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RESUMO

As proteinas de choque térmico (Hsps) sdo componentes importantes do controle de
qualidade proteico celular (PQC), atuando na sintese, enovelamento, transporte de
proteinas e marcacdo de proteinas para degradacdo. O componente central no PQC € a
familia Hsp70, que consiste em chaperonas moleculares altamente conservadas, ubiquas
e ATP-dependentes. Estas chaperonas podem assumir diferentes conformacdes que séo
reguladas por sua associagdo dindmica com os nucleotideos adenosina (ATP e ADP),
bem como por sua interacdo com co-chaperonas e proteinas-clientes. Nos seres
humanos existem vérias proteinas Hsp70, sendo a maioria delas encontrada no
citoplasma, enquanto outras sdo especificas de organelas. O objetivo deste trabalho foi
caracterizar estruturalmente e funcionalmente as proteinas Hsp70 humanas citossolica
(HspA8) e do reticulo endoplasmético (HspAb5), por meio de metodologias similares.
Para tal, as proteinas hHsp70 recombinantes foram expressas, purificadas e entdo
caracterizadas quanto a estrutura, estabilidade e funcdo por meio de testes biofisicos. Os
resultados mostram que as proteinas HspA5 e HspA8 foram produzidas em suas formas
enoveladas, com conteldo de estrutura secundaria majoritario em helices-o. e como
mondmeros levemente alongados em solucdo. Tais Hsp70 apresentaram estabilidades
quimica e térmica similares, contudo foram observadas duas transi¢fes térmicas para a
HspAS5 e trés para a HspA8, indicando diferencas estruturais que resultam em
estabilidades térmicas distintas. A presenca de nucleotideos adenosina causou alteractes
nos contetdos de estrutura secundaria e terciaria em ambas as proteinas, 0s quais
também causaram a estabilizacdo térmica das hHsp70. A presenca dos ions Ca?* e Mg?*
favoreceu a ligacdo das hHsp70 aos nucleotideos ATP e ADP de formas distintas, e
diferentemente da HspA5, a proteina HspA8 interagiu com o Ca?* mesmo na auséncia
dos nucleotideos. Um processo termodinamicamente regido por entalpia e entropia foi
observado para a interacdo dos nucleotideos adenosina com as proteinas HspA5 e
HspA8. As hHsp70 apresentaram atividade ATPasica similar e relativamente baixa,
contudo a afinidade da HspA5 pelo ATP foi maior do que a da HspA8. Adicionalmente,
as proteinas HspA5 e HspA8 foram eficazes na prevencdo da agregacdo de proteinas-
clientes modelo, apresentando diferentes especificidades. Em suma os dados obtidos
demonstram que, embora compartilhem 66% de identidade, as proteinas humanas
HspAS5 e HspA8 apresentam peculiaridades estruturais e funcionais, enriquecendo,
portanto, o conhecimento acerca de tais macromoléculas.

Palavras-chave: Hsp70, Chaperonas moleculares, Homo sapiens, HSPA5, HSPAS.
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ABSTRACT

Heat shock proteins (Hsps) are important components of cell protein quality control
(PQC), acting on protein synthesis, folding, traffic and degradation. The central
component in the PQC is the Hsp70 family, which consists of highly conserved,
ubiquitous and ATP-dependent molecular chaperones. These chaperones can assume
different conformations that are regulated by their dynamic association with the
adenosine nucleotides (ATP and ADP), as well as by their interaction with co-
chaperones and client proteins. In humans there are several Hsp70 proteins, most of
which are found in the cytoplasm, while others are specific for organelles. The objective
of this work was to structurally and functionally characterize the cytosolic (HspA8) and
endoplasmic reticulum (HspA5) human Hsp70 proteins, using similar methodologies.
For this, the recombinant hHsp70 proteins were expressed, purified and then
characterized for structure, stability and function by means of biophysical tests. The
results show that the HspA5 and HspA8 proteins were produced in their folded form,
with secondary structure content rich in a-helices and as slightly elongated monomers in
solution. Such Hsp70 showed similar chemical and thermal stability, however two
thermal transitions (Tm) were observed for HspA5 and three for HspAS8, indicating
structural differences that result in distinct thermal stability. Changes in secondary and
tertiary structure were observed in the proteins under study in the presence of
nucleotides, which also caused the thermal stabilization of hHsp70. The presence of
Ca?" and Mg?* ions favored the binding of hHsp70 to ATP and ADP nucleotides in
different ways, and unlike HspAS5, the HspA8 protein interacted with Ca?* even in the
absence of nucleotides. A process thermodynamically governed by enthalpy and
entropy was observed for the interaction of the adenosine nucleotides with the HspA5
and HspA8 proteins. hHsp70 showed similar and relatively low ATP activity, however
the affinity of HspA5 for ATP was higher than that of HspA8. Additionally, the HspA5
and HspA8 proteins were effective in preventing the aggregation of model client
proteins, with different specificities. In summary, the data obtained demonstrate that,
although they share 66% of identity, the human proteins HspA5 and HspA8 present
structural and functional peculiarities, thus enriching the knowledge about such

macromolecules.

Key-words: Hsp70, Molecular chaperones, Homo sapiens, HSPA5, HSPAS.
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1 INTRODUCAO

1.1 Chaperonas moleculares

As proteinas sdo macromoléculas ubiquas, dindmicas e que apresentam funcgdes
bioldgicas essenciais para todos os organismos vivos (BHATTARAI; EMERSON,
2020). Dentre as diversas funcGes fisioldgicas as quais as proteinas executam se
encontra a sinalizagdo intra e extracelular, transporte, catalise enzimética, entre outras
(ALHALMI; ALZOBAIDI; ABDULRAHMAN, 2020). Para se tornarem funcionais, as
proteinas devem alcancar sua estrutura nativa tridimensional por meio de um fenémeno
conhecido como “enovelamento proteico” (BORGES; RAMOS, 2005), embora
algumas, denominadas como proteinas intrinsecamente desenoveladas, sejam funcionais
sem necessariamente apresentar uma estrutura 3D (LERMYTE, 2020).

No ambiente celular, existem diferentes fatores que podem comprometer o
enovelamento correto ou até mesmo levar a formacéo de agregados proteicos, pode-se
citar como exemplo a osmolaridade, temperatura, pH, etc (RICHTER; HASLBECK;
BUCHNER, 2010; SERAPHIM; RAMOS; BORGES, 2014). Estes agregados estdo
relacionados a fisiopatologia de doencas como Alzheimer, Parkinson, Huntington,
Prion, entre outras (BAUER et al., 2010; HOU et al., 2020; PARK et al., 2017; VAN
LEEUWEN; KAMPINGA, 2018). Por outro lado, um sistema conhecido como
Controle de Qualidade Proteico (PQC, do inglés Protein Quality Control) foi
selecionado pela evolucdo a fim de balancear os processos celulares de sintese,
enovelamento e degradacdo de proteinas e manter a funcionalidade do proteoma
(KAMPINGA; MAYER; MOGK, 2019; TIROLI-CEPEDA; RAMOS, 2011; VAN
LEEUWEN; KAMPINGA, 2018).

No PQC, proteinas desenoveladas ou parcialmente enoveladas podem ser marcadas
e enviadas para degradacdo celular ou reparadas com o auxilio das chaperonas
moleculares (CIECHANOVER; KWON, 2017; KAMPINGA; MAYER; MOGK, 2019;
TIROLI-CEPEDA; RAMOS, 2011). As chaperonas moleculares e/ou proteinas de
choque térmico (Hsp, do inglés Heat shock proteins) sdo macromoléculas altamente
conservadas e expressas de forma constitutiva pelos sistemas de expressdo celular sob
condicGes de ndo-estresse e cuja expressdo é aumentada em condicdes estressantes
(KABAKOQV et al., 2002; KUBOTA et al., 2010; RADONS, 2016; TIROLI-CEPEDA,;
RAMOS, 2011). Tal sistema é constituido por seis principais familias de proteinas,

classificadas de acordo com suas massas moleculares- Hsp90, Hsp70, J proteins



(Hsp40), Hsp60/10, Hsp100 e sHsp (do inglés small heat shock proteins) — e que podem
apresentar diferentes composi¢des estruturais e estados oligoméricos (KAMPINGA et
al., 2009). A Figura 1 e a Tabela 1 apresentam as principais familias de chaperonas
moleculares e descrevem algumas de suas caracteristicas.

Figura 1. Exemplos de estruturas proteicas das familias de chaperonas moleculares Hsp100, Hsp90,
Hsp70, Hsp60/Hspl10, J-domain protein e sHsp, disponiveis no Protein Data Bank.

Hsp70
Hexamero Monémero
PDB: 50G1 PDB: 4B9Q

7, it 7

SR %‘:" i
Hsp60/Hsp10 J-protein (Hsp40) small Hsp
2xHeptamero Dimero 24-mer
PDB: 6MRD PDB: 3AGZ PDB: 3J07

Fonte: Autoria prépria.

As chaperonas sdo fundamentais para a proteostase celular, pois verificam o
enovelamento proteico, estabilizam proteinas recém-sintetizadas, promovem o
transporte de proteinas por membranas, impedem a agregacdo e marcam proteinas mal-
enoveladas para a degradacdo, entre outros (BARRAL et al., 2004; BRODSKY;
CHIOSIS, 2006; CHAKAFANA; ZININGA; SHONHAI, 2019; MOGK; BUKAU,;
KAMPINGA, 2018; ROSENZWEIG et al., 2015). A atuacdo destas macromoléculas
ocorre via reconhecimento e ligacdo seletiva as superficies hidrofébicas de proteinas
chamadas proteinas-clientes que se encontram desenoveladas, parcialmente enoveladas
ou agregadas (ENGLISH et al., 2017; KOHLER; ANDREASSON, 2020; OROZ et al.,
2017). Na maioria dos casos o complexo chaperona-cliente formado é direcionado pela

ligagdo e hidrélise do nucleotideo ATP, com excecdo de chaperonas ATP-



independentes (MOKRY; ABRAHAO; RAMOS, 2015; SERAPHIM; RAMOS;
BORGES, 2014).

Tabela 1. Diferentes familias de chaperonas moleculares e suas funcdes.

Familia MM (kDa) | Fatores estruturais Observacgoes

Hsp1002° ~100 Modulo AAA+ envolvido na | Solubilizacdo e reativacdo de
ligacdo e hidrolise do ATP. agregados proteicos,

degradacdo de proteinas mal
enoveladas.

Hsp90° ~90 Homodimeros com dominio | Regulacdo da  proteostase
N-terminal de ligacdo ao | celular durante as condigdes
ATP, dominio C-terminal | fisiol6gicas normais e sob
envolvido na dimerizacdo e | estresse.
ligacdo as co-chaperonas.

Hsp70° ~70 Dominio  N-terminal  de | Enovelamento, translocacdo e
ligagdo a nucleotideo e | degradagdo de  proteinas,
dominio  C-terminal  de | regulacdo de respostas ao
ligacdo ao peptideo- | estresse, prevencao de
substrato. agregacao proteica.

Hsp60/Hsp10°¢ | ~60/~10 Estrutura de anel | Enovelamento  proteico e
heptamérico duplo. translocagdo em associagdo

com outras chaperonas como
Hsp70.

J-domain ~10-90 Dominio-J  N-terminal e | Co-chaperonas da  Hsp70

proteins dominio C-terminal capaz de | envolvida na formacdo do

(Hsp40)? interagir com  proteinas- | complexo e regulacdo da
clientes. atividade ATPasica.

Small  Hsps | 10-30 Dominio a-cristalino. Prevencdo da agregacdo de

(sHsp)? proteinas desenoveladas,

manutencao da fluidez
membranar, transducdo de
sinal celular.

aHoldase; "Desagregase; ‘Foldase.
Fonte: Adaptado de (VALSALA et al., 2020) e (TIROLI-CEPEDA; RAMOS, 2011).

1.2 Hsp70
Das chaperonas moleculares, a familia de proteinas de choque térmico de 70 kDa
(Hsp70) desempenha um papel central no PQC (CIECHANOVER; KWON, 2017). As
proteinas dessa familia sdo macromoléculas ubiquas e ATP-dependentes (DORES-
SILVA et al, 2015; POBRE; POET; HENDERSHOT, 2019; RADONS, 2016).
Interessantemente, embora sejam consideradas como mondémeros, ha relatos na
literatura que reportam a oligomerizacao das Hsp70 como um mecanismo de regulacéo
funcional complexo e ainda pouco compreendido (KIRALY et al., 2020; MARCION et
al.,, 2015; PREISSLER et al., 2020; STEEL et al.,, 2012; TAKAKUWA et al., 2019;
TRCKA et al, 2019).
estruturalmente, alto grau de conservacdo, elas diferem entre si pelo nivel de expressao
e localizacéo subcelular (PAVITHRA; KUMAR; TATU, 2007; RADONS, 2016;
3

Além disso, ainda que essas proteinas apresentem,



SHARMA, D., 2009) e apresentam caracteristicas funcionais particulares (HAGEMAN;
KAMPINGA, 2009; KAMPINGA et al., 2009; RADONS, 2016; TIROLI-CEPEDA,
RAMOS, 2011). Assim como mostrado pela Figura 2, as Hsp70 atuam como
reguladores metabdlicos em todos os processos de homeostase proteica, tais como o
enovelamento de cadeias nascentes de proteinas, importacdo de proteinas entre
organelas, recuperacdo de proteinas agregadas, montagem de complexos proteicos, entre
outros (KOHLER; ANDREASSON, 2020; MAYER; GIERASCH, 2019; NACHMAN
et al., 2020; RADONS, 2016). Supreendentemente, um estudo realizado por Calloni e
colaboradores (CALLONI et al., 2012) mostrou que a proteina Hsp70 bacteriana
(DnaK) interage com pelo menos 700 proteinas-clientes, dentre as quais ao menos 180
delas sdo propensas a agregacao.

Figura 2. Diferentes funcdes das Hsp70 na manutencdo da proteostase e na resposta ao estresse
celular. As Hsp70 apresentam fun¢des de manutencdo da homeostase celular, dentre as quais estdo o
enovelamento proteico, transporte intermembranas, montagem e desmontagem de complexos proteicos,
regulacdo da atividade de proteinas e transferéncia destas para a maquinaria da chaperona Hsp90 e
chaperoninas. Ademais, as Hsp70 também participam na resposta ao estresse, prevenindo a agregacao e
solubilizando agregados proteicos, promovendo o reenovelamento de proteinas mal enoveladas,
encaminhando proteinas para a degradacdo por autofagia ou pelo sistema ubiquitina-proteassoma (SUP).
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Fonte: Adaptado de (ROSENZWEIG et al., 2019).

Diferentes estudos reportam que as proteinas Hsp70 sdo imprescindiveis para a
viabilidade das células eucarioticas por apresentar fungdes citoprotetoras e atenuar a
formacdo de agregados proteicos (BRODSKY; CHIOSIS, 2006; DEMYANENKO et
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al., 2020; FULDA et al.,, 2010; MACARIO; CONWAY DE MACARIO, 2005;
WESTERHEIDE; MORIMOTO, 2005). Além disso, tem sido visto que as Hsp70
podem auxiliar na adaptagé@o e sobrevivéncia de diferentes tipos celulares por interagir
com diferentes fatores de transcricdo (incluindo a p53), atuando portanto na regulacao
celular (HAGEMAN et al., 2011; VOSTAKOLAEI et al., 2020; WALERYCH et al.,
2009; ZYLICZ; KING; WAWRZYNOW, 2001). O envolvimento das Hsp70 em
doencas neurodegenerativas, tais como Parkinson, Huntington e Alzheimer, também
tem sido recorrentemente estudado, sendo que essa familia de chaperonas vem sendo
proposta como um potencial alvo terapéutico para tais patologias (CIECHANOVER;
KWON, 2017; ELLIOTT; TSVETKOV; GINZBURG, 2007; ENOGIERU et al., 2019;
LACKIE et al., 2018; NACHMAN et al., 2020; SOTI et al., 2005; VAN LEEUWEN;
KAMPINGA, 2018; WESTERHEIDE; MORIMOTO, 2005).

1.2.1 Composicéo estrutural e ciclo funcional das Hsp70

A maioria das proteinas Hsp70 € composta por um dominio N-terminal de ligacéo a
nucleotideos adenosina (DLN), um linker hidrofébico e um dominio C-terminal de
ligacdo as proteinas-clientes (DLP). O DLN, dominio de maior identidade entre os
membros dessa familia proteica, apresenta aproximadamente 45 kDa e pode ser dividido
em quatro subdominios, 1A, 1B, 1A e 1IB, dispostos nos lobulos I e [Il, como
demonstrado na Figura 3A. Juntos, estes subdominios constituem uma fenda profunda
na qual se encontra o sitio catalitico em que o nucleotideo ATP/ADP se liga e regula os
movimentos dos I6bulos (ROSENZWEIG et al., 2019). Dentre os residuos cataliticos
conservados ao longo das espécies, pode-se citar Aspl0 e Glul75 (subdominio 1A),
Lys71 (subdominio IB) e Aspl99 e Thr204 (subdominio I1A) (ARAKAWA et al.,
2011). O linker é composto por uma sequéncia de aminoacidos altamente conservada
(DLXLLDV, onde o X pode ser valina ou leucina) que conecta os dois dominios e
apresenta um aspecto mais flexivel quando o DLN estd ligado ao ADP e mais
estruturado quando o DLN esta ligado ao ATP (ENGLISH et al.,, 2017; RADONS,

2016).
Figura 3. Arranjo estrutural das proteinas Hsp70 no estado ligado ao ADP e ATP. A) Representacao

estrutural dos subdominios do DLN em lébulos, 1A, 1A, IB e 1B, presentes na estrutura da Hsc70 bovina
no estado ADP-ligado (PDB: 3HSC) e dos subdominios DLPa e DLPPB, em hélices-a e folhas-f
antiparalelas opostas conectadas por voltas L1, a L7g, respectivamente, presentes na estrutura da proteina
DnaK no estado peptideo-ligado (PDB: 1DKZ). B) Representacdo estrutural da DnaK no estado ATP-
ligado (PDB ID: 4B9Q).
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Fonte: Adaptado de (ENGLISH et al., 2017).

O DLP, dominio de menor identidade entre as proteinas Hsp70, apresenta
aproximadamente 25 kDa e pode ser dividido em dois subdominios: o DLPS e o DLPa
(Figura 3A). O DLPp é formado por um sanduiche de folhas-f antiparalelas opostas,
conectadas por voltas L1 a L7,g, que contém o sitio de ligacdo as proteinas-clientes e, 0
DLPa apresenta cinco hélices-a, que se fecham sobre as proteinas desenoveladas
quando elas estdo ligadas ao DLPB (ENGLISH et al., 2017; KITYK et al., 2015;
RADONS, 2016). Estudos cristalograficos demonstram que um segmento peptidico
minimo de 7 aminoécidos € necessario para interagir com o sitio de ligagdo no DLPf
numa configuracdo distendida (ZHU et al., 1996). Adicionalmente, na extremidade do
DLPa ha um segmento C-terminal intrinsecamente desordenado, de aproximadamente
30 residuos de aminoacidos, que tem sido reportado por aumentar a sobrevivéncia
celular e a atividade chaperona das Hsp70 (SMOCK; BLACKBURN; GIERASCH,

2011). Além disso, proteinas Hsp70 citossélicas e nucleares apresentam ao fim deste



segmento um motivo EEVD envolvido na ligacdo destas a co-chaperonas que
apresentam o motivo TPR (do inglés Tetratricopeptide repeat) (BATISTA et al., 2016).

As co-chaperonas sdo proteinas que podem auxiliar na regulacéo do ciclo funcional
das Hsp70 de diversas formas, tais como na catélise da hidrélise de ATP (J-domain
proteins), troca de nucleotideos (Hsp110 — Heat Shock protein 110 kDa, HspBP1-
Hsp70 Binding Protein 1, GrpE — groP-like gene E e Bagl — Bcl-2-associated
athanogene 1), estabilizacdo do estado ADP-ligado (HIP — Hsp Interacting protein),
conexdo da Hsp70 ao sistema ubiquitina ligase (CHIP — carboxy terminus of Hsc70
Interacting protein) ou ao foldossoma (HOP — Hsp70/Hsp90 Organizing Protein),
importagdo de pré-proteinas mitocondriais (Tom70 - Translocase of Outer
Mitochondrial Membrane 70 kDa), entre outras (BATISTA et al., 2016; CAPLAN,
2003; DORES-SILVA et al., 2013).

Além de serem reguladas por co-chaperonas, as Hsp70 também séo reguladas por
um mecanismo conhecido como alosteria heterotrdpica bidirecional (SILVA; BORGES,
2011). Neste mecanismo, a ligacdo dos nucleotideos adenosina (ATP ou ADP) ao DLN
das Hsp70 direciona seu ciclo e modula a afinidade com a qual o DLP liga a proteina-
cliente (ROSENZWEIG et al., 2019). Resumidamente, o DLP tem maior afinidade
pelas proteinas-clientes quando o nucleotideo ADP esté ligado ao DLN, apresentando,
portanto, uma baixa taxa de liberacdo dessas. Por outro lado, o estado de menor
afinidade do DLP pelas proteinas-clientes ocorre quando o ATP esta ligado ao DLN e a
taxa de liberacdo de clientes é alta (MAYER; BUKAU, 2005; SERAPHIM; RAMOS;
BORGES, 2014). A ligacdo de uma proteina—cliente no DLP atua como fator
estimulante da atividade ATPésica do DLN favorecendo a hidrélise de ATP em ADP +
Pi e, assim, convertendo o estado de baixa afinidade para o estado de alta afinidade pela
proteina-cliente. Cabe destacar que o linker € fundamental para que esse mecanismo
alostérico heterotrépico bidirecional ocorra e mutaces nesta regido comprometem a
dindmica molecular entre os dominios (ENGLISH et al., 2017). A Figura 4 apresenta o

ciclo funcional alostérico das proteinas Hsp70.

Figura 4. Ciclo Funcional das Hsp70 que acopla a ligacdo e hidrélise de ATP aos processos de
ligacdo e liberacao da proteina-cliente. Inicialmente, a Hsp70 se encontra em uma conformacéo fechada
em seu estado ADP-ligado (i), ocorre entdo a troca do nucleotideo por ATP no DLN (dominio de ligacdo
ao nucleotideo) através do FTN (fator de troca de nucleotideos), o que altera a conformacao da chaperona

para um estado de acoplamento estrutural interdominios (ii). Em seguida a Hsp70 se liga ao substrato via



DLP (dominio de ligacdo ao peptideo-substrato) e ocorre a hidrélise do ATP em ADP e Pi no DLN pela
PDJ (proteina de dominio J), o que favorece o desacoplamento interdominios e, consequentemente, a
conformacéo da Hsp70 passa de aberta para fechada (iii). Neste momento ocorre maior afinidade entre o
substrato-cliente e 0 DLP (iva), € apds a Hsp70 assistir ao enovelamento proteico do peptideo o FTN

troca 0 ADP por ATP, e a mesma retorna a uma conformacédo aberta que apresenta menor afinidade pelo

peptideo, resultando na liberacéo deste substrato (ivs).
@»
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Fonte: Adaptado de (KOHLER; ANDREASSON, 2020).

Embora atue de forma independente, as Hsp70 também participam como pivé no
PQC (Figura 5). Durante o estado ADP-ligado, o complexo Hsp70-cliente-J-domain
protein formado pode se ligar 8 HOP e ser encaminhado a maquinaria da chaperona
Hsp90 (sistema foldossoma) ou, ainda, a cliente ser marcada para a degradacao via
ubiquitinacdo por meio de co-chaperonas tais como CHIP, Bagl, Fesle Ssel/2 que a
direcionam para o sistema ubiquitina-proteassoma (FERNANDEZ-FERNANDEZ;
VALPUESTA, 2018; KOHLER; ANDREASSON, 2020; SERAPHIM; RAMOS;
BORGES, 2014). Ademais, a Hsp70 também é capaz de desagregar emaranhados
proteicos, quando ativada por J-domain proteins e co-chaperonas Hspl10
(metazoérios), ou mediar a desagregacdo proteica por meio do recrutamento da
chaperona Hspl00 a superficie dos agregados proteicos (bactérias, fungos e plantas)
(KOHLER; ANDREASSON, 2020; ROSENZWEIG et al., 2019).
Figura 5. Hsp70 como pivo da proteostase celular. A Hsp70 apresenta uma fenda de ligagdo do DLPB
composta por 5 bolsdes de ligagdo cujos residuos que melhor se encaixam em tais cavidades séo leucina,
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valina e isoleucina, o que resulta em uma promiscuidade seletiva para peptideos-clientes (i). Tal
promiscuidade, além de permitir que a Hsp70 interaja com uma vasta gama de substratos, possibilita que
a mesma atue individualmente na assisténcia ao enovelamento proteico ou direcione tais substratos para o
sistema foldossoma, transferindo-os para a Hsp90 com o auxilio das PDJ e HOP (ii). Ademais, a Hsp70 é
capaz de recrutar a Hsp100 para promover a desagregacgdo proteica e em conjunto com PDJs e Hspl110
especificas € capaz de ressolubilizar agregados proteicos (iii), além de encaminhar clientes para a
degradacdo via sistema ubiquitina-proteassoma, por meio de co-chaperonas tais como CHIP, Bagl, Fesl
e Ssel/2 (iv).

Desagregacio
proteica

(iv)
_—
Proteassoma
5 \_.( )=
Transferéncia do substrato para Hsp90 Conformacio fechada Dy
. Sistema Q)] Degradacio
(iis) foldossoma proteica

Promiscuidade seletiva

(iiB) W

Proteina
enovelada

Maior especificidade

N
-0
i)

* Bolsdes de ligacio

Fonte: Adaptado de (KOHLER; ANDREASSON, 2020).

1.3 Hsp70 humanas

Em humanos, a familia das Hsp70 é constituida por 13 produtos génicos (Tabela
2 e Figura 6): 7 deles residem principalmente no citoplasma e nucleoplasma (HspALlA,
HspAlB, HspAlL, HspA2, HspA6, HspA8 e HspAl4), enquanto os demais estdo
localizados em compartimentos intracelulares, como mitocondrias (HspAS5 e HspA9) e
reticulo endoplasmatico (RE) (HspA5 e HspA13), ou sdo enderecadas extracelularmente
(HspA7, HspA12A e HspAl2B) (HAGEMAN; KAMPINGA, 2009; KAMPINGA et
al., 2009; RADONS, 2016; SUN et al., 2006). E importante mencionar que 0s membros
proteicos a serem enderecados para compartimentos especificos apresentam na porcao
N-terminal uma sequéncia de enderecamento ou localizacdo subcelular (DAUGAARD;
ROHDE; JAATTELA, 2007; RADONS, 2016). A Figura 6 e Tabela 2 também indicam
as principais localizacdes subcelulares adicionais dos respectivos produtos génicos das
Hsp70 humanas, cujas alteracbes em termos de localizacdo podem ocorrer em

decorréncia a condicdes de estresse ou estado degenerativo.



Tabela 2. Classificacdo da Familia das Hsp70 humanas quanto ao nome, gene, localizagéo

subcelular, nimero de residuos de aminoacidos e

padréo de inducéo.

Proteina Nomes Gene/ ID Localizagéo N° | UniprotkB
alternativos subcelular AA
HspA1A? Hsp70-1, Hsp72, HSPAL1A/ Citoplasma,
HspA1, Hsp70-1A, 3303 nucleoplasma,
Hsp70i membrana, 641 PODMV8
€X0SS0mos
extracelulares
HspA1B? Hsp70-2, Hsp70- HSPA1B/ Citoplasma,
1B 3304 nucleoplasma, 641 | PODMVS
€X0SS0mos
extracelulares
HspA1L® | Hsp70-1L, Hsp70- HSPALL/ Citoplasma
hom, Hsp70-1t, 3305 nucle?)plasn{a 641 P34931
Hum70t
HspA2° HSPA2/ Citoplasma,
3306 nucleoplasma
Heat shock 70kD
protein 2, Hsp70.2 g(%r:gr?]né’ 639 P54652
extracelulares
HspA5P HSPA5/ RE, Citoplasma,
3309 membrana,
Hsp70-5, BiP, nucleoplasma,
Grp78, Mif-2 mitocondria, 654 P11021
Exossomos
extracelulares
HspA6? HSPAG/ Citoplasma,
Hsp70-6, Hsp70B’ 3310 €X0SS0MOos 643 P17066
extracelulares
HspA72 HSPA7/ Microparticulas do
Hsp70-7, Hsp70B 3311 sangue, exossomos | 367 PA48741
extracelulares
HspAS8P HSPAS/ Citoplasma,
Hsp70-8, Hsc70, 3312 nucleoplasma
Hsc71, Hsp71, membrana, 646 P11142
Hsp73 €X0Ss0maos
extracelulares
HspA9P Hsp70-9, Grp75, HSPAY/
HspA9B, MOT, 3313 oA
MOT?2, PBP74, Mitocondria, RE, | 679 | pageas
mot-2, mtHsp70, citoplasma
mortalina
HspA12AP Hsp70-12A, HSPA12A/ Intracelular,
FLJ13874, 259217 €X0Ssomos 675 043301
KIAA0417 extracelulares
HspA12B° HSPA12B/ Células
116835 Endoteliais,
Hsp70-12B intracelular. 685 B7ZLP2
plasma sanguineo
HspA13° HSPA13/ RE, ex0ssomos
Hsp70-13 6782 extracelulares, 471 P48723
microssomos
HspA142 Hsp70-14, HSPA14/ Citoplasma,
Hsp70L1 51182 membrana 509 | QOVDF9

2induzida por estresse; ® ndo induzida por estresse.

Fonte: Adaptado de (RADONS, 2016) e (VOSTAKOLAEI et al., 2020).
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Figura 6. Representacdo em Cartoon da Familia de proteinas Hsp70 humanas, quanto a composi¢ao
estrutural.

Sinal de Sitio sensivel a Regiao
localizagao protease variavel

Sinal de
h';_mfk'ir' ’?:S'Ef_a‘) Localizagdo
\drofoblco Sub-celular

HSPA1A

(o)
HSPA1B @
HSPAIL @
HSPA2 (9
HSPAS ®
HSPA6
HSPAT P
HSPA8 )
HSPA9
HSPA12A
HSPA12B = -
HSPA13 @)
HSPA14

Legenda:
Citoplasma Exossomos L Reticulo endoplasmatico &% Plasma sanguineo

(e) Nucleoplasma Membrana plasmatica Mitocéndria === Células epiteliais

Fonte: Adaptado de (DAUGAARD; ROHDE; JAATTELA, 2007).

1.4 HspA5

A HspAb5, também conhecida como BIiP (do inglés Binding immunoglobulin
protein) ou Grp78 (do inglés 78-kDa glucose regulated protein), é uma proteina
pertencente a familia das Hsp70 humanas, sendo o membro mais abundante da familia
Hsp70 (CASAS, 2017; SHAH et al., 2017). A HspA5 é encontrada principalmente no
RE (Tabela 2), mas também pode estar presente nas mitocéndrias, no citoplasma, no
nucleoplasma, na superficie celular e em exossomos (IBRAHIM; ABDELMALEK;
ELFIKY, 2019; SUN et al., 2006; TSAI; LEE, 2018; VOSTAKOLAEI et al., 2020),
Assim como a maior parte das Hsp70 homdlogas, a HspA5 é constituida pelos dois
dominios estruturais canénicos, DLN e DLP (Figura 7). Ela também apresenta um
peptideo sinal de enderecamento ao RE no DLN e uma sequéncia de retencdo KDEL
presente no final do DLP (JIN; KOMITA; AOE, 2017). Assim, ao ser requerida no

citoplasma ou em outro compartimento celular, a HspA5 pode ser secretada a partir do
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RE e, posteriormente, retornar ao RE por meio de um complexo vesicular (JIN;
KOMITA,; AOE, 2017).
Figura 7. Estrutura molecular da HspA5 humana. Representacdo da organizagdo molecular da

proteina HspA5 no estado ATP-ligado (PDB: 5E84). A HspAb apresenta a forma canonica das Hsp70, em
que os dois dominios estruturais, DLN e DLP, sdo unidos por um linker hidrofébico.

HspAS- ZnATP
(PDB: 5E84)

hidrofébico

Fonte: Autoria propria.

Interessantemente, as estruturas moleculares depositadas no Protein Data Bank
(codigos: 5EVZ, 3LDL, 3IUC e 5E84) demonstram que a HspA5 pode utilizar
diferentes ions como cofatores na coordenagdo dos nucleotideos adenosina, tais como
Mg?*, Ca®* e Zn?* (Figura 7 e 8). Ademais, estudos com proteinas BiP de mamiferos
mostraram que o ion Ca?" além de atuar como cofator metalico é capaz de modular o
ciclo funcional alostérico de proteinas Hsp70 do RE (LAMB et al., 2006; PREISSLER
et al., 2020; WISNIEWSKA et al., 2010). Foi verificado que a presenca de Ca*
aumenta a afinidade destas proteinas pelo ADP, ocasionando maior tempo de interacao
com a proteina-cliente (Figura 9) e, consequentemente, desaceleracdo do ciclo
chaperona da BiP (PREISSLER et al., 2020). E importante destacar que o Ca®** néo
apenas afeta a dindmica funcional da BiP de metazoarios como também causa maior
estabilidade térmica do DLN destas macromoléculas na presenca de ADP (LAMB et al.,
2006; PREISSLER et al., 2020).
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Figura 8. Representa¢es moleculares do DLN da proteina HspA5 em seu estado Apo e Holo. Estruturas 3D do
DLN da HspA5 na auséncia (A) e presenga dos nucleotideos ATP (B e C) e ADP (D e E) se encontram depositadas
no PDB (codigos: 3LDN, 3LDL, 5E84, 5EVVZ e 3ilUC). A coordenagdo dos nucleotideos adenosina por esse dominio
proteico pode ser realizada por diferentes cofatores metélicos, tais como Mg?*, Ca®* e Zn?*,

MgADP CaADP
(PDB: 5EVZ) (PDB: 3IUC)

Fonte: Autoria prépria.

A Figura 9 exemplifica 0 modelo proposto por Preissler e colaboradores
(PREISSLER et al., 2020) para o ciclo chaperona da BiP em que altas [Ca?"] levam a
um tempo maior de retencdo da proteina-cliente por esta chaperona devido a
estabilizagdo do estado ADP-ligado. Por outro lado, baixas [Ca?'] acarretam na
aceleracdo da troca de ADP por ATP, favorecendo a liberagcdo da proteina-cliente pela
BiP. Curiosamente, foi visto que na presenca de altos niveis desse ion a co-chaperona
Grpl70 estimulou pelo menos 4 vezes mais a liberacdo de ADP na BiP de hamster
chinés, o que sugere a importancia dos FTNs em acelerar a troca de ADP por ATP por
essa chaperona em um ambiente repleto de Ca** (PREISSLER et al., 2020).

Figura 9. Mecanismo do ciclo chaperona dependente de célcio proposto para as proteinas BiP de
metazoarios. Assim como para outras Hsp70, o ciclo funcional da BiP é mediado pela modulacéo
alostérica interdominio, em que a troca de ATP por ADP no DLN aumenta afinidade do DLP pelo
substrato. Além disso, enquanto a presenca de altos niveis de Ca?* no RE favorece a retencdo do substrato

pelo DLP devido a maior afinidade do DLN pelo ADP, baixos niveis do ion levam a uma troca mais
rapida de ADP por ATP e, como consequéncia, acelera o ciclo funcional dessa chaperona.
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Proteina
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BiP:CaADP:subtrato ~———"7 BiP:MgADP:subtrato PDJ

[Ca2+]RE

ATP:ADP

Fonte: Adaptado de (PREISSLER et al., 2020).

Além de participar diretamente da homeostase do Ca?* (DE OLIVEIRA et al.,
2021; KANIA; PAJAK; ORZECHOWSKI, 2015; WANG et al., 2017), a HspAS atua
no enovelamento de proteinas nascentes no lamen do RE (IBRAHIM;
ABDELMALEK; ELFIKY, 2019; RADONS, 2016); apresenta funcdo celular anti-
apoptotica (LUO; LEE, 2013; REDDY et al., 2003); € um receptor de membrana celular
que regula diferentes vias de sinalizacdo (LUO; LEE, 2013; SATO et al., 2010; TSAI;
LEE, 2018); participa ativamente da resposta ao estresse celular (BOOTH et al., 2015;
DEDIEGO et al., 2011); regula a resposta a proteinas ndo enoveladas (UPR, do inglés
unfolded protein response) (SUN et al., 2006; TSAI; LEE, 2018; WANG et al., 2009);
entre outras funcdes (BAILLY; WARING, 2019; CHIARANTE et al., 2018; GE, 2019).

Com base em seus papéis celulares essenciais, a HspA5 tem sido amplamente
estudada em diferentes doencas, tais como canceres (BAILLY; WARING, 2019;
RAUSCHERT et al., 2008; TSENG; ZHANG; LEE, 2019; VOSTAKOLAEI et al.,
2020; ZHANG; ZHANG, 2010), doencas cardiovasculares (WANG et al., 2017),
neurodegenerativas (KAWAGUCHI et al., 2020; LACKIE et al., 2018; PARK; YOO;
KIM, 2014), metabolicas (WANG et al., 2017), imunoldgicas (PARK; YOO; KIM,
2014; RAUSCHERT et al., 2008) e virais (BOOTH et al., 2015; ELFIKY et al., 2020a;
GONZALEZ-GRONOW et al., 2009; IBRAHIM M. IBRAHIM, DOAA H.
ABDELMALEK, MOHAMMED E. ELSHAHAT, 2020; PATRICK REID et al., 2014).
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141 HspA5e UPR

O RE é uma organela essencial para as etapas iniciais de maturacdo proteica as
quais sdo determinantes para a aquisi¢do do correto enovelamento proteico pelas células
eucaridticas. Ao menos 7 mil das 20 mil proteinas codificadas pelo genoma humano séo
direcionadas para o processo de maturagdo via RE, o que demonstra a essencialidade
desta organela e dos processos proteicos aos quais a mesma esté relacionada (HEGDE,
2020). Contudo, condicdes tais como a privagdo de glicose, mutagdes em genes
estruturais, estresse oxidativo, desbalanco de Ca?* e hipoxia podem desencadear o
estresse do RE, acarretando acimulo de proteinas ndo enoveladas (HERSEY; ZHANG,
2008). Tal acumulo é capaz de ativar um complexo sistema de sensores de estresse
conhecido como resposta a proteinas desenoveladas (UPR), no qual participam
ativamente 3 proteinas principais: PERK (do inglés protein kinase RNA-like ER), ATF6
(do inglés activating transcription fator 6) e IRE1la (do inglés inositol-requiring protein
la) (HETZ, 2012).

A UPR é capaz de gerar uma transducdo de sinal direta entre o limen do RE
com o citoplasma e nucleo celular (CASAS, 2017). Em condicbes de ndo estresse, as
proteinas PERK, ATF6 e IREla se encontram inativas devido a interacdo com a HspAb.
No entanto, mediante condicdes estressantes, ha 0 aumento de proteinas ndo enoveladas
no lumen do RE e, consequentemente, dissociacdo da HspAS das proteinas relacionadas
a UPR devido a sua maior afinidade por proteinas ndo enoveladas (HETZ, 2012;
IBRAHIM; ABDELMALEK; ELFIKY, 2019; SUN et al., 2006). Ao se dissociarem da
HspAb5, as proteinas PERK, ATF6 e IREla se tornam ativas e aptas em desencadear
respostas ao estresse. Dentre as agBes decorrentes da ativacdo destes sensores de
estresse se encontra a regulacdo negativa da traducdo e a ativacdo de transcricdo de
proteinas envolvidas no enovelamento e na degradacdo proteica, com o intuito de
retornar a condi¢do de homeostase do RE (HERSEY; ZHANG, 2008; HOOZEMANS et
al., 2005; PARK et al., 2017). Falhas neste sistema podem comprometer a viabilidade
da organela e levar a célula a apoptose (HETZ, 2012).

Nesse contexto, a HSpA5 apresenta papel essencial na sinalizacdo da UPR e no
desencadeamento da mesma, sendo determinante em disparar as respostas celulares ao
estresse (PARK et al., 2017, REDDY et al., 2003). Ademais, a HspA5 tem sido
amplamente estudada como um potencial regulador da UPR, pois o estresse do RE pode

comprometer processos celulares essenciais, tais como metabolismo de lipideos,
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diferenciagdo celular, imunidade inata e inflamagdo (HERSEY; ZHANG, 2008;
HOOZEMANS et al., 2005; PARK et al., 2017).

1.4.2 HspA5 como alvo terapéutico

1.4.2.1 Doencas neurodegenerativas

As doencas neurodegenerativas (DN) sdo intrinsecamente associadas ao
acumulo de proteinas mal enoveladas e/ou agregadas, ocasionado pela idade ou por
disfuncdes/estresses celulares, dentre as quais pode-se citar como exemplo as doencas
de Parkinson (DP) e de Alzheimer (DA) (CASAS, 2017). Diferentes estudos reportam
que o nivel de expressdo e a localizacdo da HspAS5 sdo alterados em modelos de DP e
DA (CASAS, 2017; HOLTZ; MALLEY, 2003; ZHANG et al., 2010). Esses disturbios
sdo caracterizados pela ativacdo da UPR, como resultado do estresse do RE e da
expressdo  aumentada dessa chaperona (HOOZEMANS et al, 2012).
Consequentemente, as vias de morte celular sdo ativadas envolvendo a sinalizagéo
reciproca entre 0 RE e mitocondrias, os quais sdo fisicamente e funcionalmente
conectados, levando a célula a apoptose (RUTKOWSKI; KAUFMAN, 2004). Portanto,
0 estresse do RE € considerado um mediador comum da apoptose em DN.
Interessantemente, ha relatos na literatura que demonstram que a reducao da expressao e
ativacdo da HspA5 ¢ dependente da idade e que em modelos de DN o RE sofre uma
modificacdo estrutural (ERICKSON; DUNNING; HOLTZMAN, 2006; NUSS et al.,
2008).

Estudos reportaram que o knockdown da HspA5 agrava a toxicidade da o-
sinucleina (ENOGIERU et al., 2019), a primeira proteina identificada como causadora
da mutacdo que acarreta a DP. O silenciamento génico dessa chaperona induzido por
miRNA aumenta a morte celular induzida por uma neurotoxina-rotenona (SALGANIK
et al., 2015). Ademais, em modelos de DP foi visto que a regulacdo positiva da HspA5
suprime a agregacdo de a-sinucleina e a toxicidade de seus agregados proteicos por
meio das vias de sinalizacdo de estresse do RE (JIANG et al., 2016, 2014). Além disso,
estudos demonstraram que diferentes compostos flavonoides que possuem acao celular
neuroprotetora também regulam positivamente a acdo da HspA5 em modelos
experimentais de DP, sugerindo que essa chaperona esta intrinsecamente relacionada ao
desenvolvimento e regulacdo dessa patologia (ENOGIERU et al., 2019).

Trabalhos da literatura demonstram que a HspA5 pode se associar a proteina

percursora de B-amiloide (PPA), uma das proteinas que causam o inicio da DA, e
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facilitar seu enovelamento correto, modulando sua maturacdo e processamento
intracelular (KUDO et al., 2006; YANG; TURNER; GAUT, 1998). Ademais, estudos
mostraram que quando comparado a casos-controle, os niveis de expressao da HspA5
sdo duas vezes maiores no cortex temporal e hipocampo de casos de DA que ainda
estavam saudaveis e que ndo apresentavam tais emaranhados, sugerindo que a
superexpressdo da chaperona tem papel de retardar a neurodenegeracdo
(HOOZEMANS et al., 2005).

Juntos, esses estudos demonstram que a regulacdo da HspA5 pode ser valiosa na
identificacdo de novas opcdes de tratamento na DA e DP e que a perda funcional dessa
chaperona pode ser um fator de predisposicdo para DN associadas a idade, tais como

Parkinson e Alzheimer.

1.4.2.2 Cancer

O termo cancer abrange mais de 100 diferentes tipos de doengas malignas que
tem como caracteristica principal o crescimento desordenado, incontrolado e agressivo
de células, que podem invadir tecidos adjacentes ou Orgdos a distancia e gerar a
formacdo de tumores (INCA, 2020). As celulas cancerosas, bem como o microambiente
tumoral, sdo marcadas por hipoxia, alteracdo do metabolismo de glicose e alteracdo do
fluxo sanguineo, o que pode ocasionar o estresse do RE e resultar na superexpressao da
HspAS5 (CASAS, 2017). Tém sido visto que em cancer de prostata, mama e melanoma,
essa expressdo anormal esta correlacionada a resisténcia do tumor, maior risco de
recorréncia do cancer e uma reducdo na sobrevida do paciente (PFAFFENBACH; LEE,
2011).

Interessantemente, alguns estudos reportam que diferente das células normais,
que raramente apresentam a HspAS5 ancorada em sua superficie, as células tronco-
cancerigenas, células cancerosas em proliferacdo e células endoteliais associadas a
tumor apresentam a superexpressdo dessa chaperona e sua translocacdo para a
membrana plasmatica (CONNER et al., 2020; FARSHBAF et al., 2020). Ademais, a
presenca da HspA5 na superficie celular permite que a mesma exerca funcbes de
sinalizacdo (CHEN et al., 2018; GE, 2019; GONZALEZ-GRONOW et al., 2009;
ZHANG et al., 2010).

Um estudo realizado por Tseng e colaboradores (TSENG; ZHANG; LEE, 2019),
mostrou que uma regido contendo trés prolinas consecutivas (Psao-Pss2) na porcao C-

terminal da HspA5 € essencial para a presenca da chaperona na membrana plasmaética.
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Além disso, foi visto que mediante o knockdown da HspA5 e expressdao do mutante
deficiente em PPP-COOH ocorre a diminui¢do da viabilidade de células de cancer de
mama resistentes a tamoxifeno, o que pode fornecer uma nova abordagem terapéutica
para o tratamento desse tipo de cancer (TSENG; ZHANG,; LEE, 2019).

Ademais, o papel da HspA5 em células metasticas, bem como suas fungdes na
pluripoténcia e oncogénese, também tem sido estudado (FARSHBAF et al., 2020;
RAUSCHERT et al., 2008). Embora existam muitas lacunas a serem preenchidas acerca
de como essa chaperona atua no desenvolvimento e estabelecimento do cancer, 0s
estudos realizados até 0 momento demonstram que a HspA5 é um alvo promissor para a
terapia desta patologia e um potencial biomarcador para a mesma (CONNER et al.,
2020; PASSARELLA et al., 2010).

1.4.2.3 Covid-19

No final de 2019 teve inicio em Wuhan (China) a pandemia da Covid-19,
comumente referida como coronavirus ou Sindrome respiratoria aguda grave 2 (SARS-
Cov2) (HAYS, 2020). Em dois meses, essa doenca se espalhou pelos seis continentes
atingindo mais de 140 paises, sendo classificada pela Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) como uma pandemia global (HAYS, 2020). O agente etioldgico responsavel
pela Covid-19 é um virus pertencente a familia Coronaviridae que causa infeccoes
respiratorias no homem e nos animais (HAYS, 2020; IBRAHIM et al.,, 2020).
Atualmente, a Covid-19 tem sido considerada como uma doenca sistémica (INCIARDI
et al., 2020), que pode causar desde febre, tosse, fadiga e pneumonia até a insuficiéncia
respiratOria progressiva, o que pode resultar na morte do individuo (ADHIKARI et al.,
2020).

Desde que foi identificada, a Covid-19 ja gerou milhares de Obitos e deixou
sequelas nos sobreviventes (XIONG et al., 2021), além de um enorme prejuizo
econémico, educacional e psicoldgico. Neste sentido, o virus SARS-Cov2 tem sido
amplamente estudado a fim de se obter farmacos que auxiliem no tratamento da doenca
e encontrar biomoléculas virais que sejam capazes de induzir resposta imunolégica
expressiva para o desenvolvimento da vacina (GRAHAM, 2020; HAYNES et al.,
2020). Dentre essas biomoléculas se encontra a glicoproteina S, também conhecida
como Spike, a qual é um fator de reconhecimento essencial para a fixacdo e entrada
viral na célula hospedeira pois interage com receptores celulares, dos quais a HspA5 é
candidata (HALL; MANTEEN, 2020; IBRAHIM et al., 2020) e a proteina ECA2
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(enzima conversora de angiotensina-2) é o principal receptor identificado até o
momento (PANG et al., 2020).

Um estudo de docking realizado por Ibrahim e colaboradores (IBRAHIM et al.,
2020), mostrou que a HspA5 pode ser uma das receptoras virais por interagir com o
dominio de ligacéo ao receptor (RBD) da proteina Spike do novo coronavirus. Ensaios
realizados em células epiteliais pulmonares confirmaram que o DLP da HspAb é critico
para a interacdo com essa proteina viral, assim como sugerido nos estudos de docking.
Adicionalmente, a reducdo dos niveis da HspA5 na superficie destas células
comprometeu também os niveis de expressdo e localizacdo da ECA2, principal receptor
para 0 novo coronavirus (CARLOS et al., 2021). Também foi reportado que a HspA5 €
abundantemente expressa em células epiteliais das vias aéreas e na mucosa respiratoria
(AGUIAR et al., 2020) e que pacientes que contrairam a Covid-19 apresentam maior
nivel de expressdo dessa proteina do que individuos saudaveis ou com pneumonia
(KOSELER et al., 2020). Foi verificado que a HspAS5 interage com a proteina Spike do
coronavirus MERS-CoV, pertencente & mesma familia da Covid-19, potencializando a
entrada do MERS-CoV e também ajudando na replicacdo viral (CHU et al., 2018;
IBRAHIM; ABDELMALEK; ELFIKY, 2019). Esses achados tém servido de base para
inimeros estudos que buscam compreender como a HspAS5 participa no processo de
recepcdo viral e, entdo, propor intervencdes terapéuticas a fim de se reduzir a
propagacdo e patologia da doenca e a replicacdo viral (AGUIAR et al., 2020; ELFIKY
et al., 2020a, 2020b; IBRAHIM et al., 2020; PANG et al., 2020; RAYNER et al., 2020;
SABIRLI et al., 2021).

1.5 HspAS38

A HspA8, também conhecida como Hsc70 (proteina cognata de choque térmico de
70 kDa), é uma das Hsp70 humanas citoplasmaticas (AROSIO et al., 2020; STEEL et
al., 2012). Ao contrario de outras Hsp70s citossolicas, como HspAlA, HspAlAB e
HspA6, a HspA8 ndo é induzida por estresse térmico sendo constitutivamente expressa
(RADONS, 2016), e apresenta fun¢bes de manutencao celular, atuando principalmente
no enovelamento e trafego de proteinas intermembranas (CHO et al., 2011; MAYER;
BUKAU, 2005). Assim como a maior parte das Hsp70, a proteina HspA8 é composta
por dois dominios estruturais: DLN e DLP, conectados por um linker hidrofébico.
Embora ndo haja a estrutura completa da HspA8 depositada no PDB, as estruturas do
DLN em sua forma Apo e ligado ao ADP ja foram obtidas (cddigos: 4H5V, 4H5T e
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62YJ), além disso a estrutura parcial da ortéloga bovina, que compartilha 99% de
identidade com a HspA8, e seu DLN na presenca de ATP também se encontram

disponiveis no PDB (codigos: 3C7N e 1KAZ) (Figura 10).

Figura 10. Estruturas moleculares do DLN da proteina HspA8 e bHsc70. Estruturas 3D do DLN da
HspA8 na auséncia (A) e presenca do nucleotideo ADP (B e C) se encontram depositadas no PDB
(cédigos: 4H5V, 4H5T e 6ZYJ). A estrutura do DLN da ortéloga bovina (D), bHsc70, a qual compartilha
99% de identidade com a HspA8, e a estrutura parcial da mesma (E, 1-551aa) também se encontram
disponiveis no PDB (codigos: 1KAZ e 3C7N). A coordenacdo dos nucleotideos adenosina pelo DLN
pode ser realizada pelos fons Mg?* e Ca?*.

DLNHspA8 DLNHspA8- MgADP DLNHspA8-CaADP
(PDB: 4H5V) (PDB: 4H5T) (PDB: 6ZYJ)

=

25 Linker

2 hidrofébico

DLNbHsc70- MgATP bHsc70 - MgADP
(PDB: 1KAZ) (PDB: 3C7N)

Fonte: Autoria prépria.

Embora a HspA8 seja capaz de utilizar, além do Mg?*, o ion Ca?* como cofator
metalico na coordenacdo dos nucleotideos adenosina, o efeito inibitério do deste ion
para a liberacdo do ADP € cerca de 6 vezes menos pronunciado para HspA8 quando
comparada a HspA5 (PREISSLER et al., 2020). Ademais, o efeito do Ca?" na
estabilizacdo térmica do complexo ADP-chaperona também é menos acentuado na
Hsp70 citossolica, quando a comparamos com a isoforma do RE (LAMB et al., 2006;
PREISSLER et al., 2020).
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Além das fungBes supracitadas, a HspA8 também esta envolvida nas vias de
sinalizagéo celular (SRINIVASAN et al., 2020), sistema de autofagia (AROSIO et al.,
2020; DOU et al., 2020; STRICHER et al., 2013), processamento e apresentacdo de
antigenos via complexo de histocompatibilidade (MHC) (RADONS, 2016), endocitose
mediada por clatrina (BANKS et al., 2020; YU et al., 2014), interacdo com proteinas
virais e montagem de virions (FLORIN et al., 2004; KHACHATOORIAN et al., 2014),
entre outros (CHO et al., 2011; DOU et al., 2020; STRICHER et al., 2013). Ademais,
foi visto que as fungdes dessa chaperona sao essenciais, uma vez que seu knockdown
leva a célula a apoptose (DAUGAARD; ROHDE; JAATTELA, 2007; ROHDE et al.,
2005). Neste sentido, devido a sua importancia, a HspA8 tem sido amplamente estudada
como um alvo terapéutico para diversas doencas, como fibrose cistica (BAAKLINI et
al., 2020; CHO et al, 2011), doenca de Parkinson (BANKS et al., 2020;
CIECHANOVER; KWON, 2017), esclerose lateral amiotrofica (AROSIO et al., 2020;
KAMPINGA; BERGINK, 2016), doenca de Alzheimer (CIECHANOVER; KWON,
2017; DOU et al., 2020), cancer (DHAMAD et al.,, 2016; ROHDE et al., 2005;
WILLIAMS et al., 2008), etc (CIECHANOVER; KWON, 2017; YU et al., 2014).

1.5.1 HspA8 como alvo terapéutico

1.4.1.1 Doengas neurodegenerativas

Embora seja constitutivamente expressa, a HspA8 é abundantemente encontrada
no sistema nervoso de mamiferos quando comparado a tecidos ndo neurais, além de
apresentar altos niveis de expressdao em corpos celulares neuronais (CHEN; BROWN,
2007). Tem sido visto que essa chaperona apresenta papel essencial na protecdo
intrinseca de células neuroepiteliais e precursoras neurais contra o estresse (RUBIO et
al., 2002). Ademais, enquanto a inducdo da expressdo da HspA8 atua como fator anti-
apoptotico, sua deplecdo regula positivamente o aumento da expressao de sua parceira
citossélica HspA1A (MCLAUGHLIN et al, 2003), o que demonstra o papel
neuroprotetor dessa chaperona. Interessantemente, estudos reportam a regulagdo
positiva da expressdao da HspA8 apds isquemia cerebral, 0 que também sugere uma
funcdo na neuroregeneracdo ativa e reparo (ANAGLI et al., 2008; CHEN et al., 2007;
MURANY!I et al., 2005).

O potencial papel da HspA8 em doencas neurodegenerativas causadas pelo
acumulo de a-sinucleina, tais como DP, também tem sido estudado (NACHMAN et al.,

2020; XUN et al., 2008). Foi verificado que essa chaperona pode mediar a degradacao
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lisossomal de o-sinucleinas em conjunto com a proteina LAMP-2A (do inglés
Lysosome-associated membrane protein-2A) (MAK et al., 2010). Ademais, a HspA8
também atua em conjunto com a CHIP na degradacdo de mutantes da SOD1 (do inglés
cooper—zinc Superoxide dismutase 1), um dos produtos génicos causadores da esclerose
lateral amiotréfica (ALS, do inglés Amyotrophic lateral sclerosis) (URUSHITANI et
al., 2004). Além disso, o tratamento em modelos de camundongos com acrimoclomol,
co-indutor de Hsps, retarda significativamente a progressao dessa doenga (CASONI et
al., 2005; URUSHITANI et al., 2004).

Estudos reportam que a HspA8 pode interagir e mediar o enovelamento ou
degradacdo da Tau, proteina associada ao microtibulo que quando hiperfosforilada
pode desencadear as alteracBes patoldgicas iniciais de distdrbios como a DA
(ELLIOTT; TSVETKOV; GINZBURG, 2007; NACHMAN et al., 2020). Além disso,
essa chaperona pode desempenhar papel protetor na DA por facilitar a polimerizacdo de
microtubulos mediados pela Tau e a producéo de anticorpos MCL1 para a Tau enovelada
(JINWAL et al., 2010; KOSIK; SHIMURA, 2005; ZHANG et al., 2008). A degradacgéo
de proteinas huntingtina mutantes, causadoras da doenca de Huntington (DH), também
pode ser mediada pela HspA8 (BAUER et al., 2010). Interessantemente, além da funcao
neuroprotetora, a HspA8 também é capaz de modular a neurotransmiss@o de disturbios
epilépticos via GABA (do inglés gamma-aminobutyric acid) (EKIMOVA et al., 2010).

1.4.1.2 Céncer

Assim como observado para a HspA5, a HspA8 também € mais expressa em
células cancerosas do que em células normais (KUBOTA et al., 2010; MAEDA et al.,
2000). Ademais, linhagens celulares de glioma de rato apresentaram maior concentracao
de HspA8 no estagio de proliferacdo do que em diferenciacdo (HELMBRECHT;
RENSING, 1999), o que sugere que essa chaperona pode atuar principalmente na fase
proliferativa. Interessantemente, foi visto que a reducdo na expressao da HspA8 é capaz
de promover a reversdo de uma célula de glioma de alto grau para um fendtipo
astrocitico normal (VILA-CARRILES et al., 2007), o que sugere que a regulacdo
negativa dessa chaperona pode ser utilizada como uma terapia promissora para esse tipo
de cancer. Surpreendentemente, estudos reportaram que a sobrevivéncia de células
tumorais e ndo tumorais é dependente de HspA8 (ROHDE et al., 2005) e que essa
proteina € identificada no meio condicionado de neuroblastoma, o que demonstra seu

potencial papel como biomarcador tumoral (SANDOVAL et al., 2006).
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A HspAS8 participa na regulacdo das funcBes de varios genes relacionados ao
desenvolvimento de um tumor, ademais ela também pode se ligar e estabilizar proteinas
supressoras tumorais ndo fosforiladas de retinoblastoma (INOUE et al., 1995).
Interessantemente, o papel imunomodulador dessa chaperona também tem sido descrito
e a presenca da mesma na superficie de exossomos liberados por tumores pode
estimular a atividade migratoria e citolitica de celulas NK (do inglés Natural Killer)
(GASTPAR et al., 2005). Adicionalmente, a HspA8 também € capaz de induzir
respostas de linfocitos T citotdxicos se ligando e transportando peptideos antigénicos
(AZUMA et al., 2003).

Cabe destacar ainda que estudos visando o uso da HspA8 em imunoterapias ja
tém sido realizados. Foi visto que a fusdo dessa chaperona a epitopos de células T CD4*
e CD8" pode ser utilizada como uma vacina capaz de prevenir o crescimento de tumores
e metastase (MIZUKAMI et al., 2008) e, que a fusdo do DLN da HspA8 com a TRP-2
(do inglés tyrosinase-related protein-2) atua como uma vacina tumoral contra o
melanoma B16 (ZHANG et al., 2006).

1.6 Problematizacéo
Todos os aspectos abordados até aqui ressaltam a importancia das Hsp70 para as

células eucarioticas, especialmente para as células humanas, sugerindo-as como
potenciais candidatas a alvos terapéuticos no tratamento e prevencdo de diferentes
patologias. Além disso, embora o genoma de Homo sapiens apresente diferentes genes
codificadores para proteinas Hsp70 que compartilham similaridades estruturais e
funcionais, diferentes estudos evidenciam peculiaridades funcionais entre estas
homologas (KOHLER; ANDREASSON, 2020; RADONS, 2016; RYU et al., 2020;
SERLIDAKI et al., 2020). Neste sentido, este trabalho visou caracterizar
comparativamente a estrutura, estabilidade e funcdo das proteinas HspA5 e HspA8 de

forma a compreender os determinantes moleculares das mesmas em solucao.

2 DESENVOLVIMENTO
2.1 Objetivos

2.1.1 Gerais
Este trabalho de tese de doutorado objetivou caracterizar comparativamente duas
chaperonas moleculares Hsp70 recombinantes presentes no genoma de H. sapiens

(HspAb5 e HspA8), quanto aos parametros estruturais, de estabilidade e funcionais.
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2.1.2 Especificos
¢ ldentificacdo e andlise da sequéncia de aminoacidos da HspAS5 e HspAS;

e Expressdo e purificacdo das proteinas recombinantes HspA5 e HspAS;

e Determinacdo dos contetdos de estrutura secundaria e terciaria local da HspA5 e
HspAS;

e Determinagdo das propriedades hidrodindmicas e presenga de estados
oligoméricos da HspA5 e HspAS;

e Avaliacdo da estabilidade quimica e térmica da HspA5 e HspAS8;

e Determinagdo de aspectos termodindmicos e constantes de dissociagdo da
interacdo das proteinas HspA5 e HspA8 com nucleotideos adenosina na
presenca e auséncia de Mg?* e Ca?*;

e Andlise da atividade chaperona intrinseca da HspA5 e HspAS8;

e Andlise da atividade ATPasica da HspA5 e HspAS.

2.2 Material e métodos
2.2.1 Identificagdo das proteinas e andlises de Bioinformatica

As sequéncias de aminoacidos correspondentes as HspA5 (ID: NP_005338.1) e
HspA8 (ID: NP_006588.1) foram identificadas, a partir do National Center for
Biotechnology Information (NCBI) (disponivel em: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), e
alinhadas com as sequéncias das homdlogas HspA1A (ID: NP_005337.2) e HspA9 (ID:
NP_004125.3) através do  Software Clustal ©6mega (disponivel em:
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). As porcentagens de identidade e
similaridade sequencial foram calculadas utilizando o programa Emboss Needle
(disponivel em: https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/). As regibes das
proteinas humanas HspA5 e HspA8 relacionadas a interacdo com 0s nucleotideos
adenosina e com os fons Mg?*, Ca®* ou K* foram identificados e analisadas por meio
das seguintes estruturas disponiveis no PDB: 5E84, 31UC, 5EVZ, 3LDL, 4H5T, 6ZYJ,
3C7N e 1KAZ.

2.2.2 Solucdes-tampao
A composicdo e a finalidade de uso das solucdes-tampdo utilizadas para o

desenvolvimento deste trabalho estdo descritas na Tabela 3.

Tabela 3. Descricdo da composi¢do e finalidade de uso das soluges-tampao empregues nos
procedimentos experimentais.
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Solucéo-tampao

Composicao

Finalidade de uso

A Tris-HCI 50 mM (pH 8.0), 100 mM KClI Lise bacteriana
B Tris-HCI 20 mM (pH 7.5), 100 mM Lavagem da coluna na cromatografia de
NaCl, 20 mM Imidazol afinidade-Ni?*
c Tris-HCI 20 mM (pH 7.5), 100 mM Eluicdo das proteinas na cromatografia
NacCl, 500 mM Imidazol de afinidade-Ni*
D Tris-HCI 25 mM (pH 7.5), 50 mM NaCl, | Eluicdo das proteinas na cromatografia
5 mM KCI, 5 mM Fosfato de Sodio de exclusdo molecular preparativa
Fosfato de s6dio 20 mM (pH 6,5), e
E Hidrocloridrato de guanidina 6 M Quantificacdo via método de Edelhoch
F Tris-HCI 25mM (pH 7.5), 50 mM NaCl, Ensaios de atividade ATP4sica

5 mM KCI

Fonte: Autoria prdpria.

2.2.3 Expressao e purificacdo das proteinas HspA5 e HspA8

Os vetores plasmidiais contendo os fragmentos de DNA codantes para as
proteinas humanas HspA5 (pET28a::HspAS5) e HspA8 (pET28a::HspA8) foram obtidos
comercialmente pela Epoch Life Science Inc. (Missouri City, Texas, USA). Para a
HspA5, a construcdo proteica produzida pelo pET28a::HspA5 ndo apresenta a
sequéncia correspondente ao peptideo sinal da mesma. A insercdo destes vetores foi
realizada em cepas bacterianas competentes Escherichia coli BL21(DE3) a partir da
técnica de transformacdo. Tal procedimento ocorreu via choque térmico: inicialmente as
células foram incubadas com os vetores por 30 min no gelo e, entdo, submetidas a
temperatura de 42 °C por 90 seg. Posteriormente, a suspensdo celular foi recolocada no
gelo por 3 min. Apos esse processo de choque termico, foi adicionado 1 mL de meio de
cultura Lisogenic broth (LB) a suspensdo bacteriana e a mesma foi incubada a 37 °C por
45 min sob agitacdo de 200 rpm. Por fim, uma placa de meio LB sélido suplementado
com agar (5 g.L? de extrato de levedura, 10 g L™ de peptona, 10 g L de NaCle 15g L-
L agar - pH 7,0) e canamicina (3x 10° mg L™) foi preparada, a suspensdo foi espalhada e
incubada por 16 h a 37 °C em estufa.

Apos a obtencdo das cepas contendo os plasmideos de interesse, uma colbnia
bacteriana foi escolhida e pré-inoculada em 25 mL de meio LB, na presenca de
canamicina, a 37 °C por 16 h, sob agitacdo de 200 rpm. O pré-indculo foi entdo diluido
20 vezes em 500 mL de meio LB, contendo o antibidtico, e o cultivo celular ocorreu a
37 °C e 200 rpm até atingir uma DOesoonm ~ 0,6. Na sequéncia, as celulas foram
induzidas com a adi¢cdo de 0,4 mM de IPTG (Isopropil B-D-1-tiogalactopiranosida) por
4 ha30°C e 200 rpm. A molécula de IPTG foi utilizada como indutor pois a linhagem
E. coli BL21 (DE3) apresenta o gene DE3, responsavel pela codificacdo da enzima T7

RNA polimerase, cuja expressdo é controlada pelo promotor lacUV5, o qual é sensivel a
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esta molécula (ZHANG et al., 2015). Apos a inducdo, as células foram centrifugadas a
8000 rpm por 15 min a 4 °C e o pellet armazenado a 20°C.

Os pellets bacterianos foram ressolubilizados em 30 mL de tampdo A e
rompidos de forma quimica, sendo incubados com 5 unidades (U) de DNAse (Sigma) e
0,01 mg mL™ de lisozima (Sigma), e fisica, por sonicacio em banho de gelo (amplitude
de 35%, pulsos de 6 s intervalados por 1 min). O lisado celular foi centrifugado, por 40
min a 4 °C e 18000 rpm, e o sobrenadante foi filtrado em membrana 0,45 pm
(Millipore). A fracdo solavel foi entdo aplicada em uma coluna HiTrap Chelating HP 5
mL (GE Healthcare Lifesciences) de cromatografia de afinidade ao niquel equilibrada
com tampéo B e as proteinas recombinantes foram eluidas em tampdo C. Essa técnica
cromatogréfica foi aplicada pois a cauda de poli-histidina inserida pelo vetor na porcao
N-terminal destas proteinas se liga de forma reversivel ao metal niquel, o que permite a
afinidade entre tais proteinas e a coluna, e sua posterior purificacio (BORNHORST,
J.A., FALKE, 2010). Apos as proteinas serem eluidas na cromatografia de afinidade,
elas foram submetidas a cromatografia de exclusdo molecular prepativa (CEMp)
empregando a coluna Superdex 200 16/60 (GE Healthcare Lifesciences) equilibrada em
tampao D e acoplada ao sistema AKTA Prime Plus (GE Healthcare Lifesciences). O
grau de pureza e a eficiéncia do processo de purificagdo foram monitorados por meio de
geéis de poliacrilamida de 12% (SDS-PAGe). Os geis decorrentes da eletroforese foram
corados com Coomassie Brilliant Blue e descorados em solucdo descorante (composta

por &cido acético, etanol e agua).

2.2.4 Propriedades fisico-quimicas das proteinas
As propriedades fisico-quimicas das proteinas HspA5 e HspA8 foram obtidas,
por meio da sequéncia de aminoacidos das mesmas, utilizando o programa Sednterp

(disponivel em: http://www.jphilo.mailway.com/download.htm) (Tabela 4).

Tabela 4. Descrigdo das proteinas HspA5 e HspA8 quanto aos parametros fisico-quimicos: ndmeros
de residuos de aa totais e de aminoacidos especificos (W- triptofano, Y- tirosina, F- fenilalanina e C-
cisteina), massa molecular (MM), ponto isoelétrico (pl) e coeficiente de extin¢io molar ().

M £€280nm
Proteina* | "¢ Baank Res'd”SS WI/Y/FIC® | MM (kDa)® | pl teérico® | (ML cm™)
ID de aa 4
Edelhoch
HspA5° NP_005338.1 631 2/13/23/2 69,8 5,04 28020
HspA8 NP_006588.1 646 2/15/24/4 70,9 5,37 30580

* Propriedades preditas pela sequéncia de aa sem a His-tag inserida pelo vetor de expressdo pET28a.
2 Dados obtidos pelo NCBI.

b \Valores calculados a partir das sequéncias de aa pelo programa Sednterp.

¢ Valores obtidos para a sequéncia sem o peptideo sinal.

Fonte: Autoria propria.
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2.2.5 Quantificacdo das proteinas

A concentracdo das proteinas recombinantes HspA5 e HspA8 foi aferida pelo
método de Edelhoch, que se baseia na estimativa do coeficiente de extingdo molar (&)
das proteinas em seu estado desenovelado (EDELHOCH, 1967). Neste sentido, uma
aliquota de cada uma dessas proteinas foi diluida 5x em tampdo E e a absorbéncia foi
medida em 280 nm por meio de espectroscopia (EDELHOCH, 1967). Os espectros
foram coletados entre os comprimentos de onda de 250 nm e 350 nm, e a quantificacdo
proteica realizada utilizando a Lei de Beer-Lambert (SWINEHART, 1962), como
descrito pela Equagéo 1:

A= exlx(C Equacdol

onde A representa a absorbancia em 280 nm (unidades arbitrarias), € o coeficiente de
extingdo molar da molécula (M™*.cm™), I o caminho éptico percorrido pela radiacéo
atraves da solucdo (cm) e C a concentracdo molar da espécie que esta sendo analisada
(mol.L"). Em todas as medidas a leitura do branco foi descontada, os limites de
absorbéancia foram respeitados (0,2 — 0,8) e o fator de diluicdo, quando necessario, foi

acrescentado.

2.2.6 Espectropolarimetria de dicroismo circular

Os ensaios de espectropolarimetria de dicroismo circular (CD) foram realizados
em um equipamento Jasco J-815 (Jasco, INC) acoplado a um sistema regulador de
temperatura tipo termoelétrico. Os espectros de CD foram coletados tanto no UV-
distante (260 nm — 190 nm) quanto no UV-proximo (350 nm — 250 nm), a fim de aferir
0 conteudo de estrutura secundaria e terciaria das proteinas, respectivamente (KELLY;
PRICE, 2005; WHITMORE; WALLACE, 2008). Ademais, nos ensaios de CD no UV-
distante as proteinas também foram analisadas na presenca e auséncia dos nucleotideos
adenosina, ATP e ADP. Para os experimentos de CD no UV-distante foi utilizada uma
cubeta de quartzo de 0,2 mm e uma concentragao proteica de 3 uM, enquanto os ensaios
de CD no UV-préximo foram realizados utilizando uma cubeta de quartzo de 1 cm e
uma concentragao proteica de 15 pM. Todos os espectros de CD foram convertidos em
elipticidade molar residual ([6]), como apresentado na Equagdo 2, e a deconvolucdo
espectral do CD no UV-distante foi realizada usando o programa Dichroweb
(http://dichroweb.cryst.bbk.ac.uk/html/home.shtml).
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[0] — 0x100xMM Equa(;éo 2

Cxlxn

Na Equacéo 2, 6 é o sinal obtido de CD, MM ¢ a massa molecular das proteina
(Da), C é a concentragdo (mg.mL™), [ é o caminho Optico da cubeta (cm) e n é o
namero de residuos de aminoécidos da proteina.

Os nucleotideos adenosina (Sigma) foram preparados e quantificados
espectroscopicamente mediante leitura em 259 nm, utilizando o coeficiente de extingao
molar (g) 15400 M™*.cm™, assim como demonstrado na Equacédo 1. Nos ensaios de UV-
distante as proteinas foram incubadas, por 1 h a temperatura ambiente, com 200 uM de
ADP ou ATP na presenca de 2 mM do cofator MgCl,. Ademais, espectros de CD das
proteinas na presenca do agente desnaturante hidrocloridrato de guanidina (5 M)
monitorados no UV-proximo também foram obtidos. Todos os experimentos de CD
foram realizados em tampéo D e os dados espectrais para cada condigdo foram obtidos
por meio de 3 experimentos independentes (n=3).

2.2.7 Espectroscopia de Fluorescéncia

A estrutura terciaria local das proteinas recombinantes HspA5 e HspA8 foi
monitorada por emissdo de fluorescéncia intrinseca do triptofano (TAKALLOO et al.,
2020), utilizando um espectrofotémetro de fluorescéncia F-4500 (Hitachi). As amostras
proteicas (3 uM), na presenga ou auséncia de 8 M de ureia, foram acondicionadas em
uma cubeta de quartzo 1x0,2 cm e excitadas em comprimento de onda de 295 nm.
Ensaios na presenca dos nucleotideos adenosina também foram realizados por
fluorescéncia, usando as mesmas condicdes descritas na se¢do anterior. Os espectros
foram coletados entre 310 e 420 nm e os dados obtidos foram analisados em relacdo ao
comprimento maximo de emissdo (Amax) € por meio do célculo do centro de massa

espectral (<A>), como descrito na Equacéo 3.

ZAIFi

<A>= = Equacéo 3

Na Equacdo 3, Ai € o comprimento de onda medido e Fi a intensidade de
fluorescéncia de Ai. Todos os experimentos de fluorescéncia foram realizados em

tampdo D e em triplicatas bioldgicas.
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2.2.8 Cromatografia de exclusdo molecular analitica

A cromatografia de exclusdo molecular analitica (CEMa) foi utilizada para
estimar pardmetros hidrodindmicos e a possivel estrutura quaterndria das proteinas
recombinantes HspA5 e HspA8 (HONG; KOZA; BOUVIER, 2012). Os experimentos
foram realizados em tampéo D, utilizando uma coluna Superdex 200 GL 10/300 (GE
healthcare Lifesciences) acoplada ao sistema AKTA prime plus (GE healthcare
Lifesciences) e utilizando concentragdes proteicas entre 10 e 15 uM. Foi utilizado um
padrdo de proteinas globulares composto pelas proteinas Apoferritina (480 kDa e Rs
67,1 A), y- globulina (160 kDa e Rs 48 A), BSA (67 kDa e Rs 36,2 A), Anidrase
carbonica (30 kDa e Rs 23,9 A) e citocromo ¢ (12,3 kDa e Rs 14,2 A). A partir dos
volumes de eluicdo das Hsp70 humanas e das proteinas padrdo foi possivel calcular o
coeficiente de particdo (kav), como mostrado pela Equacéo a seguir:

_ (Ve—Vo) ~
koo = Vi) Equacéo 4

onde Ve € o volume de eluicdo de cada molécula proteica, V, € o volume da fase movel
e Vt é o volume total da coluna. Por meio destes ensaios foi possivel obter tambem
parametros hidrodindmicos tais como a massa molecular aparente (MMapp) € a razédo

friccional f/f, das proteinas HspA5 e HspA8 (Equacdo 5).

f/fo — Raio de Stokes experimental Equa(;éo 5

Raio de Stokes teoérico

2.2.9 Desenovelamento quimico

O desenovelamento quimico foi realizado utilizando o agente caotrépico ureia, a
fim de se estudar a estabilidade quimica comparativa das proteinas HspA5 e HspA8. A
concentracdo da solucdo estoque contendo o agente desnhaturante foi aferida por

refratometria. As formulas sdo dadas pelas Equacbes 6 e 7.
AN = ANu — ANt Equacédo 6
[ureial = 117,66 (AN) + 29,753 (AN?) + 185,56 (AN3) Equacdo 7

Na Equacdo 6: ANu é o indice de refracdo do agente desnaturante, ANt é 0
indice de refracdo do tampdo utilizado e o AN ¢ a diferenca entre tais indices. E, na
Equacdo 5 temos a descricdo polinomial utilizada para se calcular a concentragéo de
ureia (PACE; SHIRLEY; THOMSON, 1989).
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Os experimentos foram realizados e monitorados por CD22onm € emisséo de
fluorescénciazesnm , @ fim de se analisar as transicdes conformacionais sofridas em nivel
de estrutura secundéria e terciaria local, respectivamente (BENNION; DAGGETT,
2003; TAKALLOO et al., 2020; WHITMORE; WALLACE, 2008). A concentracao das
proteinas recombinantes HspAS5 ¢ HspAS8 utilizadas foi de 3 uM e os ensaios foram
feitos com incubacdo prévia das mesmas com diferentes concentracfes de ureia (0 — 8
M) por 1 h em tampdo D. Adicionalmente, os ensaios de desenovelamento por
fluorescéncia foram realizados em microplaca Microlon de 96 pocos (Greiner) e 0s
espectros coletados em um equipamento Varioskan™ LUX 3020-197 (Thermo Fisher

Scientific), entre um intervalo de 313 e 420 nm.

Para a analise dos dados de desenovelamento quimico por meio da técnica de
fluorescénciazesnm foi considerado o <A> das proteinas incubadas com diferentes
concentragdes de ureia e os calculos foram realizados como apresentados na Equagéo 3.
Adicionalmente, o tratamento de dados do desenovelamento quimico acompanhado por
CD222nm foi realizado pela conversdo dos mesmos em [0], tal como apresentado na
equacdo 2. A concentracdo de transicdo do ponto médio (Cm) para ambas as proteinas
foi obtida utilizando um ajuste Double-Boltzmann disponiveis no software Origin

(Microcal).

2.2.10 Desenovelamento térmico

2.2.10.1 Desenovelamento térmico monitorado por CD

A técnica de CD foi escolhida para acompanhar o desenovelamento térmico das
proteinas Hsp70 recombinantes, bem como estudar as transicdes conformacionais
geradas pela temperatura em suas estruturas secundarias (KELLY; PRICE, 2005). Os
ensaios de desnaturacdo por CD22nm foram realizados utilizando 5 puM das proteinas
HspAS5 e HspA8 em tampdo D, sob um intervalo térmico de coleta de 20 °C a 90 °C e
elevacio de temperatura de 1 °C mint. Ademais, experimentos na presenca de 200 pM
de nucleotideos adenosina (ATP e ADP) e do cofator MgCl, (2 mM) também foram
realizados mediante incubacdo prévia, como relatado na secdo 2.2.6. Os dados foram
convertidos em [0] e tratados utilizando ajuste sigmoidal ndo linear Double-Boltzmann

disponivel no software Origin (Microcal).
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2.2.10.2 Calorimetria de varredura diferencial

A técnica de calorimetria de varredura diferencial (DSC, do inglés Differential
Scanning Calorimetry) foi escolhida para acompanhar o processo de deshaturagéo
global das proteinas recombinantes HspA5 e HspA8 (BHANDAL et al., 2017). Desta
forma, os experimentos de DSC foram realizados em um equipamento Nano DSC (TA
Instruments) e os termogramas foram coletados em um intervalo térmico de 20 °C a 90
°C, sob uma taxa de aquecimento de 1 °C min?. As proteinas Hsp70 foram
exaustivamente dialisadas frente ao tampédo D e a concentracdo proteica utilizada foi de
aproximadamente 1 mg mL™. Os ensaios foram realizados na presenca e auséncia dos
nucleotideos adenosina (200 uM) e dos cofatores MgCl> (2 mM) e CaCl, (2 mM).
Assim como reportado em outras se¢des, 0s ensaios com nucleotideos foram realizados

mediante incubag&o proteica previa de 1 h em temperatura ambiente.

Os dados foram processados no programa Launch Nanoanalyze (TA
Instruments), usando o ajuste em escala de dois estados para obter os valores de Tm
(temperatura do ponto médio de transicao) e entalpia de desnaturagdo aparente (AHapp),
conforme descrito previamente (SILVA et al., 2020a). Como é sabido, a interacdo de
ligantes a wuma proteina pode ocasionar alteracbes conformacionais e,
consequentemente, aumentar sua estabilidade térmica (BHANDAL et al., 2017; LAMB
et al., 2006). Portanto, as Tm obtidas para as proteinas HspA5 e HspA8, na auséncia e
presenca dos nucleotideos, foram utilizadas para calcular a constante de dissociacao

(Kp), conforme mostrado pela Equagéo a seguir.

ATm __ (RTm,0) ﬂ ~
s (AHapp‘o).ln(l + KD) Equacéo 8

Na Equacédo 8, ATm ¢ a variagdo de Tm da proteina na forma apo em relacdo ao
ligante utilizado, R é a constante dos gases, Tm,0 e AHappo S80, respectivamente, a Tm
da proteina e entalpia de desnaturacdo da mesma na auséncia do ligante, e[L ] é a
concentracdo do ligante, conforme reportado por Lamb e colaboradores (LAMB et al.,
2006).

2.2.11 Calorimetria de titulacéo isotérmica
A interacdo das proteinas recombinantes HspA5 e HspA8 com os nucleotideos
adenosina (ATP e ADP) foi avaliada por calorimetria de titulagdo isotérmica

(Isothermal Titration Calorimetry, ITC) usando um microcalorimetro iTC200 (GE
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Healthcare Life Sciences). Treze ou dezenove injecOes de 1,5 uL de ATP (1000 uM) e
dezenove injecdes de 1,5 uL de ADP (300 puM) foram injetados em 203,8 pL das
proteinas Hsp70 (30 uM), na presencga de 2 mM de MgCl, ou CaCls.. As proteinas foram
exaustivamente dialisadas em tampéo D e os ligantes foram preparados no tampéo p6s-
didlise. Os experimentos foram realizados a 20 °C, 1000 rpm e intervalo de injecdes de
150 seg. Como controle, as titulagdes foram realizadas usando as preparacoes de ATP e
ADP em tampdo de dialise. A integracdo da area do pico de cada uma das inje¢des para
um dado periodo de tempo foi obtida e utilizada para calcular a variacdo na entalpia
aparente (AHap). O software Microcal Origin foi empregue para a analise dos
resultados, utilizando o modelo de um sitio de ligagdo para os ajustes das curvas (One
Set of Sites curve), obtendo assim a AHapp, 0 coeficiente estequiométrico (n) e a
constante de associacdo (Ka). Os parametros termodinamicos energia livre de Gibbs de
ligacdo aparente (AGapp) € a variacdo de entropia de ligacdo aparente (ASapp) foram

calculadas pela Equagéo 9.
AGgp, = —RTInK, = AHg,, — TAS,,,Equacdo 9

Os dados termodinamicos foram gerados a partir de, pelo menos, 3 titulagGes
experimentais independentes e em todos as titulacdes a injecdo do titulante no tampao

foi subtraida dos isotermogramas.

2.2.12 Atividade ATPasica

Os ensaios de atividade ATPasica das proteinas recombinantes HspA5 e HspA8
foram realizados para analisar a atividade enzimatica das mesmas sob a hidrélise de
ATP (MAYER; BUKAU, 2005; MAYER; GIERASCH, 2019). A fim de medir a
quantidade de Pi liberado mediante a quebra da molécula de ATP pelas proteinas
Hsp70, foi utilizado o kit colorimétrico PiColorLock TM Gold Phosphate Detection
System (Innova Biosciences). Tal kit se baseia na alteracdo de absorbancia do corante
verde malaquita na presenca de Pi (fosfato inorganico), como resultado da formacédo de
fosfomolibdatos (SILVA et al., 2018), sendo o Pi livre proporcional portanto a taxa de
hidrolise de ATP por essas chaperonas. Neste sentido, os ensaios foram realizados em
uma microplaca de 96 pocos UV-Star (greiner), mediante a incubag¢do de 2 uM das
proteinas HspAS5 e HspA8 com concentracdes crescentes de ATP (0 a 2000 uM) e 2
mM de MgCl,, por 1 h a 37 °C. Ademais, uma curva padrdo foi construida com valores

crescentes de fosfato inorgénico para a normalizagdo dos dados obtidos. Apds o periodo
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de incubacéo, a leitura de absorbancia foi realizada a 590 nm no leitor de microplacas
Varioskan™ LUX 3020-197 (Thermo Fisher Scientific). Todos os ensaios foram

realizados em tampéo F.

2.2.13 Atividade Chaperona

Os experimentos de atividade chaperona foram realizados a fim de se avaliar a
capacidade das proteinas HspA5 e HspA8 de prevenir a agregacgao proteica (BALCHIN;
HAYER-HARTL; HARTL, 2020). Para isto, foram utilizadas duas proteinas-clientes
modelo: Malato desidrogenase (MDH) (Malate dehydrogenase from porcine heart -
Sigma M2634) e Citrato sintase (CS) (Citrate Synthase from porcine heart - Sigma
C3260).

Todos os ensaios foram preparados em tampdo D, fixando a concentracdo de 1
1M para ambas as proteinas-clientes modelo e variando a concentragdo das Hsp70 (0- 2
uM). Os experimentos foram realizados em uma microplaca de 96 pogos UV-Star
(Greiner), incubada por 2 h a 42 °C, e a agregacdo foi monitorada por espalhamento de
luz a 320 nm no equipamento Varioskan ™ LUX 3020-197 (Thermo Fisher Scientific).
A agregacao das proteinas-modelo no tempo de 90 min a 42 °C foi considerada como o
sinal maximo de espalhamento de luz (100%) (SILVA et al., 2018).

2.3 Resultados e Discussao

2.3.1 Anadlise da estrutura primaria da HspA5 e HspA8

A fim de compreender a estrutura das proteinas humanas HspA5 e HspA8, bem
como a similaridade na estrutura primaria com as homologas HspAlA e HspA9, o
alinhamento das sequéncias de aminoacidos foi realizado. Conforme mostrado na
Figura 11 e Tabela 5, as proteinas Hsp70 humanas apresentam um moderado grau de

identidade e um alto grau de similaridade sequencial.

Figura 11. Alinhamento entre as sequéncias de aminoacidos e esquematizacdo dos dominios das
proteinas humanas HspALlA, HspA5, HspA8 e HspA9. A) O alinhamento da sequéncia de aminoacidos
das proteinas hHsp70 foi feito utilizando o programa Clustal Omega, considerando o peptideo sinal
presente nas proteinas HspA5 e HspA9. Os simbolos destacados como (*), (-), (:) e (.) representam os
aminodcidos idénticos em todas as sequéncias, 0s ausentes, 0s que possuem estrutura similar e os pouco
similares, respectivamente. Em caixas vermelhas foram destacados os residuos de Triptofano (W), na
caixa preta foi destacado o linker hidrofobico, na caixa verde e roxa foram destacadas a sequéncia de
retencdo ao RE e o motivo EEVD, respectivamente. As caixas em rosa representam aminoacidos
relacionados & interacdo com os nucleotideos ATP e ADP e com os cofatores metélicos. Em azul estdo as
caixas correspondentes aos residuos de interacdo ao Ca?*. Os residuos descritos como importantes na
atividade chaperona das Hsp70 séo destacados pelas caixas laranjas enquanto os que interagem com 0s
fons K* sdo destacados pelas caixas amarelas. As regides presentes nas proteinas Hsp70 sdo destacadas
em setas: a seta rosa claro representa o peptideo sinal das proteinas HspA5 e HspA9, a seta azul, rosa e
lilds representam o dominio DLN, DLP e a regido variavel, respectivamente. B) As estruturas das
proteinas HspA1A, HspA5, HspA8 e HspA9 é apresentada por meio de uma esquema comparativo das
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regides presentes nestas proteinas e sua localizagdo subcelular (adaptado de (DAUGAARD; ROHDE;
JAATTELA, 2007)).
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Fonte: Autoria prépria.

A maior porcentagem de identidade proteica observada entre as Hsp70

analisadas foi de 86% e ocorreu entre as proteinas HspA1A e HspAS8, seguida pelos

valores de 66% encontrado para a HspA5 e HspA8, 64% para a HspAS e HspAlA e de

aproximadamente 50% entre a HspA9 com as demais proteinas. Ademais, 0s menores

valores de similaridade sequencial também foram obtidos comparando a sequéncia da

HspA9 com a das outras homologas (aproximadamente 77%), o que sugere diferencas

estruturais entre essa proteina com as outras trés Hsp70 em analise (Tabela 5).

Interessantemente, o nivel de conservacdo sequencial do DLN das Hsp70 apresenta
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maior percentual de identidade do que o DLP, o que pode sugerir que boa parte das

diferencas funcionais observadas entre elas podem estar relacionadas ao DLP.

Tabela 5. Valores de identidade e similaridade entre as proteinas HspAlA, HspA5, HspA8 e HspA9
e entre seus dominios DLN e DLP.

Proteinas Ident. total | Simil. total Ident. do Simil. do Ident. do Simil. do
(%)* (%)* DLN (%)* | DLN (%)* | DLP (%)* | DLP (%)*
HspAlA- 64 86 66 82 55 73
HspA5
HspAlA- 86 95 89 95 80 90
HspA8
HspAlA- 50 76 52 70 43 59
HspA9
HspAS5- 66 87 69 83 55 73
HspA8
HspAS5- 50 77 55 71 44 59
HspA9
HspAS8- 50 77 53 69 42 56
HspA9

* Valores obtidos por meio do programa Emboss Needle.
Fonte: Autoria propria.

Na Figura 11, na porgéo correspondente ao DLN, as caixas rosas indicam 0s
residuos de amino&cidos envolvidos na interacdo com os nucleotideos ATP e ADP, bem
como com os cofatores metalicos (Thrl3, Thrl4, Tyrl5, Lys71, Glu268, Arg269,
Lys271, Arg272, Ser275, Arg342, 1le343 e Asp366, enumeracdo considerando a
sequéncia da HspA8). As caixas amarelas destacam os residuos de aminoacidos que
interagem com os ions K" (Asp10, Tyr149, Asp199, Thr204 e Asp206, enumeracdo
considerando a sequéncia de aminoacidos da HspA8) os quais sdo importantes para a
hidrolise de ATP (O’BRIEN; MCKAY, 1995). Estudos anteriores demonstraram que a
Thr13 € critica para o0 acoplamento ao ATP e mudangas conformacionais na estrutura do
DLN da Hsc70 bovina (SOUSA; MCKAY, 1998). Além disso, foi visto que, ao
contrario da Lys71, a Thr204 influencia a estrutura do sitio ativo, mas ndo € essencial
para que a hidrolise de ATP ocorra (O’BRIEN; FLAHERTY; MCKAY, 1996;
O’BRIEN; MCKAY, 1993). Por fim, nas caixas azuis estdo os residuos relacionados ao
segundo sitio de interacdo do DLN das proteinas HspA5 e HspA8 com o Ca?* (Asp232
e His227, enumeracdo considerando a sequéncia de aminoacidos da HspA8).

O linker hidrofébico que conecta o DLN ao DLP é destacado pela caixa preta
(Figura 11), os residuos relacionados a modulacdo da atividade chaperona verificada
para a ortdloga bacteriana DnaK sdo mostrados em caixas laranjas (RUDIGER et al.,
2000), o motivo EEVD responsavel pela interacdo com co-chaperonas que possuem o
dominio TPR é mostrado na caixa roxa (ODUNUGA et al., 2003; SCHEUFLER et al.,
2000; SILVA et al., 2020b) e a sequéncia de retencdo KDEL presente na HSpA5 é
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destacada na caixa verde (JIN; KOMITA; AOE, 2017). Todas as Hsp70 analisadas aqui
apresentam 2 residuos de triptofano (Figura 5, caixas vermelhas): um no DLN e outro
no DLP, com excegdo da HspA9 que apresenta um residuo no peptideo sinal e o outro
no DLN.

2.3.2 Expressao e purificacdo da HspA5 e HspA8

Os ensaios de expressdo e purificacdo das proteinas recombinantes HspA5 e
HspA8 foram realizados de forma bem-sucedida. As proteinas foram purificadas por
dois passos cromatogréficos: cromatografia de afinidade ao niquel seguida por CEMp.
Em todos os ensaios a His-tag foi mantida. A pureza proteica e a eficiéncia do processo
de purificacdo foram acompanhadas por SDS-PAGE 12%, e as fracGes obtidas apds as
etapas de purificacdo permitiram que as proteinas HspA5 e HspA8 fossem utilizadas

para 0s ensaios estruturais e funcionais aqui descritos (Figura 12).

Figura 12. Monitoramento da Expressdo e purificacdo das proteinas recombinantes HspA5 e
HspA8. A eficiéncia da expressdo e purificacdo das proteinas HspA5 (A) e HspA8 (B) foi analisada
eletroforeticamente por géis de poliacrilamida SDS-PAGe 12% corados com Coomassie Brilliant Blue R.
M- marcador de massa molecular; 1 e 2- fracdo de células ndo induzidas e induzidas por IPTG,
respectivamente; 3- fracdo sollvel; 4- proteina eluida apds a cromatografia de afinidade ao niquel; 5-

proteina eluida ap6s a CEMp.

A His-tag B His-tag

23aa laa 646aa
5000 g L kDa

X , , 200,0
116.2
97,4

116,2
97,4

67,2

67,2 HspAS8

45,0 45,0

21,5

Fonte: Autoria prépria.

Ap0s o0s processos de purificacdo, as proteinas recombinantes HspA5 e HspA8
apresentaram um rendimento de cerca de 8 a 12 mg por litro de inducdo, o que foi
considerado satisfatério para a realizacdo dos ensaios estruturais e funcionais

apresentados nas proximas secoes.
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2.3.3 Caracterizacdo da estrutura secundaria e terciaria

Com o intuito de investigar se as proteinas recombinantes HspA5 e HspA8
foram obtidas em sua forma enovelada, as técnicas de CD e fluorescéncia foram
aplicadas. Os espectros de CD obtidos mostraram que as proteinas em estudo foram
produzidas com estrutura secundaria (Far-UV) e terciaria (Near-UV). A Figura 13
apresenta 0s espectros proteicos normalizados para [0] no UV distante (A) e no UV
proximo (B).

Figura 13. Espectro de Dicroismo circular das proteinas recombinantes HspA5 e HspA8 no UV
distante e proximo. As proteinas humanas HspA5 e HspA8 tiveram sua estrutura secundaria (A) e
terciaria (B) analisada por CD. Os espectros de CD, bem como os valores de deconvolugdo espectral,
mostraram que as duas proteinas sao ricas em hélices-o e que possuem perfis estruturais similares aos de
outras Hsp70 humanas (ver texto para detalhes). No entanto, embora compartilhem 66% de identidade
entre si (secdo 2.3.1), as proteinas HspA5 e HspA8 apresentam perfis de estrutura terciaria global
diferentes, o que pode dar luz as diferentes funcionalidades observadas entre essas proteinas.
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sk ] Estr. randémica 31% E o
9 [ ® HspAs Y .
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Fonte: Autoria prépria.

A Figura 13A mostra que ambas as proteinas HSpAS5 e HspA8 apresentaram
assinaturas espectroscopicas de proteinas Hsp70 (BORGES; RAMOS, 2006; DORES-
SILVA et al., 2015; SHAH et al., 2017), com minimos caracteristicos de estrutura
secundaria tipo hélice-o. (208 nm e 222 nm) e um maximo correspondente a estrutura
folha-B (194 nm e 195 nm para a HspA5 e HspA8, respectivamente) (KELLY'; PRICE,
2005). O programa Dichroweb foi utilizado para realizar a deconvolucdo dos espectros
de CD distante das proteinas em estudo e obter as porcentagens referentes as estruturas
secundarias das mesmas (WHITMORE; WALLACE, 2008). Ao compararmos 0s dados
de deconvolucdo obtidos para os espectros das duas proteinas em analise (Figura 13A),
ambas Hsp70 apresentaram como contetdo de estrutura secundaria majoritario helices-a
(28% para a HspA5 e 36% para a HspA8), o que também foi observado para as
proteinas humanas HspAlA e HspA9 (BORGES; RAMOS, 2006; DORES-SILVA et

al., 2015). E importante ressaltar que 0s espectros obtidos sdo uma mistura das
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diferentes contribui¢fes de estruturas secundarias e que a deconvolucdo ndo € uma
predicdo estrutural, apresentando erro da ordem de 5-10%.

A Figura 13B apresenta os espectros de CD préximo (Near-UV) das hHsp70 na
auséncia e na presenca do desnaturante quimico GdnHCI (5 M). Nesta analise, 0s
aminoéacidos aromaticos W, Y e F e as pontes dissulfeto sdo os cromdéforos
contribuintes para os sinais de CD no UV proximo obtidos, os quais sdo sensiveis a
estrutura terciaria global das proteinas em estudo (KELLY; PRICE, 2005). Ademais, a
magnitude destes sinais depende do nimero destes residuos, da natureza do ambiente
em que eles se encontram (ligacdes de H, grupos polares e polarizantes), da mobilidade
e da disposicdo espacial em que estes aminoacidos se encontram nas proteinas (KELLY;
JESS; PRICE, 2005). Neste sentido, como apresentado na Tabela 4, a proteina HSpA5
possui 2 Trp, 13 Tyr, 23 Phe e 2 Cys, enquanto a HspA8 possui 2 Trp, 15 Tyr, 24 Phe e
4 Cys. Em ambos 0s casos a maioria dos residuos aromaticos estdo localizados no DLN
destas macromoléculas (1-W, 9-Y, 18-F e 1-C para a HspA5 e 1-W, 10-Y, 18-F e 2-C
para a HspA8).

Os minimos obtidos para o espectro de CD préximo da proteina HspAS5
ocorreram em 297 nm, 277 nm, 270 nm, 266 nm, 263 nm e 260 nm, enquanto 0s
méaximos foram em 283 nm e 257 nm, sendo o perfil espectral similar ao observado para
a ortologa de hamster (LAMB et al., 2006). Por outro lado, o espectro da HspA8
apresentou minimos em 295 nm, 289 nm e 266 nm e maximos em 280 nm, 283 nm, 280
nm, 263 nm e 260 nm. Em ambos o0s casos, na presenca do agente GdnHCI (5 M) foi
observada perda de sinal de CD no UV-proximo, sugerindo que as proteinas hHsp70
apresentavam estrutura terciaria global. De forma geral, os minimos observados em
torno de 295 nm indicam a contribui¢do dos residuos de Trp, 0s maximos observados
em torno de 280 nm correspondem a contribuicdo de ambos Trp e Tyr e 0s sinais em
torno de 270 nm a 260 nm correspondem a contribuicdo dos residuos de Phe (Figura
13B).

Adicionalmente, por apresentarem 2 e 4 cisteinas, respectivamente, as proteinas
HspA5 e HspA8 podem ainda formar cistinas, o que contribui para o sinal no UV-
proximo em 260 nm (KELLY; PRICE, 2005). No entanto, a estrutura 3D da proteina
HspAS5 demonstra a inexisténcia da formacdo de pontes dissulfeto (PDB: 5E84, Figura
7). Interessantemente, embora a estrutura completa da HspA8 ndo esteja disponivel e a
da ort6loga bovina bHsc70 seja apenas parcial, ha relatos na literatura que mostram que

algumas proteinas Hsp70 citossdlicas podem formar espécies oligoméricas, tais como
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dimeros, por meio de pontes dissulfeto resultantes do aminoéacido C574, presente no
DLP (MORGNER et al., 2015; NEMOTO et al., 1995, 2006; TAKAKUWA et al.,
2019). Isto pode explicar parte da diferenga de sinais observados em 260 nm entre as
proteinas HspA8 e HspA5 em estudo, uma vez que somente a HspA8 apresenta, em sua
estrutura primaria, tal aminoécido (Figura 14).

Figura 14. Andlise da estrutura primaria da HspA5 e HspA8 com énfase nos cromoforos para CD
no UV préximo. O alinhamento da sequéncia de aminoacidos das proteinas humanas HspA5 (23-654) e
HspA8 (1-646) foi realizado com o intuito de verificar a correspondéncia entre as seguintes sondas:
residuos de W (caixas vermelhas), Y (caixas amarelas), F (caixas em rosa) e C (caixas em verde),
distribuidas no DLN (residuos em cinza), linker (residuos em preto) e DLP (residuos em vermelho).
Embora a maior parte dos croméforos se encontre no DLN (ver texto para detalhes), as sondas com
maiores posicles estruturais ndo correspondentes observadas entre as hHsp70 em estudo estdo no DLP,
principalmente as Cys, as quais segundo a literatura sdo importantes para o processo de dimerizagdo das
Hsp70 citossolicas (NEMOTO et al., 2006).
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Fonte: Autoria propria.

De forma geral, as bandas espectrais observadas em diferentes regides nos
espectros de UV-préximo indicam que os aminoacidos aromaticos responsaveis pelos
sinais observados se encontram em regides estruturais diferentes em ambas as proteinas.
Curiosamente, embora a maior parte dos croméforos se encontre no DLN dessas
chaperonas, o DLP apresenta as maiores divergéncias na correspondéncia estrutural
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destes aminoacidos, o que pode sugerir a importancia deste dominio para a estrutura 3D

e, consequentemente, para as diferentes funcdes apresentadas por estas macromoléculas.

Além da andlise em termos de estrutura terciaria global, o ambiente terciario
local das proteinas HspA5 e HspA8 também foi estudado por meio da técnica de
emissdo de fluorescéncia intrinseca (TAKALLOO et al., 2020). As sondas intrinsecas
aqui analisadas foram os dois residuos de Trp presentes em cada uma das duas proteinas
em estudo, estando o primeiro presente no DLN e o segundo no DLP (ver Figura 14).
Para a proteina HspAb, as respectivas posi¢des dos triptofanos sdo W103 e W604
(considerando a presenca do peptideo sinal) e para a proteina HspA8 as respectivas
posicdes sao W90 e W580. Neste sentido as proteinas HspA5 (Figura 15A) e HspA8
(Figura 15B) foram excitadas em comprimento de onda especifico (295 nm) na presenca
e auséncia do agente caotropico ureia (8 M) e tiveram seus espectros de emissdo de

fluorescéncia analisados.

Figura 15. Espectros de Fluorescéncia intrinseca do triptofano das proteinas humanas HspA5S e
HspA8 na presenca e auséncia de ureia. Quando incubadas com ureia (8 M), as proteinas humanas
HspA5 (A) e HspA8 (B) apresentam deslocamento espectral para o vermelho, indicando que as mesmas
possuem estrutura tercidria local. No entanto, enquanto a HspA5 sofre supressdo de fluorescéncia na
presenca de ureia, a HspA8 apresenta aumento na intensidade de emissdo de fluorescéncia, o que sugere
diferencas em termos de estrutura terciaria local (ver texto para detalhes). Ademais, o delta de Amax da
HspA5 e HspA8 em tampéo em relacdo a condigdo desnaturante, sob excitacdo a 295 nm, foi de 13 e 14
nm (insertos), respectivamente o que indicam que estas chaperonas foram obtidas em suas formas
enoveladas.
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Em condicGes ndo desnaturantes, a HspAS5 apresentou valores para <A> e Amax de
348,0 £ 0,1 nm e 338 £ 1 nm (Tabela 6), respectivamente. Por outro lado, em condi¢cbes
desnaturantes, a HspA5 apresentou um desvio para comprimentos de onda menos
energéticos resultando em <A> e Amaxde 359,1 £ 0,2 nm e 351 + 1 nm, respectivamente

(Figura 15A, inserto). Tais valores indicam que os 2 residuos de W se encontram em um
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ambiente parcialmente exposto ao solvente, e que na presenca de ureia se tornam
totalmente expostos ao solvente. O delta de Amax da HSpA5 em tampéo em relacdo a
proteina em condi¢Bes desnaturantes foi de 13 nm, o0 que sugere que a mesma possuli
estrutura terciaria local enovelada. Ademais, a supressdo de emissdo de fluorescéncia
desta macromolécula observada na presenca de ureia indica que ocorre perda de tal
estrutura, o que também foi visto para outras proteinas Hsp70, incluindo a HspA9
(DORES-SILVA et al., 2015, 2017; KIRALY et al., 2020).

A Figura 15B apresenta os espectros de emissao de fluorescéncia da HspA8. Em
condi¢des ndo desnaturantes, a HspA8 apresentou valores para <A> ¢ Amax e 346,2 +
0,3 nme e 335 £ 1 nm (Tabela 6), respectivamente. Por outro lado, em condicGes de
desnaturacdo, a HspA8 apresentou um deslocamento espectral para <A> e Amax de 358,1
+ 0,2 nm e 349 + 1 nm, respectivamente. (Figura 15B, inserto). Assim como observado
para a HspADb, tais valores indicam que os 2 residuos de W da HspA8 se encontram em
um ambiente parcialmente exposto ao solvente, e que na presenca de ureia se tornam
totalmente expostos ao solvente. O delta de Amax da HSPA8 em tampédo em relagéo a
proteina em condicbes desnaturantes foi de 14 nm, 0 que sugere que a mesma Possui
estrutura terciaria local enovelada.

Tabela 6. Parametros de Fluorescéncia intrinseca do Triptofano obtidos para as proteinas humanas
HspA5 e HspA8 na auséncia e presenca de ureia.

Proteina Parametro de APO Ureia
Fluorescéncia (nm) (8 M)
HspAb Amax 335+1 351+1
<> 348,2+0,1 359,1+ 0,1
HspA8 Amax 335%1 349+1
<> 346,2+0,3 358,1+ 0,2

Fonte: Autoria prépria.

Interessantemente, diferente do que foi observado para a HspA5, na presenca do
agente caotrépico a HspA8 apresentou um aumento na intensidade de emissdo de
fluorescéncia, o que pode ter sido resultado de uma maior exposi¢do dos W ao solvente
hidrofilico devido a desnaturacdo, essa caracteristica também esta presente na HspA1A
(KIRALY et al., 2020). Cabe mencionar que os residuos de W no DLN de ambas as
proteinas ndo sdo equivalentes, apesar de proximos na sequéncia de aminoacidos e

estrutura terciaria, indicando que estéo reportando eventos diferentes (Figura 16).

Figura 16. Localizacdo dos residuos de triptofano presentes no dominio DLN das proteinas HspA5
e HspA8. As estruturas moleculares do DLN das proteinas HspA5 (estrutura azul) e HspA8 (estrutura
cinza) sdo apresentadas e os residuos de triptofano séo destacados em magenta. Embora apresentem
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estruturas similares, a posicdo do residuo Trp103 da HspA5 ndo corresponde a mesma do residuo Trp90
da HspAS8.

DLNhHspA5
(PDB: 3LDN)

(PDB: 4H5V)

Fonte: Autoria prépria.

De forma geral, embora compartilhem moderado grau de identidade (Tabela 5) e
possuam estruturas secundarias bastante similares (Figura 13A), as proteinas HspA5 e
HspA8 apresentam diferencas locais em termos de estrutura terciaria (Figura 13B, 14 e
15), o que pode influenciar e resultar nas distintas fungdes as quais estas chaperonas
estdo envolvidas (RADONS, 2016; VOSTAKOLAEI et al., 2020).

2.3.4 Investigacdo das modificacbes conformacionais causadas pelos nucleotideos
adenosina

Com o intuito de investigar os potenciais efeitos, em termos de estrutura
secundaria e terciaria local, causados pela ligacdo dos nucleotideos ATP e ADP as
proteinas humanas HspAS5 e HspAS8, as técnicas de CD e emissdo de fluorescéncia
intrinseca foram novamente empregadas. Nestes ensaios as proteinas foram incubadas
previamente com os nucleotideos adenosina (200 uM) na presenca do cofator metalico
Mg?* (2 mM) e os espectros de CD no UV-distante (Figura 17) e fluorescénciazesnm
(Figura 18) posteriormente coletados.

Os dados espectrais de CD (Figura 17A e B), sugerem que na presenca dos
ligantes MgADP (curvas cinzas) e MgATP (curvas vermelhas), as proteinas HspA5 e
HspA8 apresentam mudancas conformacionais sutis em termos de estrutura secundaria,
0 que também foi verificado para as homdlogas HspAlA e HspA9 (BORGES;
RAMOS, 2006; DORES-SILVA et al., 2015).
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Figura 17. Espectros de CD das proteinas humanas HspA5 e HspA8 na presenca e auséncia dos
nucleotideos adenosina. As proteinas HspA5 (A) e HspA8 (B) tiveram sua caracterizacdo de estrutura
secundaria analisada frente aos ligantes ADP e ATP na presenca de Mg?*. Ambas proteinas apresentaram
modificagdes conformacionais sutis em termos de estrutura secundaria.
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Fonte: Autoria prépria.

Além de CD, os espectros de emissdo de fluorescéncia das proteinas HspA5
(Figura 18A) e HspA8 (Figura 18B) na presenca de MgADP ou MgATP tambem foram
coletados e analisados. De forma similar, ambas as proteinas ndo sofreram variacdes
significativas em termos de deslocamento espectral (Tabela 7), por outro lado estas
chaperonas apresentaram maior intensidade de emissdo de fluorescéncia na presenca
dos ligantes supracitados. Tal aumento de intensidade pode ser resultado de um maior
enterramento dos residuos de triptofano presentes nestas macromoléculas, indicando
que o ambiente de tais aminoacidos € susceptivel a ligacdo dos nucleotideos.
Curiosamente, a maior intensidade de emissdo observada para a HSpA5 ocorreu na
presenca de MgADP, enquanto para a HspA8 ocorreu na presenca de MgATP, o que
sugere diferencas em termos de estrutura terciaria local frente a presenca dos
nucleotideos adenosina. E importante destacar ainda que tais comportamentos sio
diferentes dos observados para a proteina homologa HspA9 (DORES-SILVA et al.,
2015) e ortdloga PfHsp70-x (MABATE et al., 2018), as quais apresentaram supressao
de fluorescéncia na presenca dos nucleotideos.

Figura 18. Espectros de Fluorescéncia intrinseca do triptofano das proteinas humanas HspA5 e
HspA8 na presenca dos nucleotideos adenosina. As proteinas HspA5 (A) e HspA8 (B) quando
incubadas com 200 pM de nucleotideos ADP (curvas cinzas) e ATP (curvas vermelhas), na presenca de
Mg?*, ndo sofreram variagdes significativas em termos de deslocamento espectral (ver Tabela 7), no
entanto apresentaram maior intensidade de emissdo de fluorescéncia na presenca destes.
Interessantemente, enquanto a maior intensidade aconteceu para a HspA5 na presenca de MgADP, a

maior intensidade para a HspA8 foi observada na presenga de MgATP, o que sugere diferengas em
termos de estrutura tercidria local frente & presenca dos nucleotideos adenosina (ver texto para detalhes).
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Tabela 7. Parametros de Fluorescéncia intrinseca do Triptofano obtidos para as proteinas HspAS5 e
HspA8 na auséncia e presenca dos nucleotideos adenosina e Mg?".

Proteina Parametro de APO aADP AATP
Fluorescéncia
(nm) (200 uMm) (200 pM)
HspAb Amax 335+1 335+1 332+1
<> 348,2+0,2 346,3+0,1 3459+0,1
HspA8 Amax 335+1 336+1 334 +1
<> 346,2+0,2 3455+0,1 3459+0,2

aExperimentos realizados na presenca de MgCl, (2 mM).
Fonte: Autoria prépria.

2.3.5 Caracterizacdo hidrodinamica

Apos obter informacdes acerca da estrutura primaria, secundaria e terciaria das
proteinas HspA5 e HspA8, a CEMa foi realizada com o intuito de se determinar se tais
proteinas possuiam estrutura quaternaria.

A Figura 19A apresenta o perfil de eluicdo e a determinacdo do raio de Stokes
experimental (Rs) (Figura 19B) obtido para ambas as proteinas Hsp70 humanas em
analise. As proteinas HspA5 e HspA8 eluiram com volumes préximos ao da proteina—
padrdo BSA (67 kDa), apresentando um valor de massa molecular aparente (MMapp) de
110 £ 10 kDa e 90 + 10 kDa, respectivamente. O valor de Rs experimental obtido para a
proteina HspA5 foi de 40 + 1 A e para a HspA8 foi de 38 + 1 A. Tais valores (MMapp €
Rs) obtidos por CEMa para ambas Hsp70 foram distintos dos valores teéricos (Tabela
8), 0 que ser explicado devido ao fato desta técnica considerar as proteinas como

moléculas esféricas, o que ndo acontece na maior parte dos casos.

44



Figura 19. Cromatografia de exclusdo molecular analitica das proteinas HspA5 e HspA8. A) Os
perfis de eluicdo das proteinas humanas HspA5 (curva cinza) e HspA8 (curva vermelha) entre as
proteinas padrdo (1-Apoferritina; 2-y- Globulina; 3-BSA; 4-Anidrase carbbnica; 5-Citocromo C, curva
tracejada) indicam que elas se comportam majoritariamente como mon6meros levemente alongados em
solucdo, mas que também existem como espécies oligoméricas (seta). Ademais, embora a normalizagdo
da absorbancia demonstre que ambas Hsp70 eluem com volumes préximos a BSA, a proteina HspAb elui
primeiro do que a HspA8, apresentando MMapp de 110 + 10 kDa e 90 + 10 kDa, respectivamente. Tais
valores, em conjunto com os dados de Rs e f/f,, indicam que a HSpA5 apresenta uma conformacéo
estrutural mais alongada do que a HspA8 (ver Tabela 8). B) Estimativa do Rs das proteinas humanas
HspAb5 e HspA8, por meio da interpolacao utilizando os valores de Rs tedricos das proteinas-padréo.
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Fonte: Autoria prépria.

A razdo friccional (f/f,), obtida por meio dos dados de Rs experimentais e
tedricos (Rssph), € um pardmetro que indica como uma proteina se comporta em solugéo,
sendo que quanto mais proximo de 1 este valor mais esférica é a proteina. Os valores de
f/fo obtidos para as proteinas HspA5 e HspA8 foram de 1,4 £ 0,1 e 1,3 £ 0,1,
respectivamente. Tais dados, juntamente com seus valores de massa molecular tedrica
(MM, 72,0 kDa para HspA5 e 73,0 kDa para a HspA8) e MMapp, Sugerem que estas
macromoléculas se apresentam como espécies monomeéricas ligeiramente alongadas em
solucdo, o que também foi observado para outras Hsp70 (DORES-SILVA et al., 2015,
2017; KIRALY et al, 2020). Interessantemente, embora se comportem
majoritariamente como mondémeros, picos correspondentes as espécies oligoméricas das
Hsp70 em estudo também foram observados pela CEMa (Figura 19A, seta), o que
demonstra a similaridade das mesmas com outras proteinas Hsp70 na formacéo de tais
oligbmeros (MORGNER et al., 2015; NEMOTO et al., 2006; TAKAKUWA et al.,
2019; TRCKA et al., 2019).
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Tabela 8. Dados hidrodindmicos das proteinas HspA5 e HspA8 obtidos por CEMa.

Proteina Parametros hidrodindmicos
MM? (kDa) Kav MMoagp ° Rspn? (A) Rs°(A) flfo?P
HspA5 72,014 0,35+ 0,01 110+ 10 27,6 401 1,4+0,1
HspA8 73,062 0,37+0,01 90 £10 27,7 38x1 1,3+0,1

@ Dados teoricos obtidos a partir da sequéncia de aminoacidos das proteinas com His-tag, considerando-as
como mon6meros, pelo programa Sednterp.

® Valores calculados usando o coeficiente de particio Kay, obtido experimentalmente.

Fonte: Autoria propria.

2.3.6 Andlise da estabilidade quimica e térmica da HspA5 e HspA8

Com o objetivo de comparar as proteinas humanas HspA5 e HspA8 quanto a sua
estabilidade, ensaios de desenovelamento quimico e térmico foram realizados.

Nos ensaios de desnaturacdo quimica, as proteinas HspA5 e HspA8 foram
incubadas previamente com ureia (0 a 8 M) e monitoradas quanto a sua estrutura
secundaria helice-a e estrutura terciaria local, utilizando as técnicas de CD22onm €
emissdo de fluorescénciazes nm (Figura 20 e Tabela 9), respectivamente. Para 0s ensaios
de desenovelamento quimico com ureia monitorados por CD2nm (Figura 20A), a
proteina HspA5 apresentou duas concentracdes médias de desnaturacdo (Cm): 1,6 £ 0,1
M e 3,1 £ 0,1 M. A proteina HspA8 também apresentou duas Cm quando monitorada
por CD222nm: 1,8 £0,3M e 2,7 £ 0,3 M.

Ao serem analisadas por fluorescénciazosnm (Figura 20B), duas Cm também
foram observadas para as proteinas HspA5 (1,6 £+ 0,1 M e 3,1 £ 0,1 M) e HspA8 (1,5 £
0,1 M e 3,6 £0,1 M). Contudo, diferente da HspA5 que apresentou dados de Cmz e Cmy
bastante similares por CD222nm € fluorescéncia, a proteina HspA8 apresentou diferencas
nas respectivas Cm, o que pode sugerir a existéncia de eventos de deshaturacao
diferentemente observados por monitoramento de estrutura secundaria e terciaria. De
forma geral, estes resultados indicam que as proteinas estudadas aqui sdo constituidas
por pelo menos dois dominios com estabilidades quimicas diferentes, o que também foi
visto para outras Hsp70 (KIRALY et al., 2020; SHAH et al., 2017).

Figura 20. Desenovelamento quimico das proteinas HspA5 e HspA8 monitorados por CD222 nm €

Fluorescéncia (excitagdo em 295 nm). Nos ensaios de desnaturacdo quimica monitorados por CD2z2nm
(A) e Fluorescénciazgsnm (B) as proteinas humanas HspA5 e HspA8 apresentaram duas Cm cada.
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Tabela 9. Dados do desenovelamento quimico das proteinas HspA5 e HspA8 acompanhado por
CD222 nm € Fluorescéncia Intrinseca do triptofano (excitacdo em 295 nm).

Desenovelamento Quimico *

Proteina CD222nm <\>
Cmzi (M) Cmz (M) Cmzi (M) Cmz (M)
HspA5 1,6+0,1 3,1+0,1 1,6+0,1 3,1+£0,1
HspA8 1,8+£0,3 2,7+0,3 1,5+£0,1 3601

* Ensaios realizados utilizando o agente caotrépico ureia (0 — 8 M).
Fonte: Autoria prépria.

Além dos ensaios de estabilidade quimica, também foram realizados
experimentos para a avaliacdo da estabilidade térmica das proteinas humanas HspA5 e
HspA8 monitorada por CDao2mm € DSC. A proteina HspA5 quando submetida a
desnaturacdo térmica monitorada por CD222nm apresentou duas Tms, 44,9 + 0,2 °C e 68,6
+ 0,8 °C, em um processo de desnaturacdo parcialmente reversivel para a segunda
transicdo térmica (Figura 21A). Curiosamente, assim como observado para a homéloga
HspA9 (KIRALY et al., 2020) e ortéloga LbmtHsp70 (DORES-SILVA et al., 2017), ao
ser desnaturada termicamente por CD222nm até 90 °C a HspA5 manteve parte de sua
estrutura (cerca de -6000 graus dmol? cm?), demonstrando que potencialmente deve
existir ainda uma terceira transicdo térmica a qual ndo foi observada nas condicbes
experimentais realizadas. Por outro lado, o processo de desnaturacdo térmica da HspA8
monitorado por CD222nm apresenta trés Tm, sendo duas evidentes (44,1 +0,2°C e 77,7 +
0,1 °C) e uma bem discreta (65,6 £ 0,6 °C), em um processo de desenovelamento
completamente irreversivel com perda total da estrutura proteica em 222 nm (Figura
21A), o que também foi observado para a homologa HspAlA (BORGES; RAMOS,
2006). Esses dados sugerem que em termos de estabilidade térmica, acompanhada por
CD para estrutura secundaria hélice-a, a proteina HspA5 é mais similar as proteinas

Hsp70 mitocondriais enquanto a HspA8 é mais similar a homologa citossolica.

47



Figura 21. Desnaturacdo térmica das proteinas humanas HspA5 e HspA8 monitorada por CD (222
nm) e DSC. A) As proteinas HspA5 e HspA8 foram submetidas a desnaturacéo térmica por CD22znm € €m
ambos os casos foram observadas duas Tm evidentes, enquanto uma terceira Tm pouco evidente foi
observada para a HspA8 em torno de 65 °C. Adicionalmente, enquanto a HspA8 se desnaturou em um
processo completamente irreversivel, a HspA5 apresentou reversibilidade parcial para a segunda
transicdo. Interessantemente, embora a HspA8 perca todo o sinal em 222 nm, a HspA5 retém parte do
sinal de CD (cerca de -6000 graus dmol* cm?). Em todos os casos se aplicou o ajuste sigmoidal
DoubleBoltzmann disponivel no Origin. B) Os termogramas de desnaturacdo térmica das proteinas
HspA5 e HspA8 monitorada por DSC s8o apresentados e, em ambos 0s casos duas transicdes de
desenovelamento foram observadas. Os dados foram tratados por ajustes gaussianos disponiveis no
programa Launch Nanoanalyze (TA instruments).
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Os ensaios de desnaturacdo térmica das proteinas HspA5 e HspA8 monitorados
por DSC séo apresentados na Figura 21B. A proteina HSpAS5 quando submetida a
desnaturacdo térmica monitorada por DSC apresentou duas Tms, 51,6 + 0,4°C e 70,8 £
0,3 °C, em um processo de desnaturacao irreversivel (dados ndo mostrados). De maneira
similar, a proteina HspA8 também apresentou irreversibilidade no processo de
desnaturacdo monitorado por DSC (dados ndo mostrados) e duas Tm bastante evidentes,
50,5+0,2°Ce 66,1 +0,4°C, o que também foi observado para outras Hsp70 (KIRALY
et al., 2020; LAMB et al., 2006; SHAH et al., 2017).

2.3.7 Investigacdo da estabilidade térmica das proteinas HspA5 e HspA8 frente
aos nucleotideos adenosina e cofatores metalicos

Com o objetivo de verificar o efeito causado pelos nucleotideos adenosina e
cofatores metalicos em cada uma das transicdes térmicas das proteinas HspAS5 e HspAS8,
ensaios de desnaturacdo induzida termicamente foram realizados por CD222nm € DSC.

A Figura 22A apresenta a desnaturacdo térmica da proteina HspA5 monitorada
por CD222nm Na presenca e auséncia dos ligantes MgADP e MgATP. Assim como Visto
anteriormente, a proteina HspA5 apresenta duas transicGes térmicas monitoradas por

CD222nm SOb aquecimento até 90 °C (Figura 21A), interessantemente houve um
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incremento substancial no valor da Tm para a primeira transicdo na presenca dos
nucleotideos adenosina. Quando incubada com MgADP a Tm: da HspA5 passou de
449 + 0,2 °C para 52,9 £ 0,2 °C, por outro lado ao ser incubada com MgATP passou
para 51,8 + 0,2 °C, com um aumento na estabilizacdo térmica de 6,7 e 8 °C,
respectivamente (Tabela 10). Contudo, a presenca dos nucleotideos adenosina nao
afetou significativamente a estabilidade da Tm, monitorada por CD222nm, que passou de
68,6 £ 0,8 °C para 69,5 = 0,4 °C e 69,4 + 0,8 °C, considerando os ligantes MgADP e
MgATP, respectivamente. Com base nestes dados, é possivel inferir que dentre as
transi¢ces observadas por CD222nm SOmente a primeira corresponde ao DLN da HspAS5,
0 que também foi visto para a ortdloga mitocondrial LbmtHsp70 (DORES-SILVA et
al., 2017).

Figura 22. Curvas de desnaturacéo térmica das proteinas HspA5 e HspA8, na presenca e auséncia
dos nucleotideos adenosina, monitoradas por CD (222nm). O processo de desenovelamento térmico
das proteinas humanas HspA5 (A) e HspA8 (B) foram monitorados por CD222nm Na presenca dos ligantes
MgADP e MgATP, apresentado duas Tm cada uma delas (ver Tabela 10 para detalhes). Embora somente
a primeira transigdo da HspAS5 tenha sido estabilizada na presenca dos nucleotideos adenosina, ambas as
transicOes da HspA8 sofreram estabilizagdo térmica, indicando que o DLN esta relacionado a uma das
transices da primeira proteina e as duas transi¢cdes da segunda (ver texto para detalhes).
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Fonte: Autoria prépria.

Curiosamente, a primeira e a terceira transicdo de desnaturacdo térmica da
proteina HspA8 monitorada por CD222nm foram estabilizadas na presenga dos ligantes
MgADP e MgATP (Figura 22B). A Tmz da HspA8 passou de 44,1 + 0,2 °C para 54,7 +
0,7 °C e 52,3 £ 0,5 °C, considerando as condicBes ligadas a MgADP e MgATP,
respectivamente. Por outro lado, a Tms da HspA8 passou de 77,7 + 0,1 °C para 85,7
0,4 °C na presenca de MgADP e para 80,4 + 0,1 °C na presenca de MgATP (Tabela 10).
As variages observadas em relagdo a Tmy e a Tms da HSpA8 na presenca de MgADP
gerou uma estabilizacdo de 10,6 °C e 8 °C, respectivamente. Adicionalmente, a

estabilizacdo gerada pela ligagdo do MgATP a HspA8 foi de 8,3 °C e 2,7 °C paraa Tmq
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e Tms, respectivamente. Neste sentido, devido a tais variagdes térmicas observadas,
pode-se inferir que ambas transicdes térmicas (Tmy e Tmg) apresentadas pela proteina
HspA8 ao ser monitorada por CD222nm estéo relacionadas ao DLN desta chaperona, o
que também foi verificado para a isoforma citossélica HspA1A (BORGES; RAMOS,
2006). Ademais, conforme mostrado por Montgomery e colaboradores
(MONTGOMERY; MORIMOTO; GIERASCH, 1999), a Tm: das Hsp70 esta
relacionada ao sitio de ligacdo ao nucleotideo presente no DLN, enquanto a Tmy esta
relacionada ao desenovelamento do DLP e a Tmsz corresponde as por¢des restantes de
ambos os dominios.

As transicBes térmicas das proteinas HspA5 e HsSpA8 na presenca dos
nucleotideos adenosina também foram estudadas por DSC. A Figura 23 apresenta 0s
termogramas da proteina HspA5 frente a presenca de diferentes ligantes (Mg?*, Ca?*,
ADP, ATP, MgADP, CaADP, MgATP e CaATP). Interessantemente, em todas as
condicdes testadas foi observado o aumento de estabilidade térmica somente para a Tm;
dessa chaperona, com excecdo das condicbes Mg?* e Ca?* em que ndo houve
modificacdo da estabilidade nem para a Tmy nem para Tm; (Tabela 10).

Além de ndo ser estabilizada por nucleotideos, a segunda transicdo da HspAS5
acompanhada por DSC (70,8 £ 0,3 °C) é similar aquela obtida por CD222nm (Figura
21A), o que indica que ambas as transi¢es correspondem a mesma transicdo, ou seja, a
segunda transicdo das Hsp70 que esta relacionada somente a desnaturacdo do DLP
(MONTGOMERY; MORIMOTO; GIERASCH, 1999; SHAH et al., 2017). Embora os
nucleotideos ATP e ADP causem o aumento da Tmy da HspA5, dentre eles o que mais
estabiliza termicamente o DLN dessa chaperona é o ADP, fazendo com que a Tm;
ganhe 3 °C de estabilidade, enquanto o ATP somente 1,6 °C.

De forma sinérgica, a presenca dos ions metalicos Mg?* e Ca?* potencializa o
efeito de estabilidade causado pelos nucleotideos na Tm: da HspA5 (Tabela 10),
sugerindo o fortalecimento da ligacdo por meio de tais cofatores (BORGES; RAMOS,
2006). Cabe destacar ainda que dentre todas as condi¢cdes experimentalmente testadas, a
que mais favoreceu a estabilizacdo térmica da HspAS5 foi a ligacdo ao ADP na presenca
de Ca?*, o que também foi observado para a BiP de hamster (LAMB et al., 2006;
PREISSLER et al., 2020). Embora os dados demonstrem que a HSpA5 tem sua Tm;
aumentada em 6 °C e 8,3 °C quando incubada com MgADP e CaADP, respectivamente,
ndo se observou diferencas significativas quando a proteina foi incubada com MgATP

ou CaATP, apresentando valores de Tm; similares (Tabela 10). Isto sugere que o efeito
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do Ca?" potencializa a estabilidade térmica apenas no estado ADP ligado, o que foi
proposto por Preissler e colaboradores (PREISSLER et al., 2020) como um mecanismo
de regulagdo da proteostase em que a ligagdo da BiP de metazoarios ao CaADP permite,
por meio da alosteria heterotropica bidirecional, que o DLP tenha maior tempo de

interagdo com a proteina-cliente.

Figura 23. Desnaturacéo térmica da proteina HspA5, na presenca e auséncia dos nucleotideos
adenosina e cofatores, monitorada por DSC. Em todos o0s ensaios a HspA5 apresentou duas Tm,
contudo somente a Tm; sofreu estabilizacdo frente aos nucleotideos (ADP, ATP, MgADP, MgATP,
CaADP e CaATP), indicando que esta corresponde ao DLN. Dentre todas as condi¢des estudadas, a
responsavel por maior estabilizagdo térmico proteica foi a ligagio ao ADP na presenca de Ca?* (linha
verde), o que também foi observado para proteinas BiP de mamiferos (LAMB et al., 2006; PREISSLER
et al., 2020). Os termogramas foram ajustados utilizando modelos gaussianos do software Launch
Nanoanalyze (TA ingtruments).
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A Figura 24 apresenta os termogramas da proteina HSpA8 na presenca de
diferentes ligantes (Mg?*, Ca?*, ADP, ATP, MgADP, CaADP, MgATP e CaATP)
monitorados por DSC. Assim como visto para a HspA5, somente a Tm; da HspA8 foi
sensivel a presenca dos nucleotideos e cofatores metalicos, o que demonstra que da
mesma forma que observado para outras Hsp70 essa transi¢cdo corresponde ao DLN
dessa chaperona (BORGES; RAMOS, 2006; DORES-SILVA et al., 2015, 2017;
KIRALY et al, 2020; LAMB et al., 2006; MONTGOMERY; MORIMOTO;
GIERASCH, 1999). Ademais, a Tmy obtida por DSC apresenta valor proximo ao
observado para a discreta Tm, monitorada por CD222nm, indicando que ambas se tratam
da mesma transicdo e correspondem a desnaturacdo do DLP (KIRALY et al., 2020;
MONTGOMERY; MORIMOTO; GIERASCH, 1999).
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Figura 24. Desnaturacéo térmica da proteina HspA8, na presenca e auséncia dos nucleotideos
adenosina e cofatores, monitorada por DSC. Em todos os ensaios a HspA8 apresentou duas Tm,
contudo, assim como observado para a HspAb, somente a Tm; sofreu estabilizagdo frente aos
nucleotideos (ADP, ATP, MgADP, MgATP, CaADP e CaATP), indicando que esta corresponde ao DLN.
Ademais a presenca dos fons Ca?* e Mg?* também foram capazes de alterar levemente a Tm1 dessa
chaperona. Dentre todas as condi¢Ges estudadas, a responsavel por maior estabilizacdo térmica proteica
foi a ligagdo ao ADP na presenca de Mg?* (linha cinza). Os termogramas foram ajustados utilizando
modelos gaussianos do software Launch Nanoanalyze (TA instruments).
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A presenca de 2 mM dos cofatores metalicos Mg?* e Ca?* foi capaz de aumentar
0,7 °C e 4,4 °C na Tmy da HspAS8, respectivamente, sugerindo que a presenga destes
fons ja é capaz de alterar substancialmente a conformacéo estrutural desta chaperona.
Alem disso, valores similares de variagdo de Tm: foram observados para a HspAS8
quando a mesma foi monitorada na presenca dos nucleotideos ADP e ATP sozinhos, 0s
quais aumentaram a Tm: em 4,7 °C e 53 °C, respectivamente (Tabela 10).
Interessantemente, embora a presenca dos cofatores tenha aumentado significativamente
a estabilidade térmica da HspA8 na presenca dos nucleotideos, as condicGes que
proporcionaram maior ATm; correspondem aos complexos formados entre esta proteina
com os ligantes MgADP (ATm; = 8,6 °C) e MgATP (ATmy = 7,8 °C).
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Tabela 10. Dados do desenovelamento térmico das proteinas HspA5 e HspA8 monitorados por

CD222nm € Calorimetria de Varredura Diferencial (DSC).

Condicéo CD222nm DSC
Tm; Tm, Tms Tm; AHappl Tm; AHappz Kb
(°C) (°C) °C) (°C) (kJ/mol) (°C) (kI/mol) | (uM)*
HspA5 | 44,9%0,2 | 68,6+0,8 - 516+04 | 150+10 | 70,8+0,3 | 140+ 10 -
Mg** - - - 51,5+0,3 | 160+10 | 70,8£0,2 | 140+ 10 -
Ca?* - - - 51,7+0,2 | 150+10 | 70,8+0,2 | 115+10 -
ADP - - - 54,6+0,1 | 130+10 | 70,7+0,2 | 120+10 | 27,0%2
ATP - - - 53,2+0,2 | 120+10 | 70,7+0,2 | 120+10 | 94,05
MgADP | 52902 | 69,504 578+0,2 | 170+10 | 70,5+02 | 150+10 | 2,6 +0,2
CaADP - - - 59,9+0,1 | 160+10 | 70,7+0,2 | 120+10 | 0,6+0,1
MgATP |51,8+02 | 69,4+0,8 - 58,4+072 | 160+10 | 70,7+0,1 | 110+10 | 1,7+0,1
CaATP - - - 58,7+0,2 | 180+20 | 7103 | 110+10 | 1,401
HspA8 | 441+02 | 656+06 | 77,7201 | 505+0,2 | 150+10 | 66,1+0,4 | 13010 R
Mg** - - - 51,2+0,1 | 140+10 | 654+0,3 | 130+20 | 3065+250
Ca? - - - 549+03 | 100+10 | 65,7+02 | 150+10 | 9015
ADP - - - 552+0,2 | 150+20 | 65,6+0,2 | 160+15 | 13,2+1,1
ATP - - - 558+0,4 | 160+10 | 655+02 | 150+10 | 8.0+15
MgADP | 54,7+0,7 | 66,3+0,7 | 857+0,4 | 59,1+0,1 | 200+20 | 659+0,2 | 160+10 | 0,8+01
CaADP - - - 579+0,1 | 170+10 | 655+02 | 130+10 | 1,1+0,1
MgATP | 523+06 | 66206 | 80,4+0,1 | 583+0,2 | 190+10 | 658+03 | 150+10 | 1,4%0,2
CaATP - - 57,7+0,2 | 170+10 | 655+02 | 130+10 | 1,3+0,1

* Valores calculados a partir da Equacdo 8 (LAMB et al., 2006).
Fonte: Autoria propria.

Através dos ensaios de DSC foi possivel calcular a Kp das proteinas humanas
HspAS e HspA8 na presenca dos diferentes ligantes. Como apresentado pela Equacéo 8,
0 célculo de Kp leva em consideragdo ndo somente o valor de Tm mas também a
entalpia de desnaturacdo aparente (AHapp) €, como visto na Tabela 10, a afinidade de
ambas HspAS5 e HspA8 pelos nucleotideos ATP e ADP ¢é aumentada na presenca dos
cofatores metalicos. Enquanto a maior afinidade observada para a HspA5 ocorreu na
presenca de CaADP (0,6 £ 0,1 uM), para a HspA8 foi observada na presenca de
MgADP (0,8 + 0,1 uM). Tais dados sugerem que existem diferencas em termos de
estabilizagdo dos complexos proteicos na presenca de Ca?* e Mg?* para tais
macromoléculas. Enquanto o Ca?* aumenta em até 45 vezes a afinidade da HspA5 pelo
ADP, um efeito de apenas 12 vezes é observado a HspA8. Contudo, para o ion Mg?* se
observa o oposto, o qual aumenta em 10 vezes e 17 vezes a afinidade das proteinas
HspAS5 e HspA8 pelo ADP, respectivamente (Tabela 10). Curiosamente, ensaios de
fluorimetria de varredura diferencial (DSF) e cristalografia mostraram que a maior
diminuicdo na flexibilidade estrutural conferida pela ligacdo do CaADP ao DLN de
Hsp70s localizadas no RE contribui para que haja a inibicdo relativamente mais forte da
liberagdo de ADP pelo Ca?*, resultando em uma ligagdo mais forte entre as erHsp70 do

gue com as de outros compartimentos celulares (PREISSLER et al., 2020).
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Surpreendentemente, enquanto o Ca?* ndo alterou significativamente a
estabilidade térmica da HspAb, foi observado um aumento substancial de 4,4 °C na Tmq
da HspA8 demonstrando que esta proteina pode interagir com o Ca?'. Além de
interessantes, estes dados levantam hipéteses acerca da potencial atuagdo do Ca?* como
um modulador da chaperona HspA8 e do papel desta no sequestro deste ion, ainda que a
nivel citossolico seja observada menor concentracdo do mesmo quando em comparacao
com o RE (LAMB et al., 2006; PREISSLER et al., 2020), por exemplo. Ademais, ha
relatos na literatura que reportam que a delecdo de proteinas Hsp70 citossolicas pode
afetar a homeostase do célcio e que alteragdes na concentracdo intracelular deste ion
podem induzir a expressdo de Hsp70 citossélicas (DE OLIVEIRA et al., 2021;
TUPLING et al., 2008). Um estudo realizado por Liu e colaboradores (LIU et al., 2006)
mostrou que o bloqueio da sintese da Hsc70 em midcito ventricular de rato ocasiona a
sobrecarga de Ca?* e maiores efeitos sobre lesdes cardiacas, 0 que sugere que esta
proteina ortdloga pode interagir com este ion e mediar a homeostase do mesmo
(TUPLING et al., 2008).

De forma geral, os dados apresentados nesta secdo demonstram que existem
diferencas estruturais nas proteinas HspA5 e HspA8 que afetam a estabilidade térmica
das mesmas, de forma que enquanto foi possivel observar 3 transicdes térmicas para a
HspAS8, somente duas foram observadas para a HspA5 pelas técnicas utilizadas. Além
disso, os estudos aqui realizados reafirmam a ideia apresentada na secéo 2.3.4 de que 0s
nucleotideos adenosina sdo capazes de interagir e alterar estruturalmente a conformacao
das proteinas Hsp70 em analise. Por fim, diferencas quanto a ligacdo destes
nucleotideos a essas chaperonas na presenca dos ions Ca?" e Mg?* também foram
observadas, indicando que tais ions podem afetar de forma diferencial a estrutura das
mesmas ou até mesmo o sitio pelo qual estas interagem com os nucleotideos adenosina.
Todos os dados de variagdo das Tms para as chaperonas aqui estudadas mediante todas

as condicOes testadas sdo apresentados na Figura 25.

Figura 25. Variagdo das transi¢des térmicas das proteinas HspA5 e HspA8 monitoradas por CD
(222 nm) e DSC na presenca de ligantes. O grafico de variagdo das Tms, expressa como ATm (°C), das
proteinas HspAS5 e HspA8 submetidas a diferentes condi¢des experimentais monitoradas por CD2zonm €
DSC ¢ apresentado. As barras em preto, vermelho e azul correspondem respectivamente a8 ATmi, ATmy e
ATmgs das proteinas hHsp70. Os célculos foram realizados mediante subtragdo da Tm das proteinas em
estudo em sua forma apo.
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Fonte: Autoria prépria.

2.3.8 Analise termodindmica das interacGes entre a HspA5 e HspA8 com os
nucleotideos ATP e ADP

Com o intuito de se estudar a interacdo das proteinas humanas HspA5 e HspA8
com os nucleotideos adenosina, ensaios de ITC foram realizados. A Figura 26 apresenta
0s isotermogramas (painéis superiores) obtidos para a titulagdo das proteinas HspA5 (A)
e HspA8 (B) com MgADP, a 20 °C. Os paineis inferiores apresentados correspondem
ao ajuste dos dados experimentais resultando nos dados de assinatura termodinamica
(AGapp, AHapp € ASapp).

As titulagcbes com MgADP indicam uma interacdo exotérmica entre as proteinas
HspAS5 e HspA8 com AHapp de -8900 * 500 cal.mol™ e AHgpp de -4600 + 300 cal.mol?,
respectivamente. Interessantemente, embora a AHapp tenha sido similar entre a HSpA8 e
as homodlogas para HspAlA (-3500 + 50 cal.mol) (BORGES; RAMOS, 2006) e
HspA9 (-4600 + 100 cal.mol™) (DORES-SILVA et al., 2015), o valor observado para a
HspAS5 € maior o que sugere que o processo de ligacdo desta chaperona ao MgADP

libera mais calor do que quando comparado as demais.

Figura 26. Analise da interacdo das proteinas HspA5 e HspA8 tituladas com MgADP. A interagdo
das proteinas HspA5 (A) e HspA8 (B) com MgADP apresentam valores similares de Kp de 0,3 £ 0,1 pM.
Além disso, os isotermogramas sugerem que as interacfes sdo impulsionadas tanto pela entropia quanto
pela entalpia. Painel superior: os picos negativos indicam o calor liberado em cada uma das titulacGes e a
linha vermelha representa a linha de base. Painel inferior: os valores de AHap, foram obtidos integrando
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cada pico das titulacbes apresentadas no painel superior e ajustados contra a razdo molar
nucleotideo/hHsp70. Os dados foram ajustados ao modelo de ajuste de curva One Set of Sites fornecido
pelo programa Origin. Os pardmetros de ajuste sdo mostrados na Figura e Tabela 11. C) Gréficos de
barras que resumem as assinaturas termodindmicas (AHapp, -TASap ¢ AGapp) para a interagdo das
proteinas HspA5 e HspA8, com MgADP, as quais apresentam perfis termodinamicos semelhantes.
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Os dados observados para ASapp foram maiores para a HspA8 (+14 + 2 cal.molt)
do que para a HspA5 (+5 * 1 cal.mol?), indicando que o processo de ligacdo ao
MgADP pela Hsp70 cognata € mais favorecido entropicamente do que para a HspAb.
Ademais, além de similares entre si, os valores de AGapp Obtidos para a HspA5 (-8700 +
100 cal.mol'1) e HspA8 (-8900 + 200 cal.mol™) frente a0 MgADP foram semelhantes
aos registrados para as homdélogas HspA9 e HspAlA (ARAKAWA et al., 2011,
BORGES; RAMOS, 2006; DORES-SILVA et al., 2015) e ortéloga LbmtHsp70
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(DORES-SILVA et al, 2017). O gréfico de barras que resume as assinaturas
termodindmicas (AGapp, AHapp € -TASapp) das proteinas HspA5 e HspA8 no processo de
ligagdo ao MgADP estéa apresentado na Figura 26C.

A Figura 27 apresenta os isotermogramas (painéis superiores) para as proteinas
humanas HspA5 (A) e HspA8 (B) tituladas com o ligante MgATP, a 20 °C.
Curiosamente, a interacdo entre as proteinas HspA5 e HspA8 ao MgATP exibiu 0s
respectivos valores de AHapp exotérmicos de -250 + 50 cal.mol™ e -1400 + 100 cal.mol™,
0s quais sdo menores quando comparados a HspAlA (-5800 + 100 cal.mol?)
(BORGES; RAMOS, 2006), mas semelhantes a HspA9 (-1400 *+ 20 cal.mol?)
(DORES-SILVA et al., 2015). Além disso, os valores observados para ASapp de +22 £ 1
cal mol! e +22 + 3 cal.mol™ para as proteinas HspA5 e HspA8, respectivamente, foram
semelhantes aos encontrados para HspA9 (DORES-SILVA et al., 2015). Portanto, além
da HspAS5 apresentar um perfil de interacdo ao MgATP menos exotérmico do que a
HspALlA, HspA8 e HspA9, sua assinatura termodindmica bem como a assinatura da
HspAS8 para a ligacdo ao MgATP se assemelham mais a homéloga mitocondrial do que
a isoforma citossolica.

Os valores de AGapp de -7200 + 300 cal.mol? e -7100 + 100 cal.mol? obtidos
para a interacdo de MgATP com as proteinas HspA5 e HSpAS8, respectivamente, foram
menores do que aqueles encontrados para a HspA1A e HspA9 (ambas -8200 cal.mol™?)
(BORGES; RAMOS, 2006; DORES-SILVA et al., 2015), indicando que as Hsp70 em
estudo tem menor afinidade para MgATP. O gréafico de barras que resume as assinaturas
termodinamicas (AGapp, AHapp € -TASapp) das proteinas HspA5 e HSpA8 no processo de
ligacdo ao MgATP esté apresentado na Figura 27C.

Figura 27. Analise da interacdo das proteinas HspA5 e HspAS8 tituladas com MgATP. A interagdo
das proteinas HspA5 (A) e HspA8 (B) com MgATP apresentam valores similares de Kp de 4,0+ 1 uM e
de 5,0 £+ 0,4 uM, respectivamente. Além disso, os isotermogramas sugerem que as interagfes sdo
impulsionadas mais por entalpia do que por entropia, sendo diferentes da homéloga HspA1A (BORGES;
RAMOS, 2006). Painel superior: os picos negativos indicam o calor liberado em cada uma das titulagGes
e a linha vermelha representa a linha de base. Painel inferior: os valores de AHap, foram obtidos
integrando cada pico das titulacBes apresentadas no painel superior e ajustados contra a razdo molar
nucleotideo/hHsp70. Os dados foram ajustados ao modelo de ajuste de curva One Set of Sites fornecido
pelo programa Origin. Os pardmetros de ajuste sdo mostrados na Figura e Tabela 11. C) Gréficos de
barras que resumem as assinaturas termodindmicas (AHapp, -TASap € AGayp) para a interacdo das
proteinas HspA5 e HspA8, com MgATP, as quais apresentam perfis termodindmicos semelhantes.
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A Figura 28 apresenta 0s isotermogramas (painéis superiores) obtidos para a
titulacdo das proteinas HspA5 (A) e HspA8 (B) com CaADP, a 20 °C. Os painéis
inferiores apresentados correspondem ao ajuste dos dados experimentais resultando nos

dados de assinatura termodinamica (AGapp, AHapp € ASapp).

Figura 28. Andlise da interacdo das proteinas HspA5 e HspA8 tituladas com CaADP. A interacdo
das proteinas HspA5 (A) e HspA8 (B) com CaADP apresentam valores similares de Kp de 40 £ 10 ZM e
de 70 £ 10 nM, respectivamente. Além disso, os isotermogramas sugerem que assim como observado
para MgADP, as interacfes sdo mais exotérmicas para a HspA5 do que para HspA8, e mais entropicas
para a HspA8. Painel superior: os picos negativos indicam o calor liberado em cada uma das titulagdes e a
linha vermelha representa a linha de base. Painel inferior: os valores de AHap, foram obtidos integrando
cada pico das titulagBes apresentadas no painel superior e ajustados contra a razdo molar
nucleotideo/hHsp70. Os dados foram ajustados ao modelo de ajuste de curva One Set of Sites fornecido
pelo programa Origin. Os pardmetros de ajuste sdo mostrados na Figura e Tabela 11. C) Graficos de
barras que resumem as assinaturas termodindmicas (AHapp, -TASap ¢ AGap) para a interacdo das
proteinas HspA5 e HspA8 com CaADP, as quais, conforme os valores de AGapp, S80 mais favorecidas por
Ca?* do que por Mg?* (Figura 26 C).
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As titulacBes com CaADP indicam uma interacdo exotérmica entre as proteinas
HspAS5 e HspA8 com AHapp de -9700 * 600 cal.mol™ e AHgpp de -5400 + 100 cal.mol?,
respectivamente. Curiosamente, assim como observado para a titulagdo com MgADP, o
valor de AHapp foi maior para a HspA5, enquanto o valor obtido para a HspA8 foi
similar a BiP de hamster (-5300 + 100 cal.mol?) (LAMB et al., 2006). Além disso, 0s
dados observados para ASapp também foram maiores para a HspA8 (+14 + 1 cal.mol™)
do que para a HspA5 (+1,4 + 0,1 cal.mol?), indicando que o processo de ligacéo ao
MgADP pela Hsp70 cognata é mais favorecido entropicamente do que para a homéloga

reticular. Interessantemente, os valores de AGapp Obtidos para a HspA5 (-10000 + 200
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cal.mol ) e HspA8 (-9600 + 100 cal.mol?) frente ao CaADP foram maiores do que 0s
obtidos para a interacdo entre as chaperonas e MgADP (Tabela 11), o que sugere que a
ligacdo destas a0 ADP é mais favorecida na presenca de Ca?* do que de Mg?*. O grafico
de barras que resume as assinaturas termodinamicas (AGapp, AHapp € -TASapp) das
proteinas HspA5 e HspA8 no processo de ligacdo ao CaADP esta apresentado na Figura
28C.

Os coeficientes estequiométricos encontrados para a proteina HspA5 e HspAS8
para as interagbes com MgADP, MgATP e CaATP foram de aproximadamente 1
(Tabela 11), sugerindo que cada molécula de chaperona interage com uma molécula de
nucleotideo. Ademais, a Kpapp de interacéo entre a HspA5 e HspA8, de 0,3 + 0,1 uM foi
similar ao observado para a HspAlA (BORGES; RAMOS, 2006), enquanto a Kpapp
dessas proteinas, em torno de 5,0 uM, para MgATP foi semelhante ao verificado para a
HspA9 (DORES-SILVA et al, 2015). Tais dados sugerem que estas chaperonas
apresentam maior afinidade para se ligar ao ADP do que ao ATP na presenca de Mg?*,
0 que também foi verificado nos ensaios de DSC e CD22nm (ver secdo anterior).
Ademais, embora compartilhe 86% de identidade com a HspALlA, a Kpapp da interacéo
ao MgATP é pelo menos 16 vezes menor para a isoforma cognata (BORGES; RAMOS,
2006), o que pode sugerir que o mecanismo de interacdo entre elas com MgATP
apresenta diferencas.

Tabela 11. Pardmetros experimentais obtidos por ITC para as proteinas HspA5 e HspA8 na
presencga dos nucleotideos adenosina ATP e ADP. Os dados apresentados foram obtidos pela média de
pelo menos 3 experimentos independentes a 20 °C.

. HSpAS5 HspA8
Propriedade MgATP | MgADP | CaADP | MgATP | MgADP | CaADP
n 1301 0903 08%02 13%01 08%01 08%01
(kcélHr;pgl'l) -0,2+0,1 -7,1+0,6 -9,7+0,6 -1,4+0,1 -46+0,3 -5,4+0,1
(kce;ITé%r?ol'l) -70+x03 -16+02 -03+01 -65+03 -41+05 -42+0.1
(10'6Kr¢10I'1) 025420 32+06  294+08 020+001 2,80, 15+1
(kcéﬁ;"gl_l) 72+03 -87+01 -100+02 -71+01 -87+02 -96+0,1

Kb (UM) 40+10 03+01 0,04+001 50+04 0,3+01 0,07+£0,01

Fonte: Autoria propria.

Corroborando com os resultados apresentados na se¢do 2.3.7., os valores de
Kbapp para a interacdo entre CaADP e as proteinas HspA5 (40 + 10 M) e HspA8 (70
10 nM) foram menores do que para a condicdo MgADP. Ademais, embora 0s Kps
obtidos por DSC e ITC tenham sido relativamente diferentes, o ITC é a técnica de maior

confiabilidade porque permite a mensuracdo direta das interagdes, sendo menos
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susceptivel a diferentes efeitos (CELEJ et al., 2006; DU et al., 2016). Cabe destacar
ainda que as diferencas observadas especialmente para o ATP em termos de Kp podem
ser reflexo do aquecimento constante do DSC, o qual pode induzir a hidrélise térmica
do nucleotideo. Ensaios entre as proteinas Hsp70 em estudo com CaATP foram

realizados, porém nédo foram observadas interacdes por ITC.

2.3.9 Determinacao da atividade ATPasica da HspA5 e HspA8

Como forma de direcionar seu ciclo funcional as proteinas Hsp70 hidrolisam
ATP em ADP e Pi (KITYK et al., 2015; MAYER; GIERASCH, 2019). Com o intuito
de saber se as proteinas recombinantes HspA5 e HspA8 apresentavam atividade
enzimatica, ensaios de atividade ATPasica foram realizados. Os parametros cinéticos
foram ajustados considerando o modelo n&o-linear de Michaelis-Menten e as curvas séo

apresentadas na Figura 29.

Figura 29. Curvas de atividade enzimatica das proteinas humanas HspA5 e HspA8. As proteinas
HspA5 e HspA8 (2 uM) foram incubadas com ATP por 30 min a 37 °C, e a hidrélise do ATP foi
monitorada pelo Pi liberado. As curvas foram ajustadas pelo ajuste ndo linear de Michaelis-menten, a fim
de obter os parametros cinéticos apresentados na Tabela 12. Os valores sugerem que HspA5 e HspA8
apresentaram baixa atividade ATPasica, e que a HspA5 possui uma constante catalitica maior que HspA8.
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Fonte: Autoria propria.

Os dados cinéticos (Tabela 12) sugerem que as proteinas hHsp70 estavam
funcionais e apresentavam atividade enzimatica, hidrolisando o ATP (Figura 30).
Ademais, os valores de Km obtidos para a HspA5 (180 + 30 uM) e HspA8 (250 £ 20
uM) sdo similares aos observados para as proteinas humanas HspAlA e HspA9
(DORES-SILVA et al., 2015) e maiores do que os publicados para as ortélogas de P.
falciparum (SILVA et al., 2020b) e L. braziliensis (DORES-SILVA et al., 2017).
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Interessantemente, a velocidade maxima (Vmax) obtida para as proteinas em estudo
foram maiores do que os das isoformas HspA1A e HspA9, o que resulta em uma maior
constante catalitica (kcar) €, consequentemente, a uma maior eficiéncia enzimatica
(Keat/ Km).

Embora as Hsp70 em estudo apresentem baixas atividades enzimaticas, tal
comportamento é uma caracteristica dessa familia de chaperonas, as quais também sdo
reguladas por ligantes, como co-chaperonas e proteinas-clientes (FERNANDEZ-
FERNANDEZ; VALPUESTA, 2018; GENEST; WICKNER; DOYLE, 2019;
ROSENZWEIG et al., 2019; RYU et al., 2020). Ademais, a baixa taxa na hidrélise de
ATP justifica o uso da molécula de ATP e ndo de um analogo néo hidrolisavel em todos
0s experimentos realizados neste trabalho (MINARI et al., 2019).

Tabela 12. Parametros cinéticos da atividade ATPasica das proteinas HspA5 e HspA8 e
comparacdo com outras proteinas Hsp70.

Proteina Parametros cinéticos
Kwm (UM) Vmax (UM, Keat (Min') Keatl K Referéncia
min™) (mM.min*)
HspAb 180 + 30 1,00 £ 0,04 0,50 £ 0,02 28+0.7 Este estudo.
HspA8 250 + 20 0,88 + 0,02 0,44 +0,01 1.8+04 Este estudo.
HspAlA (DORES-
270 £40 0,21+0,01 0,093 + 0,04 0.34+0.1 SILVA et al,,
2015)
HspA9 (DORES-
190+ 20 0,38 £0,01 0,151 + 0,001 0.79 £0.05 SILVA et al,,
2015)
LbmtHsp70 (DORES-
26+1 0,42 +0,01 0,183 + 0,005 7.04 £ 0.005 SILVA et al,,
2017)
PfHsp70-1 (SILVA et al.,
120+ 10 0,69 = 0,02 0,35+0,01 292+1 2020b)

Fonte: Autoria prépria.

2.3.10 Determinacdo da atividade chaperona da HspA5 e HspA8

A importéncia das proteinas Hsp70 na prevencdo da agregacao proteica € tema
de diversas revisdes cientificas (FERNANDEZ-FERNANDEZ; VALPUESTA, 2018;
ROSENZWEIG et al., 2019; SHIBER; RAVID, 2014). Na literatura muito tem sido
estudado acerca das preferéncias em termos de substratos proteicos aos quais essa
familia de chaperonas estd envolvida (CALLONI et al, 2012; KOHLER;
ANDREASSON, 2020; RYU et al., 2020).

Embora sejam aptas em prevenir a agregacdo e assistir ao enovelamento de
proteinas diversas, as Hsp70 apresentam preferéncias por clientes que apresentem
residuos hidrofobicos, especialmente alifaticos, bem como residuos com cargas

positivas, os quais conferem maior especificidade de ligacdo ao bolsdo de interacdo
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presente no subdominio DLPP dessas chaperonas (KOHLER; ANDREASSON, 2020).
Com base em tais informacGes duas proteinas modelo foram escolhidas: CS e MDH, as
quais apresentam um percentual de residuos alifaticos e positivamente carregados em
torno de 60%. Neste sentido, com o intuito de avaliar a funcionalidade das proteinas
recombinantes HspA5 e HspA8 quanto a sua atividade chaperona intrinseca, ensaios de
prevencdo de agregacdo induzida por calor foram realizados. Nestes ensaios, 0
espalhamento de luz (320 nm) das proteinas-modelo sozinhas no tempo de 90 min foi
considerado para o célculo de 100% de agregacao (Figura 30).

Os resultados indicam que engquanto a HspA8 foi capaz de prevenir cerca de
90% da agregacao da proteina CS mesmo na concentracdo mais baixa testada (0,1 uM),
somente em doses 10 vezes maiores de HspA5 foi observado um efeito similar na
prevencdo de agregacdo dessa proteina (Figura 30A). Curiosamente, 0 maximo de
prevencdo da MDH observado foi de 60% e aconteceu na presenca de 0,75 uM de
HspAb5, contudo a HspA8 foi pouco efetiva na prevencédo de agregacao desta proteina-
modelo (Figura 30B). Tais achados sugerem que embora haja redundancia funcional na
acdo da HspA5 e HspA8 para proteinas-clientes existe diferencas em termos de
especificidades, o que estd em concordancia com o que tem sido visto na literatura para
a familia Hsp70 (HAGEMAN et al., 2011; RYU et al., 2020; SERLIDAKI et al., 2020).

Ademais, como ja foi visto em secOes anteriores, 0 dominio responsavel pela
interacdo com a proteina-cliente e, consequentemente, atividade chaperona das Hsp70 é
o DLP, o qual apresenta somente 55% de identidade entre as proteinas estudadas aqui
(Tabela 5 e Figura 11). Tais dados indicam um moderado grau de identidade o qual
possibilita que ambas as proteinas consigam atuar em uma gama distinta de substratos
proteicos, além disso a cinética de interacdo entre o DLP e o substrato é um fator
limitante para a divergéncia funcional observada entre as Hsp70 (KOHLER;
ANDREASSON, 2020). Curiosamente, um estudo realizado por Ryu e colaboradores
(RYU et al., 2020) mostrou por meio de marcagdes proteicas mediadas por ubiquitina
que embora a HspA8 compartilhe alta identidade com a HspAlA (86%), elas

apresentam especificidades amplamente ndo sobrepostas.
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Figura 30. Atividade chaperona das proteinas HspA5 e HspA8 sobre proteinas-modelo. A atividade
chaperona das proteinas humanas HspA5 e HspA8 induzida por calor foi analisada usando as proteinas
Citrato sintase (CS) e Malato desidrogenase (MDH) como proteinas-modelo. Os ensaios utilizaram
concentracdes crescentes de hHsp70 (0 a 1 pM) e concentragdes fixas de MDH e CS (1 uM), incubadas a
42 °C por 2h. A) A proteina HspA8 evitou a agregacdo de CS em 90% em concentracoes
subestequiométricas (0,1 uM), enquanto efeito similar s6 foi observado em doses 10 vezes maiores para
HspA5. B) Mediante incubagdo com CS, o efeito maximo observado na prevengdo de agregacdo foi de
cerca de 60% para a proporcao de 1:0.75 de HspA5, sendo que a HspA8 se mostrou pouco efetiva. Em
concentracdes superiores a 1 uM de HspAS5 e HspA8, foi observada co-agregacdo proteica (dados nédo
mostrados).

A B
B HspAS*

120

% de agregagao
% de agregacgao

0
CS 1:01 1:025 1:0.5 1:0.75 1:1 HspA5 HspAS8 MDH 1:0.1 1:0.25 1:0.5 1:0.75 1:1 HspAS5 HspAS8
CS:proteina* MDH:proteina*

Fonte: Autoria prépria.

3 CONCLUSOES

Como observado ao longo deste trabalho de tese de doutorado, as proteinas Hsp70
humanas, aqui denominadas HspA5 e HspA8, obtidas de maneira heterdloga, foram
caracterizadas em solucdo quanto a estrutura, estabilidade e funcdo. Ambas proteinas
exibiram assinaturas espectroscopicas caracteristicas de Hsp70, apresentando-se
majoritariamente como monémeros levemente alongados em solugdo e com dominios
proteicos com diferentes estabilidades quimica e térmica. As proteinas Hsp70 humanas
recombinantes foram sensiveis a presenca dos nucleotideos adenosina e sofreram
alteracdes conformacionais em nivel de estrutura secundaria e terciaria na presenca
destes, sendo inclusive estabilizadas termicamente por eles. O papel dos ions Mg?* e
Ca?" favorece a ligacdo dos nucleotideos adenosina, mas parece divergir entre as
proteinas Hsp70 aqui estudadas. Ademais, ambas Hsp70 apresentaram atividade
enzimatica sobre o ATP e foram capazes de prevenir a agregacdo de proteinas-clientes
com especificidades diferentes. Desta forma, os dados apresentados aqui elucidam bem

aspectos estruturais e funcionais das proteinas HspA5 e HspA8, e podem contribuir para
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sua producédo heterdloga para triagens de compostos, tendo as mesmas como potenciais

alvos terapéuticos para diferentes doengas.

3.1 Conclusdes especificas

v

v

A identidade sequencial encontrada entre as proteinas humanas HspAlA,
HspA5, HspA8 e HspA9 é moderada e a similaridade entre elas € alta.

As proteinas HspA5 e HSpA8 se apresentaram majoritariamente como espécies
monoméricas levemente alongadas em solucdo, com contetdo estrutural rico em
hélices-a.

Os ambientes terciarios local e global das proteinas HspA5 e HspA8 sdo
relativamente diferentes.

As estabilidades quimicas séo notavelmente similares entre as proteinas HspA5
e HspA8. Contudo, os ensaios térmicos mostraram que embora a proteina
HspA8 apresente trés transicdes de desnaturacdo, a HspA5 apresenta somente
duas.

A primeira e a terceira transicdo de desnaturacdo térmica Sdo sensiveis aos
nucleotideos adenosina e estdo relacionadas ao dominio de ligacdo ao
nucleotideo.

A segunda transi¢do térmica € atribuida somente ao dominio DLP.

Ambas Hsp70 interagem com os nucleotideos adenosina na presenca de ions
Mg?* e Ca?* em processos regidos termodinamicamente por entropia e entalpia.
A afinidade das proteinas HspA5 e HspA8 pelo ADP é maior do que pelo ATP.
Os fons Ca?* ocasionam alteragdes conformacionais que favorecem a ligacéo das
proteinas Hsp70 em estudo ao ADP.

Os fons Ca?* modulam a estabilidade térmica da HspAS.

As proteinas HspA5 e HspA8 foram capazes de hidrolisar o ATP em ADP e Pi,
apresentando, portanto, atividade ATPasica.

Apesar de serem redundantes funcionalmente na prevencao de agregacao de
proteinas-modelo, as chaperonas HspA5 e HspA8 apresentaram diferencas na

especificidade de acao.
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