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RESUMO

As chaperonas moleculares, também chamadas Heat Shock Proteins (Hsps), sdo importantes
componentes da maquinaria celular, atuando no auxilio do enovelamento proteico, na
estabilizacdo de intermediarios parcialmente enovelados, na maturacdo de proteinas, no
transporte de proteinas por membranas, na marcacao de proteinas para degradacao, entre outras.
Ainda as Hsps atuam evitando a formagéo de agregados que podem ser toxicos ao meio celular,
além de estarem associadas a algumas doencas como Alzheimer, Parkinson, doenca de
Creutzfeld-Jacob (prion), fibrose cistica, e alguns tipos de cancer. Dentre as seis grandes
familias de chaperonas moleculares, se destaca a superfamilia das Hsp70 que apresentam cerca
de 40-60% de identidade entre seus membros eucariotos e procariotos, sendo requeridas em
todos os organismos e compartimentos celulares. Em particular, a Hsp70 mitocondrial humana
(HSPA9) estad associada a fungdes como geracdo de energia, translocacdo de proteinas
codificadas pelo DNA nuclear, resposta ao estresse, carcinogénese e envolvimento com
doengas relacionadas ao envelhecimento. Ja a Hsp701A humana induzivel (HSPAL1A) é uma
proteina presente no citosol e nicleo que tem sua expressdo aumentada durante eventos de
estresse, restaurando e mantendo processos celulares. A propensdo das Hsp70 a sofrer processos
de oligomerizacéao é bem estabelecida e esses complexos formados tém sido objeto de estudos,
na busca de compreender o porqué se formam e como atuam. Nesse estudo foi revelado que 0s
complexos supramoleculares das HSPA9 e HSPALA apresentam estrutura organizada, com
atividade ATPasica parcial. Ainda, a importancia da co-chaperona hHep1l € evidenciada ja que
se mostrou ser capaz de interagir com as proteinas HSPA9 e HSPA1A em seus estados
monomeéricos e também com seus complexos supramoleculares, estimulando sua atividade
ATPésica e remodelando os complexos. Foi observada a presenca da co-chaperona em
estruturas subnucleares, além de estar presente na mitocéndria, 0 que originou a hipétese de
gue a mesma pode atuar como co-chaperona para outras Hsp70, além da HSPA9. Finalmente,
sugeriu-se que 0s complexos supramoleculares estudados podem atuar se auto protegendo, bem
como as proteinas cliente, durante eventos de estresse e que a hHepl modula a acdo desses
complexos, podendo aumentar a chance de superacdo do desafio imposto pelo estresse celular

e evitando ou adiando a apoptose.



ABSTRACT

Molecular chaperones, also named Heat Shock Proteins (Hsps), are an important component of
the cellular machinery, acting to aid protein folding, stabilization of partially folded
intermediates, protein maturation, protein transport across membranes, protein labeling for
degradation, among others. Moreover, Hsps act by preventing the formation of aggregates that
can be toxic to the cell environment, in addition to being associated with some diseases such as
Alzheimer's, Parkinson's, Creutzfeld-Jacob (prion), cystic fibrosis, and some types of cancer.
Among the six large families of molecular chaperones, the superfamily of Hsp70 stands out,
presenting about 40-60% identity between its eukaryotic and prokaryotic members, being
required in all organisms and cellular compartments. In particular, mitochondrial Hsp70
(HSPAV9) is associated with functions such as energy generation, translocation of proteins
encoded by nuclear DNA, stress response, carcinogenesis and involvement with age-related
diseases. The inducible human Hsp70-1A (HSPA1A) is a protein present in the cytosol and
nucleus and has its expression increased during stress events, restoring and maintaining cellular
processes. The Hsp70’s propensity to undergo oligomerization processes is well established
and these complexes have been studied to understand why they form and how they act. In this
study, it was revealed that the supramolecular complexes of HSPA9 and HSPALA have an
organized structure, with partial ATPase activity. Furthermore, the importance of the co-
chaperone hHepl is evidenced as it has been shown to be able to interact with HSPA9 and
HSPA1A proteins in their monomeric states and also with their supramolecular complexes,
stimulating their ATPase activity and remodeling the complexes. The presence of the co-
chaperone in subnuclear structures was observed, in addition to being present in the
mitochondria, which led to the hypothesis that it can act as a co-chaperone for other Hsp70, in
addition to HSPAO. Finally, it was suggested that the studied supramolecular complexes can
act by self-protection, as well as to client proteins, during stress events and that hHepl
modulates the action of these complexes, increasing the chance of overcoming the challenge
imposed by cellular stress and avoiding or postponing apoptosis.
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1. INTRODUCAO

1.1  Chaperonas Moleculares

Proteinas representam o maior grupo de macromoléculas presentes em seres Vivos,
desempenhando as mais diversas funcgdes tais como transporte de oxigénio, manutencdo da
estrutura celular e de tecidos, constituicdo de membranas, defesa e catalise de reaces, entre
outras. As funcdes desempenhadas por essas macromoléculas estdo intrinsicamente
relacionadas a sua estrutura tridimensional e, portanto, & extremamente importante garantir
que as mesmas estejam corretamente enoveladas. O processo de enovelamento proteico
envolve diversos fatores como energia livre, forca ibnica do meio, interacdes hidrofébicas,
presenca de pontes de dissulfeto, dentre outras (SHRIVASTAVA, 2017; ZHOU; PANG,
2018). De maneira geral, esse processo se inicia a partir da cadeira polipeptidica formada no
ribossomo, que passa por diversas conformages tridimensionais intermediarias, por meio
de vias de enovelamento, até que consiga atingir seu estado de minima energia e, portanto,
propriamente enovelada. Ainda, em alguns casos, proteinas podem adotar uma estrutura
quaternaria, apresentando diferentes estados oligoméricos.

Alguns fatores e eventos podem levar ao mau enovelamento das proteinas ou até
mesmo causar 0 desenovelamento. Assim, conformacgdes intermedidrias e proteinas
parcialmente desenoveladas tém suas superficies hidrofébicas expostas, favorecendo
processos de agregacdo ou aglomeragdo proteica e impedindo que as mesmas estejam
disponiveis para executar suas fungdes (Figura 1) (DOBSON, 2003). Esses aglomerados
podem formar fibras amilGides, agregados que retém estruturas proteicas organizadas
altamente estaveis e toxicas a célula, podendo precipitar ou formar depdsitos que séo
intrinsicamente relacionados com algumas doencas chamadas genericamente de
amiloidoses: Alzheimer, Parkinson, Creutzfeld-Jacob (prion), fibrose cistica, alguns tipos de
cancer, entre outras (BEISSINGER; BUCHNER, 1998; HARTL; HAYER-HARTL, 2002;
RUDDON; BEDOWS, 1997; WIDODO; DEOCARIS; KAUR; HASAN et al., 2007).

No entanto, os aglomerados de proteinas podem gerar agregados amorfos,
desprovidos de organizacao estrutural, ou formar complexos proteicos soluveis e reversiveis,
como oligdbmeros de alta massa molecular ou complexos supramoleculares (CSM), que
podem atuar como um mecanismo de protecdo celular durante eventos extremos que
prejudicam a homeostase celular (SAAD; CEREGHETTI; FENG; PICOTTI et al., 2017;
WALLACE; KEAR-SCOTT; PILIPENKO; SCHWARTZ et al., 2015). Dessa maneira, a
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formacdo de CSM evita que a degradacdo das proteinas ocorra, contribuindo para a
viabilidade da célula. Afim de que as mesmas recuperem sua estrutura e, consequentemente,
sua funcdo, é necessario que haja uma rapida resposta celular que permita o resgate dessas
proteinas apds os eventos de estresse (CHEN; RETZLAFF; ROOS; FRYDMAN, 2011).

Figura 1 — Esquema ilustrativo do processo de enovelamento proteico. Em condi¢es normais o
polipeptideo nascente é enovelado, passando por conformages intermediarias, até que atinja sua conformacgao
estrutural correta, resultando na proteina enovelada. Fatores de estresse acarretam em problemas no processo
de enovelamento podendo ocasionar a automontagem das proteinas, gerando complexos supramoleculares
(CSMs), agregados amorfos ou fibras amiléides. O processo de formacédo de agregados amorfos e CSMs pode
ser revertido dando a proteina uma nova oportunidade de alcancar seu estado enovelado corretamente.
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FONTE: Adaptado de (BHATWA; WANG; HASSAN; ABRAHAM et al., 2021).

Na busca de evitar a formacéo de agregados, auxiliar o melhor enovelamento proteico
e promover processos de desagregacdo e reenovelamento, a evolugdo promoveu o
surgimento e manutenc¢do das chaperonas moleculares, que também podem ser identificadas
como Heat Shock Proteins (Hsps). Importantes membros do sistema de controle de
qualidade de proteinas (PQC), esta complexa maquinaria auxilia e promove a reagdo
espontanea de enovelamento (BUCHNER, 1996; BUKAU; HORWICH, 1998; ELLIS;
HARTL, 1999; WALTER; BUCHNER, 2002), o que favorece a manutencdo da homeostase
celular (KANG; PLESCIA; DOHI; ROSA et al., 2007). Vérios estudos indicam que durante
processos estressantes como aumento de temperatura e estresse oxidativo, a inducéo de Hsps
aumenta consideravelmente com o intuito de evitar danos a célula, procurando re-enovelar
proteinas e, quando necessario, promovendo a apoptose (KREGEL, 2002; MOSSER,;

CARON; BOURGET; DENIS-LAROSE et al., 1997; SREEDHAR; CSERMELY, 2004;
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WANG; VINOCUR; SHOSEYOV; ALTMAN, 2004; WHITLEY; GOLDBERG;
JORDAN, 1999). As chaperonas moleculares tém sido alvo de diversas revisdes (DAHIYA;
BUCHNER, 2019; DUBREZ; CAUSSE; BORGES BONAN; DUMETIER et al., 2020;
REBEAUD; MALLIK; GOLOUBINOFF; TAWFIK, 2021) e 0s seus mecanismos de
regulacdo surgem como 6timos alvos terapéuticos para tratamentos de doencas.

Existem 6 grandes familias de chaperonas moleculares, as quais sdo auxiliadas e
moduladas por diversas co-chaperonas. Essas chaperonas, representadas na Figura 2, sao
classificadas de acordo com sua massa molecular, podendo pertencer a familia das Hsp100,
Hsp90, Hsp70, Hsp60, Hsp40 ou sHsp (do inglés small Hsp). As mesmas podem ser
encontradas em distintos compartimentos celulares desempenhando diversas funcdes
interconectadas (HARTL; BRACHER; HAYER-HARTL, 2011; JEE, 2016).

Figura 2 - Representantes das seis familias de Hsps. Em vermelho a Hsp100 de Thermus thermophilus (PDB
ID: 1QVR), em amarelo a Hsp90 de Canis lupus familiaris (PDB ID: 201V), em rosa a Hsp70 de Escherichia
coli (PDB ID: 2KHO), em azul a Hsp60 de Escherichia coli (PDB ID: 10EL), em azul ciano a Hsp40 de
humanos (PDB ID: 2QLP) e em verde a small Hsp (sHsp) de Methanocaldococcus jannaschii (PDB ID: 1SHS).
Ao lado de cada uma das estruturas representativas sao descritas as fungdes desempenhadas pelas respectivas

Hsp e as setas indicam a relagdo entre as mesmas. De maneira breve, as Hsp70 recebem substratos das Hsp40,
Hsp90, Hsp100 e sHsp, e libera os mesmos para as Hsp90 e Hsp60.
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1.2 Afamilia das Hsp70

Dentre as familias de chaperonas moleculares existentes, uma das principais €
composta pelas Hsp70 que apresentam cerca de 40%-60% de identidade entre seus membros
eucariotos e procariotos e, portanto, sao altamente conservadas biologicamente (DA SILVA;
BORGES, 2011; HUNT; MORIMOTO, 1985; KARLIN; BROCCHIERI, 1998). Além
disso, sdo proteinas ubiquas por serem requeridas em todos os organismos (DA SILVA;
BORGES, 2011) e presentes em todos compartimentos intracelulares eucaridticos que
contenham moléculas de ATP (RADONS, 2016).

As Hsp70 funcionam como pivo, mediando a recepc¢do e a entrega de proteinas-
cliente com outras chaperonas moleculares (BORGES; RAMOS, 2005; DA SILVA;
BORGES, 2011) e, juntamente com suas co-chaperonas e fatores de troca de nucleotideos
(FTNs), estdo envolvidas em funcdes essenciais para a manutencdo da proteostase como
enovelamento de proteinas, prevencédo de agregacdo, transporte de proteinas por membranas,
marcagdo para degradacdo proteica, estabilizacdo de fatores de transcrigdo celular,
desagregacdo de proteinas, etc. (FERNANDEZ-FERNANDEZ; VALPUESTA, 2018;
HARTL; HAYER-HARTL, 2002; MAYER; BREHMER; GASSLER; BUKAU, 2001;
WEGELE; MULLER; BUCHNER, 2004).

A estrutura das Hsp70 é caracterizada por dois dominios, o N-terminal (em azul)
ligado por um linker flexivel (em amarelo) ao C-terminal (em rosa), indicados na Figura 3.
O N-terminal tem massa molecular aproximada de 45 kDa e é chamado de dominio de
ligacdo de nucleotideos (DLN), apresentando estrutura em forma de V, com dois
subdominios que compBem o sitio de ligagdo ao nucleotideo adenosina dispostos de maneira
a formar uma fenda. O C-terminal é chamado de dominio de ligagdo de proteinas clientes
(DLP), apresenta cerca de 25 kDa e também possui dois subdominios, um majoritariamente
estruturado em folhas-f e o outro em a-hélice.

Esses dominios sdo regulados por um mecanismo alostérico heterotropico
bidirecional, no qual h4 a dependéncia da presenca de nucleotideo no DLN e de uma proteina
cliente no DLP (DA SILVA; BORGES, 2011). Quando o ATP esta ligado ao DLN o DLP
apresenta baixa afinidade pelas proteinas cliente. A partir da hidrdlise de ATP ocorre um
aumento na afinidade da Hsp70 por proteinas cliente e, com o auxilio de fatores de troca de
nucleotideos (FTN), o ADP é liberado e o ATP volta a se ligar ao DLN, reduzindo a

afinidade das Hsp70 pela proteina cliente que € liberada. Esse mecanismo implica em
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mudancas conformacionais, principalmente com relacdo ao subdominio a-hélice do DLP,

que se dobra sobre o DLN quando este esta ligado a uma molécula de ATP.

Figura 3 — Esquema do ciclo de acao das Hsp70. O DLN esta representado em azul, 0 DLP em rosa € 0
linker, que conecta ambos, em amarelo. O que regula o ciclo das Hsp70 é a presenca de nucleotideos no
dominio DLN e de proteina cliente (em verde) no dominio DLP. A Hsp70 com ATP no DLN apresenta
conformacéo aberta (PDB ID: 4JNE), com baixa afinidade a proteina cliente pelo DLP. A ligacéo da proteina
cliente no DLP junto da hidrolise do ATP, que ocorre com o auxilio de co-chaperonas (representadas pela
estrela), promove mudancas conformacionais que levam ao fechamento da subunidade o do DLP (PDB ID:
2KHO) e acarreta no aumento da afinidade pela proteina cliente. Os FTN (representados por retangulos) fazem
com que o ADP seja substituido por ATP, ocasionando 0 aumento na taxa de liberacdo da proteina cliente e
disponibilizando as Hsp70 para reiniciar o ciclo.
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FONTE: Adaptado de (FERNANDEZ-FERNANDEZ; VALPUESTA, 2018).

Nessa conformacéo o linker flexivel fica escondido em uma cavidade do DLN e o
acoplamento do subdominio de folhas-p do DLP ao DLN acarreta no enrijecimento do
mesmo, de maneira a dificultar a acdo de seus residuos cataliticos, o que justifica o fato de

as Hsp70 apresentarem baixa atividade ATP4sica. A partir da ligacdo da proteina cliente no
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DLP o subdominio de folhas-p é desacoplado do NBD, a hidrélise do ATP ocorre e 0
subdominio a-hélice do DLP se fecha sobre a proteina cliente. Esse processo ocorre na
presenca de co-chaperonas que promovem o aumento na taxa de hidrolise de ATP (Figura
3) (DA SILVA; BORGES, 2011; FERNANDEZ-FERNANDEZ; VALPUESTA, 2018;
MAYER; BREHMER; GASSLER; BUKAU, 2001; ROSENZWEIG; NILLEGODA;
MAYER; BUKAU, 2019).

Como ja mencionado anteriormente, as Hsp70 estdo presentes tanto em procariotos
quanto em eucariotos em diversos compartimentos celulares que contém ATP, e séo
diferenciadas pela sua constituicdo, nivel de expressdo e localizacdo (DAUGAARD;
ROHDE; JAATTELA, 2007). Sdo encontradas no citosol, ntcleo, membrana celular,
reticulo endoplasmatico entre outros. Em humanos, existem treze membros representantes
da familia das Hsp70, podendo ser expressos constitutivamente ou ter sua expressao induzida
por fatores de estresse, tais como aumento de temperatura e estresse oxidativo (RADONS,
2016).

1.2.1HSPA1A

A maioria dos membros das Hsp70 se encontra no citoplasma e no nucleo,
apresentando estrutura conservada caracteristica dessa familia, com destaque para a
HSPA1A (DAUGAARD; ROHDE; JAATTELA, 2007; RADONS, 2016). Essa Hsp70
humana possui 0 motivo EEVD na regido C-terminal (Figura 4), responsavel pela ligacao
desta proteina com co-chaperonas que possuem dominio TPR (do inglés, tetratricopeptide
repeat), tais como a CHIP (do inglés, carboxyl terminus of Hsc70 interacting protein),
envolvida no processo de ubiquitinacdo da proteina cliente ligada a Hsp70, para posterior
degradacdo pelo proteassomo, e a HOP (do inglés, Hsp70-Hsp90 organizing protein),
envolvida na entrega de proteinas cliente das Hsp70 para as Hsp90 (ALLAN; RATAJCZAK,
2011).

A HSPALA é pouco expressa em células sadias mantidas em condi¢des normais. No
entanto, durante processos de estresse celular, observa-se 0 aumento na sua expressao,
compreendendo cerca de 2% do total de proteinas solliveis na célula, sendo uma das
responsaveis pela sobrevivéncia da mesma, restaurando e mantendo processos celulares
(BALOGI; MULTHOFF; JENSEN; LLOYD-EVANS et al.,, 2019; MURPHY, 2013;
RADONS, 2016). Em condigdes normais, se encontra majoritariamente no citoplasma

celular mas estudos mostram que, sob estresse, ocorre uma translocagéo da mesma para o
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nacleo e nucléolo, possivelmente atuando no reparo de danos que possam ocorrer a célula
(NOLLEN; SALOMONS; BRUNSTING; VAN DER WANT et al., 2001).

Figura 4 — Esquema representativo da estrutura da HSPAL1A. Essa Hsp70 possui 641 residuos de
aminoacidos, com dominio de ligacdo ao nucleotideo (DLN) em azul e o dominio de ligacdo de proteinas
clientes (DLP) em rosa, ligados pelo linker flexivel em amarelo. Em cinza é representada a regiéo variavel das
Hsp70 e em verde o motivo EEVD, localizado no C-terminal.
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FONTE: Autoria propria.

Além disso, estudos indicam o envolvimento da HSPAL1A em doencas
neurodegenerativas e diversos tipos de canceres, o que justifica o interesse em elucidar
detalhes sobre seu comportamento (ANGELIDIS; LAZARIDIS; PAGOULATOS, 1999;
HWANG; RYU; YOON; LEE et al, 2005, JUHASZ; LIPP; NIMMERVOLL,;
SONNLEITNER et al., 2013; KIM; NA; LEE; JEOUNG et al., 2016; LEE; KIM; YOON;
KIM et al., 2001). Por exemplo, um estudo recente de Zhang e colaboradores investigou o
aumento da expressdo dessa e de outras proteinas, em diversos tipos de cancer, indicando o
envolvimento da HSPALA na proliferacdo de células tumorais e na ocorréncia de radio
resisténcia em cancer de mama (ZHANG; WANG; XIAO; DONG et al., 2020).

1.2.2HSPA9

A HSPA9 localiza-se majoritariamente na mitocondria, mas pode também ser
encontrada em outros compartimentos celulares, como no citoplasma. De maneira similar
aos seus homdlogos, a HSPA9 é composta pelos dominios DLN e DLP, apresentando
também um peptideo sinal de encaminhamento para a mitocondria na extremidade N-
terminal, que é clivado ap0s a entrada da proteina na mitocondria (MOSENG; NIX; PAGE,
2019; RAN; WADHWA; KAWAI; KAUL et al., 2000). Um esquema representativo da
estrutura da HSPAQ9 é apresentado na Figura 5.

A Hsp70 mitocondrial foi originalmente descoberta em fibroblastos de ratos, onde
duas isoformas de Hsp70 foram isoladas e denominadas de mot-1 e mot-2, diferindo entre si
somente por dois residuos de aminoacidos no DLP, e também demonstrado que a mot-2
estava associada com a imortalidade celular ( WADHWA; KAUL; IKAWA; SUGIMOTO,

1993). Em mamiferos, a Hsp70 mitocondrial também recebe o nome de mortalina, devido
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ao seu envolvimento na senescéncia e na morte celular. (DEOCARIS; LU; KAUL;
WADHWA, 2013; KAUL; DEOCARIS; WADHWA, 2007; WADHWA; KAUL,; IKAWA;
SUGIMOTO, 1993). Humanos possuem somente uma ortologa das Hsp70 mitocondriais,
denominada HSPA9 (RADONS, 2016).

Grande importancia tem sido atribuida a esta Hsp70, pelo fato de se observar um
aumento significativo de sua expressao em tumores humanos, sendo detectada em cancer de
figado, ovario, mama e colorretal, entre outros, o que indica que a mesma desempenha papel
fundamental na manutencdo de tumores (DEOCARIS; WIDODO; ISHII; KAUL et al.,
2007; LU; LEE; KAUL; LAN et al., 2011b; NA; KAUL; RYU; LEE et al., 2016;
WADHWA; TAKANO; KAUR; DEOCARIS et al., 2006). Estudos mostraram que a super
expressao da HSPAJ9 e sua interacdo com a proteina p53, que atua como supressor tumoral,
forma um complexo reversivel causando a ancoragem da p53 no citoplasma, impedindo que
seja translocada para o ndcleo ou para a mitocéndria e inibindo sua ativacao transcricional
(ANDO; OKI; ZHAO; IKAWA-YOSHIDA et al., 2014; KLAUS; KAEMMERER,;
REINARTZ; SCHNEIDER et al., 2014; LU; LEE; KAUL; LAN et al., 2011a; PHAM,;
TRAN; PHAM; GAIRIN, 2019). Um estudo recente identificou uma molécula
potencialmente capaz de impedir essa interacéo entre a HSPA9 e a p53 (Mortaparib™'"s), que
pode vir a ser um importante farmaco anticancer, salientando a importancia da HSPA9 e
estudos que a envolvam (SARI; ELWAKEEL; DHANJAL; KUMAR et al., 2021).

Figura 5 - Esquema representativo da estrutura da HSPA9. Essa Hsp70 possui 679 residuos de
aminodcidos, com dominio de ligagdo ao nucleotideo (DLN) em azul e o dominio de ligagdo de proteinas
clientes (DLP) em rosa, ligados pelo linker flexivel em amarelo. Em cinza é representada a regido variavel das

Hsp70 e em verde o peptideo sinal de encaminhamento da proteina para a mitocéndria, composto de 46 residuos
e localizado no N-terminal.
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Além disso, a HSPA9 esta associada ao surgimento de doengas relacionadas ao
envelhecimento, como Alzheimer e Parkinson (JIN; HULETTE; WANG; ZHANG et al.,
2006). De maneira contraria aquele comportamento observado em células tumorais, estudos
indicam que neurdnios apresentam diminuig@o nos niveis de expressao de HSPA9, quando

envolvidos em doencas neurodegenerativas como as mencionadas (ABYADEH; GUPTA;
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CHITRANSHI; WU et al., 2021; LONDONO; OSORIO; GAMA; ALZATE, 2012; PARK;
SHIN; JEONG; SONG et al., 2014). Sabe-se que as mitocondrias sdo organelas essenciais
para a estabilidade e funcdo dos neurdnios, células com alta taxa metabdlica (KANN;
KOVACS, 2007), e a reducio da expressdo da HSPA9 nessas organelas altera sua dinamica,
causando disfuncdes sinapticas.

Apesar de ser conhecida desde 1993 e de existirem muitos estudos que a envolvam,
em nivel funcional, os mesmos séo limitados pela dificuldade em se obter essa proteina de
maneira recombinante e propriamente enovelada. E relatado que a mesma, assim como
Hsp70 mitocondriais de outros organismos, € propensa a formar agregados durante sua
producdo heterdloga, sendo obtida na fragdo insollvel, indisponivel para ensaios in vitro
(DORES-SILVA; BELOTI; MINARI; SILVA et al., 2015; DORES-SILVA; MINARI;
RAMOS; BARBOSA et al., 2013; DORES-SILVA; NISHIMURA; KIRALY; BORGES,
2017). E também reportada a obtencio da HSPA9 por reenovelamento quimico a partir dos
corpos de inclusdo (LUO; DIZIN; YOON; COWAN, 2010), contudo os dados estruturais
sugerem que a mesma ndo estava em sua forma nativa. Por fim, ndo foram reportados estudos
que caracterizem a estrutura e funcdo dos complexos supramoleculares purificados nesse
trabalho e dessa forma, apesar de avancos registrados recentemente por nosso grupo
(DORES-SILVA; BARBOSA; RAMOS; BORGES, 2015; DORES-SILVA; MINARI,
RAMOS; BARBOSA et al., 2013), muitas das caracteristicas estruturais e funcionais dessa

proteina multifuncional ainda necessitam de atencao.
1.3 Propenséo das Hsp70 a formacao de complexos supramoleculares

Vaérios trabalhos indicam que as Hsp70 possuem propensao em sofrer processos de
oligomerizacdo, aglomeragao ou auto agregacéo, tanto in vivo quanto in vitro (ANGELIDIS;
LAZARIDIS; PAGOULATOS, 1999; BENAROUDJ; BATELIER; TRINIOLLES;
LADJIMI, 1995; DORES-SILVA; BARBOSA; RAMOS; BORGES, 2015; KING;
EISENBERG; GREENE, 1995; PALLEROS; WELCH; FINK, 1991; STEEL; CROSS;
ELLIS; ANDERSON, 2012; THOMPSON; BERNARD; SKINIOTIS; GESTWICKI, 2012).
O estudo de Angelidis e colaboradores (1999), demonstra que as proteinas citosélicas de
mamifero constitutivamente expressa (Hsc70) e induzida por estresse térmico (Hsp70),
agregam de maneira dependente de temperatura e que a presenca de nucleotideos adenosina
influencia esse processo de oligomerizacao. A auséncia de ATP levou a agregacéo das Hsp70
estudadas e, em contrapartida, a adicdo de ATP ocasionou a dissocia¢gdo dos mesmos. Os
dados apontam que as Hsp70 e Hsc70 agregadas sdo incapazes de exercer atividade
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chaperona sobre as proteinas clientes estudadas, e que a monomerizacao das Hsp70 presentes
nos agregados € necessaria para que a atividade chaperona seja reestabelecida. Além disso,
de acordo com Angelidis, o agregado da Hsp70 ndo interage com co-chaperonas J-proteins,
sendo requerida a monomerizacdo do mesmo para que complexos Hsp70 e J-proteins sejam
formados (ANGELIDIS; LAZARIDIS; PAGOULATOS, 1999). O estudo de Araujo e
colaboradores (2014) relata a existéncia de um oligdmero da HSPA1A formado por aumento
da pressdo (chamado de oligdbmero hidrostatico) que detém a atividade ATPasica preservada
(ARAUJO; BORGES; RAMOS; MEYER-FERNANDES et al., 2014).

O estudo de Thompson e colaboradores (2012) reporta que a DnaK de Escherichia
coli (Hsp70 bacteriana) possui a tendéncia de formar multiplos oligdmeros in vitro. Os dados
sugerem que a DnaK oligomerizada retém atividade ATPasica e atividade holder (segura a
proteina cliente desenovelada, mantendo-a em um estado conformacional adequado para que
a mesma possa ser reenovelada) sobre a luciferase, protegendo-a da desnatura¢do quando
exposta a altas temperaturas, indicando que tais oligbmeros podem desempenhar fungéo in
vivo. Os autores também mostram que a DnaK oligomerizada perde a habilidade de interagir
com a DnaJ e ndo é capaz de re-enovelar a luciferase desenovelada. Porém, na presenca de
ATP, GrpE, J-proteins e proteinas cliente, a DnaK tende a monomerizar novamente e
recupera sua ac¢ao holder. Portanto, a oligomerizacdo temperatura dependente observada
seria uma forma de proteger proteinas clientes durante o estresse térmico e/ou uma forma de
se auto proteger da degradacdo (THOMPSON; BERNARD; SKINIOTIS; GESTWICKI,
2012).

Mais recentemente, Cabrera e colaboradores indicaram que, em leveduras, a Hsp70
Ssa2 é essencial para o surgimento estratégico de centros de agregados proteicos ou PACs
(do inglés, protein aggregate centers), formados com o intuito de evitar a degradacao
proteica (CABRERA; BORONAT; MARTE; VEGA et al., 2020). Ademais, uma revisao
publicada no inicio de 2021 mostra que as Hsp70 tém papel importante na montagem e
desmontagem de granulos de estresse (SG, do inglés stress granules), estruturas sem
membrana compostas por proteinas e mMRNA, gque surgem em condicdes de estresse como
uma resposta protetora (VERMA; SUMI; SEERVI, 2021).

Apesar de eventos de agregacdo serem comumente associados a fatores negativos,
faz-se necessario considerar que o0 processo evolutivo manteve essa estratégia e que a mesma
desempenha papel importante (SANCHEZ DE GROOT; TORRENT; VILLAR-PIQUE;
LANG et al., 2012). Dessa forma, investigar a formagao dos complexos supramoleculares
(CSM) das Hsp70 estudadas, bem como sua funcdo e estrutura, contribui para o
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entendimento do papel dessas proteinas no desenvolvimento de canceres e outras doengas

degenerativas, compreendendo seu impacto na manutencdo da homeostase celular.
1.4  Co-chaperonas

Como descrito anteriormente, 0 mecanismo alostérico heterotropico bidirecional
conta com a participacdo de proteinas conhecidas como co-chaperonas (DA SILVA;
BORGES, 2011), que auxiliam as Hsp70 de diversas maneiras, regulando e mediando seu
ciclo funcional. Podem atuar no recrutamento de proteinas clientes, auxiliar no processo de
hidrolise do ATP estimulando ou inibindo-o, estabilizar etapas do ciclo funcional, auxiliar
na troca de nucleotideos, entre outros (CAPLAN, 2003). Existe uma grande quantidade de
co-chaperonas conhecidas que podem ser, em sua maioria, separadas em duas classes, as que
possuem dominio J (do inglés, J-domain protein) e as que possuem dominio TPR (do inglés,
tetratricopeptide-repeat).

As co-chaperonas com dominio J estimulam a hidrolise das Hsp70 e também
estabilizam a ligacdo entre a co-chaperona e a proteina cliente. Este dominio é altamente
conservado, composto por quatro hélices alfa, responsavel pela interacdo dessas proteinas
com as Hsp70 (KAMPINGA; ANDREASSON; BARDUCCI; CHEETHAM et al., 2019).
J& as co-chaperonas que possuem dominio TPR podem interagir tanto com Hsp90 quanto
Hsp70, auxiliando-as nas mais diversas fungdes, como enovelamento de proteinas cliente e
encaminhamento para degradacdo. Este dominio é composto de 34 aminoacidos pouco
conservados formando uma estrutura de hélice-volta-hélice, capaz de interagir com o motivo
EEVD presente na porcao C-terminal das chaperonas (PEREZ-RIBA; ITZHAKI, 2019).

Interessantemente, um estudo sobre a evolugdo do sistema chaperona foi publicado
em maio de 2021, relatando que o processo evolutivo resultou no aumento da variedade de
proteinas em eucariotos, inclusive aquelas com tendéncia a processos de agregacao, fato que
acentua a importancia do sistema chaperona. No entanto, ndo é observado o surgimento de
novas familias de chaperonas em eucariotos, havendo somente a duplicacdo de genes ou
aumento em sua expressao. Em contrapartida, ocorreu o surgimento de novas co-chaperonas,
além do aumento de seus niveis de expressdo, de modo a potencializar as fungdes das
chaperonas existentes, destacando portanto a importancia dessas proteinas (REBEAUD;
MALLIK; GOLOUBINOFF; TAWFIK, 2021).

-25.-



1.4.1Hsp70 escort protein 1 (Hepl)

Uma das co-chaperonas que auxiliam a atividade das Hsp70 é a Hepl (do inglés,
Hsp70 escort protein 1), conservada em eucariotos e ausente em procariotos (SICHTING;
MOKRANJAC; AZEM; NEUPERT et al., 2005). Um estudo de Burri e colaboradores
divulgado em 2004 hipotetizou que o surgimento dessa proteina seja resultado da
fragmentacéo de proteinas J-domain que possuem um dominio dedo de zinco, no intuito de
auxiliar a Hsp70 mitocondrial durante o processo de importacdo de proteinas para a
mitocondria, 0 que sugere que a Hepl seja resultado de um processo evolutivo (BURRI,
VASCOTTO; FREDERSDOREF; TIEDT et al., 2004). Essa co-chaperona € uma proteina
pequena com formato em L e possui um dominio dedo de zinco, essencial para que a mesma
interaja com a Hsp70 mitocondrial. A Figura 6 mostra a Unica estrutura depositada no PDB
para esta proteina (PDB ID: 2E2Z), contendo os residuos de aminoacidos 64-159 da Tim15
de levedura (yHepl), com destaque para 0 motivo dedo de zinco e as quatro cisteinas que
coordenam o mesmo. (MOMOSE; OHSHIMA; MAEDA; ENDO, 2007).
Figura 6- Estrutura da regido central da proteina Tim15 de levedura (yHep1). A imagem compreende 0s

residuos 64-159, obtida por RMN (PDB ID: 2E2Z). Em rosa estéo destacados o0s quatro residuos de cisteina
gue compdem o motivo dedo de zinco, circulado em amarelo. O circulo azul representa o ion zinco.

FONTE: Autoria propria.
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A Hepl de humanos (hHepl) estd majoritariamente localizada na mitocondria, sendo
encontrada também no ndcleo e citosol (DORES-SILVA; KIRALY; MORITZ; SERRAO et
al., 2021; NYAKUNDI; BENTLEY; BOSHOFF, 2019), e é responsavel pela manutencédo
da Hsp70 mitocondrial (HSPA9) em sua conformacdo nativa, enovelada, evitando sua
agregacdo, além de auxiliar a mesma durante o processo de importacdo de proteinas e em
seu consecutivo enovelamento (SICHTING; MOKRANJAC; AZEM; NEUPERT et al.,
2005). Em leveduras, a delecdo do gene da yHepl levou a agregacao da Hsp70 mitocondrial
e a conseguintes problemas nos processos mitocondriais que dependem diretamente dessa
chaperona, sendo reportadas falhas na biogénese mitocondrial (SICHTING; MOKRANJAC;
AZEM; NEUPERT et al., 2005). Ainda, estudos mostram resultados semelhantes, indicando
que as proteinas Hepl de Leishmania braziliensis (LbHepl) e Plasmodium falciparum
(PfHepl) sdo responsaveis por manter suas respectivas Hsp70 mitocondriais na forma
soltvel, permitindo inclusive a producdo dessas proteinas recombinantes (DORES-SILVA,;
BELOTI; MINARI; SILVA et al., 2015; DORES-SILVA; MINARI; RAMOS; BARBOSA
etal., 2013; NYAKUNDI; VUKO; BENTLEY; HOPPE et al., 2016).

Vale a pena mencionar que, apesar de essas ortologas apresentarem como
caracteristica comum a manutencdo da estabilidade da Hsp70, existem diferencas
significativas entre as mesmas, que compartilham baixa identidade na sequéncia de
aminoacidos (~30%), sendo o dominio dedo de zinco a regido com maior identidade (~50%).
Por exemplo, é reportado que a yHepl ndo foi capaz de estimular a atividade ATPasica de
sua Hsp70 mitocondrial (SICHTING; MOKRANJAC; AZEM; NEUPERT et al., 2005),
enquanto a LbHepl promoveu um estimulo de cerca de 300% na atividade da LbmtHsp70
(DORES-SILVA; NISHIMURA; KIRALY; BORGES, 2017).

Sabe-se que a hHepl desempenha papel de grande notabilidade, auxiliando a HSPA9
em diversos processos e estabilizando-a durante seu ciclo, atuando como uma “chaperona
para uma chaperona”(NYAKUNDI; BENTLEY; BOSHOFF, 2019). No entanto, existem
poucos estudos que relatem a interacdo entre a co-chaperona hHepl e as Hsp70. Neste
estudo, a atividade desta co-chaperona sobre as proteinas HSPA9 e HSPA1A ¢ abordada,
bem como sobre seus complexos supramoleculares, buscando melhor compreender a

interacdo entre as mesmas.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho de doutoramento consistiu em investigar possiveis
funcbes dos CSMs das proteinas HSPAL1A e HSPA9, bem como avaliar a os efeitos da co-
chaperona hHepl sobre essas proteinas, tanto em sua forma monomérica, quanto na forma
de CSM.

2.1 Objetivos especificos

(i) Avaliar a influéncia da co-chaperona hHep1 sobre as proteinas HSPA1A e HSPAJ;

(i) Caracterizar a estrutura dos CSMs das proteinas HSPA1A e HSPAY, e sua atividade
ATPésica;

(iii) Avaliar a influéncia da co-chaperona hHepl sobre os CSMs das proteinas HSPA1A e
HSPAJ9;

(iv) Avaliar a localizacdo da HSPA9 in vivo, bem como de seu CSM, sob condi¢bes de

estresse térmico;

(v) Avaliar a localizacao da hHepl in vivo, e seu comportamento sob estresse térmico.
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3. METODOLOGIA

3.1  Construces e Clonagens

Os DNAs codantes das proteinas, clonados em vetores de expressdao tipo pET

(pET28a e pET23a) ou pQE2 e disponiveis no laboratdrio foram utilizados nas subclonagens

para as diversas construgdes necessérias para 0s ensaios in vitro. Protocolos padrao

derivados da tecnologia do DNA recombinante foram utilizados. As construgdes desenhadas
para HSPA9 com a tag-FLAG e hHepl com a tag-HA no vetor pcDNA3.1 foram obtidas

comercialmente, sintetizadas pela Epoch Life Science e utilizadas nos experimentos de

biologia celular. Abaixo, a Tabela 1 apresenta as construcées envolvidas neste projeto.

Tabela 1 - Relacdo de vetores de clonagem utilizados neste projeto. A tabela apresenta detalhes das
construcdes e vetores e indica referéncias que relatam sua aplicacéo e objetivos para o uso de cada uma delas.

Construcdes
Proteina Vetor Referéncia Objetivo
N-term. | C-term.
U B (BORGES; RAMOS, Testes in vitro de interacdo
HSPALA His-tag PET28a 2006) com a co-chaperona hHepl
_______ Utilizada em ensaios celulares,
Peptideo FLAG pcDNA3.1 | - com objetivo de estudar co-
sinal localizacdo
HSPA9
. (DORES',SILVA; ) Testes in vitro de interagio
His-tag, | ----—--- pET28a BARBOSA; RAMOS; com a co-chanerona hHep1
BORGES, 2015) P P
------- Estudos a partir de ensaios
(DORES-SILVA, celulareg para avaliar
Peptideo HA PcDNA3.L | KIRALY; MORITZ; | - = &
) = 1., 2021) ocalizagao e comportamento
sinal SERRAOetal, sobre estresse térmico
(DORES-SILVA; i «
hHepl | -~ | e PET23 | BARBOSA; RAMOS; | ° exmfj&%g: HSPA9
BORGES, 2015)
(DORES-SILVA; S . «
_ MINARI: RAMOS: Estudqs in vitro de mte[agao e
His-tag | ------- pQE2 BARBOSA et al efeito sobre as proteinas
" HSPAL1A e HSPA9
2013)
(GONCALVES; Estudos in vitro, utilizados
Myc- | . His-tag e ET3a PINHEIRO; ex e::r?nr::n(t:gg tdrg Igogat:?o?s ara
Luciferase Myc-tag P DAHLSTROM; pe e P
avaliar a especificidade da co-
SOUTO et al., 2020)
chaperona hHep1l

FONTE: Autoria propria.
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3.2  Obtencao das proteinas recombinantes

A HSPA9 recombinante foi co-expressa e purificada como descrito em (DORES-
SILVA; BARBOSA; RAMOS; BORGES, 2015; DORES-SILVA; MINARI; RAMOS;
BARBOSA et al., 2013). De forma breve, os vetores pET28a::HSPA9 e pET23a::hHepl
foram utilizados para transformagdo em cepa Escherichia coli BL21(DE3) e crescidas a 37
°C e 200 rpm em meio de cultura LB (Lysogeny Broth) contendo 50 pg.mL* de ampicilina
e canamicina até densidade optica em 600 nm (ODsoonm) entre 0,6 e 0,8. Nesse momento foi
adicionado 0,2 mmol.L de isopropil tio-B-D-galactosideo (IPTG), com inducéo & 23 °C e
200 rpm por 18 h. Em seguida as células foram sedimentadas por centrifugagédo a 8.000 rpm
(13.600 g) por 20 min a 4 °C e o sedimento ressuspendido em tampé&o de lise contendo 50
mmol.L? Tris-HCI (pH 8.0), 100 mmol.L™* KCI. A ressuspenséo foi incubada com 5 U de
DNAse (Promega) e 30 pg.mL™ de lisozima (Sigma) por 30 min em banho de gelo. A lise
mecanica se deu por meio do uso de sonicador e, posteriormente, realizou-se a centrifugacao
a 18.000 rpm (43.200 g) por 30 min com temperatura de 4 °C. O sobrenadante foi filtrado
utilizando membranas de 0,45 um (Millipore).

A purificacdo da proteina recombinante foi feita por meio de 2 passos
cromatograficos. O primeiro passo consistiu em uma afinidade em coluna de niquel HiTrap
Chelating HP 5mL (GE Healthcare LifeSciences) equilibrada em tampdo contendo 20
mmol.L"? de fosfato de sodio (pH 7,5), 100 mmol.L de NaCl e 20 mmol.L! de imidazol. A
proteina foi eluida com o mesmo tamp&o contendo 500 mmol.L* de imidazol. O segundo
passo cromatografico tratou-se de uma cromatografia de exclusdo por tamanho preparativa,
realizada em coluna HiLoad Superdex 16/60 200 prep grade (GE Healthcare LifeSciences)
conectada ao equipamento AKTA Prime Plus (GE Healthcare LifeSciences), equilibrada em
tamp&o TKP contendo 25 mmol.L* Tris-HCI (pH 7,5), 50 mmol.L* de NaCl, 5 mmol.L* de
fosfato de Sadio, 5 mmol.L* de KCl e 2 mmol.L? de B-mercaptoetanol. Todo o processo foi
realizado com controle de temperatura (4 °C), inclusive a cromatografia de excluséo por
tamanho preparativa, na qual foi utilizado um banho térmico de circulaco.

A HSPA1A foi produzida de acordo com (BORGES; RAMOQOS, 2006), a partir do
vetor pET28a::HSPA1A transformado em E. coli BL21(DE3), utilizando 50 pg.mL™ de
canamicina. A inducéo foi feita a partir da adicdo de 0,2 mmol.L? de IPTG, a 30 °C e 200
rpm por 4 h. Todos os passos seguintes foram realizados da mesma maneira apresentada para
a HSPAO.
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A hHep1 foi obtida como descrito em Dores-Silva e colaboradotes (2013) a partir do
vetor pQE2::hHepl. O antibidtico utilizado foi ampicilina (35 pg.mL™), além de 0,2
mmol.L? de IPTG com inducio a 30 °C por 4 h. Os tampdes foram os mesmos utilizados
para a purificacdo da HSPA9 e HSPAL1A.

O plasmideo para producdo da Myc-Luciferase foi gentilmente cedido pelo Prof. Dr.
Carlos Henrique Inacio Ramos (IQ-UNICAMP) e sua obtencdo se deu como descrito em
(GONCALVES; PINHEIRO; DAHLSTROM; SOUTO et al., 2020). O antibiético utilizado
foi ampicilina (35 pg.mL™?) e a proteina foi induzida com 0,5 mmol.L* de IPTG por 3h a
30 °C. Os tampdes para a purificacao por afinidade e cromatografia de exclusdo por tamanho

preparativa foram mantidos.

3.3 Estudo da cinética de agregacdo para preparo e isolamento de complexos

supramoleculares

O processo de formacgdo dos CSMs das Hsp70 estudadas foi avaliado em funcéo de
diferentes temperaturas (30 °C, 37 °C e 42 °C) e concentragdes (de 2 a 10 umol.LY). Para
tanto, o espalhamento de luz das amostras em 340 nm foi monitorado por 80 min em um
espectrofotdmetro UV-Vis UV-2600 (Shimadzu), utilizando uma cubeta de quartzo de 1 cm.
Os dados foram visualizados atraves do software OriginPro 2016.

Os CSMs foram produzidos por incubacdo de aliquota da HSPA9 ou HSPA1A
previamente purificadas, em concentragdo de aproximadamente 10 umol.L™%, durante 90 min
a 42 °C. Apds esse periodo as amostras foram submetidas a cromatografia de exclusao de
tamanho preparativa em coluna HiLoad Superdex 16/60 200 prep grade (GE Healthcare
LifeSciences) conectada ao equipamento AKTA Prime Plus (GE Healthcare LifeSciences),
utilizando mesmo tampé&o TKP. As amostras dos CSMs foram coletadas no void da coluna
(Vo). Ainda, para producdo do agregado térmico de Myc-Luciferase, uma aliquota em 5

umol.Lt foi submetida a 42 °C por 90 min.
3.4 Avaliacdo da estrutura secundéria por dicroismo circular

Experimentos de dicroismo circular (CD, do inglés circular dichroism) foram
realizados utilizando um espectropolarimetro J-815 (Jasco Inc.) e um sistema Peltier (PFD
425S) para controle da temperatura. HSPA9, HSPA1A e seus CSMs foram testados no
tampé&o da cromatografia de exclusdo por tamanho (em tampé&o TKP), utilizando uma cubeta
circular de caminho optico de 0,2 mm. As concentracdes de proteinas utilizadas para a
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realizagdo das medidas estava entre 5 e 10 umol.L™. Todos os resultados foram normalizados
para elipticidade molar residual ([6]zmz), de acordo com a Equacdo 01, em que 8, € o sinal
de CD (elipticidade), nR o nimero de residuos, ¢ a concentragio em mol.L™* e | o caminho
Optico em cm, relacionado ao tamanho da cubeta utilizada. Os mesmos foram visualizados

por meio do software OriginPro 2016.

V] -
[01emr = Torom (Equacéo 01)

Para estimar as quantidades de estrutura secundaria presentes nas amostras e
comparar as estruturas monoméricas e CSM de ambas as Hsp70 estudadas, os dados
normalizados foram inseridos no programa CDNN deconvolution (versdo 2.1) para o
processo de deconvolucdo (BOHM; MUHR; JAENICKE, 1992).

3.5 Avaliacdo da estrutura terciaria local utilizando técnica de fluorescéncia

intrinseca do triptofano

Experimentos de fluorescéncia intrinseca do triptofano foram realizados em um
espectrofotobmetro de fluorescéncia F-4500 (Hitachi), utilizando cubeta de quartzo de
tamanho 10 x 2 mm. Para tanto proteinas entre 5 e 10 pmol.L™* preparadas em tamp&o TKP
foram utilizadas. Ap6s a excitacdo em 295 nm, o espectro de emissédo foi registrado de 300
nm a 420 nm e a partir dos dados foram calculados o centro de massa espectral (<A>) e
comprimento de onda maximo de emissdo de fluorescéncia (Amax) (DORES-SILVA;
BARBOSA; RAMOS; BORGES, 2015). Para os CSMs da HSPA9 e da HSPA1A foi
conduzido também o experimento na presenca de 8 M de ureia, para avaliar o
comportamento em condi¢do desnaturante.

Posteriormente, com o intuito de avaliar mudancas conformacionais entre as Hsp70
estudadas e seus CSM, foi realizado ensaio de fluorescéncia com a sonda extrinseca 1,8-
ANS (8-anilino-1-naftaleno &cido sulfénico) dependente do tempo, em um
espectrofluorimetro de microplacas Varioskan LUX 3020-197 (Thermo Fischer Scientific),
usando uma microplaca microlon de 96 pogos (Greiner). As proteinas HSPA9, HSPA1A e
seus respectivos CSMs na concentragdo de 5 pumol.L?, preparados em tampdo TKP, na
presenca de 30 umol.L™ de ANS foram testados. Os experimentos foram conduzidos a 20

°C, medindo a emissdo de fluorescéncia de 400 a 600 nm, apds excitacdo em 350 nm
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(ALAM; SIDDIQI; MALIK; CHATURVEDI et al., 2019; FURKAN; SIDDIQI;
ZAKARIYA; KHAN et al., 2019).

Experimentos de fluorescéncia extrinseca utilizando tioflavina-T (Th-T) como sonda
foram realizados visando avaliar a formacao de agregados do tipo fibras amildides. Para isso,
0 mesmo leitor de placas foi utilizado. As proteinas HSPA9, HSPA1A e seus CSM,
preparados em tamp&o TKP na concentracio de 5 pmol.L™, foram avaliadas na presenca de
25 pumol.L't de Th-T. Conhecida por formar fibras amildides, a proteina SEPT6G
(gentilmente cedida pelo grupo da Prof. Dra. Ana Paula Ulian de Aradjo, do Instituto de
Fisica de S&o Carlos, da USP), foi utilizada como controle positivo, nas mesmas condicoes
das proteinas recombinantes (KUMAGAI; MARTINS; SALES; ROSA et al., 2019). As
amostras na presenca de Th-T foram mantidas a 20 °C e também a 40 °C, por 120 min, e em
seguida os espectros de emissdo de fluorescéncia foram medidos de 468 a 600 nm, apds
excitacdo a 450 nm (ALAM; SIDDIQI; MALIK; CHATURVEDI et al., 2019; FURKAN;
SIDDIQI; ZAKARIYA; KHAN et al., 2019; MAJID; SIDDIQI; KHAN; SHABNAM et al.,
2019).

Todos os dados obtidos foram tratados e visualizados através do software OriginPro
2016.

3.6  Caracterizacdo hidrodindmica das proteinas através de cromatografia de excluséo

por tamanho analitica

A cromatografia de exclusdo por tamanho analitica (aSEC, do inglés analytical size
exclusion chromatography) nos oferece informacg6es sobre o tamanho e possivel estado
oligomérico da proteina em questdo, diretamente relacionado com o volume de elui¢do da
mesma em comparacdo com proteinas padrdo bem caracterizadas. A partir desta técnica é
possivel determinar o raio de Stokes (Rs), a razdo friccional (f/fo) e a massa molecular
aparente (MMap) da proteina de interesse. O coeficiente de particdo (Kay) é obtido
utilizando-se os volumes de eluicdo de cada proteina (Ve), 0 volume total da coluna (V) e 0
volume da fase movel (Vo), aplicados na Equacéo 02.

Vo=V, ~
Ky = FVZ (Equacdo 02)

O valor de Rs é determinado a partir do grafico Rs versus -log Ka/*? e o f/fo é dada

pela Equacdo 03, onde Ro é o valor de Rs tedrico obtido pelo programa Sednterp

(www.jphilo.mailway.com/download.htm).
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]{—0 = g—z (Equacdo 03)

Os experimentos foram conduzidos utilizando uma coluna Superdex 200 GL 10/330

(GE Healthcare LifeSciences) equilibrada com tampé&o TKP. As proteinas HSPA9, HSPALA
e seus CSMs com concentracéo de até 10 pumol.L* foram injetados na coluna. O volume de
separacio da mesma foi determinado com a injecdo de blue dextran (1 mg.mL™) com
tamanho médio de aproximadamente 2000 kDa e o padrdo de proteinas utilizado é uma

mistura das proteinas listadas na Tabela 2.

Tabela 2 - Proteinas utilizadas na mistura do padrao para aSEC.

Proteina MM (kDa) Rs (A)
Apoferritina 480 67
y-globulina 160 48
Albumina Sérica Bovina - BSA 67 36
Ovoalbumina 45 29
Anidrase Carbonica 30 24
Citocromo C 12,3 14

FONTE: Autoria propria.
3.7  Determinacao da estabilidade térmica por calorimetria de varredura diferencial

As medidas de calorimetria de varredura diferencial (DSC, do inglés differential
scanning calorimetry) foram realizadas em um Nano-DSC (TA Instruments), com proteinas
em concentracéo de 1 mg.mL* preparadas em tamp&o TKP sem adic&o de p-mercaptoetanol.
A taxa de escaneamento utilizada foi de 1 °C.min"t, comecando em 15 °C até 90 °C. Também
foram realizadas medidas na presenca de nucleotideos ATP e ADP (200 pmol.L ) e MgCl;
(1 mmol.L™?), incubados com as proteinas de interesse por 1 h em temperatura ambiente, a
fim de comparar o efeito dos mesmos na estabilidade térmica. O software utilizado na coleta
dos dados foi o DSCrun (TA Instruments), os quais foram analisados com o auxilio do
programa NanoAnalize (TA Instruments). Ainda, os graficos foram gerados utilizando o

software OriginPro 2016.
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3.8  Andlise de interacdo entre a hHepl e as chaperonas estudadas através de

experimentos de calorimetria de titulagdo isotérmica

Os experimentos de calorimetria de titulacdo isotérmica (ITC, do inglés isothermal
titration calorimetry) foram realizados em um equipamento iTC200 (GE Healthcare Life
Sciences) visando investigar a interacdo da co-chaperona hHepl com a proteina HSPA1A e
seu respectivo CSM, a 30 °C, preparados em tampdo TKP. Os experimentos foram
conduzidos de maneira a comparar os resultados com aqueles obtidos anteriormente pelo Dr.
Paulo Roberto Dores-Silva, realizados para observar a interacdo da hHepl com a HSPA9 e
seu CSM. Portanto, a co-chaperona hHep1 foi titulada em quatorze aliquotas de 2,8 uL (de
150-200 pmol.Lt) em amostras de 203,8 puL de HSPALA ou CSM (de 10-15 pmol.Lt). Os
dados foram analisados pelo software OriginLab, e foram calculadas mudancas na entalpia
aparente (AHapp), a estequiometria de ligacdo (n) e a constante de associacao (Ka), conforme
descrito em (BATISTA; GAVA; PINHEIRO; RAMOS et al., 2015; BORGES; RAMOS,
2006; DORES-SILVA; BARBOSA; RAMOS; BORGES, 2015). Além disso, a constante de
dissociacdo (Kp) foi calculada como 1/Ka e mudancas na energia livre de Gibbs aparente
(AGapp) foram calculadas usando a equacdo (04), onde R é a constante do gas e T é a
temperatura absoluta. Mudancas na entropia aparente (ASapp) foram estimadas utilizando a
equacéo (05).

AGgpp = —R.T.InK, (Equacéo 04)

AGgyyy, = AH,

app app ~ TASapp (Equagao 05)

3.9 Avaliacdo da atividade ATPasica das Hsp70 estudadas e influéncia da co-

chaperona hHepl

Os experimentos de atividade ATPasica foram realizados utilizando o kit colorimétrico
PiColorLock™ (Innova Biosciences), que permite quantificar o fosfato inorganico liberado
devido & hidrolise de ATP pela proteina. Isso permite a formacdo de complexos
fosfomolibdato, ocasionando uma cor esverdeada da solugéo e a absorbancia da mesma é
medida no comprimento de onda de 620 nm.

As proteinas monoméricas e 0 CSM da HSPA1A na concentragdo de 2 umol.L?, e o
CSM da HSPAQ na concentragdo 2,5 umol.L* foram testados com variacdo na concentragéo

de ATP de 0 a 2 mmol.L™, sempre na presenca de 1 mmol.L™ de MgCl,. Os experimentos
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foram realizados em microplaca de 96 pocos (Greiner UV-Star, Sigma), com tempo de
incubacdo de 30 min, a 37 °C e todos os controles (brancos) foram feitos na auséncia de
proteina. O padrdo para calibracao da curva de hidrdlise de fosfato é fornecido pelo proprio
kit e foi pipetado em cada uma das placas. Apds o tempo de incubacdo, adicionou-se a
mistura contendo verde malaquita (Golden mix) a reacdo e, passados 5 min, o estabilizador.

Além das condices citadas acima, o efeito da co-chaperona hHepl sobre a atividade
ATPasica das proteinas HSPA9, HSPA1A e seus respectivos CSM foi avaliado. Para
determinar as condicdes ideais de relacdo entre as concentracdes de chaperona/co-
chaperona, foi realizado o experimento mantendo fixas a concentragdo da chaperona (2
umol.L™) e ATP (1 mmol.LY) e variando a concentragdo da co-chaperona hHepl (0 - 80
umol.LY). Inicialmente, a mistura de chaperona com crescentes concentracdes de hHep1 foi
mantida em bancada, por 10 min, para a seguinte adicdo de ATP e MgCl,. Os passos
experimentais seguiram como descrito acima.

O experimento final relacionado a atividade ATPasica foi realizado mantendo fixas as
concentracdes das proteinas na relacdo ideal obtida anteriormente, e variando a concentragdo
de ATP, de 0 a 2 mmol.L™ . A aquisicio dos dados foi realizada no equipamento Varioskan
LUX 3020-197 (Thermo Fischer Scientific), posteriormente, foram tratados com o software
OriginPro 2016, obtendo-se o estimulo de atividade ATPasica versus concentracdo de hHepl

e quantidade de fosfato liberado versus concentragdo de ATP.

3.10 Visualizacdo do efeito da hHepl sobre as Hsp70 estudadas e seus CSM utilizando

microscopia eletronica de transmissao

Os experimentos de microscopia eletronica de transmisséo (TEM, do inglés
transmition electron microscopy) foram realizados utilizando o método de preparo em
contraste negativo, ou do inglés, negative-stain. Amostras foram preparadas contendo
HSPA9, HSPA1A e seus CSM na concentragdo de 0,5 mg.mL™, além da mistura CSM e
hHep1 com concentragdo vinte vezes maior (~10 mg.mL™) incubada por 10 min, e 3uL de
amostra foram aplicadas em grids de carbono (Ultrathin Carbon film 400 mesh). Passados
30 seg da aplicacdo os grids foram lavados duas vezes com tamp&o 10 mmol.L"* HEPES (pH
7,5) e 0 excesso de tampdo foi removido cuidadosamente com papel filtro pela lateral do
grid, sem encostar na amostra. Por fim, para conferir contraste as imagens, foi aplicado 3 pL

de acetato de uranila (2%) e aguardou-se 5 min para secagem do grid.
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As imagens dos grids foram obtidas utilizando o microscépio JEOL 2100 LaBs
operando a 200 kV e defoco 3,5 pum em magnificagdo 120 kx, com camera TVIPS 16 Mpi,
nas dependéncias do IQSC. Todo o processo experimental e processamento das imagens foi
realizado em colaboracdo com o Dr. Vitor Hugo Balasco Serrdo (Universidade da Califérnia
— Santa Cruz) utilizando o software IMAGE J.

3.11 Avaliacdo do efeito da hHepl sobre as proteinas HSPA9 e HSPA1A e seus CSM

através de ensaio de filtracdo (dot blot)

Amostras dos CSM das Hsp70 estudadas (0,24 pmol.L™*) foram incubadas com
concentragdes crescentes de hHepl (0,024 a 4,8 umol.L ) e submetidas a um ensaio de
filtracdo tipo dot blot. Tais experimentos foram realizados utilizando um aparato de 48 pogos
Slot Blot Manifold (GE Healthcare), contendo uma membrana de acetato de celulose
(Advantec, C020A330R, 0,2 um) equilibrada previamente em tampao TKP. As misturas de
proteinas em tampéao TKP, com volume final de 150 pL, foram incubadas por 10 min em
temperatura ambiente, em placa de 96 pogos. Em seguida aplicou-se 100 uL. nos pogos
experimentais e acoplou-se uma bomba de vacuo para facilitar a passagem das amostras
através da membrana. Em seguida, cada poco foi lavado com 2 mL de tampédo TKP, e a
membrana foi bloqueada com 5% de leite desnatado em TBS-T (50 mmol.L™ Tris-HCI (pH
8,0), 150 mmol.L* NaCl, 0,05% Tween 20) por 1 h.

Apos o tempo de bloqueio, a membrana foi lavada com TBS-T (trés lavagens de 15
min, em agitacdo constante) e incubada durante a noite a 4 °C com 0s seguintes anticorpos
primérios: anti-HSPA9 (Cell Signaling, #3593) em 1:1000 ou anti-HSPA1A (ABclonal,
#A0284) em 1:1000. Apos 18 h de incubagdo, a membrana foi lavada novamente e, em
seguida, incubada com anticorpo secundario, anti-rabbit (Santa Cruz Biotechnology, sc-
2313) para HSPAQ9 ou anti-mouse (Santa Cruz Biotechnology, sc-2055) para HSPALA, em
uma diluicdo de 1:7500 por 1 h. Por fim, a membrana foi lavada novamente e incubada com
o kit ECL (Bio-Rad) para visualizagdo em um sistema ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad). Todos
0s experimentos foram realizados em triplicata.

A andlise estatistica foi realizada no software ImageLab (Bio-Rad), onde cada poco
foi selecionado usando a mesma area delimitada. O valor médio dos pixels dentro de cada
area delimitada e seu desvio padrdo foram obtidos, com o método de subtracdo de
background local. Os dados que representam a reducdo relativa das médias de pixels foram

analisados em funcgéo da concentragédo de hHep1l e a porcentagem de reducéo de retencéo de
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CSM na membrana foi determinada em relagdo a maior média de nimero de pixels, ou seja,
as amostras de CSM das Hsp70 na auséncia de hHepl. O gréfico do logaritmo da
concentracdo de hHepl contra a porcentagem de reducdo de CSM foi utilizado para calcular
0 ECso (concentragéo de hHepl na metade da resposta maxima), a partir de uma fungéo de
ajuste dose-resposta, no software OriginPro 2016. As seguintes condi¢cdes foram usadas
como controles: CSM (0,24 umol.L™t) sem hHep1, hHep1 (4,8 umol.L t) e CSM tratados
com cloridrato de guanidina 6 mol.L™* (GndHCI) para determinar a depuragdo total e o
background.

Também foram realizados experimentos controle, para avaliar a especificidade da
acdo da co-chaperona hHepl sobre os CSMs das Hsp70 estudadas. CSM (0,24 pumol.L™),
foram incubados com diferentes concentragbes de lisozima (0,24, 1,2 e 4,8 umol.L?) e
submetidas ao ensaio de filtracdo. Além disso, o agregado da luciferase com um marcador
tag-Myc (0,48 pumol.L™?) foi incubado com diferentes concentragdes de hHepl (0,48, 2,4 e
9,6 umol.LY). Para tais experimentos, além dos anticorpos primarios acima citados, foi
utilizado o anticorpo anti-Myc (Merck Millipore, #2272) na diluicdo 1:1000. Apds as
lavagens, a membrana foi incubada com seu respectivo anticorpo secundario (anti-rabbit
(Santa Cruz Biotechnology, sc-2313) para HSPAS9 e luciferase ou com anti-mouse (Santa
Cruz Biotechnology, sc-2055) para HSPA1A a uma diluicdo de 1:7500) por 1 h. As
membranas foram reveladas como mencionado anteriormente. Os experimentos controle
também foram realizados em triplicata.

A anélise estatistica destes experimentos controle foi realizada utilizando o software
ImageLab (Bio-Rad). Os dados sem adi¢do de lisozima ou hHep1 (0 umol.L 1) foram usados
para representar 100% da formacéo de CSM e os mesmos na presenca de GndHCI (6 mol.L

1Y foram apresentados como controle para cada experimento.
3.12 Estudos preliminares a partir de ensaios celulares

Estudos foram realizados com o intuito de melhor compreender o comportamento
das proteinas HSPA9 e hHep1 in vivo, bem como avaliar sua interagdo. Esses experimentos
foram realizados em colaboragdo com o grupo do Prof. Dr. Felipe Roberti Teixeira do
Departamento de Genética e Evolucdo (DGE) da Universidade Federal de Séo Carlos
(UFSCar).
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3.12.1 Observacao da localizacdo e comportamento sobre estresse da hHepl e da

HSPAZQ utilizando a técnica de imunofluorescéncia

Estudos foram realizados utilizando células provenientes de osteosarcoma humano
(U20S) (HELDIN; JOHNSSON; WENNERGREN; WERNSTEDT et al., 1986), devido ao
fato de a mesma permitir uma melhor observacdo das mitocondrias. Para tanto, as células
U20S foram crescidas sobre as laminulas em placas de 4 pocos e transfectadas com
pcDNA3.1::hHepl contendo o peptideo sinal na regido N-terminal e tag-HA no C-terminal
e/ou pcDNA3.1::HSPA9 com o peptideo sinal na regido N-terminal e tag-FLAG no C-
terminal. As transfeccOes foram realizadas utilizando Lipofectamina 2000 (Invitrogen,
#11668019) de acordo com as instrucdes do fabricante. Apos 48 h, as células foram lavadas
com PBS, fixadas com solucdo de PBS contendo 0,5% de Triton X-100 e 4% de
paraformaldeido por 10 min e bloqueadas com 2% de BSA em solucéo de PBS por 30 min.
Em seguida, foram incubadas com anticorpos primarios, por 1 h.

Os anticorpos primarios utilizados foram anti-CoxIV (#11967), anti-HA (#3724),
anti-HSPA9 (#3593) (Cell Signaling), anti-FLAG (#F1804) (Sigma Aldrich) e anti-hHepl
(#PA5-66527) (Thermo Fisher Scientific), diluidos em PBS e solu¢do de BSA a 2% a 1:200,
1:600, 1:50, 1:50 e 1:50, respectivamente.

Depois, as células foram lavadas com PBS e incubadas por 1 h com os anticorpos
secundarios Donkey anti-rabbit Alexa 594 e Goat anti-mouse Alexa 488 (Invitrogen Life
Technologies) na diluicdo de 1:800. Apos a lavagem, os nucleos foram corados com DAPI
usando o meio de montagem ProLong Gold Antifade (Invitrogen Life Technologies). As
imagens foram obtidas em microscopio confocal de fluorescéncia (SP5, Leica), disponivel
no Laboratério de Microscopia Confocal do Departamento de Biologia Celular e Molecular
e Bioagentes Patogénicos da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP / USP).

Com o intuito de observar o comportamento das proteinas hHepl e HSPA9 durante
estresse térmico, as células foram expostas a 42 °C antes da fixacao por 1 h, sendo testados
diferentes tempos de recuperacao das mesmas a 37 °C (0 h, 2,5 h e 5 h). O esquema ilustrado
na Figura 7 representa quais plasmideos foram transfectados, os anticorpos primarios
utilizados e as temperaturas as quais foram mantidas cada uma das laminulas. Ja na Tabela

3 estdo listadas cada uma das condicgdes e o objetivo das mesmas.
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Figura 7 - Esquema representando a estratégia para preparo do experimento de imunocitoquimica.
Foram utilizadas trés placas de 4 pogos, nas quais é descrito cada plasmideo transfectado. O esquema de cores
representa quais anticorpos foram usados. Além disso no topo de cada placa se encontra a temperatura em que
cada uma das condi¢des foi incubada, bem como o tempo de recuperacdo das mesmas a 37 °C.

37°C 37°C 42°C-T=0h 42°C-T=2,5h 42°C—T=5h

hHepl-HAe
HSPA9-FLAG

hHepl-HA e hHep1l-HA e
HSPA9-FLAG HSPA9-FLAG

hHep1l-HAe

HSPAS-FLAG HSPAG-FLAG

hHepl-HA e
HSPA9-FLAG

hHepl-HA e hHep1l-HA e
HSPA9-FLAG HSPA9-FLAG

hHep1l-HA e
HSPA9-FLAG

HSPAS-FLAG

IN Il—i
Ilh IL\J

© anti-HSPA9 O anti-HA O anti-hHep1 O anti-CoxIV O anti-FLAG T = tempo de recuperacdo a 37 °C
FONTE: Autoria propria.
Tabela 3 - Esquema do experimento indicando as transfec¢des, anticorpos usados, temperaturas e

diferentes tempos de recuperacdo. Também é descrito quais proteinas puderam ser observadas em cada uma
das condi¢des, a partir da marcagdo com os anticorpos primarios e secundarios, na coluna observacéo.

Plasmideo . S Tempo d? ~
transfectado Anticorpos primarios | Temp. | recuperagao Observacao
a37°c
1 anti-hHep1 ) hHep1 total e mitocondria
. anti- o x .
) pcDNA3.1::hHepl A CoxIV 37 °C | ndo se aplica hHep1 transfectada e
mitocdndria
3 anti-HSPA9 i HSPAJ total e mitocondria
— . anti- -
mitocondria
. hHepl e HSPA9
5 anti-HA transfectadas
. hHepl total e HSPA9
6 anti-hHep1 on transfectada
. hHepl e HSPA9
! anti-HA transfectadas
. hHep1 total e HSPA9
8 pcDNA3.1::hHepl anti-hHepl Anti- transfectada
e
9 | pcDNA3.1:HSPAY |  antiHA | T-AC hHepl e HSPA9
transfectadas
42°C 25h
10 anti-hHep1 hHepl total e HSPA9
P transfectada
. hHepl e HSPA9
11 anti-HA transfectadas
5h
12 anti-hHeol hHepl total e HSPA9
P transfectada

FONTE: Autoria propria.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1  Estudos de caracterizacdo biofisica
4.1.1 Cinética de formacdo de complexos supramoleculares

A formacéo de complexos moleculares resulta no aumento no tamanho de particulas
presentes em solucgdo e, dessa maneira, foi possivel acompanhar esse processo por meio de
experimentos de espalhamento de luz, que em um espectrofotometro causa aumento do sinal
de absorbancia. Assim, a formacao dos CSMs das proteinas HSPA9 e HSPA1A foi avaliada
observando o aumento da absorbancia a 340 nm durante 80 min, submetendo as amostras a
diferentes temperaturas (30, 37 e 42 °C). Para a HSPA9 ndo foi detectada a formacéo de
CSM enquanto mantida a 30 °C, durante o tempo estudado. No entanto, houve aumento
rapido de sinal de espalhamento de luz quando a mesma foi incubada a 37 ou 42 °C. Em
contraste, a HSPA1A se mostrou mais estavel do que a HSPA9, apresentando sinal relevante
de espalhamento somente quando mantida a 42 °C (Figura 8A).

Figura 8 - Cinética de formacéo dos CSMs das proteinas HSPA9 e HSPALA. A) Espalhamento de luz das
amostras a 10 pumol-L* avaliado durante 80 min, em 30 °C (em preto), 37 °C (em rosa) e 42 °C (em azul). E
possivel observar que a HSPA9 (curvas continuas) é menos estavel do que a HSPA1A (linhas descontinuas)
nas trés temperaturas testadas. Ambas as proteinas mostraram sinal significante de oligomerizacéo & 42 °C. B)
Experimento realizado variando a concentragéo das proteinas, 2 pmol.L (em preto), 4 umo.L™ (em rosa) e 10

pmol.Lt (em azul) com temperatura fixa em 42 °C. Ambas as proteinas mostraram aumento no sinal com
dependéncia da concentracdo, havendo processo mais pronunciado para a HSPA9.

42 °C
0.06 o 0.06 | e HSPAQ 10 pmol.L’
= HSPA9 10 pmol.L" at 30 °C o
——— HSPAZ 10 pmal.L" at 37 °C ——— HSPAQ 4 umel L
0.05 ——— HSPA9 10 pmol.L" at 42 °C 0.05 k —— HSPA9 2 ymol L
—_ = = = HSPA1A 10 pmol.L" at 30 °C — = = =« HSPA1A 10 pmol.L
S ooak - = - HSPA1A 10 pmol L' at 37 °C =) - - = . HSPA1A4 pmol L
. R ' p 0.04 |
5{2 HSPA1A 10 pmol.L" at 42 °C < - e - - HSPATAZ pmolL
E :
g 003F /LTI go03f [ e
2 g [
0.0z} :
< < 0.02
0.01f
----------- 0.01
0.00k: P T T 1L R duty
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FONTE: Autoria propria.

A formagdo de CSM dessas proteinas tambem foi avaliada em diferentes
concentragdes (2, 4 e 10 umol.L 1), mantendo-se fixa a temperatura em 42 °C. Com relagio

a HSPA9 foi observado aumento no sinal conforme foram realizados incrementos na
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concentracdo. Ja com relacdo & HSPA1A o mesmo efeito foi observado, mas em escala
menor, apresentando metade do sinal de oligomerizacdo da HSPA9 na maior concentragao
testada (Figura 8B).

Esse experimento norteou a maneira em que foram obtidos os CSMs das proteinas
HSPA9 e HSPALA, utilizados nos experimentos seguintes. Desta maneira, as proteinas
resultantes do processo de purificagdo foram mantidas a 42 °C por 90 min, em banho
térmico. Apos incubacdo, foram submetidas a cromatografia de exclusdo de tamanho

preparativa coletando as fragdes correspondentes ao void (Vo) da coluna (Figura 9).

Figura 9 - Purificagcdo dos CSMs das HSPA1A e HSPA9. As amostras das proteinas HSPA9 (em azul) e
HSPA1A (em vermelho), mantidas por 90 min a 42 °C foram submetidas & cromatografia de exclusdo de
tamanho preparativa, e 0s CSMs foram coletados no V, da coluna HiLoad Superdex 16/60 200 prep grade (GE
Healthcare LifeSciences).
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FONTE: Autoria propria.

4.1.2 Experimentos de dicroismo circular indicaram a manutencdo das

estruturas secundarias dos CSMs estudados

Experimentos de CD na regido do UV distante (180-260 nm) forneceram
informacdes com relacao a estrutura secundaria das proteinas, devido a maneira com que as
ligages peptidicas absorvem luz circularmente polarizada. Diferentes arranjos estruturais
como a-hélices e folhas-f resultam em diferentes espectros, que podem ser utilizados a fim
de estimar a proporcao de cada estrutura secundaria que compde a proteina de interesse. A
Figura 10A representa os espectros de CD da HSPA9 (em preto) e seu CSM (em vermelho)

normalizados para [0]gur. Ambas as conformagdes dessa proteina apresentaram 0 mesmo
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perfil, com picos negativos em 222 nm e 208 nm, e um pico positivo em 195 nm, havendo
reducdo de sinal para o CSM de aproximadamente metade daquele apresentado pela HSPA9.

Figura 10 - Avaliacdo da estrutura secundaria dos monémeros e CSM das Hsp70 estudadas por CD. A)
Espectros de CD obtidos para a HSPA9 e seu CSM. Observou-se que o sinal para 0 CSM (em vermelho) é
aproximadamente metade daquele obtido para a HSPA9 (em preto). B) Espectros de CD obtidos para a
HSPAL1A, que apresenta perfil muito semelhante aquele obtido para a HSPA9, mas com menor reducdo de
sinal entre a proteina monomérica e seu CSM. C) Hsp70 com as estruturas secundarias diferenciadas por cores
(PDB: 2KHO). Em azul estdo as hélices o, em amarelo as folhas-§ e em magenta estdo as estruturas randémicas.
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FONTE: Autoria propria.

O espectro de CD da HSPALA é apresentado na Figura 10B, que se comporta de
maneira muito semelhante a HSPA9, havendo reducdo de sinal para o seu CSM (em
vermelho) em comparacdo ao mondmero (em preto), ainda que ndo seja da mesma
magnitude da observada para a HSPA9. E importante salientar que esses experimentos
indicam que os CSMs de HSPA9 e HSPALA retiveram parte dos elementos de estrutura
secundaria.

Os dados normalizados para elipticidade molar residual foram inseridos no programa
CDNN deconvolution (versdo 2.1) (BOHM; MUHR; JAENICKE, 1992), a fim de determinar
as quantidades de estrutura secundaria presente nas proteinas estudadas. O resultado gerado
é exibido abaixo, na Tabela 4, e estd de acordo com o esperado para a familia das Hsp70,
como pode ser observado na Figura 10C acima, na qual se observa maior quantidade de
hélices o (azul) do que folhas-p (amarelo) e regibes com estrutura randdémica (rosa).

Observou-se uma pequena reducdo na quantidade relativa de hélices o para ambos os CSMs,
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bem como aumento na quantidade de folhas-f, quando comparados aos seus mondmeros, o
que sugere a existéncia de mudancas conformacionais durante o processo de formacdo do
CSM. Mudancas conformacionais que levam a formacao de estruturas secundarias do tipo
folha-p ocorrem durante processos de agregacdo que originam fibras amiloides (LI; LIU,
2020). Portanto, este dado estimulou a investigacdo da estrutura terciaria local dos CSMs
estudados, bem como a presenca de assinaturas estruturais de agregados amildides.

Tabela 4 — Porcentagem de estrutura secundaria de cada uma das proteinas, obtidas através do software
CDNN.

Proteina a-hélices Folhas-$ Volta-p Estruturas randémicas
HSPA9 35% 16% 17% 32%
HSPA9 CSM 27% 22% 18% 33%
HSPA1A 35% 17% 17% 31%
HSPA1A CSM 22% 28% 19% 31%

FONTE: Autoria propria.

4.1.3 Estudo da estrutura terciaria local das proteinas HSPA9, HSPA1A e seus
CSMs utilizando fluorescéncia intrinseca do triptofano indicam que os

CSMs estudados possuem estrutura terciaria local

Foram realizados estudos de fluorescéncia intrinseca do triptofano com o intuito de
observar a estrutura terciaria local das proteinas, utilizando como sonda os residuos de
aminoacidos aromaticos triptofano (Trp, W) de cada uma das proteinas, que absorvem
energia no comprimento de onda utilizado para a excitacdo (295 nm) e emitem entre 315-
350 nm, dependendo do grau de exposicdo ao solvente aquoso. Quanto maior for essa
exposicdo, maior serd o deslocamento do pico para comprimentos de onda menos
energéticos (BATISTA; GAVA; PINHEIRO; RAMOS et al., 2015; JELESAROV;
BOSSHARD, 1999).

A Figura 11A exibe os resultados obtidos para a HSPA9 que apresentou Amax = (338
1) nm e <> = (346,1 £ 0,2) nm. Para o0 seu CSM os dados mostraram pequena alteracéo
COM Amax = (336 = 1) nm e <A>=(345,0 £ 0,2) nm, indicando que a mesma manteve estrutura
terciaria local, com triptofano menos exposto ao solvente, havendo deslocamento do Amax
para comprimentos de onda mais energéeticos (blue shift). Esses resultados sugerem o

envolvimento do DLN, no qual se encontra o unico triptofano da HSPA9, no processo de
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formacdo dos CSMs. Além da medida em tampdo TKP, o CSM também foi avaliado na
presenca de agente desnaturante ureia (8 M). Os resultados indicam uma alteracdo nos
valores de Amax para (349 £ 1) nm e <A> para (351,8 = 0,2) nm, deslocando o sinal para
comprimento de onda menos energético (red shift), o que caracteriza a ocorréncia de
desenovelamento quimico (DANIELSEN; HANSEN; HERBST; KJELDAL et al., 2017).

Figura 11 - Avaliacdo da estrutura terciaria dos mondmeros e CSMs das Hsp70 estudadas. A)
Fluorescéncia intrinseca do triptofano para a HSPA9 (em preto), seu CSM (em linha continua vermelha) e este
altimo na presenga de agente desnaturante ureia (em linha descontinua vermelha). Os resultados indicam um
blue shift para 0 CSM, sugerindo o envolvimento do dominio DLN no processo de oligomerizagdo. B)
Fluorescéncia intrinseca do triptofano para a HSPAL1A (em preto), seu CSM (em linha continua vermelha) e
este Ultimo na presenca de agente desnaturante (em linha descontinua vermelha). No geral, os dados sugerem
gue 0os CSMs de ambas as proteinas detém estrutura tercidria, ja que sofreram desenovelamento apds adicao de
ureia.
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FONTE: Autoria propria.

A Figura 11B exibe os resultados do mesmo experimento realizado para a HSPA1A
e seu CSM, no qual a proteina monomérica exibiu Amax = (335 £ 1) nm e <A>=(345,2+0,1)
nm. O comportamento do CSM da HSPAL1A foi semelhante ao apresentado pelo CSM da
HSPA9, com Amax= (336 + 1) nm e <A> = (345,7 £ 0,1) nm. De mesmo modo, a medida para
0 CSM na presenca de agente desnaturante sofreu um red shift, com Amaxde (349 £ 1) nm e
<)\>de (351,4 £ 0,1) nm, evidenciando o desenovelamento da proteina. Esse deslocamento
do Amax Observado indica aumento na exposi¢do dos triptofanos ao solvente e, portanto,
ambos os CSMs sofreram processo de desnaturacdo local, o que preconiza que 0S mesmos
detinham estrutura tercidria local. Ainda, essa estrutura ndo se mostrou resistente a acdo de
agentes desnaturantes quimicos, diferentemente do comportamento observado para 0s
agregados amiloides (DANIELSEN; HANSEN; HERBST; KJELDAL et al., 2017).

Com o intuito de avaliar e comparar as estruturas terciarias das proteinas HSPAOY,

HSPA1A e seus CSMs foram conduzidos experimentos de fluorescéncia com a sonda
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extrinseca ANS, cuja intensidade de fluorescéncia aumenta significativamente ao ligar-se a
regides hidrofdbicas expostas de proteinas (GULIYEVA; GASYMOV, 2020). Os resultados
apresentados na Figura 12 indicam que a sonda ANS interagiu tanto com a HSPA9 como
com a HSPA1A e seus CSMs, apresentando maximo de fluorescéncia em torno de 475 nm,
com pequenas alteracdes na intensidade de sinal em fungdo do tempo.

Foi possivel observar diferengcas no comportamento entre as proteinas estudadas, ja
que na interacdo com o CSM da HSPA9 ocorreu uma reducdo na intensidade de
fluorescéncia da sonda quando comparada a interacdo com seu respectivo mondémero. Para
a HSPA1A ocorreu o inverso, a sonda apresentou maior intensidade de fluorescéncia quando
em contato com o CSM. De maneira geral, apesar da similaridade estrutural entre as
proteinas avaliadas, esses resultados indicaram a existéncia de diferencas com relacao a
estrutura terciaria dos CSMs, no qual o CSM da HSPA1A apresenta um aumento na
exposicdo de superficies hidrofobicas ao solvente, com as quais 0 ANS interage. Essas
observacdes estdo alinhadas com os resultados obtidos para os mondémeros, que também
apresentaram diferencas quanto a exposicao de sitios hidrofébicos ao solvente, confirmando
a existéncia de peculiaridades estruturais entre as Hsp70 avaliadas.

Figura 12 - Ensaio de fluorescéncia com a sonda extrinseca ANS. A) Emissdo de fluorescéncia da sonda
interagindo com a HSPA1A (linhas descontinuas) e seu CSM (linhas continuas) de maneira dependente do
tempo. E possivel observar que a sonda tem maior emissdo quando interage com os CSMs de HSPA1A. B)
Experimento realizado para a HSPA9 (linhas descontinuas) e seu CSM (linhas continuas), no qual a sonda

ANS apresenta maior emissdo quando interage com o0 monémero, de maneira contraria aquela apresentada para
HSPA1A.
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FONTE: Autoria propria.

Investigou-se também a interacdo entre 0s CSMs das Hsp70 estudadas com a sonda

extrinseca Th-T. A alta especificidade dessa sonda por fibras amildides, resultando no
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aumento de sua fluorescéncia, e o fato de a mesma néo interagir com proteinas enoveladas,
desenoveladas ou mesmo agregados amorfos, faz com que a mesma seja utilizada como um
padrdo ouro para deteccdo da formacdo de estruturas B-amiloides (SULATSKY;
SULATSKAYA; POVAROVA; ANTIFEEVA et al., 2020).

Figura 13 — Experimento controle com tioflavina-T (Th-T). A) O experimento realizado para a HSPA1A e
seu CSM. A proteina SEPT6G foi usada como controle positivo. B) Experimento foi realizado a 42 °C. C) De
maneira semelhante, a emissdo de fluorescéncia da HSPA9 e seu CSM foi avaliada na presen¢a de Th-T,
mantidos a 20 °C e D) a 42 °C. De maneira geral foi possivel observar que a sonda extrinseca Th-T interagiu
de maneira inespecifica com as Hsp70 estudadas, apresentando intensidades de fluorescéncia pequenas quando
em comparacdo com o controle positivo (SEPT6G).
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FONTE: Autoria propria.

Os resultados apresentados na Figura 13 indicam que a interagédo da sonda Th-T com
ambos os CSMs resultaram em baixas intensidades de fluorescéncia, de maneira
independente da temperatura e/ou do tempo de incubacgdo, em comparagdo com a intensidade
de fluorescéncia resultante da interacdo da sonda com a SEPT6G, usada como controle
positivo. Portanto, ainda que resultados obtidos por CD tenham apontado o aumento na

quantidade de estruturas secundérias do tipo folha-B, experimentos utilizando a sonda
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extrinseca Th-T corroboram os dados de fluorescéncia realizados na presenca de agente
desnaturante, reafirmando que a formagédo dos CSMs ndo resulta em estruturas B-amiloides.

4.1.4 Determinagéo de parametros hidrodinamicos a partir de cromatografia de

exclusdo por tamanho analitica

A massa molecular aparente das proteinas HSPA9 e HSPA1A antes e depois da
formacédo dos CSMs foi avaliada por aSEC, técnica que permite a anélise de macromoléculas
em solucdo separando-as de acordo com suas dimens@es, aléem de fornecer parametros
hidrodinamicos. A partir do volume de eluicdo de cada amostra e utilizando a Equacéo 2 foi
possivel determinar 0 Kay das proteinas. Representando os valores do logaritmo da massa
molecular do padréo de proteinas apresentados na Tabela 2 versus os valores de Kay, também
foi determinada a MMagpp das proteinas de interesse. O Rs experimental de cada uma das
amostras foi determinado a partir do gréfico de Rs (Tabela 2) versus —log.Ka'2. Por fim, a
f/fo foi obtida de acordo com (LEBOWITZ; LEWIS; SCHUCK, 2002), por meio da razéo
entre 0 Rs experimental e o raio de uma esfera com mesma massa (Ro). O Ro tedrico para as
proteinas HSPA9 e HSPA1A foi calculado pelo Sednterp
(www.jphilo.mailway.com/download.htm), resultando no valor de 27 A.

Figura 14 - Cromatografia de excluséo por tamanho analitica. Linhas cheias correspondem ao resultado
para a HSPA9 (azul) e seu CSM (vermelho) e pontilhado referente a HSPA1A (azul) e seu CSM (vermelho).

Resultados indicam que os CSMs eluiram no V, da coluna, como esperado. A HSPA9 apresentou perfil de
eluicdo com MMy, de 83 kDa enquanto a HSPALA eluiu um pouco depois, com MMg,, de 67 kDa.
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A Figura 14 exibe os graficos obtidos para a HSPA9 (em azul) e seu CSM (em
vermelho) nas linhas cheias e para a HSPA1A (em azul) e seu CSM (em vermelho) nas
linhas pontilhadas. A mistura de proteinas padrdo é representada pela linha continua em
preto. A 25 °C, a HSPA9 e a HSPALA se comportam como espécies monoméricas (curvas
em azul) como reportado anteriormente (BORGES; RAMOS, 2006; 2009; DORES-SILVA;
BARBOSA; RAMOS; BORGES, 2015). A HSPA9 eluiu em aproximadamente 13 mL,
apresentando MMapp de 83 kDa, Rs de 36 A e f/fo de 1,3, indicando que possui uma forma
levemente alongada. A HSPALA eluiu em aproximadamente 14 mL, com MMapp de 67 kDa,
Rs de 32 A e f/fo de 1,2, também indicando formato levemente alongado. Pode-se observar
que, apds tratamento térmico a 42 °C, os CSMs (em vermelho) eluiram no Vo da coluna, em
cerca de 8 mL, indicando massa molecular similar ao blue dextran, de 2000 kDa. Esses
resultados também demonstram que, uma vez formados, 0s CSMs permanecem estaveis em

solucéo.

415 O estudo da estabilidade térmica das proteinas estudadas revelou a
presenca de duas transicdes e diferentes estabilidades, com o envolvimento
do DLN na formacéo dos CSMs

O DSC é uma técnica que envolve medidas de alteracdo de calor entre duas celas, a
gue contém a amostra de interesse e a referéncia, em funcdo da temperatura. Quando sob
taxa de aquecimento constante, amostras proteicas iniciam um processo de transi¢éo
conformacional que resulta no aumento da absorcéo de energia, gerando um deslocamento
da linha de base e dando origem & um pico. A medida que a proteina assume um estado
desenovelado a energia é estabilizada e o sinal retorna a linha de base, porém num patamar
superior pois a forma desenovelada tem maior capacidade calorifica (Cp) devido a hidratacéo
de suas partes hidrofébicas (BATISTA; GAVA; PINHEIRO; RAMOS et al., 2015;
JELESAROV; BOSSHARD, 1999). Essas diferencas de energia no sistema refletem em
alteracOes na Cp, que permitem o célculo da variagdo de C, (ACp). A area da transicéo da Cp
em funcdo da temperatura permite o calculo da variacéo da entalpia de desnaturagéo aparente
(AHapp) € a determinacdo da temperaturas de transicdo térmica, ou temperatura de melting
(Tm) do processo (JOHNSON, 2013). Essa técnica possibilitou o acompanhamento do
comportamento das proteinas monoméricas e seus CSMs, na presenca de ATP ou ADP e
MgCly, durante o desenovelamento térmico. Todas as amostras avaliadas apresentaram

termogramas com duas transi¢cdes bem definidas, sendo a 12 relacionada & estabilidade do
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DLN e a 22 referente ao DLP, de maneira coerente com o reportado para as Hsp70
(BORGES; RAMOS, 2006; MONTGOMERY; MORIMOTO; GIERASCH, 1999).

Figura 15 - Desenovelamento térmico acompanhado pelo DSC. A) Termograma para HSPA9 (em preto) e
seu CSM (em vermelho). Na 12 transicdo 0 CSM se mostra mais estavel, com comportamento contrario quando
a 22 transi¢do. B) O mesmo experimento realizado para HSPA1A (em preto) e seu CSM (em vermelho). As
transicGes apresentam diferencas mais sutis quando comparadas ao observado para HSPA9. C) HSPA9 na
presenca de ADP e MgCl,, o que aumenta a estabilidade do mondmero na 12 transi¢cdo. D) HSPA1A na presenga
de ADP e MgCl,, o que favorece a estabilidade de ambos mondmero e CSM quanto a primeira transigao e da
segunda transicdo somente para o monémero. E) HSPA9 na presenca de ATP e MgCl,, aumentando a
estabilidade do mondémero na 12 transicdo. F) HSPALA na presenca de ATP e MgCl,, 0 que aumenta a
estabilidade de maneira similar aquela observada na presenca de ADP.
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Nas Figura 15A e B pode-se comparar as duas transicdes referentes as proteinas
monoméricas e seus respectivos CSMs, sem adicdo de nucleotideos. O CSM de ambas as
proteinas mostrou um aumento na estabilidade referente a 12 transicdo, de maneira mais
pronunciada para a HSPA9, o que sugere que o processo de formacdo do complexo mantido
a42 °C envolve o DLN, resultando em uma estrutura com maior estabilidade com relacéo a
este dominio. Este resultado reafirma o envolvimento do DLN na formacdo do CSM ja
observado por fluorescéncia intrinseca do triptofano.

Ao avaliar as alteragfes na Tm de cada condi¢cdo com relagdo ao seus respectivos
mondmeros na forma apo, percebe-se que liga¢do de nucleotideos ATP ou ADP e MgCl; ao
DLN acarretou em um aumento na estabilidade na 12 transi¢do das proteinas avaliadas, como
é resumido pelo grafico apresentado na Figura 16 (barras em rosa) e também pode ser
observado nas Figura 15 C-F, o que indica que a presenca dessas moléculas causou

mudangas conformacionais que estabilizaram o DLN.

Figura 16 — Gréfico representativo da alteracao da Tm com relagéo a Hsp70 monomérica. Barras em rosa
representam a 12 transicdo enquanto as em azul representam a 22. Barras representando os dados relativos aos
CSMs sdo hachuradas. A) Incrementos relativos a HSPA9, onde é possivel observar que h4 um aumento na
estabilidade para a 12 transicdo e reducdo na estabilidade da 22 transi¢do de todas as condic¢Ges. B) Incrementos
relativos & HSPALA. Pode-se observar que a adi¢do de nucleotideos ao mondmero tem comportamento
diferente daquele apresentado pela HSPA9, havendo aumento na estabilidade em ambas as transi¢des. Para os
CSMs o comportamento se manteve semelhante, com menores reducées na estabilidade da 22 transicéo.
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FONTE: Autoria propria.

AlteragOes na conformacdo do DLN refletem em mudangas conformacionais do
DLP, como ja mencionado anteriormente. Dessa maneira, a adicdo de nucleotideos as
amostras ocasionou alteracbes no DLP que reduziram sua estabilidade, quando comparadas
as proteinas monomericas na forma apo, resultando na redugdo da Tm da 22 transi¢cdo, como

pode ser observado nas Figura 15 C-F e no gréfico da Figura 16 (barras em azul). Uma
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excecdo a esse comportamento foi observada para a HSPA1A, que apresentou Tm maior
para a 22 transicdo na presenca de nucleotideos e MgCl», sugerindo que as mudangas
conformacionais no DLP resultaram em estruturas mais estaveis, para este dominio.

E importante destacar que o processo de formacdo do CSM causou aumento na
estabilidade térmica mais expressivo para a HSPA9 quando comparado a HSPA1A, no que
se diz respeito a 12 transicao. A 22 transi¢do apresentou maior reducao na estabilidade térmica
para o CSM da HSPA9 do que para 0 CSM da HSPA1A. Esses dados indicam mais uma vez
que as estruturas supramoleculares dessas duas Hsp70 humanas apresentam diferencas,
como j& mencionado quanto aos experimentos de fluorescéncia realizados na presenca da

sonda extrinseca ANS.

Tabela 5 - Dados resultantes do experimento de DSC.

Amostra
apo MgATP MgADP
Mondmero 49.7+0.1 50.6 £0.1 50.3+0.3
HSPA9
CSM 525+0.1 51.6+0.1 51.8+0.1
Tm; (OC)
Mondmero 53.3+0.2 59.0+0.2 50.4+0.1
HSPA1A
CSM 53.2+04 57.0+0.1 57.1+0.1
Mondmero 78.8+0.2 75.4+0.1 76.3+0.6
HSPA9
CSM 774+05 742 +0.2 745+0.1
Tm; (OC)
Mondmero 73.4+04 75.0+0.2 75.3+0.2
HSPA1A
CSM 73.0+0.2 728+0.4 725+0.2
Mondmero 270+ 30 380 + 30 310+ 20
HSPA9
AHapp1 CSM 160 £ 10 220+ 20 120 £ 20
(kcal. mol™) Mondmero 940 + 50 1010 + 60 1100 + 50
HSPA1A
CSM 640 + 30 550 + 30 610 + 20
Mondmero 260 + 20 70+10 70+ 10
HSPA9
AHapp2 CSM 250 + 20 80+ 10 50+ 10
(kcal.mol) Monémero 150 + 20 120 20 90 + 20
HSPA1A
CSM 190 £ 20 160 + 20 120 £ 20

FONTE: Autoria propria.
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A Tabela 5 sumariza os dados de Tm e entalpia obtidos desse experimento. Com
relacdo as medidas de entalpia, todos os valores foram positivos, indicando que 0 processo
de desenovelamento de todas as amostras avaliadas foi endotérmico. Ao compararmos a
entalpia de desnaturacdo aparente referente a 12 transicdo (AHapp1) entre as proteinas no
estado monomérico e seus CSMs sem a adicdo de nucleotideos, observa-se uma reducgéo
substancial da mesma, sugerindo novamente o envolvimento de alteracdes conformacionais
no DLN durante o processo de formagdo dos complexos. Quanto a entalpia de desnaturacao
aparente referente a 22 transicdo (AHapp2), percebe-se que houve uma redugao nos valores ao
adicionar nucleotideos e MgCl> as proteinas, especialmente para a HSPA9, o que reitera o

fato de que altera¢bes no DLN afetam o DLP das mesmas.

4.1.6 Estudos de interacdo entre a hHepl com as proteinas HSPA9, HSPA1A e
seus CSMs revelaram que a co-chaperona foi capaz de interagir com 0s
CSMs de maneira independente da adi¢do de nucleotideos

A técnica de ITC nos permite medir a quantidade de calor liberado ou absorvido
resultante de uma interacdo entre biomoléculas. Os testes foram conduzidos para melhor
compreender a interacdo entre a hHepl e as proteinas HSPA9, HSPA1A e seus CSMs. Na
Figura 17 se encontram o0s isotermogramas obtidos a partir da titulagdo de hHepl nas
chaperonas. Os resultados indicam que hHepl interagiu com a HSPA9 (Figura 17A) e seu
CSM (Figura 17B) com constante de dissociagdo (Kp) de (0,83 + 0,05) pmol.LY e (1,4 +
0,2) umol.L?, respectivamente, e com razdo estequiométrica proxima a 1 para ambos 0s
casos. No entanto, o sinal de interacdo obtido ao titular a hHepl em HSPALA no estado
monomérico ndo foi o suficiente para que a mesma seja avaliada por ITC (Figura 17C),
devido a limitacdes da técnica. Considerando que o calor referente a cada injecdo é
proporcional a area sob o pico apresentado no isotermograma, e que uma diferenca razoavel
entre a quantidade de calor de interacéo e a linha de base em um espaco curto de tempo €
necessaria, ndo houve geracdo de calor o suficiente nas condi¢des testadas (MINARI; DE
AZEVEDO; KIRALY; BATISTA et al., 2019). Em contrapartida, a hHepl interagiu com o
CSM da HSPA1A, apresentando um Kp de (2,4 + 0,1) pmol.L™ e estequiometria igual a 1
(Figura 17D). O gréfico das assinaturas termodindmicas indica que as afinidades da hHepl
pela HSPA9 e seu CSM sao semelhantes, conforme indicado pela mudanca nos valores de

energia livre de Gibbs aparente (AGapp), representado pelas barras em cinza (Figura 18).

-53-



Figura 17 — Interacdo da co-chaperona hHepl com as proteinas HSPA9, HSPALA e seus CSM. A) e B)
Isotermogramas obtidos para a interacdo de HSPA9 e seu CSM com a hHep1, respectivamente. Dados sugerem
gue as mesmas ocorrem com estequiometria proxima de 1, apresentando afinidades semelhantes e AG negativa,
indicando um processo exergdnico. C) e D) Isotermogramas obtidos para a interacdo de HSPA1A e seu CSM
com a hHep1, respectivamente. N&o foi possivel observar interacdo entre a co-chaperona e a HSPALA. J4 com
0 CSM a interagdo resultou em estequiometria igual a 1, num processo exotérmico. Os valores apresentados
sdo a média de trés experimentos independentes.
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No entanto, existem algumas diferencas nessa interacdo. A variacao de entalpia de

ligacdo aparente (AHapp) Obtida da titulacdo de hHepl no CSM da HSPAQ9 foi 4 vezes maior

do que aquela obtida da interacdo entre a hHepl e a HSPA9, provavelmente devido a

liberacdo de calor relacionada a formacdo de interacOes eletrostaticas e ligacOes de
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hidrogénio (LAFONT; ARMSTRONG; OHTAKA; KISO et al., 2007). J& com relacdo a
mudanca de entropia aparente (ASapp), representados pelas barras azuis na Figura 18,
percebe-se que ha uma penalidade para a interagdo com o CSM, enquanto processo com a
HSPA9 é favorecido. Portanto, a interacdo termodinamica entre a hHepl e a HSPA9 é
conduzida por processos entalpicos e entropicos e a interacdo com o CSM é majoritariamente
impulsionada pela entalpia, com um consideravel custo entropico.

Figura 18 — Graéfico de assinatura termodinamica obtida a partir dos experimentos de ITC. Barras em
vermelho indicam a variacdo de entalpia, em azul a variacdo de entropia e em cinza a variacdo de energia livre.
Os dados sugerem que as interagdes de hHepl com mondmeros e CSMs seguem diferentes mecanismos
termodinamicos. Os CSMs apresentam um processo dirigido entalpicamente, com penalidades entropicas. Ja

0 mondmero de HSPA9 apresenta um processo com entalpia e entropia favorecendo o processo. As interaces
sdo exotérmicas.
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FONTE: Autoria propria.

A interacdo com 0 CSM da HSPA1A também envolveu uma penalidade na variacdo
de entropia e apresentou variacao de entalpia semelhante aquela observada para 0 CSM da
HSPA9 (Figura 18). Pode-se supor que essa reducdo no grau de liberdade de interacdo da
hHepl com os CSMs ocorra devido a incorporacdo de moléculas de hHepl nos CSMs e/ou
a maior absorcdo de moléculas de agua, que podem ser necessarias para que a interacdo entre
as proteinas ocorra. No entanto, seria esperado uma estequiometria de interacdo menor que
1 para as interacGes, ja que a ligacdo de hHepl aos CSMs supostamente ocorre em sua
superficie e alguns protbmeros de Hsp70 poderiam estar enterrados e indisponiveis para
interagir com a hHepl. Portanto, as explicacdes para essa penalidade entropica e para a
estequiometria da reacdo com os CSMs ainda sdo incertas. Os parametros termodinamicos
experimentais obtidos para a interacdo da hHepl com a HSPA9 e ambos CSMs séo

resumidos na Tabela 6. Ademais, os dados obtidos por ITC indicaram que a interacdo das
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Hsp70 estudadas com a hHepl ocorreu independentemente da adi¢cdo de nucleotideos,

sugerindo que a mesma ndo requer um estado conformacional especifico.

Tabela 6 - Pardmetros experimentais obtidos por ITC.

HSPA9 CSM da HSPA9 CSM da HSPA1A
Estequiomeria (n) 0,94 +0,01 0,90 + 0,02 1,00£0,01
AHapp (cal.mol?) -2.700 £ 100 -11.100 + 300 -9.200 + 200
-TASapp (cal.mol ™) -5730 = 90 +2970 + 270 +1420 + 180
Ka (10°.L.mol?) 12+1 7,2+0,7 41+04
AGapp (cal.mol?) -8400 = 100 -8100 + 300 -7800 = 200
Kb (umol.L?) 0,83 +0,05 1,4+0,2 24+0,1

FONTE: Autoria propria.

4.1.7 Estudos de atividade das proteinas HSPA9, HSPA1A e seus CSMs,
indicaram que os CSMs detém atividade ATPasica e que a hHepl foi capaz

de estimula-la

A funcionalidade das proteinas foi estudada por meio da avaliacdo da atividade
ATPaésica basal e estimulada das Hsp70. E importante destacar que as Hsp70 apresentam
baixa taxa de hidrolise de ATP (DORES-SILVA; BARBOSA; RAMOS; BORGES, 2015),
sendo conhecidas por necessitarem do auxilio de co-chaperonas para estimular a mesma
(KITYK; KOPP; SINNING; MAYER, 2012), o que justifica os valores baixos obtidos para
a Vmax. As Figuras 19A e B apresentam os dados obtidos para as proteinas HSPA9, HSPA1A
e seus respectivos CSMs, variando a concentracdo de ATP de 0 a 2 mmol.L™. As proteinas
monomeéricas apresentaram parametros cinéticos coerentes com dados reportados na
literatura (DORES-SILVA; BARBOSA; RAMOS; BORGES, 2015). Além disso, ambos
CSMs mantiveram atividade ATPasica, ainda que menor do que aquela apresentada pelas
fracbes monoméricas, com Kwm similar aos mondmeros, sugerindo que o processo de
formagéo dos complexos ndo interferiu na ligacdo dos mesmos ao ATP. A concentragéo de
ATP em que observou-se a maior velocidade de reacdo, com saturacdo do sistema, (1

mmol.L?) foi utilizada para a execucio dos experimentos seguintes.
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Figura 19 - Atividade ATPasica das Hsp70 e seus CSMs na auséncia e presenga da hHepl. A) Ajuste de
Michaelis-Menten para a atividade ATPésica da HSPA9 e de seu CSM. O CSM apresenta cerca de 60% do
valor da kcs da HSPA9. B) O mesmo experimento é realizado para a HSPAL1A, com CSM apresentando cerca
de 50% do valor da kca: da proteina monomérica. C) Porcentagem de estimulo da atividade ATPasica em funcéo
da concentracdo de hHepl, estimulando a HSPA9 em 330% e seu CSM em 170%. D) Co-chaperona hHepl
estimula a HSPALA em 150% e seu CSM em 220%. E) Experimento realizado fixando concentracdo das
proteinas e variando a concentracdo de ATP, no qual se observa o incremento da atividade ATPasica das
chaperonas na presenca da hHepl. F) Experimento fixando concentracdo de proteinas e variando ATP, no qual
se observa incremento da atividade ATPasica na presenca de hHep1l.
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FONTE: Autoria propria.

Em seguida, foi realizado o experimento fixando as concentragdes das Hsp70
estudadas e do ATP (1 mmol.L?), variando a concentragdo de hHepl de 0 a 80 pmol.L™2. O
resultado paraa HSPA9 é exibido na Figura 19C, e indica que a hHep1 foi capaz de estimular
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a atividade ATPésica da fragdo monomérica em 330% e de seu CSM em 170%. Para o
monomero da HSPA1A o resultado na Figura 19D indica que a co-chaperona foi capaz de
estimular a atividade ATPasica em 150%, com menor eficiéncia do que a observada para a
HSPA9. Ja para o CSM da HSPAL1A o estimulo foi de 220%, maior do que o exibido para o
CSM da HSPAY, o que pode ser explicado pela baixa atividade do CSM na auséncia da co-
chaperona. Como o estimulo méximo para as proteinas foi alcancado a partir da adicao de
20 umol.L* da co-chaperona, essa concentracéo foi utilizada nos experimentos seguintes.
Finalmente, o Gltimo experimento de atividade ATPasica para as Hsp70 na presenca
de hHepl foi realizado fixando as concentragdes das proteinas e variando a concentracéo de
ATP entre 0 e 2 mmol.L™. Nos painéis E e F da Figura 19, observa-se o aumento da atividade
ATPasica das Hsp70 monomeéricas na presenca de hHepl, indicando que a mesma foi capaz
de modular seu ciclo molecular, bem como de seus CSMs. A presenca da co-chaperona levou
a um aumento dos valores de Vmax, mas ndo alterou a Kv, sugerindo que a mesma atua
reduzindo a “barreira energética” para atingir 0 estado de transicdo necessario para catalisar

a hidrdlise de ATP. A Tabela 7 resume as constantes cataliticas obtidas.

Tabela 7 — Constantes cataliticas obtidas a partir dos experimentos de atividade ATPasica.

. Estimulo Kcat x 4 Km ECso
Proteina Amostra MAximo (min) Razéo Kcat (umol.LY) (umol.LY)

Monémero - 0,18+0,03 - 100+10 -

HSPA9
csM 0,10+0,02 - 110+£10 -
Monémero - 0,17+0,01 - 120+10 -
HSPA1A
csM 0,085+0,0056 - 12020 -

Monbmero 330 + 10% 0,55+ 0,05 3,1+£0,5 110+ 20 1,0+0,1

HSPA9 + hHep1l

CSM 170 + 10% 0,20 + 0,01 19+0,2 80+ 10 11+1
Mondmero 150 + 10% 0,30 £ 0,04 1,8+0,2 110+ 10 10+1
HSPA1A + hHepl
CSM 220 + 10% 0,21 +0,01 25+0,2 150 + 10 43+05

# Razdo da ke entre os experimentos realizados na presenga da co-chaperona hHepl e em sua
auséncia.

FONTE: Autoria propria.
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De maneira geral a hHepl estimulou cerca de 2 a 3 vezes a atividade ATPasica das
proteinas nas fragbes monoméricas e CSMs, o que pode ser observado a partir da razao entre
a kcat Obtida dos experimentos na presenca e auséncia de hHepl. Como ambos 0s CSMs
apresentaram atividade ATPasica parcial e a hHep1l foi capaz de estimula-las, é provavel que
esse estimulo ocorra tanto pela atuagdo da hHepl sobre os CSMs quanto sobre monémeros
potencialmente resgatados do complexo.

4.1.8 Imagens obtidas por microscopia eletrénica de transmissdo indicam que a

hHep1l é capaz de remodelar os CSMs estudados

Imagens em contraste negativo, ou negative-stain, consiste na deposicdo de um sal
metalico sobre a grade contendo a amostra, 0 que gera um contraste da macromolécula que
pode ser observado no microscopio eletrdnico. Desse experimento foi possivel obter
estatisticas referentes ao tamanho das particulas formadas pelos CSMs da HSPA9 e da
HSPALA, comparando-as com o0 comportamento das proteinas no estado monomérico, bem
como observar o efeito da co-chaperona hHepl sobre esses CSMs. A Figura 20 sumariza o0s
resultados obtidos.

As micrografias para a HSPA9 e HSPA1A indicaram homogeneidade das amostras
na fragdo monomérica, compostas por particulas que ocupam de cerca de 100 nm? (Figura
20A e B, respectivamente). Ap6s tratamento térmico, as micrografias para os CSMs
revelaram o surgimento de particulas grandes, com alta polidispersividade e desprovidas de
qualquer padrdo morfoldgico, apresentando diferencas consideraveis com relacdo ao
tamanho apresentado por seus respectivos monémeros. Em média, o0 CSM da HSPA9
(Figura 20B) apresentou distribuicdo do tamanho de particulas de 200 a aproximadamente
20.000 nm? (Figura 20G). J4 0 CSM da HSPA1A (Figura 20E) apresentou particulas com
polidispersividade menor do que a observada para 0 CSM da HSPA9 com distribuicdo de
tamanho de particulas entre 80 nm? e 17.000 nm? (Figura 20H). Esses dados estfo de acordo
com os resultados obtidos a partir dos experimentos de espalhamento de luz, nos quais o
aumento da absorbancia estava relacionado ao aumento no tamanho de particulas das

amostras tratadas termicamente.
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Figura 20 — Visualizacdo por negative stain da influéncia da hHepl sobre os CSMs estudados. A)
Micrografia para a HSPA9 B) Micrografia para o CSM da HSPA9. C) Micrografia para o CSM da HSPA9
apos incubagdo com hHepl por 1 h. O perfil da amostra muda drasticamente, exibindo particulas menores
quando comparado a Figura A. D) Micrografia para a HSPA1A. E) Micrografia para 0 CSM da HSPALA,
menos polidisperso do que 0 CSM da HSPA9. F) Micrografia para 0 CSM da HSPALA ap6s incubagdo com
hHepl por 1 h, indicando que também ocorreu reducdo no tamanho das particulas. G) Anélise estatistica da
area de CSM de HSPA9 em comparagdo ao CSM da HSPA9 na presenca de hHepl e os controles: HSPA9
com hHepl, HSPA9 e hHepl, respectivamente. H) Anélise estatistica de CSM de HSPAL1A em comparagao
com o mesmo na presencga de hHepl e os controles: HSPA1A com hHepl, HSPA1A e hHepl, respectivamente.
Os histogramas representam a area da particula (nm?) relacionada com a contagem de particulas presentes nas
micrografias. 1) e J) Gréafico das distribuicbes da area e o desvio padrdo de cada amostra para 0s CSMs de
HSPA9 e HSPALA, respectivamente.
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FONTE: Autoria propria.
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A adi¢do de hHepl ao CSM pré-formado da HSPA9 resultou na reducdo significativa
do tamanho das particulas, com diminuicdo da polidispersividade (Figura 20C),
apresentando maioria com tamanho aproximado de 90 nm?, com valor maximo de 2.500 nm?
(Figura 20G). O diagrama de caixa, (Figura 201) resume as estatisticas referentes ao tamanho
das particulas, que corroboram a mudanca de comportamento entre as amostras percebida
visualmente. Ao comparar o CSM da HSPA9 antes e depois da adi¢do da hHepl, observa-
se uma reducao no desvio padréo e na media da area ocupada pelas mesmas, indicando que
a hHepl remodelou os complexos em particulas menores. Além disso, todas as amostras
controle revelaram a presenca de particulas pequenas (Figura 20G e 1).

A hHepl também foi capaz de reduzir o tamanho e a distribuicdo do CSM da
HSPA1A, que passou a apresentar maioria de particulas com tamanho de cerca de 100 a
2000 nm? (Figura 20F e J). Apesar desta diminui¢io expressiva de tamanho, o efeito da co-
chaperona sobre 0 CSM da HSPALA foi diferente daquele apresentado para o CSM da
HSPAY, ja que se observou maior quantidade de particulas de aproximadamente 2000 nm?.
A maior eficiéncia em reduzir o tamanho superficial dos complexos da HSPA9 também ficou
evidente ao se comparar o grafico de dispersao das proteinas monomericas na presenca da
hHep1 e aquele do CSM com a adigdo da co-chaperona. E possivel notar que a quantidade
de particulas de tamanho superior a 1300 nm? para 0 CSM da HSPA1A com adig&o de hHepl
foi significativamente maior do que aquela apresentada para a HSPA1A na mesma condicao
(Figura 20H). De maneira geral, esse efeito mais pronunciado da co-chaperona sobre a

HSPA9 se mantém de maneira coerente com o observado nos experimentos anteriores.

4.1.9 Ensaios de filtracdo em membrana (dot blot) confirmam que a hHepl foi
capaz de remodelar os CSMs das proteinas HSPA9 e HSPA1A em

particulas menores

Com o intuito de validar os resultados obtidos a partir dos experimentos de TEM,
foram realizados ensaios de filtragdo em membrana com poro de diametro 0,2 pum, de modo
que particulas maiores que o tamanho do poro ficassem retidas na mesma. Os ensaios
mostraram que a hHepl foi capaz de atuar sobre os CSMs de HSPA9 e HSPAI1A,
transformando-os em particulas menores de maneira dose-dependente (Figura 21A e C,
respectivamente). Como controles, além da hHepl sozinha, os CSMs foram incubados com
0 agente caotropico cloridrato de guanidina (6 mol.L) que desnatura-os resultando na

reducdo da retengdo da proteina na membrana (Figura 21A e C, controles).
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Para estimar o ECso, uma curva do logaritmo da concentragdo de hHepl versus a
porcentagem de reducdo de retencdo de CSM das Hsp70 na membrana foi preparada. Para o
CSM de HSPAY, o ECso foi de 110 *+ 20 nmol.L™?, enquanto para 0 CSM da HSPA1A, o
ECso foi de 160 + 20 nmol.L? (Figura 21B e D, inserto). Estes dados indicam uma
especificidade ligeiramente superior da hHepl pelo CSM da HSPA9, o que esté de acordo
com o observado pela Kpapp 0Obtida por ITC (Figura 17).

Figura 21 - hHepl reduz o tamanho dos CSMs de HSPA9 e HSPA1A de maneira dependente da
concentracéo. A) Ensaio de filtracdo para CSM de HSPA9 na presenca de diferentes concentracfes de hHepl.
As imagens também mostram os controles usados no experimento. Percebe-se a reducdo na quantidade de
proteina retida na membrana com incrementos na concentracao da co-chaperona. C) Mesmo ensaio para 0 CSM
de HSPA1A. Como controles foram utilizados os CSMs na presenca de cloridrato de guanidina (6 mol-L™), e
a hHepl na maxima concentracdo utilizada. A mesma reducdo na quantidade de proteina retida na membrana
com relagdo ao aumento da concentracdo de hHepl é observada. B) e D) Gréaficos que representam a
porcentagem de depuracdo de CSM retidos na membrana, com base nas intensidades de pixel relativas, em
funcdo da concentracdo de hHepl. Insertos: porcentagem de depuracdo de CSM em fun¢do da concentracdo
de hHepl em escala logaritmica, o que permite calcular o0 ECso.
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Experimentos controle adicionais foram realizados. Para tanto, a lisozima foi
utilizada substituindo a hHep1, e p6de-se observar que a mesma néo foi capaz de reduzir o
tamanho dos CSMs das Hsp70 estudadas (Figura 22A e B). Por outro lado, a Figura 22C
indica que a hHepl ndo remodelou o agregado térmico da Myc-luciferase, uma proteina

cliente modelo usada para avaliar a atividade chaperona intrinseca da hHep1.

Figura 22 — Experimentos de filtracdo controle adicionais. A) Ensaio de filtracdo de CSM da HSPA9 na
presenca de diferentes concentracdes de lisozima, indicando que a mesma ndo promove reducdo na retencédo
de proteina na membrana. B) CSM de HSPA1A na presenca de diferentes concentragfes de lisozima, sem
redugdo na retengdo de proteinas. C) Agregado de Luciferase-Myc na presenca de diferentes concentragdes de
hHepl. Néo foi possivel observar acdo da hHepl sobre os agregados, indicando que a co-chaperona apresenta
alguma especificidade sobre as Hsp70 estudadas. As imagens também mostram os controles usados no
experimento. D) Gréafico que representa a porcentagem de CSM retidos na membrana, com base nas
intensidades relativas de pixels, em funcdo da concentragdo de lisozima ou hHepl. Como controles foram
utilizados os CSMs na presenca de cloridrato de guanidina (6 mol-L?), as proteinas monoméricas na presenca
e auséncia de Lisozima ou hHepl1 bem como a Lisozima ou hHepl. Os CSMs sem a adicéo de outras proteinas
(0 umol-L?) foram considerados como 100% de retengdo, para cada experimento. De maneira geral esses
controles validam o efeito de depuracdo dos CSMs das Hsp70 estudadas pela hHepl.
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A Figura 22D resume os dados obtidos desses experimentos, indicando a
porcentagem de proteinas retidas na membrana em funcéo de diferentes concentragdes de
hHepl ou lisozima e percebeu-se que nao houve reducdo significativa nesses valores.
Portanto, esses experimentos controles indicaram que a atividade da co-chaperona hHepl no
remodelamento dos CSMs da HSPA9 e HSPA1A é especifica.

4.2  Estudos preliminares a partir de ensaios celulares

4.2.1  Experimentos de imunofluorescéncia com células transfectadas e nao-
transfectadas detectou a presenca mitocondrial e nuclear da co-chaperona

hHepl e confirmou a localizagdo da HSPA9 na mitocondria

Os experimentos de imunofluorescéncia permitem visualizar antigenos de interesse a
partir da sua marcacdo com anticorpos especificos, fornecendo informagdes com relacdo a
localizacdo. Imagens representativas obtidas a partir de células U20S transfectadas com
pcDNA3.1::HSPA9, contendo a tag-FLAG, e marcadas com anti-HSPA9 confirmaram a
localizagdo dessa Hsp70 na mitocdndria. Como €é possivel observar na Figura 23A, a HSPA9
total (enddgena e transfectada) em verde apresentou co-localizacdo com a CoxIV, em
vermelho, utilizada para marcar a mitocondria. Essa co-localizacdo resultou na coloracéo
alaranjada presente na Figura 23C, em torno dos ndcleos corados com DAPI, em azul.
Figura 23 - Localizacdo da chaperona HSPA9 endogéna e transfectada em células U20S. A) Células
transfectadas com pcDNA3.1::HSPA9-FLAG, marcadas com anti-HSPA9 (em verde), revelando HSPAQ9 total.
B) Marcacdo de mitocndria com anti-CoxIV (em vermelho). C) Sobreposi¢do das imagens, indicando co-
localizagdo da HSPA9 com as mitocdndrias (cor alaranjada), como esperado. Os nucleos sdo corados com

DAPI (em azul). As imagens representativas das células foram obtidas usando magnificagdo de 63x com barra
de escala de 10 pm.

FONTE: Autoria propria.
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Embora os dados na literatura referentes a hHepl sejam escassos, alguns trabalhos
mostraram que mesma se encontra nas mitocondrias (ZHAI; STANWORTH; LIU;
SILBERG, 2008), e infere-se que também possa ser encontrada no ndcleo e citoplasma
(DORES-SILVA; KIRALY; MORITZ; SERRAO et al., 2021). Portanto, células U20S néo
transfectadas e transfectadas com pcDNAS3.1::hHep1l (contendo a tag-HA) foram analisadas,
com o intuito de determinar a localizagdo dessa co-chaperona. A Figura 24A revela uma
marcacdo dispersa para a hHepl enddgena, sem transfeccdo, marcada com anti-hHepl. As
imagens representativas apontam a co-localizacdo da co-chaperona com a CoxIV (em
vermelho), indicada na pelas setas brancas, o que confirmou sua presenga mitocondrial.
Além disso, as imagens sugerem que a mesma também estava presente no nucleo.

Figura 24 — Localizacao da co-chaperona hHepl endogéna e transfectada em células U20S. A) Células
ndo transfectadas marcadas com anti-hHep1 (verde), marcando hHepl end6gena. B) Células ndo transfectadas
marcadas com anti-CoxIV (vermelho). C) Sobreposicdo das imagens das células ndo transfectadas com nicleos
corados com DAPI (azul) e setas brancas indicando a co-localizagdo da hHepl com a mitocondria. D) Células
transfectadas com pcDNA3.1::hHepl-HA, marcadas com anti-HA (verde), selecionando apenas as proteinas
transfectadas. E) Células transfectadas marcadas com anti-CoxIV (vermelho). F) Sobreposi¢do das imagens
das células transfectadas com nucleos corados com DAPI (azul) e setas brancas indicando a co-localizacdo da

hHepl transfectada com a mitocdndria. As imagens representativas das células foram obtidas usando
magnificagdo de 63x com barra de escala de 10 um.

FONTE: Autoria propria.

Investigou-se também o comportamento da hHepl-HA em células U20S

transfectadas com pCDNA3.1, marcadas com anti-HA (Figura 24D), a qual se mostrou
- 65 -



presente no nucleo e nas mitocondrias, assim como a hHepl enddgena. Ao comparar as
Figura 24A e D, foi possivel perceber que a transfec¢do resultou no aumento de sinal da co-
chaperona na regido mitocondrial, cuja co-localizacéo é indicada por setas brancas na Figura
24F, além do surgimento de alguns acumulos no nucleo, ressaltados por circulos brancos
(Figura 24D), o que sugere a localizacdo da hHepl em estruturas subnucleares. Esse
comportamento em que a co-chaperona encontra-se na mitocondria e no ndcleo,
organizando-se em estruturas subnucleares, também ficou evidente nas imagens das células
transfectadas e tratadas com anti-hHepl, marcando hHepl total, endégenas e transfectadas
(Figura 25).

Figura 25 - Localiza¢do da co-chaperona hHepl total (endogéna e transfectada) em células U20S. A)
Células U20S transfectadas com pcDNAS3.1::hHepl-HA marcadas com anti-hHepl (verde), indicando a
presenca de hHepl total no nicleo e nas mitocondrias. B) Células marcadas com anti-CoxIV (vermelho). C)
Sobreposicdo das imagens A e B com co-localiza¢do da hHepl na mitocdndria indicada por setas brancas. Os
nucleos sdo corados com DAPI (azul). D) e E) Zoom da area descontinua marcada em A) e C), respectivamente,
na qual os circulos brancos indicam a localizacdo da hHepl em estruturas subnucleares. As imagens
representativas das células foram obtidas usando magnificacdo de 63x com barra de escala de 10 pum.

FONTE: Autoria propria.

Por fim, o comportamento das hHepl (transfectadas e endogenas) e HSPA9
transfectadas durante estresse térmico (42 °C) e com tempos diferentes de recuperacédo a 37

°C foi avaliado. Os resultados obtidos desses experimentos séo representados na Figura 26,
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a partir da qual é possivel perceber que o estresse promoveu mudangas no comportamento
de ambas as proteinas. As Figura 26A, B e C representam o comportamento das proteinas a
37 °C, em que ambas foram localizadas na mitocéndria havendo a presenca de hHepl em

acumulos subnucleares, como descrito anteriormente.

Figura 26 — Avaliacdo do comportamento das proteinas hHepl total e HSPA9 transfectadas em células
U20S durante choque térmico, com e sem tempo de recuperacdo. A) Células transfectadas com
pcDNA3.1::HSPA9-FLAG, e com pcDNA3.1::hHep1-HA, marcando hHep1 total com anti-hHep1 (em verde).
B) Células transfectadas marcando HSPAQ9 transfectada com anti-FLAG (em vermelho). Essas células foram
utilizadas como controle, e ndo foram expostas a 42 °C. C) Sobreposicdo das imagens A e B, representando a
co-localizacdo de hHepl e HSPA9 na mitocondria. Essas células foram utilizadas como controle, e ndo foram
expostas a 42 °C. D) Células transfectadas marcadas com anti-hHepl (em verde). E) Células transfectadas
marcadas com anti-FLAG (em vermelho). F) Sobreposicao das imagens D e E. Essas células foram expostas a
42 °C, sem tempo de recuperacdo a 37 °C. G) Células transfectadas marcadas com anti-hHepl (em verde). H)
Células transfectadas marcadas com anti-FLAG (em vermelho). 1) Sobreposi¢do das imagens G e H. Essas
células foram expostas a 42 °C, com tempo de recuperagdo a 37 °C de 5 h. As imagens representativas das
células foram obtidas usando magnificagdo de 63x com barra de escala de 5 um (A-C) e 10 pm (D-1).
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FONTE: Autoria propria.
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Quando expostas a temperatura de 42 °C por 1 h sem tempo de recuperacao, ou seja,
fixadas logo ap6s o tempo de incubacdo nesta temperatura, foi possivel observar uma
diminuicdo de sinal de hHepl na mitocondria em compara¢ao com seu comportamento a 37
°C (Figura 26A), alem do aumento de acumulos da mesma no nucleo (Figura 26D). Ja a
HSPAQ9 apresentou um aumento relativo de sinal distribuido em torno da regido externa ao
ndcleo, referente a mitocondria, podendo estar distribuida no citoplasma. Assim como a
hHep1, observou-se sua presenca em pequenos acumulos nucleares (Figura 26E).

A partir das imagens das células fixadas ap6s 5 h de recuperacdo a 37 °C, foi
constatado um aumento de sinal da hHep1 total na regido referente & mitocéndria, quando
comparado a imagem das células sem tempo de recuperacdo. Também foi possivel observar
0 desaparecimento dos acumulos nucleares presentes anteriormente, alterando sua
distribuicdo para a regido perinuclear da célula (Figura 26G). Comportamento similar foi
apresentado pela HSPAQ9 transfectada, que apresentou marcagao mais pronunciada na regido
referente as mitocéndrias e desaparecimento dos acimulos nucleares, com sinal distribuido
de maneira uniforme pela regido nuclear (Figura 26H).

A localizacdo da hHepl em outros compartimentos celulares além das mitocondrias,
como citoplasma e nucleo, levanta conjecturas quanto a possibilidade de que essa co-
chaperona poderia interagir com outras Hsp70 citoplasmaticas, como HSPAL1A ou a HSPAS8
(DORES-SILVA; CAUVI; COTO; SILVA et al., 2021), além da HSPA5 (BiP) presente no
RE, que pode sofrer splicing alternativo e perder o sinal de encaminhamento para o reticulo
endoplasmatico, tornando-se uma isoforma citosolica (NI; ZHOU; WEY; BAUMEISTER
et al., 2009).
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5. CONCLUSOES

Os CSMs de ambas as Hsp70 estudadas apresentaram estrutura secundaria e terciéria,
ainda que com pequenas diferencas quando comparados as proteinas monoméricas, ndo se
comportaram como estruturas B-amiloides e mantiveram funcionalidade, ainda que parcial,
0 que pbde ser observado através dos experimentos de atividade ATPA&sica. Apesar de
apresentarem 76% de similaridade entre si e de serem preparados da mesma maneira, 0S
mesmos se comportaram de maneira distinta, sugerindo que podem assumir diferentes
funcBes nas células. Sugere-se que o processo de formacdo do CSM surja como estratégia
para autoprotecdo e até mesmo protecdo de proteinas cliente durante eventos de estresse
celular, evitando processos de agregacgdo irreversiveis, dano a célula e apoptose. Apos
investigar as caracteristicas biofisicas dos CSM, foi avaliada a influéncia da co-chaperona
hHepl sobre 0s mesmos.

A Figura 27 exibe o modelo proposto a partir dos resultados obtidos deste trabalho.
A hHepl, sabidamente importante para a manutengdo das Hsp70 em seu estado funcional,
foi capaz de interagir com as proteinas HSPA9, HSPA1A e seus CSMs, além de estimular a
atividade ATPasica dos mesmos, sugerindo que sitios de interacdo dos CSMs com a co-
chaperona se mantém, de alguma forma, disponivel. Imagens de TEM e os resultados de dot
blot guantitativo revelaram que a co-chaperona promoveu o remodelamento dos CSMs
estudados, reduzindo seu tamanho e polidispersividade. Esses resultados indicam que a
hHepl pode atuar modulando o processo de formacdo do CSM dessas Hsp70 nos
compartimentos celulares, exibindo importancia fisiolégica na manutencdo da homeostase.

Considerando que os membros da familia de Hsp70 se encontram em diversos
compartimentos celulares e que existe a predicdo da presenca de hHepl no citoplasma,
nucleoplasma e mitocdndria, buscou-se investigar a localizacdo da co-chaperona e da
HSPA9. Estudos de imunofluorescéncia confirmaram a localizacdo celular da HSPA9 e
demonstraram a presenga mitocondrial e nuclear da hHepl, com flutuagGes na intensidade
de sinal dependentes da realizacdo de transfeccdo. Células transfectadas apresentaram
acumulos da co-chaperona em estruturas subnucleares, que devem ser mais bem
investigadas. A exposicdo das células a estresse térmico promoveu mudangas no
comportamento de ambas as proteinas, ocasionando aumento relativo de acumulos

subnucleares que dispersam apds experimentarem um tempo de recuperacao.
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Figura 27 - Esquema representativo da atuacio da co-chaperona hHepl sobre os CSM das HSPA9 e
HSPAZ1A propostas neste trabalho. A partir do tratamento térmico pdde-se observar que as Hsp70 estudadas
formam os CSMs e dados da literatura relatam que a adicdo de hHepl as mesmas evita essa formacdo (1).
Ainda, os CSMs se mostraram estaveis, interagiram com nucleotideos e retiveram atividade ATPé&sica. A
hHep1 foi capaz de interagir com as proteinas em sua forma monomérica e CSM (3), estimulou suas atividades
ATPasica (2) e também remodelou os CSMs em particulas menores (4 e 5).
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Varios resultados apresentados aqui indicaram que a hHepl é uma co-chaperona
cognata para HSPA9, bem como HSPALA, podendo ser uma co-chaperona das Hsp70 em
geral e ndo apenas especifica para HSPA9. Ademais, seu envolvimento no processo de
remodelagdo dos CSMs sugere que a mesma é capaz de modular sua formacéo e atividade,
durante e apds eventos de estresse. Assim, este processo poderia ocorrer in vivo com a
participacdo de outros fatores celulares, evitando a apoptose ou pelo menos adiando-a,
oferecendo ao organismo uma oportunidade de se recuperar ap0s 0 estresse, 0 que surge
como uma estratégia adaptativa. Estudos adicionais sdo necessarios para melhor
compreender como se formam os CSMs dessas Hsp70, bem como a sua interacdo com a

hHep1 dentro da célula.
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6. CONCLUSOES GERAIS

(i) hHepl estimulou a atividade ATPésica das proteinas HSPALA e HSPAY;

(if) CSMs das proteinas HSPAL1A e HSPA9 detiveram estrutura secundaria e terciaria, e

apresentaram atividade ATPasica;

(iii) hHep1l interagiu com ambos os CSMs, estimulou sua atividade ATPasica e reduziu o

tamanho e a polidispersividade dos mesmos;

(iv) HSPAQ foi visualizada majoritariamente na mitocondria. Houve marcacdo nuclear apos
estresse térmico, com surgimento de acumulos em estruturas subnucleares que

desapareceram ap0s tempo de recuperacédo de 5 h;

(v) hHepl foi visualizada na mitocondria e em estruturas subnucleares. ApoOs estresse
térmico houve aumento de acumulos em estruturas subnucleares. Apds tempo de
recuperacdo de 5 h, a hHepl apresentou distribuicéo perinuclear, com desaparecimento dos

acumulos nucleares.
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