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  RESUMO 

As proteínas de choque térmico (Hsps) são componentes importantes do controle de 

qualidade proteico celular (PQC), atuando na síntese, enovelamento, transporte de 

proteínas e marcação de proteínas para degradação. O componente central no PQC é a 

família Hsp70, que consiste em chaperonas moleculares altamente conservadas, ubíquas 

e ATP-dependentes. Estas chaperonas podem assumir diferentes conformações que são 

reguladas por sua associação dinâmica com os nucleotídeos adenosina (ATP e ADP), 

bem como por sua interação com co-chaperonas e proteínas-clientes. Nos seres 

humanos existem várias proteínas Hsp70, sendo a maioria delas encontrada no 

citoplasma, enquanto outras são específicas de organelas. O objetivo deste trabalho foi 

caracterizar estruturalmente e funcionalmente as proteínas Hsp70 humanas citossólica 

(HspA8) e do retículo endoplasmático (HspA5), por meio de metodologias similares. 

Para tal, as proteínas hHsp70 recombinantes foram expressas, purificadas e então 

caracterizadas quanto à estrutura, estabilidade e função por meio de testes biofísicos. Os 

resultados mostram que as proteínas HspA5 e HspA8 foram produzidas em suas formas 

enoveladas, com conteúdo de estrutura secundária majoritário em hélices-α e como 

monômeros levemente alongados em solução. Tais Hsp70 apresentaram estabilidades 

química e térmica similares, contudo foram observadas duas transições térmicas para a 

HspA5 e três para a HspA8, indicando diferenças estruturais que resultam em 

estabilidades térmicas distintas. A presença de nucleotídeos adenosina causou alterações 

nos conteúdos de estrutura secundária e terciária em ambas as proteínas, os quais 

também causaram a estabilização térmica das hHsp70. A presença dos íons Ca2+ e Mg2+ 

favoreceu a ligação das hHsp70 aos nucleotídeos ATP e ADP de formas distintas, e 

diferentemente da HspA5, a proteína HspA8 interagiu com o Ca2+ mesmo na ausência 

dos nucleotídeos. Um processo termodinamicamente regido por entalpia e entropia foi 

observado para a interação dos nucleotídeos adenosina com as proteínas HspA5 e 

HspA8. As hHsp70 apresentaram atividade ATPásica similar e relativamente baixa, 

contudo a afinidade da HspA5 pelo ATP foi maior do que a da HspA8. Adicionalmente, 

as proteínas HspA5 e HspA8 foram eficazes na prevenção da agregação de proteínas-

clientes modelo, apresentando diferentes especificidades. Em suma os dados obtidos 

demonstram que, embora compartilhem 66% de identidade, as proteínas humanas 

HspA5 e HspA8 apresentam peculiaridades estruturais e funcionais, enriquecendo, 

portanto, o conhecimento acerca de tais macromoléculas. 

 

Palavras-chave: Hsp70, Chaperonas moleculares, Homo sapiens, HSPA5, HSPA8. 

 

  



vii 

 

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 α-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 HspA8, 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 

Ca2+ and Mg2+ ions favored the binding of hHsp70 to ATP and ADP nucleotides in 

different ways, and unlike HspA5, the HspA8 protein interacted with Ca2+ 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, HSPA8. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Chaperonas moleculares 

As proteínas são macromoléculas ubíquas, dinâmicas e que apresentam funções 

biológicas essenciais para todos os organismos vivos (BHATTARAI; EMERSON, 

2020). Dentre as diversas funções fisiológicas as quais as proteínas executam se 

encontra a sinalização intra e extracelular, transporte, catálise enzimática, entre outras 

(ALHALMI; ALZOBAIDI; ABDULRAHMAN, 2020). Para se tornarem funcionais, as 

proteínas devem alcançar sua estrutura nativa tridimensional por meio de um fenômeno 

conhecido como “enovelamento proteico” (BORGES; RAMOS, 2005), embora 

algumas, denominadas como proteínas 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 à formação de agregados proteicos, pode-se 

citar como exemplo a osmolaridade, temperatura, pH, etc (RICHTER; HASLBECK; 

BUCHNER, 2010; SERAPHIM; RAMOS; BORGES, 2014). Estes agregados estão 

relacionados à fisiopatologia de doenças como Alzheimer, Parkinson, Huntington, 

Príon, 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 inglês Protein Quality Control) foi 

selecionado pela evolução a fim de balancear os processos celulares de síntese, 

enovelamento e degradação de proteínas e manter a funcionalidade do proteoma 

(KAMPINGA; MAYER; MOGK, 2019; TIROLI-CEPEDA; RAMOS, 2011; VAN 

LEEUWEN; KAMPINGA, 2018). 

No PQC, proteínas desenoveladas ou parcialmente enoveladas podem ser marcadas 

e enviadas para degradação celular ou reparadas com o auxílio das chaperonas 

moleculares (CIECHANOVER; KWON, 2017; KAMPINGA; MAYER; MOGK, 2019; 

TIROLI-CEPEDA; RAMOS, 2011). As chaperonas moleculares e/ou proteínas de 

choque térmico (Hsp, do inglês Heat shock proteins) são macromoléculas altamente 

conservadas e expressas de forma constitutiva pelos sistemas de expressão celular sob 

condições de não-estresse e cuja expressão é aumentada em condições estressantes 

(KABAKOV et al., 2002; KUBOTA et al., 2010; RADONS, 2016; TIROLI-CEPEDA; 

RAMOS, 2011). Tal sistema é constituído por seis principais famílias de proteínas, 

classificadas de acordo com suas massas moleculares- Hsp90, Hsp70, J proteins 
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(Hsp40), Hsp60/10, Hsp100 e sHsp (do inglês small heat shock proteins) – e que podem 

apresentar diferentes composições estruturais e estados oligoméricos (KAMPINGA et 

al., 2009). A Figura 1 e a Tabela 1 apresentam as principais famílias de chaperonas 

moleculares e descrevem algumas de suas características. 

Figura 1. Exemplos de estruturas proteicas das famílias de chaperonas moleculares Hsp100, Hsp90, 

Hsp70, Hsp60/Hsp10, J-domain protein e sHsp, disponíveis no Protein Data Bank.  

 
Fonte: Autoria própria. 

As chaperonas são fundamentais para a proteostase celular, pois verificam o 

enovelamento proteico, estabilizam proteínas recém-sintetizadas, promovem o 

transporte de proteínas por membranas, impedem a agregação e marcam proteínas mal-

enoveladas para a degradação, entre outros (BARRAL et al., 2004; BRODSKY; 

CHIOSIS, 2006; CHAKAFANA; ZININGA; SHONHAI, 2019; MOGK; BUKAU; 

KAMPINGA, 2018; ROSENZWEIG et al., 2015). A atuação destas macromoléculas 

ocorre via reconhecimento e ligação seletiva às superfícies hidrofóbicas de proteínas 

chamadas proteínas-clientes que se encontram desenoveladas, parcialmente enoveladas 

ou agregadas (ENGLISH et al., 2017; KOHLER; ANDRÉASSON, 2020; OROZ et al., 

2017). Na maioria dos casos o complexo chaperona-cliente formado é direcionado pela 

ligação e hidrólise do nucleotídeo ATP, com exceção de chaperonas ATP-
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independentes (MOKRY; ABRAHÃO; RAMOS, 2015; SERAPHIM; RAMOS; 

BORGES, 2014).  

Tabela 1. Diferentes famílias de chaperonas moleculares e suas funções. 

Família MM (kDa) Fatores estruturais Observações 

Hsp100a,b ~100 Módulo AAA+ envolvido na 

ligação e hidrólise do ATP. 

Solubilização e reativação de 

agregados proteicos, 

degradação de proteínas mal 

enoveladas. 

Hsp90c ~90 Homodímeros com domínio 

N-terminal de ligação ao 

ATP, domínio C-terminal 
envolvido na dimerização e 

ligação às co-chaperonas. 

Regulação da proteostase 

celular durante as condições 

fisiológicas normais e sob 
estresse. 

Hsp70c ~70 Domínio N-terminal de 

ligação a nucleotídeo e 
domínio C-terminal de 

ligação ao peptídeo-

substrato. 

Enovelamento, translocação e 

degradação de proteínas, 
regulação de respostas ao 

estresse, prevenção de 

agregação proteica. 

Hsp60/Hsp10c ~60/~10 Estrutura de anel 

heptamérico duplo. 

Enovelamento proteico e 

translocação em associação 

com outras chaperonas como 

Hsp70. 

J-domain 

proteins 

(Hsp40)a 

~10-90 Domínio-J N-terminal e 

domínio C-terminal capaz de 

interagir com proteínas-

clientes. 

Co-chaperonas da Hsp70 

envolvida na formação do 

complexo e regulação da 

atividade ATPásica. 

Small Hsps 

(sHsp)a 

10-30 Domínio α-cristalino. Prevenção da agregação de 

proteínas desenoveladas, 

manutenção da fluidez 
membranar, transdução de 

sinal celular. 
aHoldase; bDesagregase; cFoldase. 

Fonte: Adaptado de (VALSALA et al., 2020) e (TIROLI-CEPEDA; RAMOS, 2011).  

1.2 Hsp70 

Das chaperonas moleculares, a família de proteínas de choque térmico de 70 kDa 

(Hsp70) desempenha um papel central no PQC (CIECHANOVER; KWON, 2017). As 

proteínas dessa família são macromoléculas ubíquas e ATP-dependentes (DORES-

SILVA et al., 2015; POBRE; POET; HENDERSHOT, 2019; RADONS, 2016). 

Interessantemente, embora sejam consideradas como monômeros, há relatos na 

literatura que reportam a oligomerização das Hsp70 como um mecanismo de regulação 

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). Além disso, ainda que essas proteínas apresentem, 

estruturalmente, alto grau de conservação, elas diferem entre si pelo nível de expressão 

e localização subcelular (PAVITHRA; KUMAR; TATU, 2007; RADONS, 2016; 
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SHARMA, D., 2009) e apresentam características 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 metabólicos em todos os processos de homeostase proteica, tais como o 

enovelamento de cadeias nascentes de proteínas, importação de proteínas entre 

organelas, recuperação de proteínas agregadas, montagem de complexos proteicos, entre 

outros (KOHLER; ANDRÉASSON, 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 proteína Hsp70 bacteriana 

(DnaK) interage com pelo menos 700 proteínas-clientes, dentre as quais ao menos 180 

delas são propensas à agregação.  

Figura 2. Diferentes funções das Hsp70 na manutenção da proteostase e na resposta ao estresse 

celular. As Hsp70 apresentam funções de manutenção da homeostase celular, dentre as quais estão o 

enovelamento proteico, transporte intermembranas, montagem e desmontagem de complexos proteicos, 

regulação da atividade de proteínas e transferência destas para a maquinaria da chaperona Hsp90 e 

chaperoninas. Ademais, as Hsp70 também participam na resposta ao estresse, prevenindo a agregação e 

solubilizando agregados proteicos, promovendo o reenovelamento de proteínas mal enoveladas, 
encaminhando proteínas para a degradação por autofagia ou pelo sistema ubiquitina-proteassoma (SUP).  

 

Fonte: Adaptado de (ROSENZWEIG et al., 2019). 

Diferentes estudos reportam que as proteínas Hsp70 são imprescindíveis para a 

viabilidade das células eucarióticas por apresentar funções citoprotetoras e atenuar a 

formação 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 adaptação e sobrevivência de diferentes tipos celulares por interagir 

com diferentes fatores de transcrição (incluindo a p53), atuando portanto na regulação 

celular (HAGEMAN et al., 2011; VOSTAKOLAEI et al., 2020; WALERYCH et al., 

2009; ZYLICZ; KING; WAWRZYNOW, 2001). O envolvimento das Hsp70 em 

doenças neurodegenerativas, tais como Parkinson, Huntington e Alzheimer, também 

tem sido recorrentemente estudado, sendo que essa família de chaperonas vem sendo 

proposta como um potencial alvo terapêutico para tais patologias (CIECHANOVER; 

KWON, 2017; ELLIOTT; TSVETKOV; GINZBURG, 2007; ENOGIERU et al., 2019; 

LACKIE et al., 2018; NACHMAN et al., 2020; SÕTI et al., 2005; VAN LEEUWEN; 

KAMPINGA, 2018; WESTERHEIDE; MORIMOTO, 2005).  

1.2.1 Composição estrutural e ciclo funcional das Hsp70 

A maioria das proteínas Hsp70 é composta por um domínio N-terminal de ligação a 

nucleotídeos adenosina (DLN), um linker hidrofóbico e um domínio C-terminal de 

ligação às proteínas-clientes (DLP). O DLN, domínio de maior identidade entre os 

membros dessa família proteica, apresenta aproximadamente 45 kDa e pode ser dividido 

em quatro subdomínios, IA, IB, IIA e IIB, dispostos nos lóbulos I e II, como 

demonstrado na Figura 3A. Juntos, estes subdomínios constituem uma fenda profunda 

na qual se encontra o sítio catalítico em que o nucleotídeo ATP/ADP se liga e regula os 

movimentos dos lóbulos (ROSENZWEIG et al., 2019). Dentre os resíduos catalíticos 

conservados ao longo das espécies, pode-se citar Asp10 e Glu175 (subdomínio IA), 

Lys71 (subdomínio IB) e Asp199 e Thr204 (subdomínio IIA) (ARAKAWA et al., 

2011). O linker é composto por uma sequência de aminoácidos altamente conservada 

(DLXLLDV, onde o X pode ser valina ou leucina) que conecta os dois domínios e 

apresenta um aspecto mais flexível quando o DLN está ligado ao ADP e mais 

estruturado quando o DLN está ligado ao ATP (ENGLISH et al., 2017; RADONS, 

2016).  

Figura 3. Arranjo estrutural das proteínas Hsp70 no estado ligado ao ADP e ATP. A) Representação 

estrutural dos subdomínios do DLN em lóbulos, IA, IIA, IB e IIB, presentes na estrutura da Hsc70 bovina 

no estado ADP-ligado (PDB: 3HSC) e dos subdomínios DLPα e DLPβ, em hélices-α e folhas-β 

antiparalelas opostas conectadas por voltas L1,2 a L7,8, respectivamente, presentes na estrutura da proteína 

DnaK no estado peptídeo-ligado (PDB: 1DKZ). B) Representação estrutural da DnaK no estado ATP-

ligado (PDB ID: 4B9Q).  
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Fonte: Adaptado de (ENGLISH et al., 2017). 

O DLP, domínio de menor identidade entre as proteínas Hsp70, apresenta 

aproximadamente 25 kDa e pode ser dividido em dois subdomínios: o DLPβ e o DLPα 

(Figura 3A). O DLPβ é formado por um sanduíche de folhas-β antiparalelas opostas, 

conectadas por voltas L1,2 a L7,8, que contém o sítio de ligação às proteínas-clientes e, o 

DLPα apresenta cinco hélices-α, que se fecham sobre as proteínas desenoveladas 

quando elas estão ligadas ao DLPβ (ENGLISH et al., 2017; KITYK et al., 2015; 

RADONS, 2016). Estudos cristalográficos demonstram que um segmento peptídico 

mínimo de 7 aminoácidos é necessário para interagir com o sítio de ligação no DLPβ 

numa configuração distendida (ZHU et al., 1996). Adicionalmente, na extremidade do 

DLPα há um segmento C-terminal intrinsecamente desordenado, de aproximadamente 

30 resíduos de aminoácidos, que tem sido reportado por aumentar a sobrevivência 

celular e a atividade chaperona das Hsp70 (SMOCK; BLACKBURN; GIERASCH, 

2011). Além disso, proteínas Hsp70 citossólicas e nucleares apresentam ao fim deste 
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segmento um motivo EEVD envolvido na ligação destas à co-chaperonas que 

apresentam o motivo TPR (do inglês Tetratricopeptide repeat) (BATISTA et al., 2016).  

As co-chaperonas são proteínas que podem auxiliar na regulação do ciclo funcional 

das Hsp70 de diversas formas, tais como na catálise da hidrólise de ATP (J-domain 

proteins), troca de nucleotídeos (Hsp110 – Heat Shock protein 110 kDa, HspBP1– 

Hsp70 Binding Protein 1, GrpE – groP-like gene E e Bag1 – Bcl-2-associated 

athanogene 1), estabilização do estado ADP-ligado (HIP – Hsp Interacting protein), 

conexão da Hsp70 ao sistema ubiquitina ligase (CHIP – carboxy terminus of Hsc70 

Interacting protein) ou ao foldossoma (HOP – Hsp70/Hsp90 Organizing Protein), 

importação de pré-proteínas 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 são reguladas por 

um mecanismo conhecido como alosteria heterotrópica bidirecional (SILVA; BORGES, 

2011). Neste mecanismo, a ligação dos nucleotídeos adenosina (ATP ou ADP) ao DLN 

das Hsp70 direciona seu ciclo e modula a afinidade com a qual o DLP liga a proteína-

cliente (ROSENZWEIG et al., 2019). Resumidamente, o DLP tem maior afinidade 

pelas proteínas-clientes quando o nucleotídeo ADP está ligado ao DLN, apresentando, 

portanto, uma baixa taxa de liberação dessas. Por outro lado, o estado de menor 

afinidade do DLP pelas proteínas-clientes ocorre quando o ATP está ligado ao DLN e a 

taxa de liberação de clientes é alta (MAYER; BUKAU, 2005; SERAPHIM; RAMOS; 

BORGES, 2014). A ligação de uma proteína–cliente no DLP atua como fator 

estimulante da atividade ATPásica do DLN favorecendo a hidrólise de ATP em ADP + 

Pi e, assim, convertendo o estado de baixa afinidade para o estado de alta afinidade pela 

proteína-cliente. Cabe destacar que o linker é fundamental para que esse mecanismo 

alostérico heterotrópico bidirecional ocorra e mutações nesta região comprometem a 

dinâmica molecular entre os domínios (ENGLISH et al., 2017). A Figura 4 apresenta o 

ciclo funcional alostérico das proteínas Hsp70.  

Figura 4. Ciclo Funcional das Hsp70 que acopla a ligação e hidrólise de ATP aos processos de 

ligação e liberação da proteína-cliente. Inicialmente, a Hsp70 se encontra em uma conformação fechada 

em seu estado ADP-ligado (i), ocorre então a troca do nucleotídeo por ATP no DLN (domínio de ligação 

ao nucleotídeo) através do FTN (fator de troca de nucleotídeos), o que altera a conformação da chaperona 

para um estado de acoplamento estrutural interdomínios (ii). Em seguida a Hsp70 se liga ao substrato via 
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DLP (domínio de ligação ao peptídeo-substrato) e ocorre a hidrólise do ATP em ADP e Pi no DLN pela 

PDJ (proteína de domínio J), o que favorece o desacoplamento interdomínios e, consequentemente, a 

conformação da Hsp70 passa de aberta para fechada (iii). Neste momento ocorre maior afinidade entre o 

substrato-cliente e o DLP (ivA), e após a Hsp70 assistir ao enovelamento proteico do peptídeo o FTN 

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

peptídeo, resultando na liberação deste substrato (ivB). 

 

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

 Embora atue de forma independente, as Hsp70 também participam como pivô no 

PQC (Figura 5). Durante o estado ADP-ligado, o complexo Hsp70-cliente-J-domain 

protein formado pode se ligar à HOP e ser encaminhado à maquinaria da chaperona 

Hsp90 (sistema foldossoma) ou, ainda, a cliente ser marcada para a degradação via 

ubiquitinação por meio de co-chaperonas tais como CHIP, Bag1, Fes1e Sse1/2 que a 

direcionam para o sistema ubiquitina-proteassoma (FERNÁNDEZ-FERNÁNDEZ; 

VALPUESTA, 2018; KOHLER; ANDRÉASSON, 2020; SERAPHIM; RAMOS; 

BORGES, 2014). Ademais, a Hsp70 também é capaz de desagregar emaranhados 

proteicos, quando ativada por J-domain proteins e co-chaperonas Hsp110 

(metazoários), ou mediar a desagregação proteica por meio do recrutamento da 

chaperona Hsp100 à superfície dos agregados proteicos (bactérias, fungos e plantas) 

(KOHLER; ANDRÉASSON, 2020; ROSENZWEIG et al., 2019).  

Figura 5. Hsp70 como pivô da proteostase celular. A Hsp70 apresenta uma fenda de ligação do DLPβ 

composta por 5 bolsões de ligação cujos resíduos que melhor se encaixam em tais cavidades são leucina, 
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valina e isoleucina, o que resulta em uma promiscuidade seletiva para peptídeos-clientes (i). Tal 

promiscuidade, além de permitir que a Hsp70 interaja com uma vasta gama de substratos, possibilita que 

a mesma atue individualmente na assistência ao enovelamento proteico ou direcione tais substratos para o 

sistema foldossoma, transferindo-os para a Hsp90 com o auxílio das PDJ e HOP (ii). Ademais, a Hsp70 é 

capaz de recrutar a Hsp100 para promover a desagregação proteica e em conjunto com PDJs e Hsp110 

específicas é capaz de ressolubilizar agregados proteicos (iii), além de encaminhar clientes para a 

degradação via sistema ubiquitina-proteassoma, por meio de co-chaperonas tais como CHIP, Bag1, Fes1 

e Sse1/2 (iv). 

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

1.3 Hsp70 humanas 

Em humanos, a família das Hsp70 é constituída por 13 produtos gênicos (Tabela 

2 e Figura 6): 7 deles residem principalmente no citoplasma e nucleoplasma (HspA1A, 

HspA1B, HspA1L, HspA2, HspA6, HspA8 e HspA14), enquanto os demais estão 

localizados em compartimentos intracelulares, como mitocôndrias (HspA5 e HspA9) e 

retículo endoplasmático (RE) (HspA5 e HspA13), ou são endereçadas extracelularmente 

(HspA7, HspA12A e HspA12B) (HAGEMAN; KAMPINGA, 2009; KAMPINGA et 

al., 2009; RADONS, 2016; SUN et al., 2006). É importante mencionar que os membros 

proteicos a serem endereçados para compartimentos específicos apresentam na porção 

N-terminal uma sequência de endereçamento ou localização subcelular (DAUGAARD; 

ROHDE; JÄÄTTELÄ, 2007; RADONS, 2016). A Figura 6 e Tabela 2 também indicam 

as principais localizações subcelulares adicionais dos respectivos produtos gênicos das 

Hsp70 humanas, cujas alterações em termos de localização podem ocorrer em 

decorrência a condições de estresse ou estado degenerativo. 
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Tabela 2. Classificação da Família das Hsp70 humanas quanto ao nome, gene, localização 

subcelular, número de resíduos de aminoácidos e padrão de indução. 

Proteína Nomes 

alternativos 

Gene/ ID Localização 

subcelular 

Nº 

AA 

UniprotKB 

HspA1Aa Hsp70-1, Hsp72, 

HspA1, Hsp70-1A, 

Hsp70i 

HSPA1A/ 

3303 

Citoplasma, 

nucleoplasma, 

membrana, 

exossomos 

extracelulares 

641 P0DMV8 

HspA1Ba Hsp70-2, Hsp70-

1B 

HSPA1B/ 

3304 

Citoplasma, 

nucleoplasma, 

exossomos 

extracelulares 

641 P0DMV8 

HspA1Lb Hsp70-1L, Hsp70-

hom, Hsp70-1t, 

Hum70t 

HSPA1L/ 

3305 
Citoplasma, 

nucleoplasma 
641 P34931 

HspA2b 

Heat shock 70kD 
protein 2, Hsp70.2 

HSPA2/ 

3306 

Citoplasma, 

nucleoplasma 

membrana, 
exossomos 

extracelulares 

639 P54652 

HspA5b 

Hsp70-5, BiP, 

Grp78, Mif-2 

HSPA5/ 

3309 

RE, Citoplasma, 

membrana, 

nucleoplasma, 

mitocôndria, 

Exossomos 

extracelulares 

654 P11021 

HspA6a 

Hsp70-6, Hsp70B’ 

HSPA6/ 

3310 

Citoplasma, 

exossomos 

extracelulares 

643 P17066 

HspA7a 

Hsp70-7, Hsp70B 

HSPA7/ 

3311 

Micropartículas do 

sangue, exossomos 

extracelulares 

367 P48741 

HspA8b 
Hsp70-8, Hsc70, 

Hsc71, Hsp71, 

Hsp73 

HSPA8/ 
3312 

Citoplasma, 
nucleoplasma 

membrana, 

exossomos 

extracelulares 

646 P11142 

HspA9b Hsp70-9, Grp75, 

HspA9B, MOT, 

MOT2, PBP74, 

mot-2, mtHsp70, 

mortalina 

HSPA9/ 

3313 
Mitocôndria, RE, 

citoplasma 
679 P38646 

HspA12Ab Hsp70-12A, 

FLJ13874, 

KIAA0417 

HSPA12A/ 

259217 

Intracelular, 

exossomos 

extracelulares 

675 O43301 

HspA12Bb 

Hsp70-12B 

HSPA12B/ 

116835 

Células 

Endoteliais, 
intracelular, 

plasma sanguíneo 

685 B7ZLP2 

HspA13b 

Hsp70-13 

HSPA13/ 

6782 

RE, exossomos 

extracelulares, 

microssomos 

471 P48723 

HspA14a Hsp70-14, 

Hsp70L1 

HSPA14/ 

51182 

Citoplasma, 

membrana 
509 Q0VDF9 

a induzida por estresse; b não induzida por estresse. 
Fonte: Adaptado de (RADONS, 2016) e (VOSTAKOLAEI et al., 2020). 
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Figura 6. Representação em Cartoon da Família de proteínas Hsp70 humanas, quanto à composição 

estrutural. 

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

 

1.4 HspA5 

A HspA5, também conhecida como BiP (do inglês Binding immunoglobulin 

protein) ou Grp78 (do inglês 78-kDa glucose regulated protein), é uma proteína 

pertencente à família das Hsp70 humanas, sendo o membro mais abundante da família 

Hsp70 (CASAS, 2017; SHAH et al., 2017). A HspA5 é encontrada principalmente no 

RE (Tabela 2), mas também pode estar presente nas mitocôndrias, no citoplasma, no 

nucleoplasma, na superfície 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 homólogas, a HspA5 é constituída pelos dois 

domínios estruturais canônicos, DLN e DLP (Figura 7). Ela também apresenta um 

peptídeo sinal de endereçamento ao RE no DLN e uma sequência de retenção 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. Representação da organização molecular da 

proteína HspA5 no estado ATP-ligado (PDB: 5E84). A HspA5 apresenta a forma canônica das Hsp70, em 

que os dois domínios estruturais, DLN e DLP, são unidos por um linker hidrofóbico. 

 

Fonte: Autoria própria. 

Interessantemente, as estruturas moleculares depositadas no Protein Data Bank 

(códigos: 5EVZ, 3LDL, 3IUC e 5E84) demonstram que a HspA5 pode utilizar 

diferentes íons como cofatores na coordenação dos nucleotídeos adenosina, tais como 

Mg2+, Ca2+ e Zn2+ (Figura 7 e 8). Ademais, estudos com proteínas BiP de mamíferos 

mostraram que o íon Ca2+ além de atuar como cofator metálico é capaz de modular o 

ciclo funcional alostérico de proteínas Hsp70 do RE (LAMB et al., 2006; PREISSLER 

et al., 2020; WISNIEWSKA et al., 2010). Foi verificado que a presença de Ca2+ 

aumenta a afinidade destas proteínas pelo ADP, ocasionando maior tempo de interação 

com a proteína-cliente (Figura 9) e, consequentemente, desaceleração do ciclo 

chaperona da BiP (PREISSLER et al., 2020). É importante destacar que o Ca2+ não 

apenas afeta a dinâmica funcional da BiP de metazoários como também causa maior 

estabilidade térmica do DLN destas macromoléculas na presença de ADP (LAMB et al., 

2006; PREISSLER et al., 2020).  
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Figura 8. Representações moleculares do DLN da proteína HspA5 em seu estado Apo e Holo. Estruturas 3D do 

DLN da HspA5 na ausência (A) e presença dos nucleotídeos ATP (B e C) e ADP (D e E) se encontram depositadas 
no PDB (códigos: 3LDN, 3LDL, 5E84, 5EVZ e 3iIUC). A coordenação dos nucleotídeos adenosina por esse domínio 
proteico pode ser realizada por diferentes cofatores metálicos, tais como Mg2+, Ca2+ e Zn2+.  

 

Fonte: Autoria própria. 

A Figura 9 exemplifica o modelo proposto por Preissler e colaboradores 

(PREISSLER et al., 2020) para o ciclo chaperona da BiP em que altas [Ca2+] levam a 

um tempo maior de retenção da proteína-cliente por esta chaperona devido à 

estabilização do estado ADP-ligado. Por outro lado, baixas [Ca2+] acarretam na 

aceleração da troca de ADP por ATP, favorecendo a liberação da proteína-cliente pela 

BiP. Curiosamente, foi visto que na presença de altos níveis desse íon a co-chaperona 

Grp170 estimulou pelo menos 4 vezes mais a liberação de ADP na BiP de hamster 

chinês, o que sugere a importância dos FTNs em acelerar a troca de ADP por ATP por 

essa chaperona em um ambiente repleto de Ca2+ (PREISSLER et al., 2020). 

Figura 9. Mecanismo do ciclo chaperona dependente de cálcio proposto para as proteínas BiP de 

metazoários. Assim como para outras Hsp70, o ciclo funcional da BiP é mediado pela modulação 

alostérica interdomínio, em que a troca de ATP por ADP no DLN aumenta afinidade do DLP pelo 

substrato. Além disso, enquanto a presença de altos níveis de Ca2+ no RE favorece a retenção do substrato 

pelo DLP devido a maior afinidade do DLN pelo ADP, baixos níveis do íon levam a uma troca mais 

rápida de ADP por ATP e, como consequência, acelera o ciclo funcional dessa chaperona. 
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Fonte: Adaptado de (PREISSLER et al., 2020). 

Além de participar diretamente da homeostase do Ca2+ (DE OLIVEIRA et al., 

2021; KANIA; PAJĄK; ORZECHOWSKI, 2015; WANG et al., 2017), a HspA5 atua 

no enovelamento de proteínas nascentes no lúmen do RE (IBRAHIM; 

ABDELMALEK; ELFIKY, 2019; RADONS, 2016); apresenta função celular anti-

apoptótica (LUO; LEE, 2013; REDDY et al., 2003); é um receptor de membrana celular 

que regula diferentes vias de sinalização (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 proteínas não enoveladas (UPR, do inglês 

unfolded protein response) (SUN et al., 2006; TSAI; LEE, 2018; WANG et al., 2009); 

entre outras funções (BAILLY; WARING, 2019; CHIARANTE et al., 2018; GE, 2019).  

Com base em seus papéis celulares essenciais, a HspA5 tem sido amplamente 

estudada em diferentes doenças, tais como cânceres (BAILLY; WARING, 2019; 

RAUSCHERT et al., 2008; TSENG; ZHANG; LEE, 2019; VOSTAKOLAEI et al., 

2020; ZHANG; ZHANG, 2010), doenças cardiovasculares (WANG et al., 2017), 

neurodegenerativas (KAWAGUCHI et al., 2020; LACKIE et al., 2018; PARK; YOO; 

KIM, 2014), metabólicas (WANG et al., 2017), imunológicas (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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1.4.1 HspA5 e UPR 

O RE é uma organela essencial para as etapas iniciais de maturação proteica as 

quais são determinantes para a aquisição do correto enovelamento proteico pelas células 

eucarióticas. Ao menos 7 mil das 20 mil proteínas codificadas pelo genoma humano são 

direcionadas para o processo de maturação via RE, o que demonstra a essencialidade 

desta organela e dos processos proteicos aos quais a mesma está relacionada (HEGDE, 

2020). Contudo, condições tais como a privação de glicose, mutações em genes 

estruturais, estresse oxidativo, desbalanço de Ca2+ e hipóxia podem desencadear o 

estresse do RE, acarretando acúmulo de proteínas não enoveladas (HERSEY; ZHANG, 

2008). Tal acúmulo é capaz de ativar um complexo sistema de sensores de estresse 

conhecido como resposta à proteínas desenoveladas (UPR), no qual participam 

ativamente 3 proteínas principais: PERK (do inglês protein kinase RNA-like ER), ATF6 

(do inglês activating transcription fator 6) e IRE1α (do inglês inositol-requiring protein 

1α) (HETZ, 2012).  

A UPR é capaz de gerar uma transdução de sinal direta entre o lúmen do RE 

com o citoplasma e núcleo celular (CASAS, 2017). Em condições de não estresse, as 

proteínas PERK, ATF6 e IRE1α se encontram inativas devido à interação com a HspA5. 

No entanto, mediante condições estressantes, há o aumento de proteínas não enoveladas 

no lúmen do RE e, consequentemente, dissociação da HspA5 das proteínas relacionadas 

à UPR devido a sua maior afinidade por proteínas não enoveladas (HETZ, 2012; 

IBRAHIM; ABDELMALEK; ELFIKY, 2019; SUN et al., 2006). Ao se dissociarem da 

HspA5, as proteínas PERK, ATF6 e IRE1α se tornam ativas e aptas em desencadear 

respostas ao estresse. Dentre as ações decorrentes da ativação destes sensores de 

estresse se encontra a regulação negativa da tradução e a ativação de transcrição de 

proteínas envolvidas no enovelamento e na degradação proteica, com o intuito de 

retornar à condição 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 à apoptose (HETZ, 2012). 

Nesse contexto, a HspA5 apresenta papel essencial na sinalização 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 lipídeos, 
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diferenciação celular, imunidade inata e inflamação (HERSEY; ZHANG, 2008; 

HOOZEMANS et al., 2005; PARK et al., 2017). 

1.4.2 HspA5 como alvo terapêutico 

1.4.2.1 Doenças neurodegenerativas 

As doenças neurodegenerativas (DN) são intrinsecamente associadas ao 

acúmulo de proteínas mal enoveladas e/ou agregadas, ocasionado pela idade ou por 

disfunções/estresses celulares, dentre as quais pode-se citar como exemplo as doenças 

de Parkinson (DP) e de Alzheimer (DA) (CASAS, 2017). Diferentes estudos reportam 

que o nível de expressão e a localização da HspA5 são alterados em modelos de DP e 

DA (CASAS, 2017; HOLTZ; MALLEY, 2003; ZHANG et al., 2010). Esses distúrbios 

são caracterizados pela ativação da UPR, como resultado do estresse do RE e da 

expressão aumentada dessa chaperona (HOOZEMANS et al., 2012). 

Consequentemente, as vias de morte celular são ativadas envolvendo a sinalização 

recíproca entre o RE e mitocôndrias, os quais são fisicamente e funcionalmente 

conectados, levando a célula à apoptose (RUTKOWSKI; KAUFMAN, 2004). Portanto, 

o estresse do RE é considerado um mediador comum da apoptose em DN. 

Interessantemente, há relatos na literatura que demonstram que a redução da expressão e 

ativação da HspA5 é dependente da idade e que em modelos de DN o RE sofre uma 

modificação estrutural (ERICKSON; DUNNING; HOLTZMAN, 2006; NUSS et al., 

2008).  

Estudos reportaram que o knockdown da HspA5 agrava a toxicidade da α-

sinucleína (ENOGIERU et al., 2019), a primeira proteína identificada como causadora 

da mutação que acarreta a DP. O silenciamento gênico 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 regulação positiva da HspA5 

suprime a agregação de α-sinucleína e a toxicidade de seus agregados proteicos por 

meio das vias de sinalização de estresse do RE (JIANG et al., 2016, 2014). Além disso, 

estudos demonstraram que diferentes compostos flavonoides que possuem ação celular 

neuroprotetora também regulam positivamente a ação da HspA5 em modelos 

experimentais de DP, sugerindo que essa chaperona está intrinsecamente relacionada ao 

desenvolvimento e regulação dessa patologia (ENOGIERU et al., 2019).  

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

percursora de β-amiloide (PPA), uma das proteínas que causam o início da DA, e 
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facilitar seu enovelamento correto, modulando sua maturação e processamento 

intracelular (KUDO et al., 2006; YANG; TURNER; GAUT, 1998). Ademais, estudos 

mostraram que quando comparado a casos-controle, os níveis de expressão da HspA5 

são duas vezes maiores no córtex temporal e hipocampo de casos de DA que ainda 

estavam saudáveis e que não apresentavam tais emaranhados, sugerindo que a 

superexpressão da chaperona tem papel de retardar a neurodenegeração 

(HOOZEMANS et al., 2005).  

Juntos, esses estudos demonstram que a regulação da HspA5 pode ser valiosa na 

identificação de novas opções de tratamento na DA e DP e que a perda funcional dessa 

chaperona pode ser um fator de predisposição para DN associadas à idade, tais como 

Parkinson e Alzheimer. 

1.4.2.2 Câncer 

O termo câncer abrange mais de 100 diferentes tipos de doenças malignas que 

tem como característica principal o crescimento desordenado, incontrolado e agressivo 

de células, que podem invadir tecidos adjacentes ou órgãos à distância e gerar a 

formação de tumores (INCA, 2020). As células cancerosas, bem como o microambiente 

tumoral, são marcadas por hipóxia, alteração do metabolismo de glicose e alteração do 

fluxo sanguíneo, o que pode ocasionar o estresse do RE e resultar na superexpressão da 

HspA5 (CASAS, 2017). Têm sido visto que em câncer de próstata, mama e melanoma, 

essa expressão anormal está correlacionada à resistência do tumor, maior risco de 

recorrência do câncer e uma redução na sobrevida do paciente (PFAFFENBACH; LEE, 

2011). 

Interessantemente, alguns estudos reportam que diferente das células normais, 

que raramente apresentam a HspA5 ancorada em sua superfície, as células tronco-

cancerígenas, células cancerosas em proliferação e células endoteliais associadas a 

tumor apresentam a superexpressão dessa chaperona e sua translocação para a 

membrana plasmática (CONNER et al., 2020; FARSHBAF et al., 2020). Ademais, a 

presença da HspA5 na superfície celular permite que a mesma exerça funções de 

sinalização (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 região contendo três prolinas consecutivas (P640-P642) na porção C-

terminal da HspA5 é essencial para a presença da chaperona na membrana plasmática. 
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Além disso, foi visto que mediante o knockdown da HspA5 e expressão do mutante 

deficiente em PPP-COOH ocorre a diminuição da viabilidade de células de câncer de 

mama resistentes à tamoxifeno, o que pode fornecer uma nova abordagem terapêutica 

para o tratamento desse tipo de câncer (TSENG; ZHANG; LEE, 2019).  

Ademais, o papel da HspA5 em células metásticas, bem como suas funções na 

pluripotência e oncogênese, 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 câncer, os 

estudos realizados até o 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 início em Wuhan (China) a pandemia da Covid-19, 

comumente referida como coronavírus ou Síndrome respiratória aguda grave 2 (SARS-

Cov2) (HAYS, 2020). Em dois meses, essa doença se espalhou pelos seis continentes 

atingindo mais de 140 países, sendo classificada pela Organização Mundial da Saúde 

(OMS) como uma pandemia global (HAYS, 2020). O agente etiológico responsável 

pela Covid-19 é um vírus pertencente à família Coronaviridae que causa infecções 

respiratórias no homem e nos animais (HAYS, 2020; IBRAHIM et al., 2020). 

Atualmente, a Covid-19 tem sido considerada como uma doença sistêmica (INCIARDI 

et al., 2020), que pode causar desde febre, tosse, fadiga e pneumonia até a insuficiência 

respiratória progressiva, o que pode resultar na morte do indivíduo (ADHIKARI et al., 

2020).  

Desde que foi identificada, a Covid-19 já gerou milhares de óbitos e deixou 

sequelas nos sobreviventes (XIONG et al., 2021), além de um enorme prejuízo 

econômico, educacional e psicológico. Neste sentido, o vírus SARS-Cov2 tem sido 

amplamente estudado a fim de se obter fármacos que auxiliem no tratamento da doença 

e encontrar biomoléculas virais que sejam capazes de induzir resposta imunológica 

expressiva para o desenvolvimento da vacina (GRAHAM, 2020; HAYNES et al., 

2020). Dentre essas biomoléculas se encontra a glicoproteína S, também conhecida 

como Spike, a qual é um fator de reconhecimento essencial para a fixação 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 proteína 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 

domínio de ligação ao receptor (RBD) da proteína Spike do novo coronavírus. Ensaios 

realizados em células epiteliais pulmonares confirmaram que o DLP da HspA5 é crítico 

para a interação com essa proteína viral, assim como sugerido nos estudos de docking. 

Adicionalmente, a redução dos níveis da HspA5 na superfície destas células 

comprometeu também os níveis de expressão e localização da ECA2, principal receptor 

para o novo coronavírus (CARLOS et al., 2021). Também foi reportado que a HspA5 é 

abundantemente expressa em células epiteliais das vias aéreas e na mucosa respiratória 

(AGUIAR et al., 2020) e que pacientes que contraíram a Covid-19 apresentam maior 

nível de expressão dessa proteína do que indivíduos saudáveis ou com pneumonia 

(KÖSELER et al., 2020). Foi verificado que a HspA5 interage com a proteína Spike do 

coronavírus MERS-CoV, pertencente à mesma família da Covid-19, potencializando a 

entrada do MERS-CoV e também ajudando na replicação viral (CHU et al., 2018; 

IBRAHIM; ABDELMALEK; ELFIKY, 2019). Esses achados têm servido de base para 

inúmeros estudos que buscam compreender como a HspA5 participa no processo de 

recepção viral e, então, propor intervenções terapêuticas a fim de se reduzir a 

propagação e patologia da doença e a replicação 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 HspA8  

A HspA8, também conhecida como Hsc70 (proteína cognata de choque térmico de 

70 kDa), é uma das Hsp70 humanas citoplasmáticas (AROSIO et al., 2020; STEEL et 

al., 2012). Ao contrário de outras Hsp70s citossólicas, como HspA1A, HspA1AB e 

HspA6, a HspA8 não é induzida por estresse térmico sendo constitutivamente expressa 

(RADONS, 2016), e apresenta funções de manutenção celular, atuando principalmente 

no enovelamento e tráfego de proteínas intermembranas (CHO et al., 2011; MAYER; 

BUKAU, 2005). Assim como a maior parte das Hsp70, a proteína HspA8 é composta 

por dois domínios estruturais: DLN e DLP, conectados por um linker hidrofóbico. 

Embora não haja a estrutura completa da HspA8 depositada no PDB, as estruturas do 

DLN em sua forma Apo e ligado ao ADP já foram obtidas (códigos: 4H5V, 4H5T e 
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6ZYJ), além disso a estrutura parcial da ortóloga bovina, que compartilha 99% de 

identidade com a HspA8, e seu DLN na presença de ATP também se encontram 

disponíveis no PDB (códigos: 3C7N e 1KAZ) (Figura 10). 

Figura 10. Estruturas moleculares do DLN da proteína HspA8 e bHsc70. Estruturas 3D do DLN da 

HspA8 na ausência (A) e presença do nucleotídeo ADP (B e C) se encontram depositadas no PDB 

(códigos: 4H5V, 4H5T e 6ZYJ). A estrutura do DLN da ortóloga bovina (D), bHsc70, a qual compartilha 

99% de identidade com a HspA8, e a estrutura parcial da mesma (E, 1-551aa) também se encontram 

disponíveis no PDB (códigos: 1KAZ e 3C7N). A coordenação dos nucleotídeos adenosina pelo DLN 

pode ser realizada pelos íons Mg2+ e Ca2+. 

 
Fonte: Autoria própria. 

Embora a HspA8 seja capaz de utilizar, além do Mg2+, o íon Ca2+ como cofator 

metálico na coordenação dos nucleotídeos adenosina, o efeito inibitório do deste íon 

para a liberação do ADP é cerca de 6 vezes menos pronunciado para HspA8 quando 

comparada a HspA5 (PREISSLER et al., 2020). Ademais, o efeito do Ca2+ na 

estabilização térmica do complexo ADP-chaperona também é menos acentuado na 

Hsp70 citossólica, quando a comparamos com a isoforma do RE (LAMB et al., 2006; 

PREISSLER et al., 2020). 
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Além das funções supracitadas, a HspA8 também está envolvida nas vias de 

sinalização celular (SRINIVASAN et al., 2020), sistema de autofagia (AROSIO et al., 

2020; DOU et al., 2020; STRICHER et al., 2013), processamento e apresentação de 

antígenos via complexo de histocompatibilidade (MHC) (RADONS, 2016), endocitose 

mediada por clatrina (BANKS et al., 2020; YU et al., 2014), interação com proteínas 

virais e montagem de vírions (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 funções dessa chaperona são essenciais, uma vez que seu knockdown 

leva a célula à apoptose (DAUGAARD; ROHDE; JÄÄTTELÄ, 2007; ROHDE et al., 

2005). Neste sentido, devido à sua importância, a HspA8 tem sido amplamente estudada 

como um alvo terapêutico para diversas doenças, como fibrose cística (BAAKLINI et 

al., 2020; CHO et al., 2011), doença de Parkinson (BANKS et al., 2020; 

CIECHANOVER; KWON, 2017), esclerose lateral amiotrófica (AROSIO et al., 2020; 

KAMPINGA; BERGINK, 2016), doença de Alzheimer (CIECHANOVER; KWON, 

2017; DOU et al., 2020), câncer (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 terapêutico 

1.4.1.1 Doenças neurodegenerativas 

Embora seja constitutivamente expressa, a HspA8 é abundantemente encontrada 

no sistema nervoso de mamíferos quando comparado a tecidos não neurais, além de 

apresentar altos níveis de expressão em corpos celulares neuronais (CHEN; BROWN, 

2007). Tem sido visto que essa chaperona apresenta papel essencial na proteção 

intrínseca de células neuroepiteliais e precursoras neurais contra o estresse (RUBIO et 

al., 2002). Ademais, enquanto a indução da expressão da HspA8 atua como fator anti-

apoptótico, sua depleção regula positivamente o aumento da expressão de sua parceira 

citossólica HspA1A (MCLAUGHLIN et al., 2003), o que demonstra o papel 

neuroprotetor dessa chaperona. Interessantemente, estudos reportam a regulação 

positiva da expressão da HspA8 após isquemia cerebral, o que também sugere uma 

função na neuroregeneração ativa e reparo (ANAGLI et al., 2008; CHEN et al., 2007; 

MURANYI et al., 2005).  

O potencial papel da HspA8 em doenças neurodegenerativas causadas pelo 

acúmulo de α-sinucleína, tais como DP, também tem sido estudado (NACHMAN et al., 

2020; XUN et al., 2008). Foi verificado que essa chaperona pode mediar a degradação 
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lisossomal de α-sinucleínas em conjunto com a proteína LAMP-2A (do inglês 

Lysosome-associated membrane protein-2A) (MAK et al., 2010). Ademais, a HspA8 

também atua em conjunto com a CHIP na degradação de mutantes da SOD1 (do inglês 

cooper–zinc Superoxide dismutase 1), um dos produtos gênicos causadores da esclerose 

lateral amiotrófica (ALS, do inglês Amyotrophic lateral sclerosis) (URUSHITANI et 

al., 2004). Além disso, o tratamento em modelos de camundongos com acrimoclomol, 

co-indutor de Hsps, retarda significativamente a progressão dessa doença (CASONI et 

al., 2005; URUSHITANI et al., 2004).  

Estudos reportam que a HspA8 pode interagir e mediar o enovelamento ou 

degradação da Tau, proteína associada ao microtúbulo que quando hiperfosforilada 

pode desencadear as alterações patológicas iniciais de distúrbios como a DA 

(ELLIOTT; TSVETKOV; GINZBURG, 2007; NACHMAN et al., 2020). Além disso, 

essa chaperona pode desempenhar papel protetor na DA por facilitar a polimerização de 

microtúbulos mediados pela Tau e a produção de anticorpos MC1 para a Tau enovelada 

(JINWAL et al., 2010; KOSIK; SHIMURA, 2005; ZHANG et al., 2008). A degradação 

de proteínas huntingtina mutantes, causadoras da doença de Huntington (DH), também 

pode ser mediada pela HspA8 (BAUER et al., 2010). Interessantemente, além da função 

neuroprotetora, a HspA8 também é capaz de modular a neurotransmissão de distúrbios 

epilépticos via GABA (do inglês gamma-aminobutyric acid) (EKIMOVA et al., 2010). 

1.4.1.2 Câncer 

Assim como observado para a HspA5, a HspA8 também é 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 concentração 

de HspA8 no estágio de proliferação do que em diferenciação (HELMBRECHT; 

RENSING, 1999), o que sugere que essa chaperona pode atuar principalmente na fase 

proliferativa. Interessantemente, foi visto que a redução na expressão da HspA8 é capaz 

de promover a reversão de uma célula de glioma de alto grau para um fenótipo 

astrocítico normal (VILA-CARRILES et al., 2007), o que sugere que a regulação 

negativa dessa chaperona pode ser utilizada como uma terapia promissora para esse tipo 

de câncer. Surpreendentemente, estudos reportaram que a sobrevivência de células 

tumorais e não tumorais é dependente de HspA8 (ROHDE et al., 2005) e que essa 

proteína é identificada no meio condicionado de neuroblastoma, o que demonstra seu 

potencial papel como biomarcador tumoral (SANDOVAL et al., 2006).  
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A HspA8 participa na regulação das funções de vários genes relacionados ao 

desenvolvimento de um tumor, ademais ela também pode se ligar e estabilizar proteínas 

supressoras tumorais não fosforiladas de retinoblastoma (INOUE et al., 1995). 

Interessantemente, o papel imunomodulador dessa chaperona também tem sido descrito 

e a presença da mesma na superfície de exossomos liberados por tumores pode 

estimular a atividade migratória e citolítica de células NK (do inglês Natural Killer) 

(GASTPAR et al., 2005). Adicionalmente, a HspA8 também é capaz de induzir 

respostas de linfócitos T citotóxicos se ligando e transportando peptídeos antigênicos 

(AZUMA et al., 2003).  

Cabe destacar ainda que estudos visando o uso da HspA8 em imunoterapias já 

têm sido realizados. Foi visto que a fusão dessa chaperona a epítopos de células T CD4+ 

e CD8+ pode ser utilizada como uma vacina capaz de prevenir o crescimento de tumores 

e metástase (MIZUKAMI et al., 2008) e, que a fusão do DLN da HspA8 com a TRP-2 

(do inglês tyrosinase-related protein-2) atua como uma vacina tumoral contra o 

melanoma B16 (ZHANG et al., 2006).  

1.6 Problematização 

Todos os aspectos abordados até aqui ressaltam a importância das Hsp70 para as 

células eucarióticas, especialmente para as células humanas, sugerindo-as como 

potenciais candidatas a alvos terapêuticos no tratamento e prevenção de diferentes 

patologias. Além disso, embora o genoma de Homo sapiens apresente diferentes genes 

codificadores para proteínas Hsp70 que compartilham similaridades estruturais e 

funcionais, diferentes estudos evidenciam peculiaridades funcionais entre estas 

homólogas (KOHLER; ANDRÉASSON, 2020; RADONS, 2016; RYU et al., 2020; 

SERLIDAKI et al., 2020). Neste sentido, este trabalho visou caracterizar 

comparativamente a estrutura, estabilidade e função das proteínas HspA5 e HspA8 de 

forma a compreender os determinantes moleculares das mesmas em solução. 

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 

(HspA5 e HspA8), quanto aos parâmetros estruturais, de estabilidade e funcionais. 
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2.1.2 Específicos 

 Identificação e análise da sequência de aminoácidos da HspA5 e HspA8; 

 Expressão e purificação das proteínas recombinantes HspA5 e HspA8; 

 Determinação dos conteúdos de estrutura secundária e terciária local da HspA5 e 

HspA8; 

 Determinação das propriedades hidrodinâmicas e presença de estados 

oligoméricos da HspA5 e HspA8; 

 Avaliação da estabilidade química e térmica da HspA5 e HspA8; 

 Determinação de aspectos termodinâmicos e constantes de dissociação da 

interação das proteínas HspA5 e HspA8 com nucleotídeos adenosina na 

presença e ausência de Mg2+ e Ca2+; 

 Análise da atividade chaperona intrínseca da HspA5 e HspA8; 

 Análise da atividade ATPásica da HspA5 e HspA8. 

 

2.2 Material e métodos 

2.2.1 Identificação das proteínas e análises de Bioinformática 

As sequências de aminoácidos correspondentes às HspA5 (ID: NP_005338.1) e 

HspA8 (ID: NP_006588.1) foram identificadas, a partir do National Center for 

Biotechnology Information (NCBI) (disponível em: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), e 

alinhadas com as sequências das homólogas HspA1A (ID: NP_005337.2) e HspA9 (ID: 

NP_004125.3) através do Software Clustal ômega (disponível em: 

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). As porcentagens de identidade e 

similaridade sequencial foram calculadas utilizando o programa Emboss Needle 

(disponível em: https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/). As regiões das 

proteínas humanas HspA5 e HspA8 relacionadas a interação com os nucleotídeos 

adenosina e com os íons Mg2+, Ca2+ ou K+ foram identificados e analisadas por meio 

das seguintes estruturas disponíveis no PDB: 5E84, 3IUC, 5EVZ, 3LDL, 4H5T, 6ZYJ, 

3C7N e 1KAZ. 

2.2.2 Soluções-tampão 

A composição e a finalidade de uso das soluções-tampão utilizadas para o 

desenvolvimento deste trabalho estão descritas na Tabela 3. 

Tabela 3. Descrição da composição e finalidade de uso das soluções-tampão empregues nos 

procedimentos experimentais. 
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Solução-tampão Composição Finalidade de uso 

A Tris-HCl 50 mM (pH 8.0), 100 mM KCl Lise bacteriana 

B 
Tris-HCl 20 mM (pH 7.5), 100 mM 

NaCl, 20 mM Imidazol 

Lavagem da coluna na cromatografia de 

afinidade-Ni2+ 

C 
Tris-HCl 20 mM (pH 7.5), 100 mM 

NaCl, 500 mM Imidazol 

Eluição das proteínas na cromatografia 

de afinidade-Ni2+ 

D 
Tris-HCl 25 mM (pH 7.5), 50 mM NaCl, 

5 mM KCl, 5 mM Fosfato de Sódio 
Eluição das proteínas na cromatografia 

de exclusão molecular preparativa 

E 
Fosfato de sódio 20 mM (pH 6,5), 

Hidrocloridrato de guanidina 6 M 
Quantificação via método de Edelhoch 

F 
Tris-HCl 25 mM (pH 7.5), 50 mM NaCl, 

5 mM KCl 
Ensaios de atividade ATPásica 

Fonte: Autoria própria. 

2.2.3 Expressão e purificação das proteínas HspA5 e HspA8  

Os vetores plasmidiais contendo os fragmentos de DNA codantes para as 

proteínas humanas HspA5 (pET28a::HspA5) e HspA8 (pET28a::HspA8) foram obtidos 

comercialmente pela Epoch Life Science Inc. (Missouri City, Texas, USA). Para a  

HspA5, a construção proteica produzida pelo pET28a::HspA5 não apresenta a 

sequência correspondente ao peptídeo sinal da mesma. A inserção destes vetores foi 

realizada em cepas bacterianas competentes Escherichia coli BL21(DE3) a partir da 

técnica de transformação. Tal procedimento ocorreu via choque térmico: inicialmente as 

células foram incubadas com os vetores por 30 min no gelo e, então, submetidas à 

temperatura de 42 ºC por 90 seg. Posteriormente, a suspensão celular foi recolocada no 

gelo por 3 min. Após esse processo de choque térmico, foi adicionado 1 mL de meio de 

cultura Lisogenic broth (LB) à suspensão bacteriana e a mesma foi incubada à 37 ºC por 

45 min sob agitação de 200 rpm. Por fim, uma placa de meio LB sólido suplementado 

com ágar (5 g.L-1 de extrato de levedura, 10 g L-1 de peptona, 10 g L-1 de NaCl e 15 g L-

1 ágar - pH 7,0) e canamicina (3x 10-5 mg L-1) foi preparada, a suspensão foi espalhada e 

incubada por 16 h à 37 ºC em estufa.  

Após a obtenção das cepas contendo os plasmídeos de interesse, uma colônia 

bacteriana foi escolhida e pré-inoculada em 25 mL de meio LB, na presença de 

canamicina, à 37 ºC por 16 h, sob agitação de 200 rpm. O pré-inóculo foi então diluído 

20 vezes em 500 mL de meio LB, contendo o antibiótico, e o cultivo celular ocorreu a 

37 ºC e 200 rpm até atingir uma DO600nm ~ 0,6. Na sequência, as células foram 

induzidas com a adição de 0,4 mM de IPTG (Isopropil β-D-1-tiogalactopiranosida) por 

4 h a 30 ºC e 200 rpm. A molécula de IPTG foi utilizada como indutor pois a linhagem 

E. coli BL21 (DE3) apresenta o gene DE3, responsável pela codificação da enzima T7 

RNA polimerase, cuja expressão é controlada pelo promotor lacUV5, o qual é sensível a 
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esta molécula (ZHANG et al., 2015). Após a indução, as células foram centrifugadas a 

8000 rpm por 15 min a 4 ºC e o pellet armazenado a 20ºC.  

Os pellets bacterianos foram ressolubilizados em 30 mL de tampão A e 

rompidos de forma química, sendo incubados com 5 unidades (U) de DNAse (Sigma) e 

0,01 mg mL-1 de lisozima (Sigma), e física, por sonicação 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 ºC e 18000 rpm, e o sobrenadante foi filtrado em membrana 0,45 μm 

(Millipore). A fração solúvel foi então aplicada em uma coluna HiTrap Chelating HP 5 

mL (GE Healthcare Lifesciences) de cromatografia de afinidade ao níquel equilibrada 

com tampão B e as proteínas recombinantes foram eluídas em tampão C. Essa técnica 

cromatográfica foi aplicada pois a cauda de poli-histidina inserida pelo vetor na porção 

N-terminal destas proteínas se liga de forma reversível ao metal níquel, o que permite a 

afinidade entre tais proteínas e a coluna, e sua posterior purificação (BORNHORST, 

J.A., FALKE, 2010). Após as proteínas serem eluídas na cromatografia de afinidade, 

elas foram submetidas à cromatografia de exclusão molecular prepativa (CEMp) 

empregando à coluna Superdex 200 16/60 (GE Healthcare Lifesciences) equilibrada em 

tampão D e acoplada ao sistema AKTA Prime Plus (GE Healthcare Lifesciences). O 

grau de pureza e a eficiência do processo de purificação foram monitorados por meio de 

géis de poliacrilamida de 12% (SDS-PAGe). Os géis decorrentes da eletroforese foram 

corados com Coomassie Brilliant Blue e descorados em solução descorante (composta 

por ácido acético, etanol e água).  

2.2.4 Propriedades físico-químicas das proteínas  

As propriedades físico-químicas das proteínas HspA5 e HspA8 foram obtidas, 

por meio da sequência de aminoácidos das mesmas, utilizando o programa Sednterp 

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

Tabela 4. Descrição das proteínas HspA5 e HspA8 quanto aos parâmetros físico-químicos: números 

de resíduos de aa totais e de aminoácidos específicos (W- triptofano, Y- tirosina, F- fenilalanina e C-

cisteína), massa molecular (MM), ponto isoelétrico (pI) e coeficiente de extinção molar (ε). 

Proteína* 
Gene Bank 

IDa 

Resíduos 

de aab 
W/Y/F/Cb MM (kDa)b pI teórico b 

ε280nm 

(M-1. cm-1) 

Edelhochb 

HspA5c 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 sequência de aa sem a His-tag inserida pelo vetor de expressão pET28a. 
a Dados obtidos pelo NCBI. 
b Valores calculados a partir das sequências de aa pelo programa Sednterp. 
c Valores obtidos para a sequência sem o peptídeo sinal. 

Fonte: Autoria própria. 
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2.2.5 Quantificação das proteínas 

 A concentração das proteínas recombinantes HspA5 e HspA8 foi aferida pelo 

método de Edelhoch, que se baseia na estimativa do coeficiente de extinção molar (ε) 

das proteínas em seu estado desenovelado (EDELHOCH, 1967). Neste sentido, uma 

alíquota de cada uma dessas proteínas foi diluída 5x em tampão E e a absorbância 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 quantificação 

proteica realizada utilizando a Lei de Beer-Lambert (SWINEHART, 1962), como 

descrito pela Equação 1: 

𝐴 =  𝜀 ∗ 𝑙 ∗ 𝐶     Equação 1 

onde A representa a absorbância em 280 nm (unidades arbitrárias), ε o coeficiente de 

extinção molar da molécula (M-1.cm-1), 𝑙 o caminho óptico percorrido pela radiação 

através da solução (cm) e 𝐶 a concentração molar da espécie que está sendo analisada 

(mol.L-1). Em todas as medidas a leitura do branco foi descontada, os limites de 

absorbância foram respeitados (0,2 – 0,8) e o fator de diluição, quando necessário, foi 

acrescentado. 

2.2.6 Espectropolarimetria de dicroísmo circular 

 Os ensaios de espectropolarimetria de dicroísmo 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-próximo (350 nm – 250 nm), a fim de aferir 

o conteúdo de estrutura secundária e terciária das proteínas, respectivamente (KELLY; 

PRICE, 2005; WHITMORE; WALLACE, 2008). Ademais, nos ensaios de CD no UV-

distante as proteínas também foram analisadas na presença e ausência dos nucleotídeos 

adenosina, ATP e ADP. Para os experimentos de CD no UV-distante foi utilizada uma 

cubeta de quartzo de 0,2 mm e uma concentração proteica de 3 μM, enquanto os ensaios 

de CD no UV-próximo foram realizados utilizando uma cubeta de quartzo de 1 cm e 

uma concentração proteica de 15 μM. Todos os espectros de CD foram convertidos em 

elipticidade molar residual ([θ]), como apresentado na Equação 2, e a deconvolução 

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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[𝜃] =
𝜃𝑥100𝑥𝑀𝑀

𝐶𝑥𝑙𝑥𝑛
  Equação 2 

Na Equação 2, θ é o sinal obtido de CD, MM é a massa molecular das proteína 

(Da), 𝐶 é a concentração (mg.mL-1), 𝑙 é o caminho óptico da cubeta (cm) e 𝑛 é o 

número de resíduos de aminoácidos da proteína.  

Os nucleotídeos adenosina (Sigma) foram preparados e quantificados 

espectroscopicamente mediante leitura em 259 nm, utilizando o coeficiente de extinção 

molar (ε) 15400 M-1.cm-1, assim como demonstrado na Equação 1. Nos ensaios de UV-

distante as proteínas foram incubadas, por 1 h a temperatura ambiente, com 200 μM de 

ADP ou ATP na presença de 2 mM do cofator MgCl2. Ademais, espectros de CD das 

proteínas na presença do agente desnaturante hidrocloridrato de guanidina (5 M) 

monitorados no UV-próximo também foram obtidos. Todos os experimentos de CD 

foram realizados em tampão D e os dados espectrais para cada condição foram obtidos 

por meio de 3 experimentos independentes (n=3). 

2.2.7 Espectroscopia de Fluorescência 

A estrutura terciária local das proteínas recombinantes HspA5 e HspA8 foi 

monitorada por emissão de fluorescência intrínseca do triptofano (TAKALLOO et al., 

2020), utilizando um espectrofotômetro de fluorescência F-4500 (Hitachi). As amostras 

proteicas (3 μM), na presença ou ausência 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 presença dos nucleotídeos adenosina também foram realizados por 

fluorescência, usando as mesmas condições descritas na seção anterior. Os espectros 

foram coletados entre 310 e 420 nm e os dados obtidos foram analisados em relação ao 

comprimento máximo de emissão (λmax) e por meio do cálculo do centro de massa 

espectral (<λ>), como descrito na Equação 3.  

< 𝜆 > =
Ʃ𝜆𝑖𝐹𝑖

Ʃ𝐹𝑖
   Equação 3 

Na Equação 3, 𝜆𝑖 é o comprimento de onda medido e 𝐹𝑖 a intensidade de 

fluorescência de 𝜆𝑖. Todos os experimentos de fluorescência foram realizados em 

tampão D e em triplicatas biológicas. 
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2.2.8 Cromatografia de exclusão molecular analítica 

A cromatografia de exclusão molecular analítica (CEMa) foi utilizada para 

estimar parâmetros hidrodinâmicos e a possível estrutura quaternária das proteínas 

recombinantes HspA5 e HspA8 (HONG; KOZA; BOUVIER, 2012). Os experimentos 

foram realizados em tampão D, utilizando uma coluna Superdex 200 GL 10/300 (GE 

healthcare Lifesciences) acoplada ao sistema AKTA prime plus (GE healthcare 

Lifesciences) e utilizando concentrações proteicas entre 10 e 15 μM. Foi utilizado um 

padrão de proteínas globulares composto pelas proteínas Apoferritina (480 kDa e Rs 

67,1 Å), ɤ- globulina (160 kDa e Rs 48 Å), BSA (67 kDa e Rs 36,2 Å), Anidrase 

carbônica (30 kDa e Rs 23,9 Å) e citocromo c (12,3 kDa e Rs 14,2 Å). A partir dos 

volumes de eluição das Hsp70 humanas e das proteínas padrão foi possível calcular o 

coeficiente de partição (kav), como mostrado pela Equação a seguir: 

𝑘𝑎𝑣 =  
(𝑉𝑒−𝑉0)

(𝑉𝑡−𝑉0)
  Equação 4 

onde 𝑉𝑒 é o volume de eluição de cada molécula proteica, 𝑉0 é o volume da fase móvel 

e 𝑉𝑡 é o volume total da coluna. Por meio destes ensaios foi possível obter também 

parâmetros hidrodinâmicos tais como a massa molecular aparente (MMapp) e a razão 

friccional 𝑓/𝑓0 das proteínas HspA5 e HspA8 (Equação 5). 

𝑓/𝑓0  =
𝑅𝑎𝑖𝑜 𝑑𝑒 𝑆𝑡𝑜𝑘𝑒𝑠 𝑒𝑥𝑝𝑒𝑟𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑎𝑙

𝑅𝑎𝑖𝑜 𝑑𝑒 𝑆𝑡𝑜𝑘𝑒𝑠 𝑡𝑒ó𝑟𝑖𝑐𝑜
  Equação 5 

2.2.9 Desenovelamento químico 

O desenovelamento químico foi realizado utilizando o agente caotrópico ureia, a 

fim de se estudar a estabilidade química comparativa das proteínas HspA5 e HspA8. A 

concentração da solução estoque contendo o agente desnaturante foi aferida por 

refratometria. As fórmulas são dadas pelas Equações 6 e 7.  

𝛥𝑁 =  𝛥𝑁𝑢 −  𝛥𝑁𝑡  Equação 6 

[𝑢𝑟𝑒𝑖𝑎] = 117,66 (𝛥𝑁) + 29,753 (𝛥𝑁2) + 185,56 (𝛥𝑁3)  Equação 7 

Na Equação 6: 𝛥𝑁𝑢 é o índice de refração do agente desnaturante, 𝛥𝑁𝑡 é o 

índice de refração do tampão utilizado e o 𝛥𝑁 é a diferença entre tais índices. E, na 

Equação 5 temos a descrição polinomial utilizada para se calcular a concentração de 

ureia (PACE; SHIRLEY; THOMSON, 1989). 
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Os experimentos foram realizados e monitorados por CD222nm e emissão de 

fluorescência295nm , a fim de se analisar as transições conformacionais sofridas em nível 

de estrutura secundária e terciária local, respectivamente (BENNION; DAGGETT, 

2003; TAKALLOO et al., 2020; WHITMORE; WALLACE, 2008). A concentração das 

proteínas recombinantes HspA5 e HspA8 utilizadas foi de 3 μM e os ensaios foram 

feitos com incubação prévia das mesmas com diferentes concentrações de ureia (0 – 8 

M) por 1 h em tampão D. Adicionalmente, os ensaios de desenovelamento por 

fluorescência foram realizados em microplaca Microlon de 96 poços (Greiner) e os 

espectros coletados em um equipamento VarioskanTM LUX 3020-197 (Thermo Fisher 

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

Para a análise dos dados de desenovelamento químico por meio da técnica de 

fluorescência295nm foi considerado o <λ> das proteínas incubadas com diferentes 

concentrações de ureia e os cálculos foram realizados como apresentados na Equação 3. 

Adicionalmente, o tratamento de dados do desenovelamento químico acompanhado por 

CD222nm foi realizado pela conversão dos mesmos em [θ], tal como apresentado na 

equação 2. A concentração de transição do ponto médio (Cm) para ambas as proteínas 

foi obtida utilizando um ajuste Double-Boltzmann disponíveis 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 

proteínas Hsp70 recombinantes, bem como estudar as transições conformacionais 

geradas pela temperatura em suas estruturas secundárias (KELLY; PRICE, 2005). Os 

ensaios de desnaturação por CD222nm foram realizados utilizando 5 µM das proteínas 

HspA5 e HspA8 em tampão D, sob um intervalo térmico de coleta de 20 ºC a 90 ºC e 

elevação de temperatura de 1 ºC min-1. Ademais, experimentos na presença de 200 µM 

de nucleotídeos adenosina (ATP e ADP) e do cofator MgCl2 (2 mM) também foram 

realizados mediante incubação prévia, como relatado na seção 2.2.6. Os dados foram 

convertidos em [θ] e tratados utilizando ajuste sigmoidal não linear Double-Boltzmann 

disponível 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 inglês Differential 

Scanning Calorimetry) foi escolhida para acompanhar o processo de desnaturação 

global das proteínas 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 ºC a 90 

ºC, sob uma taxa de aquecimento de 1 ºC min-1. As proteínas Hsp70 foram 

exaustivamente dialisadas frente ao tampão D e a concentração proteica utilizada foi de 

aproximadamente 1 mg mL-1. Os ensaios foram realizados na presença e ausência dos 

nucleotídeos adenosina (200 μM) e dos cofatores MgCl2 (2 mM) e CaCl2 (2 mM). 

Assim como reportado em outras seções, os ensaios com nucleotídeos foram realizados 

mediante incubação 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 transição) e entalpia de desnaturação aparente (ΔHapp), 

conforme descrito previamente (SILVA et al., 2020a). Como é sabido, a interação de 

ligantes à uma proteína pode ocasionar alterações conformacionais e, 

consequentemente, aumentar sua estabilidade térmica (BHANDAL et al., 2017; LAMB 

et al., 2006). Portanto, as Tm obtidas para as proteínas HspA5 e HspA8, na ausência e 

presença dos nucleotídeos, foram utilizadas para calcular a constante de dissociação 

(KD), conforme mostrado pela Equação a seguir. 

𝛥𝑇𝑚

𝑇𝑚
=  

(𝑅𝑇𝑚,𝑜)

(𝛥𝐻𝑎𝑝𝑝,0)
. ln(1 +  

[𝐿]

𝐾𝐷
) Equação 8 

Na Equação 8, ΔTm é a variação de Tm da proteína na forma apo em relação ao 

ligante utilizado, R é a constante dos gases, Tm,o e ΔHapp,o são, respectivamente, a Tm 

da proteína e entalpia de desnaturação da mesma na ausência do ligante,  e [L ] é a 

concentração do ligante, conforme reportado por Lamb e colaboradores (LAMB et al., 

2006).  

2.2.11 Calorimetria de titulação isotérmica 

A interação das proteínas recombinantes HspA5 e HspA8 com os nucleotídeos 

adenosina (ATP e ADP) foi avaliada por calorimetria de titulação isotérmica 

(Isothermal Titration Calorimetry, ITC) usando um microcalorímetro iTC200 (GE 
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Healthcare Life Sciences). Treze ou dezenove injeções de 1,5 μL de ATP (1000 μM) e 

dezenove injeções de 1,5 μL de ADP (300 μM) foram injetados em 203,8 μL das 

proteínas Hsp70 (30 μM), na presença de 2 mM de MgCl2 ou CaCl2. As proteínas foram 

exaustivamente dialisadas em tampão D e os ligantes foram preparados no tampão pós-

diálise. Os experimentos foram realizados a 20 ºC, 1000 rpm e intervalo de injeções de 

150 seg. Como controle, as titulações foram realizadas usando as preparações de ATP e 

ADP em tampão de diálise. A integração da área do pico de cada uma das injeções para 

um dado período de tempo foi obtida e utilizada para calcular a variação na entalpia 

aparente (ΔHapp). O software Microcal Origin foi empregue para a análise dos 

resultados, utilizando o modelo de um sítio de ligação para os ajustes das curvas (One 

Set of Sites curve), obtendo assim a ΔHapp, o coeficiente estequiométrico (n) e a 

constante de associação (KA). Os parâmetros termodinâmicos energia livre de Gibbs de 

ligação aparente (ΔGapp) e a variação de entropia de ligação aparente (ΔSapp) foram 

calculadas pela Equação 9. 

ΔG𝑎𝑝𝑝 = −𝑅𝑇𝑙𝑛𝐾𝐴 = ΔH𝑎𝑝𝑝 − 𝑇ΔS𝑎𝑝𝑝Equação 9 

Os dados termodinâmicos foram gerados a partir de, pelo menos, 3 titulações 

experimentais independentes e em todos as titulações a injeção do titulante no tampão 

foi subtraída dos isotermogramas.  

2.2.12 Atividade ATPásica 

Os ensaios de atividade ATPásica das proteínas recombinantes HspA5 e HspA8 

foram realizados para analisar a atividade enzimática das mesmas sob a hidrólise de 

ATP (MAYER; BUKAU, 2005; MAYER; GIERASCH, 2019). A fim de medir a 

quantidade de Pi liberado mediante à quebra da molécula de ATP pelas proteínas 

Hsp70, foi utilizado o kit colorimétrico PiColorLock TM Gold Phosphate Detection 

System (Innova Biosciences). Tal kit se baseia na alteração de absorbância do corante 

verde malaquita na presença de Pi (fosfato inorgânico), como resultado da formação de 

fosfomolibdatos (SILVA et al., 2018), sendo o Pi livre proporcional portanto à taxa de 

hidrólise de ATP por essas chaperonas. Neste sentido, os ensaios foram realizados em 

uma microplaca de 96 poços UV-Star (greiner), mediante a incubação de 2 μM das 

proteínas HspA5 e HspA8 com concentrações crescentes de ATP (0 a 2000 μM) e 2 

mM de MgCl2, por 1 h a 37 ºC. Ademais, uma curva padrão foi construída com valores 

crescentes de fosfato inorgânico para a normalização dos dados obtidos. Após o período 
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de incubação, a leitura de absorbância foi realizada a 590 nm no leitor de microplacas 

VarioskanTM LUX 3020-197 (Thermo Fisher Scientific). Todos os ensaios foram 

realizados em tampão F. 

2.2.13 Atividade Chaperona 

Os experimentos de atividade chaperona foram realizados a fim de se avaliar a 

capacidade das proteínas HspA5 e HspA8 de prevenir a agregação proteica (BALCHIN; 

HAYER-HARTL; HARTL, 2020). Para isto, foram utilizadas duas proteínas-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 tampão D, fixando a concentração de 1 

μM para ambas as proteínas-clientes modelo e variando a concentração das Hsp70 (0- 2 

μM). Os experimentos foram realizados em uma microplaca de 96 poços UV-Star 

(Greiner), incubada por 2 h a 42 ºC, e a agregação foi monitorada por espalhamento de 

luz a 320 nm no equipamento Varioskan ™ LUX 3020-197 (Thermo Fisher Scientific). 

A agregação das proteínas-modelo no tempo de 90 min a 42 ºC foi considerada como o 

sinal máximo de espalhamento de luz (100%) (SILVA et al., 2018).  

2.3 Resultados e Discussão 

2.3.1 Análise da estrutura primária da HspA5 e HspA8 

A fim de compreender a estrutura das proteínas humanas HspA5 e HspA8, bem 

como a similaridade na estrutura primária com as homólogas HspA1A e HspA9, o 

alinhamento das sequências de aminoácidos foi realizado. Conforme mostrado na 

Figura 11 e Tabela 5, as proteínas Hsp70 humanas apresentam um moderado grau de 

identidade e um alto grau de similaridade sequencial. 

Figura 11. Alinhamento entre as sequências de aminoácidos e esquematização dos domínios das 

proteínas humanas HspA1A, HspA5, HspA8 e HspA9. A) O alinhamento da sequência de aminoácidos 

das proteínas hHsp70 foi feito utilizando o programa Clustal Ômega, considerando o peptídeo sinal 

presente nas proteínas HspA5 e HspA9. Os símbolos destacados como (*), (-), (:) e (.) representam os 
aminoácidos idênticos em todas as sequências, os ausentes, os que possuem estrutura similar e os pouco 

similares, respectivamente. Em caixas vermelhas foram destacados os resíduos de Triptofano (W), na 

caixa preta foi destacado o linker hidrofóbico, na caixa verde e roxa foram destacadas a sequência de 

retenção ao RE e o motivo EEVD, respectivamente. As caixas em rosa representam aminoácidos 

relacionados à interação com os nucleotídeos ATP e ADP e com os cofatores metálicos. Em azul estão as 

caixas correspondentes aos resíduos de interação ao Ca2+. Os resíduos descritos como importantes na 

atividade chaperona das Hsp70 são destacados pelas caixas laranjas enquanto os que interagem com os 

íons K+ são destacados pelas caixas amarelas. As regiões presentes nas proteínas Hsp70 são destacadas 

em setas: a seta rosa claro representa o peptídeo sinal das proteínas HspA5 e HspA9, a seta azul, rosa e 

lilás representam o domínio DLN, DLP e a região variável, respectivamente. B) As estruturas das 

proteínas HspA1A, HspA5, HspA8 e HspA9 é apresentada por meio de uma esquema comparativo das 
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regiões presentes nestas proteínas e sua localização subcelular (adaptado de (DAUGAARD; ROHDE; 

JÄÄTTELÄ, 2007)).  

Fonte: Autoria própria. 

A maior porcentagem de identidade proteica observada entre as Hsp70 

analisadas foi de 86% e ocorreu entre as proteínas HspA1A e HspA8, seguida pelos 

valores de 66% encontrado para a HspA5 e HspA8, 64% para a HspA5 e HspA1A e de 

aproximadamente 50% entre a HspA9 com as demais proteínas. Ademais, os menores 

valores de similaridade sequencial também foram obtidos comparando a sequência da 

HspA9 com a das outras homólogas (aproximadamente 77%), o que sugere diferenças 

estruturais entre essa proteína com as outras três Hsp70 em análise (Tabela 5). 

Interessantemente, o nível de conservação 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 

diferenças funcionais observadas entre elas podem estar relacionadas ao DLP.  

Tabela 5. Valores de identidade e similaridade entre as proteínas HspA1A, HspA5, HspA8 e HspA9 

e entre seus domínios DLN e DLP. 

Proteínas Ident. total 

(%)* 

Simil. total 

(%)* 

Ident. do 

DLN (%)* 

Simil. do 

DLN (%)* 

Ident. do 

DLP (%)* 

Simil. do 

DLP (%)* 

HspA1A-

HspA5 

64 86 66 82 55 73 

HspA1A-

HspA8 

86 95 89 95 80 90 

HspA1A-

HspA9 

50 76 52 70 43 59 

HspA5-

HspA8 

66 87 69 83 55 73 

HspA5-

HspA9 

50 77 55 71 44 59 

HspA8-

HspA9 

50 77 53 69 42 56 

* Valores obtidos por meio do programa Emboss Needle. 

Fonte: Autoria própria. 

Na Figura 11, na porção correspondente ao DLN, as caixas rosas indicam os 

resíduos de aminoácidos envolvidos na interação com os nucleotídeos ATP e ADP, bem 

como com os cofatores metálicos (Thr13, Thr14, Tyr15, Lys71, Glu268, Arg269, 

Lys271, Arg272, Ser275, Arg342, Ile343 e Asp366, enumeração considerando a 

sequência da HspA8). As caixas amarelas destacam os resíduos de aminoácidos que 

interagem com os íons K+ (Asp10, Tyr149, Asp199, Thr204 e Asp206, enumeração 

considerando a sequência de aminoácidos da HspA8) os quais são importantes para a 

hidrólise de ATP (O’BRIEN; MCKAY, 1995). Estudos anteriores demonstraram que a 

Thr13 é crítica para o acoplamento ao ATP e mudanças conformacionais na estrutura do 

DLN da Hsc70 bovina (SOUSA; MCKAY, 1998). Além disso, foi visto que, ao 

contrário da Lys71, a Thr204 influencia a estrutura do sítio ativo, mas não é essencial 

para que a hidrólise de ATP ocorra (O’BRIEN; FLAHERTY; MCKAY, 1996; 

O’BRIEN; MCKAY, 1993). Por fim, nas caixas azuis estão os resíduos relacionados ao 

segundo sítio de interação do DLN das proteínas HspA5 e HspA8 com o Ca2+ (Asp232 

e His227, enumeração considerando a sequência de aminoácidos da HspA8). 

O linker hidrofóbico que conecta o DLN ao DLP é destacado pela caixa preta 

(Figura 11), os resíduos relacionados à modulação da atividade chaperona verificada 

para a ortóloga bacteriana DnaK são mostrados em caixas laranjas (RÜDIGER et al., 

2000), o motivo EEVD responsável pela interação com co-chaperonas que possuem o 

domínio TPR é mostrado na caixa roxa (ODUNUGA et al., 2003; SCHEUFLER et al., 

2000; SILVA et al., 2020b) e a sequência de retenção KDEL presente na HspA5 é 
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destacada na caixa verde (JIN; KOMITA; AOE, 2017). Todas as Hsp70 analisadas aqui 

apresentam 2 resíduos de triptofano (Figura 5, caixas vermelhas): um no DLN e outro 

no DLP, com exceção da HspA9 que apresenta um resíduo no peptídeo sinal e o outro 

no DLN.  

2.3.2 Expressão e purificação da HspA5 e HspA8 

Os ensaios de expressão e purificação das proteínas recombinantes HspA5 e 

HspA8 foram realizados de forma bem-sucedida. As proteínas foram purificadas por 

dois passos cromatográficos: cromatografia de afinidade ao níquel seguida por CEMp. 

Em todos os ensaios a His-tag foi mantida. A pureza proteica e a eficiência do processo 

de purificação foram acompanhadas por SDS-PAGE 12%, e as frações obtidas após as 

etapas de purificação permitiram que as proteínas HspA5 e HspA8 fossem utilizadas 

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

Figura 12. Monitoramento da Expressão e purificação das proteínas recombinantes HspA5 e 

HspA8. A eficiência da expressão e purificação das proteínas 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- fração de células não induzidas e induzidas por IPTG, 

respectivamente; 3- fração solúvel; 4- proteína eluida após a cromatografia de afinidade ao níquel; 5- 

proteína eluida após a CEMp. 

 

Fonte: Autoria própria. 

Após os processos de purificação, as proteínas recombinantes HspA5 e HspA8 

apresentaram um rendimento de cerca de 8 a 12 mg por litro de indução, o que foi 

considerado satisfatório para a realização dos ensaios estruturais e funcionais 

apresentados nas próximas seções. 
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2.3.3 Caracterização da estrutura secundária e terciária  

Com o intuito de investigar se as proteínas recombinantes HspA5 e HspA8 

foram obtidas em sua forma enovelada, as técnicas de CD e fluorescência foram 

aplicadas. Os espectros de CD obtidos mostraram que as proteínas em estudo foram 

produzidas com estrutura secundária (Far-UV) e terciária (Near-UV). A Figura 13 

apresenta os espectros proteicos normalizados para [θ] no UV distante (A) e no UV 

próximo (B).  

Figura 13. Espectro de Dicroísmo circular das proteínas recombinantes HspA5 e HspA8 no UV 

distante e próximo. As proteínas humanas HspA5 e HspA8 tiveram sua estrutura secundária (A) e 

terciária (B) analisada por CD. Os espectros de CD, bem como os valores de deconvolução espectral, 

mostraram que as duas proteínas são ricas em hélices-α e que possuem perfis estruturais similares aos de 

outras Hsp70 humanas (ver texto para detalhes). No entanto, embora compartilhem 66% de identidade 
entre si (seção 2.3.1), as proteínas HspA5 e HspA8 apresentam perfis de estrutura terciária global 

diferentes, o que pode dar luz as diferentes funcionalidades observadas entre essas proteínas. 

 
Fonte: Autoria própria. 

A Figura 13A mostra que ambas as proteínas HspA5 e HspA8 apresentaram 

assinaturas espectroscópicas de proteínas Hsp70 (BORGES; RAMOS, 2006; DORES-

SILVA et al., 2015; SHAH et al., 2017), com mínimos característicos de estrutura 

secundária tipo hélice-α (208 nm e 222 nm) e um máximo correspondente à estrutura 

folha-β (194 nm e 195 nm para a HspA5 e HspA8, respectivamente) (KELLY; PRICE, 

2005). O programa Dichroweb foi utilizado para realizar a deconvolução dos espectros 

de CD distante das proteínas em estudo e obter as porcentagens referentes às estruturas 

secundárias das mesmas (WHITMORE; WALLACE, 2008). Ao compararmos os dados 

de deconvolução obtidos para os espectros das duas proteínas em análise (Figura 13A), 

ambas Hsp70 apresentaram como conteúdo de estrutura secundária majoritário hélices-α 

(28% para a HspA5 e 36% para a HspA8), o que também foi observado para as 

proteínas humanas HspA1A e HspA9 (BORGES; RAMOS, 2006; DORES-SILVA et 

al., 2015). É importante ressaltar que os espectros obtidos são uma mistura das 
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diferentes contribuições de estruturas secundárias e que a deconvolução não é uma 

predição estrutural, apresentando erro da ordem de 5-10%.  

A Figura 13B apresenta os espectros de CD próximo (Near-UV) das hHsp70 na 

ausência e na presença do desnaturante químico GdnHCl (5 M). Nesta análise, os 

aminoácidos aromáticos W, Y e F e as pontes dissulfeto são os cromóforos 

contribuintes para os sinais de CD no UV próximo obtidos, os quais são sensíveis à 

estrutura terciária global das proteínas em estudo (KELLY; PRICE, 2005). Ademais, a 

magnitude destes sinais depende do número destes resíduos, da natureza do ambiente 

em que eles se encontram (ligações de H, grupos polares e polarizantes), da mobilidade 

e da disposição espacial em que estes aminoácidos se encontram nas proteínas (KELLY; 

JESS; PRICE, 2005). Neste sentido, como apresentado na Tabela 4, a proteína 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 os casos a maioria dos resíduos aromáticos estão 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 mínimos obtidos para o espectro de CD próximo da proteína HspA5 

ocorreram em 297 nm, 277 nm, 270 nm, 266 nm, 263 nm e 260 nm, enquanto os 

máximos foram em 283 nm e 257 nm, sendo o perfil espectral similar ao observado para 

a ortóloga de hamster (LAMB et al., 2006). Por outro lado, o espectro da HspA8 

apresentou mínimos em 295 nm, 289 nm e 266 nm e máximos em 280 nm, 283 nm, 280 

nm, 263 nm e 260 nm. Em ambos os casos, na presença do agente GdnHCl (5 M) foi 

observada perda de sinal de CD no UV-próximo, sugerindo que as proteínas hHsp70 

apresentavam estrutura terciária global. De forma geral, os mínimos observados em 

torno de 295 nm indicam a contribuição dos resíduos de Trp, os máximos observados 

em torno de 280 nm correspondem à contribuição de ambos Trp e Tyr e os sinais em 

torno de 270 nm a 260 nm correspondem à contribuição dos resíduos de Phe (Figura 

13B).  

Adicionalmente, por apresentarem 2 e 4 cisteínas, respectivamente, as proteínas 

HspA5 e HspA8 podem ainda formar cistinas, o que contribui para o sinal no UV-

próximo em 260 nm (KELLY; PRICE, 2005). No entanto, a estrutura 3D da proteína 

HspA5 demonstra a inexistência da formação de  pontes dissulfeto (PDB: 5E84, Figura 

7). Interessantemente, embora a estrutura completa da HspA8 não esteja disponível e a 

da ortóloga bovina bHsc70 seja apenas parcial, há relatos na literatura que mostram que 

algumas proteínas Hsp70 citossólicas podem formar espécies oligoméricas, tais como 
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dímeros, por meio de pontes dissulfeto resultantes do aminoácido C574, presente no 

DLP (MORGNER et al., 2015; NEMOTO et al., 1995, 2006; TAKAKUWA et al., 

2019). Isto pode explicar parte da diferença de sinais observados em 260 nm entre as 

proteínas HspA8 e HspA5 em estudo, uma vez que somente a HspA8 apresenta, em sua 

estrutura primária, tal aminoácido (Figura 14).  

Figura 14. Análise da estrutura primária da HspA5 e HspA8 com ênfase nos cromóforos para CD 
no UV próximo. O alinhamento da sequência de aminoácidos das proteínas humanas HspA5 (23-654) e 

HspA8 (1-646) foi realizado com o intuito de verificar a correspondência entre as seguintes sondas: 

resíduos de W (caixas vermelhas), Y (caixas amarelas), F (caixas em rosa) e C (caixas em verde), 

distribuídas no DLN (resíduos em cinza), linker (resíduos em preto) e DLP (resíduos em vermelho). 

Embora a maior parte dos cromóforos se encontre no DLN (ver texto para detalhes), as sondas com 

maiores posições estruturais não correspondentes observadas entre as hHsp70 em estudo estão no DLP, 

principalmente as Cys, as quais segundo a literatura são importantes para o processo de dimerização das 

Hsp70 citossólicas (NEMOTO et al., 2006). 

 
Fonte: Autoria própria. 

De forma geral, as bandas espectrais observadas em diferentes regiões nos 

espectros de UV-próximo indicam que os aminoácidos aromáticos responsáveis pelos 

sinais observados se encontram em regiões estruturais diferentes em ambas as proteínas. 

Curiosamente, embora a maior parte dos cromóforos se encontre no DLN dessas 

chaperonas, o DLP apresenta as maiores divergências na correspondência estrutural 
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destes aminoácidos, o que pode sugerir a importância deste domínio para a estrutura 3D 

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

Além da análise em termos de estrutura terciária global, o ambiente terciário 

local das proteínas HspA5 e HspA8 também foi estudado por meio da técnica de 

emissão de fluorescência intrínseca (TAKALLOO et al., 2020). As sondas intrínsecas 

aqui analisadas foram os dois resíduos de Trp presentes em cada uma das duas proteínas 

em estudo, estando o primeiro presente no DLN e o segundo no DLP (ver Figura 14). 

Para a proteína HspA5, as respectivas posições dos triptofanos são W103 e W604 

(considerando a presença do peptídeo sinal) e para a proteína HspA8 as respectivas 

posições são W90 e W580. Neste sentido as proteínas HspA5 (Figura 15A) e HspA8 

(Figura 15B) foram excitadas em comprimento de onda específico (295 nm) na presença 

e ausência do agente caotrópico ureia (8 M) e tiveram seus espectros de emissão de 

fluorescência analisados.  

Figura 15. Espectros de Fluorescência intrínseca do triptofano das proteínas humanas HspA5 e 

HspA8 na presença e ausência de ureia. Quando incubadas com ureia (8 M), as proteínas humanas 

HspA5 (A) e HspA8 (B) apresentam deslocamento espectral para o vermelho, indicando que as mesmas 

possuem estrutura terciária local. No entanto, enquanto a HspA5 sofre supressão de fluorescência na 

presença de ureia, a HspA8 apresenta aumento na intensidade de emissão de fluorescência, o que sugere 

diferenças em termos de estrutura terciária local (ver texto para detalhes). Ademais, o delta de λmax da 

HspA5 e HspA8 em tampão em relação a condição desnaturante, sob excitação a 295 nm, foi de 13 e 14 

nm (insertos), respectivamente o que indicam que estas chaperonas foram obtidas em suas formas 
enoveladas. 

 
Fonte: Autoria própria. 

Em condições não desnaturantes, a HspA5 apresentou valores para <λ> e λmax de 

348,0 ± 0,1 nm e 338 ± 1 nm (Tabela 6), respectivamente. Por outro lado, em condições 

desnaturantes, a HspA5 apresentou um desvio para comprimentos de onda menos 

energéticos resultando em <λ> e λmax de 359,1 ± 0,2 nm e 351 ± 1 nm, respectivamente 

(Figura 15A, inserto). Tais valores indicam que os 2 resíduos de W se encontram em um 
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ambiente parcialmente exposto ao solvente, e que na presença de ureia se tornam 

totalmente expostos ao solvente. O delta de λmax da HspA5 em tampão em relação à 

proteína em condições desnaturantes foi de 13 nm, o que sugere que a mesma possui 

estrutura terciária local enovelada. Ademais, a supressão de emissão de fluorescência 

desta macromolécula observada na presença de ureia indica que ocorre perda de tal 

estrutura, o que também foi visto para outras proteínas Hsp70, incluindo a HspA9 

(DORES-SILVA et al., 2015, 2017; KIRALY et al., 2020).  

A Figura 15B apresenta os espectros de emissão de fluorescência da HspA8. Em 

condições não desnaturantes, a HspA8 apresentou valores para <λ> e λmax de 346,2 ± 

0,3 nm e e 335 ± 1 nm (Tabela 6), respectivamente. Por outro lado, em condições de 

desnaturação, a HspA8 apresentou um deslocamento espectral para <λ> e λmax de 358,1 

± 0,2 nm e 349 ± 1 nm, respectivamente. (Figura 15B, inserto). Assim como observado 

para a HspA5, tais valores indicam que os 2 resíduos de W da HspA8 se encontram em 

um ambiente parcialmente exposto ao solvente, e que na presença de ureia se tornam 

totalmente expostos ao solvente. O delta de λmax da HspA8 em tampão em relação à 

proteína em condições desnaturantes foi de 14 nm, o que sugere que a mesma possui 

estrutura terciária local enovelada.  

Tabela 6. Parâmetros de Fluorescência intrínseca do Triptofano obtidos para as proteínas humanas 

HspA5 e HspA8 na ausência e presença de ureia.  

Proteína Parâmetro de 

Fluorescência (nm) 

APO Ureia 

(8 M) 

HspA5 

 

λmax 335 ± 1 351 ± 1 

<λ> 348,2 ± 0,1 359,1 ± 0,1 

HspA8 λmax 335 ± 1 349 ± 1 

<λ> 346,2 ± 0,3 358,1 ± 0,2 

Fonte: Autoria própria. 

Interessantemente, diferente do que foi observado para a HspA5, na presença do 

agente caotrópico a HspA8 apresentou um aumento na intensidade de emissão de 

fluorescência, o que pode ter sido resultado de uma maior exposição dos W ao solvente 

hidrofílico devido à desnaturação, essa característica também está presente na HspA1A 

(KIRALY et al., 2020). Cabe mencionar que os resíduos de W no DLN de ambas as 

proteínas não são equivalentes, apesar de próximos na sequência de aminoácidos e 

estrutura terciária, indicando que estão reportando eventos diferentes (Figura 16). 

Figura 16. Localização dos resíduos de triptofano presentes no domínio DLN das proteínas HspA5 
e HspA8. As estruturas moleculares do DLN das proteínas HspA5 (estrutura azul) e HspA8 (estrutura 

cinza) são apresentadas e os resíduos de triptofano são destacados em magenta. Embora apresentem 
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estruturas similares, a posição do resíduo Trp103 da HspA5 não corresponde à mesma do resíduo Trp90 

da HspA8.  

 
Fonte: Autoria própria. 

De forma geral, embora compartilhem moderado grau de identidade (Tabela 5) e 

possuam estruturas secundárias bastante similares (Figura 13A), as proteínas HspA5 e 

HspA8 apresentam diferenças locais em termos de estrutura terciária (Figura 13B, 14 e 

15), o que pode influenciar e resultar nas distintas funções as quais estas chaperonas 

estão envolvidas (RADONS, 2016; VOSTAKOLAEI et al., 2020).  

2.3.4 Investigação das modificações conformacionais causadas pelos nucleotídeos 

adenosina  

Com o intuito de investigar os potenciais efeitos, em termos de estrutura 

secundária e terciária local, causados pela ligação dos nucleotídeos ATP e ADP às 

proteínas humanas HspA5 e HspA8, as técnicas de CD e emissão de fluorescência 

intrínseca foram novamente empregadas. Nestes ensaios as proteínas foram incubadas 

previamente com os nucleotídeos adenosina (200 µM) na presença do cofator metálico 

Mg2+ (2 mM) e os espectros de CD no UV-distante (Figura 17) e fluorescência295nm 

(Figura 18) posteriormente coletados.  

Os dados espectrais de CD (Figura 17A e B), sugerem que na presença dos 

ligantes MgADP (curvas cinzas) e MgATP (curvas vermelhas), as proteínas HspA5 e 

HspA8 apresentam mudanças conformacionais sutis em termos de estrutura secundária, 

o que também foi verificado para as homólogas HspA1A e HspA9 (BORGES; 

RAMOS, 2006; DORES-SILVA et al., 2015).  
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Figura 17. Espectros de CD das proteínas humanas HspA5 e HspA8 na presença e ausência dos 

nucleotídeos adenosina. As proteínas HspA5 (A) e HspA8 (B) tiveram sua caracterização de estrutura 

secundária analisada frente aos ligantes ADP e ATP na presença de Mg2+. Ambas proteínas apresentaram 

modificações conformacionais sutis em termos de estrutura secundária.   

 

Fonte: Autoria própria. 

Além de CD, os espectros de emissão de fluorescência das proteínas HspA5 

(Figura 18A) e HspA8 (Figura 18B) na presença de MgADP ou MgATP também foram 

coletados e analisados. De forma similar, ambas as proteínas não sofreram variações 

significativas em termos de deslocamento espectral (Tabela 7), por outro lado estas 

chaperonas apresentaram maior intensidade de emissão de fluorescência na presença 

dos ligantes supracitados. Tal aumento de intensidade pode ser resultado de um maior 

enterramento dos resíduos de triptofano presentes nestas macromoléculas, indicando 

que o ambiente de tais aminoácidos é susceptível à ligação dos nucleotídeos. 

Curiosamente, a maior intensidade de emissão observada para a HspA5 ocorreu na 

presença de MgADP, enquanto para a HspA8 ocorreu na presença de MgATP, o que 

sugere diferenças em termos de estrutura terciária local frente à presença dos 

nucleotídeos adenosina. É importante destacar ainda que tais comportamentos são 

diferentes dos observados para a proteína homóloga HspA9 (DORES-SILVA et al., 

2015) e ortóloga PfHsp70-x (MABATE et al., 2018), as quais apresentaram supressão 

de fluorescência na presença dos nucleotídeos. 

Figura 18. Espectros de Fluorescência intrínseca do triptofano das proteínas humanas HspA5 e 

HspA8 na presença dos nucleotídeos adenosina. As proteínas HspA5 (A) e HspA8 (B) quando 

incubadas com 200 µM de nucleotídeos ADP (curvas cinzas) e ATP (curvas vermelhas), na presença de 
Mg2+, não sofreram variações significativas em termos de deslocamento espectral (ver Tabela 7), no 

entanto apresentaram maior intensidade de emissão de fluorescência na presença destes. 

Interessantemente, enquanto a maior intensidade aconteceu para a HspA5 na presença de MgADP, a 

maior intensidade para a HspA8 foi observada na presença de MgATP, o que sugere diferenças em 

termos de estrutura terciária local frente à presença dos nucleotídeos adenosina (ver texto para detalhes). 
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Fonte: Autoria própria. 

 

Tabela 7. Parâmetros de Fluorescência intrínseca do Triptofano obtidos para as proteínas HspA5 e 

HspA8 na ausência e presença dos nucleotídeos adenosina e Mg2+. 

Proteína Parâmetro de 

Fluorescência 

(nm) 

APO aADP 

(200 µM) 

aATP 

(200 µM) 

HspA5 

 

λmax 335 ± 1 335 ± 1 332 ± 1 

<λ> 348,2 ± 0,2 346,3 ± 0,1 345,9 ± 0,1 

HspA8 λmax 335 ± 1 336 ± 1 334 ± 1 

<λ> 346,2 ± 0,2 345,5 ± 0,1 345,9 ± 0,2 

a Experimentos realizados na presença de MgCl2 (2 mM). 

Fonte: Autoria própria.  

2.3.5 Caracterização hidrodinâmica 

Após obter informações acerca da estrutura primária, secundária e terciária das 

proteínas HspA5 e HspA8, a CEMa foi realizada com o intuito de se determinar se tais 

proteínas possuíam estrutura quaternária.  

A Figura 19A apresenta o perfil de eluição e a determinação do raio de Stokes 

experimental (Rs) (Figura 19B) obtido para ambas as proteínas Hsp70 humanas em 

análise. As proteínas HspA5 e HspA8 eluíram com volumes próximos ao da proteína–

padrão 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 

proteína HspA5 foi de 40 ± 1 Å e para a HspA8 foi de 38 ± 1 Å. Tais valores (MMapp e 

Rs) obtidos por CEMa para ambas Hsp70 foram distintos dos valores teóricos (Tabela 

8), o que ser explicado devido ao fato desta técnica considerar as proteínas como 

moléculas esféricas, o que não acontece na maior parte dos casos. 
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Figura 19. Cromatografia de exclusão molecular analítica das proteínas HspA5 e HspA8. A) Os 

perfis de eluição das proteínas humanas HspA5 (curva cinza) e HspA8 (curva vermelha) entre as 

proteínas padrão (1-Apoferritina; 2-ɤ- Globulina; 3-BSA; 4-Anidrase carbônica; 5-Citocromo C, curva 

tracejada) indicam que elas se comportam majoritariamente como monômeros levemente alongados em 

solução, mas que também existem como espécies oligoméricas (seta). Ademais, embora a normalização 

da absorbância demonstre que ambas Hsp70 eluem com volumes próximos à BSA, a proteína HspA5 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/𝒇𝟎, indicam que a HspA5 apresenta uma conformação 

estrutural mais alongada do que a HspA8 (ver Tabela 8). B) Estimativa do Rs das proteínas humanas 

HspA5 e HspA8, por meio da interpolação utilizando os valores de Rs teóricos das proteínas-padrão. 

 
Fonte: Autoria própria. 

A razão friccional (𝑓/𝑓0), obtida por meio dos dados de Rs experimentais e 

teóricos (Rssph), é um parâmetro que indica como uma proteína se comporta em solução, 

sendo que quanto mais próximo de 1 este valor mais esférica é a proteína. Os valores de 

𝑓/𝑓0 obtidos para as proteínas HspA5 e HspA8 foram de 1,4 ± 0,1 e 1,3 ± 0,1, 

respectivamente. Tais dados, juntamente com seus valores de massa molecular teórica 

(MM, 72,0 kDa para HspA5 e 73,0 kDa para a HspA8) e MMapp, sugerem que estas 

macromoléculas se apresentam como espécies monoméricas ligeiramente alongadas em 

solução, o que também foi observado para outras Hsp70 (DORES-SILVA et al., 2015, 

2017; KIRALY et al., 2020). Interessantemente, embora se comportem 

majoritariamente como monômeros, picos correspondentes às espécies oligoméricas das 

Hsp70 em estudo também foram observados pela CEMa (Figura 19A, seta), o que 

demonstra a similaridade das mesmas com outras proteínas Hsp70 na formação de tais 

oligômeros (MORGNER et al., 2015; NEMOTO et al., 2006; TAKAKUWA et al., 

2019; TRCKA et al., 2019). 
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Tabela 8. Dados hidrodinâmicos das proteínas HspA5 e HspA8 obtidos por CEMa. 

Proteína Parâmetros hidrodinâmicos 

MMa (kDa) Kav MMapp
 b Rsph

a (Å) Rs
 b(Å) ƒ/ƒ0

 a,b 

HspA5 72,014 0,35± 0,01 110 ± 10 27,6 40 ± 1 1,4 ± 0,1 

HspA8 73,062 0,37±0,01 90 ±10 27,7 38 ± 1 1,3 ±0,1 

a Dados teóricos obtidos a partir da sequência de aminoácidos das proteínas com His-tag, considerando-as 

como monômeros, pelo programa Sednterp. 
b Valores calculados usando o coeficiente de partição Kav, obtido experimentalmente. 

Fonte: Autoria própria. 

 

2.3.6 Análise da estabilidade química e térmica da HspA5 e HspA8 

Com o objetivo de comparar as proteínas humanas HspA5 e HspA8 quanto a sua 

estabilidade, ensaios de desenovelamento químico e térmico foram realizados.  

Nos ensaios de desnaturação química, as proteínas HspA5 e HspA8 foram 

incubadas previamente com ureia (0 a 8 M) e monitoradas quanto a sua estrutura 

secundária hélice-α e estrutura terciária local, utilizando as técnicas de CD222nm e 

emissão de fluorescência295 nm (Figura 20 e Tabela 9), respectivamente. Para os ensaios 

de desenovelamento químico com ureia monitorados por CD222nm (Figura 20A), a 

proteína HspA5 apresentou duas concentrações médias de desnaturação (Cm): 1,6 ± 0,1 

M e 3,1 ± 0,1 M. A proteína HspA8 também apresentou duas Cm quando monitorada 

por CD222nm: 1,8 ± 0,3 M e 2,7 ± 0,3 M.  

Ao serem analisadas por fluorescência295nm (Figura 20B), duas Cm também 

foram observadas para as proteínas 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 Cm1 e Cm2 

bastante similares por CD222nm e fluorescência, a proteína HspA8 apresentou diferenças 

nas respectivas Cm, o que pode sugerir a existência de eventos de desnaturação  

diferentemente observados por monitoramento de estrutura secundária e terciária. De 

forma geral, estes resultados indicam que as proteínas estudadas aqui são constituídas 

por pelo menos dois domínios com estabilidades químicas diferentes, o que também foi 

visto para outras Hsp70 (KIRALY et al., 2020; SHAH et al., 2017).  

Figura 20. Desenovelamento químico das proteínas HspA5 e HspA8 monitorados por CD222 nm e 

Fluorescência (excitação em 295 nm). Nos ensaios de desnaturação química monitorados por CD222nm 

(A) e Fluorescência295nm (B) as proteínas humanas HspA5 e HspA8 apresentaram duas Cm cada. 
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Fonte: Autoria própria. 

Tabela 9. Dados do desenovelamento químico das proteínas HspA5 e HspA8 acompanhado por 

CD222 nm e Fluorescência Intrínseca do triptofano (excitação em 295 nm). 

 

Proteína 

Desenovelamento Químico * 

CD222nm <λ> 

Cm1 (M) Cm2 (M) Cm1 (M) Cm2 (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 3,6 ± 0,1 

* Ensaios realizados utilizando o agente caotrópico ureia (0 – 8 M). 

Fonte: Autoria própria. 

Além dos ensaios de estabilidade química, também foram realizados 

experimentos para a avaliação da estabilidade térmica das proteínas humanas HspA5 e 

HspA8 monitorada por CD222nm e DSC. A proteína HspA5 quando submetida à 

desnaturação térmica monitorada por CD222nm apresentou duas Tms, 44,9 ± 0,2 ºC e 68,6 

± 0,8 ºC, em um processo de desnaturação parcialmente reversível para a segunda 

transição térmica (Figura 21A). Curiosamente, assim como observado para a homóloga 

HspA9 (KIRALY et al., 2020) e ortóloga LbmtHsp70 (DORES-SILVA et al., 2017), ao 

ser desnaturada termicamente por CD222nm até 90 ºC a HspA5 manteve parte de sua 

estrutura (cerca de -6000 graus dmol-1 cm2), demonstrando que potencialmente deve 

existir ainda uma terceira transição térmica a qual não foi observada nas condições 

experimentais realizadas. Por outro lado, o processo de desnaturação térmica da HspA8 

monitorado por CD222nm apresenta três Tm, sendo duas evidentes (44,1 ± 0,2 ºC e 77,7 ± 

0,1 ºC) e uma bem discreta (65,6 ± 0,6 ºC), em um processo de desenovelamento 

completamente irreversível com perda total da estrutura proteica em 222 nm (Figura 

21A), o que também foi observado para a homóloga HspA1A (BORGES; RAMOS, 

2006). Esses dados sugerem que em termos de estabilidade térmica, acompanhada por 

CD para estrutura secundária hélice-α, a proteína HspA5 é mais similar às proteínas 

Hsp70 mitocondriais enquanto a HspA8 é mais similar à homóloga citossólica.  
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Figura 21. Desnaturação térmica das proteínas humanas HspA5 e HspA8 monitorada por CD (222 

nm) e DSC. A) As proteínas HspA5 e HspA8 foram submetidas à desnaturação térmica por CD222nm e em 

ambos os casos foram observadas duas Tm evidentes, enquanto uma terceira Tm pouco evidente foi 

observada para a HspA8 em torno de 65 ºC. Adicionalmente, enquanto a HspA8 se desnaturou em um 

processo completamente irreversível, a HspA5 apresentou reversibilidade parcial para a segunda 

transição. Interessantemente, embora a HspA8 perca todo o sinal em 222 nm, a HspA5 retém parte do 

sinal de CD (cerca de -6000 graus dmol-1 cm2). Em todos os casos se aplicou o ajuste sigmoidal 

DoubleBoltzmann disponível no Origin. B) Os termogramas de desnaturação térmica das proteínas 

HspA5 e HspA8 monitorada por DSC são apresentados e, em ambos os casos duas transições de 

desenovelamento foram observadas. Os dados foram tratados por ajustes gaussianos disponíveis no 
programa Launch Nanoanalyze (TA instruments). 

 
Fonte: Autoria própria. 

Os ensaios de desnaturação térmica das proteínas HspA5 e HspA8 monitorados 

por DSC são apresentados na Figura 21B. A proteína HspA5 quando submetida à 

desnaturação térmica monitorada por DSC apresentou duas Tms, 51,6 ± 0,4 ºC e 70,8 ± 

0,3 ºC, em um processo de desnaturação irreversível (dados não mostrados). De maneira 

similar, a proteína HspA8 também apresentou irreversibilidade no processo de 

desnaturação monitorado por DSC (dados não mostrados) e duas Tm bastante evidentes, 

50,5 ± 0,2 ºC e 66,1 ± 0,4 ºC, o que também foi observado para outras Hsp70 (KIRALY 

et al., 2020; LAMB et al., 2006; SHAH et al., 2017).  

2.3.7 Investigação da estabilidade térmica das proteínas HspA5 e HspA8 frente 

aos nucleotídeos adenosina e cofatores metálicos 

Com o objetivo de verificar o efeito causado pelos nucleotídeos adenosina e 

cofatores metálicos em cada uma das transições térmicas das proteínas HspA5 e HspA8, 

ensaios de desnaturação induzida termicamente foram realizados por CD222nm e DSC.  

A Figura 22A apresenta a desnaturação térmica da proteína HspA5 monitorada 

por CD222nm na presença e ausência dos ligantes MgADP e MgATP. Assim como visto 

anteriormente, a proteína HspA5 apresenta duas transições térmicas monitoradas por 

CD222nm sob aquecimento até 90 ºC (Figura 21A), interessantemente houve um 
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incremento substancial no valor da Tm para a primeira transição na presença dos 

nucleotídeos adenosina. Quando incubada com MgADP a Tm1 da HspA5 passou de 

44,9 ± 0,2 ºC para 52,9 ± 0,2 ºC, por outro lado ao ser incubada com MgATP passou 

para 51,8 ± 0,2 ºC, com um aumento na estabilização térmica de 6,7 e 8 ºC, 

respectivamente (Tabela 10). Contudo, a presença dos nucleotídeos adenosina não 

afetou significativamente a estabilidade da Tm2 monitorada por CD222nm, que passou de 

68,6 ± 0,8 ºC para 69,5 ± 0,4 ºC e 69,4 ± 0,8 ºC, considerando os ligantes MgADP e 

MgATP, respectivamente. Com base nestes dados, é possível inferir que dentre as 

transições observadas por CD222nm somente a primeira corresponde ao DLN da HspA5, 

o que também foi visto para a ortóloga mitocondrial LbmtHsp70 (DORES-SILVA et 

al., 2017). 

Figura 22. Curvas de desnaturação térmica das proteínas HspA5 e HspA8, na presença e ausência 

dos nucleotídeos adenosina, monitoradas por CD (222nm). O processo de desenovelamento térmico 

das proteínas humanas HspA5 (A) e HspA8 (B) foram monitorados por CD222nm na presença dos ligantes 

MgADP e MgATP, apresentado duas Tm cada uma delas (ver Tabela 10 para detalhes). Embora somente 

a primeira transição da HspA5 tenha sido estabilizada na presença dos nucleotídeos adenosina, ambas as 

transições da HspA8 sofreram estabilização térmica, indicando que o DLN está relacionado à uma das 

transições da primeira proteína e às duas transições da segunda (ver texto para detalhes). 

 
Fonte: Autoria própria. 

Curiosamente, a primeira e a terceira transição de desnaturação térmica da 

proteína HspA8 monitorada por CD222nm foram estabilizadas na presença dos ligantes 

MgADP e MgATP (Figura 22B). A Tm1 da HspA8 passou de 44,1 ± 0,2 ºC para 54,7 ± 

0,7 ºC e 52,3 ± 0,5 ºC, considerando as condições ligadas à MgADP e MgATP, 

respectivamente. Por outro lado, a Tm3 da HspA8 passou de 77,7 ± 0,1 ºC para 85,7 ± 

0,4 ºC na presença de MgADP e para 80,4 ± 0,1 ºC na presença de MgATP (Tabela 10). 

As variações observadas em relação à Tm1 e à Tm3 da HspA8 na presença de MgADP 

gerou uma estabilização de 10,6 ºC e 8 ºC, respectivamente. Adicionalmente, a 

estabilização gerada pela ligação do MgATP à HspA8 foi de 8,3 ºC e 2,7 ºC para a Tm1 
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e Tm3, respectivamente. Neste sentido, devido a tais variações térmicas observadas, 

pode-se inferir que ambas transições térmicas (Tm1 e Tm3) apresentadas pela proteína 

HspA8 ao ser monitorada por CD222nm estão relacionadas ao DLN desta chaperona, o 

que também foi verificado para a isoforma citossólica HspA1A (BORGES; RAMOS, 

2006). Ademais, conforme mostrado por Montgomery e colaboradores 

(MONTGOMERY; MORIMOTO; GIERASCH, 1999), a Tm1 das Hsp70 está 

relacionada ao sítio de ligação ao nucleotídeo presente no DLN, enquanto a Tm2 está 

relacionada ao desenovelamento do DLP e a Tm3 corresponde às porções restantes de 

ambos os domínios.  

As transições térmicas das proteínas HspA5 e HspA8 na presença dos 

nucleotídeos adenosina também foram estudadas por DSC. A Figura 23 apresenta os 

termogramas da proteína HspA5 frente à presença de diferentes ligantes (Mg2+, Ca2+, 

ADP, ATP, MgADP, CaADP, MgATP e CaATP). Interessantemente, em todas as 

condições testadas foi observado o aumento de estabilidade térmica somente para a Tm1 

dessa chaperona, com exceção das condições Mg2+ e Ca2+ em que não houve 

modificação da estabilidade nem para a Tm1 nem para Tm2 (Tabela 10).  

Além de não ser estabilizada por nucleotídeos, a segunda transição da HspA5 

acompanhada por DSC (70,8 ± 0,3 ºC) é similar àquela obtida por CD222nm (Figura 

21A), o que indica que ambas as transições correspondem a mesma transição, ou seja, à 

segunda transição das Hsp70 que está relacionada somente à desnaturação do DLP 

(MONTGOMERY; MORIMOTO; GIERASCH, 1999; SHAH et al., 2017). Embora os 

nucleotídeos ATP e ADP causem o aumento da Tm1 da HspA5, dentre eles o que mais 

estabiliza termicamente o DLN dessa chaperona é o ADP, fazendo com que a Tm1 

ganhe 3 ºC de estabilidade, enquanto o ATP somente 1,6 ºC.  

De forma sinérgica, a presença dos íons metálicos Mg2+ e Ca2+ potencializa o 

efeito de estabilidade causado pelos nucleotídeos na Tm1 da HspA5 (Tabela 10), 

sugerindo o fortalecimento da ligação por meio de tais cofatores (BORGES; RAMOS, 

2006). Cabe destacar ainda que dentre todas as condições experimentalmente testadas, a 

que mais favoreceu a estabilização térmica da HspA5 foi a ligação ao ADP na presença 

de Ca2+, 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 Tm1 

aumentada em 6 ºC e 8,3 ºC quando incubada com MgADP e CaADP, respectivamente, 

não se observou diferenças significativas quando a proteína foi incubada com MgATP 

ou CaATP, apresentando valores de Tm1 similares (Tabela 10). Isto sugere que o efeito 
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do Ca2+ 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 regulação da proteostase em que a ligação da BiP de metazoários ao CaADP permite, 

por meio da alosteria heterotrópica bidirecional, que o DLP tenha maior tempo de 

interação com a proteína-cliente.  

Figura 23. Desnaturação térmica da proteína HspA5, na presença e ausência dos nucleotídeos 
adenosina e cofatores, monitorada por DSC. Em todos os ensaios a HspA5 apresentou duas Tm, 

contudo somente a Tm1 sofreu estabilização frente aos nucleotídeos (ADP, ATP, MgADP, MgATP, 

CaADP e CaATP), indicando que esta corresponde ao DLN. Dentre todas as condições estudadas, a 

responsável por maior estabilização térmico proteica foi a ligação ao ADP na presença de Ca2+ (linha 

verde), o que também foi observado para proteínas BiP de mamíferos (LAMB et al., 2006; PREISSLER 

et al., 2020). Os termogramas foram ajustados utilizando modelos gaussianos do software Launch 

Nanoanalyze (TA instruments). 

 
Fonte: Autoria própria. 

A Figura 24 apresenta os termogramas da proteína HspA8 na presença de 

diferentes ligantes (Mg2+, Ca2+, ADP, ATP, MgADP, CaADP, MgATP e CaATP) 

monitorados por DSC. Assim como visto para a HspA5, somente a Tm1 da HspA8 foi 

sensível à presença dos nucleotídeos e cofatores metálicos, o que demonstra que da 

mesma forma que observado para outras Hsp70 essa transição 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 Tm2 obtida por DSC apresenta valor próximo ao 

observado para a discreta Tm2 monitorada por CD222nm, indicando que ambas se tratam 

da mesma transição e correspondem à desnaturação do DLP (KIRALY et al., 2020; 

MONTGOMERY; MORIMOTO; GIERASCH, 1999).  
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Figura 24. Desnaturação térmica da proteína HspA8, na presença e ausência dos nucleotídeos 

adenosina e cofatores, monitorada por DSC. Em todos os ensaios a HspA8 apresentou duas Tm, 

contudo, assim como observado para a HspA5, somente a Tm1 sofreu estabilização frente aos 

nucleotídeos (ADP, ATP, MgADP, MgATP, CaADP e CaATP), indicando que esta corresponde ao DLN. 

Ademais a presença dos íons Ca2+ e Mg2+ também foram capazes de alterar levemente a Tm1 dessa 

chaperona. Dentre todas as condições estudadas, a responsável por maior estabilização térmica proteica 

foi a ligação ao ADP na presença de Mg2+ (linha cinza). Os termogramas foram ajustados utilizando 

modelos gaussianos do software Launch Nanoanalyze (TA instruments). 

 
Fonte: Autoria própria. 

 

A presença de 2 mM dos cofatores metálicos Mg2+ e Ca2+ foi capaz de aumentar 

0,7 ºC e 4,4 ºC na Tm1 da HspA8, respectivamente, sugerindo que a presença destes 

íons já é capaz de alterar substancialmente a conformação estrutural desta chaperona. 

Além disso, valores similares de variação de Tm1 foram observados para a HspA8 

quando a mesma foi monitorada na presença dos nucleotídeos ADP e ATP sozinhos, os 

quais aumentaram a Tm1 em 4,7 ºC e 5,3 ºC, respectivamente (Tabela 10). 

Interessantemente, embora a presença dos cofatores tenha aumentado significativamente 

a estabilidade térmica da HspA8 na presença dos nucleotídeos, as condições que 

proporcionaram maior ΔTm1 correspondem aos complexos formados entre esta proteína 

com os ligantes MgADP (ΔTm1 = 8,6 ºC) e MgATP (ΔTm1 = 7,8 ºC).  
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Tabela 10. Dados do desenovelamento térmico das proteínas HspA5 e HspA8 monitorados por 

CD222nm e Calorimetria de Varredura Diferencial (DSC). 

Condição CD222nm DSC 
Tm1 

(°C) 
Tm2 

(°C) 
Tm3 

°C) 
Tm1 

(°C) 
ΔHapp1 

(kJ/mol) 
Tm2 

(°C) 
ΔHapp2 

(kJ/mol) 
KD 

(μM)* 

HspA5 44,9 ±0, 2 68,6 ± 0,8 - 51,6 ± 0,4 150 ± 10 70,8 ± 0,3 140 ± 10 - 

Mg2+ - - - 51,5 ± 0,3 160 ± 10 70,8± 0,2 140 ± 10 - 

Ca2+ - - - 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 94,0 ± 5 

MgADP 52,9 ± 0,2 69,5 ± 0,4  57,8 ± 0,2 170 ± 10 70,5 ± 0,2 150 ± 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 ± 0,2 69,4 ± 0,8 - 58,4± 0,2 160 ± 10 70,7± 0,1 110 ± 10 1,7 ± 0,1 

CaATP - - - 58,7± 0,2 180 ± 20 71 ± 0,3 110 ± 10 1,4 ± 0,1 

HspA8 44,1 ± 0,2 65,6 ± 0,6 77,7 ± 0,1 50,5 ± 0,2 150 ± 10 66,1 ± 0,4 130 ± 10 - 

Mg2+ - - - 51,2 ± 0,1 140 ± 10 65,4 ± 0,3 130 ± 20 3065±250 

Ca2+ - - - 54,9 ± 0,3 100 ± 10 65,7 ± 0,2 150 ± 10 90 ± 15 

ADP - - - 55,2 ± 0,2 150 ± 20 65,6 ± 0,2 160 ± 15 13,2 ± 1,1 

ATP - - - 55,8 ± 0,4 160 ± 10 65,5 ± 0,2 150 ± 10 8.0 ± 1,5 

MgADP 54,7 ± 0,7 66,3 ± 0,7 85,7 ± 0,4 59,1 ± 0,1 200 ± 20 65,9 ± 0,2 160 ± 10 0,8 ± 0,1 

CaADP - - - 57,9 ± 0,1 170 ± 10 65,5 ± 0,2 130 ± 10 1,1 ± 0,1 

MgATP 52,3 ± 0,6 66,2 ± 0,6 80,4 ± 0,1 58,3 ± 0,2 190 ± 10 65,8 ± 0,3 150 ± 10 1,4 ± 0,2 

CaATP - - - 57,7 ± 0,2 170 ± 10 65,5 ± 0,2 130 ± 10 1,3 ± 0,1 

* Valores calculados a partir da Equação 8 (LAMB et al., 2006).  

Fonte: Autoria própria. 

 

Através dos ensaios de DSC foi possível calcular a KD das proteínas humanas 

HspA5 e HspA8 na presença dos diferentes ligantes. Como apresentado pela Equação 8, 

o cálculo de KD leva em consideração não somente o valor de Tm mas também a 

entalpia de desnaturação aparente (ΔHapp) e, como visto na Tabela 10, a afinidade de 

ambas HspA5 e HspA8 pelos nucleotídeos ATP e ADP é aumentada na presença dos 

cofatores metálicos. Enquanto a maior afinidade observada para a HspA5 ocorreu na 

presença de CaADP (0,6 ± 0,1 μM), para a HspA8 foi observada na presença de 

MgADP (0,8 ± 0,1 μM). Tais dados sugerem que existem diferenças em termos de 

estabilização dos complexos proteicos na presença de Ca2+ e Mg2+ para tais 

macromoléculas. Enquanto o Ca2+ aumenta em até 45 vezes a afinidade da HspA5 pelo 

ADP, um efeito de apenas 12 vezes é observado a HspA8. Contudo, para o íon Mg2+ se 

observa o oposto, o qual aumenta em 10 vezes e 17 vezes a afinidade das proteínas 

HspA5 e HspA8 pelo ADP, respectivamente (Tabela 10). Curiosamente, ensaios de 

fluorimetria de varredura diferencial (DSF) e cristalografia mostraram que a maior 

diminuição na flexibilidade estrutural conferida pela ligação do CaADP ao DLN de 

Hsp70s localizadas no RE contribui para que haja a inibição relativamente mais forte da 

liberação de ADP pelo Ca2+, resultando em uma ligação mais forte entre as erHsp70 do 

que com as de outros compartimentos celulares (PREISSLER et al., 2020).  
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Surpreendentemente, enquanto o Ca2+ não alterou significativamente a 

estabilidade térmica da HspA5, foi observado um aumento substancial de 4,4 ºC na Tm1 

da HspA8 demonstrando que esta proteína pode interagir com o Ca2+. Além de 

interessantes, estes dados levantam hipóteses acerca da potencial atuação do Ca2+ como 

um modulador da chaperona HspA8 e do papel desta no sequestro deste íon, ainda que a 

nível citossólico seja observada menor concentração do mesmo quando em comparação 

com o RE (LAMB et al., 2006; PREISSLER et al., 2020), por exemplo. Ademais, há 

relatos na literatura que reportam que a deleção de proteínas Hsp70 citossólicas pode 

afetar a homeostase do cálcio e que alterações na concentração intracelular deste íon 

podem induzir a expressão de Hsp70 citossólicas (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 síntese da Hsc70 em miócito ventricular de rato ocasiona a 

sobrecarga de Ca2+ e maiores efeitos sobre lesões cardíacas, o que sugere que esta 

proteína ortóloga pode interagir com este íon e mediar a homeostase do mesmo 

(TUPLING et al., 2008). 

De forma geral, os dados apresentados nesta seção demonstram que existem 

diferenças estruturais nas proteínas HspA5 e HspA8 que afetam a estabilidade térmica 

das mesmas, de forma que enquanto foi possível observar 3 transições térmicas para a 

HspA8, somente duas foram observadas para a HspA5 pelas técnicas utilizadas. Além 

disso, os estudos aqui realizados reafirmam a ideia apresentada na seção 2.3.4 de que os 

nucleotídeos adenosina são capazes de interagir e alterar estruturalmente a conformação 

das proteínas Hsp70 em análise. Por fim, diferenças quanto à ligação destes 

nucleotídeos a essas chaperonas na presença dos íons Ca2+ e Mg2+ também foram 

observadas, indicando que tais íons podem afetar de forma diferencial a estrutura das 

mesmas ou até mesmo o sítio pelo qual estas interagem com os nucleotídeos adenosina. 

Todos os dados de variação das Tms para as chaperonas aqui estudadas mediante todas 

as condições testadas são apresentados na Figura 25. 

  

Figura 25. Variação das transições térmicas das proteínas HspA5 e HspA8 monitoradas por CD 

(222 nm) e DSC na presença de ligantes. O gráfico de variação das Tms, expressa como ΔTm (ºC), das 

proteínas HspA5 e HspA8 submetidas a diferentes condições experimentais monitoradas por CD222nm e 

DSC é apresentado. As barras em preto, vermelho e azul correspondem respectivamente à ΔTm1, ΔTm2 e 

ΔTm3 das proteínas hHsp70. Os cálculos foram realizados mediante subtração da Tm das proteínas em 

estudo em sua forma apo. 
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Fonte: Autoria própria. 

2.3.8 Análise termodinâmica das interações entre a HspA5 e HspA8 com os 

nucleotídeos ATP e ADP 

Com o intuito de se estudar a interação das proteínas humanas HspA5 e HspA8 

com os nucleotídeos adenosina, ensaios de ITC foram realizados. A Figura 26 apresenta 

os isotermogramas (painéis superiores) obtidos para a titulação das proteínas HspA5 (A) 

e HspA8 (B) com MgADP, a 20 ºC. Os painéis inferiores apresentados correspondem 

ao ajuste dos dados experimentais resultando nos dados de assinatura termodinâmica 

(ΔGapp, ΔHapp e ΔSapp).  

As titulações com MgADP indicam uma interação exotérmica entre as proteínas 

HspA5 e HspA8 com ΔHapp de -8900 ± 500 cal.mol-1 e ΔHapp de -4600 ± 300 cal.mol-1, 

respectivamente. Interessantemente, embora a ΔHapp tenha sido similar entre a HspA8 e 

as homólogas para HspA1A (-3500 ± 50 cal.mol-1) (BORGES; RAMOS, 2006) e 

HspA9 (-4600 ± 100 cal.mol-1) (DORES-SILVA et al., 2015), o valor observado para a 

HspA5 é maior o que sugere que o processo de ligação desta chaperona ao MgADP 

libera mais calor do que quando comparado as demais.  

Figura 26. Análise da interação das proteínas HspA5 e HspA8 tituladas com MgADP. A interação 

das proteínas HspA5 (A) e HspA8 (B) com MgADP apresentam valores similares de KD de 0,3 ± 0,1 µM. 

Além disso, os isotermogramas sugerem que as interações são impulsionadas tanto pela entropia quanto 

pela entalpia. Painel superior: os picos negativos indicam o calor liberado em cada uma das titulações e a 

linha vermelha representa a linha de base. Painel inferior: os valores de ΔHapp foram obtidos integrando 
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cada pico das titulações apresentadas no painel superior e ajustados contra a razão molar 

nucleotídeo/hHsp70. Os dados foram ajustados ao modelo de ajuste de curva One Set of Sites fornecido 

pelo programa Origin. Os parâmetros de ajuste são mostrados na Figura e Tabela 11. C) Gráficos de 

barras que resumem as assinaturas termodinâmicas (ΔHapp, -TΔSapp e ΔGapp) para a interação das 

proteínas HspA5 e HspA8, com MgADP, as quais apresentam perfis termodinâmicos semelhantes. 

 

 

Os dados observados para ΔSapp foram maiores para a HspA8 (+14 ± 2 cal.mol-1) 

do que para a HspA5 (+5 ± 1 cal.mol-1), indicando que o processo de ligação ao 

MgADP pela Hsp70 cognata é mais favorecido entropicamente do que para a HspA5. 

Ademais, além de similares entre si, os valores de ΔGapp obtidos para a HspA5 (-8700 ± 

100 cal.mol-1) e HspA8 (-8900 ± 200 cal.mol-1) frente ao MgADP foram semelhantes 

aos registrados para as homólogas HspA9 e HspA1A (ARAKAWA et al., 2011; 

BORGES; RAMOS, 2006; DORES-SILVA et al., 2015) e ortóloga LbmtHsp70 
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(DORES-SILVA et al., 2017). O gráfico de barras que resume as assinaturas 

termodinâmicas (ΔGapp, ΔHapp e -TΔSapp) das proteínas HspA5 e HspA8 no processo de 

ligação ao MgADP está apresentado na Figura 26C. 

A Figura 27 apresenta os isotermogramas (painéis superiores) para as proteínas 

humanas HspA5 (A) e HspA8 (B) tituladas com o ligante MgATP, a 20 ºC. 

Curiosamente, a interação entre as proteínas HspA5 e HspA8 ao MgATP exibiu os 

respectivos valores de ΔHapp exotérmicos de -250 ± 50 cal.mol-1 e -1400 ± 100 cal.mol-1, 

os quais são menores quando comparados à HspA1A (-5800 ± 100 cal.mol-1) 

(BORGES; RAMOS, 2006), mas semelhantes a HspA9 (-1400 ± 20 cal.mol-1) 

(DORES-SILVA et al., 2015). Além disso, os valores observados para ΔSapp de +22 ± 1 

cal mol-1 e +22 ± 3 cal.mol-1 para as proteínas HspA5 e HspA8, respectivamente, foram 

semelhantes aos encontrados para HspA9 (DORES-SILVA et al., 2015). Portanto, além 

da HspA5 apresentar um perfil de interação ao MgATP menos exotérmico do que a 

HspA1A, HspA8 e HspA9, sua assinatura termodinâmica bem como a assinatura da 

HspA8 para a ligação ao MgATP se assemelham mais à homóloga mitocondrial do que 

a isoforma citossólica.  

Os valores de ΔGapp de -7200 ± 300 cal.mol-1 e -7100 ± 100 cal.mol-1 obtidos 

para a interação de MgATP com as proteínas HspA5 e HspA8, respectivamente, foram 

menores do que aqueles encontrados para a HspA1A e HspA9 (ambas -8200 cal.mol-1) 

(BORGES; RAMOS, 2006; DORES-SILVA et al., 2015), indicando que as Hsp70 em 

estudo tem menor afinidade para MgATP. O gráfico de barras que resume as assinaturas 

termodinâmicas (ΔGapp, ΔHapp e -TΔSapp) das proteínas HspA5 e HspA8 no processo de 

ligação ao MgATP está apresentado na Figura 27C. 

 

Figura 27. Análise da interação das proteínas HspA5 e HspA8 tituladas com MgATP. A interação 

das proteínas HspA5 (A) e HspA8 (B) com MgATP apresentam valores similares de KD de 4,0 ± 1 µM e 

de 5,0 ± 0,4 µM, respectivamente. Além disso, os isotermogramas sugerem que as interações são 

impulsionadas mais por entalpia do que por entropia, sendo diferentes da homóloga HspA1A (BORGES; 

RAMOS, 2006). Painel superior: os picos negativos indicam o calor liberado em cada uma das titulações 

e a linha vermelha representa a linha de base. Painel inferior: os valores de ΔHapp foram obtidos 

integrando cada pico das titulações apresentadas no painel superior e ajustados contra a razão molar 

nucleotídeo/hHsp70. Os dados foram ajustados ao modelo de ajuste de curva One Set of Sites fornecido 
pelo programa Origin. Os parâmetros de ajuste são mostrados na Figura e Tabela 11. C) Gráficos de 

barras que resumem as assinaturas termodinâmicas (ΔHapp, -TΔSapp e ΔGapp) para a interação das 

proteínas HspA5 e HspA8, com MgATP, as quais apresentam perfis termodinâmicos semelhantes. 
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A Figura 28 apresenta os isotermogramas (painéis superiores) obtidos para a 

titulação das proteínas HspA5 (A) e HspA8 (B) com CaADP, a 20 ºC. Os painéis 

inferiores apresentados correspondem ao ajuste dos dados experimentais resultando nos 

dados de assinatura termodinâmica (ΔGapp, ΔHapp e ΔSapp).  

Figura 28. Análise da interação das proteínas HspA5 e HspA8 tituladas com CaADP. A interação 

das proteínas HspA5 (A) e HspA8 (B) com CaADP apresentam valores similares de KD de 40 ± 10 ηM e 

de 70 ± 10 ηM, respectivamente. Além disso, os isotermogramas sugerem que assim como observado 

para MgADP, as interações são mais exotérmicas para a HspA5 do que para HspA8, e mais entrópicas 

para a HspA8. Painel superior: os picos negativos indicam o calor liberado em cada uma das titulações e a 

linha vermelha representa a linha de base. Painel inferior: os valores de ΔHapp foram obtidos integrando 

cada pico das titulações apresentadas no painel superior e ajustados contra a razão molar 

nucleotídeo/hHsp70. Os dados foram ajustados ao modelo de ajuste de curva One Set of Sites fornecido 

pelo programa Origin. Os parâmetros de ajuste são mostrados na Figura e Tabela 11. C) Gráficos de 

barras que resumem as assinaturas termodinâmicas (ΔHapp, -TΔSapp e ΔGapp) para a interação das 
proteínas HspA5 e HspA8 com CaADP, as quais, conforme os valores de ΔGapp, são mais favorecidas por 

Ca2+ do que por Mg2+ (Figura 26 C). 
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Fonte: Autoria própria. 

As titulações com CaADP indicam uma interação exotérmica entre as proteínas 

HspA5 e HspA8 com ΔHapp de -9700 ± 600 cal.mol-1 e ΔHapp de -5400 ± 100 cal.mol-1, 

respectivamente. Curiosamente, assim como observado para a titulação com MgADP, o 

valor de ΔHapp foi maior para a HspA5, enquanto o valor obtido para a HspA8 foi 

similar a BiP de hamster (-5300 ± 100 cal.mol-1) (LAMB et al., 2006). Além disso, os 

dados observados para ΔSapp também foram maiores para a HspA8 (+14 ± 1 cal.mol-1) 

do que para a HspA5 (+1,4 ± 0,1 cal.mol-1), indicando que o processo de ligação ao 

MgADP pela Hsp70 cognata é mais favorecido entropicamente do que para a homóloga 

reticular. Interessantemente, os valores de ΔGapp obtidos para a HspA5 (-10000 ± 200 
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cal.mol-1) e HspA8 (-9600 ± 100 cal.mol-1) frente ao CaADP foram maiores do que os 

obtidos para a interação entre as chaperonas e MgADP (Tabela 11), o que sugere que a 

ligação destas ao ADP é mais favorecida na presença de Ca2+ do que de Mg2+. O gráfico 

de barras que resume as assinaturas termodinâmicas (ΔGapp, ΔHapp e -TΔSapp) das 

proteínas HspA5 e HspA8 no processo de ligação ao CaADP está apresentado na Figura 

28C. 

Os coeficientes estequiométricos encontrados para a proteína HspA5 e HspA8 

para as interações com MgADP, MgATP e CaATP foram de aproximadamente 1 

(Tabela 11), sugerindo que cada molécula de chaperona interage com uma molécula de 

nucleotídeo. Ademais, a KDapp de interação entre a HspA5 e HspA8, de 0,3 ± 0,1 μM foi 

similar ao observado para a HspA1A (BORGES; RAMOS, 2006), enquanto a KDapp 

dessas proteínas, em torno de 5,0 μM, 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 presença de Mg2+, 

o que também foi verificado nos ensaios de DSC e CD222nm (ver seção anterior). 

Ademais, embora compartilhe 86% de identidade com a HspA1A, a KDapp da interação 

ao MgATP é pelo menos 16 vezes menor para a isoforma cognata (BORGES; RAMOS, 

2006), o que pode sugerir que o mecanismo de interação entre elas com MgATP 

apresenta diferenças. 

Tabela 11. Parâmetros experimentais obtidos por ITC para as proteínas HspA5 e HspA8 na 

presença dos nucleotídeos adenosina ATP e ADP. Os dados apresentados foram obtidos pela média de 

pelo menos 3 experimentos independentes a 20 ºC. 

Propriedade 
HspA5 HspA8 

MgATP MgADP CaADP MgATP MgADP CaADP 

n 1,3 ± 0,1 0,9 ± 0,3 0,8 ± 0,2 1,3 ± 0,1 0,8 ± 0,1 0,8 ± 0,1 

ΔHapp 

(kcal.mol-1) 
-0,2 ± 0,1 -7,1 ± 0,6 -9,7 ± 0,6 -1,4 ± 0,1 -4,6 ± 0,3 -5,4 ± 0,1 

-TΔSapp 

(kcal.K-1.mol-1) 
-7,0 ± 0,3 -1,6 ± 0,2 -0,3 ± 0,1 -6,5 ± 0,3 -4,1 ± 0,5 -4,2 ± 0,1 

KA 

(10-6.mol-1) 
0.25 ± 20 32 ± 0,6 29,4 ± 0,8 0,20 ± 0,01 2,8 ± 0,2 15 ± 1 

ΔGapp 

(kcal.mol-1) 
-7,2 ± 0,3 -8,7 ± 0,1 -10,0 ± 0,2 -7,1 ± 0,1 -8,7 ± 0,2 -9,6 ± 0,1 

KD (µM) 4,0 ± 1,0 0,3 ± 0,1 0,04 ± 0,01 5,0 ± 0,4 0,3 ± 0,1 0,07 ± 0,01 

Fonte: Autoria própria. 

Corroborando com os resultados apresentados na seção 2.3.7., os valores de 

KDapp para a interação entre CaADP e as proteínas HspA5 (40 ± 10 ηM) e HspA8 (70 ± 

10 ηM) foram menores do que para a condição MgADP. Ademais, embora os KDs 

obtidos por DSC e ITC tenham sido relativamente diferentes, o ITC é a técnica de maior 

confiabilidade porque permite a mensuração direta das interações, sendo menos 
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susceptível a diferentes efeitos (CELEJ et al., 2006; DU et al., 2016). Cabe destacar 

ainda que as diferenças observadas especialmente para o ATP em termos de KD podem 

ser reflexo do aquecimento constante do DSC, o qual pode induzir a hidrólise térmica 

do nucleotídeo. Ensaios entre as proteínas Hsp70 em estudo com CaATP foram 

realizados, porém não foram observadas interações por ITC.  

2.3.9 Determinação da atividade ATPásica da HspA5 e HspA8 

Como forma de direcionar seu ciclo funcional as proteínas Hsp70 hidrolisam 

ATP em ADP e Pi (KITYK et al., 2015; MAYER; GIERASCH, 2019). Com o intuito 

de saber se as proteínas recombinantes HspA5 e HspA8 apresentavam atividade 

enzimática, ensaios de atividade ATPásica foram realizados. Os parâmetros cinéticos 

foram ajustados considerando o modelo não-linear de Michaelis-Menten e as curvas são 

apresentadas na Figura 29.  

Figura 29. Curvas de atividade enzimática das proteínas humanas HspA5 e HspA8. As proteínas 

HspA5 e HspA8 (2 µM) foram incubadas com ATP por 30 min a 37 ºC, e a hidrólise do ATP foi 

monitorada pelo Pi liberado. As curvas foram ajustadas pelo ajuste não linear de Michaelis-menten, a fim 

de obter os parâmetros cinéticos apresentados na Tabela 12. Os valores sugerem que HspA5 e HspA8 

apresentaram baixa atividade ATPásica, e que a HspA5 possui uma constante catalítica maior que HspA8. 

 
Fonte: Autoria própria. 

Os dados cinéticos (Tabela 12) sugerem que as proteínas hHsp70 estavam 

funcionais e apresentavam atividade enzimática, hidrolisando o ATP (Figura 30). 

Ademais, os valores de KM obtidos para a HspA5 (180 ± 30 μM) e HspA8 (250 ± 20 

μM) são similares aos observados para as proteínas humanas HspA1A e HspA9 

(DORES-SILVA et al., 2015) e maiores do que os publicados para as ortólogas de P. 

falciparum (SILVA et al., 2020b) e L. braziliensis (DORES-SILVA et al., 2017). 
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Interessantemente, a velocidade máxima (Vmax) obtida para as proteínas em estudo 

foram maiores do que os das isoformas HspA1A e HspA9, o que resulta em uma maior 

constante catalítica (kcat) e, consequentemente, a uma maior eficiência enzimática 

(kcat/KM).  

Embora as Hsp70 em estudo apresentem baixas atividades enzimáticas, tal 

comportamento é uma característica dessa família de chaperonas, as quais também são 

reguladas por ligantes, como co-chaperonas e proteínas-clientes (FERNÁNDEZ-

FERNÁNDEZ; VALPUESTA, 2018; GENEST; WICKNER; DOYLE, 2019; 

ROSENZWEIG et al., 2019; RYU et al., 2020). Ademais, a baixa taxa na hidrólise de 

ATP justifica o uso da molécula de ATP e não de um análogo não hidrolisável em todos 

os experimentos realizados neste trabalho (MINARI et al., 2019).  

Tabela 12. Parâmetros cinéticos da atividade ATPásica das proteínas HspA5 e HspA8 e 

comparação com outras proteínas Hsp70. 

Proteína Parâmetros cinéticos 

KM (µM) Vmax (µM. 

min-1) 

Kcat (min-1) Kcat/KM 

(ηM.min-1) 
Referência 

HspA5 180 ± 30 1,00 ± 0,04 0,50 ± 0,02 2.8 ± 0.7 Este estudo. 

HspA8 250 ± 20 0,88 ± 0,02 0,44 ± 0,01 1.8 ± 0.4 Este estudo. 

HspA1A 
270 ± 40 0,21 ± 0,01 0,093 ± 0,04 0.34 ± 0.1 

(DORES-
SILVA et al., 

2015) 

HspA9 
190 ± 20 0,38 ± 0,01 0,151 ± 0,001 0.79 ± 0.05 

(DORES-

SILVA et al., 

2015) 

LbmtHsp70 
26 ± 1 0,42 ± 0,01 0,183 ± 0,005 7.04 ± 0.005 

(DORES-

SILVA et al., 

2017) 

PfHsp70-1 
120 ± 10 0,69 ± 0,02 0,35 ± 0,01 2.92 ± 1 

(SILVA et al., 

2020b) 

Fonte: Autoria própria. 

2.3.10 Determinação da atividade chaperona da HspA5 e HspA8 

A importância das proteínas Hsp70 na prevenção da agregação proteica é tema 

de diversas revisões científicas (FERNÁNDEZ-FERNÁNDEZ; VALPUESTA, 2018; 

ROSENZWEIG et al., 2019; SHIBER; RAVID, 2014). Na literatura muito tem sido 

estudado acerca das preferências em termos de substratos proteicos aos quais essa 

família de chaperonas está envolvida (CALLONI et al., 2012; KOHLER; 

ANDRÉASSON, 2020; RYU et al., 2020).  

Embora sejam aptas em prevenir a agregação e assistir ao enovelamento de 

proteínas diversas, as Hsp70 apresentam preferências por clientes que apresentem 

resíduos hidrofóbicos, especialmente alifáticos, bem como resíduos com cargas 

positivas, os quais conferem maior especificidade de ligação ao bolsão de interação 
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presente no subdomínio DLPβ dessas chaperonas (KOHLER; ANDRÉASSON, 2020). 

Com base em tais informações duas proteínas modelo foram escolhidas: CS e MDH, as 

quais apresentam um percentual de resíduos alifáticos e positivamente carregados em 

torno de 60%. Neste sentido, com o intuito de avaliar a funcionalidade das proteínas 

recombinantes HspA5 e HspA8 quanto à sua atividade chaperona intrínseca, ensaios de 

prevenção de agregação induzida por calor foram realizados. Nestes ensaios, o 

espalhamento de luz (320 nm) das proteínas-modelo sozinhas no tempo de 90 min foi 

considerado para o cálculo de 100% de agregação (Figura 30).  

Os resultados indicam que enquanto a HspA8 foi capaz de prevenir cerca de 

90% da agregação da proteína CS mesmo na concentração mais baixa testada (0,1 µM), 

somente em doses 10 vezes maiores de HspA5 foi observado um efeito similar na 

prevenção de agregação dessa proteína (Figura 30A). Curiosamente, o máximo de 

prevenção da MDH observado foi de 60% e aconteceu na presença de 0,75 μM de 

HspA5, contudo a HspA8 foi pouco efetiva na prevenção de agregação desta proteína-

modelo (Figura 30B). Tais achados sugerem que embora haja redundância funcional na 

ação da HspA5 e HspA8 para proteínas-clientes existe diferenças em termos de 

especificidades, o que está em concordância com o que tem sido visto na literatura para 

a família Hsp70 (HAGEMAN et al., 2011; RYU et al., 2020; SERLIDAKI et al., 2020).  

Ademais, como já foi visto em seções anteriores, o domínio responsável pela 

interação com a proteína-cliente e, consequentemente, atividade chaperona das Hsp70 é 

o DLP, o qual apresenta somente 55% de identidade entre as proteínas estudadas aqui 

(Tabela 5 e Figura 11). Tais dados indicam um moderado grau de identidade o qual 

possibilita que ambas as proteínas consigam atuar em uma gama distinta de substratos 

proteicos, além disso a cinética de interação entre o DLP e o substrato é um fator 

limitante para a divergência funcional observada entre as Hsp70 (KOHLER; 

ANDRÉASSON, 2020). Curiosamente, um estudo realizado por Ryu e colaboradores 

(RYU et al., 2020) mostrou por meio de marcações proteicas mediadas por ubiquitina 

que embora a HspA8 compartilhe alta identidade com a HspA1A (86%), elas 

apresentam especificidades amplamente não sobrepostas.  
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Figura 30. Atividade chaperona das proteínas HspA5 e HspA8 sobre proteínas-modelo. A atividade 

chaperona das proteínas humanas HspA5 e HspA8 induzida por calor foi analisada usando as proteínas 

Citrato sintase (CS) e Malato desidrogenase (MDH) como proteínas-modelo. Os ensaios utilizaram 

concentrações crescentes de hHsp70 (0 a 1 µM) e concentrações fixas de MDH e CS (1 µM), incubadas a 

42 ºC por 2h. A) A proteína HspA8 evitou a agregação de CS em 90% em concentrações 

subestequiométricas (0,1 µM), enquanto efeito similar só foi observado em doses 10 vezes maiores para 

HspA5. B) Mediante incubação com CS, o efeito máximo observado na prevenção de agregação foi de 

cerca de 60% para a proporção de 1:0.75 de HspA5, sendo que a HspA8 se mostrou pouco efetiva. Em 

concentrações superiores a 1 µM de HspA5 e HspA8, foi observada co-agregação proteica (dados não 

mostrados). 
 

 
Fonte: Autoria própria. 

3 CONCLUSÕES 

Como observado ao longo deste trabalho de tese de doutorado, as proteínas Hsp70 

humanas, aqui denominadas HspA5 e HspA8, obtidas de maneira heteróloga, foram 

caracterizadas em solução quanto à estrutura, estabilidade e função. Ambas proteínas 

exibiram assinaturas espectroscópicas características de Hsp70, apresentando-se 

majoritariamente como monômeros levemente alongados em solução e com domínios 

proteicos com diferentes estabilidades química e térmica. As proteínas Hsp70 humanas 

recombinantes foram sensíveis à presença dos nucleotídeos adenosina e sofreram 

alterações conformacionais em nível de estrutura secundária e terciária na presença 

destes, sendo inclusive estabilizadas termicamente por eles. O papel dos íons Mg2+ e 

Ca2+ favorece a ligação dos nucleotídeos adenosina, mas parece divergir entre as 

proteínas Hsp70 aqui estudadas. Ademais, ambas Hsp70 apresentaram atividade 

enzimática sobre o ATP e foram capazes de prevenir a agregação de proteínas-clientes 

com especificidades diferentes. Desta forma, os dados apresentados aqui elucidam bem 

aspectos estruturais e funcionais das proteínas HspA5 e HspA8, e podem contribuir para 
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sua produção heteróloga para triagens de compostos, tendo as mesmas como potenciais 

alvos terapêuticos para diferentes doenças.  

3.1 Conclusões específicas 

 A identidade sequencial encontrada entre as proteínas humanas HspA1A, 

HspA5, HspA8 e HspA9 é moderada e a similaridade entre elas é alta. 

 As proteínas HspA5 e HspA8 se apresentaram majoritariamente como espécies 

monoméricas levemente alongadas em solução, com conteúdo estrutural rico em 

hélices-α. 

 Os ambientes terciários local e global das proteínas HspA5 e HspA8 são 

relativamente diferentes. 

 As estabilidades químicas são notavelmente similares entre as proteínas HspA5 

e HspA8. Contudo, os ensaios térmicos mostraram que embora a proteína 

HspA8 apresente três transições de desnaturação, a HspA5 apresenta somente 

duas. 

 A primeira e a terceira transição de desnaturação térmica são sensíveis aos 

nucleotídeos adenosina e estão relacionadas ao domínio de ligação ao 

nucleotídeo.  

 A segunda transição térmica é atribuída somente ao domínio DLP. 

 Ambas Hsp70 interagem com os nucleotídeos adenosina na presença de íons 

Mg2+ e Ca2+ em processos regidos termodinamicamente por entropia e entalpia. 

 A afinidade das proteínas HspA5 e HspA8 pelo ADP é maior do que pelo ATP. 

 Os íons Ca2+ ocasionam alterações conformacionais que favorecem a ligação das 

proteínas Hsp70 em estudo ao ADP. 

 Os íons Ca2+ modulam a estabilidade térmica da HspA8. 

 As proteínas HspA5 e HspA8 foram capazes de hidrolisar o ATP em ADP e Pi, 

apresentando, portanto, atividade ATPásica. 

 Apesar de serem redundantes funcionalmente na prevenção de agregação de 

proteínas-modelo, as chaperonas HspA5 e HspA8 apresentaram diferenças na 

especificidade de ação.  
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