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INTRODUCAO:

As proteinas sdo macromoléculas cuja estrutura esta intrinsecamente relacionada com suas funcdes vitais
nos organismos, suas condigbes ideais de existéncia envolvem um estado enovelado e soluvel. O processo de
enovelamento proteico é afetado diretamente por modificagdes no meio em que a proteina esta inserida, como por
exemplo pH, concentracéo e temperatura. O estado nativo e funcional é aquele termodinamicamente mais estavel,
uma condicdo de menor energia livre que uma proteina pode alcangar [1]

Diante disso, as células possuem mecanismos para auxiliar o enovelamento correto de proteinas como a
existéncia de proteinas especificas para a homeostase proteica como as chaperonas moleculares ou HSPs (‘heat
shock proteins’), as quais podem ser expressas constitutivamente ou em resposta ao estresse e atuam na
prevencao no enovelamento incorreto ao impedir interagfes ndo produtivas. [2 - 3]. Nosso objetivo é estudar uma
entre 12 e 42 KDa. Além de formarem oligdbmeros, estas proteinas e estao envolvidas na regulagdo do estado
redox, atividade anti-apoptética, regulacdo da proliferacé@o celular e estabilizacao do citoesqueleto [4 - 5].

A SmHSP de Aedes aegypti, foi clonada, expressa em E. coli e purificada para ser posteriormente
caracterizada por meio de técnicas biofisicas e bioquimicas, a fim de compreender os mecanismos da manutengéo
da proteostase do mosquito. A AaSmHSP possui 194 residuos de aminoéacidos, a presenca de um dominio alfa
cristalino e uma massa molecular de 25,3 kDa. Esperamos que nosso estudo possa levar a de estratégias no
combate ao mosquito visto que esta espécie é vetor responsavel pela transmissao de virus emergentes como ZiKa
(ZIKV), Dengue (DENV), Chikungunya (CHIKV) e Febre Amarela (YFV).

METODOLOGIA:

CARACTERIZACAO ESTRUTURAL

Espectroscopia de dicroismo circular - Far UV(200 -260 nm)/Near UV (260 nm- 320 nm)

O dicroismo circular € uma técnica espectropolarimétrica que quantifica a diferenca de absor¢do da luz
polarizada circularmente para a esquerda e para a direita. O uso na caracteriza¢éo de proteinas € aplicavel na
medida que consegue avaliar a estrutura secundaria de proteinas.[6] O espectro de CD de proteinas mostra
padrdes da conformacdo secundéaria, o que permite identificar com estruturas como hélices-a, folhas-p e
conformacd@es aleatérias. Os espectros foram medidos utilizando-se o espectropolarimetro J-720 (JASCO), cubeta
de quartzo de 0,2 cm de caminho Optico, dependendo da concentragdo protéica (13 yM). As amostras foram
solubilizadas em tampao Tris-HCI 25 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5. No desenovelamento térmico da proteina, foram
guantificadas as variacdes na estrutura secundaria em resposta ao aumento e diminuigdo da temperatura. O sinal
foi monitorado na faixa de temperatura de 20 a 90 C.

Outra analise realizada por CD foi na regiao do UV proximo (Near UV). A estrutura vibracional do espectro
de dicroismo circular (CD) préximo ao ultravioleta da proteina (240 a 320 nm).O espectro pode ser usado para
detectar a estrutura e a dindmica do enovelamento da proteina. A espectroscopia de CD nessa regido pode refletir
as a o arranjo dos grupos croméforos de cadeia lateral de proteinas triptofano, fenilalanina, tirosina e mudancas
no microambiente de ligagdo dissulfeto [6] [11]
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Calorimetria Exploratdria diferencial (DSC)

A fim de entender a estabilidade térmica da estrutura terciaria da proteina foi realizado o experimento de
DSC, o qual fornece informacfes acerca do enovelamento/desnaturacéo de proteinas. As proteinas em seu estado
nativo nao possuem conformacgdes Unicas, essa sao compostas por conjuntos de conformacgdes com dinamica de
interconversao cruciais para muitos fenémenos relevantes para a funcéo bioldgica [7]. As varreduras térmicas
foram realizadas de 20 a 90°C a uma taxa de 1°C/min. A proteina estava a uma concentracéo de 70 uM em tampéo
NaCl 150mM e TrisHCI 25mM. A amostra foi centrifugada antes da analise.

Espalhamento de Luz Dindmico (DLS)

Com o intuito de entender a agregagédo da proteina frente o aquecimento foi realizado um experimento de
DLS. As solugdes de proteinas sdo compostas por solventes (solugdo tampédo) e soluto (proteinas). Essas
macromoléculas estao presentes em diferentes distribuicbes de tamanho e caracterizam populacdes de particulas
em solucao, que podem ser identificadas pela técnica de espalhamento de luz dindmica. [8] Os experimentos foram
monitorados de 20 - 90°C a fim de detectar a estabilidade da proteina em concentracdes baixas(13uM) frente a
uma rampa de temperatura, por meio da identificacdo de alteracdes no diametro hidrodinamico de particulas bem
como a intensidade de espalhamento de luz dessas em solu¢éo ao longo da variacdo de temperatura.

CARACTERIZACAO FUNCIONAL

Atividade chaperona

Os experimentos de atividade chaperona na prevencéo de agregacao térmica foram realizados usando o
substrato modelo de Luciferase a 42°C. Esses foram conduzidos no equipamento de leitor de placas, o qual avalia
o efeito da sHSP sob o substrato, esse equipamento emite radiacdo eletromagnética sob a amostra e monitora
dados de absorc¢éo de intensidade luminosa a 320 nm. Quando ocorre a agregacao dos substratos a turbidez da
amostra tende a aumentar e ocorre 0 aumento do espalhamento de luz. A atividade chaperona pode ser
relacionada com a porcentagem de prote¢éo que € descrita pela equagédo: Protegcéo (%) = Ae - Aech /Ae (Equacgao
1). Sendo que Ae e Aech representam o maximo de absorgdo de luz (no tempo final de reagdo) na auséncia e
presenca de chaperona

RESULTADOS E DISCUSSAO:

CARACTERIZACAO ESTRUTURAL

Os experimentos realizados em triplicatas independentes de dicroismo circular tinham como objetivo
assegurar que as proteinas obtidas na etapa de purificacdo estavam em seu estado conformacional enovelado,
além de fornecer informacdes sobre a estrutura secundéria da proteina. A proteina se apresentou enovelada, e em
sua estrutura secundaria ha a predominancia de estruturas do tipo hélice-alfa e folha-beta (BeStSel™ (2014-2024)
— ELTE E6tvds Lorand University, Budapest, Hungary)[9 — 10]. A estrutura secundaria possui alta estabilidade
conformacional frente ao aquecimento e resfriamento.

O experimento de CD na regido do UV proximo possui bem definidas as bandas aromaticas nos
comprimentos de onda :Triptofano (285-310 nm), Tirosina (275-285 nm) e Fenilalanina (255-270 nm), logo conclui-
se gque estava enovelada, e ap0s o experimento de aquecimento realizado na amostra essa regido perde quase
gue totalmente a estrutura, o que trouxe a necessidade de testes acerca da estabilidade da estrutura terciaria.

A fim de entender a estabilidade térmica da proteina em altas e baixas concentra¢des, foram realizados
experimentos de DLS e DSC. Durante o experimento de DSC a proteina (70uM) sofreu agregacgéo e precipitacao
irreversivel a partir de 70°C, indicando nesse ponto uma alteragdo conformacional de oligdmeros em solucao para
agregados. A realizagdo da andlise por DLS decorreu do interesse em investigar se as particulas em solucao
tendiam ou ndo a agregacédo diante do aumento da temperatura em baixas concentra¢des (13 uM). A rampa de
temperatura de 20 a 90°C possui parametros constantes, até que por volta de 65°C, onde a amostra apresenta um
valor maximo, sugerindo a presenca de agregacdo dos oligdmeros.

CARACTERIZACAO FUNCIONAL

Investigamos a prevengéo, causada pela sHSP, da agregagéo térmica no substrato modelo de Luciferase
a 42°C, acompanhando o sinal de absor¢éo de luz mensurado em um comprimento de onda fixo em 320 nm por 2
horas. Pelos resultados obtidos para o experimento de atividade em condi¢gfes de estresse térmico (Tabela 1),
observa-se que a AaSmHSP teve atividade de chaperona contra a agregacéo térmica, de forma que a absorbancia
a 320 nm da luciferase(1uM) é maxima na auséncia de chaperona(indicando agregacéao), e tende a decrescer na
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presenca de contragdes crescentes da chaperona, 0 que comprova que a agregacao térmica da luciferase foi
impedida.

Proporc¢éo Luc Protecéo %
: SmMHSP
1:0,25 37,5
1:0,5 66,0
1:1 79,6
1:2 83,0

Tabela 1. Percentuais de protecdo contra agregacéo térmica em substrato modelo de Luciferase 1uM. Monitoramento da absorgéo
de luz pelas amostras a 320 nm sob condicdo de estresse térmico 42°C por ~2 horas. A tabela apresenta as porcentagens de protecdo
calculadas pela equacao 1.

CONCLUSAO

Por espectros de CD - UV distante, avaliamos que a proteina recombinante foi produzida enovelada, com
predominancia de estrutura secundéria intrinsecamente desordenada e com do tipo folha-B, como as demais
chaperonas dessa familia. Esta proteina apresentou-se estavel confomacionalmente durante o experimento de
desenovelamento térmico monitorado por CD(UV distante), ndo sendo observado alteracdes do sinal durante o
aguecimento nem no resfriamento. No que se refere ao dicroismo circular na regido de UV préximo foi possivel
visualizar as bandas caracteristicas dos cromoforos que integram a proteina, bem como detectar agregacgdo da
amostra, com a quase completa perda de sinal nesta regido. Além de que por experimentos de DLS e DSC foi
possivel mostrar que a proteina néo possui estabilidade térmica da estrutura terciaria em temperaturas maiores do
gue 65°C, passando por agregacao e precipitacéo. Por fim, no experimento de atividade funcional de chaperona,
a proteina mostrou protecéo quase completa do substrato modelo da Luciferase, contra a agregagéao térmica.
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