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RESUMO 

CARACTERIZAÇÃO ESTRUTURAL DO COMPLEXO DE PROTEÍNAS 

HIPOTÉTICAS - XACb0032/XACb0033 DA BACTÉRIA  

Xanthomonas axonopodis pv. Citri 

 
Autora: Thais Pereira Lopes 
Orientadora: Profa. Dra. Ljubica Tasic 
 
Palavras-chave: Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac), sistema secretório tipo 
IV (TTFS), co-expressão, purificação, caracterização estrutural  
 
A bactéria gram-negativa Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac) é responsável 
pelo cancro cítrico, uma doença de grande importância econômica em todo o 
mundo. Seus mecanismos de virulência ainda são pouco conhecidos, mas 
acredita-se que o processo de translocação das proteínas de virulência para a 
célula da planta hospedeira seja realizado por meio dos sistemas de secreção, 
principalmente do tipo III e hipoteticamente do tipo IV, onde se destaca o papel 
das chaperones secretórias. O alvo do nosso estudo é uma proteína hipotética, a 
XACb0032, que em ensaios de duplo híbrido, apresentou interação com a 
também hipotética XACb0033 anteriormente indicada como possível chaperone 
do sistema secretório tipo IV (TTFS). Ambas as proteínas hipotéticas são 
codificadas pelo locus virB do plasmídeo pXAC64. Os estudos estruturais 
apresentados iniciaram-se com a clonagem em pET23a, seguidos de testes de 
expressão desta proteína utilizando cepas de Escherichia coli, BL21(DE3)pLysS 
e RP códon plus. A expressão da XACb0032 foi bem sucedida utilizando a cepa 
RP códon plus. Os problemas encontrados para purificar a insolúvel XACb0032 
foram resolvidos utilizando a sua co-expressão com a XACb0033. Após dois 
passos de purificação, obtivemos o complexo das proteínas 
(XACb0032/XACb0033) puro e em quantidades satisfatórias para análises 
espectroscópicas. O complexo destas proteínas foi analisado por dicroismo 
circular (CD), emissão de fluorescência (estática e dinâmica), ressonância 
magnética nuclear (RMN) e espalhamento de raios-X a baixo ângulo (SAXS). 
Todos os dados obtidos indicaram que o complexo purificado exibe a estrutura 
enovelada e que após a adição de adenosina difosfato (ADP) ocorre uma 
mudança evidente na sua forma e no seu tamanho, indicando uma possível 
quebra do complexo XACb0032/XACb0033 após a liberação de ADP na célula. 
Portanto, podemos supor que o sistema de secreção do tipo IV deve funcionar 
da seguinte maneira: 1. Ligação da chaperone XACb0033 à XACb0032 
mantendo-a em uma conformação semi-desenovelada; 2. Ligação do complexo 
ao ATP; 3. Reconhecimento do sistema ATP + complexo pelo TTFS, logo a 
ATPase cliva o ATP; 4. Formação do ADP e sua presença promove a 
dissociação da XACb0032 do complexo; 5. Possível secreção da proteína alvo, 
ou seja, a XACb0032 poderia passar através do canal de secreção até atingir a 
célula eucariótica. 
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ABSTRACT 
 

 

STRUCTURAL CARACTERIZATION OF HYPOTETICAL 

 PROTEINS COMPLEX - XACb0032/XACb0033 from  

Xanthomonas axonopodis pv. citri  

 

Author: Thais Pereira Lopes 
Supervisor: Prof. Dr. Ljubica Tasic 
 
 
Keywords: Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac), type four secretion system 
(TFSS), co-expression, purification, structural characterization 
 
 
 
Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac) is the causative agent of citrus canker, a 
disease of significant economic importance worldwide. The molecular bases of 
the virulence mechanism are still unknown, but is believed that transfer of 
bacterial virulence proteins directly into the host cell cytoplasm is mediated by 
protein secretion systems, mainly type III and hypotheticaly type IV. The target of 
our study was XACb0032. This protein, in two hibrid system, interacted with 
XACb0033, a protein previously annoted as a possible cytoplasmatic chaperone 
of type four secretion system (TFSS). Both proteins are hypothetic and encoded 
by virB locus on pXAC64 plasmid. Structural studies were initiated by pET23a 
cloning; followed by expression tests with Escherichia coli strands 
BL21(DE3)pLysS and RP. The XACb0032 RP-expression was successful, 
however, the protein was insoluble. This problem was solved with its co-
expression with XACb0033. After two purification steps, the pure protein complex 
has been analysed by following spectroscopic methods: circular dichroism (CD), 
fluorescence emission (static and dinamic), nuclear magnetic ressonance (NMR) 
and small angle X-ray scattering (SAXS). Our results indicate that the complex 
shows a folded structure and that after ADP addition, a drastic change occured in 
the complex size and shape, that might indicate complex breaking upon ADP 
production in cell. Based on these observations, we can provide the following 
model for TFSS pathway concerning these proteins: 1. The chaperone 
(XACb0033) binds to the XACb0032 to keep it in a semiunfolded conformation; 2. 
This complex binds with ATP; 3. ATP bound to complex docks onto the TFSS 
apparatus and ATPase hydrolysis ATP; 4. ADP is formed and its presence 
provides that XACb0032 protein dissociates from complex; 5. The XACb0032 
could be able to pass through the needle into the eukaryotic cell.  
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 1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac) e Cancro Cítrico  

 

A Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac) é uma bactéria gram-negativa 

que parasita plantas cítricas. Suas características são respiração aeróbica, 

crescimento lento, formato de cocobacilo e locomoção flagelar, o que é 

importante para a sua adesão à célula hospedeira. A Xac também apresenta 

sistemas de secreção que permitem com que fatores macromoleculares de 

virulência sejam secretados para o meio extracelular (Brunings e Gabriel, 2003). 

Este fitopatógeno é responsável pelo desenvolvimento do cancro cítrico, uma 

doença que foi introduzida no Brasil em 1957 e atinge todas as variedades e 

espécies de citros. A planta atingida pelo cancro cítrico apresenta lesões 

salientes, o que não ocorre na maioria das outras doenças, sendo que os 

primeiros sintomas aparecem nas folhas e posteriormente nos frutos e ramos, e 

nestes em menor quantidade. A Xac é de fácil disseminação, pois não necessita 

de um vetor específico de infecção, sendo transmitida através da ação do vento, 

da chuva e manuseio de ferramentas agrícolas usadas pelo homem. Apresenta 

alto índice de contágio, uma vez que o patógeno penetra na planta através dos 

estômatos, lenticelas e também através de lesões causadas por insetos ou pelo 

homem. É uma bactéria altamente resistente, pois consegue sobreviver em 

diversos ambientes por vários meses ou até por anos e a única forma de 

eliminá-la é a erradicação das plantas contaminadas (Brunings e Gabriel, 2003). 

Por estas razões, o cancro cítrico é considerado uma das mais graves 

doenças da citricultura brasileira e possui também grande importância 

econômica, uma vez que o Brasil apresenta o maior parque citrícola do mundo, e 

a laranja é um produto que atende cerca de 50% da demanda e 75% das 

transações internacionais, trazendo anualmente mais de US$ 1 bilhão em 

divisas para o Brasil, que está no centro de uma cadeia produtiva que gera PIB 

equivalente a US$ 5 bilhões de dólares. Este setor emprega diretamente cerca 
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de 400 mil pessoas e é atividade econômica essencial de 322 municípios 

paulistas e 11 mineiros (http://www.abecitrus.com.br).  

Desta forma, estudar o cancro cítrico e o seu agente causador é de 

extrema importância para que haja um melhor entendimento da doença e dos 

mecanismos de virulência do patógeno, contribuindo para a melhoria da 

citricultura brasileira.  

 

1.2. Sistemas de secreção em bactérias gram-negativas 

 

Muitas bactérias gram-negativas patogênicas são capazes de infectar e 

causar doenças nos seus hospedeiros, sendo eles plantas ou animais. A 

infecção começa com atuação dos sistemas de secreção, onde fatores 

macromoleculares de virulência, normalmente proteínas ou complexos de ácidos 

nucléicos com proteínas, são excretados para o citosol da célula hospedeira (no 

caso dos sistemas do tipo III e IV), onde irão interferir no processo celular do 

hospedeiro, desempenhando assim um papel fundamental durante a infecção e, 

também, no desenvolvimento da doença, suprimindo os mecanismos de defesa 

do hospedeiro (Galán e Collmer, 1999; Cornelis e Van Gijsegem, 2000; Thanassi 

e Hultgren, 2000). Os sistemas de secreção podem ser classificados em seis 

tipos diferentes, dependendo da forma como é realizada a translocação dos 

fatores de virulência para a célula hospedeira.  

Dentre os seis tipos de sistemas de secreção, quatro deles utilizam o 

caminho de secreção geral (GSP - General Secretory Pathway), onde o 

transporte das proteínas através da membrana interna é realizado pelo sistema 

sec-dependente, no qual as proteínas a serem secretadas possuem uma 

sequência sinal na extremidade amino-terminal que será clivada no periplasma 

(Economou, 1999; Henderson e col., 2004). Estes quatro sistemas são 

chamados de sec-dependentes (tipo V, chaperone/proteína da membrana 

externa, tipo II e tipo IV) e são classificados de acordo com a forma em que as 

proteínas a serem secretadas atravessam a membrana externa (Thanassi e 

Hultgren, 2000). Os outros caminhos de secreção são sec-independentes e são 
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capazes de exportar o substrato diretamente do citoplasma para fora da 

membrana externa da bactéria. Estes são compostos pelos sistemas do tipo I, III 

e IV (Thanassi e Hultgren, 2000; Buttner e Bonas, 2002). Um esquema dos 

sistemas I-IV de secreção está representado na Figura 1.1. 

 

 

 

Figura 1.1. Sistemas secretórios bacterianos. Esquema dos tipos de sistemas de 
secreção I, II, III e IV utilizados por bactérias gram-negativas. O tipo I é exemplificado 
pela secreção da hemolisina A (HlyA) em E. Coli; o tipo II, é representado pela secreção 
de pululanase em Klebsiella axytoca; o tipo III, é exemplificado pela secreção de Yop 
em Yersinia; o tipo IV é representado pelo sistema VirB da A. tumefaciens. A hidrólise 
de ATP pelas proteínas HlyB, YscN, SecA e VirB11 está indicada. As moléculas 
efetoras secretadas estão destacadas em cinza. O tipo II e, em alguns casos, o tipo IV 
utilizam SecB, uma chaperone citoplasmática, embora o caminho de exportação Tat 
tenha sido recentemente implicado na secreção de moléculas pelo caminho do tipo II. O 
tipo III também envolve chaperones citoplasmáticas (SycE), entretanto eles não 
interagem com o sistema Sec da membrana interna. EM, meio extra celular; OM, 
membrana externa; Peri, periplasma; IM, membrana interna; Cyto, citoplasma. Retirado 
de Henderson e colaboradores, 2004. 
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O sistema do tipo IV pode funcionar como sec-dependente e também 

como sec-independente (Burns, 1999) e ele apresenta algumas similaridades 

com o sistema do tipo III, embora aparentemente eles não sejam relacionados. 

Estes dois sistemas possuem algumas características em comum, como por 

exemplo, ambos necessitam de contato físico com a célula hospedeira, 

requerem que uma chaperone secretória se ligue à proteína a ser secretada e 

espera-se que a exportação desta seja feita em somente uma etapa, via canal 

de secreção. Entretanto existe uma diferença fundamental entre eles: o sistema 

tipo IV pode exportar DNA simples fita e complexo DNA-proteína até a célula e 

não há nenhuma evidência de que o sistema do tipo III possa fazer o mesmo 

(Christie e Vogel, 2000).  

  

 

1.2.1. Sistema de secreção do tipo III (TTSS) 

 

 O sistema de secreção do tipo III (TTSS – Type Three Secretion System) 

está relacionado com os componentes do sistema flagelar bacteriano (Plano e 

col., 2001), sendo que um terço das proteínas que compõem a estrutura do 

TTSS são homólogas às proteínas constituintes da porção basal do flagelo 

(Hueck, 1998; Aizawa, 2001). Desta forma é possível que ele seja uma 

adaptação evolucionária do aparato flagelar, uma vez que na escala evolutiva a 

mobilidade tenha sido desenvolvida antes da virulência (Bennett e Hughes, 

2000). O aparato flagelar confere mobilidade à bactéria, o que é importante para 

o processo de infecção, entretanto a formação do sistema de secreção permite 

que proteínas possam ser secretadas (Galán e Collmer, 1999). 

O formato cilíndrico do TTSS é conhecido por ser parecido com uma 

agulha de injeção. Ele é composto por aproximadamente 20 proteínas e é 

considerado o mais complexo dentre os sistemas de secreção, permitindo a 

rápida e eficiente translocação das proteínas através do caminho: membrana 

interna, periplasma, membrana externa e finalmente membrana da célula 

eucariótica (Feldman e Cornelis, 2003).  A formação e ativação do complexo 
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ocorrem quando a bactéria entra em contato com o hospedeiro (Galán e 

Collmer, 1999) e então todas estas barreiras são atravessadas de uma só vez 

pelo estreito canal de aproximadamente 30 Å, do citoplasma bacteriano para o 

citosol da célula eucariótica. Já dentro da célula eucariótica as proteínas 

chamadas de efetoras irão interferir nos processos celulares (Galán e Collmer, 

1999; Feldman e Cornelis, 2003).  

Para que todo esse processo possa ocorrer, as proteínas efetoras devem 

ser reconhecidas e a sua especificidade assegurada para que o substrato 

correto seja engajado na maquinaria de secreção. O estreito canal do sistema 

agulha mostra que para que o substrato seja reconhecido, ele deve estar em 

uma forma semi-desenovelada antes da secreção e ainda deve haver uma 

hierarquia na qual os diferentes substratos são selecionados. Para que tais 

características sejam atendidas, o mecanismo de reconhecimento do substrato 

envolve vários meios de sinalização, além do auxílio de proteínas acessórias 

(Smith e Hultgren, 2001; Galán e Wolf-Watz, 2006). 

Neste sistema, a maioria das proteínas secretadas possui uma seqüência 

sinal localizada dentro dos primeiros 20-30 aminoácidos (Sory e col., 1995; 

Schesser e col., 1996), entretanto, diferentemente dos sistemas sec-

dependentes, esta sequência sinal não é clivada durante o processo de 

secreção (Galán e Wolf-Watz, 2006). No entanto, esta seqüência sinal não 

assegura a especificidade do substrato, sendo sugerido que as chaperones 

citosólicas as quais se ligam especificamente ao substrato desempenhem este 

papel (Wattiau e Cornelis, 1993; Feldman e Cornelis, 2003). 

 

 

1.2.2. Chaperones de secreção (CS) 

 

As chaperones dos sistemas de secreção, em geral, têm peso molecular 

menor que 20 kDa, pI geralmente ácido, podem interagir especificamente com 

uma proteína efetora e uma ou duas proteínas translocadoras, atuam como 

dímeros e se ligam a região amino-terminal da proteína cognata e possuem 
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hélice anfipática no C-terminal. Em geral estas são codificadas por genes 

localizados próximos aos genes que codificam as proteínas as quais elas irão se 

associar, o que ajuda na sua identificação (Cornelis e Van Gijsegem, 2000). 

Esta família de proteínas não partilha similaridades significantes entre 

suas seqüências primárias, entretanto a estrutura cristalográfica de algumas 

delas mostra que elas apresentam estrutura terciária bem similar (Stebbins e 

Galán, 2003). Em geral as chaperones se ligam aos aminoácidos 50-100 da sua 

proteína cognata. Seu sítio de ligação é, então, logo após da seqüência sinal na 

extremidade amino-terminal (Schesser e col., 1996; Woestyn e col., 1996). 

As estruturas tridimensionais obtidas através da co-cristalização da 

chaperone com a sua proteína efetora nos fornecem algumas informações sobre 

a função destas. Elas mostram que estas chaperones mantêm o seu domínio de 

ligação na proteína cognata em um estado parcialmente desenovelado, o que 

propicia à proteína efetora uma conformação e tamanho compatíveis com o 

tamanho do canal de secreção (Stebbins e Galán, 2001; Stebbins e Galán, 

2003). Outro papel proposto é prevenir a interação prematura da proteína a ser 

secretada com outras proteínas no citoplasma bacteriano (Woestyn e col., 1996) 

e mais uma função importante diz respeito ao encaminhamento do complexo 

chaperone/proteína efetora para a maquinaria de secreção, onde este processo 

é dirigido pela chaperone, pois a remoção do domínio de ligação da chaperone, 

em alguns dos complexos, previne a secreção da proteína cognata (Lee e Galán, 

2004). Portanto, a seqüência sinal existente na proteína a ser secretada deve 

ser um sinal geral para a secreção e as chaperones devem conferir a 

especificidade necessária ao processo. 

Além de reconhecer o complexo, a maquinaria de secreção tem de 

desfazê-lo, uma vez que a chaperone se mantém no citosol bacteriano após a 

proteína efetora se engajar no sistema (Galán e Collmer, 1999; Bennett e 

Hughes, 2000). Ao chegar na maquinaria de secreção, a proteína efetora 

encontra-se com o seu domínio efetor, que normalmente é localizado na 

extremidade carboxi-terminal, ainda enovelado (Luo e col., 2001). A limitação no 

tamanho do canal de secreção exige que este domínio se encontre 
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desenovelado para que seja possível a secreção (Galán e Wolf-Watz, 2006). 

Tem sido demonstrado que as ATPases associadas a maquinaria de secreção 

atuam de forma a ajudar no recrutamento e no processo de desenovelamento da 

proteína a ser secretada, funções condizentes com a sua posição (IM, 

membrana interna) na estrutura do sistema de secreção. Estudos in vitro 

mostraram que a ATPase se liga tanto à chaperone sozinha, quanto ao 

complexo e estudos in vivo demonstraram que na presença de ATPase ocorre a 

dissociação do complexo e o desenovelamento do domínio efetor da proteína 

efetora (Akeda e Galán, 2005; Muller e col., 2006). Além destes fatores, essa 

atividade de desenovelamento pode ser crítica no fornecimento de energia para 

o processo de secreção (Galán e Wolf-Watz, 2006). Um esquema representativo 

do modelo da secreção pelo TTSS assistido por chaperone está apresentado na 

Figura 1.2. 

 

 

 

 
Figura 1.2. Modelo do TTSS assistido por chaperone em Salmonella. a) Criação 

do complexo entre a chaperone (SicP, azul) e a proteína de virulência (SptP, cinza) a 
ser injetada na célula alvo. b) O complexo se liga ao aparato do TTSS (vermelho), 
demonstrado aqui entre as membranas interna e externa da bactéria, com uma "agulha" 
passando para a membrana plasmática da célula sob ataque. c) A proteína efetora 
passa através da agulha para a célula sob ataque, com a utilização de ATP. d) A 
proteína efetora é enovelada na sua forma ativa dentro da célula sob ataque. Retirado 
de Smith e Hultgren, 2001. 
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1.2.3. Sistema de secreção do tipo IV (TFSS) 

 

O sistema de secreção do tipo IV (TFSS - Type Four Secretion System) 

aparentemente não está relacionado com o sistema do tipo III e sim relacionado 

evolutivamente com os componentes da maquinaria de conjugação bacteriana. 

A transferência por conjugação através do envelope celular das bactérias gram-

negativas é mediada por uma estrutura supramolecular denominada de 

formação do par conjugado (Mating Pair Formation – Mpf). Este complexo é 

formado por um canal responsável por estabelecer o contato entre as células e 

há a formação de um canal de conjugação por onde ocorre a translocação do 

DNA a ser transferido (Cascales e Christie, 2003). Os aspectos clínicos deste 

tipo de transferência são extremamente problemáticos, pois o DNA de uma 

bactéria é incorporado por outra, levando a rápida disseminação de genes 

resistentes a antibióticos e outros fatores de virulência entre as populações 

bacterianas (Burns, 1999; Christie, 2001). 

O protótipo do TFSS é o sistema VirB/D4 da bactéria Agrobacterium 

tumefaciens, que exporta DNA simples fita, conhecido como T-DNA (Transferred 

DNA), através das membranas bacterianas para dentro da célula da planta, onde 

o T-DNA se integra ao seu genoma (Zambryski, 1988). O sistema é composto 

pelo locus virB, que consiste em 11 genes (VirB1 a VirB11) dez dos quais são 

essenciais para a transferência do DNA (VirB2 a VirB11), enquanto que o VirB1, 

se deletado, atenua a virulência e conseqüentemente a transferência de DNA 

(Berger e Christie, 1994) e mais um gene que codifica o VirD4 que é o receptor 

do substrato (Christie, 1997). VirB1 a VirB11 constituem as subunidades do Mfp 

e estas sozinhas formam a estrutura do canal. Quando juntas com VirD4, 

formam o canal de secreção transenvelope (Christie e col., 2005). A arquitetura 

molecular do TFSS está representada na Figura 1.3. e uma descrição detalhada 

do sistema foi realizada por Christie e colaboradores, 2005. 
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Figura 1.3. Esquema representativo do TFSS, onde: inner membrane - membrana 

interna; outer membrane – membrana externa e proteínas B1-B11 e D4 fazem parte do 

TFSS, conforme  (http://www.genome.jp/kegg/pathway/map/map03080.html). 

 

Este sistema de conjugação bacteriana, além de exportar T-DNA, exporta 

proteínas associadas ao DNA simples fita não ligadas covalentemente (Christie, 

2001) e também somente proteínas, como no caso da proteína CagA de 

Helicobacter pilori (Stein e col., 2000) e a toxina pertussis de Bordetella pertussis 

(Winans e col., 1996). Em geral, a translocação do substrato é realizada em uma 

só etapa, não havendo a necessidade de um intermediário periplasmático, 

entretanto há uma exceção. Em Bordetella pertussis a toxina Ptl é exportada 

para o periplasma pelo caminho sec-dependente (Burns, 2003), ilustrando a 

versatilidade deste sistema. 

Acredita-se que o transporte do substrato para a célula hospedeira 

necessite de energia para a biogênese do processo ou para o processo de 

transporte propriamente dito através da hidrólise de ATP. Para tal, postula-se 
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que as ATPases VirB4 e VirB11  mediam a formação da maquinaria de secreção 

ou funcionam através de mudanças conformacionais dirigidas por ATP (Bruns, 

2003). Isto é feito baseando-se na estrutura cristalográfica da H. pylori HP0525, 

uma ATPase homóloga de VirB11, onde foi sugerido que a sua estrutura 

hexamérica funciona como um poro, o qual fecha e abre de acordo com a 

mudança na conformação propiciada pela ligação ou hidrólise de ATP, 

respectivamente (Yeo e col., 2000). 

Em Agrobacterium tumefaciens, no caso da transferência de proteínas 

independentemente de DNA, uma chaperone (VirE1) deve estar envolvida 

mediando a transferência da proteína VirE2 (Deng e col., 1999), pois a VirE1 

possui 7,5 kDa, é uma proteína ácida que interage diretamente com o domínio 

interno da VirE2 e evidências in vivo mostram que VirE1 estabiliza VirE2 e, 

também, previne que a VirE2 sofra agregação in vitro (Sundberg e Ream, 1999; 

Zhou e Christie, 1999). Reunindo as características citadas acima e as 

propriedades físicas de VirE1, pode-se perceber que ela se parece com as 

chaperones requeridas pelo sistema de secreção tipo III (Cheng e Schneewind, 

2000). Desta forma, por analogia ao TTSS, a exportação de proteína 

independente de DNA via TFSS deve ser realizado primeiramente com a 

formação do complexo entre a proteína cognata e a sua chaperone (Christie e 

Vogel, 2000). 

 

1.3. Genoma da Xac e o complexo das proteínas em estudo 

 

A Xac possui um cromossomo e dois plasmídeos, o pXAC33, com 33,7 

Kb e o pXAC64, com 64,4 Kb. No seu genoma foram encontrados genes que 

codificam sistemas secretórios dos tipos II, III e IV.  O sistema do tipo II 

apresenta dois genes diferentes, um geral ao gênero Xanthomonas (xps -

Xanthomonas protein secretion), e outro específico para Xac, (xcs- 

Xanthomonas citri protein secretion). Já o TTSS está localizado no cromossomo 

e é codificado por um grupo de 27 genes (da Silva e col., 2002).  
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Existem em seu genoma dois loci, ambos originalmente chamados de virB, 

que codificam distintos e independentes sistemas de secreção tipo IV, um no 

cromossomo, cuja função ainda não é conhecida e outro no plasmídeo pXAC64, 

que codifica a clássica maquinaria de conjugação (da Silva e col., 2002; Alegria 

e col., 2005). Um cluster similar ao locus virB também foi encontrado no genoma 

de Xanthomonas campestris pv. campestris. Os loci virB da Xanthomonas 

axonopodis pv. citri apresentam fases abertas de leitura (Open Reading Frames 

- ORFs) que codificam proteínas não caracterizadas anteriormente, sendo 

algumas somente encontradas no gênero Xanthomonas (da Silva e col., 2002).  

Foram realizados ensaios de duplo-híbrido para estudar interações entre 

proteínas do TFSS a fim de esclarecer os mecanismos pelos quais a Xac utiliza 

este sistema para interagir e modificar o metabolismo do hospedeiro. Estes 

ensaios foram realizados utilizando um número de proteínas VirB de Xac como 

isca e a biblioteca genômica de Xac como presa, sendo encontradas várias 

interações entre os componentes do TFSS e proteínas hipotéticas codificadas 

pelos dois loci virB. Uma destas interações foi atribuída às proteínas XACb0032 

e XACb0033 (Alegria e col., 2005). Os genes das proteínas hipotéticas 

XACb0032 e XACb0033 encontram-se entre os genes trwC e virB1 do 

plasmídeo pXAC64 da Xac (Alegria e col., 2005) e a representação da 

localização destas proteínas no plasmídeo pXAC64 encontra-se na Figura 1.4. 

A XACb0032 tem 108 aminoácidos na sua seqüência e possui ortólogos 

codificados nos genomas de Azotobacter vinelandi, Chlorobium tepidum, 

Sinorhizobium meliloti, B. melitensis, Rickettsia conorii, Nitrosomonas europaea, 

Rhodospirillum rubrum e X. fastidiosa (Alegria e col., 2005). A XACb0033, sua 

proteína parceira anteriormente descrita como possível chaperone do sistema 

secretório tipo IV, tem 72 aminoácidos (Kather e col.,  2005) e possui ortólogos 

encontrados em Nitrosomonas europaea, Rhodospirillum e X. fastidiosa. 
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Figura 1.4. Representação do plasmídeo pXAC64 da Xac. Genes que codificam 
proteínas com funções desconhecidas estão indicados em branco, como é o caso da 
XACb0032 e XACb0033. As setas indicam interações observadas em ensaios de duplo-
híbrido (isca  presa). Retirado de Alegria e colaboradores, 2005. 

 
O domínio mínimo requerido na interação da XACb0032 corresponde aos 

resíduos 18 a 72 da XACb0033 (Alegria e col., 2005). As seqüências dos 

nucleotídeos e aminoácidos correspondentes às duas proteínas estão 

apresentadas na Figura 1.5. 

XACb0032 
(a) 
ATGCGGGGTGACTTTGTGACCATCGCCATGCAAGGCGACTTCGGAAAACCAAGGC
CCGCTCTGGTGATCCAGGCCGACCAGTTTGACGCACACACCACCGTGACGGTGCT
GCCGGTGACAAGCACGCTCGTTGCTGCGCCGCTGCTGCGTATTACCGTTCATCCA
AGTACCGACAATGGTTTGCAGAAGCCGTCTCAGGTGATGGTGGACAAGGCCATGA
CCGTGAAGCGTGACAAGGTAGGTCGAGCCTTTGGGCGCGTAGACGCTGATGCGTT
GGTGGAAATTGAGCGCTGCCTGGCCGTGTTCTTGGGCATCGCTAAGTGA 
(b) 
MRGDFVTIAMQGDFGKPRPALVIQADQFDAHTTVTVLPVTSTLVAAPLLRITVHPSTDN
GLQKPSQVMVDKAMTVKRDKVGRAFGRVDADALVEIERCLAVFLGIAK 
 

XACb0033 
(c) 
ATGGCACACGTCAATTCACGAGTTCAAAAGCACCGCGACGCCCTGCGCATGGCAG
GGCTGCGTCCGGTGCAAATTTGGGTGCCGGACACACGGCGGCCTGACTTCGCCGA
GGAATGCCGCCGTCAGTGTCGTCTTGCTGCACAAGCGGACATGGCGGATACCGAC
ATGCAGCGCTTCATGGATGAGGCGCTAGCAGACATGGATGGCTGGACGGAATGA 
(d) 
MAHVNSRVQKHRDALRMAGLRPVQIWVPDTRRPDFAEECRRQCRLAAQADMADTDM
QRFMDEALADMDGWTE 
 

Figura 1.5. Seqüências dos nucleotídeos e aminoácidos das duas proteínas. (a) 
Seqüência dos nucleotídeos da XACb0032; (b) Seqüência dos aminoácidos da 
XACb0032; (c) Seqüência dos nucleotídeos da XACb0033; (d) Seqüência dos 
aminoácidos da XACb0033 (http://watson.fapesp.br/Xantho/Main.htm). 
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 O entendimento das estruturas tridimensionais das proteínas envolvidas 

no mecanismo de translocação (proteínas efetoras e chaperones) é essencial 

para que o mecanismo de virulência da Xac seja esclarecido, uma vez que 

proteínas de virulência com estrutura tridimensional específica e compatível com 

o tamanho do sistema de secreção são introduzidas na célula hospedeira (Galán 

e Collmer, 1999; Feldman e Cornelis, 2003; Alegria e col., 2004).  

Entender a estrutura de uma proteína é muito importante para que se 

possa decifrar a sua função. Estas moléculas exibem uma enorme variedade de 

funções biológicas e são o instrumento molecular através do qual a informação 

genética é expressa. Elas são polímeros formados pelos aminoácidos e não 

exibem estruturas uniformes, porém examinando-se a forma em como estes 

aminoácidos estão dispostos, podem-se entender as propriedades físicas e 

químicas e como conseqüência, seus mecanismos de ação nos seres vivos 

(Voet e col., 2000). As proteínas apresentam níveis de organização na sua 

estrutura, sendo: a estrutura primária, que consiste na seqüência dos 

aminoácidos, e que no caso das nossas proteínas foi obtida através da análise 

do genoma da Xac por bioinformática e está representada na Tabela 1.1. A 

estrutura secundária representa o arranjo espacial dos átomos de um esqueleto 

polipeptídico sem levar em consideração a conformação de suas cadeias laterais 

e inclui padrões regulares de enovelamento, como as -hélices, folhas  e 

também estruturas que não possuem padrão (randômica), em que a estrutura 

secundária de uma proteína é estudada com o auxílio da técnica de dicroísmo 

circular. A estrutura terciária descreve o enovelamento dos elementos estruturais 

secundários e especifica as posições de cada átomo da proteína, incluindo as 

cadeias laterais e a estrutura quaternária, na qual as subunidades protéicas 

associam-se com uma geometria específica e de modo não-covalente 

apresentando um arranjo espacial específico. Os estudos destas estruturas são 

realizados utilizando as técnicas de fluorescência, onde o triptofano é utilizado 

como sonda, técnica de espalhamento de raios-X a baixo ângulo (SAXS), onde é 

possível obter o envelope protéico e pelas técnicas de ressonância magnética 
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nuclear (RMN) ou cristalografia de raios-X que são as únicas utilizadas em 

análises de estrutura no nível atômico (Voet e col., 2000).  

 

1.4. Análises espectroscópicas  

 

Existem várias técnicas que permitem a análise espectroscópica de 

proteínas em solução, entre elas foram utilizadas neste trabalho dicroísmo 

circular (CD), emissão de fluorescência (estática e dinâmica), ressonância 

magnética nuclear (RMN-SDT) e espalhamento de raios-X a baixo ângulo 

(SAXS). Estas técnicas serão comentadas a seguir. 

 

 

1.4.1 Espectroscopia de dicroísmo circular (CD) 

 

A espectroscopia de dicroísmo circular (CD), na região do UV-distante 

(180 a 240 nm), é uma técnica utilizada em análises da estrutura secundária de 

proteínas em solução devido à quiralidade destas moléculas. O sinal de CD 

representa a absorção diferencial da luz circularmente polarizada à esquerda e à 

direita após a sua passagem pela amostra sendo, em proteínas, a ligação 

peptídica a responsável por esta diferença na absorção. Os átomos da ligação 

peptídica podem interagir com os átomos de outras ligações peptídicas 

originando a estrutura secundária da proteína, assumindo arranjos helicoidais 

em determinados trechos de sua seqüência de aminoácidos. Estas formas 

regulares dos arranjos atômicos interagem de modo particular com a radiação 

polarizada resultando na obtenção dos espectros de CD como função de 

elipticidade (graus) versus comprimento de onda (Kelly e Price, 1997; Rodger, 

1997). Cada tipo de estrutura secundária: predominantemente -hélice; 

predominantemente folha ; +  (regiões  e  separadas); /  (região  e  

misturadas); randômica (predominantemente desordenada) apresenta um tipo 

de espectro de CD (Levitt e Chothia, 1976; Rodger, 1997) (Figura 1.6.). Através 

desta técnica pode-se dizer se estão ocorrendo mudanças na conformação da 
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proteína e, em caso positivo, correlacioná-las com as características do meio 

circundante. Podemos saber, por exemplo, se mudanças de temperatura, ou de 

pH, ou a presença de outras moléculas no solvente são capazes de modificar a 

estrutura da proteína e se essas modificações estruturais afetam a atividade 

biológica da macromolécula.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.6. Espectros de CD característicos para proteínas com estruturas de: 

-hélice (preto); predominantemente folha  (vermelho); e randômica (verde). 

 

1.4.2. Emissão de fluorescência:  estática e tempo de vida  

 

 O fenômeno de fluorescência consiste na absorção de energia pelos 

elétrons de um fluoróforo (molécula fluorescente), passando do estado 

fundamental (S0) para o estado excitado (S1). Para que esta molécula volte o 

estado fundamental esta energia deve ser perdida. No caso da fluorescência, 

essa energia é emitida  em forma de luz, mas esta não é a única forma, havendo 

também perdas de energia na forma de calor, processos químicos e vibracionais. 

Por este motivo, a energia emitida em forma de luz é menor do que a energia 

absorvida, como pode ser verificado através dos espectros de excitação e 

emissão, onde o comprimento de onda da luz absorvida é menor do que o 

comprimento de onda no espectro da luz emitida (Lakowicz, 1983). 
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Tipicamente as moléculas fluorescentes possuem elétrons deslocalizados 

em ligações duplas conjugadas (moléculas aromáticas). Assim, a espectroscopia 

de fluorescência de emissão é utilizada nos estudos conformacionais das 

proteínas, utilizando como sondas aos resíduos aromáticos: tirosina, fenilalanina 

e triptofano. Este último (Trp, W) é considerado o mais importante e utilizado 

nesta técnica, pois não é abundante, facilitando a interpretação dos espectros, 

possui alto rendimento quântico e pode ser excitado sem a interferência dos 

outros dois aminoácidos, tirosina e fenilalanina. Ele também apresenta uma 

absorção por volta de 280 nm e uma emissão por volta de 340 nm, sendo que a 

sobreposição das bandas de emissão e de absorção é pequena, refletindo a 

mudança de geometria que ocorre com a molécula quando o grupo indol do 

triptofano é excitado eletronicamente. Este grupo é altamente sensível ao 

ambiente local, apresentando diferentes características de emissão de 

fluorescência dependendo do grau de exposição ao meio hidrofílico ou 

hidrofóbico. Assim, o resíduo de triptofano encontra-se mais exposto ao 

solvente, ele possui máximo de emissão em torno de 350-355 nm, pois 

necessita despender uma maior quantidade de energia para reorganizar as 

moléculas de água que estão a sua volta e quando está no estado nativo 

(resíduo não exposto) em torno de 335 nm, pois não é necessário haver gasto 

de energia na reorganização das moléculas de água (Lakowicz, 1983). Por estas 

características, a técnica permite o estudo de mudanças conformacionais em 

proteínas e o estudo das interações entre proteínas com outras moléculas 

(Lakowicz, 1983). 

 

1.4.3. Ressonância magnética nuclear (RMN)     
  

 A ressonância magnética nuclear (RMN) é sem dúvida uma das mais 

poderosas técnicas espectroscópicas aplicada aos estudos estruturais e 

dinâmicos de moléculas orgânicas em solução. A RMN de hidrogênio-1 (1H 

RMN) vem sendo o mais aplicado não só na química e na física, mas também na 
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medicina, biologia e agricultura. Novos conceitos em RMN são continuamente 

descobertos e acompanhados pelo avanço tecnológico dos espectrômetros 

(Grant e Harris, 1996).  

  Vários processos biológicos podem ser inibidos ou promovidos pelas 

interações entre as proteínas e as moléculas pequenas. Por exemplo, as 

chaperones secretórias do típo III ou IV, alvo deste estudo, reconhecem as 

proteínas a serem transportadas e  se ligam a elas, deixando-as em uma 

conformação parcialmente desenovelada. Aparentemente, a atividade ATPásica 

de uma das proteínas do sistema de secreção (ATPase) é necessária para que o 

complexo de chaperone-proteína alvo se dissocie e para que a proteína alvo 

fique na conformação compatível com o tamanho do canal de secreção para que 

esta possa ser transportada (Bennett e Hughes, 2000). Sendo assim, o processo 

de infecção provocado pela Xac deve ser controlado pelas interações 

chaperone/proteína efetora/ATP.  

  A RMN demonstrou que é possível detectar e quantificar estas interações 

com alta sensibilidade sem o conhecimento prévio da função da macromolécula 

(Hajduk e col., 1997). Algumas metodologias monitoram as mudanças nos 

deslocamentos químicos das macromoléculas e são de difícil realização na 

ausência de proteínas marcadas isotopicamente. Isso faz com que o estudo das 

propriedades dos ligantes seja mais apreciado, pois fornece espectros de RMN 

simplificados e de melhor resolução em comparação com os espectros das 

macromoléculas. Existem muitos métodos baseados na detecção dos ligantes, 

entre eles, os baseados na transferência de efeito Overhauser nuclear (NOE), 

que são experimentos que detectam o ligante com constante de dissociação (Kd) 

na faixa de 10-3-10-8 M e fornecem seu epítopo, como por exemplo STD 

(Saturation Transfer Difference) (Mayer e Meyer, 2001), WaterLOGSY (Water 

Ligand Observation with Gradient Spectroscopy) (Dalvit e col., 2001) e NOE 

pumping (Shapiro e Chen, 2000) além do experimento DOSY-NOESY (Diffusion-

Ordered NOESY) que fornece também o epítopo da proteína (Gozansky e 

Gorenskin, 1996). 



 18 

  O experimento de STD é sem dúvida, o mais popular dos experimentos 

de transferência de NOE, provavelmente, por ser o mais sensível, rápido, além 

de fornecer o epítopo da ligação do ligante e as constantes de dissociação dos 

complexos. Este método está baseado na transferência de magnetização da 

proteína para os ligantes através da saturação seletiva de um sinal da proteína. 

Os hidrogênios do ligante que estiverem próximos à proteína serão saturados 

através da difusão de spin fornecendo sinais do espectro de STD (Mayer e 

Meyer, 2001). A única desvantagem deste experimento é que ao analisar 

misturas de proteínas com peptídeos a irradiação da proteína pode atingir 

também o peptídeo fornecendo resultados falsos.  

 

1.4.4. Espalhamento de raios – X a baixo ângulo (SAXS) 

  

A técnica de espalhamento de raios-X a baixo ângulo (ângulos menores 

que 3-5 ) tem sido bastante utilizada nos últimos anos no estudo de proteínas 

em solução. O espalhamento de raios-X a baixo ângulo é um processo de 

espalhamento elástico que ocorre quando o feixe de raios-X atravessa a amostra 

e interage com os seus elétrons. A radiação reemitida pelos elétrons de cada 

átomo é espalhada isotropicamente e estas ondas espalhadas atingem o 

detector onde são registradas. A partir das curvas de espalhamento obtidas e do 

tratamento matemático dos dados é possível obter, com base no formato da 

curva, parâmetros dimensionais. E estes, por conseqüência, permitem a 

construção de modelos do envelope molecular, onde podem ser obtidas 

informações sobre as estruturas terciárias e quaternárias da macromolécula sem 

detalhes do nível atômico (Glatter, 1982; Svergun, 1999). 

A técnica de SAXS fornece informações estruturais sobre as 

inomogeneidades da partícula com dimensões características de dez a algumas 

centenas de ângstrons (Å). As inomogeneidades ou flutuações na densidade 

eletrônica são tidas como centros espalhadores e supondo que os centros 

espalhadores estão no vácuo, a amplitude do espalhamento é proporcional ao 

número de moles de elétrons por unidade de volume, ou seja, à densidade 
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eletrônica. Se os centros espalhadores estão imersos em outro meio, como é o 

caso de partículas em suspensão em um solvente, o espalhamento surge do 

contraste de densidade eletrônica entre a partícula e o solvente (Glatter, 1982). 

Em proteínas, este contraste pode ser pequeno, resultando em um 

espalhamento muito fraco exigindo maior tempo de coleta ou a utilização de 

soluções protéicas mais concentradas (o que poderia prejudicar o padrão de 

espalhamento, uma vez que as proteínas poderiam se agregar). Desta forma 

feixes de raios-X produzidos pela radiação síncrotron são empregados, pois o 

fluxo de fótons do feixe que incide sobre a amostra é muito maior em relação 

aos raios-X obtidos de forma convencional propiciando um melhor padrão de 

espalhamento em condições experimentais adequadas, tornando possível 

registrar esses casos de contraste fraco com maior eficiência (Zhang e col., 

1994).  

 O tratamento matemático dos dados de SAXS consiste primeiramente em 

uma análise prévia, em que é construída a curva de espalhamento I(q) versus q, 

onde q é o vetor de espalhamento, q = (4 / )sen , sendo  o comprimento de 

onda utilizado e 2  o ângulo de espalhamento. A linearização desta curva 

(aproximação de Guinier) traz informações sobre a monodispersividade do 

sistema e sobre o raio de giro (Rg) que é um parâmetro dimensional. Se o 

sistema é monodisperso é feita a transformada de Fourier da curva de 

espalhamento gerando outro gráfico que contém as mesmas informações, no 

entanto ele possui um formato mais intuitivo. Isto é feito pelo programa GNOM 

(Svergun, 1991) e o gráfico obtido é o P(r) versus r, onde P(r) é a distribuição 

dos pares de distância de elétrons. Este gráfico fornece informações mais 

analíticas sobre os parâmetros dimensionais Rg e dimensão máxima (Dmáx) 

(Glatter, 1982).  A área desta curva é proporcional a intensidade de 

espalhamento quando q = 0, ou seja, a  I (0) e a intensidade de espalhamento 

I(0) é um dado importante, pois através deste valor é possível obter informações 

aproximadas sobre a massa da macromolécula através de uma relação em que 

I(0) é proporcional a concentração da macromolécula vezes a sua massa. Para 

que este cálculo aproximado da massa possa ser realizado, utiliza-se um padrão 
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de massa externo, no caso das proteínas, albumina de soro bovino (BSA) ou 

lisozima (Svergun e Koch, 2003). 

Na construção dos modelos ab initio são utilizados os programas 

computacionais idealizados por Glatter e o modelo final deve ajustar-se as 

curvas de espalhamento. Ele contém informação sobre as regiões de maior 

densidade eletrônica na molécula de proteína, sendo possível a construção do 

seu envelope molecular. Existem alguns programas, entre eles o DAMMIN que 

faz a modelagem bead model (Svergun, 1999). 

 
 

2.  OBJETIVO 

 
O objetivo deste estudo foi caracterizar estruturalmente o complexo de 

proteínas hipotéticas XACb0032/XACb0033, onde a XACb0033 foi anotada 

como possível chaperone do TFSS. A determinação da interação entre estas 

proteínas poderá indicar os mecanismos de virulência envolvendo sistema 

secretório tipo IV da Xac.  

 

3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1. Expressão das proteínas 

 

As ORFs referentes às proteínas XACb0032 e XACb0033 foram 

anteriormente (no projeto de pós doutoramento de Ljubica Tasic e na tese de 

doutorado de Letícia Khater) clonadas no vetor de expressão pET23a (Novagen) 

e transformadas em cepas de Escherichia coli (E. coli) BL21 (DE3) pLysS, 

conforme descrito em Tasic e colaboradores, 2006 e 2004.  

3.1.1. Sistema de expressão pET 

O vetor de expressão utilizado foi o pET23a que é controlado pelo sistema 

T7 (Studier e col., 1990). A expressão do DNA alvo é realizada somente na 
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presença da RNA polimerase do vírus T7. Então foi utilizada a cepa de bactéria 

E. coli BL21(DE3) (Stratagene), pois esta possui no seu genoma o prófago do 

bacteriófago T7 e nele a expressão da T7 RNA polimerase está sob o controle 

do promotor lacUV5 do operon lac, que está reprimido na presença da D-glicose 

e na ausência do seu indutor natural, lactose.  

O produto do gene lac I é um repressor que, quando ligado ao operador O, 

impede a expressão da T7 RNA polimerase impossibilitando a transcrição do 

DNA alvo. Entretanto, na presença de isopropil– -D-tiogalactopiranosídeo 

(IPTG), que é utilizado como indutor por ser análogo ao indutor natural, o 

repressor se desliga do operador O, pois o indutor se liga a ele e muda a sua 

conformação, permitindo a expressão da T7 RNA polimerase, o que por 

conseqüência, possibilita a transcrição do DNA alvo. A T7 RNA polimerase 

passa a ser produzida e devido a sua maior eficiência, que é cinco vezes maior 

do que da RNA polimerase da E. coli, permite que a expressão do DNA alvo 

seja realizada em grande quantidade. Também é possível controlar o momento 

exato em que o DNA alvo será expresso, pois a RNA polimerase da E. coli não 

o transcreve (Studier e col., 1990). 

 

3.1.2. Linhagens de E. coli 

 

  A linhagem de E. coli utilizada para manutenção e multiplicação de 

vetores plasmidiais foi a DH5 . A cepa de bactérias E. coli BL21(DE3)pLysS 

(Stratagene) foi utilizada para expressar as proteínas de interesse. Esta cepa 

possui baixos níveis de produção de proteases, que poderiam degradar as 

proteínas alvo e apresenta expressão aumentada de lisozima que inibe a T7 

RNA polimerase, regulando a expressão da proteína de interesse. Esta linhagem 

pode ser utilizada quando a proteína alvo se apresenta tóxica para a bactéria. A 

cepa de bactérias E. coli BL21(DE3) Códon Plus RP (Stratagene), além das 

características descritas acima, exceto a expressão aumentada de lisozima, 



 22 

possui também suplementação de RNA transportadores para códons raros de 

arginina (R) e prolina (P), pois estes são pouco freqüentes nas bactérias o que 

pode reduzir ou parar a tradução. 

 

3.1.3. Meio de cultura LB (Luria – Bertani) 

 

O meio de cultura LB foi utilizado no crescimento bacteriano, o meio 

líquido na expressão protéica e o meio sólido para a manutenção das colônias 

bacterianas. Ele é composto por triptona 10 g/L, cloreto de sódio (NaCl) 10 g/L e 

extrato de levedura 5 g/L e a ele foram adicionados os antibióticos, ampicilina e 

cloranfenicol em concentrações de 50 g/mL, de modo a selecionar as colônias 

que continham o DNA alvo. 

 

3.1.4. Eletroforese de proteínas (SDS-PAGE, 15 %) 

 

Os géis de SDS-PAGE foram aplicados em diversas etapas deste 

trabalho para acompanhamento tanto da expressão, quanto de duas fases de 

purificação. O gel de resolução (10 mL) foi composto por 5,0 mL de solução de 

acrilamida e bis-acrilamida (30 %); 2,5 mL de tampão de gel (tris-HCl 1,5 M,  

pH 8,8); 2,3 mL de água (MilliQ); e 100 l de solução de SDS (10%). Os 

catalisadores da polimerização foram o persulfato de amônio (100 L, 10 %, 

APS) e o N,N,N´,N´- tetrametiletilenodiamino (4 L TEMED). O gel de 

empacotamento (3 mL) foi composto por 2,10 mL de água (MilliQ); 0,50 mL da 

solução de acrilamida e bis-acrilamida (30 %); 0,38 mL de tampão de gel (tris-

HCl 1,5 M, pH 6,8); 30 l de SDS (10 %); 30 L de APS (10 %) e 3 L de 

TEMED. 

A composição do tampão de amostra para eletroforese foi de tris-HCl (50 

mM, pH 6,8); ditiotretiol (DTT) 100 mM; SDS 2%; azul de bromofenol 0,1% e 

glicerol 10%. 
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O procedimento de eletroforese foi conduzido com a utilização do 

aparato Mini-Protean II Dual Slab Cell (Bio-Rad) nas seguintes condições: 

primeiramente foi aplicada a voltagem de 80 V por aproximadamente 15 

minutos e, em seguida, uma voltagem de 200 V por aproximadamente 40 

minutos. No caso do acompanhamento da expressão e a lise, foram aplicados 

3,0 L de amostra enquanto que para verificar a eficiência cromatográfica, 

foram aplicados 7,5 L de amostra. O gel de SDS foi corado durante 30 

minutos com a solução etanol/ácido acético/água (5/1/15, v/v/v) e 0,25 % de 

Coomassie Brilliant Blue R a 50oC e descorado em ácido acético/etanol/água 

(3/2/3, v/v/v) durante 40 minutos, à temperatura ambiente. 

 

3.1.5. Transformação 

 

Utilizou-se no procedimento de transformação por eletroporação 

aplicando as instruções do fabricante, eletroporador MicroPulser TM 

Eletroporation Apparatus (Bio-Rad). Para cada 500 L de células competentes 

(Sambrook e Russell, 2001) foi adicionado 1 L de DNA referente a proteína ou 

de cada proteína em questão na co-expressão. Incubou-se a mistura por 1 

minuto em banho de gelo e após transferiu-se para a cubeta de eletroporação 

previamente resfriada. No eletroporador selecionou-se o programa EC2 e foi 

dado o pulso. Transferiu-se para um tubo de 1,5 mL contendo 1,0 mL de meio 

SOC (10 mL do meio SOB + MgCl2 (50 L, 2M) + glicose (200 L, 1M) e 

incubou-se a 37oC a 200 rpm por 1 hora. Após este período, a mistura foi 

plaqueada (200 L) em meio LB contendo os antibióticos ampicilina (50 g/mL) e 

cloranfenicol (50 g/mL). 

 

3.1.5.1. XACb0032 

Foi realizada a transformação do DNA plasmidial correspondente à 

proteína XACb0032 em células competentes da linhagem BL21(DE3) Códon 

Plus RP de E. coli, conforme descrito no ítem 3.1.5. 
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3.1.5.2. Complexo de proteínas XACb0032/XACb0033 

Os DNAs plasmidiais referentes às proteínas XACb0032 e XACb0033 

foram co-transformados em células competentes da linhagem BL21(DE3)plysS 

de E. coli, conforme descrito no ítem 3.1.5. Neste caso foram utilizados 1 L de 

DNA referente à proteína XACb0032 e 1 L de DNA referente à proteína 

XACb0033. 

 

3.1.6. Indução 

 

Os procedimentos da indução realizados tanto para a XACb0032 como 

para o complexo estão descritos em seguir. Foi preparado o pré-inóculo, onde 

uma colônia, produto da transformação, foi escolhida ao acaso e inoculada em 

meio LB líquido contendo antibióticos (50 g/mL, ampicilina, cloranfenicol) a 

37oC, 200 rpm por 16 horas. Após este período, adicionou-se 5,0 mL do pré-

inóculo a 0,5 L de meio LB líquido contendo os mesmos antibióticos e o 

crescimento das bactérias foi conduzido a 37oC, 200 rpm. A expressão da 

XACb0032 e a co-expressão das XACb0032/XACb0033 foram induzidas por 

IPTG (1 mM) quando a absorbância em 600 nm encontrava-se entre 0,6 - 0,8 

unidades de absorbância. Amostras induzidas foram deixadas a 37oC, 200 rpm 

por 16 horas. No caso da co-expressão, primeiramente este procedimento foi 

realizado em pequena escala (mini-indução – 50 mL de meio LB) para que fosse 

possível verificar as melhores condições para se obter uma melhor eficiência na 

indução e no caso do complexo, selecionar as colônias que continham os dois 

insertos. Posteriormente, foi realizado um aumento na escala de indução. 

Após a indução, as culturas de células foram centrifugadas a 14000 x g 

por 15 minutos a 4oC, sendo o sobrenadante descartado e as células 

armazenadas a – 80oC para posterior lise e purificação. A análise da indução foi 

feita por eletroforese em gel de poliacrilamida na presença de dodecilsulfato de 

sódio (SDS-PAGE).  
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A análise da indução foi feita retirando-se alíquotas de 1,5 mL de cultura 

antes da adição do IPTG (amostra não induzida) e após 1 h, 2 h, 3 h, e 16 h  da 

indução (amostras induzidas). Estas amostras foram submetidas à 

centrifugação de 14000 x g por 2 minutos, e o precipitado foi suspendido em 30 

L de água e 30 L de tampão de amostra. O DNA das amostras foi quebrado 

mecanicamente utilizando-se sonicador (Sonifier 450- Branson) e em seguida, 

as amostras foram mantidas a 100oC durante 5 minutos e centrifugadas a 

14000 x g durante 15 minutos, a temperatura ambiente.  

Utilizou-se eletroforese de proteínas em géis de SDS-PAGE (15 %) na 

análise qualitativa das amostras. Estas (3 L) foram aplicadas no gel de 

empacotamento e as proteínas separadas no gel de resolução.  

A análise dos géis foi feita comparando-se as bandas das amostras 

coletadas antes da adição do IPTG (amostras não induzidas) com as bandas 

das amostras coletadas após a adição do IPTG (amostra induzida). Para 

identificar o tamanho da banda correspondente à proteína induzida, utilizou-se 

marcador de massa molecular de proteínas como padrão o Low Range (Sigma-

Aldrich).  

 

3.2. Purificação 
 

3.2.1. Lise bacteriana 

 
Os procedimentos de lise bacteriana das células obtidas por indução da 

XACb0032 e, também, por co-expressão das proteínas XACb0032/XACb0033 

estão descritos em seguir. As células bacterianas foram suspensas em tampão 

de lise contendo tris-HCl (50 mM, pH 8,0), cloreto de sódio (NaCl, 50 mM) e 

ácido etilenodiaminotetracético (EDTA, 10 mM) aplicando 15 mL desta solução 

por 1 L de cultura. As células, então, foram lisadas por sonicação no sonicador 

Sonifier 450 (Branson) e logo centrifugadas a 14000 x g, por 30 minutos, a 4°C. 

A análise do resultado da lise foi feito por gel SDS-PAGE (15 %). Verificou-se que 

após a lise das células bacterianas referentes à expressão da XACb0032, esta 



 26 

não se encontrava no sobrenadante e sim no corpo de inclusão. Já na lise das 

células bacterianas referentes à co-expressão, a presença do complexo se dá no 

sobrenadante.  

 

3.2.2. Lise do corpo de inclusão (XACb0032) 

 

O corpo de inclusão contendo a proteína XACb0032 foi suspenso em 

tampão de lise e foi realizada a adição lenta de solução de uréia 10 M até a 

concentração final de 8 M. O solubilizado, depois de centrifugado, foi diluído 

lentamente sob agitação branda com tampão. Após diluição, a solução de 4 M 

de uréia foi dialisada a 4°C contra 4 L do mesmo ta mpão já utilizado, durante 

aproximadamente 16 h. Após diálise, a amostra foi centrifugada a 16000 x g por 

30 min, a 4°C, para a remoção de precipitado (Ribei ro e col., 2003). Os tampões 

utilizados na tentativa de solubilização foram: tampão fosfato (100 mM, pH 8,0) 

e tampão acetato (100 mM, pH 3,0). O resultado foi visualizado por gel SDS-

PAGE (15 %). 

 

3.2.3. Purificação do complexo de proteínas 

 

A purificação do complexo de proteínas XACb0032/XACb0033 foi feita 

em duas etapas, utilizando as técnicas cromatográficas de troca iônica (DEAE) 

e exclusão molecular por gel filtração. Primeiramente, o sobrenadante das 

amostras, após a centrifugação, foi filtrado com seringa estéril (filtro de 0,22 

m). Utilizou-se o equipamento de cromatografia líquida de performance rápida 

(FPLC) da Äkta (GE) e todo o processo foi monitorado observando-se a 

absorbância em 280 nm, a condutância e a pressão.  
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3.2.3.1. Cromatografia de troca aniônica (DEAE) 

 

O ponto isoelétrico teórico do complexo de proteínas foi estimado pelo 

programa ProtParam Toll (ca.expasy.org/tools/protparam.html) e este valor foi 

de 6,26. Portanto foi utilizada a coluna dietilaminoetil celulose - DEAE (DEAE-

celulose, CELULOSE-O-CH2NH(C2H5)2
+) (GE) utilizando tampão fosfato (100 mM, 

pH 8,0) e gradiente de cloreto de sódio (0-100 %, 1 M). A coluna cromatográfica 

utilizada contenha 45 mL de DEAE e foram aplicados 5,0 mL de amostra. O 

fluxo foi mantido a 1,0 mL/min e foram coletadas aproximadamente 20 frações 

com volume de 3,0 mL cada, sendo que o complexo de proteínas foi encontrado 

nas frações eluidas com 40 e 50 % de NaCl (1 M). As frações correspondentes 

aos picos no cromatograma foram analisadas através de eletroforese (SDS-

PAGE) para verificar quais frações apresentavam maior grau de pureza. 

 

3.2.3.2. Cromatografia de exclusão molecular por gel filtração 

 

As frações mais puras foram então dialisadas contra um volume de 4 L 

de tampão fosfato (100 mM, pH 8,0) e NaCl (100 mM) a 4oC por 16 horas. A 

amostra foi concentrada utilizando o sistema Amicon Ultra 10.000 MWCo 

segundo as especificações do fabricante (4oC, centrifugação a 9000 x g por 15 

minutos) e novamente purificada utilizando a cromatografia de exclusão 

molecular, coluna Superdex 200 - GE de 320 mL. Foram aplicados 5,0 mL da 

amostra,  o fluxo de tampão (tampão fosfato - 100 mM, pH 8,0 e NaCl - 100 mM)  

foi mantido a 2,5 mL/min e seu volume utilizado foi correspondente a 1,5 vezes 

o volume da coluna. Foram coletadas aproximadamente 10 frações com volume 

de 1,0 mL cada e as frações que apresentaram pico no cromatograma foram 

analisadas através de eletroforese (SDS-PAGE). 
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3.2.4. Complexo puro 

Após a obtenção do complexo puro, as frações foram dialisadas contra o 

tampão mais favorável, tampão fosfato (100 mM, pH 8,0) ou tris-HCl (5 mM, pH 

8,0) a ser utilizado nas análises espectroscópicas realizadas e então 

concentradas utilizando o sistema Amicon Ultra 10.000 MWCo segundo as 

especificações do fabricante.  

 

Estes procedimentos foram realizados no Laboratório Nacional de Luz 

Síncrotron (LNLS) em colaboração com o grupo do Prof. Dr. Carlos H. I. Ramos, 

pois o Instituto de Química ainda não possui o certificado de biossegurança 

necessário para tais fins. 
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4. ANÁLISES ESPECTROSCÓPICAS 

 

Uma vez obtido o complexo de proteínas puro, partiu-se para a análise 

espectroscópica do mesmo.  

 

4.1. Determinação da concentração 

 
A concentração do complexo foi determinada pelo método de Bradford 

(Bradford, 1976). A curva analítica foi feita utilizando-se albumina de soro bovino 

(BSA) como padrão nas concentrações entre 1,5 e 7,5 g/mL. Adicionou-se 800 

L do reagente de Bradford (100 mg de Croomassie brilliant blue G-250, 50 mL 

de etanol 95 % (v/v), 100 mL de ácido fosfórico (H3PO4) 85 %(v/v) em 1 L de 

água), e  completou-se o volume para o total de 900 L utilizando NaCl (1 M). 

Após a reação (5 min), a absorbância a 595 nm foi determinada em duplicata. As 

amostras do complexo puro foram submetidas ao mesmo procedimento, e 

dependendo do caso, diluídas para que fosse possível a interpolação dos dados 

na curva analítica. 

 

4.2. Espectroscopia de dicroísmo circular (CD) 

 

Na aquisição dos espectros, utilizou-se o espectropolarímetro J-720 

(Jasco), cubetas de quartzo com caminho óptico de 10 mm e a concentração do 

complexo foi em torno de 5,0 M em tampão tris-HCl (5 mM, pH= 8,0). Os 

espectros de CD foram coletados em temperatura de 20oC, mantida por meio de 

um controlador de temperatura Peltier Type Control System PFD4255. Os 

espectros foram obtidos no intervalo do ultravioleta distante entre 200 a 260 nm, 

obtendo-se 4 coletas cumulativas com velocidade de 20 nm/min e tempo de 

resposta do detector de 2 segundos.  

O ensaio de desenovelamento térmico foi monitorado na região de 200 a 

260 nm e as condições foram as mesmas utilizadas na aquisição do espectro de 
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CD mencionadas acima, entretanto programou-se a  temperatura para variar de 

20 a 95 oC a uma taxa de 60oC/h. 

Os programas utilizados para registro e o tratamento dos dados foram 

Spectra manager  (JASCO) e Origin  versão 6.0 (Microcal). 

Os valores obtidos na leitura em mgraus ( ) foram convertidos para 

elipticidade molar médio ([ ]mrw) de acordo com a equação: [ ]mrw = (  * MM/(c * L 

* n) sendo,  - elipticidade (mgraus), MM - massa molecular da proteína (g/mol), 

c - concentração da proteína (mg/mL), L - comprimento do caminho óptico (cm), 

e n - número de resíduos de aminoácidos da proteína (Adler e col., 1973). 

O cálculo da porcentagem de -hélice foi feito segundo a equação 

descrita por Chen e colaboradores (1974) e também pelos programas 

DICROPROT (Deléage e col., 1993), onde foi verificado o conteúdo de -hélice 

e K2D (Andrade e col., 1993), onde pode-se calcular também o conteúdo de 

folha-  e estrutura randômica. 

 

4.3. Emissão de fluorescência estática  

 

  O fluorímetro utilizado nos experimentos foi o Aminco Bowman  Series 2 

(Slm-Aminco). Os espectros de fluorescência estática foram obtidos a 

temperatura ambiente em comprimento de onda de excitação 295 nm, fendas de 

excitação e emissão de 8 mm e varredura entre 300 a 400 nm. Utilizou-se 

cubeta de quartzo de caminho óptico de 10 mm e a concentração do complexo 

de 2 a 4 M. O tampão utilizado nas amostras e consequentemente na 

subtração do branco foi o tris-HCl (5 mM, pH 8,0). Os programas utilizados no 

registro dos dados foram o SLMAB2 (Slm-Aminco) e Origin  versão 6.0 

(Microcal™). 
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4.4. Tempo de vida de fluorescência 

 
As medidas do tempo de vida de fluorescência foram feitas no intervalo de 

4 a 200 Hz, utilizando-se um fluorímetro de modulação de fase com correlação 

cruzada e multi-frequência (ISS K2). A excitação foi feita a 295 nm e a emissão 

foi observada de um filtro óptico de 310 nm (Edmond Industrial Optics). Utilizou-

se cubeta de quartzo de caminho óptico de 10 mm e a concentração do 

complexo de 2 a 4 M. O tampão utilizado nas amostras e consequentemente 

na subtração do branco foi o tris-HCl (5 mM, pH 8,0). Utilizou-se Ficoll 400 como 

padrão cujo tempo de vida é de 0 ns. 

 

4.5. Ressonância magnética nuclear (RMN) 

 

Os experimentos de RMN de hidrogênio (RMN de 1H) e de transferência 

de saturação, Saturation Transfer Difference (STD-NMR), foram utilizados para o 

monitoramento do ligante e para tal utilizou-se o espectrômetro de RMN de 500 

MHz (Varian, INOVA 500 MHz) equipado com uma sonda tripla de detecção 

inversa (tri_res, 1H{13C/15N}) e de 5 mm. Utilizou-se o programa da Varian na 

aquisição e no processamento dos dados e Xmaneger 2.0 (nmrsun) 

(http://www.download.com/3000-2155_4-10521296.html). As amostras do 

complexo foram preparadas em água deuterada (D2O, Sigma Aldrich) para 

concentração final de 10 µM. Os ligantes ATP e ADP foram adicionados em 

concentrações de 1 mM, para que houvesse um excesso de ligante de 100 

vezes. A supressão do sinal da água residual (HDO) foi feita através de um 

pulso de WATERGATE (Piotto e col., 1992). Nos experimentos de STD-NMR 

utilizou-se a irradiação em -0,15 ppm e, fora de ressonância, em 30 ppm, onde 

nenhum sinal do complexo está presente. O tempo de saturação foi de 2 s. O 

espectro foi referenciado com sinal da água em 4,78 ppm. 

 

 



 32 

 4.6. Espalhamento de raios – X a baixo ângulo (SAXS) 

 

Os experimentos foram realizados em julho de 2006 e 18 de janeiro de 

2007 na linha SAXS2 do LNLS (D11A-SAXS1 # 5030/06 e D02A-SAXS2 # 

5685/06, respectivamente). O comprimento de onda utilizado foi de  = 1,488 Å e 

distância amostra-detector foi de 1,1 m (D = 1101 mm). A preparação das 

amostras foi realizada da seguinte forma: depois de obtido o complexo de 

proteínas puro, o mesmo foi dialisado contra tampão fosfato (100 mM, pH 8), 

pois verificou-se que neste tampão o padrão de espalhamento obtido foi melhor 

em relação ao outro tampão testado (tampão tris-HCl, 5 mM, pH 8). A 

concentração do mesmo foi determinada, conforme descrito no Item 4.1. e esta 

foi de 5,99 mg/mL. Esse complexo foi estudado sozinho, com a adição de ATP e 

com a adição de ADP. Os ligantes ATP e ADT foram adicionados em igual 

concentração a do complexo (mol/mol). O controle negativo do experimento 

(branco) também foi feito diluindo-se o ligante ATP e ADP no mesmo tampão 

utilizado para as amostras e em igual concentração. Utilizou-se como padrão 

externo a lisozima, que foi diluída no mesmo tampão, mas na concentração de 1 

mg/mL. 

O módulo do vetor espalhamento (q) foi calculado de acordo com a 

relação q = (4 / )sen , sendo  o comprimento de onda utilizado e 2  o ângulo 

de espalhamento. A monodispersividade do sistema foi confirmada pelos 

gráficos de Guinier (Glatter, 1982) e a massa molecular foi calculada utilizando o 

padrão de lisozima. Os dados foram analisados pelo programa computacional 

GNOM (Svergun, 1991) e a construção do modelo ab initio foi realizado pelo 

programa DAMMIN (Svergun, 1999). 
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5. RESULTADOS e DISCUSSÃO 

 

5.1. XACb0032 

 

5.1.1. Expressão da proteína 

 

A proteína XACb0032 apresentou problemas na expressão em cepas 

BL21(DE3) e BL21(DE3)pLysS. Realizou-se então, a transformação do pET23a -

XACb0032 na cepa BL21(DE3) RP códon plus, solucionando assim este 

problema de expressão. A melhor condição para indução foi observada a 37ºC 

após 2 horas, pois após este tempo a proteína começa a degradar, conforme 

pode ser visto na Figura 5.1.a (3h e 16h). Entretanto, após a lise celular e 

desenovelamento/reenovelamento com uréia, esta proteína mostrou-se insolúvel 

em diversas condições (diferentes tampões e pH), não sendo possível purificá-la 

(Figura 5.1.b).  

 

               (a)                                                             (b) 

 

Figura 5.1. Gel SDS- PAGE (15 %): (a) Expressão da XACb0032 em cepa 

BL21(DE3) RP códon plus. PM - padrão de peso molecular de proteínas. NI - amostra 

não induzida; amostras 1h, 2h, 3h e 16h após a adição de IPTG (1 mM). (b) Lise da 

XACb0032, onde: P - pellet, S - sobrenadante, Pr - pellet e Sr - sobrenadante após 

desenovelamento/reenovelamento com uréia. 
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5.2. Complexo XACb0032/XACb0033 

 

5.2.1. Co-expressão das proteínas 

 

A co-expressão das proteínas foi feita em cepas de E.coli BL21(DE3) 

pLysS e a melhor condição encontrada para a indução foi observada a 37ºC 

após 18  horas (Figura 5.2.a). As proteínas foram isoladas das células das 

bactérias através da lise celular e foi possível observar, através de eletroforese 

em gel de acrilamida, que o complexo das proteínas, XACb0032 e XACb0033, 

diferentemente da proteína XACb0032 sozinha, encontrava-se no sobrenadante 

e, portanto solúvel e com massa de aproximadamente 28 kDa (Figura 5.2.b). 

Primeiramente as colônias que continham os dois insertos foram selecionadas 

de acordo com o tamanho da banda de indução apresentada no gel e então 

essas colônias foram utilizadas para a expressão em maior escala. 

 

 

(a)                                                         (b) 

Figura 5. 2. Gel SDS - PAGE (15%): (a) Co-expressão das proteínas 

XACb0032/XACb0033, sendo: NI - amostra não induzida; I amostra induzida, após 

adição de IPTG (1 mM); PM - padrão de peso molecular de proteínas. (b) Lise do 

complexo, onde: T: lise total; P - pellet; S – sobrenadante; PM - padrão de peso 

molecular de proteínas. 
 

kDa 

21,5 kDa 

14,4 kDa 

31,0 

PM     I    NI     I    NI   

kDa 

21,5 kDa 

14,4 kDa 

31,0 

   T    S     P                       PM   



 35 

O método de co-expressão de proteínas, normalmente é utilizado nos 

casos em que as proteínas parceiras envolvidas são insolúveis quando são 

expressas separadamente, pois provavelmente a parte hidrofóbica fica exposta 

ao solvente, mas quando interagem e formam um complexo este é solúvel 

(Romier e col., 2006). Estudos mostram que a co-transformação da proteína alvo 

com a sua chaperone aumenta a quantidade de proteína alvo solúvel (de Marco 

e de Marco, 2004; Romier e col., 2006).  O procedimento de co-expressão da 

XACb0032 com a sua chaperone XACb0033 foi utilizado na tentativa de 

solubilizar a proteína XACb0032, já que esta não se apresentou solúvel nem 

mesmo após o procedimento de desenovelamento/enovelamento com uréia. 

Este foi realizado com os dois vetores de expressão iguais pET23a, que contém 

o mesmo gene de resistência ao antibiótico ampicilina, portanto a única maneira 

de identificar qual a colônia de E.coli que continha os dois insertos foi através da 

mini-indução e posterior visualização do tamanho da banda no gel SDS- PAGE.  

O gel SDS- PAGE possui como característica ser redutor, entretanto, neste 

caso foi observado somente uma banda no gel, o que leva a hipótese de que as 

proteínas do complexo podem estar ligadas por ligações dissulfeto, pois a 

atmosfera oxidante faz com que as ligações dissulfeto (S-S) que foram reduzidas 

formando o grupo tiol (-SH) pelas condições redutoras  do gel (DTT) voltem a se 

formar. O tamanho da banda encontrada foi por volta de 28 kDa, o que condiz 

com a massa teórica calculada (28346,56 Da) com a razão molar de 2:1, 

XAC0033 e XAC0032 respectivamente, pois sabe-se que as chaperones atuam 

como dímeros (Feldman e Cornelis, 2003) e através da estrutura cristalográfica 

do complexo entre a chaperone (SicP) e a proteína efetora (SptP) de Salmonella, 

que a razão molar para um complexo chaperone-proteína alvo é de 4:2, 

originada pela combinação de dois complexos 2:1 de SicP- SptP (Stebbins e 

Galán, 2001).  
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5.2.2. Purificação do complexo de proteínas 

 

5.2.2.1.Cromatografia de troca aniônica (DEAE) 

 

Na primeira etapa da purificação, as frações que apresentaram maior 

grau de pureza foram eluidas entre 40 e 50 % de NaCl e estas podem ser 

visualizadas através do gel SDS- PAGE (15%) (Figura 5.3). 

 

 

 

Figura 5.3. Purificação do complexo XACb0032/XACb0033 por cromatografia de 

troca iônica visto por gel de eletroforese (SDS-PAGE, 15%), as frações mais puras foram 

eluidas entre 40 e 50 % de NaCl; PM - padrão de proteínas. 
 

  A cromatografia de troca aniônica foi escolhida devido ao cálculo do ponto 

isoelétrico teórico (pI) do complexo de proteínas estimado em 6,26. Entretanto, 

como pode ser observado no gel SDS-PAGE, algumas frações ainda 

apresentaram impurezas e em algumas delas estas impurezas apresentavam 

maior massa molecular (aproximadamente o dobro) em relação à massa 

molecular do complexo protéico, por esta razão, partiu-se para a cromatografia 

por exclusão molecular. 
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5.2.2.2. Cromatografia por exclusão molecular 

 

As frações mais puras foram então concentradas e novamente foi 

realizado um processo cromatográfico para que fosse possível obter o complexo 

de proteínas totalmente puro. As frações puras obtidas como resultado da 

purificação, podem ser observadas no gel SDS-PAGE (15%) (Figura 5.4). 

 

 

 

 

Figura 5.4. Purificação do complexo XACb0032/XACb0033 por cromatografia de 

exclusão molecular vista por gel de eletroforese (SDS-PAGE, 15%); PM - padrão de 

proteínas. 

 

A cromatografia por exclusão molecular permitiu que as impurezas 

fossem totalmente removidas, obtendo-se assim o complexo de proteínas puro. 

Baseando-se nos resultados obtidos pode-se dizer que a proteína XACb0032 

não pode ser purificada sozinha devido a sua insolubilidade, entretanto a sua 

expressão em conjunto com a sua possível chaperone XACb0033 resultou na 

co-purificação bem sucedida. 
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5.3. Determinação da concentração do complexo 

XACb0032/XACb0033 

 

 A determinação da concentração do complexo foi realizada pelo método 

de Bradford e a seguir tem-se a curva analítica construída utilizando BSA como 

padrão (Figura 5.5). 
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Figura 5.5. Curva analítica construída utilizando BSA como padrão. 

 

 A interpolação dos dados foi realizada, utilizando-se a regressão linear.  O 

complexo puro foi quantificado após a sua concentração e antes dos testes 

espectroscópicos e em alguns casos utilizou-se mais de um lote do complexo (1 

lote do complexo = lise de 0,5 L de indução) para alcançar a quantidade de 

proteína desejada para a técnica espectroscópica a ser utilizada. O rendimento 

obtido em média para cada lote do complexo purificado foi de aproximadamente 

2,5 mg/mL, ou seja, 2,5 g/L. 
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5.4. Espectroscopia de dicroísmo circular (CD) 

Na Figura 5.7 está apresentado o espectro de CD do complexo das 

proteínas XACb0032/XACb0033 a 20oC. Baseando-se nos dados de CD, pode-

se observar que existem mínimos globais próximos a 208 e 222 nm, entretanto o 

formato da curva não é o formato característico de uma proteína com alta 

porcentagem de –hélice (compare Figuras 1.6. página 15 e 5.6. a seguir). 

Como o complexo das proteínas apresenta um conjugado das duas proteínas, 

espera-se que a sua porção proveniente das chaperones (XACb0033) esteja 

enovelada, enquanto que a XACb0032 apresenta sua estrutura semi-enovelada. 

Figura 5.6. Espectro de CD do complexo XACb0032/XACb0033 obtido sob condições 

experimentais conforme Item 4.2. 

 

O cálculo da porcentagem de -hélice foi realizado pelo programa 

DICROPROT (Deléage e col., 1993) e pode-se calcular também o conteúdo de 

folha-  e estrutura randômica através da a equação descrita por Chen* e 

colaboradores (1974) e também pelo programa K2D** (Andrade e col., 1993). Os 

resultados encontram-se na Tabela 5.1.  
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Tabela 5.1. Predição da estrutura secundária do complexo 
 

 Chen* K2D** 

 - hélice 26% 32% 

folha  11% 13% 

randômica 46% 44% 

 

Na Figura 5.7. estão apresentados os espectros de CD em função da 

temperatura que foi variada dentro do intervalo de 20 a 95oC. O complexo de 

proteínas XACb0032 e XACb0033 mostrou-se estável termicamente conforme 

mostram os dados. 

 

 

(a)                                                         (b) 

 

 Figura 5.7. Espectros de CD do complexo XACb0032/XACb0033: (a) Espectros 

de CD em 20oC antes (linha cheia) e após aquecimento (linha pontilhada). (b) Espectros 

de CD dependentes de temperatura (20-95oC). As condições experimentais foram: 5 M 

da proteína, tampão tris-HCl (5 mM, pH 8,0), cubeta de 10 mm, 4 repetições (scans) e a 

velocidade de 20 nm/min.  

 Segundo os experimentos de CD realizados, o complexo apresentou uma 

estrutura secundária enovelada com aproximadamente 30% de -hélice. 
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Estrutura esta, que durante o processo de desenovelamento/enovelamento 

térmico no intervalo de 20 -95 oC, mostrou-se estável.  

 

5.5. Emissão de fluorescência: estática e tempo de vida  

 

Os resultados de fluorescência estática e tempo de vida estão 

apresentados na Figura 5.8. O espectro de emissão de fluorescência do 

complexo, como pode ser visto, apresenta máximo de emissão em 336 nm. Já o 

espectro do tempo de vida mostra que existem dois tempos de vida diferentes, 

um em 1,5 ns e outro em 4,2 ns. 

         

(a)                                                             (b) 

Figura 5.8. (a) Espectros de emissão de fluorescência estática e (b) Tempos de 

vida de fluorescência do complexo XACb0032/XACb0033 com =295 nm e X 2 de 1,2.  

 

A Tabela 5.2. mostra os resultados obtidos pelos espectros de emissão de 

fluorescência estática e tempo de vida de fluorescência para a XACb0033 

sozinha (Tasic e col., 2007) e para  o complexo. 
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Tabela 5.2. Espectros de emissão de fluorescência estática e tempo de vida de 

fluorescência para a XACb0033 sozinha (Tasic e col., 2007) e para o complexo 

 Máximo de Emissão Tempo de Vida de Fluorescência 

Complexo =336 nm 4,276 ns 1,477 ns 

XACb0033 =345 nm 4,868 ns 1,167 ns 

Variação  = 9 nm 0,592 ns 0,310 ns 

 
 

  A proteína XACb0033 apresenta dois triptofanos, um na posição 26 e 

outro na posição 70, enquanto que o triptofano não está presente na proteína 

XACb0032. Assim, o complexo de proteínas deve possuir quatro resíduos de 

triptofano provenientes da proteína XACb0033, pois o complexo, conforme foi 

visto pelos dados de SAXS (Item 5.7, a seguir), em alta concentração, 

aproximadamente 6,0 mg/mL, apresenta relação molar de 4:2, sendo XACb0033 

e XACb0032 respectivamente, e em concentrações baixas, deve apresentar uma 

relação molar de 2:1. Sendo assim, o máximo de emissão do complexo é 

atribuído aos triptofanos 26 e 70 da XACb0033. Observa-se que o máximo de 

emissão do complexo é em 336 nm, levando a acreditar que os resíduos de 

triptofano estão envolvidos em interações supramoleculares. Já o máximo de 

emissão para a XACb0033 é em 345 nm (Tasic e col., 2007), o que permite dizer 

que pelo menos um dos seus triptofanos poderia estar interagindo com o 

solvente, o que provavelmente, se deve ao W70, pois ele se encontra no final da 

seqüência C-terminal, uma região usualmente sem estrutura terciária evidente 

(Tasic e col., 2007). A observada migração do máximo de emissão de 345 nm 

para 336 nm, portanto, deve indicar o provável envolvimento dos triptofanos em 

interações intra-moleculares entre as proteínas XACb0033 e XACb0032. 

O complexo de proteínas apresentou componentes de tempo de vida 

longo e curto similares aos observados para a proteína XACb0033 (Tasic e col., 

2007), conforme mostra o espectro de tempo de vida, onde existem dois tempos 
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de relaxação, indicando que os triptofanos estão em ambientes diferentes, 

apresentando mecanismos de relaxação diferentes. Porém, não foi possível 

atribuir os tempos de vida a um triptofano em específico (Tasic e col., 2007). Os 

tempos de vida dos mesmos triptofanos no complexo foram mudados de 1,167 

ns para 1,477 ns e de 4,868 ns para 4,276 ns, indicando, mais uma vez, que 

houve uma mudança na vizinhança dos triptofanos 26 e 70. Estes dados 

também confirmam a interação existente entre as duas proteínas. 

 

5.6. Ressonância magnética nuclear (RMN) 

 

  Este trabalho foi executado em colaboração com o grupo da Profa. Dra. 

Anita J. Marsaioli, onde o complexo XACb0032/XACb0033 e as suas interações 

com adenosina trifosfato e adenosina difosfato (ATP e ADP) foram monitoradas 

aplicando-se a técnica de RMN STD. Para investigar este sistema foi feita a 

atribuição de todos os sinais do ATP e ADP em 99,9 % de D2O. A solução do 

complexo foi preparada em D2O (99 %) em concentração de 10 M enquanto 

que as concentrações de ATP e ADP foram de 1 mM. Otimizados os parâmetros 

experimentais, foram conduzidos três experimentos de 1H de RMN,  um 

saturando o sinal da água (PRESAT) o qual forneceu o espectro de hidrogênio-1 

da mistura (Figura 5.9.a), outro de STD-controle (Figura 5.9.b) e o STD (Figura 

5.9.c), neste último à proteína foi irradiada em -0,15 ppm durante 2 s. A 

comparação dos espectros de STD, ilustrados nas Figuras 5.9. b e c, mostrou 

que apenas os hidrogênios H-2 (8,28 ppm) da adenosina e H-1’ (6,15 ppm) da 

ribose (ATP e  ADP) interagem diretamente com a proteína.  
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Figura 5.9. Espectros de RMN do complexo XACb0032/XACb0033 com ATP 
(1:100) em região 4,0 a 9,0 ppm: a) RMN de 1H (499,99 MHz, 99,9 % D2O), b) STD-
controle (nenhum hidrogênio do complexo irradiado) e c) STD com nt=512. Os números 
em negrito representam o mapa do epítopo. 

 

 Os valores do fator STD para os experimentos realizados com as misturas: 

complexo/ATP e complexo/ADP; estão apresentados na Tabela 5.3. Os valores 

obtidos indicam que o complexo interagiu com o ADP numa proporção menor do 

que com o ATP e, também, sua interação foi menos seletiva devido à ausência 

do sinal do H-8. 

 A partir dos resultados obtidos por STD foi possível propor um modelo da 

interação entre o complexo XACb0032/XACb0033 e ATP e ADP. Observou-se 

que a interação se dá principalmente através do H-2 da adenosina e do H-1’ da 

ribose, além de uma participação forte do H-8 no caso de interação do complexo 

com o ATP, já os H-2’, H-3’ e H-4’ não apresentaram sinais nesses 

experimentos (STD).   
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Tabela 5.3. Fator STD para os hidrogênios H-8, H-2 e H-1’ obtido em interações do 
complexo XACb0032/XACb0033 com ATP e ADP 

 Complexo+ATP Complexo+ADP 

H-8 100,00 % _ 

H-2 90,97 % 95,99 % 

H-1’ 97,26 % 100,00 % 

 

  Os mesmos experimentos de STD foram conduzidos com a XACb0033 e 

não foram observadas interações com ATP ou ADP na temperatura de 25oC. Por 

tanto, podemos dizer que a possível chaperone, XACb0033, nas condições em 

que foi realizado o experimento, não apresenta sítio de ligação com os ATP e 

ADP (Tasic e col., 2007). 

 

5.7.  Espalhamento de raios – X a baixo ângulo (SAXS) 

 

Nos dias 11 e 12 de julho de 2006 foram coletados dados de 

espalhamento no LNLS, linha de SAXS-2. Os experimentos foram realizados 

com o complexo de proteínas sozinho e na presença de -mercaptoetanol. Os 

dados preliminares foram analisados em colaboração com o grupo da Profa. Dra. 

Íris Torriani, porém não foram satisfatórios, sendo necessário que estes 

experimentos fossem repetidos em 18 de janeiro de 2007, sendo também 

realizados experimentos com adição de ATP e ADP ao complexo. Os 

parâmetros experimentais foram apresentados no Item 4.6. Os resultados 

obtidos na presença de -mercaptoetanol ainda estão sendo analisados.  

As curvas de espalhamento I(q) versus q e a função p(r) do complexo 

formado pelas proteínas XACb0032 e XACb0033 estão mostradas nas Figuras 

5.10. (a) e (b), respectivamente, superpostas com as curvas obtidas após a 

adição de ADP. As curvas obtidas com a adição de ATP não mostraram 

diferenças com as obtidas para o complexo sozinho, isto deve ter ocorrido 

provavelmente devido a baixa resolução da técnica. A massa molecular 

esperada para esse complexo é de 28,38 kDa (2:1; mol/mol, 
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XACb0033/XACb0032). A partir dos dados de SAXS foi obtida uma massa de 

54,9 kDa para o complexo, ou seja, aproximadamente o dobro da esperada (4:2 

- XACb0033/XACb0032). Porém, com a adição de ADP, a curva de intensidade 

apresenta comportamento que indica polidispersidade e o cálculo de massa 

molecular com os dados desta experiência (eliminando os pontos da intensidade 

que correspondem a espécies maiores) possui como resultado um valor de 19,8 

kDa. 
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Figura 5.10. (a) Curva de espalhamento e (b) função p(r) do complexo formado 

pelas proteínas XACb0032 e XACb0033. Os pontos iniciais da curva em vermelho foram 
eliminados para fazer as análises. 
 

Os parâmetros dimensionais obtidos para o complexo sem ADP foram: 

raio de giro Rg = 42,5 ± 0,3 Å e dimensão máxima Dmax = 150 Å e com ADP 

foram: raio de giro Rg = 31,4 ± 0,4 Å. O raio de giro caracteriza o tamanho da 

partícula, e o espalhamento I(0) é relacionado à sua massa molecular.  Na 

prática, a massa molecular normalmente é estimada por comparação com uma 

amostra referência (Svergun e Koch, 2003), neste caso a lisozima. Entretanto a 

lisozima possui forma globular e o complexo de proteínas não, o que permite 

dizer que o cálculo da massa molecular pelos dados de SAXS é somente uma 

aproximação. A inspeção visual da curva p(r) x r permite dizer que o complexo 

de proteínas possui um formato alongado, pois estas curvas apresentam a 

função de distribuição das distâncias característico desta forma geométrica 

(Svergun e Koch, 2003). 
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Analisando estes resultados, e comparando os dados obtidos do 

complexo com e sem ADP, podemos dizer que na presença de ADP ocorre 

diminuição na massa molecular e no raio de giro, indicando uma possível quebra 

do complexo. 

A partir da curvas de espalhamento do complexo foi realizado um cálculo 

ab initio com o intuito de obter um modelo para esse complexo. Primeiramente 

foi obtido um modelo do tipo “bead model”. O modelo está apresentado na 

Figura 5.11. Para os resultados do complexo com a adição de ADP não é 

possível obter um modelo, pois em solução teremos pelo menos dois 

espalhadores com formas diferentes que seriam as proteínas XACb0032 e 

XACb0033 formando um sistema polidisperso.  

 

 

Figura 5.11. Modelo “bead model” do complexo das proteínas XACb0032 e 
XACb0033 apresentado em três diferentes vistas. 
 

 Como pode ser visto no modelo "bead model" do complexo, este 

apresenta a forma alongada, conforme era indicado na curva de função de 

distribuição das distâncias.  
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

A expressão da proteína XACb0032 em cepa de E. coli BL21(DE3) RP 

códon plus foi obtida com sucesso, entretanto esta se apresentou insolúvel, 

mesmo mediante o uso do método de desenovelamento/enovelamento com 

uréia. Então a forma encontrada para fazer com que fosse possível o estudo 

desta proteína foi a sua co-expressão com sua proteína parceira, a XACb0033, 

anteriormente anotada como possível chaperone do sistema de secreção do tipo 

IV. A co-expressão das duas proteínas foi executada em cepa de E. coli 

BL21(DE3)pLysS, sendo  que, no gel SDS-PAGE, que é desnaturante, a co-

expressão foi observada em uma única banda com o tamanho de 

aproximadamente 28 kDa, o que condiz com a massa teórica calculada 

(28346,56 Da) com a razão molar de 2:1 para XACb0033 e XACb0032, 

respectivamente. Este resultado era esperado já que as chaperones atuam 

como dímeros (Feldman e Cornelis, 2003) e que através da estrutura 

cristalográfica do complexo entre a chaperone (SicP) e a proteína efetora (SptP) 

da Salmonella foi observada a razão molar de 4:2, respectivamente, originada 

pela combinação de dois complexos de 2:1 das SicP-SptP (Stebbins e Galán, 

2001).  

A purificação do complexo, após a utilização de duas etapas sendo elas 

cromatografia de toca iônica e logo após a de exclusão molecular, também foi 

bem sucedida e o complexo puro foi obtido para a sua caracterização estrutural. 

Antes de cada técnica utilizada, a concentração do complexo foi medida de 

forma a que ela fosse de acordo com a necessidade de cada técnica.  

Os espectros de dicroísmo circular apresentaram algumas características 

sobre o complexo, como o seu conteúdo de -hélice, que foi de 30 % e a sua 

estabilidade térmica, de 20 a 95 oC, onde ele mostrou ser termicamente estável. 

Os ensaios de fluorescência indicaram que as proteínas apresentam interações 

intramoleculares, já que a XACb0032 não possui triptofanos e a XACb0033 

apresenta dois, nas posições 26 e 70, e ocorreu a migração do máximo de 

emissão de 345 nm (Tasic e col., 2007) para 336 nm, levando a acreditar que os 
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resíduos de triptofano não estão expostos ao solvente. As medidas de tempos 

de vida, onde foram encontrados dois tempos, indicam que os dois triptofanos 

estão em ambientes diferentes, apresentando mecanismos de relaxação 

diferentes, entretanto não é possível identificá-los. 

Os resultados de RMN mostraram que ATP e ADP se ligam ao complexo 

das proteínas, podendo ser feito o mapa de epítopo dos ligantes. Essa ligação 

suporta a hipótese de que o complexo de proteínas se liga ao ATP, é 

reconhecido pelo TTFS, onde a ATPase cliva o ATP formando ADP e este por 

sua vez é reconhecido pelo complexo que se decompõe para que a proteína 

alvo possa ser secretada. 

O experimento de SAXS permitiu verificar que o complexo de proteínas 

possui uma razão molar de 4:2, pois foi obtida uma massa de 54,9 kDa para o 

complexo, ou seja, aproximadamente o dobro da esperada 28 kDa. Já a massa 

do complexo com ADP apresenta um valor de 19,8 kDa. Os parâmetros 

dimensionais obtidos para o complexo sem ADP foram: raio de giro Rg = 42,5 ± 

0,3 Å e dimensão máxima de Dmax = 150 Å e com ADP foram raio de giro Rg = 

31,4 ± 0,4 Å. Podemos dizer, então, que na presença de ADP ocorre diminuição 

na massa molecular e no raio de giro, indicando uma possível quebra do 

complexo. A partir da curvas de espalhamento do complexo foi obtido um 

modelo do tipo “bead model”, este apresenta forma alongada. 
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7. PASSOS EM ANDAMENTO 

  

Os ensaios de cristalografia foram realizados utilizando-se diferentes 

concentrações do complexo: 10 mg/mL, 15 mg/mL e 18 mg/mL em tampão tris-

HCl (5 mM, pH 8) e foi utilizado o laboratório Robolab do LNLS. Os ensaios 

iniciais apresentaram a formação de cristais, entretanto estes cristais eram de 

sais e não de complexo protéico. Porém foi diagnosticado um problema no 

armazenamento dos kits, onde as soluções de cada poço, devido a um problema 

na vedação, foram misturadas. Devido a isso, os ensaios iniciais deverão ser 

repetidos. A espectrometria de massas também foi utilizada para verificar a 

massa molecular da XACb0033 (Tasic e col., 2007) e os dados mostraram que a 

proteína foi expressa sem a primeira metionina e com tendência para formar 

dímeros e tetrâmeros. Estudos futuros serão realizados para que possa ser 

confirmada a razão molecular entre as proteínas no complexo e, também, para 

identificar a posição da provável ligação dissulfeto entre elas. 
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8. CONCLUSÕES 

 

O complexo das proteínas XACb0032/XACb0033 foi analisado por 

dicroísmo circular (CD), fluorescência (estática e dinâmica), ressonância 

magnética nuclear (RMN, STD) e espalhamento de raios-X a baixo ângulo 

(SAXS). Todos os dados obtidos indicaram que o complexo purificado exibe a 

estrutura enovelada e que após a adição de adenosina difosfato (ADP) ocorre 

uma mudança evidente na sua forma e seu tamanho, indicando uma possível 

quebra do complexo XACb0032/XACb0033 após a liberação de ADP na célula. 

Portanto, podemos supor que o sistema de secreção do tipo IV deve funcionar 

da seguinte maneira: 1. Ligação da chaperone XACb0033 à XACb0032 

mantendo-a em uma conformação semi-desenovelada; 2. Ligação do complexo 

ao ATP; 3. Reconhecimento do sistema ATP + complexo pelo TTFS, logo a 

ATPase cliva o ATP; 4. Formação do ADP e sua presença promove a 

dissociação da XACb0032 do complexo; 5. Possível secreção da proteína alvo, 

ou seja, a XACB0032 poderia passar através do canal de secreção até atingir a 

célula eucariótica. 
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O procedimento utilizado na clonagem do fragmento correspondente à 

proteína XACb0032, realizado durante o projeto de pós-doutoramento de Ljubica 
Tasic, está descrito a seguir. 
 
 
1- PCR da XACb0032 (11005.1) de 324 pb 

 
45 L PCR supermix 
0,5 L DNA Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac) 
2 L MgCl2 (50 mM) 
0,25 L Taq polimerase (5 u/ L) 
2,75 L DMSO (5 %) 
1 L primer forward (25 pmol/ L) LEXC11005F 
1 L primer reverse (25 pmol/ L) LEXC11005R 
+ 1 gota de óleo mineral 

 
Condições do PCR: 

95oC – 5 min 
35 ciclos de: 

95oC – 1 min 
60oC – 1 min 30s 
72oC – 3 min 
72oC – 10 min 

4oC –  
 

 
2- pUC18/SmaI/CIP 

 

A - digestão do pUC18 com SmaI 

5 L  pUC18 
1 L SmaI (5 u/ L) 
1 L y+ 
3 L H2O 

 
Incubar 1 h a 30oC 
Gel de agarose 0,8 % TBE 
 
 

B - digestão do pUC18/SmaI com CIP 

50 L  pUC18/SmaI (170 ng) 
6 L NEB3 
0,5 L H2O 
1 L CIP (fosfatase alcalina)  

 
Incubar 1 h a 37oC 
Desativar a enzima: 30 min 65oC 
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Adicionar 5 L EDTA (0,1 M) 
Precipitar o DNA utilizando acetato de sódio e etanol 
Resuspender em 20 L de H2O 
Gel de agarose 0,8 % TBE 
 
Transformar o DNA em E. coli DH5   

 
3- Ligação com vetor pUC18/SmaI/CIP  
(a concentração do vetor preparado e do DNA obtido por PCR tem que ser igual) 
 
Preparação do fragmento de PCR 
 

10 L do produto de PCR purificado 
4 L Blunting/Kinassing Buffer 5x 
0,2 L Klenow (5 u/ L) 
0,5 L T4 P.K. (10 u/ L) 
até 20 L H2O 

 
Incubar 1 h a 37oC 
Desativar enzimas 15 min 75oC 
 
Ligação do DNA de interesse (PCR) com o vetor pUC18/SmaI/CIP 
 

20 L do DNA de interesse preparado 
1 L da T4 DNA ligase (1u/ L) 
1 L do vetor pUC18/SmaI/CIP 

 
Incubar 16 h a 16oC 
Transformar vetor com inserto em DH5 por PEG ou eletroporação (LB+amp) 
Seleção de colônias – brancas (X-gal) 
Mini prep - DNA (isolar) 
 
4- pUC18-ORF digestão com SalI e NdeI 

 
3 L  pUC18-ORF  
2 L Sal Buffer 10x 
2 L BSA 10x 
1 L NdeI (1 u/mL) 
2 L SalI (1 u/mL) 
5 L H2O 

 
20 L volume final 
 
Incubar 2 h a 37oC 
 
Gel de agarose 0,8 % TBE 
 
5- Digestão do pET23a-Mb (wt) com NdeI e SalI 
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8 L  pET23a-Mb (wt) 
2 L SalI Buffer 10x 
2 L BSA 10x 
1 L NdeI (1 u/mL) 
2 L SalI (1 u/mL) 
5 L H2O 

 
20 L volume final 
 
Incubar 2 h a 37oC 
 
Gel de agarose 0,8 % TBE 
 
 
6- Ligação do produto ao vetor pET23a/NdeI/SalI 
 

7 L  ORF 
2 L pET23a/NdeI/SalI 
4 L Ligase buffer 5x 
1 L ligase (1 u/mL) 
6 L H2O 

20 L volume final 
 
Incubar 16 h a 16oC 
 

7- Transformação do pET23a-OFRs em E. coli BL21(DE3)pLysS por 
eletroporação (conforme item 3.1.5., pg. 17) 

8- Extração do DNA e sequenciamento 

 

Enzimas de restrição utilizadas: 
 
 

- NdeI (BioLabs)      - SalI (Q-Biogene) 
(Neisseria denitrificans)     (Streptomyces albus) 
 
Sítio de reconhecimento:     Sítio de reconhecimento: 

5'...CA TATG...3'      5'...G TCGAC...3' 
3'...GTAT AC...5'      3'...CAGCT G...5' 
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Mapa do vetor pET23a (Novagen) 
 
 
 
 
  
 
 

 
 

 


