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Prof. Dr. Valdemar Antonio Paffaro Junior - Universidade Federal de Alfenas

Ciéncias Biologicas e da Satide

Prof. Dr. André Ribeiro da Silva - Universidade de Brasilia

Prof® Dr* Anelise Levay Murari - Universidade Federal de Pelotas

Prof. Dr. Benedito Rodrigues da Silva Neto - Universidade Federal de Goias

Prof® Dr® Débora Luana Ribeiro Pessoa - Universidade Federal do Maranhao

Prof. Dr. Douglas Siqueira de Almeida Chaves - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Prof. Dr. Edson da Silva - Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri

Prof® Dr? Elizabeth Cordeiro Fernandes - Faculdade Integrada Medicina

Prof? Dr® Eleuza Rodrigues Machado - Faculdade Anhanguera de Brasilia

Prof? Dr? Elane Schwinden Prudéncio - Universidade Federal de Santa Catarina

Prof® Dr® Eysler Gongalves Maia Brasil - Universidade da Integracao Internacional da Lusofonia
Afro-Brasileira

Prof. Dr. Ferlando Lima Santos - Universidade Federal do Recdncavo da Bahia

Prof. Dr. Fernando Mendes - Instituto Politécnico de Coimbra - Escola Superior de Salde de
Coimbra

Prof® Dr* Gabriela Vieira do Amaral - Universidade de Vassouras

Prof. Dr. Gianfabio Pimentel Franco - Universidade Federal de Santa Maria

Prof. Dr. Helio Franklin Rodrigues de Aimeida - Universidade Federal de Rondonia

Prof? Dr? lara Lucia Tescarollo - Universidade Sao Francisco

Prof. Dr. Igor Luiz Vieira de Lima Santos - Universidade Federal de Campina Grande

Prof. Dr. Jefferson Thiago Souza - Universidade Estadual do Ceara

Prof. Dr. Jesus Rodrigues Lemos - Universidade Federal do Piaui

Prof. Dr. Jonatas de Franga Barros - Universidade Federal do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. José Max Barbosa de Oliveira Junior - Universidade Federal do Oeste do Para

Prof. Dr. Luis Paulo Souza e Souza - Universidade Federal do Amazonas

Prof? Dr* Magnélia de Aradjo Campos - Universidade Federal de Campina Grande

Prof. Dr. Marcus Fernando da Silva Praxedes - Universidade Federal do Reconcavo da Bahia
Prof? Dr* Maria Tatiane Gongalves Sa - Universidade do Estado do Para

Prof? Dr* Mylena Andréa Oliveira Torres - Universidade Ceuma

Prof? Dr® Natiéli Piovesan - Instituto Federacl do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. Paulo Inada - Universidade Estadual de Maringa

Prof. Dr. Rafael Henrique Silva - Hospital Universitario da Universidade Federal da Grande
Dourados

Prof® Dr® Regiane Luz Carvalho - Centro Universitario das Faculdades Associadas de Ensino
Prof® Dr* Renata Mendes de Freitas - Universidade Federal de Juiz de Fora

Prof® Dr? Vanessa Lima Goncalves - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof® Dr? Vanessa Bordin Viera - Universidade Federal de Campina Grande

Ciéncias Exatas e da Terra e Engenharias

Prof. Dr. Adélio Alcino Sampaio Castro Machado - Universidade do Porto

Prof. Dr. Carlos Eduardo Sanches de Andrade - Universidade Federal de Goias

Prof? Dr* Carmen Lucia Voigt - Universidade Norte do Parana

Prof. Dr. Cleiseano Emanuel da Silva Paniagua - Instituto Federal de Educacgdo, Ciéncia e
Tecnologia de Goias

Prof. Dr. Douglas Gongalves da Silva - Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia
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APRESENTACAO

O E-book intitulado: “Trabalhos nas Areas de Fronteira da Quimica”, constituido
por dezesseis trabalhos em forma de capitulos, promovem a apresentagéo e discusséo
cientifica de forma intra e interdisciplinar, que convergem para uma mesma problematica:
melhoria na qualidade e expectativa de vida da sociedade. Esta colecdo apresenta
trabalhos que proporcionam: (i) melhorar e aperfeigoar a relagéo ensino aprendizagem em
diferentes niveis de ensino, possibilitando o aprofundamento da compreensao da relagéo
homem e meio-ambiente, por meio do desenvolvimento de uma consciéncia que coloque
o0 homem como parte integrante do meio; (i) desenvolvimento de novos materiais com
potencialidades de melhorar ou inovar suas aplicacdes nos diferentes seguimentos da
sociedade, despertando a mudanca da visao extrativista e fortalecendo a que seja capaz de
reduzir impactos ao meio ambiente; (i) uso da biotecnologia tanto no setor de satde quanto
no de alimentos que buscam aprimorar ou desenvolver novas aplicagdes; (iv) aplicacao
e potencialidades do uso de biomassa de residuos e rejeitos gerados por atividades
agroindustriais, possibilitando a incorporagéo destes como matéria-prima para aplicagcoes
em diferentes produtos, diminuindo o impacto gerado na extragdo de matérias-primas do
ambiente que contribui para a preservacgao de recursos naturais para as geragdes vindouras
e (v) estudo de novas substancias potencialmente capazes de melhorar ou desenvolver
processos clinicos, tanto do ponto de vista de resolucéo de imagens em exames quanto de
processos terapéuticos, possibilitando maior acessibilidade e disponibilidade a sociedade.

Neste sentido e com o intuito de colaborar para a disseminacéo destas e de outras
informacgdes que levem a despertar uma maior consciéncia da relagdo do homem e do meio
ambiente, a Atena Editora lang¢a o volume | do E-book “Trabalhos nas Areas de Fronteira
da Quimica”.

Prof. Dr. Cleiseano Emanuel da Silva Paniagua
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RESUMO: Este trabalho apresenta importantes
informacdes sobre as proteinas Zinc-Finger e o
seu efeito na homeostase celular e no combate
e prevencéo de doencas humanas, tais como as
doengas neurodegenerativas. Além disso, uma
breve descri¢do é exibida das principais técnicas
aplicadas para caracterizar a interacao de zinco
e proteinas zinc-finger em solucao.

PALAVRAS-CHAVE: Zinc-finger, Hsp40,
homeostase celular, doengas neurodegenerativas.

EFFECT OF ZINC-FINGER PROTEINS
ON HUMAN DISEASES: AFOCUS
ON CO-CHAPERONE HSP40 AND

NEURODEGENERATIVE DISEASES

ABSTRACT: This work presents important
information about the Zinc-Finger proteins and
their effect on cell homeostasis and in the fight
and prevention of human diseases, such as
neurodegenerative diseases. In addition, a brief
description is showed of the main techniques
applied to characterize the interaction of zinc and
zinc-finger proteins in solution.
KEYWORDS: Zinc-finger,

Hsp40, cellular
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NEURODEGENERATIVAS

homeostasis, neurodegenerative diseases.

11 INTRODUGAO

Zinc-finger (ZF) esta entre os dominios
de proteina mais estudados na literatura. Ele
interage com outras proteinas para facilitar
uma infinidade de processos biologicos
(MALGIERI et al., 2015). Atualmente, existem
mais de 10 classes conhecidas de ZFs, com
véarias estruturas, modos de ligacdo de metal,
funcbes e reatividade (KLUSKA; ADAMCZYK;
KREZEL, 2018). A versatilidade, seletividade e
estabilidade dessas sequéncias de aminoacidos
curtas sdo alcancadas principalmente por
(/) residuos que participam na coordenacédo
de Zn?+, principalmente Cys e His; (i) nlucleo
hidrofébico e formacao de estrutura ZF; e (iii)
varios residuos responsaveis pelas interacoes
inter e intramoleculares (KLUSKA; ADAMCZYK;
KREZEL, 2018). Desde a sua descoberta,
ZFs tem sido extensivamente estudado em
termos de sua estrutura, estabilidade e alvos
de reconhecimento pela aplicacdo de varias
metodologias (MALGIERI et al., 2015). Estudos
baseados em interagcbes com outros ions
metalicos e seus complexos tém contribuido
para a compreensdo de suas propriedades
quimicas e a descoberta de novos complexos
ZFs (KLUSKA; ADAMCZYK; KREZEL, 2018).

Hsp40 (heat shock protein 40) € um

importante exemplo de proteina ZF que
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desempenha papel fundamental no sistema biolégico (DE JESUS et al., 2019). Hsp40
auxilia no enovelamento de novas proteinas e na ressolubilizagéo de agregados proteicos,
prevenindo e combatendo o surgimento de doencas humanas, tais como doencas
neurodegenerativas (RAMOS; FERREIRA, 2005). No entanto, mesmo que a literatura
esteja repleta de dados sobre estruturas e estabilidade das ZFs e Hsp40, ainda ha uma
grande lacuna no conhecimento das propriedades fisico-quimicas e reatividade desse tipo
de proteina. Neste trabalho, apresentamos uma breve discussdo das propriedades de
ligacdo de metal em proteinas ZFs, em especial da co-chaperona Hsp40, e os fatores de
estabilidade que modulam suas fungdes, destacando algumas metodologias utilizadas para
caracterizagdo de ZFs e aspectos relacionados a quimica de coordenacgao. Além disso,
uma breve discussao € exibida sobre a homeostase da co-chaperona Hsp40 e do metal
zinco para o combate e prevencao de doencas neurodegenerativas.

21 PROTEOSTASE

As proteinas tém diferentes funcdes e estdo envolvidas em diferentes processos
biologicos, como por exemplo, metabolismo, catélise, transporte, sinalizacdo e outros.
A atividade biolégica das proteinas estd diretamente relacionada com a sua estrutura
tridimensional. O processo pelo qual uma proteina recém-sintetizada adquire sua estrutura
terciaria € denominado enovelamento proteico. O enovelamento das proteinas esta
codificado em sequéncia de aminoacidos (RAMOS; FERREIRA, 2005).

Ao longo da evolucéo, as células incorporam mecanismos bastante eficientes para
evitar que erros na transmissdo da informacdo genética se propaguem na replicagéo,
na transcricdo e na traducdo. No entanto, ainda é possivel que algumas proteinas nao
desempenhem suas fungdes, devido a erro no seu enovelamento. Além da perda de fungéo,
0 enovelamento incorreto também pode levar a agregacéo proteica, um processo que esta
associado a inUmeras doencas como cancer e doencas neurodegenerativas (RAMOS;
FERREIRA, 2005).

Nesse sentido, para assegurar o correto enovelamento das proteinas, existe na
célula um sistema chamado de Controle de Qualidade Proteica (PQC em inglés) dedicado
a manutencdo da homeostase proteica, ou proteostase. Este sistema & composto pelo
chaperoma (chaperonas moleculares e HSPs) envolvidas no auxilio ao enovelamento e
tanto na prevencgéo quanto no resgate de agregados proteicos, e pelo proteossomo, o qual é
responsavel pela degradacao de polipeptideos. Existem inUmeras familias de chaperonas,
entre as mais importantes, destacam-se Hsp40 e Hsp70. As Hsp40s constituem uma
familia essencial de chaperonas moleculares que funcionam para especificar 0s processos
celulares realizados por Hsp70 (RAMOS; FERREIRA, 2005). Diante disso, numerosos
estudos demonstram que Hsp70 e Hsp40 estdo associados com diferentes doencas

humanas, como por exemplo, o cancer e as doengas neurodegenerativas (DE JESUS et
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al., 2019; RAMOS; FERREIRA, 2005).

31 PROTEINAS ZINC-FINGER: ESTRUTURA, CLASSIFICAGAO E FUN(;AO
MOLECULAR

Entre todos os cofatores inorganicos em sistemas biolégicos, o ion Zn? é o mais
difundido, facilitando diversas fungbes de proteinas e seus complexos. Estudos de
bioinformatica realizados no genoma humano indicam que 10% de todas as proteinas
codificadas participam da ligacdo do ion Zn?*. Esta enorme contribuicdo de dominios e
motivos de zinco com vérias afinidades de metal encoraja os pesquisadores a investigar mais
os fons Zn** e seu papel fisioldgico (KLUSKA; ADAMCZYK; KREZEL, 2018). E comumente
conhecido que Zn?*desempenha papel ndo apenas na atividade catalitica da enzima, mas
também na estabilizagdo da proteina, e até mesmo facilita o dobramento das subunidades
da proteina. O papel estrutural do Zn?* foi proposto quando o dominio ZF foi encontrado
no fator de transcricéo IlIA de Xenopus laevis (TFIIIA). A estrutura do ZF é mantida pelo
ion Zn?*, que coordena a cisteina e a histidina em diferentes combinagdes. Nas proteinas
classicas de ZF (C2H2), duas cisteinas em uma cadeia e duas histidinas em outra séo
coordenadas por um ion Zn?*. Tipos néo classicos de ZF diferem em combinagdes cisteina/
histidina, como C2 — H2, C2 — CH e C2 — C2. Atualmente, 30 tipos de ZFs sao aprovados
pelo The HUGO Gene Nomenclature Comité, e a classificacdo ZF é baseada na estrutura
de dominio de ZF. Entre as componentes de ZF com importante destaque, encontra-se a
co-chapeona Hsp40. A seguir uma breve descricdo dessa co-chapeona é apresentada,
destacando a sua estrutura, classificacao e funcdes molecular para a homeostase celular
(KLUSKA; ADAMCZYK; KREZEL, 2018).

3.1 Co-chaperona Hsp40: uma zinc-finger essencial

As co-chaperonas da familia Hsp40 possuem varios homologos em organismos
procariontes e eucariontes. A ampla atividade que a Hsp40 desempenha em diferentes
células revela que tal chaperona pode apresentar diferentes conformacdes, o que permite
a realizacao de diferentes interacbes e funcdes (RAMOS; FERREIRA, 2005). Um estudo
revelou uma alta abundancia da proteina Hsp40 no tecido pulmonar de pacientes com
cancer de pulméo, sugerindo a potencialidade dessa proteina para o diagnostico do tumor
(MITRA; SHEVDE; SAMANT, 2009).

Existem trés tipos de Hsp40 que séo classificados pela constituicao dos dominios,
séo eles Hsp40 Tipo |, Il e lll. Todos eles compartilham o dominio J necessario para ligar a
Hsp70 e ativar o seu dominio de ATP. O dominio C-terminal esta presente nos tipos l e ll e
permite a dimeriza¢do de Hsp40. E, finalmente, o dominio central (ZF) ligado ao zinco, que
esta exclusivamente presente na Hsp40 do Tipo | (HENNESSY et al., 2005). A familia das
proteinas Hsp40 do tipo | é caracterizada pela presencga de quatro dominios: (i) um dominio
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J; (i) uma regiéo rica em Gly-Phe; (iii) um dominio contendo Zn; e por fim (iv) uma regido
ndo caracterizada denominada regido do terminal carboxilico ou terminal-C (Figure 1A)
(HENNESSY et al., 2005).

A
Gly-Phe
3 Al lsfaH L ctermina
Dominio Zinc-finger
N
B C
C s
"0 5.}-:\\‘
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n £
m A 8
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Figura 1- (A) Esquema geral dos dominios presente em Hsp40 do Tipo |: dominio J, regido rica
em Gly-Phe, dominio Zinc-finger e regiao do carboxilico terminal. (B) Esquema da estrutura do
dominio J; (C) Esquema do dominio ligado ao atomo de Zn.

O dominio J corresponde ao terminal amino, contendo ~70 residuos de aminoacidos
e é encontrado em todas as proteinas Hsp40 (Figura 1 B). O dominio J é responsavel
pela regulacédo do ciclo hidrolitico ATP da Hsp70 (HENNESSY et al., 2005). A estrutura do
dominio J demonstra que tal regido é rica em hélices alfa, arranjadas em uma orientacéo
anti-paralela. A regido rica em Gly-Phe tem como fungdo atuar como um espacador
flexivel entre 0 dominio J e outras regides da proteina Hsp40 (Figura 1A). Para a regiao
denominada regi@o C- terminal a funcao ainda ndo € bem esclarecida. O que se sabe é que
a regiao fica adjacente a regido do dominio contendo o ion Zn, e é tipicamente presente
em proteinas Hsp40 que se ligam a polipeptideos (Figura 1A). Contudo, esta é a regido
responsavel pela dimerizagdo (HENNESSY et al., 2005).

O dominio contendo o atomo de zinco (ZF) compreende quatro repeticdes ricas
de cisteinas (Figura 1A e 1C) e, embora néo seja clara a sua fungéo, sugere-se que tal
regido desempenha um papel importante na ligagdo aos polipeptideos pelos membros da
familia Hsp40, pois fragmentos de Hsp40 que contém a regido de zinco sdo capazes de
suprimir a agregacao de proteinas. Por exemplo, Fan et al. demonstraram que a regido de
dominio ligado ao Zn da Hsp40 do tipo | € 0 dominio J atuam sinergicamente para habilitar
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0 Hsp70 na captura de polipeptideos desenovelados (FAN et al., 2005). Eles mostraram,
também, que a segunda regido (regido Il) contendo o zinco (Figura 1C) é necesséario para
a sobrevivéncia celular durante o estresse térmico. Recentemente, 0 mesmo grupo relatou
que uma farnesilagéo (adicionado pela enzima proteina farnesil transferase) na regiao
C-terminal da chaperona Hsp40 é capaz de trabalhar em cooperagéo com o dominio ligado
ao ion Zn para reprimir a toxicidade dos prions (agentes infecciosos de estrutura anémala),

adicionando, assim, outra funcéo para este dominio (FAN et al., 2005).

3.2 Zinco e doencas neurodegenerativas

As doencas neurodegenerativas sdo caracterizadas por afetar os neurdnios no
cérebro humano(JESUS; ARRUDA, 2020a) . Entre os exemplos mais conhecidos de
tal doenga estdo mal de Alzheimer, mal de Parkison e Huntington as quais tem como
caracteristica a formagéo de agregado do tipo amiloide das proteinas beta-amil6ide, alfa-
sinucleina e huntingtina, respectivamente (JESUS; ARRUDA, 2020a). Estas doencgas séo
exemplos de problemas de salde sério no mundo, sendo, por exemplo, a sexta maior
causa de morte nos Estados Unidos. Estudos recentes mostram muitos exemplos de que
o chaperoma possui uma funcéo protetora contra o mal de Alzheimer. A expressao das
chaperonas da familia Hsp70 e Hsp27 séao elevadas nas regides cerebrais afetadas por
Alzheimer e o complexo de chaperonas do reticulo endoplasmatico Bip/Grp78 reduzem a
agregacao da proteina precursora de amiloide.

Outros fatores também parecem ser importantes para o desenvolvimento de doengas
neurodegenerativas. Por exemplo, estudos recentes mostraram que micronutrientes,
principalmente zinco e em menor propor¢ao cobre, parecem proteger contra agregacéo e
sua suplementacao parece diminuir os sintomas destas doencas. Conclui-se, portanto, que
uma desregulacdo da homeostase de metais pode estar associada com a patologia destas
doencas (JESUS; ARRUDA, 2020a).

Em geral, a relacdo entre metal e doencas neurodegenerativas envolvem a
incorporagao de proteinas amildides na superficie da membrana celular, criando um canal
citotoxico (JESUS; ARRUDA, 2020a). Esses canais, chamados de “canais de amiléide”, séo
poros gigantes de varios niveis que podem facilitar o transporte de grandes quantidades
de Ca?. Quatro aminoécidos (Arg, Cys, Tyr e His), que fazem parte das sequéncias de
aminoacidos humanos, sdo responsaveis pela ligagcdo aos metais. Nesse sentido, o Zn se
liga aos seus residuos, que ficam expostos ao sitio interno do poro amiléide e inibem o fluxo
de Ca?* regulando a homeostase celular (JESUS; ARRUDA, 2020a).
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41 ESTADO DA ARTE EM TECNICAS PARA A CARACTERIZAGAO DA
INTERACAO ENTRE ZINCO E HSP40

4.1 Dicroismo circular

O dicroismo circular (CD) é uma técnica que € rotineiramente empregada
para compreender as estruturas tri-dimensionais de proteinas (BANERJEE; MISRA;
ASHRAF, 2019). O CD também é usado principalmente para estudar, em comparacéo
com a conformacao nativa, as mudangas estruturais que acompanhar a associagao /
dissociacdo de ligantes e durante o desdobramento/redobramento das biomoléculas. O
CD é uma técnica nao destrutiva e se baseia na interacdo de moléculas quirais com a luz
circularmente polarizada (LCP), a qual apresenta um componente circularmente polarizado
a esquerda e outro circularmente polarizado a direita. Esta interacdo é responsavel pelo
sinal de dicroismo circular, que pode ser definido como uma diferenca entre a absor¢éo da
luz circularmente polarizada a direita e a esquerda (BANERJEE; MISRA; ASHRAF, 2019). A
Figura 2 mostra um esquema geral da interacéo da radiagcéo polarizada com uma molécula
quiral (assimétrica), descrevendo a formacao de espectros de CD. De maneira geral, quando
uma molécula simétrica absorve a LCP, ambos os componentes da esquerda e da direita
séo igualmente absorvidos e a luz emergente também & um LCP. No entanto, a molécula
quiral (assimétrica) interage com a LCP, e os componentes direito e esquerdo da LCP seréao
absorvidos de forma desigual, e a onda resultante sera polarizada elipticamente com CD,
ou seja, Ae =¢ —-e

esquerda direita®

Assim, um sinal de CD pode ter valores negativos e positivos

). As
esquerdo
principais estruturas secundarias sao a-hélices e B-folha. O espectro de CD para proteinas

dependendo da absorgéo relativa dos componentes direito (€, . ) e esquerdo (€

direito
a-helicoidais é caracterizado por apresentar dois minimos, um em aproximadamente 208
nm e outro em 222 nm. Para o espectro de proteinas com dominios ricos em folhas beta,
um sinal significativo entre 210 e 220 nm é observado (BANERJEE; MISRA; ASHRAF,
2019; CORRECIRC; RAMOS, 2009).
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Figura 2- Resultado da interacéo da radiacéo circularmente polarizada com moléculas
simétricas e assimétricas.
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Figura 3 —Espectro de CD para caracterizagdo da interacéo de (A) Zn e YdJ1, divulgado com
permissao de (DE JESUS et al., 2019); e (B) Zn e DnaJ, divulgado com permisséo de (DE
JESUS et al.,, 2019). (C) Espectro da estabilidade térmica antes (preto) e apos a remogéo de
Zn da estrutura de YdJ1, com perimissao de (LINKE et al., 2003).

Um método foi proposto para remover o ion Zn?* das estruturas das proteinas Hsp40
a fim de obter informagdes sobre o efeito do zinco na estrutura e na fungéo da co-chaperona
Hsp40 sem precisar modificar a sua estrutura primaria. Usando a técnica de CD, observou-
se que nenhuma mudanca significativa na estrutura secundaria foi detectada para a Hsp40
de levedura (YdJ1) (Figura 3-A)(DE JESUS et al., 2019). Esses dados corroboram aqueles
obtidos pelo estudo de Linke et al., que usando experimento de mutagédo do dominio ZF da
Hsp40 humana (DnadJ), concluiu, que a remocéo da regido ZF também néao afeta a estrutura
secundaria da co-chaperona (Figura 3B)(LINKE et al., 2003). A analise do perfil do espectro
de CD indicou proteinas bem dobradas que sdo muito semelhantes a de outros homélogos
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da familia Hsp40. No entanto, apds a avaliagdo da estabilidade térmica, usando CD,
observou-se mudancas na temperatura de transicéo de YdJ1 com e sem o ion Zn (Figura
3C). YdJ1 purificada foi estavel até 55 °C e desdobrou-se por meio de uma transicéo na
qual a temperatura no ponto médio (Tm) foi de 60 + 1 ° C (n = 3). Apds o procedimento
de remocgéo do Zn, YdJ1 mostrou um perfil induzido pelo calor semelhante, mas com um
Tm igual a 63 = 1 °C (n = 3). No entanto, o sinal de CD apés a transigdo foi maior na
amostra antes da remogao do Zn do que apés, provavelmente devido a agregacédo. Os
resultados do desdobramento induzido pelo calor indicaram que a remocgéo de Zn teve
efeitos na estabilidade térmica de YdJ1, sugerindo que embora a auséncia de Zn néo afete
a estrutura secundaria da co-chaperona, ele tem papel essencial na estabilidade e funcéo
da Hsp40(DE JESUS et al., 2019).
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Figura 4 — (A) Esquema geral da técnica de Calorimetria de Titulagéo Isotémica. (B)
Representacéo de Isotermas resultantes apos titulagdo. (C) Dados termodinamicos obtidos.

4.2 Calorimetria de titulacao isotérmica

A calorimetria de titulacdo isotérmica (ITC) é outra técnica que permite caracterizar
a interacao entre Zn e Hsp40 (Figura 4)(WILCOX, 2008). Essa técnica se baseia na medida
direta do calor que é liberado ou absorvido durante um evento de ligacdo biomolecular.
Medir a transferéncia de calor durante a ligacdo permite a determinacdo precisa das
constantes de ligagao (KD), estequiometria de reacdo (n), entalpia (AH) e entropia (AS).
Isso fornece um perfil termodinamico completo da interagdo molecular e permite elucidar os
mecanismos subjacentes as intera¢gdes moleculares (WILCOX, 2008). Esta compreensao
mais profunda das relacdes estrutura-funcéo pode permitir uma tomada de decisdo mais
confiante em relag@o ao papel da proteina ZF no sistema biolégico. De maneira geral, as
medidas ocorrem por meio de comparagéo entre duas células que existem no calorimetro,
uma delas contém agua e atua como célula de referéncia, a outra contém a amostra (Figura
4A) (WILCOX, 2008). O calorimetro precisa manter essas duas células exatamente na
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mesma temperatura. O ligante é carregado em uma seringa que fica em um dispositivo de
injecdo muito preciso. O dispositivo de injecéo é inserido na célula de amostra contendo
a proteina de interesse. Uma série de pequenas aliquotas de ligante sé@o injetadas na
solugédo de proteina, resultando em isotermas de ligagédo (Figura 4B) (WILCOX, 2008). Os
dispositivos de deteccdo de calor detectam a diferenca de temperatura entre as células
quando ocorre a ligacéo e fornecem feedback para os aquecedores, que compensam essa
diferenca e retornam as células a mesma temperatura. Quando ocorre a ligagédo, o calor
€ absorvido ou liberado e isso é medido por um calorimetro sensivel durante a titulacéo
gradual do ligante na célula da amostra contendo a biomolécula de interesse, permitindo
obter importantes parémetros termodinémicos, tais como estequiometria de reacéo,
constante de ligacédo, entalpia e entropia (Figura 4C). de Jesus et al. utilizou a técnica
de ITC para caracterizar a ligagdo de Zn?* a YdJ1 que havia passado pelo procedimento
de remocgéao de zinco. A Figura 5 mostra a curva do experimento de ITC. Pela Figura 5,
observa-se que as isotermas de ligacdo resultantes se encaixam bem em um modelo de
aparente= ~6:9 £0,2
correspondente é de cerca

um conjunto de sitio de ligagéo. A reacao de ligagéo foi exotérmica com H
kcal mol', que &€ medido diretamente no ITC, e o valor TS

aparente

de 3 kcal mol'. YdJ1 se liga ao Zn?* com um K de 60 + 15mM e uma estequiometria

Daparente
de 0,7 + 0,1 Zn?* por mondémero. Nesse caso, a entalpia reflete a forca da interacdo entre
0 zinco e a proteina em relagdo a do zinco e o solvente. Adicionalmente, os resultados
também sugerem que a entropia contribui para favorecer a ligacédo, indicando que os
residuos de YdJ1 envolvidos na coordenagéo do zinco sofrem pouca ou nenhuma rigidez

conformacional apés a ligagdo (DE JESUS et al., 2019).

Time (min) Tl o o™ w
20 40 60 80 100 120 140 160 I e 1 ‘ ]
Il o ; \H\ c
[l 1
E — ——————]
ot HAERRIYLY o BT e - 5. PR AR |
o £ 3
@
0 1
5 -2x10 -
g 2 aciidll
1 . 3 3 2 -
23x10' b Wolar Ratio Molar Ratio
-4x10"
0 Time (min)
= . o w w
B oo TP WM |
g - { (T D
3 g i
.6 2 ‘w |
5
E .3
T
o
£
I N faaad e N .
W e T {1 k(s LR
Molar Ratio B

Figura 5 — Curvas de ITC para a interagao de Zn com (A) YdJ1, com permissao (RICH et al.,
2012).; (B) Sp1-3, (C) MyT1-2, e (D) GR-2, com permisséo de (RICH et al., 2012). Copyright
(2020) American Chemical Society.
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Em outro estudo, Rich et al. utilizou o ITC para caracterizar a ligagdo do ion Zn?* a
trés peptideos de dominios de ZF que foram (i) ZF de Sp1-3, (i) ZF do fator de transcri¢céo
de mielinal (MyT1-2), e (iii)) a segunda sequéncia de ligagdo do dominio de Zn do receptor
de glicocorticoide (GR-2)(Figura 5B, 5C e 5D) (RICH et al., 2012). Como resultado, eles
observaram que esses peptideos se ligam ao Zn?* pelos residuos Cys2His2, Cys2HisCys

e Cys4, respectivamente. Em relacdo aos parametros termodinamicos, foi observado que

para Sp1-3,n_ .., =073 +0.01, K =(1.5+£02)x10°e AH__ . =-16.5+0.2 kcal/
mol. Para MyT1-2,n,___ '=0.58+0.01,K,_ _ =(7.2+0.8)x10° e AH_ =-14.6+0.2
kcal/mol. E, para GR-2, n =0.82 +0.01, K =(1.0+0.1) x 105e AH =-13.7

aparente aparente aparente

+ 0.2 kcal/mol (RICH et al., 2012).

Obviamente, embora essas observacbes aumentem positivamente a area de
interagéo proteina-zinco, é necessario um trabalho mais extenso para desenvolver uma
andlise termodinamica mais detalhada dessa ligagéo.

4.3 Espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS)

Técnicas analiticas capazes de fornecer informacdes sobre a identidade e as
concentracbes de espécies quimicas em amostras em niveis extremamente baixos
(miligrama, micrograma e picograma) sdo altamente desejaveis (JESUS; DE ARAUJO
ANDRADE, 2020). Nesse sentido, sem duavida alguma, a técnica de espectrometria de
massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) é a estratégia mais utilizada para
a determinagdo de metais em sistemas biologicos (JESUS; ARRUDA, 2020b). O ICP-
MS é extremamente sensivel, e em condi¢des ideais, pode-se obter limites de deteccao
extremamente baixos (ng Kg') de elementos tracos e is6topos. Aléem disso, com o
desenvolvimento da técnica de ionizagdo branda por electrospray (ESI), a combinagéo
de ICP-MS e técnicas de espectrometria de massas orgéanica (ESI-MS/MS) tem se
mostrado uma poderosa ferramenta analitica, possibilitando a quantificagdo simultanea e
identificagcdo estrutural de metalobiomoléculas, como por exemplo, proteinas com dominio
ZF (PESSOA et al., 2020). de Jesus et al. utilizou a técnica de ICP-MS para monitorar o
efeito da remogdo de Zn da estrutura e fungdo de Hsp40. Além disso, usando ICP-MS
foi confirmada a estequiometria de <0,2 mol de Zn por mol de um mondémero de Hsp40,
evidenciando a eficiéncia da técnica para obter dados exatos e precisos (DE JESUS et al.,
2019).

51 CONSIDERAGOES FINAIS

Nao ha duvidas de que as proteinas ZFs, em especial Hsp40, tém um papel crucial na
homeostase celular e no combate e prevencdo de doenca humanas, tais como as doencgas
neurodegenerativa. Além disso, esta claro que embora o cofator zinco seja importante para
a estabilidade térmica e fungéo da Hsp40, a sua auséncia nao afeta a estrutura secundaria.
E importante destacar, também o papel fundamental de técnicas robustas, tais como CD,
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ITC e ICP-MS para caracterizar a estrutura e interagdo entre zinco e as proteinas ZF.
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