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Alinhamentos multiplos entre aminoacidos da
proteina de choque térmico HSP70 em distintos
animais por analises de bioinformatica

Multiple alignments between HSP70 thermal shock protein
aminoacids in diverse animals through bioinformatics analysis

Maria do Desterro Azevedo da Silva'®, Jane Eyre Gabriel®!

Resumo

0 presente estudo teve como objetivo investigar o grau de conservagao entre aminodcidos presentes na proteina de cho-
que térmico HSP70 em espécies animais, empregando ferramentas de alinhamentos mdltiplos. Tais andlises comparativas
foram realizadas a partir do algoritmo ExPASy Proteomics Server, capaz de organizar e ordenar dados bioldgicos, inferindo
informacdes cruciais acerca da estrutura e funcao de hiomoléculas. A andlise do segmento peptidico HSP701A, contendo
644 aminodcidos, demonstrou méxima conservagao e identidade entre os residuos da proteina HSP70, correspondendo
a 60% dos residuos totais. Em adicdo, o alinhamento miltiplo entre os aminodcidos da HSP70 nas espécies seleciona-
das demonstrou maior similaridade entre as sequéncias da HSP70 bovina e humana. Os resultados gerados a partir das
sequéncias de aminodcidos da proteina HSP70 em distintas espécies sugerem um elevado grau de similaridade entre
animais geneticamente divergentes. 0 alto grau de similaridade e identidade observado em tais andlises comparativas
reforca a crucial participacdo da proteina de estresse HSP70 nos mecanismos celulares universais de reparo de peptideos
recém sintetizados e nas respostas celulares ao estresse.
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Abstract

The aim of the present study is to investigate the conservation between aminoacids present in the thermal shock protein HSP70
in animal species through multiple alignment bioinformatics analysis. The multiple alignments were performed based on the
ExPASy Proteomics Server, which applies algorithms and statistical techniques to the interpretation, classification and under-
standing of biological datasets, inferring crucial information about the structure and function of biomolecules. The molecular
characterization of the HSP701A peptide segment, containing 644 aminoacids, showed maximum conservation and identity
between aminoacids of HSP70 protein. In addition, multiple alignments between the HSP70 aminoacids in selected species
showed greater similarity between the sequences of the bovine and human HSP70 protein. The results generated from the
aminoacid sequences of HSP70 protein in different species suggest a high degree of similarity (60%). The accentuated similar-
ity and identity observed in these sequences emphasize the crucial involvement of HSP70 stress protein in the universal cellular
mechanisms of repair of newly synthesized peptides and in cellular response to stress.
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Introducéao

Células expostas a acdo de diferentes agentes es-
tressantes promovem a ativagdo de um grupo res-
trito de genes, até entdo quiescentes, expressando
em grande quantidade uma determinada classe de
proteinas, denominadas proteinas de choque tér-
mico HSP (“Heat Shock Proteins”) ou proteinas de
estresse. Desde sua descoberta por Ritossa (1), tais
peptideos vém sendo extensamente identificados
e agrupados em grandes familias: HSP27, HSP47,
HSP60, HSP70, HSP90 e HSP110 (2), de acordo com
suas sequéncias de aminoacidos e com seus pesos
moleculares. Em cada familia, estdo agrupadas di-
ferentes proteinas, tais como HSP72 e HSP73, per-
tencentes ao grupo HSP70, com pesos moleculares
similares, mas apresentando distintos padroes de
indugdo e expressao (3).

Diversos tipos de estresses metabdlicos, tais
como exposicdo ao calor, analogos de aminoacidos,
metais pesados, iondéforos e outras toxinas meta-
bélicas, capazes de afetar a producido de ATP, al-
teram de modo descontrolado a conformacao cor-
reta e, consequentemente, a funcao das proteinas
(4). Isso leva a um acimulo de proteinas incorreta-
mente enoveladas em meio intracelular, caracteri-
zando um mecanismo universal de resposta celular
ao estresse.

Ainda, uma das principais fun¢des biolégicas
atribuidas as proteinas HSPs refere-se a seu pa-
pel como “chaperoninas”, por serem moléculas
biolégicas que, sem fazer parte da estrutura final
de proteinas, evitam interagdes incorretas entre
estas. Aixiliam no término da montagem dessas
proteinas, bem como em sua sintese, e facilitam o
dobramento correto de proteinas recém sintetiza-
das assim como suas translocagdes para os com-
partimentos celulares (5).

Nos ultimos anos, varios trabalhos cientificos tém
descrito a importancia das HSPs na sobrevivéncia
e homeostase celular em uma grande variedade de
organismos (6, 7). Varias sequéncias de aminoaci-
dos correspondentes as proteinas de choque térmi-
co vém sendo regularmente depositadas em bancos
de dados de informacdo bioldgica e uma analise de-
talhada das sequéncias regulatérias desses genes e
de seus motivos tem fornecido importantes evidén-
cias para o entendimento do grau de organizacao,
evolucdo e caracterizagdo desses genes em distintas
espécies de animais. Sendo assim, as ferramentas de

bioinformatica poderdo fornecer novas evidéncias
das bases moleculares envolvidas nos mecanismos
de regulacdo da temperatura corporal animal.

Tendo em vista a fungao protetora desses peptide-
0s em organismos expostos a diversos agentes estres-
santes e o crescente avanco da bioinformatica como
area do conhecimento, o presente projeto de pesquisa
objetivou identificar o grau de conservacdo de ami-
noacidos presentes na proteina de choque térmico
HSP70 entre animais geneticamente divergentes por
analises de alinhamentos multiplos.

Material e métodos

Busca de sequéncias de interesse em
bancos de dados biologicos

As sequéncias de aminodacidos da proteina HSP70
foram obtidas por meio de buscas a partir do banco
de dados de informagao biol6gica ExPASy Proteomics
Server - UniProt knowledgebase (http://www.expasy.
org/sprot), que armazena uma vasta quantidade de
sequéncias de proteinas e suas respectivas caracte-
risticas moleculares. Tal algoritmo permite a analise
e mineracdo de sequéncias especificas de inimeros
genes e proteinas, que foram depositadas ao longo
de décadas e que estdo virtualmente disponiveis ao
acesso publico.

As sequéncias selecionadas para efetuar tais
andlises comparativas representam a sequéncia to-
tal da proteina de choque térmico HSP70 (peptideo
HSP701A), expressas nos seguintes animais: touro
Bos taurus (Q27995), galinha Gallus gallus (P08106),
porco Sus scrofa (P34930), salmdo Oncorhynchus
tschawytscha (Q91233), homem Homo sapiens
(P08107) e camundongo Mus musculus (Q61696).

Alinhamentos multiplos entre
aminoacidos da proteina HSP70

Nas andlises de alinhamentos multiplos foram
empregadas ferramentas disponiveis no programa
computacional ExPASy Proteomics Server - UniProt
knowledgebase (http://www.expasy.ch/sprot/), pos-
sibilitando a investigacdo de similaridades entre se-
quéncias oriundas de diferentes organismos pela com-
paracdo direta entre os segmentos de interesse. Tais
alinhamentos comparativos entre biossequéncias
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fornecem critérios de significancia a partir de para-
metros descritivos avaliativos, discriminando se tal
alinhamento € significativo ou se representa somente
uma mera coincidéncia de alguns poucos pares de ba-
ses com certa identidade entre elas. A sequéncia total
referente a composicdo quimica do segmento pep-
tidico HSP701A foi selecionada a partir de distintas
espécies animais e submetida a comparacdo direta
entre os residuos apresentados em formato FASTA.
Baseado nos resultados de alinhamentos foi estabele-
cido o grau de conservagdo com identidade maxima
ou minima entre os residuos, sendo apresentado
como porcentagem de ocorréncia observada durante
as analises de bioinformatica.

Resultados
Os resultados apresentados na Figura 1 demons-

tram o alinhamento parcial (aminoacidos 1 a 180)
entre os residuos de aminoacidos da proteina HSP70

expressos em distintos animais. Em tais andlises, os
simbolos asterisco (*), ponto (.) e dois pontos (:), ob-
servados na linha inferior em cada série de alinha-
mento, indicam maxima identidade entre todas as
sequéncias analisadas; alteracdo de um residuo de
aminoacido ou alteracdo de dois aminoacidos, res-
pectivamente (Figura 1). Em contrapartida, a ausén-
cia desses simbolos na linha inferior em cada série
indica a presenca de pelo menos trés aminoacidos di-
ferentes entre as sequéncias investigadas (Figura 1).

A andlise do segmento peptidico total correspon-
dente a proteina HSP701A, contendo 644 aminoacidos,
demonstrou maxima conservacdo e identidade entre
os residuos da proteina HSP70, correspondendo a 60%
dos residuos totais. A presenca de pelo menos trés ami-
noacidos diferentes, ocupando a mesma posicdo no seg-
mento proteico, correspondeu a apenas 3% do nimero
total de residuos analisados (644 aminoacidos).

As andlises de alinhamentos multiplos entre os
aminodcidos da HSP70 demonstraram maior simila-
ridade entre as sequéncias bovina e humana, como

Q27975 --MAKNMAIGIDLGTTYSCVGVFQHGKVEI I ANDQGNRTTPSYVAFTDTERLIGDAAKNQ 58
P08107 --MAKAAAIGIDLGTTYSCVGVFQHGKVE I I ANDQGNRTTPSYVAFTDTERLIGDAAKNQ 58
P34930 --MAKSVAIGIDLGTTYSCVGVFQHGKVEI I ANDQGNRTTPSSVAFTDTERLIGDAAKNQ 58
Q61696 --MAKNTAIGIDLGTTYSCVGVFQHGKVE I I ANDQGNRTTPSYVAFTDTERLIGDAAKNQ 58
Q91233 MSSAKGPSIGIDLGTTYSCVGVFQHGKVE I I ANDQGNRTTPSYVAFTDTERLIGDAAKNQ 60
P08106 -MSGKGPAIGIDLGTTYSCVGVFQHGKVE I I ANDQGNRTTPSYVAFTDTERLIGDAAKNQ 59
Q27975 VALNPQNTVFDAKRLIGRKFGDPVVQSDMKHWPFRVINDGDKPKVQVSYKGETKAFYPEE 118
P08107 VALNPQNTVFDAKRLIGRKFGDPVVQSDMKHWPFQVINDGDKPKVQVSYKGETKAFYPEE 118
P34930 VALNPQNTVFDAKRLIGRKFGDPVVQGDMKHWPFRVINDGDKPKVQVSYKGETKGFYPEE 118
Q61696 VALNPQNTVFDAKRLIGRKFGDAVVQSDMKHWPFQVVNDGDKPKVQVNYKGESRSFFPEE 118
Q91233 VAMNPNNTVFDAKRLIGRKFNDQVVQADMKHWPFKVVSDGGKPKVQVDYKGENKSFNPEE 120
P08106 VAMNPTNTIFDAKRLIGRKYDDPTVQSDMKHWPFRVVNEGGKPKVQVEYKGEMKTFFPEE 119
Q27975 ISSMVLTKMKEITAEAYLGHPVTNAVITVPAYFNDSQRQATKDAGVIAGLNVLRIINEPTA 178
P08107 ISSMVLTKMKEITAEAYLGYPVTNAVITVPAYFNDSQRQATKDAGVIAGLNVLRIINEPTA 178
P34930 ISSMVLTKMKEITAEGYLGHPVSNAVITVPAYFNDSQRQATKDAGVIAGLNVLRIINEPTA 178
Q61696 ISSMVLTKMKEITAEAYLGHPVTNAVITVPAYFNDSQRQATKDAGVIAGLNVLRIINEPTA 178
Q91233 ISSMVLVKMRE I AEAYLGQKVSNAVITVPAYFNDSQRQATKDAGVIAGLNVLRIINEPTA 180
P08106 ISSMVLTKMKEITAEAYLGKKVETAVITVPAYFNDSQRQATKDAGTITGLNVMRIINEPTA 179

Figura 1 - Alinhamento multiplo parcial (residuos 1 a 180) entre as sequéncias da proteina HSP70 em distintos animais. As
sequéncias selecionadas foram: Q27975 (touro Bos taurus), P08107 (homem Homo sapiens), P34930 (porco Sus
scrofa), Q61696 (camundongo Mus musculus), Q91233 (salmdo Oncorhynchus tschawytscha) e P08106 (galinha
Gallus gallus). Os simbolos asterisco *, ponto . e dois pontos : (apresentados na linha inferior em cada série de
alinhamento) indicam maxima identidade entre todas as sequéncias, alteracao de um residuo de aminoacido
ou alteracao de dois aminoacidos, respectivamente. A auséncia desses simbolos na linha inferior em cada série
indica a presenca de pelo menos trés aminoacidos diferentes entre as sequéncias analisadas

Fonte:Dados da pesquisa.
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pode ser observado nas andlises comparativas de-
monstradas na Figura 1 (primeira e segunda linhas
representando as sequéncias bovina e humana, res-
pectivamente). Entretanto como observado na Figura 1,
maior divergéncia entre as sequéncias da HSP70 foi
observada entre os animais touro e galinha (primeira
e dltima linhas do alinhamento, respectivamente).

Discussao

As descobertas apresentadas neste estudo de-
monstram o alto grau de conservac¢do entre ami-
noacidos presentes na proteina de choque térmico
HSP70 em espécies animais empregando ferramen-
tas de bioinformatica. Em tais analises comparativas,
alto grau de identidade foi observado entre os ami-
noacidos presentes na proteina HSP70, sendo cons-
tatada similaridade de 60% entre os residuos totais
(Figura 1).

As semelhangas identificadas entre sequéncias de
nucleotideos e aminodacidos, como resultado de simi-
laridades, permitem assim a inferéncia e a caracteriza-
¢do estrutural e funcional de importantes biomolécu-
las (8,9). A alta similaridade das sequéncias peptidicas
entre as espécies analisadas nesse estudo pode estar
associada a funcao da proteina HSP70 como molécula-
-chave no desencadeamento de mecanismos univer-
sais de defesa e de reparo de peptideos recém sinteti-
zados. De fato, muitas propriedades moleculares tém
sido desvendadas em estudos empregando ferramen-
tas de bioinformatica, acarretando significativas im-
plica¢bes evolutivas. Tem sido estabelecido que as es-
pécies progressivamente acabem divergindo e que as
estruturas de determinadas proteinas acompanham
essas divergéncias progressivamente (10).

Investigar eventos biolégicos em nivel molecular
€ um dos caminhos indispensaveis para a compreen-
sdo global de assuntos tdo relevantes e os biologistas
moleculares tendem a utilizar métodos estatisticos,
capazes de analisar grandes quantidades de dados
bioldgicos para inferir fungdes de genes e para de-
monstrar relacdes entre genes e proteinas. Os resul-
tados apresentados no presente estudo demonstram
que os genes de choque térmico mantém-se altamen-
te conservados, mesmo entre espécies de animais
pertencentes a filos evolutivamente tdo divergentes
(Figura 1). Em adicao, tais analises comparativas de
alinhamento multiplo exibiram baixa discriminacdo

entre as espécies ao longo do processo evolutivo em
funcdo do alto grau de similaridade observado entre
os residuos de aminoacidos da HSP70 (Figura 1).

O principal mecanismo de acdo das proteinas de
choque térmico, mediante o qual conferem protecao,
seria seu papel bioldgico como "chaperoninas” mole-
culares (11). Tal fun¢ao impede interacdes incorretas
durante a sintese, dobramento e degradagao protei-
ca. O dobramento das proteinas é um processo de
conversdo das cadeias lineares de polipeptidios em
estruturas tridimensionais, as quais possibilitam que
tais biomoléculas possam exercer todas as suas ati-
vidades vitais (12). Gragas a seu papel citoprotetor
em resposta a distintos estresses, Craig e Gross (13)
postularam que as proteinas de choque térmico po-
deriam funcionar como “termémetro celular”.

Baseado nas evidéncias apresentadas por anali-
ses de alinhamentos multiplos, as descobertas apre-
sentadas no presente estudo sugerem que o elevado
grau de similaridade e identidade da proteina de cho-
que térmico HSP70 entre as mais variadas espécies
de animais poderia reforcar a crucial participa¢do
desse peptideo nos mecanismos celulares de reparo
de peptideos recém sintetizados e nas respostas ce-
lulares ao estresse em distintos vertebrados.
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