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I- Introdução 

1. Miosinas não-convencionais 

As miosinas são uma superfamília de proteínas motoras, amplamente distribuídas pelos 

diferentes tipos celulares, que através da hidrólise de ATP, são capazes de gerar energia 

para o seu deslocamento sobre filamentos de actina, desempenhando um importante papel 

na movimentação de organelas, no transporte de proteínas e RNA, na manutenção da 

arquitetura celular, na transdução de sinais e morfogênese (WHEATLEY et al., 1995; 

TZOLOVSKY et al., 2002; ROYOU et al., 2004; MERMALL et al., 2005).  

As miosinas, em geral, compartilham de três domínios característicos: domínio motor 

conservado (cabeça) que possui um sítio de ligação para actina e outro para hidrólise de 

ATP; adjacente a este se encontra o domínio regulatório (pescoço) contendo normalmente 

até seis motivos IQ, com consenso de sequência IQxxxRGxxxR, o qual possui sítio de 

ligação para íons Ca2+ e cadeias leves de calmodulina; e na porção C-terminal localiza-se o 

domínio cauda, cuja algumas possíveis funções são (I) a ancoragem e posicionamento do 

domínio motor, (II) dimerização e (III) interação com os componentes celulares a serem 

transportados (figura 1) (BONAFÉ e SELLERS, 1998; SELLERS, 2000; ODRONITZ et 

al., 2007). 
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mesmo possuir especificidade para diferentes compartimentos/componentes celulares. O 

domínio cauda é muito variável quanto ao tamanho e funcionalidade, variando de acordo 

com a classe. Neles ainda estão inseridos muitos domínios ou subdomínios funcionais, 

(coiled- coil, MyTH1, MyTH4, SH3, Dilute e FERM) os quais interagem as cargas 

moleculares celulares. Há ainda, aqueles domínios que podem estar localizados 

anteriormente a cabeça reguladora, tais como SH3 e quinase (YAMASHITA et al., 2000; 

TZOLOVSKY et al., 2002). 

 Há ainda a classe órfã na qual estão inclusas proteínas que apresentam 

características peculiares, seja no domínio motor, no pescoço ou na cauda, e, portanto não 

podem ser enquadradas em nenhuma das classes, até que estudos mais específicos sejam 

feitos (TZOLOVSKY et al.,2002).  

As miosinas de classe I, de modo geral, possuem um domínio motor característico e 

uma cauda curta, e estão envolvidos em fenômenos como ligação a membrana, associação à 

vesículas e proteínas (MORGAN et al.,1994). Elas diferem de outras miosinas pelo fato de 

apresentarem uma pequena cadeia pesada e não formar filamentos grossos (POLLARD e 

DOBERSTEIN, 1991). Em D. melanogaster já foram descritas Myo1a (gene Myo31DF), 

Myo1b (gene Myo61F) e Myo1c (gene Myo95E), sendo que as duas primeiras foram 

bastante estudadas do ponto de vista estrutural. Elas diferem principalmente no motivo IQ e 

no tamanho da cauda (MORGAN et al., 1994). Já a miosina Myo1c contém um domínio 

cauda característico dessa classe; aparentemente a cauda se liga a fosfolipídios e filamentos 

de actina (TZOLOVSKY et al.,2002). 

As miosinas de classe VI consistem de um domínio motor N-terminal, um curto 

pescoço com somente um domínio IQ, uma cauda central e um domínio de ligação à cargas 

moleculares C-terminal (HASSON e MOOSEKER, 1994) (figura3). A classe VI é 

representada pelo gene Jaguar, expresso em células foliculares migratórias de D. 

Melanogaster, bem como também nas células de borda que migram por entre as células 

enfermeiras e se alojam na região anterior do oócito, desempenhando importante função na 

oogênese. Insetos deficientes nesse gene apresentam malformações nas patas e asas que 

podem levar a letalidade, indicando que este gene é essencial na morfogênese do disco 

imaginal e das células epiteliais foliculares (DENG, 1999; PETRITSCH et al., 2003). Essa 

classe foi inicialmente descrita em Drosophila (KELLERMAN e MILLER, 1992) e 



6 
 

apresenta propriedades celulares únicas devido sua movimentação na direção da 

extremidade negativa dos filamentos de actina, direção oposta à de miosinas de outras 

classes conhecidas (NOUGUCHI et al., 2006; WELLS et al., 1999).  

As miosinas de classe VII incluem em Drosophila melanogaster, Myo7a (gene 

crinkled) e Myo7b (gene Myo28B) que apresentam 74% de similaridade entre si. A Myo7a 

apresenta na região do pescoço cinco motivos IQ e uma região em coiled-coil na cauda que 

permite a sua oligomerização de maneira a formar duas porções distintas. Myo7a possui 

importante papel no transporte de membrana e função dos estereocílios (TZOLOVSKY et 

al., 2002), já Myo7b apresenta quatro motivos IQ e exerce sua função na adesão celular e 

na fagocitose (YANG et al., 2005).  

A miosina classe XVIII (Mhcl), possui uma estrutura bastante complexa e de alta 

expressão durante o ciclo de vida de D. melanogaster. Das sete isoformas traduzidas, duas 

são altamente expressas enquanto as outras cinco são expressas em menor quantidade 

(TZOLOVSKY et al., 2002). 

O gene Myo29D possui um domínio motor que não apresenta similaridade a 

nenhuma das classes descritas até o momento e, portanto, recentemente foi classificada 

como pertencente à classe 20 (exclusiva de insetos). Além disso, esse gene apresenta três 

exons na porção 5’ do gene que sofrem splicing alternativo produzindo pelo menos três 

isoformas, sendo que duas destas estão presentes durante todos os estágios de 

desenvolvimento de Drosophila. A proteína codificada por Myo29D apresentou 45% de 

similaridade com a miosina das classes V, VII e X de diferentes espécies, suficiente para 

que seja considerada uma miosina, porém, não para ser classificada como membro de 

alguma dessas classes. Ela também apresenta um pequeno domínio transmembrana em sua 

cauda, rico em resíduos de prolina e teve sua função implicada no tráfego de membrana, 

transdução de sinal e manutenção da arquitetura celular (TZOLOVSKY et al., 2002).  

3. Miosinas alvo 

Do ponto de vista funcional, as miosinas de classe III, V e XV são bastante 

interessantes funcionalmente e ainda pouco exploradas do ponto de vista bioquímico e 

estrutural.  
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3.1 Classe III  

As miosinas de classe III são as mais divergentes, em relação ao tamanho e função, 

e seus papéis são fundamentais em funções sensoriais. Segundo Morgan e colaboradores 

(1994), desempenham importante papel no sistema visual, transportando calmodulina, uma 

proteína regulatória Ca2+-dependente envolvida na transdução de sinais.  

Os genes MYO3A e MYO3B, responsáveis pela transcrição de miosinas III em 

humanos, encontram-se localizados no cromossomo 10p11. Mutações no gene MYO3A 

pode gerar a síndrome da perda progressiva da audição (DFNB30), enquanto mutações no 

gene MYO3B resultam na síndrome de Bardet-Biedl, caracterizada por obesidade (DOSÉ e 

BURNSIDE, 2000). 

Em D. melanogaster, o gene ninaC, o qual codifica a miosina III, ao sofrer 

mutações, resulta em fenótipo de deficiência visual e aberrações eletrofisiológicas, 

mostrando seu papel fundamental na fototransdução, assim como na degeneração de 

receptores luz-dependentes. O gene possui duas diferentes isoformas, p174 e p132 

(MONTELL e RUBIN, 1988). 

As proteínas codificadas por ninaC possuem um domínio quinase responsável pelo 

feedback negativo na regulação da foto-resposta. Deleções do domíno quinase de p174 

geram, além de defeitos na resposta eletrofisiológica, a degeneração da retina e perda da 

sua localização nas microvilosidades do rabdômero, já que esse domínio fosforila diversos 

substratos incluindo a outra isoforma do gene, p132. Ambas as isoformas ligam cadeias 

leves de calmodulina, porém sugere-se que p174 seja necessária para a localização de 

calmodulina e de foto-receptores e integridade do rabdômero. Enquanto, p132 tem papel 

importante no transporte de fotoreceptores de membrana (figura 4) (HICKS et al., 1996; 

LEE e MONTELL., 2004; LI et al., 1998; NG et al., 1996; PORTER et al., 1992; PORTER 

et al., 1993; WILLIAMS, 1991).  
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propiônico (AMPA) e receptores de acetilcolina, mostrando a sua importância em 

processos de sinalização e manutenção das junções sinápticas neuromuscular e neuronais 

(CORREA et al., 2008; MENASCHE et al., 2003; PASTURAL et al., 1997; RÖDER et al., 

2008, RÖDER et al., 2010; RUDOLF et al., 2011; SELLERS AND KNIGHT, 2007; 

VOLPICELLI et al., 2002). 

De maneira geral, as miosinas dessa classe possuem um domínio motor conservado 

seguido de seis motivos IQ regulatório e uma cauda característica, apresentando trechos de 

coiled-coil intercaladas com regiões coil, e um domínio globular. A cauda globular é 

responsável pela estabilização da forma inibida da miosina V sendo que experimentos de 

criomicroscopia eletrônica mostraram a inibição do domínio motor, formando uma 

estrutura coneflower-like, (figura 3 e 6B) (BONAFÉ & SELLERS, 1998). Este domínio é, 

também, responsável pela ligação a carga molecular através de interações diretas ou 

indiretas com vesículas e organelas. (figura 6). (LI et al., 2006; LIU et al., 2006).  A cauda 

contém ainda sítios de ligação para adaptadores moleculares como pequenas GTPases, 

PTEN e RILPL2, envolvidos em vias de crescimento, tamanho e forma de células 

neuronais (KREIS et al., 2010; LISÉ et al., 2009; RÖDER et al., 2010; ROLAND et al., 

2009; VAN DIEPEN et al., 2009. 
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O domínio cauda de D. melanogaster está mais relacionado ao de humano em 

comparação ao de invertebrados, contendo um número comparável de porção colied-coil e 

seguido pela cauda globular. Devido à proximidade de estrutura do domínio cauda de inseto 

ao de mamífero infere-se que podem desempenhar funções próximas, tais como o 

transporte de vesículas. Por outro lado, divergências na estrutura primária podem indicar 

outros possíveis alvos moleculares (BONAFÉ e SELLERS, 1998; RUDOLF et al., 2011). 

3.3 Classe XV 

A classe XV são as miosinas de maiores cadeias já descritas; seu gene possui 66 

exons, sendo que o segundo exon codifica um domínio rico em prolina na região N-

terminal da miosina tanto de camundongo (gene shaker) como humano (gene Myo10) não 

possuindo homologia a qualquer outra proteína. O domínio cauda não possui nenhuma 

região predita para coiled-coil, porém há similaridade com as miosinas de classe VII, pelo 

fato de possuir os domínios MyTH4, FERM e SH3. 

Sisyphus ou MYO10A é o gene representante da classe XV em D. melanogaster e é 

expresso na progressão dos estágios larvais. A região N-terminal é curta e o seu pescoço 

apresenta quatro motivos IQ, sendo que adjacente há uma pequena região coiled-coil. A 

isoforma mais longa possui 5 exons e representa pouco mais de 5% da quantidade total de 

mRNA para esta miosina, por outro lado, a isoforma mais curta é expressa em grande 

quantidade e nesta dois exons estão ausentes (TZOLOVSKY et al.,2002). A miosina XV de 

D. melanogaster é necessária no processo de fechamento dorsal, onda há movimentação 

epitelial e morfogênese embrionária. Durante esse processo as células epiteliais exibem 

protrusões celulares: lamelopódios e filopódios, responsáveis pelo fechamento dorsal. 

Dentre esses, as cargas moleculares reconhecidas pelo domínio FERM estão a DE-caderina 

(proteína de adesão focal) e diversas proteínas reguladoras de microtúbulos que também 

possuem papel fundamental no fechamento dorsal (BERG e CHENEY, 2002; FAIX E 

ROTTNER, 2006; JACINTO et al., 2002; LIU et al., 2008; MERMALL et al., 1998).  

Os subdomínios FERM (superfamília F, erezin, radixin and moesin) interagem com 

domínios citoplasmáticos de proteínas de membranas integrais como CD44, CD43 e 

ICAM2 funcionando como conectoras entre a membrana celular e o citoesqueleto de actina. 

No caso das miosinas, esse domínio foi descrito em diferentes classes, tais como XV e VII, 
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possuindo importância fundamental nos sistemas auditivo e vestibular (ANDERSON et al., 

2000; CHRISHTI et al., 1998; YONEMURA et al., 1998). Zhang e colaboradores (2004), 

mostraram que o domínio FERM da miosina XV humana se liga a β-integrinas e as 

transporta para as extremidades filopodiais, sendo necessária para a extensão dos filopódios 

e aderência ao substrato. 

Mutações no gene na região cauda da miosina XV de camundongo estão associadas 

à surdez, assim como para o ortológo em humanos. Experimentos de impregnação por 

imunofluorescência mostraram que a miosina XV está presente no corpo celular e 

estereocílios de pêlos (LIANG et al., 1999; PROBST et al., 1998; WANG et al., 1998). 

Wu e colaboradores (2011) resolveram a estrutura tridimensional do domínio SH3-

MyTH4-FERM da miosina VIIa de camundongo (gene myo7a) (figura 8), trazendo 

informações valiosas quanto a variedade de cargas moleculares capazes de se ligarem a 

proteína, entretanto, nenhum desses domínios foram caracterizados estruturalmente em 

miosinas de insetos. O complexo MyTH4-FERM da miosina X humana, teve sua estrutura 

resolvida por cristalografia de raios-X resolvida a 2,55Å, mostrando a composição 

predominantemente de hélices-alfa, mas também de folhas-beta (HIRANO et al., 2011). 
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II- Objetivos 

1. Objetivos gerais 

Obtenção de informações estruturais dos domínios funcionais das miosinas não-

convencionais de classe III, V e XV, presentes em Drosophila melanogaster através de 

ferramentas cromatográficas,  biofísicas e por espalhamento e/ou difração de raios X. 

2. Objetivos específicos 

  2.1. Seleção dos domínios alvos através de análises in silico 

2.2. Clonagem e expressão em escala analítica para verificação das 

construções expressas na fração solúvel 

2.3. Escolha de, ao menos, um alvo para caracterização estrutural 

2.4. Expressão e purificação em larga escala do alvo selecionado 

2.5. Caracterização espectroscópica do alvo através de técnicas como 

dicroísmo circular (CD- Circular Dichroism), espalhamento dinâmico de luz (DLS - 

Dynamic Light Scattering) e espalhamento de raios X a baixos ângulos (SAXS - 

Small Angle X-ray Scattering) 

2.6. Ensaios de cristalização e tentativas de determinação da estrutura 

tridimensional por cristalografia de raios X.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



18 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



19 
 

III- Material e Métodos 

1. Análise in silico para a seleção de alvos 

Foram identificados genes codificadores de miosinas de D. melanogaster e seus 

possíveis splicings em bancos de dados como NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), 

Uniprot (http://www.uniprot.org/), FlyBase (http://flybase.org/) e Cymobase (ODRONITZ 

e KOLLMAR, 2007), os quais originam diferentes isoformas de proteínas a partir de um  

mesmo gene.  

Para cada uma das proteínas traduzidas foram feitas análises em dois níveis 

estruturais: predição de enovelamento, através dos servidores FoldIndex (PRILUSKY et 

al., 2000), DISOPRED2 (WARD et al., 2004) e DisEMBL (LINDING et al., 2003a), 

indicando as possíveis regiões ordenadas e desordenadas, e predição de estrutura 

tridimensional da molécula, através de modelagem molecular pela utilização do servidor I-

TASSER (ZHANG, 2008), o qual consiste na construção de um modelo baseado em 

proteínas com alto grau de similaridade ou proteína homóloga descrita no Protein Data 

Bank (http://www.pdb.com).  

Preditores, como DisEMBL e DISOPRED2, calculam, a pontuação referente a cada 

aminoácido da sequência; pontuações acima de 0,05 para DISOPRED2 e 0,5 para 

DisEMBL, indicam proteína desordenada. DISOPRED2 utiliza-se da média geométrica em 

seu algoritmo, o que pode resultar na distribuição errônea da pontuação, uma vez que a 

faixa de pontuação dos resíduos ordenados é muito estreita, enquanto a faixa dos 

desordenados, muito ampla. Seu banco de dados compreende 715 proteínas, onde 176550 

resíduos são classificados ordenados e 4590, desordenados (PRILUSKY et al., 2005; 

WARD et al., 2004) 

O preditor FoldIndex, por outro lado, implementou um algoritmo capaz de calcular a 

pontuação total da sequência, gerando somente a pontuação final, sendo abaixo de 0,0, 

considerada desordenada. O banco de dados de FoldIndex é composto por 39 proteínas e 

domínios, descritos na literatura como desordenados, e 151 proteínas ordenadas, descritas 

no Protein Data Bank (PRILUSKY et al., 2005). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.uniprot.org/
http://flybase.org/
http://www.pdb.com/
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tamanho, temperatura de melting (Tm) e possíveis hairpins baseando-se no conteúdo de 

citosinas e guaninas das sequências.  A tabela 1 mostra os oligonucleotídeos iniciadores 

desenhados com os respectivos sítios de restrição. 

 

Tabela 1. Oligonucleotídeos iniciadores construídos para cada alvo. Os iniciadores sense possuem sítio de 
restrição para BamHI (negrito) e NdeI (sublinhado) enquanto os anti-sense possuem sítio de XhoI (negrito e 
itálico). O tamanho dos amplicons a serem gerados variam entre 500 e 1200pb. As temperaturas de melting 
(Tm) específica e total está descrita para cada iniciador (°C). 

 
Classe 

Protein ID 
(NCBI) 

 
Domínio 

Oligonuclotídeo 

 
Tamanho  
Amplicon 

(pb) 
 

Sense Anti-sense 

576 
III 

DmMyo3  
 

(Isoforma B) 
NP_523503.2 

 

Kinase 
(KIN-f) 

DM21F101 
 

GGATCCCATATGCT
GCAGATTATCGCCG

CCACT 
 

Tm total= 71,3°C 
Tm específica= 64,1°C 

DM21R282 
 

CTCGAGTTAGAGGA
ATGGATGCTCCACC

ATCTCAAC 
 

Tm total= 71,4 
Tm específica= 67,5 

V 

DmMyo5  
 

(Isoforma C) 
NP_724569.1 

 
Cauda 

globular 
(GT-f) 

 

DM5F1418 
 

GGATCCCATATGAT
GAAGTTCCACAGCA

GCGATCTG 
 

Tm total= 71,8°C 
Tm específica= 66,1°C 

DM5R1794 
 

CTCGAGTTATCCAGA
TTAAGATGCGACGG

TAGT 
 

Tm total= 68,8°C 
Tm específica= 64,5°C 

1152 

 
Cauda 

globular: N-
Terminal 

(GLOB_1) 
 

DM5F1418 
 

GGATCCCATATGAT
GAAGTTCCACAGCA

GCGATCTG 
 

Tm total= 71,8°C 
Tm específica= 66,1°C 

DM5R1572 
 

CTCGAGTTAATCATT
GTTGAGAATCGCTG

GCACTAT 
 

Tm total=69,8°C 
Tm específica= 66,0°C 

486 

 
Cauda 

globular: C-
Terminal 

(GLOB_2) 
 

DM5F1603 
 

GGATCCCATATGGC
CTGGAAGCAACTGA

TCGGG 
 

Tm total= 73,4°C 
Tm específica= 66,4°C 

DM5R1754 
 

CTCGAGTTATTGCAT
TTGTCGGGCGTTCAG 
 

Tm total= 69,5°C 
Tm específica= 65,2°C 

477 

XV 

DmMyo15  
 

(Isoforma C) 
NP_572669.2 

 

FERM 
(FERM-f) 

DM15F2725 

 
GGATCCCATATGTC
AGCCAGGCGACAGA

TCTACCGC 
 

Tm total= 71,5°C 
Tm específica= 64,6°C 

DM15R2941 
 

CTCGAGTTAGAAGC
TGCTGCCGAAGAG 

 
Tm total= 68,6°C 

Tm específica= 61,8°C 

672 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_523503.2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_724569.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_572669.2
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2.2 Extração de RNA de Drosophila melanogaster 

Os insetos foram disponibilizados pela Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto 

(FMRP- USP), pelo departamento de Biologia Celular e Molecular, sendo a Profa. Dra. 

Enilza Maria Espreáfico responsável pelo Laboratório de Biologia Celular e Molecular do 

Câncer.  

Dez indivíduos de Drosophila melanogaster selvagens, sendo 5 machos e 5 fêmeas, e 

10 pupas foram coletados. Posteriormente, os indivíduos foram desacordados com gás 

carbônico (CO2) e estocados em tubos de centrifuga. Em seguida o tubo foi congelado em 

nitrogênio líquido. As pupas coletadas estavam em diferentes estágios da fase pupar. 

O método TRIzol de extração de RNA, amplamente utilizado, é  composto por 

agentes desnaturantes fortes tais como fenol, isotiocianato de guanidina e outros reagentes 

que mantém a integridade do RNA na ruptura de tecidos. Os tubos foram, então, estocados 

em gelo e a cada um deles foi adicionado TRIzol® RNA Isolation Reagent (Invitrogen) e os 

indivíduos triturados. Seguindo o protocolo do fabricante, o RNA extraído foi armazenado 

a -80°C; o posterior acréscimo do clorofórmio permite a separação em fase aquosa e 

orgânica, sendo o RNA presente na fase aquosa e precipitado pela adição de isopropanol.  

Após a lavagem com etanol 75% (v/v) tratado com dietilpirocarbonato (DEPC) 0,1% 

(v/v),  as amostras para estoque a -80°C foram resuspendidas em etanol 75% (v/v) DEPC, e 

aquelas para uso imediato, resuspendidas em água tratada com DEPC. 

As ribonucleases (RNAses) representam grande preocupação, pois são capazes de  

degradar e prejudicar a integridade do RNA. Essas enzimas são provenientes de diversas 

fontes como tecidos (pele), ou, até mesmo, dos materiais utilizados no experimento, 

portanto, todas as precauções foram tomadas, incluindo o uso de água DEPC para a 

suspensão dos precipitados, a fim de garantir a inativação de RNAses. 

 

2.3 Síntese da fita complementar de DNA (cDNA) 

 O processo de separação das fases na extração do RNA, mesmo quando realizada 

com precaução, pode resultar na contaminação da amostra com DNA total, portanto, para a 

eliminação de quaisquer traços de DNA total, a amostra foi tratada com a 

desoxiribonuclease I (DNAse I), uma endonuclease capaz de clivar o DNA nas ligações 
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fosfodiéster, promovendo sua degradação. Na reação de síntese de cDNA, foi utilizado o 

oligo pd(N)6, um hexâmero randômico que permite a cópia de mRNA de fragmentos que 

não possuem a cauda de poli (A); sendo que sua temperatura de extensão é a 37°C.  

As concentrações de RNA, tanto de pupa como de adulto, foram determinadas em 

comprimento de onda de 260 nm no equipamento NanoDrop (ThermoScientific) para o 

cálculo da proporção de DNAse I (Invitrogen) a ser adicionada, de acordo com as 

instruções do fabricante. Em seguida, a reação foi inativada pelo aumento da temperatura 

(65°C) e adição de EDTA, o qual é capaz de quelar os íons essenciais para a atividade 

DNAse. 

  Após tratamento com DNAse I, os  RNAs correspondentes a pupa e adulto foram 

tratados com os reagentes do kit First Strand cDNA Synthesis®  Kit (GE) nas quantidades 

recomendadas pelo fabricante e aquecidos em termociclador a 37°C, durante 1h, para a 

síntese da fita complementar de DNA dos genes de interesse. 

 

2.4  Amplificação dos fragmentos de gene a partir do cDNA por Reação 
em Cadeia da Polimerase (PCR) 

A reação em cadeia da polimerase ou PCR, descrita em 1986 por Kary Mullis, permite 

a produção de grandes quantidades de um determinado fragmento de DNA, in vitro, a partir 

de uma única cópia de cDNA. Os desoxiribonucleotídeos fosfatados (dNTPs) são os 

nucleotídeos e a base da reação, compondo os novos fragmentos de DNA gerados.  

A. Montagem da reação 

A fim de garantir máxima eficiência na amplificação dos genes das construções alvo, 

utilizou-se a enzima Platinum® Taq DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen), nas 

quantidades recomendadas pelo fornecedor. 

As condições para que a amplificação dos genes fosse efetiva consistiu de 5 min a 

94°C para garantir a desnaturação total do DNA. Para o anelamento dos oligonucleotídeos 

iniciadores a sequência de DNA, foram montados diferentes ciclos levando-se em conta: a 

temperatura de melting (Tm) média da região específica e Tm média de todo o iniciador 

(incluindo os sítios de restrição) (equação 1) 

 

http://tools.invitrogen.com/content/sfs/manuals/platinumtaqhifi_pps.pdf
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Os vetores de sistema pGEM T-easy são linearizados contendo uma timina em sua 

porção 3´que favorecerá a ligação dos produtos de PCR, os quais por ação da DNA Taq 

polimerease possuem uma adenina na região 5´. Para a inserção dos fragmentos no vetor, a 

T4 DNA ligase foi empregada, promovendo a ligação da extremidade 5´fosfato do 

fragmento a extremidade 3´hidroxil do vetor, nesse caso, de maneira coesiva.  

B. Transformação da ligação em pGEM  T-easy em E. coli DH5α 

Sabendo que o fenômeno de incorporação de DNA do meio pela bactéria é um 

fenômeno raro, as bactérias DH5α competentes foram preparadas com cloreto de cálcio, 

cuja finalidade é neutralizar as cargas negativas da membrana bacteriana mantida a baixas 

temperaturas. Quando submetidas a um choque térmico de 42°C, são formados poros na 

membrana bacteriana, permitindo que o DNA recombinante seja permeado para o interior 

da célula bacteriana. Portanto, as reações de ligação foram transformadas em cepa de E. 

coli DH5α termocompetentes, na qual incuba-se a bactéria por 30 min em banho de gelo, 1 

min e 30 seg a 42°C em banho-maria e novamente em banho de gelo por 1 min. Meio 

Luria-Bertani (LB) foi adicionado as bactérias que, então, permaneceram crescendo a 

200rpm por 1h a 37°C.  As culturas foram plaqueadas em meio LB com 12g L-1 de ágar, 

100µg mL-1 ampicilina (antibiótico de seleção do vetor) e 12 mg mL-1 de  X-gal  

As placas permaneceram na estufa bacteriana a 37°C por cerca de 16 h e 

posteriormente armazenadas a 4°C. 

Após crescimento, o clone recombinante foi identificado em meio seletivo contendo 

X-gal. O vetor pGEM T-easy possui os promotores de T7 e SP6 RNA polimerase que 

flanqueiam a região do poly-linker dentro da região codificadora para a β-galactosidase. 

Quando o fragmento ou inserto de interesse é ligado, há interrupção na região codificadora 

da enzima, sendo assim, as bactérias recombinantes não são capazes de degradar o X-gal, 

um análago da lactose, e a colônia permanece na coloração branca. As colônias, que por 

outro lado, que não possuem o inserto, são capazes de degradar o X-gal em galactose e 5-

bromo-4-cloro-3-hidroxiindol, resultando na coloração azul. 
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C. Seleção de clones por reação em cadeia da polimerase (PCR) 

Foram selecionadas 8 colônias brancas resistentes a ampicilina (possíveis clones 

positivos) da placa de cada uma dos genes e inoculadas em 5mL de meio LB 100 μg mL-1 

ampicilina para crescimento a 200 rpm durante 16 h a 37°C. 

Uma alíquota de cada cultura foi adicionada a uma reação de PCR com reagentes do 

kit Platinum® Taq DNA Polymerase  (Invitrogen), contendo os oligonucleotídeos 

iniciadores do sítio de clonagem de pGEM T-easy, M13 sense e anti-sense . Os ciclos para 

a amplificação dos insertos compreenderam a desnaturação do DNA durante 5min a 94°C; 

35 ciclos constituídos de: desnaturação durante 30 seg a 94 °C, anelamento durante 30 seg 

a 55°C e extensão durante 2 min (1seg para cada base) a 72°C; e um hold para extensão 

final de 7 min a 72°C.  A reação foi interrompida pelo resfriamento a 4°C. A confirmação 

dos clones contendo o fragmento de tamanho esperado ocorreu pela aplicação de uma 

alíquota dos produtos em gel 1% agarose e, posteriormente, visualizados em luz 

ultravioleta. 

As culturas dos clones positivos, contendo os fragmentos de tamanho esperado, foram 

centrifugados a 6800g durante 3min e os precipitados submetidos às purificações 

plasmidiais do kit QIAprep® Quiagen, para posterior sequenciamento.  

D. Confirmação de clones por sequenciamento 

Levando em conta os tamanhos de algumas construções, como GT-f e FERM-f, 

serem superiores a 500 pares de bases, a probabilidade de haver mutações, deleções e 

inserções são altas, portanto, foram realizados os sequenciamentos dos clones de todas as 

construções pelo método automatizado adaptado ao de Sanger (1975).  

Assim, a fim de verificar possíveis mutações, deleções ou inserções de bases, as 

reações contendo os clones foram sequenciados em equipamento 3130 XL (Applied 

BioSystems), utilizando os iniciadores do vetor, nesse caso, M13 sense ou anti-sense. 

O método enzimático é baseado na atividade natural de polimerização de 

nucleotídeos pela DNA polimerase, capaz de estender a cadeia através adição de 

nucleotídeos complementares a uma fita-molde, a terminação da cadeia consiste pela adição 

de didesoxirribonucleotídeos (ddNTPs). Os ddNTPs são análogos aos nucleotídeos, pois 

possuem um hidrogênio (H) na extremidade 3´ no lugar da hidroxila (OH), e, assim, 

http://tools.invitrogen.com/content/sfs/manuals/platinumtaqhifi_pps.pdf
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nenhum outro nucleotídeo poderá se ligar através da ligação fosfodiéster. Este processo 

resulta na terminação da sequência de nucleotídeos (SPEED, 1992). 

Para que a reação ocorra, o DNA plasmidial é desnaturado em fitas simples para que 

os iniciadores do vetor, M13 sense ou anti-sense, possam anelar a fita molde. Tanto os 

iniciadores como os nucleotídeos são marcados por fluorescência para serem detectados em 

gel. Após o anelamento do iniciador a fita de DNA são adicionados os quatro dNTPs e os 

quatro ddNTPS, marcados com diferentes cores em tubos separados; à medida que os 

ddNTPs são incorporados, diferentes tamanhos de fragmentos são sintetizados, sempre 

terminados com o mesmo ddNTP. A seguir, o DNA produzido em cada tubo é desnaturado 

e aplicado em gel de poliacrilamida a fim de separar os fragmentos de DNA de diferentes 

tamanhos, podendo ser visualizados em diferentes comprimentos de onda pelo 

sequenciador. Os resultados são gerados na forma de um cromatograma para cada reação, 

onde cada nucleotídeo é representado de diferentes cores. 

 

2.6 Clonagem em vetores de expressão pET28a e pET28aSUMO 

A. Digestão dos insertos de pGEM T-easy 

Os clones de cada construção, confirmados por sequenciamento, foram submetidos 

à reação de digestão do vetor pGEM T-easy utilizando as enzimas FastDigest® 

(Fermentas), correspondentes aos sítios de restrição presentes na sequência de cada gene.  

Os fragmentos foram desenhados de forma a conter os sítio de restrição de NdeI  e 

XhoI para clonagem em pET28a, um vetor cuja expressão funciona sob o controle da 

transcrição da T7 RNA polimerase de bacteriófago e IPTG ou lactose sendo os indutores 

preferenciais para a indução da proteína alvo. O vetor possui uma fusão de seis histidinas 

(6xhis) na região N-terminal e C-terminal. Nos experimentos aqui descritos, foram 

utilizados somente a fusão no N-terminal. 

Para a clonagem em pET28aSUMO, os fragmentos continham, o sítio de BamHI. 

Este vetor possui uma fusão SUMO, uma espécie de ubiquitina, envolvida na estabilização 

de proteínas in vivo, e consequentemente, na melhora da solubilidade. A fusão do SUMO 

está localizada na região N-terminal do polilinker e, posteriormente, pode ser clivada pela 

protease ULP.  
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Diferente do pGEM T-easy, os vetores de expressão não são linearizados  

necessitando de digestão com as mesmas enzimas de restrição utilizadas na digestão dos  

insertos.  

A reação foi preparada a partir do protocolo do fabricante, seguido de incubação 

durante 2 h a 37°C.  Para verificação e extração, os insertos de tamanho esperado foram 

aplicados em gel de 1%  agarose para posterior extração, utilizando o QIAquick Gel 

Extraction Kit® Qiagen.  

B. Reação de ligação dos insertos em pET28a e pET28aSUMO 

 Os insertos e vetores extraídos foram dosados. Para a reação de ligação foi utilizada 

a enzima T4 Ligase ® (Fermentas), de acordo com as instruções do fabricante, na 

proporção de 1:3 (vetor: inserto), permanecendo durante 16 h a 4°C. 

C. Transformação da reação de ligação em cepa de E. coli DH5α 

Todo o volume das reações foi transformado em DH5α competente através de choque 

térmico, como já descrito anteriormente, plaqueado em LB contendo 12 g L-1 de ágar e 50 

μg ml-1 de canamicina e estas incubadas em estufa bacteriana durante 18 h a 37°C, para 

crescimento.  

D. Seleção de clones por pela reação em cadeia da polimerase (PCR) 

Em teoria, clones contendo vetores cujo inserto foi ligado, são resistentes a 

canamicina, já que a sequência codificadora da resistência é reconstituída com a entrada do 

fragmento de interesse, caso contrário, clones sem inserto, não reconstituem o gene de 

resistência e, portanto, não cresceriam em meio contendo canamicina. Por outro lado, além 

do inserto, outros fragmentos de DNA, principalmente da própria bactéria, podem ser 

incorporadas ao vetor e reconstituírem o gene de resistência; consequentemente crescem na 

placa, gerando clones negativos. Por essa razão se faz necessária a confirmação por PCR.  

  

Oito colônias (clones) de cada construção foram selecionados e inoculadas em 5 mL 

de LB contendo 50 μg mL-1 canamicina, para crescimento a 200 rpm durante 16 h a 37°C. 

A PCR foi montada, como já descrito anteriormente, utilizando os iniciadores do sítio de 

clonagem dos vetores em uso, T7 sense e anti-sense, com a finalidade de pré-selecionar os 
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clones que contém os insertos com tamanho esperado. O produto da reação foi aplicado em 

gel de 1% agarose para a visualização. 

O volume das culturas dos clones positivos foram centrifugados e os precipitados 

submetidos às purificações plasmidiais do kit QIAprep® Quiagen, para envio das amostras 

ao sequenciamento.  

E. Confirmação de clones por sequenciamento 

 Selecionados os clones positivos, novamente, estes foram submetidos à confirmação 

da sequência de nucleotídeos, a fim de verificar possíveis deleções, mutações ou inserções 

de bases, assim como se procedeu na clonagem em pGEM T-easy, porém utilizaram-se os 

iniciadores correspondentes aos sítios de clonagem dos vetores pET28a e pET28aSUMO 

(T7 sense ou anti-sense). 

 Os clones de cada construção, após a confirmação por sequenciamento, foram 

transformados em diferentes cepas de expressão. 

 

3. Expressão de proteínas recombinantes 

3.1 Testes de expressão 

Com a finalidade de estabelecer um protocolo de expressão para cada construção, de 

maneira a obter as proteínas na fração solúvel e em quantidades razoáveis, foram realizados 

testes de expressão, variando condições tais como: cepa bacteriana, meio de cultura, 

concentração de indutor, tempo e temperatura de expressão. 

A. Cepas 

A escolha das cepas de E.coli utilizadas baseou-se nas possíveis características que a 

proteína expressa pudesse apresentar, de maneira a melhorar a sua expressão.  No 

laboratório temos as seguintes cepas disponíveis: BL21(DE3)ΔSlyD pRARE (Novagen), 

SHuffle T7 (BioLabs), Origami 2 (DE3) (Noavegen), Artic Express (DE3) (Agilent 

Technologies). A maioria das cepas eram eletrocompetentes, portanto foram transformadas 
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com a adição de plasmídio (~60ng) a bactéria em eletroporador GenePulser XCell 

(BioRad)    
A eletroporação é um método bastante eficiente, o qual consiste na preparação das 

células com solução aquosa, a fim de torná-las competentes e aptas a receberem o DNA. As 

células são submetidas à alta voltagem, provocando a desestabilização da membrana 

externa e a formação de poros, possibilitando a entrada do DNA para o interior da célula. 

As pré-culturas de cada cepa, para o teste de expressão, forma crescidas a 200rpm, 

durante 16 h, a 37°C. 

B. Meio de cultura 

Ao meio Luria-Bertani (LB) foram adicionadas diferentes concentrações de IPTG 

para a expressão de E. coli. Além do LB, o meio complexo ZYP-5052 (0,5% extrato de 

levedura, 1% N-Z-amina, 50 mM Na2HPO4, 50 mM KH2PO4, 25 mM (NH4)2SO4, 2 mM 

MgSO4, 0,2x metais, 0,5% glicerol, 0,05% glicose, 0,2% α-lactose) de auto-indução, 

descrito por Studier (2005), também foi testado, sendo a lactose utilizada como molécula 

indutora. O meio de auto-indução com 100 mM de fosfato de sódio, a partir da lactose, 

induz a expressão da proteína após o consumo da glicose (fase lag). As soluções estoque de 

cada reagente, tais como, fosfato, glicose, sulfato de magnésio e mistura de metais, foram 

autoclavadas ou filtradas em filtros de 0,22 m. 

Os testes para ambos os meios de cultura foram realizados em frascos de 250 mL 

contendo 50 mL de meio, quais eram inoculados 1% (v/v) de pré-cultura. Para o meio 

complexo de auto-indução, as pré-culturas foram preparadas em LB. 

C. Concentração do indutor 

O IPTG foi testado em concentrações de 0,1 mM a 0,5 mM. Após a cultura atingir 

determinada turbidez a 600 nm, o indutor foi adicionado. O IPTG foi utilizado, somente, 

em meio LB. 

Outro indutor testado foi a lactose, em concentração de 0,2% (v/v) e, somente, no 

meio complexo de auto-indução  A α-lactose é adicionada no preparo do meio, não sendo 

necessária a verificação da turbidez. 
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A lactose, por ação da β-galactosidase, é convertida em alolactose; esta leva a 

liberação do repressor lac do sítio de ligação no DNA e induzirá a expressão de T7 RNA  

polimerase do promotor lacUV5, desbloqueando o promotor T7lac. Esse mecanismo 

permitirá a expressão das proteínas alvo pela T7 RNA polimerase. Portanto a utilização do 

meio de autoindução, muitas vezes, pode resultar em maior rendimento de proteína 

expressa, uma vez que as células bacterianas passarão a expressar somente após 

crescimento máximo, quando cessa a glicose (STUDIER, 2005). 

D. Tempo e temperaturas 

A cada condição testada foram coletados 10 mL de cultura, imediatamente após o 

inóculo das bactérias, como controle (não induzido). Esse volume foi centrifugado a 3220 

xg, durante 20 min a 4°C; o sobrenadante e precipitado foram congelados a -20°C. 

Foram realizadas posteriores coletas ao longo da indução em tempos de 2, 4, 6 e 18 h. 
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Tabela 2.  Condições testadas em expressão analítica dos domínios alvo, incluindo cepa, meio, indutor, 
temperatura e densidade ótica (D.O.) para cada construção. 

Vetor Construção Cepa Meio Indutor 
Temperatura 

(°C) 
D.O. 

pET28a 

 
BL21 DE3 

ΔSlyD 

pRARe, 
LB 

IPTG: 0,5 

mM 

12, 

37→20, 

37→30, 

0,5 

GT-f 

BL21 DE3 

ΔSlyD 

pRARe,  

Origami 

 

LB, auto-

indução 

IPTG: 0,1; 

0,3; 0,5; 

1mM 

Lactose: 

0,2% 

30→25; 

37 
0,4 

GLOB_1 

BL21 DE3 

ΔSlyD 

pRARe, 

Origami, Artic 

Express 

LB 
IPTG: 0,2; 

0,25; 1mM 
12, 20, 30, 37 0,6 

GLOB_2 

BL21 DE3 

ΔSlyD 

pRARe, 

Origami, Artic 

Express 

LB IPTG: 0,2 12, 20, 30, 37 0,6 

FERM-f 

BL21 DE3 

ΔSlyD 

pRARe, 

Origami, Artic 

Express 

LB 
IPTG: 0,25; 

0,2; 0,5 
12, 20, 30, 37 0,6 

pET28aSUMO 

GLOB-1 - - - - - 

GLOB-2 
Origami, 

Shuffle 

LB, auto- 

indução 

IPTG: 0,3; 

0,4 

Lactose: 

0,2% 

12, 20, 30, 37 0,4; 0,6 

FERM-f 

Artic 

Express 

Shuffle 

LB 
IPTG: 0,3; 

0,5 
12, 30 0,4; 0,6 
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E. Lise celular 

 Ao término da expressão, todos os precipitados celulares estocados foram suspensos 

em solução de lise (250μL de 1x PBS, 170μL B-PER [ThermoScientific], 5  mM 

benzamidina, 1 mM PMSF). 

As amostras foram incubadas, sob agitação, durante 10 min, a temperatura ambiente 

e, posteriormente, submetidas à sonicação. O lisado foi centrifugado a 20817 xg durante 20 

min, a 4°C; o sobrenadante foi separado e o precipitado, suspenso em PBS pH 7,4. 

F. Verificação por SDS-PAGE 

Alíquotas das amostras de precipitados e sobrenadantes foram aplicados em gel 

desnaturante poliacrilamida SDS-PAGE 13% (LAEMMLI, 1970) em cuba de eletroforese, 

a fim de verificar a expressão das proteínas alvo na fração solúvel ou insolúvel. O gel foi 

corado com Coomassie Blue. 

 

3.2 Expressão em larga escala 

Determinadas as melhores condições para cada construção (descritas no capítulo IV), 

a expressão foi realizada em volumes de 1 L e, somente, após a confirmação da eficiência 

do protocolo, em volumes maiores (3 a 4 L). Ao término da expressão, centrifugou-se a 

cultura a 8230 xg, durante 15 min. O extrato bacteriano foi estocado a -20°C. 

 

3.3 Lise celular 

O extrato bacteriano foi submetido à lise celular utilizando, para cada 1 L de 

expressão, 20 mL de solução de lise para suspensão. As soluções para cada proteína estão 

descritas nas tabelas 5, 7 e 8, apresentadas no capítulo IV. O extrato permaneceu incubado, 

sob agitação moderada, durante 30 min, a 4°C. 

Após a fragilização da parede bacteriana pelo uso de lisozima, o extrato bacteriano 

foi lisado por French®Press (Thermo Spectronic) a 25000 psi, em célula de 40 K, para 

rompimento efetivo e liberação do material citoplasmático. Seguiu-se com a centrifugação 

a 30000 xg, durante 1 h, a 4°C. 
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4. Cromatografia líquida 

4.1 Afinidade a metal imobilizado (IMAC) 

A cromatografia por afinidade, em geral, sendo um método seletivo e reversível, é 

capaz de ligar proteínas em uma matriz, baseando-se em afinidades biológicas conhecidas 

entre as moléculas; essa interação varia de acordo com as características estruturais das 

moléculas. Para tanto, o ligante deve ser imobilizado em matriz sólida de maneira a 

preservar sua estabilidade e atividade. Para este projeto foi utilizada a cromatografia de 

afinidade a metal imobilizado (IMAC), sendo níquel o metal divalente. A afinidade pelo 

metal imobilizado se dá pela cadeia lateral de alguns aminoácidos. O resíduo que possui 

maior afinidade ao níquel é a histidina, capaz de coordenar interações com o íon metálico, 

portanto utiliza-se uma fusão com seis histidinas (6xhis), que pode estar localizada na 

porção N-terminal ou C-terminal da proteína alvo. A presença de uma fusão garante maior 

afinidade e eficácia na separação. Para que a proteína seja expressa com a fusão 6xhis foi 

utilizado o vetor pET28a e pET28aSUMO que possuem a sequência de codificação para os 

resíduos de histidina anterior ao sítio de clonagem com NdeI, no poly-linker.. 

Desta maneira, com o extrato bruto livre de suspensões, este foi injetado com fluxo 

de 1 mL min-1 em coluna HiTrap Chelating® 5 mL ou 1 mL (GE), carregada com 50 mM 

sulfato de níquel e acoplada a um sistema Fast Performance Liquid Chromatography 

(FPLC) Äkta® (GE). A coluna foi pré-equilibrada com solução tampão (mesma solução de 

lise, conferir no capítulo IV, tabelas 5, 7 e 8), seguido da eluição da proteína de interesse 

com fluxo de 1 mL min-1  em solução tampão com 500 mM imidazol e com monitoramento 

da absorbância a 280 nm. As frações de toda a purificação (exceto flowthrough e lavagem 

da coluna) foram coletadas.  

 Alíquotas de cada fração foram aplicadas em gel SDS-PAGE 13% e, após 

eletroforese, corado com Coomassie Blue, a fim de identificar as frações correspondentes à 

proteína alvo. 

 

4.2 Exclusão molecular (SEC) 
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Onde A280 corresponde a absorbância medida a 280 nm, L, ao caminho ótico da 

cubeta em centímetros (cm), C, a concentração molar (mg mL-1 Da-1) e ɛ, o coeficiente de 

extinção molar em 280nm (M-1cm-1).  

6. Espalhamento Dinâmico de Luz (DLS) 

Também chamada de espectroscopia de correlação de fótons, o espalhamento 

dinâmico de luz é uma técnica capaz de medir o coeficiente de difusão translacional do 

movimento browniano em solução de uma molécula, através do espalhamento de luz 

monocromática (SCHIMTZ, 1990).  

Essa técnica forneceu dados fundamentais para seguir com as etapas posteriores, 

como a determinação da qualidade da amostra, avaliando a polidispersividade da amostra e 

raio hidrodinâmico (Rh). Tais parâmetros são extrapolados a partir do coeficiente de 

difusão translacional, usando a equação de Stokes-Eistein.  

 Para tanto, as amostras foram centrifugadas a 20000 xg durante 10 min, a 4°C.  

Foram utilizadas cubetas de safira de 3 mm de caminho ótico em equipamento DynaPro 

810 DLS (Wyatt Technology Corporation) com controlador de temperatura peltier. As 

medidas foram realizadas em ângulo de 90°C de detecção, a 18°C, onde foram feitas 50 

medidas com 5 seg de aquisição e intervalo de 1 seg, utilizando o software DYNAMICS 

v.6.10.1.2. 

7. Dicroísmo Circular (CD) 

7.1 Espectro  

A obtenção de proteínas recombinantes é de grande valia quando sua função 

biológica é mantida. Dessa maneira, estudos de dicroísmo circular foram significativos para 

avaliação da estrutura secundária das proteínas alvo. Sabe-se que o enovelamento correto 

das proteínas garante a manutenção de sua atividade, mostrando que função e estrutura 

estão fortemente relacionadas. A luz circular polarizada emitida sobre a amostra pode 

resultar em diferentes absorções de suas componentes direita e esquerda; a radiação gerada 

possui uma polarização elíptica, a qual é detectada e convertida em sinal de dicroísmo. 

Este, por sua vez, será observado quando o cromóforo for um centro quiral (opticamente 
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ativo). Os cromóforos de interesse em proteínas incluem ligação peptídica (240 nm) e 

pontes dissulfeto (260 nm) (KELLY e PRICE, 2000; KELLY et al., 2005). 

O experimento de dicroísmo circular (CD) para a determinação do conteúdo de 

estrutura secundária realizou-se em ultravioleta distante (195-260 nm), em 

espectropolarímetro Jasco J-810 Spectropolarimeter (Jasco International Co.) acoplado ao 

controlador de temperatura peltier e com cubeta de quartzo de 2 mm caminho ótico. Cada 

uma das amostras, incluindo os padrões, foram diluídos em água, para uma concentração 

final de 3 μM (em solução descrita nas tabelas 5, 7 e 8, do capítulo IV) e  centrifugados a 

20000 xg durante 10 min. A diluição das amostras em água milli-Q teve como finalidade 

diminuir a concentração de sais da amostra para diminuição do sinal ruído nas leituras. A 

coleta de dados foi realizada a uma velocidade de varredura de 50 nm min-1, resposta de 4 

seg, sensibilidade de 100 mdeg, largura da banda de 1 nm e 20 acumulações. Os resultados 

foram analisados pelo software SpectraManagerII, sendo expressos em elipcidade residual 

média (deg cm2 dmol-1 residual-1). 

  

7.2 Desnaturação térmica 

A estabilidade das proteínas está relacionada à energia livre de Gibbs de 

desenovelamento (ΔGu), a qual diminui com o aumento da temperatura até tornar-se zero 

no equilíbrio, quando as concentrações de moléculas enoveladas e desenoveladas são 

iguais; esta temperatura é a chamada temperatura de transição/melting (Tm) (PRIVALOV, 

1979; SCHELLMAN, 1997; VEDADI et al., 2006). 

Como na sessão anterior, a diluição foi, também, realizada em água, e, 

posteriormente, centrifugada. A desnaturação foi monitorada a 208 e 222 nm, de 20 a 

100°C, com taxa de aquecimento de 1°C min-1. Os mesmos parâmetros foram utilizados 

para 100 a 20°C, a fim de verificar possível renaturação proteica. Os resultados foram 

analisados pelo software SpectraManagerII e expressos em porcentagem de fração 

desenovelada. 
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9. Proteólise limitada 

9.1 Teste de clivagem 

Para a determinação do padrão de digestão de proteínas por digestão tríptica, foram 

necessários testes de temperatura e tempo. Portanto, 1mg mL-1 de amostra foi incubada em 

solução final de 10 μg mL-1 de tripsina,  a temperatura ambiente e a 4°C, com tempos 15 

min a 4 h.  

A reação foi interrompida pela adição de 5 mM benzamidina a solução, em banho de 

gelo, durante 10 min. A eficácia da clivagem foi analisada por SDS-PAGE 13%, corado 

com Coomassie Blue. 

 

9.2 Proteólise 

Identificadas as condições ideais para clivagem da proteína alvo por tripsina, o 

volume total da amostra foi incubado em concentração final de 10 μg mL-1 de tripsina, 

durante 3 h, a 4°C. O bloqueio da reação se deu pela adição de 5 mM benzamidina, em 

banho de gelo, durante 10 min. A amostra digerida foi aplicada na coluna de cromatografia 

de exclusão molecular analítica, a fim de verificar a presença de um novo padrão de eluição 

da proteína digerida em comparação aquela não digerida. 

 

10. Cromatografia analítica de exclusão molecular  

A cromatografia por exclusão molecular analítica (aSEC) visou a estimativa do raio 

hidrodinâmico e o massa molecular de proteínas alvo, pela utilização da coluna Superdex® 

200 GL 5/150 (GE) acoplada ao sistema Akta® Purifier. Moléculas padrões tais como Blue 

Dextran (1 mg ml-1), ferritina (0,3 mg ml-1), ribonuclease A, catalase, e ovalbumina (3mg 

ml-1) foram preparados e  diluídos no mesmo tampão da proteína para serem aplicados na 

coluna. A concentração de 0,3 mg mL-1 de amostra foi aplicada com fluxo de 0,2 mL min-1.  

Após a corrida os parâmetros hidrodinâmicos foram calculados. Primeiramente, 

determinou-se o volume morto (V0) da coluna, o qual equivale ao volume de eluição do 

Blue Dextran 2000. Devido ao alto massa molecular, o Blue Dextran passará externamente 
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30, 60, 120 e 180 seg ao feixe de raios X. O tratamento dos dados foi feito em colaboração 

com a Dra. Tatiana Brasil, aluna de pós-doutorado do Laboratório Nacional de Biociências 

(LNBio). A integração das curvas de SAXS foi feita no software Fit2D (HAMMERSLEY, 

1997), o escalonamento feito a partir da concentração da amostra e a análise dos dados 

foram feitas pelo programa GNOM (SVERGUN, 1992). A construção dos envelopes de 

baixa resolução foram calculados a partir dos dados experimentais pelo método ab initio 

implementado no programa DAMMIN (SVERGUN, 1999). A média dos modelos foi 

gerada a partir de 10 envelopes do DAMMIN no programa DAMAVER (VOLKOV e 

SVERGUN, 2003). Os envelopes gerados por SAXS e os modelos in silico foram 

sobrepostos pelo programa SUBCOMP (KOZIN e SVERGUN, 2001) e para o cálculo da 

curva teórica de espalhamento dos modelos in silico foi utilizado o programa CRYSOL 

(SVERGUN et al., 1995). 

12. Ensaios de Cristalização 

Os cristais consistem do arranjo tridimensional bem definido de moléculas; sua 

formação ocorre a partir de duas etapas principais: a nucleação e o crescimento, quando a 

supersaturação proteica é capaz de ultrapassar a barreira de energia de ativação. A barreira 

representa a energia livre requerida para criar pequenos aglomerados de proteínas, 

chamados de núcleos, e, partir daí, caso haja proteína disponível, poderão crescer de 

maneira ordenada para formar cristais. Caso a solução proteica não seja supersaturada, a 

taxa de nucleação será muito lenta e nenhum cristal se formará; por outro lado, uma solução 

proteica de concentração excessiva levará ao surgimento de estruturas desordenadas, tais 

como precipitados, óleos, géis e tende-se para a zona de precipitação, desfavorável para a 

formação de cristais (Figura 10) (ASHERIE, 2004; MCPHERSON, 1999). 
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IV- Resultados e Discussão 

1. Análises in silico 

Foram encontrados cerca de onze genes pertencentes a oito diferentes classes de 

miosinas não-convencionais em banco de dados, sendo os alvos selecionados 

primeiramente com base na identidade a proteínas homólogas ou ortólogas já descritas e 

estudadas. Os domínios de interesse, consideraram regiões das miosinas de importância 

funcional e ainda pouco caracterizadas estruturalmente. 

Após a sobreposição das predições, foi estabelecido um consenso entre quais regiões 

poderiam se encontrar desenoveladas, e representando possivelmente instabilidade a região 

alvo. Assume-se que proteínas com menor grau de desordem apresentem maior 

estabilidade, sendo essencial para os estudos estruturais.  

 

1.1 Domínio quinase da Miosina III (Isoforma C)  

O domínio quinase da miosina III de inseto é composto por cerca de 180 resíduos. 

Considerando o consenso da predição é determinada somente uma pequena região de 

desordem (figura 12A). A partir dessa informação, e por análises de sequência, foi 

construído um modelo atômico ilustrado na figura 10B, o que mostra a predominância de 

elementos hélices-alfa em sua estrutura secundária, corroborando com outras estruturas 

quinases descritas e disponíveis no Protein Data Bank. Para a modelagem utilizou-se a 

proteína serina/ treonina quinase humana (PDB ID: 2J7T) como modelo, cuja estrutura foi 

resolvida por cristalografia de raios X a 2 Å (PIKE et al., 2008).  

 O alinhamento realizado pela ferramenta BLAST (NCBI) mostrou uma identidade 

de 40% entre as sequências da quinase humana e de inseto, com e-value = 2,3e-43 e score = 

280,47; a identidade é alta; ambas possuem o conteúdo predominante de hélices-alfa. 

 Ambas são serina/ treonina quinases. Na quinase da miosina III humana os resíduos 

Ser177 e Tre183 são descritos como o domínio catalítico. Na sobreposição dessa estrutura 

ao modelo construído para a quinase de inseto, esses resíduos correspondem a Ser66 e T73, 

inseridos um uma mesma hélice. Por outro lado, o preditor de possíveis domínios 
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funcionais SMART (http://smart.embl-heidelberg.de), determina que os resíduos catalíticos 

são Asp130 e Arg132, localizados em um loop próximo a hélice descrita anteriormente. 

Sendo assim ela não poderia ser considerada uma serina/ treonina quinase. Estudos 

estruturais, portanto, são de grande importância para determinar os resíduos que realmente 

compõe o sítio ativo e possuem papel catalítico, além da classificação dessa domínio dentro 

das famílias das proteínas quinases. 

As regiões preditas como desordenadas no modelo, para a quinase de inseto, 

localizam-se em regiões móveis (loops) e na extremidade C-terminal da sequência. 

Embora, somente uma porção móvel (resíduos de 163 a 171) tenha sido predita como 

desenovelada, a construção possui, também, no mínimo mais 5 regiões móveis, e 

possivelmente consiste de laços interfaciais do sítio ativo e considerados importantes para 

sua função quinase. 

Considerando as predições de desordem e a modelagem molecular, para este alvo, 

foi selecionado o domínio quinase inteiro, cuja construção recebeu o nome de KIN-f. 
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cristalografia de raios X por Wu e colaboradores (2010), com resolução de 2,8 Å (figura 

15B). As sequências possuem 16% de identidade somente, com e-value de 2.5e-37 e score 

de 269,69 (BLAST-NCBI), correspondendo a uma baixa identidade. 

Há regiões de hélices-alfa e folhas-beta, compondo a estrutura secundária do modelo, 

que são característicos nos domínios FERM já descritos estruturalmente (PIKE et al., 2011; 

WU et al., 2011). 

Pelo consenso entre os preditores, não foi identificada nenhuma região de desordem 

(figura 14A) e, portanto, a construção para o domínio FERM (FERM-f) abrange todo o 

domínio (Ser2725 a Phe2942). 
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A princípio, a maioria das confirmações dos clones crescidos em placa por PCR obtiveram 

resultado negativo. Sendo assim, cerca de três clones de cada construção, de cada vetor de 

expressão, foram submetidos diretamente ao sequenciamento para confirmação de possíveis 

mutações. Pelo menos um clone de cada construção foi confirmado em pET28a e  

pET28aSUMO. 

 

3. Teste de expressão de proteínas recombinantes 

Após exaustivos testes de expressão, as construções GLOB_2 (pET28aSUMO), GT-f 

e FERM-f  (pET28a) foram obtidas fração solúvel (tabela 4 e figura 18). 

 

Tabela 4. Condições de expressão para obtenção de alvos solúveis. A cepa Origami foi aderida como padrão 
para estas proteínas, enquanto meio, temperatura, tempo e indutor foram variáveis, resultando em proteínas 
expressas cujos parâmetros foram calculado pelo ProtParam. 

Construção Cepa Meio 
Temperatura 

(°C) 

IPTG 

(mM) 

Tempo 

(h) 
 

Massa 

molecular 

(M.M.) 

(kDa) 

Ponto 

isoelétrico 

(p.I.) 

GLOB_2 

com fusão 

de SUMO 

Origami Autoindução 20 - 48h  31,7 6,0 

GT-f com 

fusão de 

6xhis 

Origami Autoindução 37 - 6h  45,9 7,2 

FERM-f 

com fusão 

de 6xhis 

Origami LB 37→20 0,3 16h  26,3 6,3 

 

No gel desnaturante SDS-PAGE 13% foi possível verificar a alta expressão dos 

alvos, tanto na fração solúvel como insolúvel (figura 18). 
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cepa Origami, uma vez que outras cepas testadas não foram capazes de expressar a proteína 

solúvel em nenhuma condição.  

A cepa Origami possui os genes da tioredoxina redutase (TrxB) e glutationa 

redutase (gor), que favorecem a formação de pontes dissulfeto no citoplasma; é 

recomendada para proteínas com alto conteúdo de cisteínas. Considerando o fato de que 

GLOB_2 possui 1% (5) e GT-f, 2% (8) de cisteínas, o citoplasma oxidativo é de grande 

valia. Caso essas construções formem  pontes dissulfeto de maneira incorreta durante a 

expressão, acarreta-se na agregação da proteína, que passará a ser expressa em corpos de 

inclusão (fração insolúvel). A fusão de 6xhis, gerou resultados satisfatórios quanto a 

solubilidade e rendimento de proteínas, como pode ser visto na figura 18. 

O mesmo ocorreu para FERM, que possui 5% de cisteínas em sua composição, e, 

portanto, qualquer outra cepa desprovida de mecanismos para auxiliar o enovelamento 

proteico apresentaria alta probabilidade de expressão insolúvel; isso foi comprovado pelos 

testes de expressão. Apesar de não descrever a cepa utilizada, Wu e colaboradores (2011), 

responsáveis pelos estudos do domínio FERM de miosina VIIa de camundongo, utilizou o 

sistema de expressão bacteriano. 

Tais resultados mostraram adequados para serem levados para larga escala. 

 

4. FERM-f (Miosina XV) 

 4.1 Expressão em larga escala e lise celular 

Tendo em vista a factibilidade da expressão de domínios FERM-MyTH4 de 

miosinas em E. coli, a expressão bacteriana tornou-se uma estratégia bastante atrativa e 

passível da obtenção de grandes quantidades de proteínas (HIRANO et al., 2011a;  

HIRANO et al., 2011b; WU et al., 2011). Assim, para a construção FERM-f, clonada com 

fusão de 6xhis, foi utilizada a cepa Origami, expressa em 500 mL de cultura, em 

erlenmeyers de 2 L. As células foram solubilizadas em solução de lise (tabela 5) e 

submetidas à French® press. 
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Tabela 5. Soluções utilizadas para experimentos com FERM (FERM-f) fusionado a 6xhis. Incluem- se as 
soluções utilizadas na lise celular, cromatografia por afinidade a metal (IMAC), por exclusão molecular 
(SEC) e dicroísmo circular (CD). 

FERM-f 

Solução de Lise 

50 mM fosfato de sódio, 100 
mM NaCl, 5% glicerol, 1 mM 
PMSF, 0,3 mg mL-1 lisozima, 

pH 7,3 

IMAC 
Solução A 

50 mM fosfato de sódio, 100 
mM NaCl, 5% glicerol, pH7,3 

Solução B Tampão A + 500 mM Imidazol 

SEC/ DLS Solução C 
50 mM fosfato de sódio, 100 

mM NaCl, 5% glicerol, 1 mM 
DTT, pH7,3 

CD Solução D 
2,5 mM fosfato de sódio, 5 mM 
NaCl, 0,25 mM glicerol, pH7,3 

 

4.2 Cromatografia líquida de Afinidade a metal (IMAC) 

Da mesma maneira como foi procedido com as construções anteriores, FERM-f foi 

submetido à cromatografia por afinidade utilizando as soluções A e B (tabela 5), resultando 

na purificação de proteína com cerca de 26,3 kDa (ProtParam). Entretanto, de forma 

anômala a proteína foi eluída em toda a faixa de concentração de imidazol (figura 19 e B). 

Acredita-se que, a proteína pode apresentar diversas populações conformacionais incluindo 

aquelas desenoveladas e parcialmente desenoveladas, fato capaz de alterar a afinidade da 

proteína ao metal da matriz. 
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O experimento de espalhamento dinâmico foi realizado com a proteína em 

concentração de 1mg mL-1, em solução C (tabelas 5 e 6).  A amostra de FERM-f, 

apresentou diversas populações de agregados, com raios de 9,1 e 64,4 nm, muito maiores 

do que o esperado para esta proteína e alta polidispersidade. Apesar das diversas variações 

de solução, pH e concentração de sal, essa condição não foi melhorada, permanecendo com 

agregados solúveis. Mais do que as condições experimentais, acredita-se que FERM-f seja 

estruturalmente, e talvez, funcionalmente, dependente de outros domínios localizados na 

porção distal da cauda da miosina XV para manter estabilidade. 

 

Tabela 6. Determinação de raio hidrodinâmico (Rh) e dispersidade do domínio FERM (FERM-f) 
determinados por espalhamento dinâmico de luz (DLS). 

Amostra 

Raio 

hidrodinâmico 

(nm) 

Polidispersividade 

(%) 

Massa 

(%) 

FERM-f 
Oligômero 9,1 7,4 8,6 

Agregados 64,3 23,5 80,5 

 

4.5 Dicroísmo Circular (CD) 

Experimentos de CD mostraram que a FERM-f mostra um espectro típico de 

estrutura desordenada ou random-coil, com banda negativa a 204 nm (Figura 21). Essa 

amostra já apresentava agregados solúveis como verificado por experimentos de 

espalhamento dinâmico de luz, sendo mais uma indicativa da falta de ordenação estrutural. 

O domínio FERM, está geralmente acompanhado de um domínio MyTH4 em 

miosinas e em estudos estruturais para a caracterização das caudas de miosinas X e VIIa 

tanto de camundongo como de humano, mostra-se a  grande importância a presença de 

FERM ligado ao domínio MyTH4 para ensaios de cristalização, havendo ganho na 

estabilidade estrutural de ambos. Tendo isso em mente, acredita-se que a ausência do 

MyTH4, também presente em  fusão a FERM, pode resultar na falta de estabilidade 

observada e consequente perda da estrutura e função (HIRANO et al., 2011a;  HIRANO et 

al., 2011b; WEI et al., 2011; WU et al., 2011) 
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Tabela 7. Soluções utilizadas para os experimentos com a construção C-terminal da cauda globular 
(GLOB_2) fusionada a SUMO. Incluem- se as soluções utilizadas na lise celular, cromatografia por afinidade 
a metal (IMAC), por exclusão molecular (SEC) e dicroísmo circular (CD). 

GLOB_2 

Solução de Lise 

50 mM tris-HCl, 100 mM cloreto 
de sódio, 5% glicerol, 1 mM 

PMSF, 0,3 mg mL-1 lisozima, pH 
8,0 

IMAC 
Solução A 

50 mM tris-HCl, 100 mM cloreto 
de sódio, 5% glicerol, 1mM 
PMSF, 0,3 mg mL-1, pH 8,0 

Solução B Tampão A + 500 mM Imidazol 

 
SEC / CD 

 

Solução C 
50 mM tris-HCl, 100 mM cloreto 
de sódio, 5% glicerol, 1 mM DTT 

 

O passo seguinte, de cromatografia por afinidade a íon metálico (níquel), permitiu 

estabelecer um protocolo para a separação da GLOB_2, fusionada a SUMO resultando na 

eluição da proteína alvo em diferentes concentrações de imidazol que já indica diferentes 

estados conformacionais ou oligoméricos da amostra (figura 22). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 







63 
 

 Experimentos posteriores, tais como espalhamento dinâmico de luz (DLS), foram 

realizados para esta construção, e verificou-se alta polidispersidade com moléculas de raio 

hidrodinâmico na ordem de 100 a 1000 nm, indicando diversas populações na amostra. 

Experimento de dicroísmo circular mostrou que a proteína não apresentava um espectro 

típico de proteína enovelada. Além disso, dados similares foram obtidos para a proteína 

ortóloga humana do grupo. Apesar das condições desfavoráveis, a proteína foi submetida a 

ensaios de cristalização em fusão com SUMO, porém não se observou o aparecimento de 

cristais.  

 Esses resultados evidenciam que os subdomínios da cauda globular não possuem 

estabilidade quando produzidos isoladamente, requerendo a expressão da cauda globular 

full-length (inteira) para garantir conformação correta e estabilidade; além disso, ainda não 

foram descritos estudos estruturais, os quais utilizam a cauda globular truncada, 

corroborando aos resultados obtidos. Portanto, passou-se a estudar o domínio inteiro (GT-

f). 

 

5.2 Cauda globular inteira (GT-f/6xhis)  

A. Expressão em larga escala e cromatografia líquida de afinidade a metal (IMAC) 

Diferente da construção anterior, a cauda globular foi expressa em erlenmeyers de 2 

L contendo 500 mL de cultura, e  para a lise celular, foi utilizada French® press, 

equipamento que utiliza alta pressão e rápida descompressão, aumentando o rendimento de 

proteína sem causar danos por aquecimento, por exemplo, como pode ocorrer na sonicação. 

A solução de lise como os tampões utilizados na purificação da GT-f estão descritos na 

tabela 8. 
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Tabela 8. Soluções utilizadas em experimentos com a cauda globular inteira (GT-f) fusionada a 6xhis. 
Incluem-se as soluções utilizadas na lise celular, cromatografia por afinidade a metal (IMAC), por exclusão 
molecular (SEC), dicroísmo circular (CD), cristalização e fluorescência (DSF). 

GT-f 

Solução de Lise 

50 mM fosfato de sódio, 300 
mM cloreto de sódio, 5% 
glicerol, 1 mM PMSF, 0,3 
mg mL-1 lisozima, pH 6,8 

IMAC 

Solução A 

50 mM fosfato de sódio, 300 
mM cloreto de sódio, 5% 
glicerol, 1 mM PMSF, 0,3 

mg mL-1, pH6,8 

Solução B 
Tampão A + 500mM 

Imidazol 

SEC/DLS/ cristalização Solução C 
50 mM fosfato de sódio, 300 

mM cloreto de sódio, 5% 
glicerol, 1 mM DTT, pH6,8 

CD/DSF Solução D 
2,5 mM fosfato de sódio, 5 
mM cloreto de sódio, 0,25 

mM Glicerol, pH6,8 

Cristalização Solução E 
50 mM HEPES, 100 mM 

cloreto de sódio, 5% 
glicerol,  1mM DTT, pH6,8 

 

Assim como para GLOB_2, o passo de afinidade a íon metálico foi extremamente 

necessário e eficiente para GT-f resultando em alvo com fusão de 6xhis de 

aproximadamente 46kDa, na presença de poucos contaminantes destacado na figura 24B). 
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C. Espalhamento Dinâmico de Luz (DLS) 

A proteína na concentração de 3,0 mg mL-1 em solução C (tabela 8) foi caracterizada 

por DLS. Na tabela 8 são mostrados os principais parâmetros determinados por DLS para 

GT-f. 

A partir disso, é possível observar que para GT-f, moléculas de raio hidrodinâmico 

5,0 nm são predominantes na amostra (99,4% em massa) em relação aos agregados (0,6%) 

na tabela 9. Portanto, devido ao raio, polidispersidade e porcentagem em massa considerou-

se uma amostra monodispersa. 

A construção da cauda globular inteira da miosina Va humana, também estudada 

pelo grupo, mostraram parâmetros semelhantes após os mesmos experimentos. A proteína 

possui cerca de 50 kDa, e raio hidrodinâmico, determinado por DLS, de 5,6 nm.  

Experimentos de espalhamento dinâmico de luz com a miosina Va de levedura, com 

cerca de 50 kDa, possui um raio hidrodinâmico de 3,6 nm (PASHKOVA et al., 2005; 

PASHKOVA et al., 2006). As diferenças no tamanho de raio podem estar relacionada a 

diferença na estrutura primária, que por fim reflete na estrutura terciária, já que a GT de 

levedura tem baixa identidade de sequência em relação a GT de inseto e humana.  

 

Tabela 9. Média dos principais parâmetros extraídos do experimento de espalhamento dinâmico de luz (DLS) 
para a cauda globular inteira (GT-f). 

Amostra 

Raio 

hidrodinâmico 

(nm) 

Polidispersividade 

(%) 
Massa (%) 

GT-f 
Alvo 5,0 10,5 99,4 

Agregados 169,4 11,6 0,6 

 

D. Dicroísmo Circular (CD) 

Espectro da GT-f 

A varredura do espectro em ultravioleta distante na faixa de 195 a 260 nm permitiu a 

caracterização da estrutura secundária da cauda globular (GT-f) (figura 26). As bandas 

negativas a 208 e 222 nm, mostra um espectro típico de estruturas predominantes de 
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F. Desnaturação térmica monitorada por fluorescência de sonda extrínseca (DSF) 

Com o objetivo de identificar possíveis moléculas capazes de se ligarem e/ou 

estabilizar a cauda globular, diversas moléculas/ligantes, tais como cloreto de sódio, íons 

metálicos, soluções de diferentes pHs e outras moléculas orgânicas foram testadas (Figuras 

28, 29, 30). 

Nas condições mostradas nos gráficos, ocorre que quando o ligante se associa a 

proteína pode haver um aumento na energia livre de Gibbs (ΔGu) e da temperatura de 

transição (Tm) da proteína. O aumento desta é, geralmente, observado em ligações 

predominantemente entrópicas como nas interações hidrofóbicas; a variação na temperatura 

de transição (ΔTm) é considerada experimentalmente relevante quando maior que 2°C 

(ERICSSON, et al; 2006; MATULIS et al., 2005; SENISTERRA et al., 2006; VEDADI et 

al., 2006) . Experimentos dessa natureza não foram, ainda, explorados para a cauda 

globular de diferentes espécies, assim como para outros domínios funcionais de miosinas, 

portanto, as soluções utilizadas neste trabalho se basearam em outros tipos de proteínas, a 

fim de auxiliar na sua cristalização.  

A temperatura de transição/ melting (Tm) de GT-f nativa determinada por 

fluorescência foi de 43,41 ± 0,12°C. Considerando a proteína nativa, há uma diferença na 

temperatura de transição de 4,8°C entre os experimentos de dicroísmo circular e 

fluorescência, o que é geralmente esperado para estes tipos de sondas. O monitoramento da 

estabilidade ocorre por mecanismos diferentes quando se compara a desnaturação térmica 

monitorada por fluorescência extrínsica ou dicroísmo circular; enquanto a primeira 

monitora o desenovelamento proteico ao nível de estrutura terciária, através de uma sonda 

extrínsica, o dicroísmo circular monitora o processo ao nível de estrutura secundária, onde 

as ligações peptídicas da proteína são sondas intrínsecas. 

Dentre as moléculas adicionadas somente brometo de sódio, ácido málico, ácido 

cítrico e adenosina trifosfato foram capazes de gerar aumento em torno de 3°C na 

estabilidade de GT-f (figura 28). Ainda que seja uma alteração sutil, são aditivos que 

devem ser testados em diferentes condições a fim de verificar a relação da concentração do 

ligante ao aumento da estabilidade da proteína.  

As soluções de diferentes pHs não geraram aumentos maiores que 2,5°C. Acredita-se 

que a baixa concentração da solução a ser incubada em relação a solução em que a proteína 
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G. Proteólise limitada e cromatografia líquida por exclusão molecular analítica 
(aSEC) 

O teste de clivagem da GT-f, utilizando tripsina, resultou na clivagem total da 

proteína com 3h de incubação a 4°C (figura 27). A proteólise limitada mostrou-se uma 

excelente estratégia em busca de obter uma molécula estável para se submeter a ensaios de 

cristalização. No trabalho realizado por Pashkova e colaboradores. (2006) com Myo2p de S. 

cerevisiae, foi demonstrado que, após clivagem do domínio cauda, obteve-se fragmentos 

complementares estáveis que resultaram em cristais adequados para difração e consequente 

resolução da primeira estrutura de miosina V. O padrão obtido para GT-f é similar ao 

obtido por Pashkova assim como da miosina V humana que foi recentemente obtido pelo 

nosso grupo.  

Na GT-f de inseto, muitos dos resíduos de lisina e arginina estão localizados em 

loops, regiões móveis, mais expostos, e que podem estar susceptíveis a clivagem pela 

tripsina. Análise do modelo atômico sugere que os resíduos Arg159, Arg161, Arg 167 e 

Arg169 (figura 31) sejam os prováveis sítios de clivagem, gerando dois subdomínios 

principais, cada um possuindo cerca de 18 e 25 kDa, respectivamente. E de fato como 

observado no gel de poliacrilamida desnaturante, tem-se duas bandas majoritárias (figura 

32). A terceira banda acredita-se, que corresponda a degradação do subdomínio maior, 

assim como foi verificado por espectrometria de massas para a cauda globular da miosina V 

humana (Andrey et al., dados não publicados). 
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cauda globular de inseto clivada (cGT-f) apresentou o mesmo perfil cromatográfico em 

relação a não clivada (GT-f) (figura 33).  

Parâmetros moleculares foram extraídos para as caudas globulares inteira e clivada 

através da aSEC. Os volumes de eluição (Ve) de proteínas padrões, tais como BlueDextran, 

ferritina, catalase, ovalbumiba e ribonuclease A, junto ao volume da coluna (Vc) (3 mL) e 

volume morto (V0) (1 mL), permitiram a determinação do Kav das duas proteínas (tabela 

11). Relacionando o log dos pesos moleculares de proteínas padrões aos respectivos Kav, 

foi possível, através de regressão linear, determinar o massa molecular da cauda globular 

inteira (GT-f) e clivada (cGT-f) (Figura 34). A GT-f eluiu com um volume menor em 

relação a proteína clivada sugerindo uma alteração no raio hidrodinâmico com uma 

variação de massa molecular de ~75 kDa (GT-f) para ~54 kDa (cGT-f). De fato calculando 

a regressão para √–log (Kav) foi possível determinar o Rh das amostras onde fica evidente 

a diferença do comportamento hidrodinâmico, tendo a GT-f e cGT-f raios de 3,60 e 3,35 

nm, respectivamente (figura 35). Um resumo dos resultados obtidos em solução está 

descrito na tabela 12. 

Para a cauda globular das miosinas de levedura e humano, alterações proporcionais 

na massa e no raio determinadas para a cauda globular inteira e clivada, também foram 

encontradas, utilizando o mesmo experimento (ANDREY et al., 2011; PASHKOVA  et al., 

2006). 
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Na figura 36A, tem-se a curva de espalhamento da GT-f em diferentes tempos de 

exposição indicando que a amostra não sofreu dano a radiação; o decaimento da 

intensidade (Log [I]) em função do vetor de espalhamento (s) indica que não há agregação.  

O programa CRYSOL permitiu sobrepor a curva experimental, onde os 5 primeiros 

pontos foram retirados, a curva teórica, gerada a partir da modelagem molecular, sendo 

possível comparar os padrões de decaimento da intensidade (figura 36B), indicando de 

forma global uma similaridade quanto ao estado oligomérico (região de Guinier), porém as 

diferenças na região de Porod sugerem uma discrepância no envelope molecular. Isso é 

plausível já que o modelo atômico construído por modelagem molecular teve como 

template uma estrutura de baixa identidade, o que compromete análises mais precisas ao 

nível atômico, limitando aos aspectos globais da molécula. Além disso, a amostra 

submetida aos experimentos de SAXS continha a fusão N-terminal de 6xhis e resíduos 

adicionais provenientes de artefato de clonagem. O valor de chi da sobreposição resultou 

em 1,8, sendo que o ideal é próximo de 1,0, portanto, tendo em vista a baixa identidade das 

moléculas, .os valores não são altamente discrepantes.  

O cálculo do gráfico de Kratky (figura 37) mostrou que a amostra apresenta um 

perfil próximo a de proteínas enoveladas, indicando possíveis regiões random coil, pois a 

relação de intensidade e vetor de espalhamento gera uma curva gaussiana, porém, não tente 

a zero. A região de Guinier, visualizada pelo programa PRIMUS (KONAREV, et al, 2003), 

forneceu o raio de giro de 3,79±0,081 nm (figura 38). 

 Outro programa utilizado, para a determinação das dimensões da molécula, porém, 

através da distribuição de distâncias (figura 39), foi o programa GNOM (SVERGUN, 

1992). Relacionando a P (r) com o raio de giro (Rg), foi possível determinar a dimensão 

máxima molécula (Dmax) de 10 nm, com um raio de giro de 3,510± 0,002nm, o qual 

corresponde ao monômero.  

Considera-se que o raio hidrodinâmico corresponda, aproximadamente, a 1,3 do raio 

de giro, o que está de acordo com os parâmetros aqui determinados, considerando a média 

do raio hidrodinâmico em torno de 4,3 nm, determinado por experimentos anteriores. 
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5.3 Conclusões parciais 

 A construção da cauda globular truncada (GLOB_2/ SUMO) se mostrou instável 

para a continuidade da caracterização molecular. Acredita-se que esse resultado tenha sido 

obtido devido à clivagem da fusão de SUMO, que pode ter desestabilizado a molécula ou a 

instabilidade do domínio devido a truncagem, mostrando a necessidade da expressão do 

domínio inteiro para obter um domínio estável. 

 Sendo assim a cauda globular inteira (GT-f/6xhis), resultou em uma amostra 

monodispersa, a partir dos experimentos de expressão e cromatografia, permitindo 

prosseguir com a caracterização molecular. 

Foi possível determinar a temperatura de estabilidade através do monitoramento do 

desenovelamento a nível estrutural secundário e terciário, resultando em uma temperatura 

de transição de cerca de 46°C. Algumas moléculas, tais como adenosina trifosfato e ácido 

málico, foram capazes de aumentar a estabilidade de GT-f em torno de 3°C, mostrando que 

novas condições com esses mesmos aditivos devem ser testados para verificar a relação da 

concentração do ligante a estabilidade conferida. Para os ensaios com soluções de 

diferentes pHs e força iônica não foram verificados aumentos de estabilidade, diferente da 

cauda globular da miosina Va humana, onde a força iônica tem um papel muito importante 

na estabilização da molécula. 

A cromatografia analítica verificou que as amostras clivada e não clivada possuem o 

mesmo padrão de eluição, mostrando a complementariedade dos fragmentos que compõem 

a cauda globular, assim como foi visto para os domínios das miosinas ortólogas. 

Os diferentes experimentos permitiram, também, a determinação do estado 

oligomérico e as dimensões da molécula cujo envelope é bastante alongado, de acordo com 

as caudas globulares já descritas e estudadas no grupo. 

A ausência da porção de coiled- coil na molécula pode ter acarretado a instabilidade 

nos ensaios de cristalização, uma vez que essa região distal da cauda permite a dimerização 

da miosina. 
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V- Conclusão 
 

A determinação de um protocolo de clonagem, expressão, purificação e ensaios 

biofísicos para miosinas não convencionais de insetos, em particular, da cauda globular de 

miosina V, foi de grande importância para esse trabalho, levando-se em conta a escassez de 

informações funcionais e, principalmente, estruturais a respeito das proteínas de inseto. 

 Das cinco construções desenhadas a partir das análises in silico e clonadas em 

vetores de clonagem e expressão, somente três foram expressas na fração solúvel em testes 

de expressão e, a partir daí, foi estabelecido um protocolo de expressão e purificação para o 

domínio C-terminal da cauda globular (GLOB_2) e a cauda globular inteira (GT-f) da 

miosina V e o domínio FERM (FERM-f) da miosina XV. Tendo em vista que esses 

domínios de outras miosinas já foram expressos em sistema bacteriano de E. coli, se 

estabeleceu um protocolo em larga escala, nas melhores condições de expressão. 

Para a construção FERM, apesar do sucesso de expressão, resultando em proteína na 

fração solúvel, a proteína resultante foi caracterizada polidispersa e experimentos de 

dicroísmo circular (CD) mostraram espectro de uma molécula não estruturada, o que se 

acredita que se deve ao fato de não estar em fusão com o domínio MyTH4, da cauda da 

miosina, uma vez  que juntas desempenham importante papel funcional. Além disso, as 

estruturas cristalográficas desses domínios em outras miosinas, somente foram 

determinadas quando os domínios estavam fusionados. 

 Apesar do sucesso na expressão de GLOB_2 fusionada a SUMO, após a clivagem 

da fusão, há aparente desestabilização da molécula; pelos experimentos de espalhamento 

dinâmico de luz verificam-se grandes raios e alta polidispersividade. O estado agregado da 

amostra e sua grande instabilidade com formação de precipitados impossibilitaram 

prosseguir com outros experimentos. 

 Partindo para a construção da cauda globular inteira (GT-f), obteve-se sucesso em 

seu protocolo, resultando em proteína solúvel, em grande quantidade, pura e monodispersa, 

permitindo análises biofísicas de dicroísmo circular (CD) a fim de avaliar a estrutura 

secundária e termoestabilidade, calculada em torno de 48°C. O experimento de 

fluorescência (DSF) mostrou que a adição de alguns ligantes gerou aumento significativo 
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na estabilidade, porém ainda devem ser testados em maiores concentrações. Os 

experimentos de soluções de diferentes pHs e sais permitiu avaliar que não houve aumento 

significativo na temperatura de transição. Ao contrário do que foi visto para a cauda 

globular da miosina Va humana, onde a força iônica gerou aumento na estabilidade. 

A clivagem da cauda globular mostrou um padrão semelhante daquela de miosina V 

de levedura, já que possuem 2 subdomínios principais funcionais. 

A caracterização realizada a partir de experimentos de espalhamento de raios X a 

baixos ângulos (SAXS), cromatografia por exclusão molecular analítica (aSEC) e 

espalhamento dinâmico de luz (DLS) permitiram a determinação do comportamento 

hidrodinâmico da proteína, e também caracterizá-la como monomérica em solução. As 

características descritas para a cauda globular de inseto são muito semelhantes àquelas 

descritas para miosinas V de outros organismos, apesar da baixa identidade (~35%), 

sugerindo que desempenham funções muito parecidas nas células em que estão localizadas.  

Novas condições ainda podem ser testadas a fim de obter cristais e determinação da 

estrutura a alta resolução por cristalografia de raios X. Acredita-se que a porção coiled- coil 

N-terminal removida na atual construção desempenha um papel importante na estabilização 

da molécula, permitindo a dimerização da cauda globular. 
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VI- Perspectivas 
 

Ainda visando à caracterização estrutural a alta resolução, pretende-se realizar a 

construção da cauda globular da miosina V com a porção N-terminal, que contém coiled-

coil, para garantir a estabilização da molécula através da dimerização, como foi descrito 

para a cauda globular da miosina V de levedura, cuja estrutura foi resolvida. 

Ensaios de duplo-híbrido também serão realizados com as novas construções, a fim 

de identificar parceiros moleculares e compará-los aos parceiros das miosinas ortólogas. 

Quanto ao domínio FERM, pretende-se realizar a construção do domínio fusionado 

a MyTH4 e visando obter a proteína estruturada e adequada para estudos cristalográficos e 

funcionais. 
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