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Objetivos 

 O objetivo geral desse trabalho refere-
se ao estudo de como o ambiente redox 
modula o comportamento dos complexos 
supramoleculares (CSMs) da proteína 
recombinante HSPA5 (a Hsp70 humana 
residente no retículo endoplasmático conhecida 
como BIP, do inglês Binding Imunoglobulin 
Protein), bem como a possível ação auto 
proteolítica desta proteína sobre seus CSMs. 
Como objetivo especifico, o projeto visou 
realizar a obtenção e caracterização dos CSMs 
da HSPA5 recombinante por meio de técnicas 
biofísicas e ensaios hidrodinâmicos, avaliando 
sua estabilidade em condições oxidantes e 
redutoras.  

Métodos e Procedimentos  

 A HSPA5 recombinante foi obtida como 
descrito em Silva et al. (2021). O CSM da 
HSPA5 foi obtido como descrito em Kiraly et al. 
(2020). Essa caraterização estrutural foi feita 
por meio de ensaios de Dicroísmo Circular 
(CD), Fluorescência Intrínseca do Triptofano; 
Fluorescência extrínseca com ANS e 
cromatografia de exclusão por tamanho 
analítica. Os experimentos foram realizados em 
tampão TKP (Tris-HCl 25 mM (pH 7,5), 
Na2HPO4 5 mM, NaCl 50 mM e KCl 5 mM). 

Resultados 

A HSAP5 recombinante foi obtida com 
pureza > 95% como atestado SDS-PAGE 12% 
(dados não mostrados). A fração dimérica da 
HSPA5 recombinante obtida por cromatografia 
por exclusão de tamanho (SEC, do inglês Size 
Exclusion Chromatography), na ausência de β-
mercaptoetanol, foi aquecida a 42 ºC por 2h e 
repurificada numa SEC no volume morto 
visando a separação das frações não 
agregadas da HSPA5. 

 Os espectros de CD (Figura 1) 
demonstrou que tanto a HSPA5 monomérica, 
quanto o CSM apresentam estrutura 
secundária, sendo que o da última é 
significativamente menor.  

 

Figura 1. Espectro de CD realizado para HSPA5 
monomérica (controle) e seus CSM na presença e 
na ausência do agente redutor em tampão TKP.  



 

 

 O ensaio de fluorescência intrínseca do 
triptofano (Figura 2) mostrou a presença 
estrutura terciária local na HSPA5 e também no 
seu CSM. Baseado no comprimento de onda 
máximo de emissão de fluorescência (λmax), 
não houve mudança no ambiente químico do 
triptofano. No entanto, houve mudança na 
intensidade de fluorescência sugerindo a 
presença do fenômeno de supressão de 
fluorescência no CSM da HSPA5. 

 

Figura 2. Espectro de Emissão de fluorescência das 
espécies analisadas por Fluorescência Intrínseca do 
Triptofano após excitação foi feita em 295 nm. A 
HSPA5 monomérica apresentou maior intensidade 
de fluorescência (curvas vermelha e azul) do que o 
CSM (curvas rosa e preta). Concentração de 
proteína usada: 2,5 μM. 

 O ensaio de Fluorescência do ANS mostrou 
que o processo de oligomerização da proteína 
HSPA5 levou a maior emissão de fluorescência do 
ANS para as amostras do CSM (curvas vermelha e 
preta), quando comparado a proteína monomérica 
(curvas rosa e azul). O ANS é uma sonda extrínseca 
que se liga a fendas hidrofóbicas na proteína. 
Quanto maior a intensidade de fluorescência da sua 
emissão, maior a quantidade destas fendas 
hidrofóbicas.  

 

Figura 3. Espectro de emissão de fluorescência do 
ANS. A coleta de dados foi realizada de 400 à 600 

nm com λ de excitação em 350 nm.  

 Por fim, o experimento de SEC 
analítica (Figura 4) mostrou a depuração do 
oligômero da HSPA5 em diferentes condições 
redox. Na presença da espécie monomérica, 
em condições oxidantes e redutoras pode 
ocorrer a diminuição de CSM via degradação 
ou desmontagem em espécies oligoméricas 
menores. 

 

Figura 4. O oligômero térmico obtido foi analisado 
por SEC analítica (linha verde) na presença do 
monômero (linha preta), não submetido ao 
aquecimento, em condições oxidantes (linha rosa) e 
redutoras (linha azul). 

Conclusões 

 Os resultados indicam que o processo 
de indução e purificação foram realizados com 



 

 

êxito, atingindo o grau de pureza desejado. O 
processo de caracterização do CSM 
demonstrou que este apresenta estrutura 
secundária e estrutura terciária local. O ensaio 
de fluorescência do ANS mostrou que os CSMs 
apresentaram maior número de fendas 
hidrofóbicas, quando comparado a proteína 
monomérica. Por fim, a partir do ensaio de SEC 
analítica foi possível analisar dois mecanismos 
de depuração dos CSM, influenciados pelo 
ambiente redox.  
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