimetizar essa condicdo in vitro é estudar a interacdo dessas
proteinas com bicamadas lipidicas artificiais: os lipossomas. Foi isso que foi feito
no estudo de Arispe e De Maio, onde observou-se que a HSPAS8 poderia formar

canais idnicos estaveis e seletivos para cations apds a sua incorporacdo ao
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lipossoma. A condutividade desse canal € dependente da atividade ATPasica da
HSPAS8: quando no estado ATP-ligado o canal € aberto e no estado ADP-ligado o
canal é fechado (ARISPE; DE MAIO, 2000). Fica claro, portanto, que as Hsp70 n&o
sé se associam a superficie celular, como também podem ser encontradas
embebidas/inseridas nas membranas celulares (DE MAIO; HIGHTOWER, 2021).

Uma importante caracteristica da interagdo das Hsp70 humanas com
membranas € a alta seletividade dessas proteinas por fosfolipidios carregados
negativamente, particularmente  fosfatidilserina (ou PS, do inglés
phosphatidylserine) (ARISPE; DOH; SIMAKOVA; KURGANOV et al.,, 2004,
ARMIJO; OKERBLOM; CAUVI; LOPEZ et al., 2014; LOPEZ; CAUVI; ARISPE; DE
MAIO, 2016; MCCALLISTER; KDEISS; NIKOLAIDIS, 2016; SCHILLING;
GEHRMANN; STEINEM; DE MAIO et al., 2009). A Hsp70 bacteriana também tem
a capacidade de interagir com membranas, porém essa alta seletividade néo é
observada. Logo, podemos inferir que a capacidade de interagir com membranas
€ uma caracteristica ancestral das Hsp70, porém a seletividade por fosfolipidios
carregados negativamente foi adquirida ao longo da evolugdo (DE MAIO;
HIGHTOWER, 2021). Outros fosfolipidios negativamente carregados mediam a
interacdo das Hsp70 com membranas; sédo eles: POPG (do inglés palmitoyl-oleoyl
phosphatidylglycerol) (ARMIJO; OKERBLOM; CAUVI; LOPEZ et al.,, 2014,
MCCALLISTER,; KDEISS; NIKOLAIDIS, 2016), BMP (do inglés
bis(monoacylglycero)phosphate) (KIRKEGAARD; ROTH; PETERSEN; MAHALKA
et al., 2010; MAHALKA; KIRKEGAARD; JUKOLA; JAATTELA et al., 2014) e
cardiolipina (CL). O BMP € o principal constituinte dos lipossomas; a interacao das
Hsp70 com esse compartimento confere maior estabilidade a sua membrana,
melhorando suas condi¢cdes de armazenamento (BALOGI; MULTHOFF; JENSEN,;
LLOYD-EVANS et al., 2019; KIRKEGAARD; ROTH; PETERSEN; MAHALKA et al.,
2010). J4 a CL é um fosfolipidio encontrado principalmente nas membranas
mitocondriais, em especial na membrana mitocondrial interna. De fato, a HSPA9
interage com lipossomas que mimetizam as membranas mitocondriais, mostrando
maior seletividade por aqueles que sado encontrados na membrana mitocondrial
interna (DORES-SILVA; CAUVI; KIRALY; BORGES et al., 2020).
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A distribuicdo dos fosfolipidios na membrana plasméatica é assimétrica,
temos a cabeca de uma fosfatidilcolina (ou PC, do inglés phosphatidylcholine)
exposta para o meio extracelular e PS ou fosfatidiletanolamina (ou PE, do inglés
phosphatidylethanolamine) em contato com o citoplasma. As cabecas dos
fosfolipidios dao origem a ambientes relativamente hidrossollveis, enquanto as
caudas formadas por acidos graxos se arranjam de modo a ficarem concentradas
no nucleo, originando um ambiente hidrofébico (WIENER; WHITE, 1992). Em
termos estatisticos, apenas uma pequena por¢do do conteudo total de Hsp70 na
célula pode ser encontrado junto as membranas; isso acontece pois somente
Hsp70s néo ligadas a proteinas-cliente podem realizar esse processo (DE MAIO,
2011; DE MAIO; HIGHTOWER, 2021).

Apesar de todas as Hsp70 terem maior seletividade por fosfolipidios
negativamente carregados, 0 modo como cada uma delas € inserida na membrana
lipidica ndo é idéntico—_ (DORES-SILVA; CAUVI; COTO; KIRALY et al., 2020;
DORES-SILVA; CAUVI; COTO; SILVA et al.,, 2021; DORES-SILVA; CAUVI,
KIRALY; BORGES et al., 2020). Os mecanismos de inser¢cdo das Hsp70 nos
lipossomas sao complexos, pouco estudados e representam um desafio, visto que
essas proteinas ndo possuem dominios predominantemente hidrofébicos que
poderiam explicar sua insercdo em membranas lipidicas (DE MAIO; HIGHTOWER,
2021). Estudos sugerem que as Hsp70s interagem inicialmente com a cabega de
fosfolipidios carregados negativamente localizados na parte interna da membrana
plasmatica e em seguida sofrem mudancas conformacionais que facilitam a
insercdo na regido hidrofébica da membrana lipidica. Adicionalmente, as alteracdes
de conformacéo provocam a oligomerizacao proteica apos a inser¢ao no lipossoma
(DE MAIO; HIGHTOWER, 2021; WIMLEY; HRISTOVA; LADOKHIN; SILVESTRO
et al., 1998). As Hsp70 sdo conhecidas por terem uma grande propenséao a formar
oligbmeros em solucdo (APRILE; DHULESIA; STENGEL; ROODVELDT et al.,
2013; BENAROUDJ; TRINIOLLES; LADJIMI, 1996; GAO; EISENBERG; GREENE,
1996; GUIDON; HIGHTOWER, 1986; KIRALY; DORES-SILVA; SERRAO; CAUVI
et al., 2020). Estudos sobre a interagdo de algumas Hsp70 com lipossomas
mostraram que a formag&o de oligbmeros sdo o resultado de ligacdes dissulfeto
entre as extremidades N e C terminais de polipeptideos adjacentes, dando origem
a uma estrutura antiparalela de repeticdo (DORES-SILVA; CAUVI; KIRALY;
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BORGES et al.,, 2020). De um modo geral, a literatura recente nos revela
informacdes interessantes sobre a insercdo e a oligomerizacdo das Hsp70 em
membranas. Entretanto, o papel dessas proteinas nesse compartimento, bem
COmo 0S mecanismos envolvidos nesses processos ainda precisam ser mais bem
detalhados (DE MAIO; HIGHTOWER, 2021).

O presente trabalho de doutorado visou dar continuidade aos estudos das
interacdes entre Hsp70 humanas e lipossomas j& em andamento no Grupo de
Bioquimica e Biofisica de Proteinas (BBP) do Instituto de Quimica de Sao Carlos
da Universidade de Sao Paulo (IQSC/USP). O Grupo BBP tem como objetivo
caracterizar a estrutura e a funcdo de Hsp70 e suas co-chaperonas de forma a
avancar no seu entendimento em nivel molecular, uma vez que as Hsp70 sao
proteinas essenciais para a viabilidade celular de varios organismos e a fungéo
desempenhada por essa familia de chaperonas moleculares apresenta grande
interesse biotecnologico e farmacéutico (DE MARCO; DEUERLING; MOGK;
TOMOYASU et al, 2007; ZWIROWSKI; KLOSOWSKA; OBUCHOWSKI;
NILLEGODA et al., 2017). Além disso, compreender a funcdo das Hsp70 e co-
chaperonas nas membranas celulares € de grande relevancia para a compreensao
e elucidacdo do papel dessas proteinas no desenvolvimento de doencas
degenerativas, autoimunes e cancer (DE MAIO; HIGHTOWER, 2021;
FLACHBARTOVA; KOVACECH, 2013; LU; LEE; KAUL; LAN et al., 2011;
WADHWA; TAKANO; KAUR; DEOCARIS et al., 2006). Para tanto, o grupo BBP
contou com a colaboracao da equipe do Prof. Dr. Antdnio de Maio, da Escola de
Medicina da UC San Diego, Califérnia, EUA.

1.5. Objetivos

O objetivo deste trabalho foi estudar estruturalmente a interagdo entre
chaperonas moleculares e lipossomas negativamente carregados a fim de elucidar
0 mecanismo envolvido nesse processo. Foram objetivos especificos deste

trabalho:

. Produzir os lipossomas negativamente carregados de CL (Cardiolipina) e de

POPS (do inglés 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phospho L-serine).
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. Obter as proteinas recombinantes HSPA5, HSPAS8, hHep1l e DjC20 com alto
grau de pureza e em condi¢cdes adequadas para a interagdo com os lipossomas.

. Avaliar o comportamento estrutural das chaperonas quando essas proteinas
foram inseridas nos lipossomas a fim de obter informagdes sobre o mecanismo
envolvido na interacao.

. Avaliar os parametros termodinamicos da interacdo entre as chaperonas e

os lipossomas para obter informacgdes sobre o mecanismo envolvido na interacao.

2. DESENVOLVIMENTO
2.1.Materiais e métodos

2.1.1. Solucdes-tampéo
Na Tabela 4 estdo descritas as solu¢des-tampéao que foram utilizadas nesse

trabalho.

Tabela 4: Solu¢Bes-tampéo. Descricdo da composicdo, pH e finalidade das solu¢des-tampéo
utilizadas nos procedimentos experimentais descritos.
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Solugéo-tampéo Composicéo pH Finalidade

A 50 mM Tris-HCI + 100 mM KCI 8,0 Lise bacteriana
. Etapa de lavagem na
20 mM Tris-HCI + 100 mM ) -
B NaCl + 20 mM Imidazol 7,5 cromatograf:]al}qdueelaﬁn|dade ao
. omu TrsCl s 00my o E360 de g s e e
NaCl + 500 mM Imidazol ’ 9 niquel
25 mM Tris-HCI + 50 mM NacCl Etapa de eluicdo das proteinas na
D +5 mM KCl + 2 mM f3- 7.5 cromatografia de exclusdo
mercaptoetanol molecular preparativa
Preparacao dos lipossomas e
E 50 mM Tris-HCI 7,5 ensaios de interacédo das proteinas

com lipossomas

Fonte: autoria propria.

2.1.2. Expresséo e purificagao proteica

Os vetores plasmidiais contendo os DNA codantes para as proteinas
humanas HspA5 (pET28a::HspA5), HspA8 (pET28a::HspA8) e DjC20
(pPET28a::DjC20) foram obtidos comercialmente pela Epoch Life Science Inc.
(Missouri City, Texas, USA). As constru¢des correspondentes a HspA5 e a DjC20
nao apresentam a sequéncia de aminoacidos correspondente ao peptideo sinal. O
vetor plasmidial contendo o DNA codante para a hHepl foi obtido como
previamente descrito em (DORES-SILVA; MINARI; RAMOS; BARBOSA et al.,
2013) e também ndo possui a sequéncia de aminoacidos correspondente ao
peptideo sinal para encaminhamento para a mitocondria. Todas as construcées
proteicas foram feitas de modo a permitir a expressédo de um peptideo de fusdo de
poli-histidina localizado na extremidade N-terminal para posterior purificagdo por
cromatografia de afinidade ao niquel.

Os vetores foram inseridos em cepas bacterianas competentes E. coli
BL21(DES3) por transformacdo. As células bacterianas transformadas foram pré-
inoculadas em 25 mL de meio lisogenic broth (LB) na presenca de
canamicina/ampicilina a 37 °C por aproximadamente 16 horas sob agitacdo a 200
rom. O pré-indculo resultante foi entdo diluido 20 vezes em 500 mL de meio LB
contendo antibiético e o cultivo celular ocorreu a 37 °C e 200 rpm até atingir uma
DOesoonm ~ 0,6. A temperatura foi entdo reduzida para 30 °C e IPTG foi adicionado
a cultura bacteriana para a expressao das proteinas. Apos 4 horas de inducéo, as

células foram centrifugadas a 8000 rpm por 15 minutos a 4 °C e posteriormente
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colhidas e armazenadas a -20 °C. Os parametros utilizados para a inducao e

expressao das proteinas recombinantes estdo descritos na Tabela 5.

Tabela 5: Parametros de inducdo e expressédo das proteinas recombinantes. Descrigdo de
a_lqumas caracteristicas de inducéo e expresséo das proteinas HspA5, HspA8, hHepl e DjC20.

Vetor de Temperatura Tempo de
Proteina ~ Antibiotico IPTG (mM) deinducdo . N
expressédo (°C) inducéo (hs)
HSPAS pET28a Canamicina 0,4 30 4
HSPAS8 pET28a Canamicina 0,4 30 4
hHep1 pQE2 Ampicilina 0,4 30 4
DjC20 pET28a Canamicina 0,2 30 4

Fonte: autoria propria.

As células bacterianas colhidas por centrifugacédo foram ressuspensas em
tampao de lise (A) (40 mL de solucao-tampao por litro de inducéo bacteriana). Em
seguida, foram adicionadas 5 U de DNAse e 30 ug.mL™ de lisozima e a incubagéo
ocorreu durante 30 minutos em gelo. ApGs esse periodo, as células foram lisadas
por sonicacao e submetidas a centrifugacdo a 18000 rpm durante 20 minutos a 4
°C. O sobrenadante obtido foi filtrado em membranas hidrofilicas PVDF com poros

de 0,45 um antes de ser submetido a purificacéo.

A purificacdo das proteinas foi feita adotando dois passos cromatogréficos:
cromatografia de afinidade ao niquel e cromatografia de exclusdo molecular
preparativa. Para o primeiro passo cromatografico, o lisado celular filtrado foi
aplicado em uma coluna HisTrap (GE Healthcare Lifesciences) devidamente
carregada com ions Ni*? e previamente equilibrada com tampéo B. As proteinas
foram eluidas na presenca de tampado C. Apés essa etapa a DjC20 foi a Unica
proteina que teve sua His-tag clivada. Para tanto foram adicionados 1 U de
trombina para cada 5-10 mg de proteina. A clivagem foi feita overnight em dialise
exaustiva em tampéao D. Por fim, as proteinas foram submetidas a cromatografia
de exclusdo molecular preparativa em coluna Superdex 200 16/60 (GE Healthcare
Lifesciences) acoplada ao AKTA Prime plus device previamente equilibrada com
tampéao D. A eficiéncia dos protocolos de purificacdo das proteinas foi confirmada
por eletroforese SDS-PAGE.
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2.1.3. Caracteristicas das proteinas recombinantes
Algumas caracteristicas fisico-quimicas das proteinas estudadas foram
resumidas na Tabela 6. Os valores apresentados foram obtidos pelos softwares

Sednterp (disponivel em: http://www.jphilo.mailway.com/download.htm) e

ProtParam (disponivel em: https://web.expasy.org/protparam/ ).

Tabela 6: Caracteristicas fisico-quimicas das proteinas recombinantes. Descricdo das
proteinas HspA5, HspA8, hHepl e DjC20 quanto aos parémetros: nimeros de residuos de
aminoacidos totais, massa molecular (MM) e coeficiente de extingdo molar (g).

. €230nm Pace
Nome Nomes UniprotkKB Re.s'du,o.s de MM (kDa) (Mtcm™)
aminoacidos

alternativos

HSPA524d Grp78, BIP P11021 631 69,8 30500
HSPASg® Hsc70 P11142 646 70,9 33600
mtHsp70-escort
hHep12P protein, DNL-type Q5SXM8 129 13,5 9970
zinc finger protein,
DjC202b: Hsgi’ A"\'JZ‘E)ZO’ Q8IWL3 206 24,5 21430

asequéncias proteicas sem peptideo sinal.
bvalores obtidos pelo software ProtParam.
¢sequéncia proteica sem considerar His-tag.
d valores obtidos pelo software Sednterp.
Fonte: autoria propria.

2.1.4. Quantificacao proteica
As proteinas recombinantes puras foram quantificadas por

espectrofotometria UV/visivel de acordo com a lei de Beer-Lambert:

Abs

C = 1)

T (xE)

7z 7

onde C €& a concentragdo molar (M), Abs é a absorbancia em 280 nm
(adimensional), | € o caminho éptico (cm) e € é o coeficiente de extingdo molar de
Pace em 280 nm (M1.cm™) (Tabela 6).

2.1.5. Producao dos lipossomas

Os lipossomas foram preparados conforme descrito em (LOPEZ; CAUVI;
ARISPE; DE MAIO, 2016). Resumidamente, 40 mg de Cardiolipina ou POPS
(ambos da Avanti Polar Lipids) foram dissolvidos em cloroférmio (10 mg.mL™?). Apés
secagem com gas nitrogénio, os lipossomas foram ressuspensos em 1000 pL de

tampéao E e vortexados por 30 segundos a cada 5 minutos. Esse ultimo processo
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foi repetido 6 vezes. Por fim, os lipossomas foram extrudados utilizando uma
membrana de 100 nm (foram feitas 15 passagens pela membrana). A montagem
do extrusor foi feita como visto no video disponivel na plataforma YouTube
(https://www.youtube.com/watch?v=8ei62ZmLgSM).

2.1.6. Incorporacédo das proteinas nos lipossomas

Para os ensaios de incorporagao, 400 pg de lipossomas de POPS ou CL
foram incubados com as proteinas puras em tampéao E por 30 minutos a 25 °C sob
agitacao continua. Essa mistura foi posteriormente centrifugada a 100.000 x g por
1 hora a 4 °C. O pellet foi entdo ressuspenso em 300 pL de tampé&o contendo 100
mM Naz2COs (pH 11,5) e centrifugado novamente a 100.000 x g por 1 hora a 4 °C.
Por fim, o pellet foi solubilizado em tampéao E contendo 10 mM de B-mercaptoetanol
e as proteinas foram resolvidas por eletroforese LDS-PAGE e visualizadas pela
coloracdo com Coomassie Brilliant Blue R-250. O software GelQuant

(http://biochemlabsolutions.com/GelQuantNET.html) foi utilizado para estimar a

intensidade das bandas no gel e a porcentagem da proteina alvo incorporada aos

lipossomas.

2.1.7. Tratamento pararemoc¢ao do ion zinco

Para a remocéo do metal, as co-chaperonas hHepl e DjC20 puras foram
dialisadas por 8 horas contra tampdo D contendo 200 mM EDTA. ApOs esse
periodo, foram feitas duas dialises de 4 horas com 500 mL de tampéo E e uma
Gltima dialise de 8 horas com 1 L do mesmo tampé&o para garantir que todo o agente
quelante foi retirado. Aliquotas de proteina tratada com EDTA e proteina néo
tratada com EDTA foram digeridas com acido nitrico a 10% v/v durante 2 dias em
temperatura ambiente. O zinco foi quantificado nessas aliquotas por espectrometria
de absorcdo atdbmica com chama (FAAS) para a hHepl e espectrometria de
emissao optica por plasma acoplado indutivamente (ICP-OES) para a DjC20. Para
as medidas de FAAS foi utilizado um espectrometro PINAACLE 900T (Perkin
Elmer) e a concentracdo de zinco foi determinada indiretamente com o auxilio da
curva de calibragdo. Ja para as medidas da DjC20 foi utilizado um ICP-OES 5110
(Agilent) com um sistema de introducdo de amostra composto por uma camara de

spray ciclénico de dupla passagem e um nebulizador Flow-blurring OneNeb® 2. As
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medidas foram realizadas utilizando o modo de visualizacdo dupla vertical sincrona

(SVDV) e o comprimento de onda de emissao foi de 213,857 nm.

2.1.8. Digestdo com proteinase K

A hHepl incorporada aos lipossomas de POPS ou CL foi incubada com
proteinase K (5 pg.mL™) por 1 hora a 25 °C em tampédo E. Em seguida, a mistura
hHepl1-lipossoma-proteinase K foi centrifugada a 100.000 x g por 1 hora a 4 °C. Os
pellets resultantes foram ressuspensos em tampéo E na presenca de 10 mM de (-
mercaptoetanol, resolvidos por LDS-PAGE e revelados usando coloracdo

Coomassie Brilliant Blue R-250.

2.1.9. Caracterizacao biofisica: espectropolarimetria de dicroismo circular
Os ensaios de dicroismo circular foram feitos em um espectropolarimetro
Jasco J-815 (Jasco, INC). As medidas das proteinas na presenca e auséncia de
lipossomas de POPS e CL em tampé&o E foram tomadas com taxa de aquisi¢cao de
100 nm.min e largura da banda de 1 nm utilizando cubeta circular de quartzo com
caminho 6ptico de 0,1 cm. As concentracfes de proteina utilizadas variaram entre
2-10 uM e foram utilizados 1 mM de lipossoma. Foram tomadas 40 acumulagdes
em cada condicdo estudada. Os espectros resultantes foram normalizados para
elipticidade residual molar ([6], em graus.cm?.dmol?) de acordo com a equacao:

0x100«MM
n*xCxl

6] = (2)

onde 6 é o sinal de dicroismo circular (graus), MM é a massa molecular proteica
(kDa), n é o numero de residuos de aminoacidos da proteina alvo, | € o caminho

optico (cm) e C é a concentracdo proteica (mg.mL™1).

Nos ensaios onde a estabilidade da DjC20 foi investigada, a ureia foi
utilizada como agente desnaturante. Nesse caso, a DjC20 (concentracao final de 5
pMM) em tampéo D, na presenga e na auséncia de 5 mM EDTA, foi incubada com
concentragdes crescentes de ureia durante 60-120 minutos. A solucao de ureia foi
preparada no mesmo tampdao da proteina e sua concentracéo foi determinada por
refratometria de acordo com a equacgéao abaixo (WARREN; GORDON, 1966):

[ureia] = (117,66 x AN) + (29,573 * (AN)?) + (185,56 * (AN)3) (3)
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onde [ureia] é a concentracdo de ureia (M) e AN € a diferenca entre o indice de
refracdo da solucédo de ureia e o indice de refracdo do tampao. Os dados foram
coletados em um Unico comprimento de onda (222 nm), a 20 °C com taxa de
aquisicédo de 100 nm.min! e largura da banda de 1 nm utilizando cubeta de quartzo
com caminho éptico de 0,1 cm. Foram tomadas 10 acumulacdes em cada condicédo.
Todas as medidas foram normalizadas para elipticidade residual molar ([6])
(Equacéo 2). Os ajustes dos dados foram feitos pelo software Origin 8.0 com a
funcao bi dose-resposta (Boltzmann). A partir destes ajustes foi determinado o valor

de Cnm, isto &, o ponto de inflexdo da curva sigmoidal graficada.

2.1.10. Espectroscopia de fluorescéncia intrinseca do triptofano

O comportamento da estrutura terciaria local das proteinas na presenca e
auséncia de lipossomas de Cardiolipina e POPS foi monitorado pela emissao de
fluorescéncia intrinseca do triptofano. As medidas foram tomadas em um
fluorimetro F-4500 (Hitachi) utilizando cubeta de quartzo com caminho éptico de 1
cm. As concentracdes de proteina variaram entre 2-10 uM e foram utilizados 1 mM
de lipossoma. As amostras foram excitadas em comprimento de onda de 295 nm e
0s espectros de emissdo foram coletados entre 310 e 420 nm. Os resultados
obtidos foram analisados em relagdo ao comprimento maximo de emissao (Amax) e
pelo valor de centro de massa espectral (<A>):

ZAiFi

<A>= -
YFi

(4)

onde Fi sao as intensidades de fluorescéncia e Ai 0s respectivos comprimentos de

onda.

Nos ensaios onde a estabilidade da DjC20 foi investigada, a proteina (na
concentracéo final de 5 uM) em tampéo D, na presenca e auséncia de 5 mM EDTA,
foi incubada com concentracdes crescentes de ureia durante 60-120 minutos. As
medidas foram feitas em triplicata e os resultados obtidos foram interpretados em
relacdo aos valores de <A> (Equacao 4). Os ajustes dos dados foram feitos pelo
software Origin 8.0 com a funcdo bi dose-resposta (Boltzmann). A partir destes
ajustes foi determinado o valor de Cn, isto €, o ponto de inflexdo da curva sigmoidal
graficada. Por fim, os experimentos de quenching foram realizados conforme
descrito anteriormente em (BORGES; SERAPHIM; MOKRY; ALMEIDA et al.,
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2012). Resumidamente, 5 uM de DjC20 foram incubados com concentracdes
crescentes de acrilamida e as medidas foram registradas a 20 °C. As constantes
de Stern-Volmer (Ksv) para a DjC20 na presenca e auséncia de 5 mM de EDTA e
4 M de ureia foram calculadas utilizando a equacédo de Stern-Volmer para
processos de quenching colisional:

—=1+Kg *[Q] (5)

0

onde F e Fo séo, respectivamente, as intensidades de emisséo de fluorescéncia do
triptofano maximas na presenca e auséncia do quencher, Ksy é a constante de

Stern-Volmer; e [Q] € a concentragdo do quencher, a acrilamida, em M.

2.1.11. Calorimetria de titulacdo isotérmica

Os experimentos de calorimetria de titulacdo isotérmica (ITC) foram feitos
em um microcalorimetro iTC200 (GE Healthcare Life Sciences). Em resumo,
dezessete aliquotas de 2 puL de POPS ou CL (3 mM) foram tituladas em
aproximadamente 203,8 UL de proteina (em concentragdes que variaram de 10-15
puM) a 25 °C. Na andlise dos dados, o calor da interacao foi determinado a partir da
integracdo das areas dos picos gerados a cada injecdo, as quais Sao proporcionais
ao volume da célula, concentracdo de ligante e variacdo de entalpia (AH). Os
valores de AHapp, n (coeficiente estequiométrico) e Ka foram estimados a partir do
ajuste dos dados realizado no software Origin 7.0. Os demais parametros

termodindmicos (AGapp € ASapp) foram obtidos pela relacéo:

AGapp = —RTInK, = AHgy,, — TAS,p, (6)

onde AGapp € a variacdo da energia de Gibbs aparente, R é a constante dos gases
em cal.K'L.M?, T é a temperatura absoluta em K, Ka é a constante de associacéo
em UM, AHapp € a variacdo da entalpia aparente e ASapp € a variagdo da entropia
aparente. Por fim, a constante de dissociacéo (Ko, em uM) foi obtida como o inverso
de Ka. Os parametros termodinamicos foram obtidos a partir de, pelo menos, duas

titulacoes.

2.2.Resultados e discussao
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E sabido que algumas Hsp70 estdo presentes no meio extracelular, onde
exibem uma importante funcdo de sinalizacdo (DE MAIO, 2011; 2014; DORES-
SILVA; CAUVI; KIRALY; BORGES et al., 2020). Varios mecanismos tém sido
propostos para explicar como essas proteinas séo ativamente exportadas para o
meio extracelular; alguns deles séo translocacdo através da membrana plasmatica
(via lisossomo-endossomo), liberacdo associada a exossomos ou mesmo pela
liberacdo passiva apos a morte celular (DE MAIO, 2014; DORES-SILVA; CAUVI,
KIRALY; BORGES et al., 2020; MAMBULA; CALDERWOOD, 2006; SCHMITT,;
GEHRMANN; BRUNET; MULTHOFF et al., 2007; VEGA; RODRIGUEZ-SILVA,
FREY; GEHRMANN et al., 2008), O principal obstaculo para a exportacdo ativa das
Hsp70 para o ambiente extracelular é a passagem pelo ambiente hidrofébico
formado pela membrana plasmatica, o que é considerado termodinamicamente
desfavoravel. No entanto, é possivel encontrar varias evidéncias experimentais de
que as Hsp70 interagem com membranas lipidicas (BALOGI; MULTHOFF;
JENSEN; LLOYD-EVANS et al., 2019; DE MAIO; HIGHTOWER, 2021; DORES-
SILVA; CAUVI; KIRALY; BORGES et al., 2020; LATHANGUE, 1984; VELAZQUEZ;
DIDOMENICO; LINDQUIST, 1980; VELAZQUEZ; LINDQUIST, 1984; WELCH,;
SUHAN, 1986).

Estudos mostram que a HSPA1lA pode ser encontrada associada a
membrana plasmatica (MULTHOFF; BOTZLER; WIESNET; MULLER et al., 1995;
VEGA; RODRIGUEZ-SILVA; FREY; GEHRMANN et al., 2008). Além disso, essa
Hsp70 apresentou seletividade por fosfolipidios negativamente carregados e
glicolipidios (ARISPE; DOH; SIMAKOVA; KURGANOV et al.,, 2004; ARMIJO;
OKERBLOM; CAUVI; LOPEZ et al., 2014; GEHRMANN; LIEBISCH; SCHMITZ;
ANDERSON et al., 2008; KIRKEGAARD; ROTH; PETERSEN; MAHALKA et al.,
2010; MAMBULA; CALDERWOOD, 2006; SCHILLING; GEHRMANN; STEINEM,;
DE MAIO et al.,, 2009) e tem a capacidade de se inserir espontaneamente em
bicamadas lipidicas também com grande seletividade dando origem a canais de
condutancia iénica cuja atividade é regulada por nucleotideos (ARISPE; DE MAIO,
2000; ARISPE; DOH; SIMAKOVA; KURGANOV et al, 2004; ARMIJO;
OKERBLOM; CAUVI; LOPEZ et al.,, 2014; MACAZO; WHITE, 2014; VEGA,
RODRIGUEZ-SILVA; FREY; GEHRMANN et al., 2008). Nesse contexto, observou-
se também que a HSPA1A forma complexos diméricos ou multioligoméricos
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antiparalelos ao se inserir na membrana lipidica (ARMIJO; OKERBLOM; CAUVI,
LOPEZ et al., 2014; LOPEZ; CAUVI; ARISPE; DE MAIO, 2016), o que € um

requisito fundamental para a formacéo de canais idnicos.

A HSPA9 também possui seletividade por fosfolipidios negativamente
carregados. No entanto, percebe-se que a HSPA9 possui maior afinidade pela
cardiolipina do que a HSPA1A (DORES-SILVA; CAUVI; KIRALY; BORGES et al.,
2020). A cardiolipina € encontrada principalmente em membranas mitocondriais e
bacterianas, constituindo aproximadamente 18% da membrana mitocondrial interna
(ZINSER; SPERKA-GOTTLIEB; FASCH; KOHLWEIN et al., 1991). De fato, a
HSPA9 se insere de forma muito eficiente em uma mistura de lipidios que se
assemelha a composicao lipidica da membrana mitocondrial interna. No entanto, a
HSPA9 apresentou afinidade reduzida por uma mistura de lipidios que mimetiza a
membrana mitocondrial externa (que contém cardiolipina em quantidades bem
menores, menos de 1% da constituicdo total). Essa observagcdo sugere que a
HSPA9, que esta principalmente localizada na matriz mitocondrial, seja capaz de
interagir com a membrana interna dessa organela, possivelmente facilitando o
transporte de proteinas através dessa barreira via complexo TIM (DEMISHTEIN;
FRAIBERG; BERKO; TIROSH et al.,, 2017; DORES-SILVA; CAUVI; KIRALY;
BORGES et al.,, 2020; LONDONO; OSORIO; GAMA; ALZATE, 2012; SOKOL;
SZTOLSZTENER; WASILEWSKI; HEINZ et al., 2014).

Embora as estruturas secundarias da HSPA1A e da HSPA9 ndo sejam
afetadas pela insercdo dessas proteinas na bicamada lipidica, experimentos de
calorimetria e de suscetibilidade a digestdo com proteinase K sugerem que o0
mecanismo de insercdo da HSPA9 nas membranas é diferente daquele adotado
pela HSPA1A (DORES-SILVA; CAUVI; KIRALY; BORGES et al., 2020). Como
citado anteriormente, a HSPA1A forma complexos oligoméricos antiparalelos
dentro da membrana lipidica, o que leva suas extremidades N e C terminais a
ficarem expostas na superficie dos lipossomas. No entanto, as extremidades N e C
terminais da HSPA9 mostram-se bem menos expostas do que as da HSPAl1A
guando a proteina esta inserida nos lipossomas (DORES-SILVA; CAUVI; KIRALY;
BORGES et al., 2020). Além disso, as interacdes da HSPA1A e da HSPA9 com

lipossomas de POPS foram ambas exotérmicas. No entanto, a interacdo da HSPA9
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com lipossomas de CL foi endotérmica, enquanto a interacdo da HSPA1A com
lipossomas de CL foi exotérmica. Tais caracteristicas revelam que as insercées
dessas proteinas nas membranas, além de diferentes, sdo constituidas de varias
etapas complexas que podem estar relacionadas a natureza heterogénea da
bicamada lipidica. A insercédo pode, por exemplo, iniciar pela interacdo da proteina
com as cabecas polares dos fosfolipidios e em seguida, apdés mudancas
conformacionais, a acomodacao das proteinas na bicamada é facilitada (DORES-
SILVA; CAUVI; KIRALY; BORGES et al., 2020; WHITE; WIMLEY, 1998; WIENER;
WHITE, 1992; WIMLEY; HRISTOVA; LADOKHIN; SILVESTRO et al., 1998). Por
fim, levando em consideracdo estudos sobre outras proteinas que interagem
espontaneamente com membranas lipidicas (MIRZABEKOQOV; LIN; KAGAN, 1996;
ROJAS; ARISPE; HAIGLER; BURNS et al., 1992; SHATURSKY; HEUCK;
SHEPARD; ROSSJOHN et al.,, 1999; SHEPARD; SHATURSKY; JOHNSON;
TWETEN, 2000), podemaos inferir que as folhas-g do DLP da HSPA9 e da HSPA1A
parecem desempenhar um papel fundamental na insercdo dessas proteinas na
membrana (DORES-SILVA; CAUVI; KIRALY; BORGES et al., 2020). Isto posto, os
resultados obtidos para as interacdes das isoformas HSPA8 e HSPA5 com

lipossomas de POPS e CL serdo apresentados a seguir.

2.2.1. Ainteragdo da HSPA8 e HSPAS5 com lipossomas

Assim como a HSPAl1A, a HSPA8 também apresenta seletividade por
fosfolipidios negativamente carregados e da origem a canais i6nicos na bicamada
lipidica (ARISPE; DE MAIO, 2000; ARMIJO; OKERBLOM; CAUVI; LOPEZ et al.,
2014; VEGA; RODRIGUEZ-SILVA; FREY; GEHRMANN et al., 2008). Esses canais
apresentam condutancia regulada por nucleotideos, onde o ATP promove a
abertura do canal, enquanto o ADP os fecha, sugerindo que mudancas
conformacionais podem regular a via ibnica (ARISPE; DE MAIO, 2000). Além disso,
a HSPAS8 foi detectada na superficie de células ductais do figado fetal de rato,
células progenitoras hepaticas, colangiocitocitos maduros e carcinoma
hepatocelular (MILLS; HASKELL; CALLANAN; FLANAGAN et al., 2010).

A HSPA5, assim como as outras isoformas, também pode ser encontrada
associada as membranas celulares (SUZUKI; BONIFACINO; LIN; DAVIS et al.,
1991; ZHANG; TSENG; TSAI; FU et al., 2013). Estudos anteriores sugerem que a
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HSPA5 possui algumas regibes com grande potencial para interagir com
membranas lipidicas, particularmente na extremidade C-terminal (TSAI; ZHANG,;
TSENG; STANCIAUSKAS et al.,, 2015; TSENG; ZHANG; LEE, 2019; ZHANG;
TSENG; TSAI; FU et al., 2013). No entanto, ndo € possivel encontrar na literatura
mais informacbes a respeito dos mecanismos das interacdes entre essas
chaperonas e as membranas lipidicas. Por isso, tendo como referéncia os estudos
feitos para a HSPA1A e HSPA9, a interacdo da HSPA5 e da HSPA8 com
lipossomas de POPS e CL foi investigada utilizando técnicas biofisicas tais como
espectropolarimetria de dicroismo circular, espectroscopia de fluorescéncia e

calorimetria de titulacdo isotérmica.

Assim como foi observado para a HSPAlA e a HSPA9, a estrutura
secundéaria da HSPA5 ndo sofre alteracfes significativas ap0s a inser¢cdo da
proteina nas membranas lipidicas (Figura 6). J4 o estudo calorimétrico mostra que
tanto a interacdo da HSPA5 com POPS quanto com CL séo exotérmicas (Figuras
7A e 7B). A Figura 7C sugere que existem contribuic6es entalpicas e entrépicas,
com destaque para a contribuicdo entrépica. Os parametros termodinamicos

obtidos a partir dos termogramas estéo resumidos na Tabela 7.

De fato, as interacdes com ambos o0s lipossomas possuem AGapp de
aproximadamente -6000 cal.mol%, valores de AHapp muito baixos (-300 + 50 cal.mol-
! para HSPA5/POPS e -400 + 70 cal.mol! para HSPA5/CL) e valores altos de -
TASapp (-5800 + 600 cal.mol?.K para HSPA5/POPS e -6100 + 500 cal.mol.K para
HSPAS5/CL), indicando que a variacdo da entropia desempenha um papel critico
nas interagcbes entre HSPA5 e lipossomas. Tal caracteristica deve-se,
provavelmente, as alteracdes na camada de solvatacdo da proteina e/ou
lipossomas que decorrem do mecanismo de inser¢cdo (DORES-SILVA; CAUVI,
COTO; KIRALY et al., 2020). Os valores de Kp para a associagdo de HSPA5 com
lipossomas feitos com POPS ou CL foram de 3,5 + 0,8 uM e 1,6 £ 0,5 uM,

respectivamente.

Figura 6: Espectros de CD para a interacdo da HSPA5 com lipossomas negativamente
carregados. A obtencdo dos dados de dicroismo circular foi realizada antes e ap6s a incorporacao
da HSPA5 em lipossomas de POPS e CL. O espectro da HSPAS é representado por quadrados, a
interacdo HSPAS/POPS por circulos e a interagdo HSPAS/CL por triangulos.
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Figura 7: Experimentos de calorimetria de titulacdo isotérmica (ITC) para a interacdo entre
HSPAS e lipossomas negativamente carregados. A) Termograma da interacdo entre HSPAS e
POPS. B) Termograma da interacdo entre HSPA5 e CL. C) Assinatura termodindmica da interagcéo
entre HSPAS e CL (barras solidas) e HSPA5 e POPS (barras hachuradas) mostram uma discreta
contribuicdo entdlpica, sugerindo que a interagédo é entropicamente dirigida. Os valores do eixo y
sdo em kcal.mol.
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Tabela 7: Parametros termodinamicos dainteragao entre HSPAS e lipossomas negativamente

carregados. Os valores foram obtidos a partir dos termogramas. O tratamento dos dados foi feito
no software Origin 7.

Interacdo AGapp (cal.moll)  AHapp (cal.mol?)  -T ASgpp (cal.molt.K) Kp (UM)

HSPA5/POPS -6100 + 500 -300 + 50 -5800 + 600 3,5+0,8

HSPA5/CL -6500 = 500 -400 + 70 -6100 * 500 16+0,5

Fonte: adaptada de (DORES-SILVA; CAUVI; COTO; KIRALY et al., 2020).

Estudos complementares publicados em (DORES-SILVA; CAUVI; COTO;
KIRALY et al., 2020) mostram que a HSPA5, assim como a HSPA1A, passa por um
processo de oligomerizacdo ap0s a inser¢cdo ha membrana lipidica. Esse processo
€ mediado pela formacéo de pontes dissulfeto. A HSPA5 contém dois residuos de
cisteina, um no inicio da extremidade N-terminal (conservado na HSPA1A, HSPAS
e HSPA9) e o segundo na extremidade C-terminal (ausente na HSPA1A, HSPAS8 e
HSPA9). Embora ndo existam evidéncias de que esses residuos possam formar
pontes intramoleculares, aparentemente eles podem produzir ligagbes
intermoleculares coordenando a montagem de complexos oligoméricos (ARMIJO;
OKERBLOM; CAUVI; LOPEZ et al.,, 2014; MORGNER; SCHMIDT; BEILSTEN-
EDMANDS; EBONG et al., 2015). Esses complexos de multiplos polipeptideos
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parecem se montar apos a insercao da proteina na bicamada lipidica, uma vez que
foram observados apenas na presenca de lipossomas, sugerindo que a bicamada
lipidica pode fornecer um ambiente oxidativo que favorece a formacao das pontes
dissulfeto.

Apesar de estar presente majoritariamente no reticulo endoplasmatico
(Figura 3), a HSPADS ainda nao foi detectada inserida na membrana dessa organela
(DORES-SILVA; CAUVI; COTO; KIRALY et al., 2020; YEUNG; GILBERT, SHI;
SILVIUS et al., 2008). No entanto, observa-se que a HSPA5S possui afinidade pela
CL, a maior componente da membrana mitocondrial interna. De fato, a HSPAS foi
detectada associada a membrana mitocondrial interna apos ativacéo da resposta a
proteinas desdobradas (DORES-SILVA; CAUVI; COTO; KIRALY et al., 2020;
HORVATH; DAUM, 2013; SUN; WEI; LI; CHANG et al., 2006). Essa associacao
pode sugerir que a HSPA5 esta envolvida na importacdo de proteinas para as
mitocdndrias, assim como observado para a HSPA9 (DAUGAARD; ROHDE;
JAATTELA, 2007; DE MAIO, 1999; DORES-SILVA; CAUVI; COTO; KIRALY et al.,
2020).

Como visto na Tabela 3, HSPA8 e HSPA1A compartilham alta identidade
sequencial (86%), a maior entre as Hsp70 analisadas. Além disso, ambas
compartilham as mesmas localiza¢des subcelulares (Figura 3). Sabendo disso, n6s
decidimos fazer um estudo biofisico comparativo entre as duas proteinas (Figura
8). Assim como visto anteriormente para as demais isoformas, as interacdes com
lipossomas de POPS e CL (dados ndo mostrados) ndo causam alteracfes
significativas na estrutura secundaria da HSPA8 e da HSPA1A. Os espectros de
emisséo de fluorescéncia intrinseca do triptofano (insertos nas Figuras 8A e 8B)
nos fornecem informacdes a respeito do ambiente dos triptofanos das proteinas
antes e apods a insercao nos lipossomas. Essas informacdes podem ser avaliadas
pelos valores <A> calculados em cada condi¢do. Assim como visto para os dados
de CD, as interacdes com os lipossomas de POPS e CL (dados ndo mostrados)
nao causam alteracOes significativas em termos de estrutura terciaria local da
HSPAS8 e da HSPA1A. E importante ressaltar que os dados de interacéo dessas

proteinas com lipossomas de CL possuem o mesmo perfil dos dados para a
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interacdo com lipossomas de POPS mostrados abaixo e por isso ndo foram

mostrados.

Figura 8: Espectros de CD e de emissdo de fluorescéncia intrinseca do triptofano para a
interacdo da HSPA8 e HSPA1A com POPS. A obtencao dos dados foi realizada antes e apés a
incorporacdo das proteinas em lipossomas de POPS. A) O espectro de CD da HSPA8 é
representado por circulos, enquanto a interacdo HSPA8/POPS pela linha sélida. Inserto: espectro
de emisséo de fluorescéncia intrinseca do triptofano. Os dados foram normalizados. A HSPAS é
representada pelos circulos e a interacdo HSPA8/POPS pela linha sélida. Na legenda consta os
valores de centro de massa espectral <A> para cada condicdo testada. B) O espectro de CD da
HSPALA é representado por circulos, enquanto a interacdo HSPA1A/POPS pela linha sdélida.
Inserto: espectro de emissdo de fluorescéncia intrinseca do triptofano. Os dados foram
normalizados. A HSPA1A é representada pelos circulos e a interagdo HSPA1A/POPS pela linha
sélida. Na legenda consta os valores de centro de massa espectral <A> para cada condicéo testada.
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Fonte: adaptada de (DORES-SILVA; CAUVI; COTO; SILVA et al., 2021).
Os experimentos termodinamicos foram feitos apenas para a HSPAS8 na

presenca de lipossomas de POPS e CL (Figura 9A e 9B, respectivamente). Os
parametros termodinamicos calculados a partir dos termogramas estéo resumidos
na Tabela 8. As assinaturas termodinamicas para a interacdo entre HSPA8 e os
lipossomas indicaram uma contribuicdo discreta da entalpia (AHapp = -400 = 30
cal.mol? e -380 * 20 cal.mol? para lipossomas de POPS e CL, respectivamente), e
grande contribuicdo da entropia (-TASapp = -6100 + 300 cal.mol*.K e -5700 * 400
cal.mol’r.K para lipossomas de POPS e CL, respectivamente). A constante de
dissociacao (Kp) foi de 17 yM £ 1 para a interacdo com lipossomas de POPS e 33
MM + 2 para lipossomas de CL. A AGapp foi de -6500 + 300 cal.mol! para
HSPA8/POPS e -6080 + 400 cal.mol* para lipossomas de HSPA8/CL. Em suma,
as interacfes da HSPA8 com ambos os lipossomas foram processos espontaneos
e entropicamente dirigidos, principalmente (DORES-SILVA; CAUVI; COTO; SILVA
et al., 2021).
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Figura 9: Experimentos de calorimetria de titulacdo isotérmica (ITC) para a interacdo entre
HSPAS8 e lipossomas negativamente carregados. A) Termograma da interacdo entre HSPAS8 e
POPS. B) Termograma da interacdo entre HSPA8 e CL. C) Assinatura termodindmica da interacdo
entre HSPA8 e CL (barras hachuradas) e HSPA8 e POPS (barras apenas com linhas diagonais)
mostram uma discreta contribuicéo entalpica, sugerindo que a interagdo é entropicamente dirigida.
Os valores do eixo y sdo dados em kcal.mol1.
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Fonte: adaptada de (DORES-SILVA; CAUVI; COTO; SILVA et al., 2021).

Tabela 8: Pardmetros termodindmicos dainteragdo entre HSPAS8 e lipossomas negativamente
carregados. Os valores foram obtidos a partir dos termogramas. O tratamento dos dados foi feito
no software Origin 7.

Interacd0  AGapp (cal.mol™®)  AHapp (cal.mol?)  -T ASapp (cal.molt.K) Kp (umol.L?)

HSPA8/POPS -6500 + 300 -400 + 30 -6100 + 300 171

HSPAS/CL -6080 + 400 -380 + 20 -5700 + 400 332

Fonte: adaptada de (DORES-SILVA; CAUVI; COTO; SILVA et al., 2021).
Os parametros termodinamicos obtidos para a interacdo HSPA8/POPS séo

semelhantes aqueles relatados para a interacdo da HSPA1A, HSPA5 e HSPA9 com
lipossomas de POPS (DORES-SILVA; CAUVI; COTO; KIRALY et al., 2020;
DORES-SILVA; CAUVI; COTO; SILVA et al., 2021; DORES-SILVA; CAUVI,
KIRALY; BORGES et al.,, 2020). No entanto, os parametros para a interacao
HSPAS8/CL foram semelhantes aos observados para HSPA1A e HSPA5 (DORES-
SILVA; CAUVI; COTO; KIRALY et al., 2020), mas diferente daqueles obtidos para
a HSPA9, visto que a interagdo HSPA9/CL é desfavoravel entalpicamente e
impulsionada somente pela entropicamente (DORES-SILVA; CAUVI; COTO;
SILVA et al.,, 2021; DORES-SILVA; CAUVI; KIRALY; BORGES et al., 2020). O
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comportamento termodinamico das interacbes entre as HSPAs citadas e os
lipossomas POPS e CL estdo resumidos na Figura 10. As duas linhas tracejadas
representam possiveis combinacgdes de valores de AHapp € -TASapp que dao origem
a dois valores diferentes de constantes de equilibrio (Ko = 10 yM e Kp = 100 pM).
Todas as isoformas interagiram com lipossomas de POPS e CL com valores
semelhantes de Kp e consequentemente de AGapp. NO entanto, os possiveis
mecanismos para cada interagcdo foram ligeiramente distintos, envolvendo
diferentes niveis de intera¢des intramoleculares, como forgcas de hidrogénio e de
Van der Waals, bem como interaces hidrofobicas, mudancas na camada de
solvatacdo das proteinas e/ou lipossomas (e consequente deslocamento de
moléculas de 4gua) e mudancas conformacionais (DORES-SILVA; CAUVI; COTO;
SILVA et al.,, 2021). Cabe ressaltar que o comportamento mais destoante foi

observado para a interagdo HSPA9/CL, o unico em que ASapp > 0.

Figura 10: Resumo das caracteristicas termodinamicas das interacfes entre as Hsp70 e
lipossomas carregados negativamente. As proteinas estudadas apresentam comportamentos
ligeiramente diferentes como podemos ver no grafico de disperséo de -TAS em fungéo de AH para
a interacdo de HSPA1A, HSPA5, HSPA8 e HSPA9 com lipossomas de POPS (A) e CL (B). As duas
linhas tracejadas representam possiveis combinagdes de valores de AH e -TAS que resultam em
duas constantes de equilibrio diferentes (Ko = 10 uM e Ko = 100 pM).
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Fonte: adaptada de (DORES-SILVA; CAUVI; COTO; SILVA et al., 2021).

Estudos complementares publicados em (DORES-SILVA; CAUVI; COTO;
SILVA et al., 2021) mostram que, assim como ja visto anteriormente para a HSPAS
e a HSPA1A, a HSPA8 também oligomeriza apos a insercdo em lipossomas de
POPS e CL e essa oligomerizagdo € mediada pela formacéo de pontes dissulfeto
(DORES-SILVA; CAUVI; COTO; KIRALY et al.,, 2020; DORES-SILVA; CAUVI,
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COTO; SILVA et al., 2021). A HSPAS8 possui quatro residuos de cisteina, dois no
dominio DLN e dois no dominio DLP, que provavelmente estdo envolvidos nesse
processo de oligomerizagdo. Para que isso aconteca, a membrana lipidica
provavelmente proporciona o ambiente oxidado responsavel pela formacédo das
pontes dissulfeto. Além disso, pode ser que a proteina sofra mudancas
conformacionais, assim como discutido para a HSPA5. O processo de
oligomerizacdo também pode envolver moléculas de agua da superficie da
proteina, aumentando a entropia do sistema, o que justifica a grande contribui¢éo
entropica indicada nos estudos termodinamicos apresentados. Apesar de tanto a
HSPA8 como a HSPA1A formarem canais idbnicos em membranas lipidicas, as
caracteristicas das interagdes com as membranas sdo diferentes para cada
proteina. De fato essa observacéo ja foi relatada em (ARISPE; DOH; DE MAIO,
2002) e pode ser reforcada quando interpreta-se os experimentos de ITC

mostrados anteriormente.

Interessantemente, a interacdo da HSPA8 com lipossomas POPS ou CL
depende do pH do meio de incubagao. Ocorre uma maior incorporagcéo em pH 5,0
e uma reducdo em pH 9,0, sugerindo que a carga liquida da proteina pode
desempenhar um papel na interacéo com os fosfolipidios (DORES-SILVA; CAUVI;
COTO; SILVA et al.,, 2021). A estrutura primaria da HSPA8 apresenta uma
distribuicdo aleatoria e homogénea de aminoacidos carregados positivamente e
negativamente na superficie da proteina, o que € muito similar a outros membros
da familia Hsp70. A carga liquida tedrica da HSPAS é positiva em pH 5,0 e negativa
em pH 9,0, sugerindo que microambientes positivos na superficie da HSPA8 podem
estar envolvidos na interagdo com a bicamada de fosfolipidios com carga negativa
(DORES-SILVA; CAUVI; COTO; SILVA et al., 2021). Sabendo disso, pode-se inferir
gue a interacdo da HSPA8 com as cabecas polares negativa dos fosfolipidios &
provavelmente o primeiro passo para a sua inser¢ao na membrana, como postulado
para a interacdo de outras proteinas com membranas lipidicas, o que pode ser
seguido por uma mudanca conformacional que facilita a incorporacdo na regiao
mais hidrofébica da membrana (DORES-SILVA; CAUVI; COTO; SILVA et al., 2021,
WIENER; WHITE, 1992; WIMLEY; HRISTOVA; LADOKHIN; SILVESTRO et al.,
1998). Além disso, a incorporacdo da HSPA8 em lipossomas de POPS ou CL foi
estudada na presenca de ATP ou ADP, e os resultados sugerem que as mudancas
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conformacionais apos a ligacdo dos nucleotideos podem perturbar negativamente
a associacao da chaperona com os lipossomas. Provavelmente isso aconteca
porque na presenca de nucleotideos de adenosina a HSPA8 ndo pode se mover
livremente entre as suas duas principais conformagdes, um processo que pode ser
necessario para a interacdo da proteina com a cabeca de fosfolipidio ou a insercao
na membrana (DORES-SILVA; CAUVI; COTO; SILVA et al., 2021).

De um modo geral, os resultados aqui apresentados mostraram que 0S
mecanismos de insercdo da HSPA5 e da HSPA8 em lipossomas negativamente
carregados se assemelham aqueles previamente observados para a HSPAlA e
HSPA9. O estudo estrutural mostrou que a interagdo com os lipossomas néo
causou alteracdes estruturais significativas nas Hsp70. Além disso, as assinaturas
termodinamicas das interacdes também sdo parecidas, especialmente quando
consideramos o lipossoma de POPS. Apesar do aumento das informacdes sobre a
insercao dessas isoformas da Hsp70 nas membranas lipidicas, 0s mecanismos que
essas chaperonas utilizam nesse processo ainda nao estdo claros. As HSPAs
estudadas sdo proteinas altamente carregadas e sem dominios hidrofébicos
importantes que justifiguem suas insercfes espontaneas em membranas. Sendo

assim, novas abordagens e mais estudos se fazem necessarios.

2.2.2. Ainteragdo da Hepl humana com lipossomas

Como visto anteriormente, a isoforma da Hsp70 que apresentou
comportamento mais discrepante frente aos lipossomas negativamente carregados
foi a HSPA9. Sabendo da importancia dessa chaperona na importacdo e
enovelamento de proteinas na mitocondria, decidimos estudar a interacdo da co-
chaperona hHepl com lipossomas. Além de elucidar o mecanismo de insercdo da
hHepl em membranas, esse estudo visou também elucidar indiretamente o
mecanismo de inser¢cdo da HSPA9, visto que a hHepl é fundamental para a
manutencdo e bom funcionamento da HSPA9. O potencial da hHepl em se
associar a membranas lipidicas foi previamente investigado (DORES-SILVA;
KIRALY; MORITZ; SERRAO et al., 2021). Os dados mostram que a hHep1 interage
indiscriminadamente com lipossomas negativamente carregados e lipossomas
positivamente carregados. Entretanto, vale ressaltar que foi notada uma ligeira

preferéncia dessa proteina por uma mistura de lipidios que mimetiza a membrana
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mitocondrial interna (DORES-SILVA; KIRALY; MORITZ; SERRAO et al., 2021).
Sendo assim, os estudos com a hHepl foram aprofundados investigando a

interacao dessa proteina com lipossomas de POPS e CL.

Os aspectos estruturais da interacéo entre a hHepl e os lipossomas estao
representados na Figura 11. A interacdo com os lipossomas provoca um
incremento no sinal de CD da hHepl na regido entre 205-215 nm (Figura 11). Na
presenca de lipossomas preparados com CL, a hHepl parece ganhar sinal de CD
ligeiramente maior em 205-215 nm do que na presenca dos lipossomas de POPS.
As alteracbes em nivel de estrutura secundaria sdo corroboradas pelos espectros
de emissdo de fluorescéncia da hHepl (Figura 11, inserto). Na auséncia dos
lipossomas, o0 espectro de emissdo de fluorescéncia da hHepl apresenta
caracteristicas de uma proteina dobrada na qual um Unico triptofano esta
parcialmente exposto ao solvente, com um Amax de 338,6 £ 0,3 nm e <A> de 345,6
+ 0,1 nm (DORES-SILVA; MINARI; RAMOS; BARBOSA et al., 2013). Os resultados
na presenca dos lipossomas mostraram um ligeiro deslocamento para o vermelho
(red-shift) nos espectros de emissao de fluorescéncia da hHepl. Na presenca de
lipossomas de CL os valores de Amax € <A> foram 340,2 £ 0,3 nm e 346,9 £ 0,1 nm,
respectivamente. Ja os valores de Amax € <A> registrados na presenga de
lipossomas de POPS foram 339,6 £ 0,3 nm e 346,5 £ 0,1 nm, respectivamente.
Com base nesses valores, concluiu-se que os lipossomas de CL causaram mais
mudancas na estrutura da hHepl do que os lipossomas de POPS. No entanto, a
presenca dos lipossomas ndo levou ao desenovelamento da hHepl, uma vez que
tanto os valores de Amax quanto de <A> obtidos estdo de acordo com aquele
esperado para o triptofano parcialmente exposto ao solvente (BATISTA; ALMEIDA;
SERAPHIM; SILVA et al., 2015; DORES-SILVA; MINARI; RAMOS; BARBOSA et
al., 2013). Em suma, ao contrario do que foi observado para as HSPAs, as
avaliacfes da estrutura secundaria e terciaria local indicaram que as interacdes
com POPS e CL causaram mudancas significativas na estrutura da hHepl,
provocando a reducdo de seu conteudo estrutural sem levar a proteina ao seu

desenovelamento completo.

Figura 11: Espectros de CD e de emissédo de fluorescéncia intrinseca do triptofano para a
interacao da hHepl com lipossomas negativamente carregados. Espectros de CD antes e apds
a interacdo da hHepl com lipossomas de POPS (em vermelho) e CL (em azul) avaliados por
espectroscopia de dicroismo circular e por emissdo de fluorescéncia intrinseca do triptofano
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(inserto). Nesse (ltimo caso, os espectros apresentados foram normalizados. Os valores de <A>
(centro de massa espectral) e Amax calculados em cada condi¢do sdo mostrados na legenda da
Figura. Os espectros da hHepl estédo representados em preto.
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Figura: autoria prépria.

Os aspectos termodinamicos da interacdo entre a hHepl e os lipossomas
foram investigados por ITC e podem ser vistos na Figura 12. Na Tabela 9 estdo
resumidos os parametros termodinamicos calculados a partir dos termogramas. Os
resultados indicaram que as interagcfes entre hHepl e lipossomas de POPS e CL
sdo ambos processos exotérmicos. E importante ressaltar que se tratam de
processos entalpicamente e entropicamente dirigidos, perfil termodinamico similar
ao observado para a HSPA1A, HSPA5 e HSPAS e diferente daquele observado
para a HSPA9. A interacdo da hHepl com lipossomas de CL resultou em uma
liberacdo de calor (AHapp) aproximadamente 2,5 vezes maior do que a observada
para a interacdo entre hHepl com lipossomas de POPS, provavelmente devido a
uma formacao mais eficiente de interacdes relacionadas a carga. Apesar dos perfis
exotérmicos, ambas as interagdes resultaram em valores semelhantes de AGapp, 0
que indica que os valores de Kptambém sédo semelhantes (Tabela 9). Além disso,
os valores positivos para ASapp indicam que as interagcdes sdo entropicamente
dirigidas, provavelmente devido a liberacdo de moléculas de agua e a outros
eventos que proporcionaram um estado de maior grau de liberdade, tais como

mudancas conformacionais.

Figura 12: Experimentos de calorimetria de titulacdo isotérmica (ITC) para a interagdo entre
hHepl e lipossomas negativamente carregados. A) Termograma da interacdo entre hHepl e
POPS. B) Termograma da interagdo entre hHepl e CL.
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Tabela 9: Parametros termodinamicos da interacéo entre hHep1l e lipossomas negativamente
carregados. Os valores foram obtidos a partir dos termogramas. O tratamento dos dados foi feito
no software Origin 7.

Interacéo AGapp (cal.mol™)  AHapp (cal.mol)  -T-ASapp (cal.mol.K) Kp (umol.L?)
hHepl/POPS -6500 = 100 -730 £ 50 -5800 + 200 17+ 3
hHepl/CL -6720 £ 60 -1870 + 50 -4850 = 60 121

Fonte: autoria propria.

Ensaios de suscetibilidade a digestdo proteica por proteinase K foram

realizados para identificar as regibes da hHepl que foram inseridas nos

lipossomas. Quando comparamos as intensidades das bandas da hHepl apds a

associacdo com os lipossomas de POPS (Figura 13A) e CL (Figura 13B) na

auséncia ou presenca de proteinase K apos 1 hora de incubacéo, observa-se que

a hHepl foi quase completamente degradada pela proteinase K, visto que as

intensidades das bandas nas condi¢bes contendo hHepl, lipossoma e proteinase
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K sdo bem menos intensas do que as intensidades das bandas nas condi¢cdes
contendo apenas hHepl e lipossoma. Observando as Figura 13A e 13B pode-se
dizer que a hHepl foi ligeiramente mais resistente a digestdo pela proteinase K
quando inserida na bicamada de CL do que quando inserida na bicamada de
POPS. De um modo geral, os resultados sugerem que a interacdo entre a hHepl e
os lipossomas ocorre superficialmente, sem uma grande insercdo da proteina na
bicamada lipidica. Essa caracteristica é diferente daquela observada para a HSPA9
e demais HSPAs, pois em condicdes semelhantes essas chaperonas foram
detectadas bem protegidas da digestdo pela proteinase K pelos lipossomas
(DORES-SILVA; CAUVI; COTO; KIRALY et al., 2020; DORES-SILVA; CAUVI,
COTO; SILVA et al., 2021; DORES-SILVA; CAUVI; KIRALY; BORGES et al., 2020).

Apesar dos resultados aqui apresentados sugerirem que a interacéo entre a
hHepl e as membranas lipidicas é superficial, estudos in vivo ainda ndo publicados
pelo nosso grupo mostraram que a hHepl recombinante pode ser encontrada
dentro de fibroblastos humanos e células U20S ap6s um periodo de incubacéo.
Tais observacdes sugerem que o ambiente complexo da membrana celular pode

ser fundamental para a insercéo dessa proteina na membrana.

Figura 13: A interacdo de hHepl com a bicamada lipidica é superficial. Géis LDS-PAGE
mostrando a interagdo da hHepl (15 pg) com lipossoma de POPS (A) e CL (B) na presenca e
auséncia de proteinase K, conforme ilustrado nas legendas.
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Investigamos também se a incorporacdo da hHepl em lipossomas
preparados a partir de uma mistura de lipidios que mimetizam a membrana
mitocondrial interna € influenciada pela presenca da HSPA9 (e vice-versa). Para
isso, preparamos uma mistura de lipidios contendo 3% de POPS, 18% de CL, 45
% de POPC e 34% de POPE. A HSPA9 foi adicionada a hHepl em uma razéo
molar de 1:25 e, em seguida, as proteinas foram incubadas com a mistura de
lipidios citada acima. A razdo molar escolhida foi baseada em estudos anteriores
que sugerem que a interacdo hHepl-HSPA9 tem Kp na faixa submicromolar
(DORES-SILVA; KIRALY; MORITZ; SERRAO et al., 2021). Por fim, as proteinas
que interagiram e ficaram retidas pelos lipossomas foram resolvidas (Figura 14A).
A quantidade de proteina incorporada a mistura de lipidios foi estimada por analise
densitométrica (Figura 14B). Como esperado, ambas as proteinas interagiram com
a mistura de lipidios (DORES-SILVA; CAUVI; KIRALY; BORGES et al., 2020;
DORES-SILVA; KIRALY; MORITZ; SERRAO et al., 2021). As taxas de
incorporagao para a HSPA9 e a hHepl sozinhas sdo semelhantes, em torno de
60%. Quando analisamos a condigcdo em que temos a interacao das duas proteinas
para formar um complexo, observamos que a taxa de incorporacdo de ambas as
proteinas aumentou em cerca de 20%. Portanto, pode-se inferir que a interacao
entre HSPA9 e hHepl foi benéfica para a insercdo de ambas as proteinas na

bicamada lipidica.

A maior eficacia da incorporacdo do complexo proteico pode ser explicada
se relembrarmos algumas caracteristicas da HSPA9. Na literatura é relatado que

58



essa Hsp70 nao sofre agregacao quando inserida na bicamada lipidica (DORES-
SILVA; CAUVI; KIRALY; BORGES et al., 2020). Logo, permanecer em seu estado
monomeérico parece ser essencial para que a HSPA9 cumpra seu papel nesse
compartimento subcelular. Nesse sentido, a interacao entre a hHepl e a HSPAQ foi
fundamental, visto que as principais funcdes dessa co-chaperona foi justamente
prevenir a agregacdo da HSPA9 e manté-la estavel e funcional (DORES-SILVA,
CAUVI; KIRALY; BORGES et al., 2020; DORES-SILVA; MINARI; RAMOS;
BARBOSA et al., 2013; MOMOSE; OHSHIMA; MAEDA; ENDO, 2007,
YAMAMOTO; MOMOSE; YATSUKAWA; OHSHIMA et al., 2005).

Figura 14: Formacéo do complexo hHep1-HSPA9 e interacdo com lipossomas. A) Gel LDS-
PAGE mostrando a interacdo da hHepl com HSPA9 na presenca e auséncia de uma mistura de
lipidios que mimetizam a membrana mitocondrial interna (POPS 3%, CL 18%, POPC 45% e POPE
34%). B) O software GelQuant foi utilizado para analisar a intensidade das bandas no gel e,
consequentemente, estimar a porcentagem de hHepl e HSPA9 incorporadas em cada condicao.
Esse experimento foi realizado em triplicata.
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Fonte: autoria propria.

2.2.3. O motivo zinc finger da Hepl humana

O motivo de ligacéo de zinco, além de ser fundamental para a estabilidade
estrutural da hHepl, possui papel fundamental na interacdo da hHepl com a
HSPA9 (DORES-SILVA; BARBOSA; RAMOS; BORGES, 2015; DORES-SILVA,
MINARI; RAMOS; BARBOSA et al., 2013; MOMOSE; OHSHIMA; MAEDA; ENDO,
2007; VU; ZHAI; LEE; GUERRA et al.,, 2012). Sabendo disso, a hHepl foi
submetida a um protocolo de retirada do ion zinco. Como descrito anteriormente,
foi feita a incubacéo da hHepl pura em altas concentracdes de EDTA e em seguida
foram feitas sucessivas dialises exaustivas para remogédo do agente quelante. O
objetivo dessa retirada foi identificar as alteragbes estruturais decorrentes da
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auséncia do ion zinco e, principalmente, avaliar a importancia do motivo zinc finger

na interacdo da hHepl com lipossomas negativamente carregados.

Figura 15: Aspectos estruturais da retirada do ion zinco da hHep1. A) Os perfis de eluicdo da
hHep1l (linha cinza) e da hHepl que passou pelo tratamento para retirada do zinco (hHepl1-Zn, linha
verde) mostram que a proteina eluiu na forma de uma Unica espécie. Os experimentos foram feitos
em uma coluna Superdex 200 GL 10/300 e ndo mostram diferencas significativas nas propriedades
hidrodinamicas da hHepl apds o tratamento para retirada do zinco. B) O espectro de CD da hHepl
(representada pelos quadrados cinzas) e o espectro de CD para a hHepl apés o tratamento para a
retirada do zinco (circulos verdes) séo praticamente idénticos. Essa mesma caracteristica também
foi observada nos experimentos de fluorescéncia (inserto). Nesse Ultimo, os espectros de emisséo
foram normalizados para facilitar a comparagéo. A hHepl também é representada pela linha cinza
e a hHepl-Zn pela linha verde. B
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Fonte: autoria propria.

As Figuras 15A e 15B mostram que nao existem alteracdes significativas
entre a hHepl integra (em cinza) e a hHepl submetida ao protocolo de retirada do
ion zinco (hHepl-Zn, em verde). Na Figura 15A é possivel observar que ambas
eluiram praticamente no mesmo volume (em torno de 16 mL) e majoritariamente
na forma de uma Unica espécie, indicando que os parametros hidrodinamicos da
hHepl-Zn nado diferem dos parametros da proteina integra. Ja na Figura 15B é
possivel observar que ndo existem diferencas significativas entre os espectros de
CD da hHepl e da hHepl-Zn; no inserto, observa-se que ambas as espécies
apresentam praticamente o0 mesmo centro de massa espectral (A) - em torno de
345 nm. Logo, pode-se concluir que a hHepl e a hHepl-Zn ndo diferem em suas
estruturas secundaria e terciaria local. Tais observagdes colocaram em duvida a
eficiéncia do protocolo de retirada do ion zinco. Para investigar se as amostras de
hHepl-Zn eram satisfatorias, aliquotas da hHepl antes e depois de receber o
tratamento com EDTA foram submetidas a espectrometria de absor¢cdo atdomica.
Os resultados podem ser vistos na Figura abaixo.
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Figura 16: Concentracdo de ions zinco na proteina recombinante hHepl detectada por
espectrometria de absorgao atdmica. Comparagédo entre a concentragao de ion zinco contido na
hHepl pura nao tratada e a concentragdo de ion zinco contido na hHepl apds a mesma ser
submetida ao protocolo de retirada do ion zinco descrito na metodologia. Na Ultima barra, a dialise
adicional foi de 94 horas. As leituras foram feitas em triplicata.
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Fonte: autoria propria.

A concentracdo de zinco para a amostra de hHepl ndo tratada (proteina
pura) foi considerada como 100%. As concentracdes de zinco para a hHepl tratada
com EDTA e para a hHepl tratada com EDTA + dialise adicional (onde a proteina
foi submetida a 94 horas de didlise exaustiva apds o tratamento com EDTA) foram
calculadas com base no valor obtido para a proteina nao tratada. Como visto na
Figura 16, apos a realizacdo do protocolo de retirada a concentracdo de zinco na
hHepl ndo sofreu alteracBes significativas. Mesmo um longo periodo de dialise
apos o tratamento com EDTA nao favoreceu de maneira significativa a retirada do
metal (observa-se apenas uma reducdo de aproximadamente 10% na
concentracdo do ion). Considerando a quantidade de hHepl na amostra inicial, a
quantidade calculada de ion zinco deveria ser de aproximadamente 296,8 pg/L.
Nossos resultados (283 pg/L na amostra ndo tratada, 299 ug/L na tratada e 246
Hg/L na tratada + didlise adicional) sdo consistentes com uma estequiometria de 1
fon de Zn?* por mondmero. Por fim, podemos concluir que a retirada do zinco néo
foi eficaz. De fato, o protocolo adotado néo parece ser eficiente para retirar o zinco
da hHepl. Resultados mais eficientes poderiam ser obtidos utilizando outros
agentes quelantes, aumentando a temperatura ou mesmo trabalhando em outras
faixas de pH (DE JESUS; ARAGAO; ARRUDA; RAMOS, 2019). Estudos ja
mostraram que a interacdo entre EDTA e Zn*? de proteinas que possuem 0 mesmo
motivo pode ser favorecida em pH 5 (ABIAN; NEIRA; VELAZQUEZ-CAMPOY,
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2009). De todo modo, chama a atencéo a alta afinidade da proteina pelo ion zinco.
Outros aspectos sobre essa afinidade serdo abordados no tépico a seguir, com a
hDjC20.

2.2.4. DjC20: outra co-chaperona da HSPA9 que possui 0 motivo zinc finger
Noés estudamos a DjC20 humana, uma chaperona da familia JDP que esta
envolvida na biogénese de proteinas com o cluster Fe-S na matriz mitocondrial
(BITTO; BINGMAN; BITTOVA; KONDRASHOV et al., 2008; KAMPINGA; CRAIG,
2010; VICKERY; CUPP-VICKERY, 2007). Nesse mesmo compartimento celular ela
também atua como co-chaperona da HSPA9, fazendo a selecdo e entrega de
proteinas cliente para essa Hsp70 e estimulando a sua atividade ATPasica (GAO;
EISENBERG; GREENE, 1996; GREENE; MASKOS; LANDRY, 1998; KAMPINGA;
CRAIG, 2010; SZABO; LANGER; SCHRODER; FLANAGAN et al., 1994). O motivo
zinc finger da hDjC20 esta situado no dominio N-terminal e, quando analisamos a
estrutura proteica, observamos que esse motivo esta espacialmente muito proximo
ao dominio J (Figura 5B). Assim como vimos para a hHepl, o motivo zinc finger
também parece ser essencial na manutencao da estabilidade e bom funcionamento
da hDjC20. Sendo assim, os resultados obtidos a partir da tentativa de retirada do
ion zinco da hDjC20 e os estudos de estabilidade realizados podem ser vistos a

sequir.

O mesmo protocolo empregado para a retirada do ion zinco da hHepl foi
empregado na hDjC20. As amostras de hDjC20 tratadas e nao tratadas com EDTA
foram analisadas por ICP-OES e as concentracdes de ions zinco foram muito
semelhantes em ambos os casos: 0,041 pmol de Zn?* na amostra ndo tratada e
0,043 pmol de Zn?* na amostra tratada com EDTA (Figura 17A). Considerando a
concentracdo de zinco calculada para a amostra inicial, que era de
aproximadamente 0,045 pmol, nossos resultados sdo consistentes com uma
estequiometria de 1 fon de Zn?* por mondmero. Ao considerar os valores de <A>
para a hDjC20 incubada em concentracdes crescentes de EDTA (Figura 17B), ndo
observamos quaisquer alteragbes significativas. Esses dados sugerem que a
afinidade do hDjC20 pelo Zn?* é alta e que o EDTA ndo foi capaz de extrai-lo nas
condi¢Oes utilizadas. Apesar dessa aparente alta afinidade e da incapacidade de
remover o ion metalico da proteina pelo tratamento com EDTA, decidimos

62



investigar a influéncia do Zn?* na estrutura da hDjC20 comparando a estabilidade

quimica da proteina na auséncia e presenca de EDTA.

Figura 17: Concentracédo de ions zinco na proteina recombinante DjC20. A) Concentrag6es de
zinco detectadas por ICP-OES. O tratamento com EDTA seguido de dialises exaustivas néo foi
capaz de remover o ion da hDjC20. B) Os valores de <A> para a hDjC20 em varias concentracdes
de EDTA (de 0,005 a 100 mmol.Lt) sdo mostrados. Mesmo em concentracdes elevadas de EDTA,
o valor de <A> da hDjC20 néo sofreu altera¢des significativas. Os dados foram obtidos em triplicata.
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Fonte: autoria propria.

Figura 18: Efeito do ion zinco na estabilidade estrutural da hDjC20. A) Desnaturagdo quimica
da hDjC20 induzida por ureia e monitorada por CD em 222 nm. Os dados foram obtidos na auséncia
(quadrados pretos) e na presenca (circulos vermelhos) de EDTA. B) Desnhaturacdo quimica da
hDjC20 induzida por ureia e monitorada pela emissdo de fluorescéncia intrinseca do triptofano. Os
quadrados pretos e circulos vermelhos representam a hDjC20 na auséncia e na presenca de EDTA,
respectivamente. As linhas azuis correspondem ao fitting sigmoidal (Boltzmann). Os dados foram
obtidos em triplicata.
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Ambos os graficos da Figura 18 mostram uma desnaturacao quimica que se
comporta como um Unico evento de transi¢cdo no qual a presenca de EDTA causou
uma reducao na estabilidade quimica. Quando a estrutura terciéria local da hDjC20
€ investigada usando como sonda a emissdao de fluorescéncia intrinseca do
triptofano (Figura 18B), o valor de Cm medido na auséncia de EDTA (4,5 mol.L?) foi
bastante semelhante aquele obtido na desnaturac&o quimica acompanhada por CD
em 222 nm nas mesmas condi¢ées (Cm = 4,3 mol.L?, Figura 18A). Na presenca
de EDTA, duas diferencas foram observadas: i) uma ligeira reducdo nos valores de
Cm e ii) um desvio adicional para o vermelho (red-shift) que pode ser visto na Figura
14B. Essa segunda diferenca sugere que, no decorrer do desdobramento proteico,
a afinidade da hDjC20 pelo Zn*? diminui devido a agdo da ureia, permitindo entéo
que o ion seja liberado e quelado pelo EDTA. Esses eventos levaram ao desvio
adicional para a regido do vermelho devido a proximidade espacial entre o motivo

zinc finger e os residuos de Trp no dominio N-terminal da hDjC20.

O efeito sinérgico entre a ureia e o EDTA foi mais bem investigado por
experimentos de fluorescéncia onde nés avaliamos a exposicao dos triptofanos da
hDjC20 a um quencher dindmico como a acrilamida (Figura 19). Desse modo foi
possivel obter valores de Ksy (constante de Stern-Volmer) para cada condicdo
estudada. Em todas as condi¢des, as curvas foram bem ajustadas por uma
equacao de primeira ordem, sugerindo que ambos os triptofanos presentes no
dominio N-terminal da hDjC20 devem estar igualmente expostos ao quencher

dindmico. A hDjC20 integra na auséncia e na presenca de 5 mM de EDTA foram
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igualmente expostas ao quencher, mostrando valores de Ksy muito parecidos (cerca
de 4,1 - 4,3 M). No entanto, o valor de Ksy aumentou significativamente para
aproximadamente 7,2 M na condi¢c&o onde ureia estava presente e aumentou ainda
mais (Ksv = 10,7 £ 0,2 M) na condicdo onde EDTA foi adicionado a proteina
incubada com ureia. Em conjunto, esses resultados indicam que a interacdo entre
os fons Zn?* e os residuos de cisteinas do motivo zinc finger é forte o suficiente
para ndo ser afetada apenas pela presenca de EDTA. No entanto, quando um
agente desnaturante como a ureia enfraquece a estabilidade estrutural da hDjC20,
levando-a a um estado "metaestavel”, a afinidade da proteina pelo Zn?* é reduzida
de tal forma que o EDTA pode quelar o ion metalico, causando um efeito

desnaturante aditivo.

Figura 19: O EDTA e a ureia causaram efeitos sinérgicos na exposicdo dos triptofanos da
hDjC20 ao solvente. Experimentos de quenching dindmico foram realizados para a hDjC20 usando
acrilamida como quencher na presengca ou auséncia de ureia e/ou EDTA. Cada condicdo é
representada por uma cor especifica, de acordo com a legenda. Os ajustes lineares forneceram os
valores de Ksy, de acordo com a equacdo descrita na metodologia. Os experimentos foram

realizados em triplicata a 20 °C.
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2.2.5. Interacdo da hDjC20 com lipossomas

A interagdo da hDjC20 com lipossomas também foi investigada. Aqui, nos
limitamos a estudar a interacdo dessa proteina com lipossomas de CL, o principal
componente da membrana mitocondrial interna. Essa escolha foi baseada no fato

da hDjC20 ser uma proteina mitocondrial. No gel SDS-PAGE onde foi revelada a

65



incorporacdo da hDjC20 em lipossomas de CL nenhuma banda com tamanho
correspondente a hDjC20 foi observada (Figura 20). Os aspectos estruturais dessa
interacdo podem ser vistos na Figura 21. Nenhuma alterag&o significativa em nivel
de estrutura secundaria e de estrutura terciaria local foi observada. Em conjunto
esses dados sugerem que, nas condi¢des testadas, a hDjC20 nao interagiu com
lipossomas de CL. Esse é um comportamento distinto daqueles observados para
as chaperonas mitocondriais HSPA9 e hHepl na presenga desse mesmo
lipossoma. Apesar dessas observagdes, uma investigacdo mais detalhada se faz

necessaria, em especial do ponto de vista termodinamico.
Figura 20: A interacao de hDjC20 com lipossomas. Gel SDS-PAGE mostrando a interagdo da
hDjC20 (15 pg) com o lipossoma de CL.
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Figura 21: Espectros de CD e de emissao de fluorescéncia intrinseca do triptofano para a
interacao da hDjC20 com lipossomas de CL. Espectros de CD antes e ap0s a interacao da hHepl
com lipossomas de CL (em azul) avaliados por espectroscopia de dicroismo circular (A) e por
emissdo de fluorescéncia intrinseca do triptofano (B). Nesse Gltimo caso, 0s espectros apresentados
foram normalizados. O valor de <A> (centro de massa espectral) para a hDjC20 foi de 351,35 + 0,2
nm e para a hDjC20 + CL foi de 350,75 + 0,2 nm. J& os valores de Amax para a hDjC20 e para a
hDjC20 + CL foram de 340 + 0,3 nm e 339,8 + 0,3 nm, respectivamente.
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3. CONCLUSOES
Os resultados aqui apresentados mostram que:

. Apesar das isoformas da Hsp70 compartilharem alta identidade, elas
interagem com lipossomas negativamente carregados por mecanismos distintos e
ainda pouco elucidados.

. Todas as isoformas da Hsp70 possuem preferéncia por lipossomas
negativamente carregados, em especial POPS e CL.

. A insercao das isoformas da Hsp70 em lipossomas de POPS e CL nédo
provocam alteracfes nas estruturas secundarias e terciarias locais das proteinas.
. Todas as isoformas da Hsp70 estudadas interagem espontaneamente com
lipossomas de POPS, com destaque para a contribui¢éo entrépica que dirige esses
processos.

. Quando consideramos lipossomas de CL, HSPA1A, HSPA5 e HSPAS8
interagem de modos parecidos, isto €&, espontaneamente e dirigidos
entropicamente. Para a HSPA9 a interacdo com CL é endotérmica.

. A hHepl também interage com lipossomas de POPS e CL. Diferente do que
foi visto para as HSPAs, essa interagcdo causa mudangas estruturais em nivel
secundario e terciario local na hHepl, em especial quando consideramos a
interacdo com o lipossoma de CL. Apesar das mudancas estruturais, a hHepl
mantem-se parcialmente enovelada.

. As interacOes entre hHepl e lipossomas de POPS e CL s&o processos

exergonicos dirigidos tanto entropicamente quanto entalpicamente.
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. A hHepl é suscetivel a digestdo da proteinase K quando inserida nos
lipossomas. Essa caracteristica sugere que a interacdo da hHepl com os
lipossomas de POPS e CL é superficial, diferente das HSPAs que ficam mais
inseridas na bicamada lipidica e protegidos da agéo proteolitica da proteinase K.

. A presenca da hHepl favorece a incorporacdo da HSPA9 na bicamada
lipidica. O inverso também é observado, sugerindo que a formacédo do complexo
proteico e a presenca de outros componentes do ambiente celular podem ser
fundamentais no mecanismo de insercdo dessas proteinas nas membranas.

. A afinidade da hHep1 pelo ion zinco é alta, exigindo estratégias de retirada
diferentes das utilizadas nesse trabalho.

. A hDjC20 é outra co-chaperona da HSPA9 que possui o motivo zinc finger.
Assim como visto para a hHepl, esse motivo é fundamental para a estabilidade
estrutural e bom funcionamento da proteina. O tratamento com EDTA nao foi eficaz
na retirada do metal, evidenciando que a afinidade da hDjC20 pelo ion zinco
também ¢ alta.

. Adicionalmente, estudos de estabilidade quimica mostram que o ion zinco
s6 é retirado da hDjC20 quando a mesma sofre a acdo desnaturante da ureia.
Nessa condicdo, ap0s a acdo da ureia, o EDTA consegue quelar o ion, causando
um efeito desnaturante adicional.

. Sabendo que a afinidade das co-chaperonas hHepl e hDjC20 pelo ion zinco
€ alta, o estudo dessas proteinas na auséncia do metal foi inviabilizado. Outras
condicBes experimentais e estratégias de retirada do zinco devem ser empregadas.
. A hDjC20 nao interagiu com lipossomas de CL nas condi¢des testadas. Tal
observacdo pode sugerir que a atuacdo dessa proteina se limita a matriz

mitocondrial. Entretanto, uma investigacdo mais minuciosa se faz necessaria.
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