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RESUMO 
 
Souza, D.P. Estudos estruturais e de interações proteína-proteína envolvendo 
componentes de um Sistema de Secreção do Tipo IV de Xanthomonas 
axonopodis pv. citri. 2010. 227p. Tese - Programa de Pós-Graduação em 
Bioquímica. Instituto de Química, Universidade de São Paulo, São Paulo. 
 

Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac) é o causador do cancro de plantas 

cítricas. Entre os potenciais fatores de virulência codificados por Xac, está o Sistema 

de Secreção do Tipo IV (T4SS), um grande complexo multiprotéico que atravessa o 

periplasma e as membranas interna e externa de bactérias Gram-negativas. O T4SS 

está envolvido com secreção de proteínas e/ou DNA para o meio extracelular ou 

diretamente no interior da célula do hospedeiro. Este Sistema requer tipicamente 12 

proteínas para realizar suas funções: VirB1-VirB11 e VirD4. O T4SS codificado pelo 

cromossomo de Xac está aparentemente incompleto, devido a não codificar 

nenhuma proteína com similaridade de seqüência a VirB7. Os objetivos deste 

trabalho são estudar a estrutura, função e interações das proteínas do T4SS de 

Xanthomonas. 

Foram clonados 23 genes que codificam proteínas ou domínios relacionados 

ao T4SS, e os polipeptídeos foram produzidos de forma recombinante em E. coli. 

Treze deles foram purificados e submetidos a estudos estruturais, espectroscópicos 

e de interações proteína-proteína. A estrutura em solução de Xac262224-139 foi 

resolvida, apresentando uma região N-terminal desenovelada de aproximadamente 

30 resíduos e um domínio globular. Este polipeptídeo oligomeriza em troca química 

rápida na escala de tempo de RMN e o seu N-terminal desenovelado reconhece o 

domínio C-terminal de VirB9 (VirB9154-255) em troca lenta. Análise de RMN 

demonstrou que VirB9154-255 possui uma estrutura flexível em solução, sofrendo uma 
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marcante mudança conformacional na presença de Xac262224-139. Ambas proteínas 

se tornam rígidas após a interação. 

Xac2622 é o equivalente a VirB7 em Xanthomonas, baseado na localização 

do seu gene no lócus do T4SS, localização subcelular predita do polipeptídeo 

codificado e sua interação com VirB9. Porém, diferente de outras proteínas da 

família VirB7, Xac2622 possui um domínio globular adicional, com topologia e 

estrutura similares a domínios presentes apenas em proteínas associadas à 

membrana externa de bactérias Gram-negativas. Nocaute do gene xac2622, 

contudo, não afetou a virulência de Xac na infecção de plantas de laranja pêra. 

O domínio enovelado de Xac2622 foi cristalizado, e os cristais obtidos 

difrataram até uma resolução de 1,0 Å, pertencendo ao grupo espacial C2221. O 

modelo preliminar possui Rfactor de 0,121 e Rfree de 0,147. Foram obtidos cristais de 

outras 3 proteínas relacionadas ao T4SS de Xac, porém somente um deles difratou 

em alta resolução (2,0 Å, pertencendo ao grupo espacial C2). 

O potencial sinal de secreção pelo T4SS de Xanthomonas é um domínio C-

terminal conservado de aproximadamente 115 resíduos, encontrado nos substratos 

putativos do T4SS. Caracterizamos um destes domínios, presente na proteína 

Xac2609, e ele é intrinsicamente desestruturado. Essa observação pode ter 

implicações funcionais, visto que os substratos são desenovelados antes de sua 

passagem pelo canal de secreção do T4SS. 

 
Palavras-chave: Xanthomonas, Sistema de Secreção do Tipo IV, Biologia 
Estrutural, Ressonância Magnética Nuclear, Cristalografia e Difração de Raios-X 
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ABSTRACT 
 
Souza, D.P. Structural and protein-protein interaction studies of Type IV 
Secretion System components from Xanthomonas axonopodis pv. citri. 2010. 
227p. PhD Thesis - Graduate Program in Biochemistry. Instituto de Química, 
Universidade de São Paulo, São Paulo. 
 

Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac) is a gram-negative bacterial 

phytopathogen that infects citrus. One possible virulence determinant is a 

chromosomally encoded Type IV Secretion System (T4SS), a multiprotein complex 

that spans the bacterial periplasm and both inner and outer membranes. The T4SS is 

used by some bacteria to secrete proteins and/or DNA to the extracellular milieu or 

the host interior. The model T4SS from Agrobacterium tumefaciens is made up of 

twelve structural proteins: VirB1-VirB11 and VirD4. The Xanthomonas T4SS is 

apparently incomplete because of the lack of a polypeptide with sequence similarity 

to VirB7. The aim of this project is the study of structure-function relationships in the 

Xanthomonas T4SS. 

Twenty-three T4SS protein-coding genes, including full-length proteins or 

domains, were cloned and the proteins were produced in different E. coli strains. 

Thirteen polypeptides were purified and some of them were submitted to structural, 

spectroscopic and protein-protein interaction studies. We used NMR to solve the 

solution structure of Xac262224-139 which consists of an unfolded N-terminal segment 

of ~30 residues followed by a globular domain. Xac262224-139 oligomerizes in fast 

exchange at the NMR time scale and interacts via its unfolded N-terminus with the 

VirB9 C-terminus (VirB9154-255) in slow exchange. NMR analysis showed that 

VirB9154-255 has a flexible structure in solution. However, this polypeptide undergoes a 

significant conformational modification in the presence of Xac262224-139 and both 

proteins become rigid upon interaction. 
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Xac2622 is the Xanthomonas VirB7, based on the chromosomal localization of 

its gene, predicted subcellular localization and protein interaction analysis. But 

surprisingly, unlike other VirB7 proteins, Xac2622 has an extra C-terminal folded 

domain whose topology and structure are strikingly similar to that of periplasmic 

domains found in outer membrane proteins of many bacterial Secretion Systems. 

Knockout of the xac2622 gene, however, does not affect the Xac virulence in orange 

leaf infection assays. 

The Xac2622 folded domain was also crystallized, and these crystals 

diffracted up to 1.0 Å resolution and belong to the space group C2221. The 

preliminary refined model has Rfactor of 0.121 and Rfree of 0.147. Crystals of three 

other T4SS proteins have been obtained, but only one of them diffracted to high 

resolution (2.0 Å; space group C2). 

Xac2610 is a hypothetical protein whose gene is located in the T4SS locus, 

and its interactions were studied with VirB9, VirB11 and Xac2609, a putative T4SS 

substrate. 

The potential T4SS secretion signal is a conserved, approximately 115 

residues, C-terminal domain found in the putative substrates of the Xanthomonas 

T4SS. This sequence mediates interactions with VirD4. We have characterized this 

domain from one substrate and it is mainly unfolded. This observation may have 

functional implications, as the substrates are unfolded before their secretion through 

the T4SS channel. 

 
Keywords: Xanthomonas, Type IV Secretion System, Structural Biology, Nuclear 
Magnetic Resonance, X-ray Crystallography 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. A bactéria Xanthomonas axonopodis pv. citri 

 

1.1.1. A citricultura no Brasil 

 

A citricultura é de fundamental importância na atividade agrícola brasileira, e o 

Brasil é o principal produtor e o maior exportador de suco de laranja. O Sistema 

Agroindustrial Citrícola representa 1,87% da pauta total de exportações brasileiras, e 

4,47% das exportações brasileiras de produtos do agronegócio. O estado de São 

Paulo concentra 79% da produção brasileira de laranja, em mais da metade de seus 

municípios, sendo responsável por 95% das exportações de suco de laranja (Neves 

et al., 2004). São Paulo possui aproximadamente 212 milhões de pés de laranja 

plantados em 659 mil hectares, produzindo 13,4 milhões de toneladas de frutas e 

com exportações anuais de aproximadamente US$ 2 bilhões, representando 63% da 

produção de suco de laranja concentrado do mundo e empregando 400 mil pessoas 

no estado (Bove e Ayres, 2007). 

O cultivo de plantas cítricas no Brasil e no mundo é alvo de inúmeras pragas 

que causam queda da produtividade e da qualidade dos frutos. Várias doenças têm 

grande importância para esse setor, como as causadas pelos vírus CiLV (leprose 

dos citros (Locali-Fabris et al., 2006; Pascon et al., 2006)) e CTV (tristeza dos citros 

(Moreno et al., 2008)), ou pelas bactérias Xylella fastidiosa (clorose variegada dos 

citros (Chatterjee et al., 2008; Redak et al., 2004)), ‘Candidatus Liberibacter spp.’ 

(greening ou huanglongbing (Bove e Ayres, 2007)) e Xanthomonas axonopodis pv. 

citri (cancro cítrico (Brunings e Gabriel, 2003)). 
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1.1.2. O cancro cítrico 

 

O cancro cítrico é uma das pragas mais importantes que afetam citros. 

Mundialmente, milhões de dólares são gastos anualmente em prevenção, 

quarentenas, programas de erradicação e controle dessa doença. Uma vez 

identificados os sintomas, não só as árvores contaminadas, bem como todas as 

árvores em um raio de 30 m, precisam ser destruídas. Contudo, a consequência 

mais séria do cancro cítrico é o impacto no comércio, resultando em restrições de 

transporte interestadual e internacional de frutas originárias de áreas infectadas 

(Das, 2003). 

O agente causal do cancro cítrico, Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac), 

afeta todos os cultivares de cítricos comerciais. Entretanto, algumas plantas são 

mais suscetíveis que outras. Como exemplos, lima ácida é altamente suscetível, 

limão e laranja doce são moderadamente suscetíveis, enquanto tangerina é 

moderadamente resistente (Das, 2003). 

Xac é altamente contagiosa e pode persistir por meses em restos vegetais, 

não necessitando de um vetor de transmissão específico, sendo facilmente 

transferida entre cultivares através do vento, da chuva ou do próprio homem. A 

bactéria presumivelmente persiste como epífita na superfície da planta, até que 

ocorre a penetração dos tecidos vegetais por meio de aberturas naturais, como 

estômatos e hidatódios, ou por lesões causadas por ventos fortes e insetos 

(Belasque e De Jesus, 2006; Buttner e Bonas, 2009). 

Uma vez no espaço mesofílico do hospedeiro, Xac prolifera nos espaços 

intercelulares, secretando fatores de virulência e polissacarídeos extracelulares 

(EPS), principalmente goma xantana. Nas folhas, os sinais iniciais ocorrem com a 
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formação de pequenas pústulas circulares e oleosas, com até 1 cm de diâmetro, na 

superfície abaxial das folhas, e posteriormente, na face adaxial. Com o tempo, a 

lesão aumenta de tamanho e forma pústulas na forma de erupções com relevo 

áspero e de coloração marrom no seu interior e um halo circundante amarelo (Figura 

1A) (Amaral, 2004). 

O cancro em si, que é a principal manifestação da doença, é causado pela 

excessiva divisão (hiperplasia) e aumento do tamanho celular (hipertrofia) do 

mesófilo foliar onde houve a infecção, provocando o rompimento da epiderme (por 

necrose) e erupção das bactérias no meio da lesão, disponíveis agora para infectar 

novas plantas (Amaral, 2004). Além dos fenômenos citados acima, a diminuição dos 

espaços intercelulares e o acúmulo de goma xantana resultam em um aspecto de 

encharcamento (“water-soaking”) no tecido infectado: a água do xilema é 

aprisionada devido ao potencial higroscópico da goma (Brunings e Gabriel, 2003). 

Nos frutos e ramos, o cancro cítrico provoca lesões circulares, corticosas, 

salientes, de coloração amarronzada e aspecto eruptivo (Figuras 1B e 1C), sintomas 

semelhantes aos que se observam nas folhas. Infecções severas podem induzir 

desfolha, queda de frutos e morte de ramos. Essa doença causa perdas no valor 

comercial dos frutos, variando da queda prematura a perda completa da qualidade 

devido às lesões, que fazem com que o fruto não seja aceitável para venda 

(Belasque et al., 2005; Belasque e De Jesus, 2006). Avanços nos conhecimentos 

genéticos e moleculares do gênero Xanthomonas e, em particular, de Xanthomonas 

axonopodis pv. citri, serão de grande utilidade para se gerarem novas estratégias de 

combate ao cancro cítrico. 
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Figura 1. Lesões provocadas por Xanthomonas axonopodis pv. citri em (A) 
folhas, (B) frutos e (C) ramos de diferentes plantas cítricas. Fotos obtidas no endereço 
eletrônico: www.apsnet.org/education/Lessonsplantpath/CitrusCanker/. 
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1.1.3. O gênero Xanthomonas 

 

O gênero Xanthomonas compreende um grupo de bactérias Gram-negativas 

fitopatogênicas, pertencendo a subdivisão γ das Proteobacteria. Xanthomonas spp. 

possuem tipicamente forma bacilar e um único flagelo polar, são aeróbios 

obrigatórios e crescem em uma temperatura ótima de 25-30 °C. Suas colônias são 

usualmente amareladas devido a presença de um pigmento ligado a membrana 

denominado de xantomonadina, o qual presumivelmente protege a bactéria de 

danos causados por luz (Buttner e Bonas, 2009). 

Diferente de outras bactérias associadas a plantas como Rhizobium, 

Agrobacterium, Pseudomonas, Ralstonia e Erwinia, membros do gênero 

Xanthomonas são sempre associados a plantas (apesar de nem sempre serem 

patogênicas), e nenhum membro é de vida livre ou associado ao solo. Cada 

linhagem é limitada a uma faixa muito restrita de hospedeiros, frequentemente um 

conjunto de gêneros dentro de uma família vegetal ou um grupo de espécies em um 

gênero (Brunings e Gabriel, 2003). Membros do gênero Xanthomonas infectam mais 

de 120 plantas monocotiledôneas e 260 dicotiledôneas, possuindo grande 

importância econômica em regiões com clima quente e úmido (Chan e Goodwin, 

1999). 

O genoma de Xac linhagem 306 foi o primeiro do gênero a ser seqüenciado 

(Da Silva et al., 2002), juntamente com o genoma de outra espécie de Xanthomonas 

(X. campestris pv. campestris (Xcc) ATCC 33913, agente causal da podridão negra 

em crucíferas, como repolho, couve e brócolis). Xac possui um cromossomo circular 

de aproximadamente 5,2 milhões de pares de bases (pb) e dois plasmídeos: 

pXAC33 (aproximadamente 34 quilopares de bases (kb)) e pXAC64 
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(aproximadamente 65 kb), apresentando mais de 4300 ORFs (“Open Reading 

Frames”, ou Fases Abertas de Leitura) (Da Silva et al., 2002). 

Posteriormente, para uma melhor compreensão desse grupo de 

fitopatógenos, foram sequenciados os genomas de outras espécies e linhagens, 

como Xcc 8004 (Qian et al., 2005) e B100 (Vorholter et al., 2008), Xanthomonas 

campestris pv. vesicatoria (Xcv) 85-10 (Thieme et al., 2005), que infecta tomate e 

pimenta, além do genoma de três cepas de Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo), 

que causa doença em arroz (KACC10331 (Lee et al., 2005); MAFF311018 (Ochiai et 

al., 2005); PXO99A (Salzberg et al., 2008). 

As sequências dos genomas de Xanthomonas possibilitaram uma maior 

compreensão dos mecanismos de patogenicidade molecular que estas bactérias 

utilizam para infectar seus hospedeiros. Para se estabelecer com sucesso, 

Xanthomonas deve ser capaz de aderir na superfície da planta, invadir o espaço 

intercelular do tecido vegetal, adquirir nutrientes e suprimir respostas de defesa do 

hospedeiro (Buttner e Bonas, 2009). Infecções bem sucedidas em plantas 

dependem de Sistemas que secretam proteínas no meio extracelular ou translocam 

fatores de virulência diretamente no citossol da célula vegetal. 

 

1.2. Sistemas de Secreção de proteínas em bactérias Gram-negativas 

 

Secreção de macromoléculas desempenha um papel central na modulação 

das interações entre bactérias e o ambiente que as circunda. Para bactérias Gram-

negativas secretarem proteínas para o meio extracelular, esses compostos 

necessitam atravessar a membrana interna, o periplasma e a membrana externa. 

Diferentes estratégias surgiram ao longo da evolução desses organismos para 
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cumprir essa tarefa, e estas soluções são classificadas em 6 grandes grupos 

(Sistemas de Secreção do Tipo I – VI) (Economou et al., 2006; Tseng et al., 2009), 

baseadas no número e localização dos componentes, similaridade de sequência e 

relação filogenética com outros complexos macromoleculares (Figura 2). É possível 

que novos Sistemas de Secreção sejam identificados, pelo sequenciamento de 

novos genomas bacterianos e estudos de estrutura-função de proteínas de papel 

desconhecido. O Sistema de Secreção do Tipo IV (T4SS) será discutido com mais 

detalhes em um tópico a parte (1.3). 

 

 

Figura 2. Representação esquemática dos principais Sistemas de Secreção 
de bactérias Gram-negativas. Exemplos mostrados: T1SS (Sistema de Secreção de 
hemolisinas de E. coli); T2SS (Sistema Gsp, amplamente distribuído em Gram-
negativas); T3SS (Sistema de Secreção de Salmonella enterica subsp. enterica 
serovar Typhimurium); T4SS (Sistema VirB/D de Agrobacterium tumefaciens) e 
T5SS (Sistemas Autotransportador NalP de Neisseria meningitidis e de 2 parceiros 
TpsA/TpsB, amplamente distribuído em Gram-negativas). O T6SS não está 
representado na figura, por não se saberem muitos detalhes sobre função e 
localização de seus componentes. IM: membrana interna; OM: membrana externa. 
Os T2SS e T5SS são dependentes do Sistema Sec (SecYEG). Adaptado de 
(Fronzes et al., 2009a). 

             T5SS                  T2SS             T4SS               T3SS             T1SS 

2 parceiros   Autotransportador 
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1.2.1. Sistema de Secreção do Tipo I (T1SS) 

 

O T1SS é composto por apenas 3 proteínas, um transportador ABC (“ATP-

Binding Cassette”) localizado na membrana interna, uma proteína adaptadora 

periplasmática (MFP – “Membrane Fusion Protein”) que conecta a membrana interna 

à membrana externa e uma proteína que forma um canal na membrana externa 

(OMF – “Outer Membrane Factor”) (Holland et al., 2005). A secreção ocorre em um 

passo único, do citoplasma diretamente para o meio externo, sem intermediários 

periplasmáticos, pelo reconhecimento de um sinal C-terminal não processado nos 

substratos (Holland et al., 2005). 

O T1SS está envolvido com a secreção de citotoxinas, proteínas de 

superfície, adesinas, proteases, lipases, bacteriocinas e proteínas de aquisição de 

heme em patógenos de animais e plantas (Delepelaire, 2004). Recentemente, foi 

demonstrado que um peptídeo sulfatado, conservado no gênero Xanthomonas e 

secretado pelo T1SS, é importante para a interação planta-patógeno, sendo 

reconhecido pelo sistema imune do hospedeiro (Lee et al., 2009). 

 

1.2.2. Sistema de Secreção do Tipo II (T2SS) 

 

Grande complexo composto por 12-16 polipeptídeos diferentes, o T2SS é 

relacionado evolutivamente com a maquinaria de montagem do pilus do Tipo IV 

(Peabody et al., 2003). Apesar da distribuição dos seus componentes no citoplasma, 

periplasma e ambas as membranas de bactérias Gram-negativas, o transporte dos 

substratos do citossol para o periplasma ocorre via Sistema Sec (Gold et al., 2007) 

ou Sistema Tat (Bruser, 2007). 
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Diversos patógenos de animais e de plantas secretam proteínas via T2SS, 

sendo que estes substratos são transportados enovelados através da membrana 

externa (Johnson et al., 2006). Determinantes de virulências secretados por T2SSs 

incluem as toxinas envolvidas com ADP-ribosilação de Escherichia coli 

enterotoxigênica (toxina termolábil) e Vibrio cholerae (toxina da cólera), além de 

pectato liases, celulases e proteases em Xanthomonas campestris (Cianciotto, 

2005). 

 

1.2.3. Sistema de Secreção do Tipo III (T3SS) 

 

O Sistema III é requerido para virulência em diversas bactérias Gram-

negativas que infectam animais, como Salmonella spp., Shigella spp., Yersinia spp. 

e E. coli enterohemorrágica e enteropatogênica, ou que infectam plantas, como 

Pseudomonas syringae, Ralstonia solanacearum e Xanthomonas spp. (Cornelis, 

2006; Lindeberg e Collmer, 2009). O T3SS é capaz de injetar, em um passo único, 

substratos do citoplasma bacteriano diretamente dentro da célula do hospedeiro, 

onde estas proteínas podem modular uma grande variedade de funções celulares 

eucarióticas, interferindo com processos celulares e suprimindo respostas de defesa 

do hospedeiro. Porém, existem casos em que os efetores são simplesmente 

secretadas para o meio extracelular (Grant et al., 2006). 

Em patógenos de plantas, o T3SS é codificado pelos genes hrp 

(“hypersensitive response and pathogenicity”, ou resposta de hipersensibilidade e 

patogenicidade), determinantes essenciais da patogenicidade bacteriana, requeridos 

para causar doença em plantas suscetíveis e para elicitar resposta de 

hipersensibilidade em plantas resistentes (Buttner e He, 2009). Os genes hrp estão 
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normalmente arranjados em seqüência em regiões específicas de cromossomos ou 

plasmídeos, as chamadas ilhas de patogenicidade, e estas regiões apresentam 

diferentes características em relação ao restante do genoma, como diferente 

conteúdo de G + C, indicando transferência horizontal (Gurlebeck et al., 2006). Os 

genes hrp codificam mais de 20 proteínas, que estão envolvidas na formação de um 

aparato de secreção atravessando a membrana, o qual é associado com uma 

estrutura filamentosa extracelular semelhante a uma agulha, capaz de secretar as 

proteínas efetoras (Moraes et al., 2008). 

Pelo menos nove genes hrp são conservados (chamados hrc para “hrp 

conserved”), tanto em patógenos de plantas como de animais, e a maioria dos genes 

hrc também possui parálogos nos componentes de montagem flagelar. A 

similaridade de seqüência existente entre os componentes do T3SS e da maquinaria 

de montagem do flagelo em procariotos indica que ambos possuem uma origem 

evolutiva comum (Gurlebeck et al., 2006; Journet et al., 2005). Proteínas Hrc 

presumivelmente constituem os componentes centrais do aparato de secreção III na 

membrana interna e externa. 

A região hrp também contém os genes associados a hrp (hpa; Figura 3), o 

qual não são essenciais para elicitar a resposta de hipersensibilidade ou para 

patogenicidade bacteriana, mas contribuem para a interação com o hospedeiro. Em 

contraste aos genes hrc, o papel preciso dos genes hrp não conservados 

permanece por ser investigado (Gurlebeck et al., 2006). 

Patogenicidade de Xanthomonas depende de um T3SS conservado, capaz 

de injetar mais de 25 proteínas efetoras diferentes na célula da planta. O papel da 

maioria dos efetores é desconhecido, porém alguns deles possuem funções e 

atividades enzimáticas caracterizadas (Kay e Bonas, 2009; White et al., 2009). Como 
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um exemplo, a família de proteínas AvrBs3/PthA é central para a patogenicidade no 

gênero Xanthomonas, mimetizando ativadores transcricionais na planta e sendo 

capaz de manipular o transcriptoma do hospedeiro (Kay et al., 2007; Romer et al., 

2007). 

 

 

Figura 3. O lócus hrp de Xanthomonas axonopodis pv. citri (Alegria et al., 
2004). Genes hrp (“hypersensitive response and pathogenicity”), preto; genes hrc 
(“hrp conserved”), cinza; genes hpa (“hrp-associated”), listrado e genes codificando 
proteínas hipotéticas, branco. 

 

1.2.4. Sistema de Secreção do Tipo V (T5SS) 

 

Assim como o T2SS, o T5SS depende do Sistema Sec para transporte dos 

substratos do citoplasma para o periplasma. Talvez o mecanismo de secreção mais 

simples, por ser codificado por apenas 1 ou 2 polipeptídeos, o Sistema V é 

classificado em 2 grupos distintos, os designados de auto-transportadores (Dautin e 

Bernstein, 2007) e os de 2 parceiros (“two-partner secretion system”) (Mazar e 

Cotter, 2007). Estes se diferenciam pelo fato da proteína secretada e o potencial 

barril-β transportador de membrana externa serem codificados no mesmo 

polipeptídeo ou em cadeias diferentes, respectivamente. Recentemente, estudos 

estruturais sugerem que o barril-β é incapaz de transportar sozinho seus substratos, 

necessitando de uma proteína auxiliar para facilitar a translocação pela membrana 

externa (Bernstein, 2007). 

O T5SS é distribuído de forma ubíqua em genomas de bactérias Gram-

negativas, contribuindo para a virulência de diversos patógenos de animais e 
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plantas, sendo que centenas de substratos são conhecidos, incluindo adesinas, 

proteases, lipases e citolisinas (Henderson et al., 2004). Uma proteína semelhante a 

hemaglutinina, envolvida em virulência de Xac, é aparentemente secretada via T5SS 

da classe de 2 parceiros (Gottig et al., 2009). 

 

1.2.5. Sistema de Secreção do Tipo VI (T6SS) 

 

Denominado apenas recentemente (Mougous et al., 2006; Pukatzki et al., 

2006), o T6SS está presente em dezenas de bactérias patogênicas Gram-negativas, 

tais como V. cholerae, Pseudomonas aeruginosa, Yersinia pestis, Salmonella 

typhimurium e E. coli enteroagregativa (Shrivastava e Mande, 2008). Composto por 

15-25 subunidades (Pukatzki et al., 2009), é evolutivamente relacionado ao aparato 

de injeção de DNA e proteínas semelhante a agulha de bacteriófagos de cauda 

longa (“long-tailed-phages spike-like injectisome”), como T4, T2, Mu e λ (Leiman et 

al., 2009; Pell et al., 2009). 

Como os T3SS e T4SS, o Sistema VI é capaz de injetar diretamente efetores 

protéicos dentro da célula do hospedeiro eucariótico (Cascales, 2008). O T6SS 

aparentemente está presente no genoma de Xanthomonas spp. patogênicas e 

ausente em cepas não patogênicas (Shrivastava e Mande, 2008), e, portanto, deve 

estar envolvido com virulência. Porém, sua função ainda não foi caracterizada 

(Buttner e Bonas, 2009). 
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1.3. O Sistema de Secreção do Tipo IV (T4SS) 

 

Sistemas de Secreção ancestralmente relacionados à maquinaria de 

conjugação bacteriana são referidos como Sistemas de Secreção do Tipo IV (Juhas 

et al., 2008). Conjugação bacteriana é realizada por um subconjunto de T4SSs, que 

envolve a transferência de DNA, tipicamente plasmidial, de uma bactéria para outra, 

importante para a disseminação de resistência à antibióticos entre estes 

microorganismos (Schroder e Lanka, 2005). Além de mediar a transferência de DNA 

entre bactérias, T4SSs estão envolvidos com a secreção de substratos protéicos e 

complexos proteína-DNA diretamente nas células-alvo eucarióticas durante a 

infecção (Baron, 2005). Também foram descritos T4SSs atuando para facilitar 

transformação bacteriana, seja por secretar DNA diretamente no meio extracelular 

(Hamilton et al., 2005) ou por captar DNA do ambiente (Hofreuter et al., 2001). 

 

1.3.1. Patógenos que utilizam o T4SS para secretar proteínas efetoras 

 

Componentes do tipo IV são usados por diversos patógenos de plantas, 

animais e humanos para auxiliar na colonização do hospedeiro, e muitos outros 

T4SSs serão identificados como importantes para virulência nos próximos anos. A 

seguir, uma breve descrição de algumas bactérias Gram-negativas cujos T4SSs 

foram mais bem caracterizados. O Sistema do Tipo IV mais estudado é o Sistema 

VirB/D de Agrobacterium tumefaciens, que será descrito a parte (tópico 1.3.2). 

Bordetella pertussis: causador da coqueluche, B. pertussis utiliza um T4SS 

denominado Ptl para a secreção da toxina pertussis, constituída por uma 

subunidade A efetora e 5 cadeias B acessórias. O Sistema Ptl é uma exceção entre 
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os T4SSs, pois um único substrato, a toxina pertussis, é transportado do citoplasma 

para o periplasma via Sistema Sec, e a maquinaria do tipo IV é requerida apenas 

para secreção do efetor do periplasma para o meio extracelular, não o introduzindo 

diretamente na célula do hospedeiro (Backert e Meyer, 2006). No ambiente 

extracelular, as cadeias B interagem com a superfície da célula eucariótica, 

facilitando a introdução da cadeia A no citoplasma. Esta cadeia ADP-ribosila uma 

subunidade da proteína G, causando desregulação da via de Adenilato Ciclase / 

AMPc (Shrivastava e Miller, 2009). 

Helicobacter pylori: agente etiológico de gastrite crônica, úlcera duodenal e 

carcinoma gástrico em humanos. Linhagens virulentas de H. pylori codificam um 

T4SS codificado pela ilha de patogenicidade cag (cagPAI) (Backert e Selbach, 

2008). Este T4SS possui equivalentes para todos os componentes do aparato de 

secreção VirB/D de A. tumefaciens, com exceção de VirB5 (Kutter et al., 2008). 

Porém, é provável que a proteína CagL de H. pylori seja um equivalente a VirB5, 

apesar da baixa similaridade de sequência (Backert et al., 2008). CagA é a única 

proteína efetora conhecida secretada por esse T4SS, interferindo com rearranjos 

globais do citoesqueleto de actina e ativando múltiplos fatores de sinalização, que 

regulam crescimento, motilidade e polaridade celular, cuja conseqüência final é o 

desenvolvimento de câncer de estômago (Hatakeyama e Higashi, 2005). 

Legionella pneumophila: parasita intracelular facultativo, encontrado 

primariamente associado com protozoários e amebas ambientais, é também o 

agente causal de uma pneumonia denominada doença do Legionário (Shin e Roy, 

2008). L. pneumophila é fagocitada por macrófagos alveolares, mas não sofre lise 

subseqüente devido à inibição da fusão fagossomo-lisossomo, criando um vacúolo 

especializado no qual a bactéria replica robustamente (Franco et al., 2009). Um 
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T4SS denominado Dot/Icm é absolutamente requerido para sobrevivência de L. 

pneumophila no hospedeiro eucariótico, secretando mais de 140 efetores 

identificados. Alguns substratos foram demonstrados manipular atividades celulares 

do hospedeiro, e se acredita que a grande maioria das proteínas translocadas 

tenham algum papel funcional durante a infecção (Burstein et al., 2009). 

Bartonella henselae: patógeno zoonótico que infecta gatos e pode ser 

transmitido para humanos, resultando na doença do “arranhão de gato” (“cat scratch 

disease”). Bartonella pode infectar eritrócitos e causar uma bacteremia persistente, 

mas também infecta células endoteliais e da medula óssea (Pulliainen e Dehio, 

2009). Esta bactéria codifica dois T4SSs, designados VirB/D e Trw, requeridos para 

Bartonella colonizar, invadir e persistir em células endoteliais vasculares e eritrócitos, 

respectivamente (Schroder e Dehio, 2005). Sete substratos translocados pelo 

Sistema VirB/D foram identificados, BepA-BepG, importantes para invasão celular, 

ativação pro-inflamatória e inibição da apoptose (Dehio, 2008). 

Brucella spp.: bactérias do gênero Brucella, como B. suis, B. abortus e B. 

melitensis, são patógenos intracelulares capazes de sobreviver e replicar em 

macrófagos de células de mamíferos, causando uma doença conhecida como 

brucelose (Celli, 2006). O Sistema de Secreção do Tipo IV VirB de Brucella é crucial 

durante infecção de macrófagos, sendo requerido para a internalização por estas 

células e fusão das vesículas contendo o microorganismo com o Reticulo 

Endoplasmático, para estabelecimento de seu nicho replicativo (Rambow-Larsen et 

al., 2009). Baseado nestes resultados, os efetores do T4SS provavelmente são 

requeridos para tráfico dentro da célula, interação com o Reticulo Endoplasmático e 

sobrevivência no hospedeiro. Dois efetores putativos do Tipo IV, VceA e VceC, 

foram recentemente identificados (De Jong et al., 2008). Estas proteínas são 



 36

secretadas de uma maneira Sec-independente e VirB-dependente no citossol de 

macrófagos infectados. 

 

1.3.2. O T4SS de Agrobacterium tumefaciens 

 

O T4SS mais estudado é o utilizado pelo patógeno de plantas A. tumefaciens 

para a transferência de DNA e proteínas para o hospedeiro, induzindo o crescimento 

de tumores em tecidos infectados e causando uma doença denominada de galha-

da-coroa. Uma porção do plasmídeo Ti, o T-DNA, é transferido para a célula da 

planta, integrado no DNA nuclear e expresso. Isto causa a produção de enzimas que 

catalizam síntese de hormônios vegetais, responsáveis pelo crescimento do tumor, e 

formação de um conjugado açúcar-aminoácido, denominado opina. A síntese deste 

conjugado pelas células transformadas serve como fonte de carbono e nitrogênio 

para A. tumefaciens, mas não para outras bactérias presentes no local, que não 

possuem a via metabólica de utilização de opinas (Mccullen e Binns, 2006). 

Após ativação por sinais secretados pelo hospedeiro ou pelo contato com 

acetosiringona, uma molécula fenólica que é um potente indutor de Agrobacterium 

(Stachel et al., 1986), ocorre expressão de genes envolvidos com virulência (vir) 

localizados no plasmídeo Ti, levando a excisão de uma cópia fita simples do T-DNA 

(Fita-T) por um heterodímero VirD1-VirD2. Fita-T, covalentemente ligada à proteína 

VirD2, é então exportada para a célula hospedeira pelo T4SS codificado pelo operon 

virB e pelo gene virD4 (Christie, 2004). Independentemente do complexo VirD2–Fita-

T, várias proteínas Vir, como VirE2, VirE3, VirF e VirD5, são também exportadas 

para o citoplasma da célula eucariótica pelo T4SS (Juhas et al., 2008). Uma vez 

dentro do hospedeiro, VirD2–Fita-T interagem com múltiplas cópias da proteína 
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VirE2, o que permite importação deste complexo para o núcleo da célula hospedeira. 

Isso ocorre com o auxílio de vários fatores eucarióticos e bacterianos, e finalmente o 

T-DNA é integrado no genoma da planta por um mecanismo desconhecido (Gelvin, 

2000; Tzfira e Citovsky, 2002; Tzfira et al., 2004). 

A capacidade para transferência de DNA levou ao desenvolvimento de A. 

tumefaciens como um vetor de genes. A transferência do T-DNA não é sequência 

específica, o que permitiu seu uso biotecnológico por substituição dos genes 

originais do T-DNA por qualquer gene de interesse. Virtualmente qualquer DNA 

clonado no T-DNA pode ser transferido para células vegetais, gerando plantas férteis 

que transferem o DNA modificado para sua progênie (Mccullen e Binns, 2006). O 

número de hospedeiros naturais de Agrobacterium no reino vegetal é extenso e 

inclui membros da maioria das famílias de plantas. Recentemente, foi mostrado que 

Agrobacterium é capaz, em condições laboratoriais, de modificar geneticamente 

organismos eucarióticos não vegetais, como leveduras, fungos filamentosos, 

cogumelos e células humanas em cultura (Lacroix et al., 2006). Essa capacidade 

permitirá utilizar Agrobacterium em pesquisa biológica e melhoramento 

biotecnológico de espécies fora do reino vegetal. 

O aparato transmembrana envolvido com seleção e secreção de substratos 

em A. tumefaciens é constituído por 12 proteínas, denominadas VirB1-VirB11 e 

VirD4 (Figura 4). Neste organismo, todas as proteínas VirB/D são absolutamente 

requeridas para o funcionamento do T4SS, com exceção de VirB1 (Schroder e 

Lanka, 2005). Ocorre extensivo reconhecimento envolvendo os componentes, 

interações importantes para a montagem e função do Sistema IV, e muito se tem 

avançado recentemente para a determinação destas interações e de onde e quando 

ocorrem (Fronzes et al., 2009a; Ward et al., 2002). O T4SS atravessa o periplasma e 
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as membranas interna e externa do microorganismo, e conecta os efetores 

produzidos no citoplasma bacteriano diretamente ao citossol da célula alvo por meio 

de um pilus extracelular. Apesar dos T4SSs variarem extensivamente na sua 

composição e número de subunidades, a maioria das maquinarias do Tipo IV é 

composta de um subconjunto ou de todos os componentes do Sistema VirB/D de A. 

tumefaciens (Alvarez-Martinez e Christie, 2009). As proteínas VirB1-VirB11 e VirD4 

serão discutidas com mais detalhes a seguir (tópico 1.3.3). 

 

Figura 4. Representação esquemática do Sistema de Secreção do Tipo IV de 
A. tumefaciens. Adaptado de (Li et al., 2005). 

Meio Extracelular 

Periplasma 

Citoplasma 
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1.3.3. Proteínas do Sistema de Secreção do Tipo IV 

 

Segue uma breve descrição sobre cada componente que forma o canal do 

T4SS, que se inicia no citoplasma bacteriano e forma um pilus extracelular. 

VirB1: pequena proteína periplasmática com 150-250 resíduos, pertencente à 

superfamília das transglicosilases líticas, que clivam ligações glicosídicas β-1,4 entre 

o ácido N-acetilmurâmico (MurNAc) e a N-acetilglucosamina (GlcNAc). Portanto, 

membros dessa família são capazes de romper a parede de peptideoglicana que 

envolve bactérias, o que facilitaria a montagem do canal periplasmático do T4SS 

(Zahrl et al., 2005). Em A. tumefaciens, ausência de VirB1 não elimina a função do 

T4SS, mas atenua a virulência, indicando que a clivagem da parede da bactéria 

facilita a montagem do T4SS, mas não é essencial (Llosa et al., 2000). A proteína 

VirB1 de Agrobacterium é processada em 2 fragmentos, sendo que o N-terminal 

possui a atividade de muramidase, enquanto o C-terminal é secretado para o meio 

extracelular, onde promove formação do pilus (Zupan et al., 2007). 

VirB2: proteína pequena e pouco conservada, VirB2 é o principal componente 

do pilus do T4SS. Em A. tumefaciens e no polipeptídeo codificado pelo plasmídeo 

conjugativo RP4, sofre um processamento envolvendo clivagem e ciclização, onde 

as extremidades N- e C-terminais são ligadas covalentemente (Eisenbrandt et al., 

1999; Eisenbrandt et al., 2000). Recentemente, foram identificadas proteínas na 

superfície da célula de Arabidopsis thaliana que podem servir como receptores para 

a ligação de VirB2 de A. tumefaciens, e, portanto, podem ser importantes para a 

conexão do T4SS com o hospedeiro (Hwang e Gelvin, 2004). Este fato indica que, 

além de formar o canal de secreção e pilus conjugativo, VirB2 pode atuar como 

adesina (Backert et al., 2008). 
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A função precisa do pilus é controversa, pois existem dois modelos vigentes. 

O primeiro estabelece que o pilus serve para reconhecer a célula doadora, seguido 

de sua retração, fazendo com que as células doadora e receptora estabeleçam 

contato íntimo, quando a transferência do DNA pode acontecer, sem que ocorra 

transferência dos substratos pelo pilus (Christie, 2004). A principal evidência deste 

modelo se baseia na observação de que a existência de um pilus detectável não é 

requerida para a transferência dos substratos, apesar da presença de VirB2 ser 

essencial (Eisenbrandt et al., 2000). 

A segunda teoria sobre a função do pilus acredita que os substratos são 

transferidos através do lúmen central do pilus e injetados diretamente no interior da 

célula receptora. Novas observações mostram que o DNA pode ser transferido por 

uma longa distância, presumivelmente via pilus, apesar de ocorrer em uma 

freqüência relativamente baixa (Babic et al., 2008). Um trabalho recente de 

microscopia crio-eletrônica mostrou que o lúmen central do F-pilus possui diâmetro 

de aproximadamente 30 Å, suficiente para a passagem de ssDNA ou substratos 

protéicos desenovelados (Wang et al., 2009). Esses fatos, juntamente com a 

evidência de que VirB2 interage diretamente com o substrato durante sua passagem 

pelo T4SS de A. tumefaciens (Cascales e Christie, 2004b), favorecem o segundo 

modelo. 

VirB3: hidrofóbica e pequena (103 resíduos em Xac), é a proteína menos 

estudada do aparato central de secreção de T4SSs. VirB3 é essencial para 

translocação dos substratos em A. tumefaciens (Berger e Christie, 1994), sendo 

provavelmente uma proteína integral de membrana, pois foi demonstrado que VirB3 

se associa à membrana interna e, predominantemente, à membrana externa 

(Shirasu e Kado, 1993). Entretanto, seu papel pode estar intimamente ligado à 
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membrana interna, pelo fato de VirB3 ter sido identificada em alguns T4SSs como 

uma proteína de fusão com VirB4, que se localiza no citoplasma ou na membrana 

interna (Arechaga et al., 2008; Draper et al., 2006). Sua localização na membrana 

externa, que é estabilizada por VirB4 (Jones et al., 1994), sua interação com VirB5 

(Shamaei-Tousi et al., 2004) e o fato de ser co-purificada em complexo com VirB2 e 

VirB5, indicam que VirB3 pode fazer parte do complexo de montagem do pilus (Yuan 

et al., 2005). 

VirB4: maior e mais conservada proteína do aparato de secreção do T4SS 

(817 aminoácidos em Xac). Somente recentemente foi demonstrado sem 

ambigüidade que um membro dessa família (TrwK, do plasmídeo conjugativo R388) 

possui atividade de ATPase (Arechaga et al., 2008). O sítio de ligação a 

nucleotídeos de VirB4 é requerido para seu papel essencial na secreção de 

substratos em A. tumefaciens (Berger e Christie, 1993; Fullner et al., 1994), devendo 

ser necessário para energizar a montagem e / ou a atividade da maquinaria de 

secreção (Alvarez-Martinez e Christie, 2009). Análise computacional prediz que 

VirB4 possui um domínio C-terminal homólogo a porção solúvel de VirD4, permitindo 

a formação de hexâmeros, como no caso da última proteína (Middleton et al., 2005). 

Hexâmeros foram demonstrados experimentalmente, apesar de VirB4 ser 

majoritariamente purificada como monômero (Arechaga et al., 2008). A localização 

clara de VirB4 é indefinida, pois existem evidências, a partir de estudos com 

diferentes T4SSs, de VirB4 ser apenas citoplasmática (Arechaga et al., 2008; Rabel 

et al., 2003), enquanto outros indícios mostram sua associação com a membrana 

interna (Cao e Saier, 2001; Dang e Christie, 1997; Draper et al., 2006). 

VirB5: contribui para a transferência dos substratos e para a montagem do 

pilus constituído por VirB2 em A. tumefaciens (Lai et al., 2000; Schmidt-Eisenlohr et 
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al., 1999a). VirB5 se localiza no periplasma e também é um componente menos 

abundante do pilus (Schmidt-Eisenlohr et al., 1999a; Schmidt-Eisenlohr et al., 

1999b). VirB5 de Agrobacterium foi localizada na extremidade do T-pilus (Aly e 

Baron, 2007) e interage com a proteína de superfície celular da planta Tzs, envolvida 

com biossíntese de trans-zeatina, um hormônio vegetal (Aly et al., 2008). Estes 

dados indicam que, assim como VirB2, VirB5 atua como uma adesina na interface 

entre o T4SS e a célula do hospedeiro (Backert et al., 2008). A estrutura de VirB5 do 

plasmídeo conjugativo pKM101 foi determinada, mostrando que esta proteína possui 

um domínio único alongado, formado por α-hélices (Figura 5) (Yeo et al., 2003). 

VirB6: proteína integral da membrana interna, VirB6 possui descrições 

contraditórias quanto ao número de α-hélices transmembranares, que pode variar de 

4 a 6, e em relação à localização citoplasmática ou periplasmática do N-terminal 

(Cao e Saier, 2001; Jakubowski et al., 2004; Judd et al., 2005b). VirB6 foi uma das 

primeiras proteínas identificadas como tendo localização polar em A. tumefaciens, e 

sua localização depende da presença de 5 outras proteínas, VirB7-VirB11 (Judd et 

al., 2005b). Assim como VirB6 depende de outras proteínas para sua correta 

localização, a presença de VirB6 é requerida para expressão estável de VirB3 e 

VirB5 e formação do homodímero de VirB7 (Hapfelmeier et al., 2000) e do 

heterodímero VirB7-VirB9 (Jakubowski et al., 2003). 

VirB6 interage diretamente com o substrato (Cascales e Christie, 2004b; 

Jakubowski et al., 2004), sugerindo que esta proteína pode ser o canal na 

membrana interna do T4SS (Alvarez-Martinez e Christie, 2009). Os domínios de 

VirB6 mediando localização polar, interação com substratos e transferência destes 

efetores para outros componentes do T4SS foram delimitados (Jakubowski et al., 

2004; Judd et al., 2005b; Judd et al., 2005c). Estes dados em A. tumefaciens 
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claramente demonstram a importância de VirB6 como um fator central engajado em 

uma série de interações com substratos e componentes do T4SS (Schroder e Lanka, 

2005). 

VirB7: pequena proteína (45-60 resíduos) pouco conservada e somente 

encontrada em um subconjunto de T4SS (Alvarez-Martinez e Christie, 2009; Frank et 

al., 2005). VirB7 possui um peptídeo sinal N-terminal seguido de um sinal de ligação 

a lipídeos, característico de lipoproteínas, que faz com que a proteína seja ligada 

covalentemente a moléculas de ácidos graxos em um resíduo conservado de 

cisteína, que após processamento passa a ser o aminoácido N-terminal (Tokuda e 

Matsuyama, 2004). A localização final de VirB7 em A. tumefaciens é 

predominantemente o periplasma, ancorada na membrana externa via sua porção 

lipídica (Fernandez et al., 1996a), porém este peptídeo também é detectado no meio 

extracelular e associado à membrana interna e ao pilus (Sagulenko et al., 2001b). 

Foi demonstrado que VirB7 estabiliza várias outras subunidades do T4SS 

(Fernandez et al., 1996b; Spudich et al., 1996), particularmente VirB9, seu parceiro 

de interação em vários Sistemas IV estudados (Schroder e Lanka, 2005). Junto com 

VirB8, VirB9 e VirB10, VirB7 faz parte do complexo central de secreção do T4SS 

associado às membranas interna e externa (Christie e Cascales, 2005). A função da 

lipidação de VirB7 foi estudada, indicando que ela não é importante para a 

montagem do complexo de membrana externa que VirB7 faz parte, e sim para a 

localização deste complexo na membrana externa (Fronzes et al., 2009b). 

Apesar de essencial para a função de vários T4SSs, VirB7 não é requerida 

para infecção persistente de Brucella abortus (Den Hartigh et al., 2008). VirB7 do 

plasmídeo conjugativo pKM101 teve sua estrutura resolvida em complexo com o 

domínio C-terminal de VirB9 (Figura 5) (Bayliss et al., 2007) e em complexo com os 
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C-terminais de VirB9 e VirB10 (Figura 6) (Chandran et al., 2009), estruturas que 

serão discutidas abaixo. 

VirB8: localiza-se na membrana interna, com a maior parte da proteína 

exposta no periplasma (Das e Xie, 1998; Thorstenson e Zambryski, 1994). VirB8 

interage com múltiplos parceiros, incluindo VirB1, VirB4, VirB5, VirB8, VirB9, VirB10 

e VirB11 (Baron, 2006; Hoppner et al., 2005; Paschos et al., 2006; Yuan et al., 

2005). Consistente com suas múltiplas interações, VirB8 parece ser central para a 

localização do T4SS em apenas um dos pólos de A. tumefaciens, servindo como um 

fator de nucleação para a montagem do Sistema IV e para uma correta localização 

dos outros componentes (Judd et al., 2005a). 

VirB8 interage com o substrato durante sua passagem pelo T4SS de 

Agrobacterium (Cascales e Christie, 2004b), e faz parte do complexo central de 

secreção, em conjunto com VirB7, VirB9 e VirB10 (Das e Xie, 2000; Kumar e Das, 

2001). Porém, surpreendentemente, é possível se obter o complexo central 

codificado pelo plasmídeo pKM101 mesmo na ausência de VirB8 (Fronzes et al., 

2009b). As estruturas dos domínios periplasmáticos de VirB8 de A. tumefaciens e B. 

suis foram determinadas (Bailey et al., 2006; Terradot et al., 2005), apresentando um 

domínio globular composto por uma folha-β antiparalela com 4 fitas em contato com 

um conjunto de α-hélices (Figura 5). 

VirB9: faz parte do complexo central de secreção do T4SS junto com VirB7, 

VirB8 e VirB10 (Das e Xie, 2000), e interage com os substratos na etapa final de 

transporte até o pilus em A. tumefaciens (Cascales e Christie, 2004b). Possui três 

regiões funcionais, os domínios N- e C-terminais, que são conservados e requeridos 

para a montagem e atividade do canal e biogênese do pilus; e o domínio central, que 

é pouco conservado (Jakubowski et al., 2005). Foi resolvida por RMN a estrutura do 
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complexo composto por um peptídeo de VirB7 (resíduos 21-42 da proteína TraN de 

48 aminoácidos) associado ao domínio C-terminal de VirB9 (resíduos 177-271 da 

proteína TraO de 294 aminoácidos) do sistema de conjugação pKM101 (Bayliss et 

al., 2007). O domínio C-terminal de VirB9 possui um arranjo em sanduíche-β 

semelhante a um domínio de imunoglobulina, com um dos lados do sanduíche 

interagindo com o peptídeo estendido de VirB7 (Figura 5). 

VirB10: constituída, do N- para o C-terminal, de um domínio citoplasmático 

curto, uma α-hélice que atravessa a membrana interna, um domínio rico em prolinas 

e um domínio globular periplasmático, composto por um barril-β modificado com um 

motivo hélice-laço-hélice (“helix-loop-helix”) se projetando do topo do barril, 

semelhante a uma antena (Jakubowski et al., 2009; Terradot et al., 2005) (Figura 5). 

Essa proteína interage com VirD4, VirB4 e VirB8, associadas à membrana interna, e 

com o complexo VirB7-VirB9, associado à membrana externa (Christie et al., 2005). 

VirB10 pode assumir duas conformações em A. tumefaciens, dependendo da 

utilização de ATP por VirD4 e VirB11, mas não por VirB4 (Cascales e Christie, 

2004a). O papel dessas múltiplas interações de VirB10 e as mudanças 

conformacionais sofridas por esta proteína serão discutidos com mais detalhes 

abaixo (tópico 1.3.5). 

VirB11: proteína estruturalmente relacionada à uma grande família de 

ATPases comumente associadas com sistemas de tráfico macromolecular, incluindo 

o T2SS, a maquinaria de montagem do pilus do Tipo IV e o sistema de biogênese do 

flagelo de arqueobactérias (Cao e Saier, 2001; Planet et al., 2001). VirB11 hidroliza 

ATP, e sua atividade é estimulada por lipídeos in vitro, consistente com a afinidade 

destas ATPases por membranas in vivo, fracionando como uma proteína 

citoplasmática ou como uma proteína de membrana interna periférica (Krause et al., 
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2000; Machon et al., 2002; Rashkova et al., 1997). Essa proteína forma 

homohexâmeros, com cada subunidade sendo constituída por dois domínios, que 

formam dois anéis separados (Yeo et al., 2000) (Figura 5). A estrutura de VirB11 de 

H. pylori foi determinada na ausência e presença de nucleotídeos, indicando as 

mudanças conformacionais sofridas durante o ciclo de utilização de ATP (Savvides 

et al., 2003). Acredita-se que VirB11 energize a maquinaria do tipo IV para 

montagem do complexo, produção do pilus e/ou secreção de substratos (Christie et 

al., 2005; Sagulenko et al., 2001a). 

VirD4: possui α-hélices transmembrana N-terminais ancoradas na membrana 

interna e a maior parte da sua cadeia polipeptídica no citoplasma (Gomis-Ruth et al., 

2002a). VirD4 é a proteína que seleciona os alvos secretados na maioria dos T4SSs, 

reconhecendo e recrutando a proteína-alvo ou a porção protéica do complexo 

proteína-DNA que será secretado (Fronzes et al., 2009a). Recentemente, foi 

demonstrado que o ortólogo de VirD4 do sistema conjugativo R388 de E. coli (TrwB) 

possui atividade ATPásica, sendo esta atividade dependente da ligação à DNA (Tato 

et al., 2005) ou à uma outra proteína específica (TrwA), envolvida com 

processamento do DNA que será transferido (Tato et al., 2007). 

As estruturas do domínio citoplasmático de TrwB foram determinadas na 

forma apo e em complexo com análogos de substrato e produto, mostrando que 

TrwB se constitui de anéis hexaméricos (Figura 5), que sofrem mudanças 

conformacionais no canal central após ligação e hidrólise de nucleotídeos (Gomis-

Ruth et al., 2002b; Gomis-Ruth et al., 2001). O hexâmero se assemelha 

estruturalmente à F1-ATPase, o domínio globular da ATP sintase (Von Ballmoos et 

al., 2009). Baseado nesta similaridade, TrwB poderia usar a energia derivada da 

hidrólise de ATP para bombear DNA através do seu canal central, de forma similar 
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ao usado pela F1-ATPase para produzir um movimento rotatório da subunidade γ 

central (Cabezon e De La Cruz, 2006). Os sinais nas proteínas secretadas, 

reconhecidos por VirD4, serão discutidos a seguir. 

 

Figura 5. Estruturas de proteínas do T4SS. VirD4: TrwB do plasmídeo 
conjugativo R388 de E. coli (PDB: 1E9R) (Gomis-Ruth et al., 2001); VirB11: HP0525 
de H. pylori (PDB: 1G6O) (Yeo et al., 2000); VirB10: Domínio C-terminal de ComB10 
codificado por H. pylori (PDB: 2BHV) (Terradot et al., 2005); VirB7-VirB9: complexo 
TraN (azul claro) - C-terminal de TraO (azul escuro e vermelho) do plasmídeo 
conjugativo pKM101 de E. coli (PDB: 2OFQ) (Bayliss et al., 2007); VirB8: domínio C-
terminal de VirB8 codificado por B. suis (PDB: 2BHM) (Terradot et al., 2005) e VirB5: 
TraC do plasmídeo conjugativo pKM101 de E. coli (PDB: 1R8I) (Yeo et al., 2003). 
NTD: domínio N-terminal; CTD: domínio C-terminal; TMS: segmento 
transmembrana. Adaptado de (Fronzes et al., 2009a). 

 

1.3.4. Sinais para secreção via Sistemas de Secreção do Tipo IV 

 

Trabalhos recentes têm mostrado quais sinais são importantes para a seleção 

por VirD4 dos alvos secretados pelo T4SS. Sinais C-terminais nos efetores são 

essenciais, porém em alguns casos não são suficientes para correta secreção, e 

diferentes T4SSs parecem reconhecer características físico-químicas levemente 

VirB10                                        VirB7-VirB9                         VirB8                            VirB5 

Hexâmero de VirD4           Monômero de VirD4         Hexâmero de VirB11         Monômero de VirB11
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diferentes nas proteínas alvo. Em A. tumefaciens, o sinal C-terminal potencialmente 

reconhecido é um motivo positivamente carregado, rico em argininas (Vergunst et 

al., 2005); em L. pneumophila, os últimos 20 resíduos são essenciais, contendo 

aminoácidos hidrofóbicos conservados (Nagai et al., 2005) e em B. henselae, um 

domínio de aproximadamente 140 resíduos e um trecho C-terminal que possui 

resíduos positivos são requeridos (Schulein et al., 2005). 

Os C-terminais reconhecidos por VirD4 são possivelmente desenovelados e 

expostos ao solvente, como exemplificados pelas estruturas cristalográficas de RalF 

(Amor et al., 2005) e VirE2 (Dym et al., 2008), substratos secretados por L. 

pneumophila e A. tumefaciens, respectivamente. Em ambos os casos, as regiões C-

terminais reconhecidas para secreção via T4SS não possuem densidade eletrônica 

detectável, indicando que são desenoveladas e livres para interagir com VirD4. 

Os sinais para secreção via outros T4SSs também foram identificados, como 

em Brucella spp., em que os últimos 20 resíduos são essenciais, porém somente 

ocorre secreção quando os 115 aminoácidos C-terminais estão presentes (De Jong 

et al., 2008). Em H. pylori, uma cauda C-terminal positivamente carregada é 

importante para translocação do substrato CagA; contudo, o N-terminal parece 

também contribuir para secreção (Hohlfeld et al., 2006). Por fim, no T4SS 

cromossomal de Xac, um domínio C-terminal com um alto conteúdo de glutaminas 

interage com VirD4, indicando ser um sinal para secreção nas proteínas que 

contenham este domínio (veja abaixo) (Alegria et al., 2005). 
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1.3.5. O canal do T4SS na membrana externa 

 

Por vários anos, acreditou-se que o canal na membrana externa era 

constituído pelo complexo VirB7–VirB9, em particular o domínio C-terminal de VirB9 

(Fronzes et al., 2009b; Llosa et al., 2009). Porém, surpreendentemente, a recém 

resolvida estrutura do complexo associado à membrana externa do T4SS codificado 

pelo plasmídeo pKM101, composto por VirB7 e os domínios C-terminais de VirB9 e 

VirB10, mostrou que a última proteína utiliza a projeção em forma de antena para 

atravessar a membrana externa (Chandran et al., 2009). Como VirB10 também 

atravessa a membrana interna, esta é a primeira descrição de uma proteína que 

atravessa simultaneamente as duas membranas de bactérias Gram-negativas, e a 

primeira estrutura de um complexo heteromultimérico associado à membrana 

externa. Além disso, esse é o segundo exemplo descrito de um canal na membrana 

externa constituído por α-hélices (o primeiro sendo o octâmero de Wza, envolvido 

com secreção de carboidratos (Dong et al., 2006)). 

O complexo de membrana externa do T4SS é um tetradecâmero simétrico, 

com VirB10 localizado internamente, formando um canal, rodeado externamente por 

subunidades de VirB7 e VirB9 (Figura 6). Esta organização é contraditória em 

relação a alguns dados experimentais, como o fato de VirB9 interagir diretamente 

com o substrato, enquanto VirB10 não (Cascales e Christie, 2004b). Além disso, foi 

demonstrado que o C-terminal de VirB9 possui parte de sua cadeia exposta ao 

periplasma e parte acessível ao meio extracelular (Bayliss et al., 2007), fato 

incompatível com a estrutura do complexo B7-B9-B10. O fato de VirB10 não interagir 

diretamente com o substrato indica que outra(s) proteína(s) poderia(m) formar uma 
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camada mais interna no canal de secreção, e uma opção é que o pilus, formado por 

VirB2, polimerize ainda no ambiente intracelular (Chandran et al., 2009). 

VirB10 interage com múltiplas proteínas do T4SS ao longo do envoltório 

bacteriano (Christie et al., 2005) e sofre mudanças conformacionais induzidas pelas 

ATPases localizadas no citoplasma e membrana interna (Cascales e Christie, 

2004a). Como VirB10 atravessa ambas as membranas bacterianas, esta proteína 

pode servir como uma ponte física entre as ATPases da membrana interna e o poro 

na membrana externa, e os dois estados conformacionais de VirB10 poderiam 

representar a abertura e o fechamento do canal do T4SS para a transferência do 

substrato (Chandran et al., 2009). Novos dados experimentais e estruturais serão 

necessários para elucidar com mais detalhes o funcionamento do intrigante 

macrocomplexo associado à membrana externa codificado pelo T4SS. 

 

 
 

Figura 6. Estrutura do canal do T4SS na membrana externa (Chandran et al., 
2009). (A) Representação em fitas e (B) corte do modelo de preenchimento do 
tetradecâmero completo. (C) Unidade Heterotrimérica. Rosa: VirB7; Azul claro: VirB9 
e Verde: VirB10. 
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1.3.6. O Sistema de Secreção do Tipo IV no gênero Xanthomonas 
 

A primeira descrição de Sistemas IV em Xanthomonas foi realizada apenas 

no trabalho de sequenciamento dos primeiros genomas deste gênero (Da Silva et 

al., 2002). Xac apresenta dois T4SSs, um localizado no cromossomo e outro no 

plasmídeo pXAC64 (Figura 7), que possuem organização diferente e os produtos 

gênicos correspondentes possuem baixo grau de identidade de sequência. Xcc 

apresenta apenas o equivalente ao T4SS cromossomal de Xac nas três linhagens 

sequenciadas (Da Silva et al., 2002; Qian et al., 2005; Vorholter et al., 2008), 

enquanto Xcv apresenta três T4SSs diferentes, os dois encontrados em Xac e um 

terceiro, similar ao Sistema Dot/Icm de L. pneumophila (Thieme et al., 2005). Por 

outro lado, as três cepas sequenciadas de Xoo não apresentam nenhum T4SS (Lee 

et al., 2005; Ochiai et al., 2005; Salzberg et al., 2008). 

Dos Sistemas de Secreção do Tipo IV conhecidos em Xanthomonas, o papel 

em virulência foi estudado apenas para o T4SS de Xcc 8004. No trabalho original de 

sequenciamento do genoma desta bactéria, foi realizada uma varredura a partir de 

uma biblioteca de mutantes de inserção de transposons no genoma de Xcc, com o 

intuito de se identificar genes requeridos para virulência. Um dos mutantes 

identificados que afetava a capacidade de Xcc 8004 de causar doença em repolho 

(Brassica oleraceae cultivar Jingfeng 1) era o gene virb8, levando a inferência de 

que o T4SS contribui para a virulência em Xanthomonas (Qian et al., 2005). 

Contudo, o mesmo grupo de pesquisadores realizou um estudo sobre a diversidade 

genética de linhagens de Xcc por análises de microarranjo, que indicou que os 

T4SSs são altamente divergentes nas cepas investigadas. Para tentar compreender 

o papel do T4SS em Xcc 8004, removeram geneticamente a maior parte dos genes 

que codificam proteínas do T4SS, e o mutante apresentou o mesmo fenótipo de 
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Plasmídeo

  21   22  23 TraD oriT  TraA 26 27 28  29 TrwB  TrwC    32    33  34     35  B1 B11 B10  B9   B8  B6   42   43   B5       B4      B3  B2   48

Cromossomo

 2605 2606 2607 2608 2609    2610  2611 B6  2613   B4      B3   B2  B1  B11 B10 B9  B8  2622   D4     2624 2625

infecção da cepa selvagem em diversas plantas da família Brassicaceae, sugerindo 

que o Sistema IV não está engajado em virulência em Xcc (He et al., 2007). 

O T4SS plasmidial de Xac provavelmente está envolvido com conjugação do 

plasmídeo pXAC64. Xanthomonas axonopodis pv. aurantifolii possui um plasmídeo 

designado pXcB, que apresenta um T4SS equivalente ao encontrado em pXAC64. 

Foi demonstrado que pXcB pode ser transferido horizontalmente de Xanthomonas 

axonopodis pv. aurantifolii para Xac in planta, e este fato somente ocorreu quando o 

T4SS estava completo (El Yacoubi et al., 2007). 

A) 

 

 

 

B) 

 

 

Figura 7. Os loci vir que codificam os T4SSs plasmidial (A) e cromossomal 
(B) de Xanthomonas axonopodis pv. citri (Alegria et al., 2005). Cinza: proteínas 
hipotéticas conservadas. 

 

1.3.7. O T4SS codificado pelo cromossomo de Xac 

 

Na anotação original do genoma de Xac, acreditava-se que o T4SS 

cromossomal apresentava os genes virB1-11 e virD4, com exceção de virB5 e virB7 

(Da Silva et al., 2002). Em vários T4SSs, os genes virB5 e virB7 são pouco 

conservados e, em alguns casos, são anotados com base somente em sua 

localização no operon (Frank et al., 2005). 
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Genes virB5 são normalmente encontrados entre os loci codificando virB4 e 

virB6 e codificam proteínas acídicas (pI ~ 5,0), com grande conteúdo de α-hélices, 

aproximadamente 220 resíduos na proteína madura e contendo um peptídeo sinal 

N-terminal para secreção do citoplasma para o periplasma, via Sistema Sec (Yeo et 

al., 2003). 

Entre os genes virB4 (Xac2614) e virB6 (Xac2612) no lócus virB cromossomal 

de Xac se encontra a ORF Xac2613 (Figura 7), cujo produto protéico possui as 

características citadas acima, como peptídeo sinal N-terminal, aproximadamente 220 

resíduos e pI teórico de 5,27 para a proteína madura, além de predição de estrutura 

secundária com longas α-hélices (dados não mostrados). Provavelmente a proteína 

hipotética Xac2613 é a equivalente à VirB5 no T4SS cromossomal de Xac (Alegria et 

al., 2005), e que a falta de conservação observada na família VirB5 decorre do fato 

destas proteínas potencialmente serem adesinas (Backert et al., 2008), 

reconhecendo proteínas alvo em diferentes hospedeiros, e tendo que evoluir para 

realizar tal interação específica. 

Recentemente, para a identificação de interações proteína-proteína 

envolvidas na patogenicidade de Xac, foram realizados ensaios de duplo-híbrido, 

enfocando na identificação de interações envolvendo subunidades e proteínas 

hipotéticas codificadas pelo T4SS cromossomal deste fitopatógeno (Alegria et al., 

2005). Foram identificadas diversas interações não caracterizadas previamente, 

como as envolvendo as proteínas VirD4-Xac2609, Xac2609-Xac2610, Xac2610-

VirB11 e Xac2622-VirB9. 

Utilizando VirD4 como isca, foram identificadas interações com 12 proteínas 

de função desconhecida e não caracterizadas previamente, o qual apresentam um 

domínio C-terminal conservado de aproximadamente 115 resíduos, sendo este 
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domínio, na maioiria dos casos, bastante rico em resíduos de glutamina. Nem a 

sequência consenso ou qualquer dos domínios de interação à VirD4 em qualquer 

das proteínas individuais têm similaridade significativa com alguma proteína de 

estrutura ou função determinadas. Os substratos do T4SS cromossomal de Xac não 

são conhecidos, sendo possível que esses domínios conservados sirvam como sinal 

para VirD4 direcionar seus alvos para o aparato do tipo IV (Alegria et al., 2005). 

Uma das proteínas com o domínio conservado de interação à VirD4 é 

Xac2609. Assim como diversas outras proteínas de ligação a VirD4, o N-terminal de 

Xac2609 apresenta trechos com similaridade a domínios conhecidos. No caso de 

Xac2609, são detectadas regiões com similaridade a domínios de ligação à 

peptideoglicana e de quitinase. Xac2609 também interagiu em ensaios de duplo-

híbrido com Xac2610, que, assim como o primeiro polipeptídeo, é uma proteína de 

função desconhecida (Alegria et al., 2005). Os genes que codificam Xac2609 e 

Xac2610 se encontram no lócus cromossômico que codifica o T4SS de Xac, 

juntamente com VirD4 (Figura 7). Xac2610 também interagiu nos experimentos de 

duplo-híbrido com a proteína VirB11 (Alegria et al., 2005) e, mais recentemente, com 

VirB9 (Docena, 2006). 

O fato de haver uma pequena rede de interações entre três proteínas do 

T4SS (VirD4, VirB9 e VirB11) e duas outras proteínas não caracterizadas (Xac2609 

e Xac2610), cujos genes se localizam no lócus do Sistema IV cromossomal, pode ter 

uma significância fisiológica que precisa ser estudada, para uma melhor 

compreensão dos mecanismos de seleção de substratos e de secreção realizados 

pelo aparato do tipo IV em Xanthomonas. 

Na anotação do genoma de Xac, não se identificou um correspondente ao 

gene virB7 no cromossomo (Da Silva et al., 2002). Na região cromossômica onde se 
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esperava encontrar o gene virB7, entre os genes virB8 (Xac2621) e virD4 (Xac2623), 

encontra-se a região que codifica a proteína hipotética Xac2622 (Figura 7). Este 

polipeptídeo não apresenta similaridade significativa com nenhuma proteína em 

bancos de dados, com exceção de proteínas de Xcc, Xcv, Stenotrophomonas 

maltophilia e Neisseria flavescens, cujos genes também se encontram ao lado de 

virB8 e possuem função não caracterizada. 

Ensaios de duplo-híbrido evidenciaram a interação entre Xac2622-VirB9 

(Alegria et al., 2005). Este fato, junto com a localização do gene no lócus do T4SS e 

a presença de um peptídeo sinal e um sinal de ligação a lipídeos na proteína 

codificada, que a localizaria como uma lipoproteína ancorada na membrana externa, 

sugerem que Xac2622 é um equivalente à VirB7, apesar de ser maior (137 

aminoácidos) que todos os membros desta família (45-60 resíduos). A confirmação e 

a caracterização da interação Xac2622-VirB9 são de grande valia para mostrar que 

o T4SS de Xac está completo e para uma melhor compreensão do Sistema de 

Secreção do Tipo IV cromossomal como um todo. 
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2. OBJETIVOS 

 

Os objetivos gerais deste projeto foram a caracterização bioquímica, biofísica, 

estrutural, funcional e das interações proteína-proteína de componentes do Sistema 

de Secreção do Tipo IV codificado pelo cromossomo de Xanthomonas axonopodis 

pv. citri. 

Os objetivos específicos deste projeto foram: 

- Clonagem em vetor de expressão bacteriano dos genes que codificam as 

proteínas do T4SS cromossomal de Xac; 

- Produção das proteínas heterólogas em Escherichia coli e purificação; 

- Caracterização espectroscópica das proteínas recombinantes; 

- Produção de anticorpos policlonais contra proteínas do T4SS cromossomal 

de Xac, para a análise da funcionalidade de secreção por este sistema; 

- Análise das interações envolvendo as proteínas VirB9, VirB11, VirD4, 

Xac2609, Xac2610 e Xac2622 utilizando ensaios in vitro; 

- Nocaute de genes que codificam componentes do T4SS para se estudar a 

função desse Sistema de Xac in planta; 

- Estudos da estrutura tridimensional de proteínas ou complexos protéicos por 

ressonância magnética nuclear ou cristalografia e difração de raios-X. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1. Clonagem, expressão e purificação de proteínas 

 

3.1.1. Desenho de oligonucleotídeos e amplificação por PCR de genes que 

codificam proteínas 

 

Foram desenhados oligonucleotídeos para a amplificação dos seguintes 

genes (completos ou fragmentos) do T4SS cromossomal de Xac: virB1, virB4, virB8, 

virB9, virB10, virB11, virD4, xac0466, xac1165, xac2609, xac2610, xac2613, 

xac2622 e xac3404 (Tabela 1). Além disso, foram também desenhados 

oligonucleotídeos para o sequenciamento de porções internas dos genes virB4 e 

virD4, devido aos produtos gênicos serem muito longos para sequenciamento 

completo utilizando apenas oligonucleotídeos que anelem em seqüências no vetor 

de expressão que flanqueiam o gene clonado (2,5 kb e 1,5 kb, respectivamente) 

(Tabela 2). 

Para o desenho dos oligonucleotídeos, foi utilizado o banco de dados anotado 

do genoma de Xac (http://genoma4.iq.usp.br). Nas extremidades dos 

oligonucleotídeos foram inseridas seqüências reconhecidas por enzimas de 

restrição. Os oligos desenhados apresentam temperatura de hibridização (Tm) no 

anelamento inicial com o DNA genômico de 50 °C e Tm de 60 °C nos ciclos 

seguintes, onde ocorre anelamento do iniciador com as seqüências amplificadas. As 

Tms foram calculadas utilizando a versão 3.00 do programa Gene Runner (Hastings 

Software, 1994). 
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Para o desenho dos iniciadores, foi levado em consideração se os genes sob 

estudo codificam proteínas com peptídeo sinal ou alças transmembranares, que 

poderiam dificultar a purificação e caracterização dessas proteínas. Para identificar 

potenciais regiões transmembrana, foram utilizados os programas DAS (Cserzo et 

al., 1997), HMMTOP (Tusnady e Simon, 2001), TMHMM (Krogh et al., 2001), 

TMpred (Hofmann e Stoffel, 1993) e SOSUI (Hirokawa et al., 1998), encontrados no 

endereço eletrônico do “ExPASy Proteomics tools” (http://au.expasy.org/tools/). 

Os oligonucleotídeos foram utilizados para amplificação dos genes a partir de 

DNA genômico de Xac. Uma reação típica de PCR continha 300 ng de DNA 

genômico, 10 pmol de cada primer, 200 μM de cada dNTP, 2 mM MgSO4, tampão 

Thermo Pol 1X e 1 U de Deep Vent DNA Polimerase (New England Biolabs). As 

reações de PCR seguiram as seguintes etapas: o DNA era inicialmente desnaturado 

por 2 min a 96 °C e então submetido a 5 ciclos de 1 minuto de desnaturação a 96 

°C, 30 segundos de hibridização a 50 °C e 90 segundos de extensão a 72 °C. 

Posteriormente, foram realizados 25 ciclos de 1 minuto de desnaturação a 96 °C, 30 

segundos de hibridização a 60 °C e 90 segundos de extensão a 72 °C, e finalmente 

por uma etapa de 7 minutos de extensão extra a 72 °C. O equipamento utilizado foi 

o termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems). 

 

Tabela 1. Oligonucleotídeos utilizados para clonagem em vetores de 
expressão de proteínas. 

 
Oligonucleotídeo (Orientação 

/ Gene / Sítio de restrição) 

Seqüência 5´ → 3´ (Sítios de restrição sublinhados; códon de 

iniciação/terminação em azul) 

5´VirB11-NdeI CGACGCTCATATGTTGCCTGGCATGGAACTG 

3´VirB1141-BamHI CCGGATCCTTAGGAGGCATAGATCTTCTGCAC 
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3´VirB1280-BamHI GCGGATCCCTAAAAAACGAATGCGCTATCCAC 

5´VirB41-NdeI CTCGTCACATATGTTCAGCCCAGACAGTCCG 

3´VirB4817-BamHI/HindIII TAGGATCCAAGCTTTATGCATCTTCGACCTCCTTGTC 

5´VirB870-NdeI GGACTGCCATATGAAGGAGAAAGTGCCGTATCTC 

3´VirB8348-BamHI/XhoI TAGGATCCTCGAGTTATCGACCACTTGCTCCATTGAC 

5’VirB934-EcoRI/NdeI GCGGAATTCCATATGTATGCACCCGATCGTATCTATC 

5´VirB9154-NdeI GCCGTGCCATATGAATGCCAAGATCTTGAAGGATC 

5´VirB9159-NdeI GCACGTCCATATGAAGGATCGTCGTTACTATTACG 

3’VirB9255-PstI/BamHI AACTGCAGGATCCTTACTTTTGCTTGTTCCTTCGCAGAC 

5´VirB1085-NdeI GACTAGCCATATGCAAAGCGGGGAGGATTCC 

3´VirB10389-BamHI/XhoI TAGGATCCTCGAGTCACTTCGGCAGGACAGC 

5´VirB111-NdeI GTCTCCACATATGACGATCGATGACTCCCCG 

3´VirB11346-BamHI/HindIII TAGGATCCAAGCTTTAGCCGCCGCGCAGG 

5’VirD483-NdeI AAGACAGCATATGATCGTCAAGCCCAAGGCGC 

3’VirD4557-HindIII/XhoI TATAAGCTTCTCGAGTATTACATTCTGATGGTAAGCGTCTTCAC 

5´ Xac0466484-NdeI TGACTGACATATGAACGATGCATCGCACCCTGAC 

3´Xac0466589-EcoRI/BamHI AGAATTCTGGATCCTCAGCGACCGCCCATCG 

5´Xac11651-NdeI TACTACAGCATATGGGTCGCGCCAGCG 

3´Xac1165112-EcoRI/BamHI CGAATTCGGATCCTCATCCAATACTTCGCGGC 

5’Xac26091-NdeI TAGCGTACATATGAGCGATGGACGTGGTCG 

5’Xac2609311-NdeI GTAGGTTCATATGTCTGATCCGCGCCATCC 

3´Xac2609308-EcoRI/BamHI AGAATTCGGATCCTTAGGGGCTGGAGGCTGC 

3’Xac2609431-EcoRI/BamHI AGAATTCGGATCCTTACATGGACATTGAGCGCG 

5’Xac26101-NdeI GCCTGCACATATGTTGACGCGCGAATTAGCAAG 

5’Xac261022-NdeI CGAGACGCATATGATCACAGCTTGCAGTCCTAG 

5´Xac261055-NdeI CGACCAGCATATGCAAAAGGATTTGAAAATGCCATCTAC 

3’Xac2610267-EcoRI/BamHI AGAATTCGGATCCTTAGTTGGACACCTCCTTCATTTCAC 

5´Xac261352-NcoI ACATGCCATGGGTGCGCAATGGGAAGTTATCGAC 

3´Xac2613275-EcoRI/XhoI GGAATTCCTCGAGTATTAGTCCTTGTCGATCTCTAATCTTTCCAT 
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5’Xac262224-NdeI CCTGAGACATATGACCAAGCCTGCTCCTGAC 

5’Xac262251-EcoRI/NdeI CGAATTCCATATGACCTCGTACACGTATCAGGC 

3´Xac2622134-BamHI GAGGATCCTTACGACACCGGCACTGGTTG 

3’Xac2622139-HindIII/XhoI TTTAAGCTTCTCGAGTTAGAGCTTGGCGCCAGACG 

5´Xac34041-NdeI AACGATCCATATGAACGACCCCCGCCAG 

3´Xac3404132-BamHI TAGGATCCTTATTGGCCCAGCTGCGGC 

 

Tabela 2. Oligonucleotídeos utilizados para sequenciamento de genes 
clonados em vetores de expressão de proteínas. 

 
Oligonucleotídeo (Orientação / Gene) Seqüência 5´ → 3´ 

5´T7 TAATACGACTCACTATAG 

3´EcoRI CATTAACCTATAAAAATAGGCG 

5´VirB4150 AGAACAGGCTGTCGCGAAAGTTG 

5´VirB4300 CCAGATCCGCGATCTCGATGTC 

5´VirB4450 CAAGTCGGGTACCGGTAAGACG 

5´VirD4int GACCTATGTGTCGAACGATCCCG 

 

3.1.2. Clonagem de genes em vetores de expressão de proteínas 

 

Isolamento de DNA, análise com enzimas de restrição, eletroforese em gel de 

agarose e procedimentos de clonagem foram realizados utilizando técnicas 

estabelecidas (Sambrook e Russel, 2001). 

Os produtos de PCR amplificados e os vetores para expressão foram 

digeridos com enzimas de restrição correspondentes. Os vetores utilizados foram os 

plasmídeos da série pET (11a e 28a – Novagen; Figura 8) (Rosenberg et al., 1987; 

Studier e Moffatt, 1986). Os produtos de PCR digeridos foram separados em gel de 

agarose, eluídos e ligados aos vetores pET digeridos com as mesmas enzimas, 
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sendo que uma reação típica de ligação continha 100 ng de vetor, inserto:vetor em 

uma razão molar 3:1 e 1 U da enzima T4 DNA Ligase (Invitrogen), em um volume 

final de 10-20 μL a 16 °C. 

1-2 µL das misturas de ligação foram utilizados para transformar células 

eletrocompetentes de E. coli da cepa DH10B. O sistema de transformação foi 

plaqueado em meio LB ágar contendo o antibiótico adequado para a seleção dos 

transformantes (200 μg/mL de ampicilina para pET-11a e 30 μg/mL de kanamicina 

para pET-28a). Foi realizada preparação em pequena escala dos plasmídeos nos 

clones obtidos, seguido da análise do perfil de restrição desses vetores. 

Insertos clonados em plasmídeos com padrão compatível de restrição foram 

submetidos a sequenciamento utilizando o reagente “Big Dye Terminator” e o 

seqüenciador automático ABI 3700 (Applied Biosystems), operado pela Dra. Luci D. 

Navarro (laboratório de Regulação da Expressão Gênica em Microorganismos, 

IQ/USP). A mistura de reação consistia de 200 ng de DNA, 10 pmol de 

oligonucleotídeo (Tabela 2) e reagente “Big Dye Terminator” em um volume final de 

20 μL. O PCR consistiu de 40 ciclos de desnaturação a 96 °C (10 s), anelamento a 

50 °C (5 s) e polimerização a 60 °C (4 min). 

Um clone somente foi utilizado para produção de proteínas recombinantes 

caso 100 % da seqüência codificada fosse confirmada por sequenciamento. Os 

plasmídeos recombinantes construídos estão listados na Tabela 3. 
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Figura 8. Representação esquemática dos plasmídeos para produção de 
proteínas pET11a (A) e pET28a (B). Ap e Kan: resistências a Ampicilina e 
Kanamicina, respectivamente; ori: origem de replicação; lacI: repressor lac. Em 
preto: região de clonagem / expressão (promotor T7, operador lac, seqüência Shine-
Dalgarno, sítio múltiplo de clonagem e terminador T7 da transcrição). 

A) 

B) 
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Tabela 3. Plasmídeos construídos para expressão de proteínas de Xac. 
 

Plasmídeo Sítios de restrição 

utilizados para clonagem 

Cepa utilizada para expressão 

(temperatura de expressão) 

pET11a-VirB11-280 NdeI/BamHI BL21(DE3)RP (37 °C) 

pET11a-VirB11-141 NdeI/BamHI BL21(DE3)RP (37 °C) 

pET28a-VirB4His-1-817 NdeI/BamHI BL21(DE3)RP (18 °C) 

pET28a-VirB8His-70-348 NdeI/BamHI BL21(DE3)Star (37 °C) 

pET11a-VirB934-255 NdeI/BamHI BL21(DE3)RP (37 °C) 

pET28a-VirB9His-154-255 NdeI/BamHI BL21(DE3)RP (37 °C) 

pET11a-VirB9159-255 NdeI/BamHI BL21(DE3)RP (37 °C) 

pET28a-VirB10His-85-389 NdeI/BamHI BL21(DE3)Star (37 °C) 

pET28a-VirB11His-1-346 NdeI/BamHI BL21(DE3)RP (37 °C) 

pET28a-VirD4His-83-557 NdeI/XhoI BL21(DE3)RP (18 °C) 

pET28a-Xac0466His-484-589 NdeI/BamHI BL21(DE3)RP (37 °C) 

pET11a-Xac11651-112 NdeI/BamHI BL21(DE3)RP (37 °C) 

pET11a-Xac26091-431 NdeI/BamHI BL21(DE3)RP (37 °C) 

pET11a-Xac26091-308 NdeI/BamHI BL21(DE3)RP (37 °C) 

pET11a-Xac2609311-431 NdeI/BamHI BL21(DE3)RP (37 °C) 

pET28a-Xac26101-267 NcoI/HindIII BL21(DE3)RP (37 °C) 

pET28a-Xac2610His-1-267 NdeI/BamHI BL21(DE3)RP (37 °C) 

pET28a-Xac2610His-22-267 NdeI/BamHI BL21(DE3)RP (37 °C) 

pET11a-Xac261055-267 NdeI/BamHI BL21(DE3)RP (37 °C) 

pET28a-Xac261352-275 NcoI/XhoI BL21(DE3)RP (37 °C) 

pET28a-Xac2622His-24-139 NdeI/XhoI BL21(DE3)RP (37 °C) 

pET11a-Xac262251-134 NdeI/BamHI BL21(DE3)RP (37 °C) 

pET11a-Xac34041-132 NdeI/BamHI BL21(DE3)RP (37 °C) 

 

3.1.3. Expressão de proteínas recombinantes em E. coli 

 

Os vetores pET contendo os diferentes genes que codificam as proteínas do 

T4SS foram utilizados separadamente para transformar, pela técnica de choque 

térmico com cloreto de cálcio, a cepa de E. coli BL21(DE3) e células derivadas desta 
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linhagem (BL21(DE3)RP, BL21(DE3)RIL, BL21(DE3)Star e BL21(DE3)pLysS) 

(Studier e Moffatt, 1986). Experimentos de pequena escala (4 mL) foram realizados 

para se avaliar que células de E. coli apresentavam maior expressão das proteínas 

recombinantes em meio 2XYT (1,6 % (p/v) triptona, 1,0 % (p/v) extrato de levedura, 

0,5 % (p/v) NaCl) contendo o antibiótico adequado. As induções foram realizadas 

pela adição de IPTG (Rosenberg et al., 1987) para uma concentração final de 0,5 

mM quando à densidade celular a 600 nm (A600) atingia 0,8-1,2 (induções realizadas 

por 3-4 h a 37 °C e agitação de 200 RPM). O nível de indução foi avaliado por 

eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970) 

corado com Coomassie Brilliant Blue R-250. Em geral, a cepa utilizada para 

expressão de proteínas era a linhagem BL21(DE3)RP, com exceção das produções 

de VirB8 e VirB10, que somente expressavam na cepa BL21(DE3)Star (Tabela 3). 

Uma vez escolhida a cepa para cada proteína, esta era utilizada para 

expressões em larga escala, nas mesmas condições da indução em pequena escala 

(3-4 h a 37 °C, agitação de 200 RPM), porém em um volume maior de cultura (1-2 L 

de 2XYT com o antibiótico adequado). Para VirD4 e VirB4, as induções eram 

realizadas a 18 °C por 16 h, para otimizar a solubilidade destas proteínas (Tabela 3). 

Expressão de proteínas para marcação isotópica com 15N e 13C, fundamental 

para experimentos de RMN, será discutido mais adiante (tópico 3.4.1). 

 

3.1.4. Purificação de proteínas heterólogas 

 

As purificações foram realizadas utilizando cromatografia de troca iônica, 

filtração em gel e de afinidade em coluna contendo níquel, em condições específicas 
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definidas por meio de testes de solubilidade, estabilidade e do ponto isoelétrico de 

cada proteína. As purificações foram feitas utilizando o sistema de FPLC Akta (GE 

Healthcare). 

Após a indução das proteínas recombinantes, as células de E. coli foram 

colhidas por centrifugação (15 min; 4000 g) e ressuspensas em 20 mL de tampão de 

lise (20 mM de tampão com pH específico para cada proteína; 25 % (p/v) sacarose; 

podendo apresentar ou não 1 mM EDTA e 14 mM 2-mercaptoetanol) por litro de 

indução. As células foram lisadas em um aparelho “French Press” (SLM Instruments) 

e o extrato resultante centrifugado por 1 h a 37000 g. Analisou-se por SDS-PAGE 

em que fração se localizava a proteína (sedimento - proteína insolúvel; 

sobrenadante - proteína solúvel) e caso a proteína estivesse em corpos de inclusão 

(proteína insolúvel), estes eram ressuspensos em tampão de lise com 8 M uréia. 

Todos os tampões posteriores na purificação continham uréia nessa concentração 

quando a proteína era insolúvel. 

Como primeira etapa de purificação, tipicamente as proteínas foram aplicadas 

em uma coluna de troca iônica (Q-sepharose para troca aniônica e SP-sepharose 

para troca catiônica, GE Healthcare) pré-equilibrada com tampão A (20 mM de 

tampão específico; 1 mM EDTA; podendo apresentar 14 mM 2-mercaptoetanol). 

Proteínas não ligadas à resina foram lavadas com 5 volumes de coluna (CV) do 

tampão A. A eluição era realizada com uma mistura linear de tampão A e tampão B 

(tampão A com 0,3-1 M NaCl), gerando um gradiente, por exemplo, de 0-0,3 M de 

NaCl. 

Caso a proteína possuísse uma cauda de poli-histidina N-terminal, esta era 

aplicada a uma coluna de afinidade contendo Ni+2, pré-equilibrada com Tampão C 

(20 mM Tris-HCl pH 7,0-8,0; 0,2-0,5 M NaCl e 20 mM imidazol). Após a lavagem da 
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coluna com 15 CVs de tampão C, a eluição era realizada pela aplicação de um 

gradiente de 20-500 mM imidazol, pela mistura dos tampões C e D (tampão C com 

500 mM imidazol). Em alguns casos, a cauda de poli-histidina era removida por 

proteólise com trombina após a cromatografia de afinidade (tópico 3.1.5). 

Como última etapa de purificação, o polipeptídeo era aplicado a uma coluna 

de filtração em gel (Superdex 75 26/60 [S75] ou Superdex 200 26/60 [S200], GE 

Healthcare). As frações de interesse eram concentradas até um máximo de 4 mL 

para aplicação na coluna. Para o equilíbrio da coluna e a cromatografia, era utilizado 

tampão E: 20 mM de um tampão específico, acrescido de 100 mM NaCl. 

Ao final da purificação, as proteínas solúveis foram dialisadas contra 10 mM 

Tris-HCl pH 7,0-8,0 ou 10 mM acetato de sódio pH 5,0, na presença ou ausência de 

NaCl. Para as proteínas insolúveis, realizavam-se testes de reenovelamento por 

meio da remoção gradual de uréia por diálise. Na tentativa de se obter um protocolo 

otimizado de reenovelamento, diferentes tampões e concentrações salinas foram 

testados para cada proteína (tipicamente pHs 5, 6, 7, 8 e 9; com 0 ou 150 mM NaCl). 

Após a diálise, as soluções eram centrifugadas e os sedimentos e sobrenadantes 

obtidos aplicados em géis de SDS-PAGE para a análise do reenovelamento. A 

Tabela 4 descreve brevemente as etapas da purificação das diferentes proteínas 

recombinantes. 

Avaliou-se o nível de pureza das proteínas por SDS-PAGE e por 

espectrometria de massa utilizando a técnica de Dessorção de Matriz Assistida por 

Laser / Tempo-de-Vôo (Ettan MALDI-ToF, GE Healthcare). A quantificação das 

proteínas foi feita por espectrofotometria a 280 nm (Pace et al., 1995) ou por um 

método de Lowry modificado (Hartree, 1972), nesse último caso utilizando albumina 

sérica bovina (BSA) para a construção da curva de referência. 
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3.1.5. Remoção da cauda de poli-histidina por trombina 

 

A cauda de poli-histidina N-terminal codificada pelo vetor pET28a facilita a 

purificação das proteínas heterólogas, e é incorporada quando o gene de interesse é 

clonado com o sítio de NdeI. Porém, para determinados estudos estruturais, como 

cristalografia e, principalmente, RMN, esta cauda flexível e desenovelada pode 

dificultar a obtenção de dados. A remoção da cauda é possível porque a proteína 

codificada possui um sítio para clivagem pela protease trombina entre os resíduos 

17 e 18. Porém, 4 resíduos dessa cauda ainda são mantidos nas proteínas após 

proteólise com trombina, a seqüência GSHM, que se torna o N-terminal do 

polipeptídeo maduro. 

Foi utilizado o kit “Thrombin CleanCleave” (Sigma) para a remoção da cauda 

N-terminal de VirB9His-154-255 e Xac2622His-24-139, que resultou na geração das 

proteínas VirB9154-255 e Xac262224-139. Brevemente, 9 volumes de proteína em 50 

mM Tris-HCl pH 8,0 e 10 mM CaCl2 foram misturados a 1 volume de trombina-

agarose. A mistura foi incubada a temperatura ambiente, sob agitação branda, por 2 

h. Em seguida, o sistema foi centrifugado por 5 minutos a 1000 g. O sobrenandante 

obtido foi submetido a cromatografia de filtração em gel em coluna S75 (GE 

Healthcare). Essa etapa de purificação foi realizada para a separação das caudas N-

terminais, que contém o trecho de poli-histidina, do restante da proteína. 
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Tabela 4. Etapas da purificação das proteínas recombinantes. 
 

Proteína Etapas cromatográficas Tampões utilizados 
VirB4His-1-817 Afinidade 

Filtração em gel S200 
Tp. C: 20 mM Tris-HCl pH 8,0, 200 mM NaCl, 20 mM Imdz, 10 % (v/v) glicerol; Tp. D: Tp. C + 500 mM Imdz 
Tp. E: Tp. C, porém sem Imdz; Tp. Final: 10 mM Tris-HCl pH 8,0, 100 mM NaCl, 5 % (v/v) glicerol 

VirB8His-70-348 Afinidade 
Filtração em gel S75 
Reenovelamento 

Tp. C: 20 mM Tris-HCl pH 7,5, 500 mM NaCl, 20 mM Imdz, 8 M uréia; Tp. D: Tp. C + 500 mM Imdz 
Tp. E: 20 mM Tris-HCl pH 8,0, 100 mM NaCl, 14 mM 2-mercaptoetanol, 8 M uréia 
Tp. Final: 10 mM AcNa pH 5,0 

VirB934-255 SP-sepharose 
Filtração em gel S75 
Reenovelamento 

Tp. A: 20 mM Tris-HCl pH 7,0, 1 mM EDTA, 8 M uréia; Tp. B: Tp. A + 500 mM NaCl 
Tp. E: 20 mM Tris-HCl pH 7,0, 100 mM NaCl, 8 M uréia 
Tp. Final: 10 mM AcNa pH 5,0 

VirB9His-154-255 SP-sepharose 
Afinidade 
Remoção do His-tag Nt 
Filtração em gel S75 

Tp. A: 20 mM Tris-HCl pH 7,5, 1 mM EDTA; Tp. B: Tp. A + 400 mM NaCl, porém sem EDTA 
Tp. C: 20 mM Tris-HCl pH 7,5, 200 mM NaCl, 20mM Imdz; Tp. D: Tp. C + 500 mM Imdz 
Etapa opcional (tópico 3.1.5) 
Tp. E: 20 mM AcNa pH 5,0, 100 mM NaCl; Tp. Final: 10 mM AcNa pH 5,0, 50mM NaCl ou 5mM Tris-Cl pH 7,5 

VirB10His-85-389 Afinidade 
Reenovelamento 

Tp. C: 20 mM Tris-HCl pH 7,5, 500 mM NaCl, 20 mM Imdz, 8 M uréia; Tp. D: Tp. C + 500 mM Imdz 
Tp. Final: 10 mM Tris-HCl pH 8,0, 150 mM NaCl, 14 mM 2-mercaptoetanol 

VirD4His-83-557 Afinidade 
Filtração em gel S200 

Tp. C: 20 mM Tris-HCl pH 7,0, 200 mM NaCl, 20 mM Imdz, 10 % (v/v) glicerol; Tp. D: Tp. C + 500 mM Imdz 
Tp. E: Tp. C, porém sem Imdz; Tp. Final: 10 mM Tris-HCl pH 7,0, 50 mM NaCl, 5 % (v/v) glicerol 

Xac0466His-484-589 SP-sepharose 
Afinidade 

Tp. A: 20 mM AcNa pH 5,0, 1 mM EDTA; Tp. B: Tp. A + 1 M NaCl, porém sem EDTA 
Tp. C: 20 mM Tris-HCl pH 8,0, 500 mM NaCl, 20 mM Imdz; Tp. D: Tp. C + 500 mM Imdz 
Tp. Final: 10 mM Tris-HCl pH 8,0 

Xac26091-431 Q-sepharose 
Filtração em gel S200 

Tp. A: 20 mM Tris-HCl pH 8,0, 1 mM EDTA, 14 mM 2-mercaptoetanol; Tp. B: Tp. A + 500 mM NaCl 
Tp. E: Tp.A + 100 mM NaCl; Tp. Final: 10 mM Tris-HCl pH 7,0 

Xac2609311-431 Q-sepharose 
Filtração em gel S75 

Tp. A: 20 mM Bis-Tris-HCl pH 6,5, 1 mM EDTA; Tp. B: Tp. A + 300 mM NaCl 
Tp. E: Tp.A + 100 mM NaCl; Tp. Final: 10 mM Tris-HCl pH 7,0 

Xac2610His-22-267 Q-sepharose 
Afinidade 

Tp. A: 20 mM Tris-HCl pH 7,0, 1 mM EDTA; Tp. B: Tp. A + 500 mM NaCl, porém sem EDTA 
Tp. C: 20 mM Tris-HCl pH 7,5, 500 mM NaCl, 20 mM Imdz; Tp. D: Tp. C + 500 mM Imdz 
Tp. Final: 10 mM Tris-HCl pH 7,0 

Xac261055-267 Q-sepharose 
Filtração em gel S200 

Tp. A: 20 mM fosfato de sódio pH 6,5; Tp. B: Tp. A + 1 M NaCl 
Tp. E: 20 mM Tris-HCl pH 7,0, 100 mM NaCl; Tp. Final: 10 mM Tris-HCl pH 7,0, 20 mM NaCl 

Xac2622His-24-139 Q-sepharose 
Afinidade 
Remoção do His-tag Nt 
Filtração em gel S75 

Tp. A: 20 mM Tris-HCl pH 8,5, 1 mM EDTA; Tp. B: Tp. A + 300 mM NaCl, porém sem EDTA 
Tp. C: 20 mM Tris-HCl pH 8,0, 200 mM NaCl, 20 mM Imdz; Tp. D: Tp. C + 500 mM Imdz 
Etapa opcional (tópico 3.1.5) 
Tp. E: 20 mM Tris-HCl pH 8,0, 100 mM NaCl; Tp. Final: 10 mM AcNa pH 5,0, 50 mM NaCl 

Xac262251-134 Q-sepharose 
Filtração em gel S75 

Tp. A: 20 mM Tris-HCl pH 8,0, 1 mM EDTA; Tp. B: Tp. A + 500 mM NaCl 
Tp. E: 20 mM Tris-HCl pH 7,5, 100 mM NaCl; Tp. Final: 5 mM Tris-HCl pH 7,5, 25 mM NaCl 

AcNa: acetato de sódio; Afinidade: cromatografia em coluna contendo Ni+2; Imdz: imidazol; Nt: N-terminal; Tp: tampão. 
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3.2. Caracterização de proteínas 

 

3.2.1. Experimentos de fluorescência 

 

Os principais componentes fluorescentes em proteínas são as cadeias laterais 

aromáticas de tirosina e triptofano, particularmente o anel indol do segundo. O 

comprimento de onda de emissão fluorescente da cadeia lateral do triptofano é uma 

forma muito sensível de se avaliar o ambiente desses grupamentos. Resíduos de 

triptofano, quando expostos à água, fluorescem com emissão máxima de 

aproximadamente 350 nm, enquanto que, quando em ambientes apolares, emitem 

com máximo de aproximadamente 330 nm (Creighton, 1993). 

Ensaios de fluorescência foram realizados em um espectrofluorímetro ATF 

105 (Aviv). Adicionou-se na cubeta da amostra 1-2 μM de proteína em 1,5 mL de 

tampão 10 mM Tris-HCl pH 7,0 ou 10 mM acetato de sódio pH 5,0, com ou sem 

5,75-8 M uréia, e o mesmo tampão na cubeta de referência. As amostras foram 

equilibradas por 3 minutos, excitadas a 280 nm, e a fluorescência foi analisada entre 

300-400 nm. Todos os ensaios foram realizados a 25 ºC. 

Foram feitos experimentos de varredura térmica, onde se variava à 

temperatura (10-70 ºC) e se observava à queda da fluorescência a 338 nm, 

resultante da exposição dos resíduos de triptofano durante a desnaturação das 

proteínas. 

Experimentos de interação proteína-proteína (X - Y) utilizando fluorescência 

foram feitos pela adição sucessiva de 0,1 μM de alíquotas da proteína Y em uma 

amostra contendo 1 μM da proteína X em tampão 10 mM Tris-HCl pH 7,0 ou 10 mM 
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acetato de sódio pH 5,0. A concentração final da proteína Y na titulação foi 2-2,5 μM. 

As amostras foram pré-equilibradas por 3 minutos a 25 ºC, excitadas a 295 nm e a 

emissão de fluorescência detectada entre 335-345 nm, com intervalos de 2 nm. Com 

isso, estávamos monitorando a variação da fluorescência da proteína X causada 

pela adição da proteína Y, ou a variação de fluorescência da proteína Y após sua 

interação com a proteína X, em cada etapa da titulação. Não é possível se afirmar 

com esse experimento de que proteína é o triptofano que sofreu mudança de 

ambiente químico, ou se as duas proteínas contribuíram para esse fenômeno. 

Foram feitas correções para a diluição causada pela adição da proteína Y e 

para a absorção de cada proteína, esta última correção utilizando a seguinte 

fórmula: 

Fcor ≅ Fobs antilog (ODex + ODem / 2)                                                          (1) 

Fcor: Fluorescência corrigida para a absorção. Fobs: Fluorescência 

observada não corrigida. ODex: absorbância no comprimento de onda de excitação. 

ODem: absorbância no comprimento de emissão. 

A constante de dissociação foi calculada pelo programa SigmaPlot 2000 

(Systat Software Inc.), usando um ajuste de regressão não linear das curvas de 

titulação de fluorescência à equação 2 (Correa e Farah, 2007; Correa et al., 2008): 

F = (v/V)((α – 1)/(2[X])([X] + [Y] + Kd – ((([X] + [Y] + Kd)2) – 4[X][Y])1/2) + 1)              (2) 

F: fluorescência em um dado ponto da titulação (mudança causada pela 

adição de Y); v: volume inicial; V: volume em um dado ponto da titulação; [X] e [Y]: 

concentrações das proteínas X e Y, respectivamente, em um dado ponto da 

titulação; Kd: constante de dissociação; α: fluorescência máxima / fluorescência 

inicial. 
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3.2.2. Experimentos de dicroísmo circular 

 

Dicroísmo circular (CD) é uma técnica muito útil para se estudar estrutura 

secundária (UV distante; 190-250 nm) e terciária (UV próximo; 250-320 nm) de 

proteínas (Ranjbar e Gill, 2009). Proteínas com alto conteúdo de α-hélices possuem 

bandas negativas em 208 e 222 nm e positiva em 193 nm, proteínas com caráter β 

possuem banda negativa a 215 nm e positiva a 195 nm, enquanto proteínas 

desenoveladas possuem elipsidade próxima a 0 em comprimentos de onda maiores 

que 210 nm e banda negativa próxima a 195 nm (Figura 9) (Greenfield, 2006). 

Ensaios de dicroísmo circular foram realizados em um espectropolarímetro J-

720 (Jasco, Inc.). As proteínas eram tipicamente utilizadas na concentração de 10 

μM, usando cubetas de quartzo com caminho ótico de 1 mm. Foram realizadas 

varreduras de 190-260 nm a 25 ºC. Os tampões utilizados variaram dependendo da 

proteína sendo analisada, mas na maioria dos casos se usava 5 mM Tris-HCl pH 7,0 

(Xac26091-431, Xac2609311-431, Xac2610His-22-267, Xac2622His-24-139) ou 5 mM acetato 

de sódio pH 5,0 (VirB8His-70-348, VirB934-255 e VirB10His-85-389). Em geral, os ensaios 

foram coletados em intervalos de 1 nm usando um tempo de resposta de 2 s, 

velocidade de 20 nm/min e 8 coletas para cada comprimento de onda. Experimentos 

de varredura térmica foram feitos com variação de temperatura entre 4-70 ºC e 

monitoramento a 222 nm em uma taxa de 1 ºC/min. 

A elipsidade molar residual [θ] (deg x cm2 x dmol-1) foi calculada utilizando a 

seguinte fórmula (Greenfield, 2006): 

[θ] =                                            elipsidade (θ; mdeg)                                                (3) 
caminho da cubeta (mm) x concentração da proteína (M) x (nº aminoácidos -1)] 
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Figura 9. Espectros de dicroísmo circular de proteínas com alto conteúdo de 
α-hélices, folhas-β ou de um polipeptídeo predominantemente desenovelado. 

 

3.2.3. Ensaios de proteólise limitada 

 

Experimentos de proteólise limitada de Xac2609311-431, Xac26091-431, 

Xac2610His-22-267 e do complexo Xac26091-431 - Xac2610His-22-267 foram feitos usando 

as enzimas tripsina, quimotripsina e proteinase K. As diferentes proteases (0,1-1 

µg/mL) foram incubadas com os substratos (240-400 µg/mL) em 50 mM Tris-HCl pH 

7,5, na presença ou ausência de 250 mM Na2SO4. Todas as reações foram 

realizadas a 30 ºC. A reação era interrompida em diferentes tempos (0, 2, 5, 10, 20, 

40, 60 e 80 minutos) pela adição de tampão de amostra para SDS-PAGE (100 mM 

Tris-HCl pH 6,8, 3,7 % (p/v) SDS, 18,7 % (v/v) glicerol, 140 mM 2-mercaptoetanol e 

0,01 % (p/v) azul de bromofenol), seguido de fervura. A análise da degradação das 

proteínas foi feita por SDS-PAGE. 

Folha-β 

α-hélice 

Desenovelado

λ (nm)

[θ] x 10-3

(deg.cm2.dmol-1)
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3.2.4. Espectrometria de massa 

 

As proteínas recombinantes foram analisadas por espectrometria de massa 

MALDI-ToF (Dessorção de Matriz Assistida por Laser / Tempo-de-Vôo) em 

concentração de 10-100 μM. A matriz utilizada continha 10 mg/mL de ácido 3,5-

dimetoxi-4-hidroxicinâmico, 50 % (v/v) acetonitrila e 0,5 % (v/v) ácido trifluoroacético. 

Prepararam-se 3 misturas proteína/matriz (v/v) 1:1, 1:10 e 1:100, que foram 

montadas sobre uma placa de vidro umedecida com isopropanol. Foram recolhidas 

0,5 μL destas misturas e aplicadas nos poços adequados. 

O equipamento de espectrometria de massa MALDI-Tof (GE Healthcare) e o 

programa utilizado (Ettan MALDI-ToF Pro Version 2.0) foram configurados com os 

seguintes parâmetros: coleta para proteína linear, limite de detecção de 1000 m/z, 8 

pulsos de laser por segundo, potencial de aceleração de 20 kV, pressão de vácuo 

inferior a 1,5.106 bar, acumulação de 200 espectros por varredura, filtro ABC, sinal 

de ruído mínimo de 10 e limite mono-isotópico de 10. O equipamento foi operado 

pela Dra. Izaura N. Toma, (Laboratório de Lesões em Biomoléculas, IQ/USP). 

 

3.2.5. Sequenciamento N-terminal de proteínas 

 

O fragmento proteolítico de Xac2610His-22-267 foi submetido a SDS-PAGE e 

“Western blot”, conforme tópico 3.3.3, porém utilizando membrana de PVDF ao invés 

de nitrocelulose. O fragmento proteolítico foi visualizado na membrana por coloração 

com “Rouge Ponceau S” e a banda contendo esta proteína foi cortada. O 

seqüenciamento automático de aminoácidos N-terminal por degradação de Edman 
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foi realizado em um seqüenciador modelo PPSQ/23 (Shimadzu) pela Dra. Izaura Y. 

Hirata do Departamento de Biofísica da UNIFESP-EPM. 

 

3.3. Interações proteína-proteína 

 

3.3.1. Ensaio de “Pull down” 

 

“Pull down” é um ensaio para se testar a interação in vitro entre proteínas, 

baseado na ligação específica de apenas um dos polipeptídeos a uma resina de 

afinidade. Para a análise da interação entre as proteínas Xac2609 e Xac2610His-22-267 

(contendo uma cauda de poli-histidina) foram realizados ensaios de “Pull down” a 

temperatura ambiente. As proteínas Xac2610His-22-267 e Xac2609 e um lisado de E. 

coli foram dialisados contra tampão de “Pull down” (25 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, 3 

mM 2-mercaptoetanol, 5 mM imidazol [pH 8,4]). Em uma alíquota de 0,35 mL de 

resina de sepharose quelada com Ni2+ (GE Healthcare) em tampão de “Pull down”, 

foi adicionada a proteína Xac2610His-22-267 para uma concentração final de 100 μM. 

Simultaneamente, foram adicionados 10 μM de Xac2609 ou um lisado derivado de 

10 mL de cultura de E. coli BL21(DE3) (A600 = 0,8) ou ambos. Em experimentos 

controle, a resina foi misturada com somente Xac2610His-22-267 ou com uma mistura 

de Xac2609 e o lisado bacteriano sem Xac2610His-22-267. As misturas foram lavadas 

por 3 vezes com 1 mL de tampão de lavagem (25 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, 3 mM 

2-mercaptoetanol, 50 mM imidazol [pH 8,6]). Proteínas ligadas foram removidas com 

30 μL de tampão de eluição (25 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, 3 mM 2-
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mercaptoetanol, 500 mM imidazol [pH 8,9]). As amostras foram analisadas por SDS-

PAGE 18 %. 

 

3.3.2. Produção de anticorpos policlonais 

 

500 μL das proteínas VirB934-255, Xac26091-431, Xac2609311-431, Xac2610His-22-

267 e Xac262224-139 (100-200 µg) foram misturadas a igual volume de adjuvante de 

Freund. As amostras eram homogeneizadas e aplicadas em coelhos machos da 

raça Nova Zelândia Branco (1-2 coelhos por proteína). Foram aplicadas 4 doses em 

cada coelho (uma dose por semana), sendo que a primeira aplicação utilizava 

adjuvante completo de Freund e as aplicações subseqüentes adjuvante incompleto. 

Amostras de sangue foram retiradas dos coelhos uma semana após a última 

aplicação. O sangue era incubado por 1 hora a 37 ºC para que ocorresse 

coagulação, e o soro era obtido do sangue coagulado por centrifugação a 5000 g por 

15 minutos. Os títulos dos anticorpos foram determinados por “Western blot” 

utilizando diferentes diluições dos soros (1:1000; 1:3000; 1:10000). 

 

3.3.3. “Western Blot” e “Overlay” 

 

Anticorpos produzidos contra os polipeptídeos foram utilizados para 

experimentos de “Western blot”. As proteínas recombinantes foram transferidas de 

um gel de SDS-PAGE para uma membrana de nitrocelulose em uma cuba de 

transferência semi-seca (Trans-Blot SD Biorad) por 30 minutos a 15 V, utilizando 

tampão de transferência 0,58 % (p/v) Trizma base, 0,29 % (p/v) glicina, 0,037 % (p/v) 
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SDS e 20 % (v/v) etanol. A membrana com as proteínas adsorvidas foi incubada a 

temperatura ambiente por 2 h em solução de bloqueio (leite em pó desnatado 5 % 

(p/v) em tampão 0,244 % (p/v) Trizma base, 0,8 % (p/v) NaCl, 0,1 % (v/v) Tween 20 

e 0,1 % (v/v) Triton X-100). Em seguida, a membrana foi incubada por 2 h em 

solução de bloqueio contendo o anticorpo policlonal produzido em coelhos (em 

diferentes diluições), lavada 3 vezes com solução de lavagem (solução de bloqueio 

sem leite em pó desnatado) por 15 minutos e incubada com o conjugado (proteína 

A-peroxidase em solução de bloqueio, 1:20000, Sigma) por 2 h. Após nova lavagem, 

a revelação foi feita com o kit comercial “ECL Advance Western Blotting” (GE 

Healthcare) em uma câmara escura utilizando filme auto-radiográfico e solução 

reveladora e fixadora Kodak RP X-OMAT. 

Em alguns casos, foi utilizado como conjugado um anticorpo anti-IgG de 

coelho-fosfatase alcalina (1:10000, Sigma). Nesse caso, a revelação ocorria 

utilizando como substratos 0,3 mg/mL de NBT e 0,15 mg/mL de BCIP em 10 mL de 

tampão APB (100 mM Tris-HCl pH 9,5; 100 mM NaCl; 5 mM MgCl2). 

O ensaio de “overlay”, ou “far Western blot”, é um experimento de “Western 

blot” modificado. Após o bloqueio da membrana, ocorre uma incubação extra 

durante a noite com uma proteína (50 μg/mL) que se deseja testar a interação com 

os polipeptídeos transferidos para a membrana de nitrocelulose. Após lavagem, 

utiliza-se um anticorpo primário anti-proteína incubada, seguido da adição do 

conjugado e revelação. Com isso, esse experimento permite avaliar em que local da 

membrana a proteína incubada ficou retida, indicando que ocorreu interação 

específica com uma ou mais proteínas transferidas para a membrana de 

nitrocelulose. 
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3.3.4. Ligação cruzada com glutaraldeído 

 

Xac262224-139 foi pré-equilibrada em diferentes concentrações (27-720 μM) 

em tampão 10 mM acetato de sódio pH 5,0 e 50 mM NaCl por 15 minutos, seguido 

de sua incubação com 0,01 % (v/v) glutaraldeído a 40 °C. Após 20 minutos, as 

reações de ligação cruzada (“cross-linking”) foram interrompidas pela adição de 

tampão de amostra para SDS-PAGE. Os produtos de “cross-linking” foram 

analisados por Tricina SDS-PAGE 16 % (Schagger, 2006). 

 

3.3.5. Simulações de “docking” proteína-proteína 

 

Simulações computacionais de “docking” estão sendo feitas usando o 

programa HADDOCK (Dominguez et al., 2003). As estruturas de RMN de Xac262224-

139 estão sendo utilizadas em conjunto com informações experimentais (dados de 

perturbação do deslocamento químico devido à diluição da proteína e NOEs 

intermoleculares). 

A simulação é feita em três etapas. Inicialmente o programa gera 1000 

modelos de partida, em que a orientação de uma molécula com relação à outra é 

randomizada. Em seguida realiza-se uma dinâmica molecular com anelamento 

simulado durante a qual as duas moléculas, consideradas como corpos rígidos, 

podem aproximar-se. A orientação entre elas é otimizada de forma a minimizar um 

termo de energia relacionado aos dados experimentais. Em uma segunda etapa, 

100 modelos de menor energia são submetidos a uma nova etapa de anelamento 

simulado em que o esqueleto peptídico e as cadeias laterais da região de interface 
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ganham flexibilidade gradualmente. A terceira etapa corresponde a um refinamento 

por dinâmica molecular em espaço cartesiano, na presença de solvente explícito e 

com as cadeias laterais e o esqueleto peptídico flexíveis. Os 100 modelos obtidos 

após refinamento em água são agrupados em conjuntos com base no desvio padrão 

das coordenadas em relação à estrutura de menor energia. 

Experimentos de “docking” estão sendo realizados em colaboração com o Dr. 

Roberto Kopke Salinas, jovem pesquisador do Instituto de Química/USP e pós-

doutorando do Departamento de Química e Bioquímica, Florida State University. 

 

3.4. Experimentos de Ressonância Magnética Nuclear (RMN) 

 

3.4.1. Marcação isótopica de proteínas com 15N e 13C 

 

Estudos de RMN heteronuclear 2D e 3D de proteínas necessitam que estas 

sejam marcadas com isótopos de determinados átomos (15N e/ou 13C). Para que 

isso ocorra, é necessário induzir os polipeptídeos em meio mínimo, tendo fontes 

únicas de nitrogênio (14NH4Cl ou 15NH4Cl) e de carbono (12C-glicose ou 13C-glicose). 

A expressão de proteínas com marcação isotópica para RMN segue os mesmos 

passos da produção de proteínas em meio rico (tópico 3.1.3), porém com algumas 

diferenças, discutidas a seguir. 

Os plasmídeos pET28a-VirB9His-154-255, pET11a-Xac2609311-431, pET28a-

Xac2622His-24-139 e pET11a-Xac262251-134 foram utilizados para transformar células 

de E. coli BL21(DE3)RP por choque térmico, que foram usadas para os 

experimentos de produção de proteínas. As induções em larga escala (1 L) foram 
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realizadas pela adição de IPTG para uma concentração final de 0,5 mM quando à 

densidade celular a 600 nm (A600) atingia 0,8-1,2 (4-6 h de indução a 37°C e 

agitação de 200 RPM). Foi utilizado o meio mínimo M9, com a seguinte composição 

final: 50 mM Na2HSO4, 20 mM KH2PO4, 10 mM NaCl, 2 mM MgSO4, 10-20 mM (12C 

ou 13C)-Glicose, 0,1 mM CaCl2, 10-20 mM 14NH4Cl ou 15NH4Cl e antibióticos 

adequados. A purificação das proteínas marcadas era realizada da mesma forma 

que o isolamento dos polipeptídeos não marcados (tópico 3.1.4). 

 

3.4.2. Preparação de amostra e coleta de dados de RMN 

 

Realizaram-se experimentos de RMN em amostras marcadas com 15N ou 

15N/13C. Todos os estudos de RMN das proteínas Xac262224-139, VirB9154-255 e os 

complexos Xac262224-139-VirB934-255 e Xac262224-139-VirB9154-255 foram feitos em 

tampão 10 mM acetato de sódio deuterado pH 5,0, 50 mM NaCl, 7 % (v/v) D2O, 0,05 

% (p/v) NaN3 e 1 mM TSP a 40 oC, a menos que especificado em contrário. A 

análise de Xac2609311-431 era realizada a 25 oC em tampão 10 mM fosfato de sódio 

pH 6,5, 7 % (v/v) D2O, 0,05 % (p/v) NaN3, 1 mM TSP ± 580 mM NaCl. 

Os experimentos de RMN foram adquiridos na Central Analítica do IQ/USP, 

em um espectrômetro Bruker DRX operando a 500 MHz, equipado com uma sonda 

TXI de 5mm, três canais para 1H/15N/13C e gradiente de campo na direção do eixo z; 

no Laboratório Nacional de Luz Síncrotron (LNLS), em um aparelho Varian INOVA 

600AS operando a 600 MHz, equipado com sonda criogênica de 5 mm, três canais 

para 1H/15N/13C e gradiente de campo na direção do eixo z e no Centro Nacional de 

Ressonância Magnética Nuclear (UFRJ), em um espectrômetro Bruker Avance III 
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operando a 800MHz, com sonda de 5 mm, três canais para 1H/15N/13C e gradiente 

de campo nos eixos x, y e z. 

A coleta de dados de RMN e a sua análise contaram com a supervisão do Dr. 

Roberto Kopke Salinas, jovem pesquisador do Instituto de Química/USP e pós-

doutorando do Departamento de Química e Bioquímica, Florida State University. 

 

3.4.3. Assinalamento de freqüências de ressonância 

 

Assinalamento de ressonâncias em RMN significa a identificação específica 

das freqüências de cada núcleo de 1H, 15N e 13C da proteína, e é a primeira etapa 

para se determinar à estrutura de uma proteína em solução. Tipicamente, diversos 

experimentos tridimensionais são coletados, e a denominação destes experimentos 

descreve as transferências de magnetização via acoplamento escalar que ocorrem, 

e quais sinais são detectados. Por exemplo, experimentos HNCA e HN(CO)CA 

identificam as ressonâncias de 1HN, 15NH e 13Cα, sem que ocorra a detecção da 

carbonila em HN(CO)CA (Figura 10). 

Teoricamente, somente a coleta do HNCA já possibilitaria o assinalamento de 

todos os 1HN, 15NH e 13Cα de uma proteína, pois a frequência de 13Cα vista por um 

resíduo como sendo i-1 seria identificada como a frequência i de outro aminoácido, e 

assim sucessivamente, possibilitando sua conexão seqüencial e identificação 

específica. Contudo, diversos resíduos possuem freqüências de 13Cα muito 

semelhantes, fazendo-se necessária à coleta de vários outros experimentos para o 

completo assinalamento das ressonâncias desses e de todos os outros núcleos da 

proteína. Os experimentos usados para assinalamento são descritos em detalhes na 
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literatura especializada sobre RMN de proteínas (Cavanagh et al., 2006; Rule e 

Hitchens, 2006; Sattler et al., 1999). 

 

 

 
Figura 10. Experimentos HNCA e HN(CO)CA. No primeiro, ocorre a 

transferência de magnetização sucessiva de 1HN para 15NH e 13Cα do aminoácido i e 
i-1, e posterior retorno para detecção em 1HN. No segundo, a transferência segue de 
1HN para 15NH e 13Cα, passando pelo 13CO, e retorno para detecção em 1HN. A 
passagem pelo 13CO faz com que ocorra a detecção do 13Cα apenas do aminoácido 
i-1 em HN(CO)CA. 

 

Assinalamento dos deslocamentos químicos da cadeia principal de 15N/13C-

Xac262224-139 foi realizado utilizando os experimentos 2D 15N-HSQC e 3D HNCA, 

HN(CO)CA, HNCO, HN(CA)CO, HNCACB e CBCA(CO)NH, enquanto o 

assinalamento das ressonâncias da cadeia lateral foi determinado usando 2D 13C-

HSQC, 1H-1H-TOCSY, 1H-1H-NOESY e 3D HNHA, HBHA(CBCACO)NH, 15N-

TOCSY-HSQC, H(CCO)NH-TOCSY, (H)CC(CO)NH-TOCSY, 15N-NOESY-HSQC, 

HCCH-TOCSY e 13C-NOESY-HSQC (o último experimento nas regiões alifática e 

aromática). O HCCH-TOCSY e os 2 espectros 13C-NOESY-HSQC foram coletados 

em >99% (v/v) D2O. O assinalamento das ressonâncias da cadeia principal de 

15N/13C-Xac262224-139 em complexo com 14N-VirB9Ct154-255 foi obtido utilizando 2D 

Resíduo i-1           Resíduo i 

Resíduo i-1           Resíduo i 
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15N-HSQC e 3D HNCA, HN(CO)CA, HNCO, HNCACB, CBCA(CO)NH, 

HBHA(CBCACO)NH e 15N-NOESY-HSQC. Em geral, os experimentos de tripla 

ressonância foram adquiridos com 96 pontos complexos na dimensão de 15N, 128 

pontos complexos na dimensão de 13C e 1024 pontos na dimensão de 1H. O tempo 

de mistura para os NOESY era de 100 ms. 

Os espectros de RMN foram processados utilizando os programas 

NMRPipe/NMRDraw (Delaglio et al., 1995), com multiplicação dos FIDs por função 

de janela cossenoidal (“sine-bell”) e preenchimento com zeros (“zero filling”) 

dobrando o número de pontos. O assinalamento foi realizado utilizando o programa 

CCPN Analysis (Vranken et al., 2005). A análise da estrutura secundária baseada 

em deslocamentos químicos de 15N/13C-Xac262224-139 sozinha e em complexo com 

14N-VirB9154-255 foi feita com os programas TALOS (Cornilescu et al., 1999) e CSI 

(Wishart e Sykes, 1994), utilizando as ressonâncias assinaladas dos núcleos 1Hα, 

1HN, 13Cα, 13Cβ, 13CO e 15NH. As freqüências assinaladas de 1H, 15N e 13C de 

Xac262224-139 foram depositadas no Banco de Dados de Ressonância Magnética 

Biológica (BMRB) com código de acesso 16351. 

 

3.4.4. Determinação estrutural em solução por RMN 

 

Restrições de ângulos diedrais ϕ e ψ de Xac262224-139 foram obtidas da 

análise de TALOS (Cornilescu et al., 1999) dos deslocamentos químicos de 1Hα, 

13Cα, 13Cβ, 13CO e 15NH. Restrições de distância do tipo NOE (“Nuclear Overhauser 

Effect”) foram coletadas manualmente de espectros 15N-NOESY-HSQC e 13C-
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NOESY-HSQC (regiões alifática e aromática) usando CCPN Analysis (Vranken et 

al., 2005). 

Cálculos estruturais iniciais foram realizados por CYANA 2.1 (Herrmann et al., 

2002), utilizando protocolo de anelamento simulado com dinâmica molecular 

torcional em 10000 passos com 7 ciclos. As tolerâncias de deslocamento químico 

para assinalamento automático de NOEs por CYANA foram ajustadas para ± 0,025 

ppm na dimensão direta de 1H, ± 0,030 ppm na dimensão indireta de 1H e ± 0.25 

ppm para heteronúcleos. 300 modelos foram calculados e os 50 com menor função 

alvo de minimização (“target function”) foram selecionados para posterior 

refinamento. 

Os 50 modelos gerados por CYANA foram refinados em solvente explícito 

usando HADDOCK (Dominguez et al., 2003), e 20 modelos foram selecionados 

utilizando um critério de energia de HADDOCK. A qualidade das estruturas foi 

analisada usando PROCHECK-NMR (Laskowski et al., 1996) e PSVS (Bhattacharya 

et al., 2007) e as figuras geradas por MOLMOL (Koradi et al., 1996) e PYMOL 

(DeLano Scientific LLC). Os 20 modelos finais de Xac262224-139 foram depositados 

no “Protein Data Bank” (PDB) com código de acesso 2KK3. 

 

3.4.5. Estudos de relaxação de 15N 

 

O fenômeno de relaxação em RMN se refere ao retorno da magnetização dos 

spins nucleares ao equilíbrio após excitação e está relacionado com o movimento 

rotacional de pedaços específicos ou de toda a molécula em solução. Os parâmetros 

de relaxação habitualmente medidos para proteínas envolvem os tempos de 
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relaxação 15N-T1 e 15N-T2 e o NOE heteronuclear envolvendo núcleos de 1H e 15N 

(Bruschweiler, 2003; Nodet e Abergel, 2007). 

T1, ou tempo de relaxação spin-rede, descreve o retorno da magnetização 

longitudinal (paralela ao campo magnético externo no eixo z) ao estado de equilíbrio, 

e ocorre exclusivamente devido aos campos magnéticos locais flutuantes produzidos 

na sua vizinhança ou rede. Para proteínas, T1 é diretamente proporcional a τc, ou 

tempo de correlação rotacional, que é uma medida do tempo médio requerido para 

uma molécula girar 1 radiano (Rule e Hitchens, 2006). Ou seja, quanto maior o T1 de 

um spin nuclear, mais tempo leva para o trecho da proteína contendo esse núcleo 

tombar em solução. 

T2, ou tempo de relaxação spin-spin, refere-se ao retorno da magnetização 

transversal (planos x e y) ao equilíbrio após spins nucleares excitados trocarem 

energia entre si. O decaimento de T2 é mais rápido do que o de T1, o que faz com 

que T2 governe a velocidade de queda do sinal detectado em RMN. Diferente de T1, 

T2 é inversamente proporcional a τc, o que o torna o fator limitante para a utilização 

de RMN para o estudo de proteínas grandes ou de complexos macromoleculares, 

que possuem τc longo e, portanto, T2 curto (Rule e Hitchens, 2006; Tzakos et al., 

2006). 

{1H}-15N NOE heteronuclear é observado pela saturação do sinal de 1H, que 

transfere magnetização via NOE e ocasiona alteração da intensidade do sinal de 

15N. Este experimento gera informações a respeito do movimento de vetores 1H-15N 

individuais, e aqueles que sofrem movimentos mais rápidos (escala de tempo de 

sub-nanosegundos) que o tombamento global de uma proteína enovelada mostram 

uma diminuição da intensidade de {1H}-15N NOE em relação à média observada para 

o restante da molécula. Portanto, regiões rígidas de proteínas possuem valores 
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positivos de {1H}-15N NOE heteronuclear, enquanto trechos desenovelados 

apresentam valores negativos (Cavanagh et al., 2006; Rule e Hitchens, 2006). 

Dados de relaxação 15N-T1, 15N-T2 e {1H}-15N NOE Heteronuclear foram 

coletados a 40 °C em um equipamento Varian 600 MHz. Esses dados foram obtidos 

para 15N-Xac262224-139 sozinha (100 μM e 800 μM) e em complexo (400 μM) com 

14N-VirB9154-255. Os tempos de espera de evolução usados nos experimentos de 15N-

T1 eram 50 (x2), 250, 450, 650, 850, 1050, 1250, 1450 e 1650 ms; e nos ensaios de 

15N-T2 eram 10 (x2), 30, 50, 70, 90, 110, 130, 150, 170, 190 e 210 ms. As curvas 

das intensidades dos picos cruzados em função dos intervalos de tempo (t) foram 

ajustadas a uma equação de decaimento exponencial: 

I(t) = I0exp(-Rt)                                                                                                (4) 

Onde I(t) é a intensidade do pico cruzado no intervalo t. I0 é a intensidade do 

pico no t = 0, R é a taxa de relaxação R1 (1/T1) ou R2 (1/T2). O ajuste das curvas e 

a estimativa dos parâmetros foram calculados usando um algoritmo de mínimos 

quadrados não linear implementado no programa GNUPLOT (www.gnuplot.info). As 

estimativas de erro das intensidades dos picos foram retiradas da diferença do nível 

do ruído nos espectros. As estimativas de erros das taxas de relaxação foram 

obtidas dos desvios padrões calculados por GNUPLOT. 

O tempo de saturação de 1H em experimentos {1H}-15N NOE Heteronuclear 

era de 3 s, e a razão entre as intensidades de cada pico em espectros coletados 

com e sem saturação de 1H determina o valor de {1H}-15N NOE. 
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3.4.6. Coleta de acoplamentos dipolares residuais (RDCs) 

 

Acoplamentos dipolares derivam da interação entre spins nucleares através 

do espaço, e produzem desdobramento dos sinais em espectros de RMN. Contudo, 

estes acoplamentos são anulados quando a molécula tomba isotropicamente em 

solução, porque assumem com igual probabilidade todas as orientações possíveis 

em relação ao campo magnético externo. Como em RMN de proteínas as moléculas 

tombam rapidamente em solução, os acoplamentos dipolares não costumam ser 

observados. Contudo, ao se estabelecer um pequeno grau de alinhamento das 

moléculas em solução, podem ser observados pequenos desdobramentos 

resultantes destas interações, denominadas acoplamentos dipolares residuais ou 

RDCs. Acoplamentos dipolares contêm informações estruturais valiosas, pois são 

diretamente relacionados à orientação dos vetores nucleares em relação ao campo 

magnético externo (Bax e Grishaev, 2005; Bouvignies et al., 2007). Bacteriófagos 

filamentosos, géis de poliacrilamida, ácidos nucléicos e bicelas lipídicas podem ser 

usados para causar o leve alinhamento necessário para a coleta dos RDCs (Bax, 

2003). 

1H-15N RDCs foram determinados de experimentos 2D 15N-HSQC modulados 

por 1JHN (Tjandra et al., 1996) em uma amostra de 15N-Xac262224-139 sozinha ou na 

presença de 14N-VirB9Ct154-255 em um meio cristalino líquido consistindo de 5% 

C12E5 / n-hexanol (r = 0.96) (Ruckert e Otting, 2000). A separação no sinal de 2H2O 

da amostra alinhada era de aproximadamente 20 Hz e os experimentos foram 

medidos em um espectrômetro Bruker 500 MHz a 30 °C. Os intervalos de 

defasagem (“dephasing delay”) utilizados foram 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 

26, 30, 34, 38 e 42 ms. Os valores dos acoplamentos dipolares residuais foram 
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obtidos da diferença entre os 1JHN das amostras em meio isotrópico e anisotrópico. A 

análise dos RDCs foi realizada usando PALES (Zweckstetter e Bax, 2000) e 

MODULE (Dosset et al., 2001). O Fator de qualidade ou Fator-Q, utilizado para se 

avaliar a corcondância entre as estruturas e os valores de RDCs experimentalmente 

obtidos, é definido como (Bax, 2003; Cornilescu et al., 1998): 

Q = RMS(RDCcalc - RDCobs) / RMS(RDCobs)                                                  (5) 

Onde RDCobs e RDCcalc são os RDCs observados experimentalmente e 

calculados a partir do tensor de alinhamento predito da forma da proteína sendo 

analisada, respectivamente. RMS se refere à raiz quadrada da média dos valores. 

 

3.4.7. Estudo de interações proteína-proteína por RMN 

 

As proteínas 14N-VirB9154-255 ou 14N-VirB934-255 foram tituladas em uma 

solução contendo 100 μM de 15N-Xac262224-139 e espectros 15N-HSQC foram 

adquiridos após a adição de cada alíquota das diferentes construções de VirB9. O 

excesso molar final de VirB9 / Xac262224-139 foi 1,5. Para o estudo do processo de 

oligomerização de 15N-Xac262224-139, foram coletados 15N-HSQC após cada diluição 

sucessiva desta proteína (850 - 7 μM). Diferenças de deslocamento químico dos 

picos cruzados devido a interação, os valores de deslocamento químico composto 

(Δδcomp), foram calculadas de acordo com a equação 6 (Mulder et al., 1999): 

Δδcomp = [(ΔδHN)2 + (0,15 x ΔδNH)2]1/2                                                           (6) 

ΔδHN e ΔδNH (em ppm) são as variações de deslocamento químico dos 

prótons e nitrogênios amídicos, respectivamente. 
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3.5. Cristalografia e difração de raios-X 

 

3.5.1. Ensaios de cristalização 

 

Triagens de condições de cristalização foram feitas utilizando-se reagentes 

comerciais. Foram usados os reagentes Crystal Screen 1 e 2, Index 1 e 2, SaltRx 1 e 

2, PEG/Ion Screen 1 e 2, Crystal Screen Lite, MembFac, Quik Screen, Low Ionic 

Strength (Hampton Research) e Clear Strategy 1 e 2 (Molecular Dimensions Ltd). A 

técnica de difusão de vapor em gota sentada (“sitting drop”) (Kundrot, 2004) foi 

utilizada, adicionando-se no reservatório 300 μL de solução e na gota uma mistura 

de 1 μL de proteína (3-30 mg/mL, dependendo da proteína) e 1 μL da solução do 

reservatório. As placas de cristalização eram mantidas a 18 °C, e a busca de cristais 

foi feita utilizando uma lupa com luz polarizada (Leica S6E). 

Testes de cristalização foram realizados com as proteínas VirB4His-1-817, 

VirB934-255, VirB9His-154-255, VirB9154-255, VirD4His-83-557, Xac0466His-484-589, Xac26091-431, 

Xac2609311-431, Xac2610His-22-267 (intacta e produto proteolítico), Xac261055-267, 

Xac2622His-24-139, Xac262224-139, Xac262251-134 e os complexos Xac26091-431 - 

Xac2610His-22-267 e VirB9154-255 - Xac262224-139. 

 

3.5.2. Coleta e processamento de dados cristalográficos 

 

Soluções do reservatório suplementadas com 20-25 % (v/v) de glicerol eram 

utilizadas como crio-protetores para os cristais de VirB9His-154-255, Xac261055-267 e 

Xac262251-134, enquanto cristais de VirD4His-83-557 não necessitavam de crio-protetor. 
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Cristais individuais foram submetidos à difração de raios-X nas linhas de luz 

síncrotron D03B-MX1 e W01B-MX2 do LNLS e em um ânodo rotatório Rigaku 

MicroMax-007HF do IQ-USP, acoplados a detectores CCD MAR 165, MAR Mosaic 

225 (MAR Research) e detector de placa de imagem dual R-AXIS IV++, 

respectivamente. Os cristais eram mantidos a uma temperatura de 100 K por um 

fluxo de N2 gasoso durante a coleta. 

A coleta de dados de Xac262251-134 foi realizada da seguinte forma na linha 

W01B-MX2: 360 imagens com 1° de oscilação / imagem, distância do cristal ao 

detector de 80 mm e comprimento de onda de raios-X de 0,9537 Å. Por sua vez, a 

coleta de dados de Xac261055-267 foi feita da seguinte maneira no ânodo rotatório 

Rigaku MicroMax-007HF: 180 imagens com 1° de oscilação / imagem, distância do 

cristal ao detector de 150 mm e comprimento de onda de raios-X de 1,5419 Å. 

Dados de difração de Xac262251-134 e Xac261055-267 foram indexados, 

integrados e escalonados usando HKL2000 (Otwinowski e Minor, 1997) e d*TREK 

(Pflugrath, 1999), respectivamente. O coeficiente de Matthews (Å3.Da-1) e o 

conteúdo de solvente (%) foram determinados pelo programa “Cell Content 

Analysis”, presente no pacote CC4 (Collaborative Computational Project Number 4, 

1994). 

 

3.5.3. Resolução das fases cristalográficas 

 

As ondas eletromagnéticas detectadas em um experimento de difração de 

raios-X possuem fase, que é uma das informações mais importantes para se 

identificar à distribuição dos elétrons no material espalhador de raios-X, que são as 

moléculas que se repetem para formar o cristal. Entretanto, as fases não podem ser 
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determinadas diretamente durante um experimento de difração. Estimativas iniciais 

das fases para cristais de proteínas podem ser obtidas de uma variedade de formas: 

por substituição molecular, que utiliza estimativas iniciais das fases a partir de um 

modelo protéico homólogo (tipicamente > 25 % de identidade); substituição 

isomórfica, que necessita de cristais isomorfos contendo átomos pesados; e 

dispersão anômala, que utiliza átomos que possuam espalhamento anômalo, 

tipicamente selênio, que pode ser incorporado diretamente em proteínas, 

substituindo o enxofre em resíduos de metionina (Taylor, 2003). 

A estimativa inicial das fases cristalográficas de Xac262251-134 foi obtida pelo 

programa Phaser (Mccoy et al., 2007) por substituição molecular, utilizando como 

modelo de busca o mesmo fragmento (resíduos 51-134) da proteína Xac262224-139, 

resolvida por RMN (tópico 3.4.4). 

 

3.5.4. Refinamento de dados cristalográficos 

 

O modelo de Xac262251-134 está sendo refinado iterativamente usando o 

programa Coot (Emsley e Cowtan, 2004), baseado em mapas de densidade 2Fo - Fc 

e Fo – Fc. Ajuste manual do modelo está sendo intercalado com rodadas de 

refinamento por REFMAC5 (Murshudov et al., 1997; Vagin et al., 2004), com 5% das 

reflexões randomicamente excluídas para o cálculo do Rfree e com Fatores-B 

anisotrópicos individuais para cada átomo. Moléculas de H2O foram adicionadas por 

Coot e checadas manualmente baseando-se na intensidade dos picos, forma da 

densidade eletrônica e capacidade de formação de pontes de hidrogênio com 

resíduos da proteína ou outras moléculas de H2O. Os programas utilizados para 
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refinamento fazem parte do pacote CCP4 (Collaborative Computational Project 

Number 4, 1994). 

Durante o refinamento, a geometria, qualidade estrutural e compatibilidade do 

modelo com os dados experimentais estão sendo monitoradas por Coot, REFMAC5, 

PROCHECK (Laskowski et al., 1993), MolProbity (Chen et al., 2010; Davis et al., 

2007) e RAMPAGE (Lovell et al., 2003). As figuras foram produzidas pelos 

programas Coot, MOLMOL (Koradi et al., 1996) e PYMOL (DeLano Scientific LLC). 

 

3.6. Nocaute do gene xac2622 

 

Os experimentos com a bactéria Xanthomonas axonopodis pv. citri foram 

realizados em colaboração com o doutorando Maxuel de Oliveira Andrade, que 

gerou a cepa mutante Δxac2622. 

 

3.6.1. Construção do plasmídeo pNPTS-Δxac2622 

 

Para a obtenção do plasmídeo para nocaute do gene xac2622 de Xac, foram 

amplificados por PCR 2 fragmentos de 1 kb que flanqueiam este gene, usando os 

pares de oligonucleotídeos 5´Nt/3´Nt, para a região a montante (“upstream”), e 

5´Ct/3´Ct, para a região a jusante (“downstream”) (Tabela 5). Os fragmentos 

amplificados foram digeridos com a enzima NcoI, cujo sítio se encontra nos oligos 

3´Nt e 5´Ct. Os DNAs digeridos foram então ligados por 12 horas a 16 °C, utilizando 

a enzima T4 DNA Ligase (Invitrogen). A ligação gerou um fragmento de 

aproximadamente 2 kb, que codifica no seu centro uma ORF com apenas 8 códons 

(GTG AAT ATC CAT GGC GCC AAG CTC). O DNA de 2 kb foi amplificado por PCR 
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com os oligos 5´Nt e 3´Ct, e posteriormente digerido com a enzima de restrição 

BamHI, cujos sítios encontram-se nos oligos utilizados para amplificação. Por fim, 

esse fragmento foi clonado no sítio de BamHI do vetor suicida pNPTS138 (M. R. K. 

Alley, não publicado), produzindo o plasmídeo pNPTS-Δxac2622. Com isso, foi 

construído um plasmídeo que possui as regiões que flanqueiam o gene xac2622; 

contudo, sem possuir o gene em si. 

 
Tabela 5. Oligonucleotídeos utilizados para construção do plasmídeo pNPTS-

Δxac2622. 
Oligonucleotídeo (Orientação 
/ Sítio de restrição) 

Seqüência 5´ → 3´ (Sítios de restrição sublinhados) 

5´Nt-BamHI TTCTGGATCCGCTGCAACCAGTGCGGACG 
3´Nt-NcoI TACATCCATGGATATTCACTCTGACTTCTCCAACTCATG 
5´Ct-NcoI GTCGTCCATGGCGCCAAGCTCTAAGGGCTGC 
3´Ct-BamHI CATTTGGATCCGGCCATCCCAGGCATCG 

 

3.6.2. Produção de mutantes não polares do gene xac2622 em Xac 

 

O plasmídeo pNPTS codifica a enzima levansucrase (gene sacB), que produz 

um metabólito tóxico quando as células são crescidas em meio contendo sacarose, 

além de codificar resistência ao antibiótico kanamicina (Kanr). O vetor pNPTS-

Δxac2622 foi confirmado por sequenciamento, e usado para eletroporar células de 

Xac. Para a seleção do primeiro evento de recombinação, os transformantes foram 

plaqueados em meio 2XYT com 100 μg/mL de kanamicina. Em seguida, as colônias 

resistentes a kanamicina foram crescidas em meio 2XYT suplementado com 200 

μg/ml de ampicilina e na ausência de kanamicina, para estimular o segundo evento 

de recombinação (Xac é naturalmente resistente a ampicilina). As células foram 

diluídas para 104 e 105 em meio 2XYT, e 200 μL das diluições foram plaqueadas em 

meio 2XYT contendo 5% (p/v) sacarose e 200 μg/mL de ampicilina. Após três dias, 

as colônias que apareceram nas placas foram repicadas em meio 2XYT 
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suplementado de 5% (p/v) sacarose e 200 μg/mL de ampicilina e em 2XYT contendo 

5% (p/v) sacarose, 200 μg/mL de ampicilina e 100 μg/mL de kanamicina. Somente 

as colônias de Xac que cresceram em ampilicina e sacarose, mas não em 

kanamicina (recombinação com perda de sacB e Kanr), foram selecionadas. A 

confirmação da deleção de xac2622 foi realizada por PCR, utilizando os oligos 5´Nt 

e 3´Ct. Clones que amplificavam um fragmento de 2 kb, ao invés do fragmento de 

2,4 kb esperado para a linhagem selvagem, foram considerados nocauteados para o 

gene xac2622. Essa cepa foi denominada Δxac2622. 

 

3.6.3. Ensaios para verificar a virulência no hospedeiro 

 

A virulência in planta foi avaliada pela injeção das cepas selvagem e 

Δxac2622 de Xac em folhas de laranja pêra. Células de Xac foram crescidas em 

meio 2XYT com 100 μg/mL de ampicilina por 20 horas a 30 °C. As densidades 

celulares a 600 nm (A600) das culturas foram ajustadas para 0,1, e as suspensões de 

células foram inoculadas com o auxílio de uma agulha na superfície abaxial de 

folhas jovens de laranja pêra (Citrus sinensis (L.) Osbeck), em uma área de 

aproximadamente 2,5 cm2. As plantas foram mantidas com temperatura controlada 

de 28 °C. As folhas foram analisadas periodicamente ao longo de 15 dias após as 

inoculações, para a observação dos diferentes estágios do desenvolvimento do 

cancro cítrico no hospedeiro. 
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3.6.4. Curvas de crescimento in planta 

 

Os ensaios de virulência em laranja pêra foram realizados em plantas 

mantidas 28 °C. Para o monitoramento do crescimento bacteriano no hospedeiro, as 

cepas de Xac foram crescidas e inoculadas como descrito no tópico 3.6.3. As 

inoculações foram realizadas em triplicata para as cepas selvagem e Δxac2622 de 

Xac. Discos com área de 10 mm2 foram removidos das folhas nos tempos 0, 2, 4, 6, 

8 e 10 dias após a inoculação, e macerados em 0,85 % (p/v) NaCl. Diferentes 

diluições dos macerados foram realizadas em solução 0,85 % (p/v) NaCl e 

plaqueadas em meio LBON (1 % (p/v) triptona, 0,5 % (p/v) extrato de levedura) 

suplementado com 100 μg/mL de ampicilina. As placas foram incubadas a 30 °C e 

após dois dias o número de colônias foi determinado em triplicata. A média das 

triplicatas foi utilizada para se obter os pontos da curva de crescimento ao longo do 

tempo na infecção do hospedeiro. 
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4. RESULTADOS 

 

4.1. Expressão, purificação e caracterização de proteínas 

 

4.1.1. Expresão das proteínas recombinantes em E. coli 

 

A maioria das proteínas de interesse deste trabalho apresentam regiões 

transmembrana ou peptídeos sinal por serem proteínas de um grande aparato 

multiprotéico que atravessa as membranas bacterianas interna e externa e 

possivelmente a membrana plasmática do hospedeiro eucariótico (Christie et al., 

2005). Para facilitar a purificação e caracterização dessas proteínas, decidimos 

amplificar os genes sem as porções preditas por codificarem regiões transmembrana 

ou sinais de secreção próximas às extremidades das proteínas. 

Os genes ou fragmentos gênicos que codificam proteínas do T4SS 

cromossomal de Xac foram clonados em vetores de expressão da série pET (Tabela 

3). Estes plasmídios codificam proteínas completas, polipeptídeos sem regiões 

transmembrana e peptídeos sinal ou apenas domínios isolados dessas proteínas. Os 

vetores obtidos com os genes de Xac foram utilizados para se avaliar que cepas de 

E. coli possibilitavam maior expressão de proteínas recombinantes para VirB11-280, 

VirB11-141, VirB4His-1-817, VirB8His-70-348, VirB934-255, VirB9His-154-255, VirB9159-255, 

VirB10His-85-389, VirB11His-1-348 e VirD4His-83-557, que fazem parte do aparato central de 

secreção do T4SS. Além disso, também foram produzidas as proteínas hipotéticas 

Xac0466His-484-589, Xac11651-112, Xac26091-431, Xac26091-308, Xac2609311-431, 

Xac26101-267, Xac2610His-1-267, Xac2610His-22-267, Xac261055-267, Xac261352-275, 

Xac2622His-24-139, Xac262251-134 e Xac34041-132. Estes polipeptídeos são potenciais 
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substratos que interagem com VirD4 (Xac0466, Xac1165, Xac2609 e Xac3404) ou 

com VirB9 e VirB11 (Xac2610), e possíveis equivalentes às proteínas VirB5 e VirB7 

(Xac2613 e Xac2622, respectivamente), não descritas para o T4SS codificado pelo 

cromossomo de Xac (Alegria et al., 2005). As características e regiões codificadas 

para cada uma dessas proteínas são descritas na Tabela 6. 

A Figura 11 apresenta um exemplo dessa análise de expressão para 

Xac2610His-22-267. Resultados muito parecidos foram obtidos para as outras 

proteínas, onde BL21(DE3), BL21(DE3)RP e BL21(DE3)RIL mostraram maior 

produção de proteínas do que BL21(DE3)pLysS e BL21(DE3)Star. VirB8His-70-348 e 

VirB10His-85-389 são exceções, pois expressam apenas na linhagem BL21(DE3)Star 

(Figura 12 e Tabela 3). 

Experimentos de expressão em larga escala, seguidos de lise das células por 

“French Press” e centrifugação, mostraram que as proteínas VirB4His-1-817, VirB9His-

154-255, VirD4His-83-557, Xac0466His-484-589, Xac11651-112, Xac26091-431, Xac26091-308, 

Xac2609311-431, Xac2610His-22-267, Xac261055-267, Xac2622His-24-139, Xac262251-134 e 

Xac34041-132 são solúveis, enquanto VirB11-280, VirB11-141, VirB8His-70-348, VirB934-255, 

VirB10His-85-389, VirB11His-1-348, Xac26101-267, Xac2610His-1-267 e Xac261352-275 são 

predominantemente insolúveis (Figura 13, Tabela 6 e dados não mostrados). 

VirB9159-255 ainda não teve sua solubilidade testada. Xac26101-267 e Xac2610His-1-267 

são insolúveis, enquanto Xac2610His-22-267 se encontra na fração solúvel (dados não 

mostrados), indicando que a região N-terminal hidrofóbica de Xac2610 (Figura 14) 

favorece a formação de agregados protéicos. 
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Tabela 6. Proteínas do T4SS de Xac sob estudo. 

Nt: N-terminal; Ct: C-terminal; TMH: α-hélice transmembrana; PS: peptídeo sinal; His: cauda 
de poli-histidina; X: objetivo atingido. VirB9154-255 e Xac262224-139 foram geradas pela remoção do His-
tag de VirB9His-154-255 e Xac2622His-24-139, respectivamente. N/A: não se aplica. N/T: não testada. 

Proteína Características da proteína 
heteróloga (resíduos codificados) 

PM 
(kDa)/pI 

Expressão Solubilidade Purificação 

VirB11-280 B1 completa (1-280) 29,6/9,2 X Insolúvel  

VirB11-141 Domínio Nt de B1 (1-141) 15,4/9,1 X Insolúvel  

VirB4His-1-817 B4 completa (1-817), His Nt 93,2/6,2 X Solúvel X 

VirB8His-70-348 B8 sem 1 TMH Nt (70-348), His Nt 32,1/9,5 X Insolúvel X 

VirB934-255 B9 sem 1 PS Nt (34-255) 25,8/9,2 X Insolúvel X 

VirB9His-154-255 Domínio Ct de B9 (154-255), His Nt 14,3/9,6 X Solúvel X 

VirB9154-255 Domínio Ct de B9 (154-255) 12,4/9,5 N/A Solúvel X 

VirB9159-255 Domínio Ct de B9 (159-255) 11,6/9,4 X N/T  

VirB10His-85-389 B10 sem 1 TMH Nt (85-389), His Nt 34,4/6,0 X Insolúvel X 

VirB11His-1-346 B11 completa (1-346), His Nt 40,9/6,5 X Insolúvel  

VirD4His-83-557 D4 sem 2 TMH Nt (83-557), His Nt 55,5/9,1 X Solúvel X 

Xac0466His-484-589 Domínio Ct 0466 (484-589), His Nt 13,6/7,2 X Solúvel X 

Xac11651-112 1165 completa (1-112) 11,9/6,5 X Solúvel  

Xac26091-431 2609 completa (1-431) 47,1/6,3 X Solúvel X 

Xac26091-308 Domínio Nt de 2609 (1-308) 33,6/6,8 X Solúvel  

Xac2609311-431 Domínio Ct de 2609 (311-431) 13,4/5,3 X Solúvel X 

Xac26101-267 2610 completa (1-267) 28,8/4,8 X Insolúvel  

Xac2610His-1-267 2610 completa (1-267), His Nt 31,0/5,4 X Insolúvel  

Xac2610His-22-267 2610 sem 1 PS (22-267), His Nt 28,9/5,3 X Solúvel X 

Xac261055-267 Domínio Ct de 2610 (55-267) 23,3/4,7 X Solúvel X 

Xac261352-275 2613 sem 1 PS Nt (52-275) 24,8/5,3 X Insolúvel  

Xac2622His-24-139 2622 sem 1 PS (24-139), His Nt 14,7/6,7 X Solúvel X 

Xac262224-139 2622 sem 1 PS (24-139) 12,9/5,8 N/A Solúvel X 

Xac262251-134 Domínio Ct de 2622 (51-134) 9,0/4,4 X Solúvel X 

Xac34041-132 3404 completa (1-132) 14,4/6,4 X Solúvel  
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Figura 11. Exemplo de experimento de indução (Xac2610His-22-267) com 
diferentes células de E. coli, analisado por SDS-PAGE 18 %. (1) BL21(DE3) não 
induzida (contendo o plasmídeo que codifica a proteína Xac2610His-22-267, porém 
antes da adição de 0,5 mM de IPTG); (2) BL21(DE3) induzida (após a adição de 0,5 
mM de IPTG); (3) BL21(DE3)RP não induzida; (4) BL21(DE3)RP induzida; (5) 
BL21(DE3)RIL não induzida; (6) BL21(DE3)RIL induzida; (7) BL21(DE3)Star não 
induzida; (8) BL21(DE3)Star induzida. (MM) Marcador de massa molecular “Low 
Molecular Weight Range” (Sigma M 3913). 
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Figura 12. Exemplo de experimento de indução de VirB8His-70-348 com 

diferentes células de E. coli, analisado por SDS-PAGE 18%. (1) BL21(DE3)RP não 
induzida (contendo o plasmídeo que codifica a proteína VirB8His-70-348, porém antes 
da adição de IPTG); (2) BL21(DE3)RP induzida (após a adição de 0,5 mM de IPTG); 
(3) BL21(DE3)RIL não induzida; (4) BL21(DE3)RIL induzida; (5) BL21(DE3)Star não 
induzida; (6) BL21(DE3)Star induzida; (7) BL21(DE3) não induzida; (8) BL21(DE3) 
induzida. Notar que somente ocorreu indução na cepa BL21(DE3)Star (poço 6). 
(MM) Marcador de massa molecular (Sigma S 8445). 
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               MM      1         2          3        4          5         6          7         8 
 

 

 
Figura 13. Exemplo de indução (larga escala) e teste de solubilidade da 

proteína VirB934-255 (25,8 kDa), em gel de SDS-PAGE 18%. (1) BL21(DE3)RP não 
induzida (contendo o plasmídeo que codifica a proteína VirB934-255, antes da adição 
de IPTG); (2-5) BL21(DE3)RP induzida (após a adição de 0,5 mM de IPTG); (6): 
Após lise das bactérias, porém antes da centrifugação; (7): Sobrenadante da 
centrifugação; (8): Sedimento da centrifugação. VirB934-255 é uma proteína insolúvel. 
(MM) Marcador de massa molecular. 
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Figura 14. Seqüência da região N-terminal de Xac26101-267 (primeiros 30 

resíduos), que é uma proteína insolúvel. A seqüência sublinhada pode representar 
um peptídeo sinal N-terminal. A construção Xac2610His-22-267 possui uma cauda de 
poli-histidina codificada pelo vetor pET28a (sítio de NdeI), seguido da isoleucina 22 
marcada em vermelho, o que torna a proteína solúvel. 

 

VirB9His-154-255, Xac2622His-24-139, Xac262251-134 e Xac2609311-431 foram 

produzidas com 15N para experimentos de RMN 2D, e as duas primeiras proteínas 

também foram induzidas com marcação dupla 15N/13C para experimentos de RMN 

3D. Nesses experimentos, as proteínas foram expressas nas mesmas cepas que a 

indução não marcada, mas utilizando-se meio mínimo com 15NH4Cl e 12C-glicose ou 

13C-glicose como únicas fontes de nitrogênio e carbono. 

 

4.1.2. Purificação de proteínas heterólogas 

 

As proteínas hipotéticas Xac26091-431, Xac2609311-431, Xac2610His-22-267, 

Xac261055-267, Xac2622His-24-139, Xac262251-134 e Xac0466His-484-589 foram purificadas 

até a homogeneidade por pelo menos 2 passos cromatográficos (Tabela 4). Os 

polipeptídeos Xac2622His-24-139, Xac262251-134 e Xac2609311-431 produzidos com 15N 

29 kDa 
 
24 kDa 
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também foram purificados, assim como a primeira proteína marcada com 15N/13C. As 

Figuras 15-20 apresentam os níveis de pureza das proteínas quando analisados por 

SDS-PAGE e por espectrometria de massa MALDI-ToF. Além disso, foram 

removidos os 17 aminoácidos N-terminais de Xac2622His-24-139 por proteólise com 

trombina (Figuras 19 e 20). Esse trecho da proteína corresponde a maior parte da 

cauda de poli-histidina N-terminal desenovelada, e sua remoção facilita estudos de 

RMN. 
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Figura 15. SDS-PAGE 18 % (A, B) e espectrometria de massa MALDI-ToF 

(C, D) mostrando o grau de pureza das proteínas Xac26091-431 (A, C) e 14N-
Xac2609311-431 (B, D). 15N-Xac2609311-431 também foi purificada até a 
homogeneidade. MM: Marcador de massa molecular (Sigma M 3913). 
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Pico 1: monômero com z = +2 (m/z=23534) 
Pico 2: monômero com z = +1 (m/z = 47063) 
Resultados esperados para Xac26091-431: 
23551 Da (z = +2) e 47102 Da (z = +1) 

Pico 1: monômero com z = +2 (m/z= 6701) 
Pico 2: monômero com z = +1 (m/z = 13374) 
Resultados esperados para Xac2609311-431: 
6710 (z = +2) e 13420 Da (z = +1) 
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Xac2610His-22-267 
29 kDa 

A)  MM                                        B) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Purificação de Xac2610His-22-267, analisada por SDS-PAGE (A) e 
espectrometria de massa MALDI-ToF (B). MM: Marcador de massa molecular 
(Sigma M 3913). 
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Figura 17. Purificação de Xac261055-267 analisada por SDS-PAGE 18 %. MM: 
Marcador de massa molecular. 
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Monômero predito de Xac2610His-22-267: 28859 Da
Dímero predito de Xac2610His-22-267: 57718 Da 
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Figura 18. Gel de Tricina SDS-PAGE 16 % para análise da purificação de 
15N-Xac262251-134. (1) Amostra não induzida (antes da adição de IPTG); (2) amostra 
induzida (após a adição de IPTG); (3) após cromatografia de troca iônica em resina 
Q-sepharose; (4) frações da filtração em gel em coluna S75. A purificação de 14N-
Xac262251-134 seguia as mesmas etapas cromatográficas. MM: Marcador de massa 
molecular. 
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Figura 19. SDS-PAGE 18 % da purificação de (A) 14N-Xac2622His-24-139, (B) 
15N-Xac2622His-24-139 e 15N-Xac262224-139 (15N-Xac2622His-24-139 após a remoção da 
cauda de poli-histidina N-terminal por proteólise com trombina). 15N/13C-Xac2622His-

24-139 e 15N/13C-Xac262224-139 também foram purificadas. MM: Marcador de massa. 
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Figura 20. Espectrometria de massa de (A) 14N-Xac2622His-24-139, (B) 15N-
Xac2622His-24-139 e (C) 15N-Xac262224-139. A diferença de massa entre 14N-Xac2622His-

24-139 e 15N-Xac2622His-24-139 é devido à incorporação de 181 15N ao invés de 14N; e 
entre 15N-Xac2622His-24-139 e 15N-Xac262224-139 ocorre devido à remoção de parte da 
cauda de poli-histidina N-terminal (1914 Da). 
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Resultados esperados para 14N-Xac2622His-24-139: 
7371 Da (z = +2) e 14743 Da (z = +1) 
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Resultados esperados para 15N-Xac2622His-24-139: 
7462 Da (+2), 14924 Da (+1) e 29848 Da (dímero, +1) 
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Foram também purificadas as proteínas VirB4His-1-817, VirB8His-70-348, VirB934-

255, VirB9His-154-255, VirB10His-85-389 e VirD4His-83-557. As purificações foram analisadas 

por SDS-PAGE e espectrometria de massa MALDI-ToF (Figuras 21-25). A proteína 

VirB9His-154-255 foi produzida sem (14N) e com (15N e 15N/13C) marcação isotópica para 

estudos de RMN, e posteriormente purificada com e sem sua cauda de poli-histidina 

N-terminal (Figura 21). As análises das purificações indicam alta pureza (> 95 %) 

para as proteínas VirB4His-1-817, VirB934-255, VirB9His-154-255 e VirD4His-83-557. A proteína 

VirB10His-85-389 apresenta boa pureza, enquanto VirB8His-70-348 apresenta-se apenas 

parcialmente purificada, necessitando novos passos para a otimização da 

purificação (Figura 24). 

Dentre as proteínas Vir purificadas, apenas VirB4His-1-817, VirB9His-154-255 e 

VirD4His-83-557 são solúveis. O reenovelamento de VirB8His-70-348 ocorre 

preferencialmente em pHs distantes do seu ponto isoelétrico (9,5), como em pHs 5,0 

e 6,0 (dados não mostrados). Reenovelamento com bom rendimento de VirB934-255 

somente ocorre em pHs iguais ou inferiores a 5,0, em baixa força iônica (Figura 26). 

VirB10His-85-389 reenovela em diversos tampões e concentrações salinas (dados não 

mostrados). 

A análise por espectrometria de massa MALDI-ToF das proteínas purificadas 

sugere a formação de oligômeros em alguns casos (Xac2610His-22-267, Xac2622His-24-

139, VirB8His-70-348 e VirB10His-85-389). Isso pode ser um artefato dessa técnica, ou pode 

representar uma real formação de dímeros e complexos de mais alta massa para 

essas proteínas. Coincidentemente, estudos in vitro indicaram que Xac2610His-22-267 

forma um dímero em solução (filtração em gel; dados não mostrados), enquanto 

Xac2622 sofre um processo de oligomerização (tópico 4.2.3). Dados da literatura 
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demonstraram que VirB8 e VirB10 de outros T4SSs auto-interagem (Chandran et al., 

2009; Das e Xie, 2000; Terradot et al., 2005). 
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Figura 21. Gel de Tricina SDS-PAGE 16 % para análise das purificações de 

15N/13C-VirB9His-154-255 (15,2 kDa) e 15N/13C-VirB9154-255 (13,2 kDa). (1) Antes da 
clivagem da cauda de poli-histidina N-terminal de 15N/13C-VirB9His-154-255; (2) após 
remoção da cauda (geração da proteína 15N/13C-VirB9154-255; (3) frações da filtração 
em gel em coluna S75 de 15N/13C-VirB9154-255. As proteínas 15N-VirB9His-154-255, 15N-
VirB9154-255, 14N-VirB9His-154-255 e 14N-VirB9154-255 também foram purificadas até a 
homogeneidade. MM: Marcador de massa molecular (Sigma S 8445). 
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Figura 22. SDS-PAGE 12 % de VirD4His-83-557. (1) Sobrenadante pré-

purificação; (2) frações da filtração em gel em coluna S200. MM: Marcador de massa 
molecular (Sigma M 3913). 
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Figura 23. SDS-PAGE 12 % da purificação de VirB4His-1-817. (1) Após 
cromatografia de afinidade; (2) frações da filtração em gel em coluna S200. MM: 
Marcador de massa molecular (Sigma S 8445). 
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Figura 24. Purificações de VirB8His-70-348, VirB934-255 e VirB10His-85-389 

analisadas por SDS-PAGE 18 %. Poços 1-3: VirB8His-70-348 (32 kDa); poços 4-6: 
VirB10His-85-389 (34 kDa) e poço 7: VirB934-255 (26 kDa). MM: Marcador de massa 
molecular (Sigma M 3913). 
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A)                                                                   B) 
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Figura 25. Espectrometria de massa das proteínas: (A) VirB8His-70-348, (B) 

VirB934-255 e (C) VirB10His-85-389. 
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Pico 1: monômero com z = +2 (m/z =17268) 
Pico 2: monômero com z = +1 (m/z=34465) 
Pico 3: dímero com z = +1 (m/z =68778) 
Resultados esperados para VirB10His-85-389: 
17211 Da (+2), 34423 Da (+1) e 68846 Da (dímero, +1) 

Pico 1: monômero com z = +2 (m/z=16106) 
Pico 2: monômero com z = +1 (m/z = 32131)
Resultados esperados para VirB8His-70-348: 
16038 Da (z = +2) e 32076 Da (z = +1) 

Pico 1: monômero com z = +3 (m/z = 8534) 
Pico 2: monômero com z = +2 (m/z=12835) 
Pico 3: monômero com z = +1 (m/z = 25708) 
Resultados esperados para VirB934-255: 
8606 Da (+3), 12908 Da (+2) e 25817 Da (+1) 
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Figura 26. Exemplo de reenovelamento de proteína produzida em corpos de 

inclusão (VirB934-255). Poços 1: pré-centrifugação; poços 2: sedimento; poços 3: 
sobrenadante. Poços A: diálise de VirB934-255 (solubilizada em 8 M uréia) contra 10 
mM acetato de sódio pH 5,0; poços B: diálise contra 10 mM fosfato de sódio pH 6,0; 
poços C: diálise contra 10 mM Tris-HCl pH 7,0. Notar que ocorreu reenovelamento, 
com rendimento razoável, somente em pH 5,0 (poço 3A). Diálises em pHs 6,0, 7,0, 
8,0 e 9,0, ou em qualquer pH na presença de sal, não possibilitam o reenovelamento 
de VirB934-255. O reenovelamento dessa proteína foi otimizado, permitindo um alto 
rendimento (toda a proteína solúvel), por diálise em pH 5,0 com remoção lenta e 
gradual de uréia (4 M; 2 M; 1 M; 0,5 M e finalmente 0 M de uréia). MM: Marcador de 
massa molecular (Sigma M 3913). 

 

4.1.3. Produção de anticorpos policlonais 

 

Anticorpos contra as proteínas VirB934-255, Xac26091-431, Xac2609311-431, 

Xac2610His-22-267 e Xac262224-139 foram produzidos em coelhos. Os soros obtidos 

foram usados em ensaios de “Western blot” para se avaliar se os anticorpos 

reconhecem especificamente as proteínas de Xac. Diferentes diluições do soro 

foram utilizadas para se determinar o melhor título para uso (Figura 27). Nesses 

experimentos, utilizavam-se amostras de indução em pequena escala, não 

purificadas, para se avaliar a especificidade dos anticorpos gerados. Os soros 

possuem alta especificidade e podem ser usados com títulos de até 1:10000 (Figura 

27). 
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VirB934-255 

          MM 1A 1B 1C 1D 1E 1F 2A 2B 2C 2D 2E 2F 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 27. Exemplo de ensaio de “Western blot” para avaliação da 

especificidade e do título para uso dos anticorpos produzidos em coelho (anti-
VirB934-255). Amostras de indução em pequena escala de VirB934-255 antes da adição 
de IPTG (poços A, C e E) e após a adição de 0,5 mM IPTG (B, D e F). Diluições do 
soro utilizadas: 1:1000 (A e B), 1:3000 (C e D) e 1:10000 (E e F). 1 e 2 se referem a 
soros oriundos de dois coelhos diferentes. Os soros possuem alta especificidade 
(nenhuma outra proteína identificada no extrato de E. coli) e podem ser usados com 
títulos de até 1:10000 (2F). MM: Marcador de massa molecular. 

 

4.1.4. Caracterização espectroscópica das proteínas recombinantes 

 

4.1.4.1. Fluorescência intrinsica do triptofano de proteínas 

 

As proteínas VirB8His-70-348, VirB934-255, VirB10His-85-389, Xac26091-431, 

Xac2610His-22-267, Xac2622His-24-139 e Xac262251-134 tiveram suas emissões de 

fluorescência analisadas após excitação a 280 nm na ausência e presença do 

agente desnaturante uréia (Figura 28 e Tabela 7). Esses dados mostram que a 

maioria dos resíduos de triptofano nas proteínas está enterrada na ausência e 

exposta na presença de uréia, possivelmente significando que esses polipeptídeos 

se apresentam enovelados na ausência do agente desnaturante, apesar de algumas 
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dessas proteínas terem sido produzidas em corpos de inclusão e reenoveladas in 

vitro (VirB8His-70-348, VirB934-255 e VirB10His-85-389). Xac2622His-24-139 possui 2 triptofanos 

(resíduos 34 e 71), enquanto Xac262251-134 apresenta apenas o triptofano 71; 

contudo, as fluorescências de ambas as proteínas são bastante semelhantes, tanto 

na presença como na ausência de uréia (Figura 28H e Tabela 7). Isso sugere que o 

tritofano 71 domina a emissão de fluorescência detectada para Xac2622His-24-139, 

com contribuição pequena do triptofano 34. 
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Figura 28. Ensaios de fluorescência de (A) VirB8His-70-348; (B) VirB934-255; (C) 
VirB10His-85-389; (D) Xac26091-431; (E) Xac2610His-22-267; (F) Xac2622His-24-139 e (G) 
Xac262251-134, na ausência (azul) e presença (amarelo) de uréia (concentrações 
indicadas). Em (H), sobreposição das fluorescências de Xac2622His-24-139 e 
Xac262251-134 (azul claro: Xac262251-134 e 0 M uréia; vermelho: Xac262251-134 e 7,7 M 
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(continuação Figura 28) uréia; azul escuro: Xac2622His-24-139 e 0 M uréia; amarelo: 
Xac2622His-24-139 e 8 M uréia). As fluorescências arbitrárias foram divididas pelos 
valores máximos de cada espectro. 

 
Tabela 7. Número de triptofanos e máximo de emissão na ausência e 

presença do agente desnaturante uréia. 

Proteína N° de resíduos 
de triptofano 

Máximo de emissão 
sem uréia (nm) 

Máximo de emissão 
com uréia (nm) 

VirB8His-70-348 1 346 354 

VirB934-255 3 339 355 

VirB10His-85-389 2 341 354 

Xac26091-431 2 337 356 

Xac2610His-22-267 1 339 352 

Xac2622His-24-139 2 328 356 

Xac262251-134 1 328 356 

 

4.1.4.2. Experimentos de dicroísmo circular 

 

Foram realizados experimentos de dicroísmo circular (CD) para algumas das 

proteínas purificadas (VirB8His-70-348, VirB934-255, VirB10His-85-389, Xac26091-431, 

Xac2609311-431, Xac2610His-22-267 e Xac2622His-24-139; Figura 29). Inspeção visual 

qualitativa dos espectros mostra que Xac26091-431 apresenta um perfil com forte 

característica de α-hélice, VirB934-255 tem uma predominância de folhas-β e 

Xac2610His-22-267 tem um perfil combinado de folha-β e proteína desenovelada. 

Xac2622His-24-139 aparenta ser uma proteína com predominância de trechos 

enovelados, porém possui parte de sua estrutura desenovelada. 

Espectros de CD de VirB8His-70-348 e VirB10His-85-389 mostram que essas 

proteínas não têm um enovelamento caracterizado como predominantemente em α-

hélice ou folha-β. O enovelamento estável destas proteínas pode não apresentar 
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estruturas secundárias padrão ou elas podem se enovelar após a interação com um 

ligante específico para realizar sua função (Fink, 2005). Porém, outra possibilidade é 

que essas proteínas recombinantes não estejam com seu dobramento nativo. O 

mais provável é que o processo de reenovelamento não obteve o êxito esperado, 

porque as estruturas de homólogos de ambas possuem alto conteúdo de α-hélice e 

folha-β (Bailey et al., 2006; Terradot et al., 2005). Isso contradiz os dados de 

fluorescência; entretanto, é possível que o deslocamento para o azul da emissão de 

fluorescência de VirB8His-70-348 e VirB10His-85-389 sem uréia decorra do fato destas 

proteínas estarem agregadas, e não enoveladas e com seus dobramentos nativos. 

Por esse motivo, tentativas de caracterização estrutural não foram realizadas para 

VirB8His-70-348 e VirB10His-85-389. 

O espectro de dicroísmo circular de Xac2609311-431 indica que esta proteína é 

predominantemente desenovelada nas condições-padrão utilizadas para esses 

ensaios iniciais de CD (5 mM Tris-HCl pH 7,0, sem sal). Experimentos posteriores de 

CD, RMN e proteólise limitada mostraram que este domínio sofre enovelamento 

dependente de pH e concentração salina (tópico 4.3.3). 
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Figura 29. A) Espectros de dicroísmo circular (elipsidade molar residual [θ] X 

10-4 em função do comprimento de onda [λ]) das proteínas (A) VirB8His-70-348; (B) 
VirB934-255; (C) VirB10His-85-389; (D) Xac26091-431; (E) Xac2609311-431, (F) Xac2610His-22-

267 e (G) Xac2622His-24-139. 
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4.2. Estudos estruturais e funcionais das proteínas Xac2622 e VirB9 

 

4.2.1. Assinalamento das ressonâncias de Xac262224-139 

 

Para o assinalamento das correlações de 15N/13C-Xac262224-139, foram 

coletados diversos experimentos de RMN 3D (Figuras 30 e 31). A análise dos 

ensaios coletados possibilitou o assinalamento praticamente completo das 

ressonâncias da proteína, correpondendo a 98,4 % das ressonâncias de cadeia 

principal e 97,9 % das freqüências da cadeia lateral (Tabela 8). Os núcleos não 

assinalados são listados na legenda da Tabela 8. A Figura 32 apresenta o 15N-

HSQC de 15N-Xac262224-139, com a indicação dos 1H-15N assinalados. 

O deslocamento químico de diversos núcleos de uma cadeia polipeptídica são 

excelentes preditores da estrutura secundária da proteína (Wishart et al., 1991). 

Foram utilizados os programas TALOS (Cornilescu et al., 1999) e CSI (Wishart e 

Sykes, 1994) para se analisar o padrão de estrutura secundária de Xac262224-139, 

utilizando os deslocamentos químicos dos núcleos assinalados (Figura 33). O 

resultado indica que Xac262224-139 possui um longo trecho formado por α-hélices e 

folhas-β e um N-terminal desestruturado, por ser um longo trecho sem estrutura 

secundária predita. Alguns deslocamentos químicos atípicos foram identificados para 

alguns núcleos desta proteína (Tabela 9), utilizando o programa AVS (Moseley et al., 

2004). 

O assinalamento de 15N/13C-Xac262224-139 foi depositado no BMRB com 

código de acesso 16351. 
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      L49   Y50  T51   S52   Y53   T54  Y55   Q56  A57  T58 

Figura 30. Superposição dos espectros de HNCA (vermelho) e HN(CO)CA 
(azul) de 15N/13C-Xac262224-139. Esses experimentos são tridimensionais, com 1HN e 
13C representados nos eixos X e Y, e uma terceira dimensão representada por 
diferentes planos, cada uma com uma freqüência de 15NH (exemplo: L49 está no 
plano de 121,76 ppm, correspondendo à freqüência do 15NH da sua cadeia principal). 
Essas tiras mostram conexões de 13Cα no trecho de L49-T58. Duas prolinas 
flanqueiam o trecho (prolinas 48 e 59), impossibilitando a continuação do 
assinalamento, por não possuírem 1HN na cadeia principal. 
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Figura 31. Superposição dos espectros HBHA(CBCACO)NH (vermelho), 15N-

TOCSY-HSQC (verde) e H(CCO)NH-TOCSY (azul) de 15N/13C-Xac262224-139. Esses 
experimentos são tridimensionais, com 1HN ligado a 15NH da cadeia principal no eixo 
X; 1H da cadeia lateral no eixo Y e uma terceira dimensão representada por 
diferentes planos, cada um com uma freqüência de 15N (as correlações de um dado 
aminoácido estarão no plano com a freqüência do 15NH da sua cadeia principal). 
Essas tiras mostram conexões de 1H no trecho de L49-Y53. Notar que H(CCO)NH-
TOCSY apresenta uma boa sensibilidade, enquanto 15N-TOCSY-HSQC é menos 
sensível (ausência de picos em 15N-TOCSY-HSQC detectados por H(CCO)NH-
TOCSY). 
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Tabela 8. Estatísticas do assinalamento das frequências de ressonância de 
15N/13C-Xac262224-139. 

 

Núcleos Assinalados/Total(1) % 

Cadeia Principal 559/568 98,4 

HN(2) 107/107 100 

NH(2) 107/107 100 

CO(3,4) 108/116 93,1 

Cα(3) 116/116 100 

Hα(5) 121/122 99,2 

Cadeia Lateral 691/706 97,9 
1H Alifáticos(6) 373/381 97,9 
13C Alifáticos(7) 243/245 99,2 
15N 14/14 100 
1H-13C Aromáticos(8) 61/66 92,4 

Total 1250/1274 98,1 
 

1Os 4 primeiros aminoácidos N-terminais (GSHM) codificados originalmente pela cauda de 
poli-histidina foram removidos da análise, assim como os núcleos tipicamente não assinalados, como 
os 1H-15N e 1H-O de troca rápida (presentes nos grupos amino das cadeias laterias de lisinas, 
argininas e histidinas e hidroxilas de serinas, treoninas e tirosinas), as carboxilas de aspartatos e 
glutamatos, 15N de prolinas e 13C aromáticos não protonados. 2120 resíduos – 9 prolinas – 4 resíduos 
N-terminais (GSHM) = 107. 3120 resíduos – 4 resíduos N-terminais = 116. 4Não assinalados: A43CO, 
P44CO, T45CO, E46CO, I47CO, T88CO, L89CO e G91CO. 5Foram considerados 2 Hα para cada 
glicina. 120 resíduos – 4 resíduos N-terminais + 6 glicinas = 122. Não assinalado: P44Hα. 6Não 
assinalados: K25Hδ1, K25Hδ2, P44Hβ1, P44Hβ2, P44Hγ1, P44Hγ2, I47Hβ e T88Hβ. 7Não 
assinalados: K25Cδ e T88Cβ. 8Não assinalados: F40Cε, F40Cζ, F40Hζ, W71Cε3 e W71Hε3. 
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Figura 32. 15N-HSQC de 15N-Xac262224-139 a 7 μM, com resíduos assinalados 
indicados. Neste experimento, cada pico contém informações da freqüência de 1HN e 
15NH de um resíduo específico, com exceção das prolinas, que não apresentam 
correlações nesse espectro por não possuírem 1HN. Os picos equivalentes à 
histidina 39 (H39) e a metionina codificada pelo resquício da cauda de poli-histidina 
N-terminal (M*) estão abaixo do nível de detecção nesta figura, e suas localizações 
estão representadas por retângulos. Ressonâncias das aminas das cadeias laterais 
de asparaginas, glutaminas e triptofanos também estão assinaladas. Experimento 
realizado em espectrômetro Varian operando a 600 MHz equipado com sonda 
criogênica. 
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Figura 33. Predição dos elementos de estrutura secundária de Xac262224-139, 
utilizando deslocamentos químicos analisados pelo programa CSI (Wishart e Sykes, 
1994). Foram usadas as freqüências de 1Hα, 1HN, 13Cα, 13Cβ, 13CO e 15NH. Círculos 
vermelhos: núcleos com deslocamentos químicos compatíveis com α-hélices; 
círculos azuis: compatíveis com fitas-β; círculos cinzas: deslocamentos químicos não 
compatíveis com o esperado para elementos de estrutura secundária. Freqüências 
não assinaladas ou inexistentes para determinados resíduos (como 13Cβ para 
glicinas ou 1HN para prolinas) são representadas por linhas cinzas verticais. Abaixo, 
em cinza, está representada a estrutura secundária predita por esse programa. 
 

Tabela 9. Núcleos com deslocamentos químicos atípicos. 

Núcleo Freqüência de Xac262224-139 Freqüência esperada 
Y55Hβ21 0,743 ± 0,006 2,91 ± 0,37 
K65Hγ2 0,260 ± 0,007 1,38 ± 0,27 
K65Hγ3 0,260 ± 0,007 1,37 ± 0,29 
K65Hδ22 0,676 ± 0,005 1,61 ± 0,25 
M67Hγ23 0,717 ± 0,006 2,44 ± 0,36 
R70Hε 9,782 ± 0,002 7,32 ± 0,52 

1Freqüência de Y55Hβ3: 2,354 ± 0,008. 2Freqüência de K65Hδ3: 0.947 ± 0.008. 3Freqüência 
de M67Hγ3: 2.342 ± 0.004. 
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4.2.2. Determinação da estrutura em solução de Xac262224-139 

 

Foram adquiridos espectros 3D 13C-NOESY-HSQC (regiões alifática e 

aromática) e 15N-NOESY-HSQC para a obtenção de NOEs, que fornecem restrições 

de distância entre átomos. Um total de 2176 restrições foram utilizadas para o 

cálculo da estrutura de Xac262224-139, incluindo 2056 NOEs automaticamente 

assinalados pelo programa CYANA (Herrmann et al., 2002) e 120 restrições de 

ângulos diedrais ψ e φ originados da análise de deslocamento químico realizada pelo 

programa TALOS (Cornilescu et al., 1999) (Tabela 10). O cálculo estrutural foi 

realizado por CYANA e posteriormente foi feito refinamento em solvente explícito 

utilizando o programa HADDOCK (Dominguez et al., 2003). Os 20 modelos gerados 

convergiram com RMSD de 0,47 Å para a cadeia principal e 0,94 Å para todos os 

átomos pesados, considerando o trecho envolvendo os resíduos 52-133 (Figura 34 e 

Tabela 10). 

Xac262224-139 possui um longo segmento N-terminal desenovelado (resíduos 

24-51), um domínio globular enovelado (resíduos 52-133) e um curto trecho C-

terminal desenovelado (resíduos 134-139). O N-terminal e o extremo C-terminal são 

desenovelados porque apresentam apenas NOEs intraresiduais e alguns poucos 

NOEs seqüenciais e de média distância (e portanto, não possuem estrutura 

secundária), e não apresentam NOEs de longa distância (sem estrutura terciária) 

(Figuras 35 e 36). Além disso, dados de relaxação também sugerem que esses 

trechos são desenovelados (tópico 4.2.5). 

Análise pelo programa PROCHECK-NMR das estruturas em solução de 

Xac262224-139 mostra que o domínio enovelado possui duas α-hélices (resíduos 64-

74 e 101-113) empacotadas entre duas folhas-β, uma delas com 3 fitas-β 
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(aminoácidos 78-81, 117-122 e 125-130) e a outra com duas fitas-β curtas (resíduos 

55-56 e 97-98) (dados não mostrados). Além disso, o domínio apresenta uma hélice 

310 (aminoácidos 92-95), compatível com o fato de este trecho apresentar NOEs 

NN(i,i+2); αN(i,i+2); αN(i,i+3); αβ(i,i+3) e não possuir NOEs αN(i,i+4) (Wagner et al., 

1986) (Figura 35). Os elementos de estrutura secundária determinados a partir da 

análise das estruturas em solução apresentam boa correlação com os elementos 

previamente preditos pelas análises de deslocamentos químicos, com exceção de 

uma fita-β extra identificada pelo programa CSI (resíduos 85-87; comparar Figuras 

33 e 35). 

Os modelos em solução de Xac262224-139 apresentam geometria, 

convergência, número de restrições e compatibilidade com os dados experimentais 

excelentes (Tabela 10 e Figura 37). Essas estruturas são compatíveis com dados 

independentemente obtidos de acoplamentos dipolares residuais (RDCs) 1DNH de 

resíduos localizados em elementos de estrutura secundária coletados para 15N-

Xac262224-139, apresentando Fator-Q médio de 0,271 ± 0,019 (Bax, 2003; Cornilescu 

et al., 1998; Simon et al., 2005) (Tabela 10). 

Alguns deslocamentos químicos assinalados são atípicos (Tabela 9). As 

análises das localizações dos núcleos nas estruturas em solução sugerem 

explicações para estes fenômenos. Vários núcleos com freqüências atípicas 

apresentam menores deslocamentos químicos por estarem no cone de blindagem 

de anéis aromáticos (Macomber, 1998), se localizando entre 3,0-3,25 Å acima do 

plano de cadeias laterais aromáticas de outros resíduos (Y55Hβ2 e M67Hγ2 acima 

do anel indol do W71; K65Hγ2, K65Hγ3 e K65Hδ2 acima do anel fenólico da Y81). Já 

o próton Hε da arginina 70 potencialmente é desblindado por realizar ponte de 

hidrogênio com a carboxila da cadeia lateral do aspartato 61. 
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Os modelos estruturais em solução de Xac262224-139 foram depositados no 

PDB com código de acesso 2KK3. Comparações da estrutura de Xac2622 com 

estruturas de proteínas depositadas no PDB serão abordadas na discussão. 

 

Tabela 10. Dados estatísticos das 20 estruturas em solução depositadas de 
Xac262224-139. 

 
Restrições de distância não ambíguas (NOEs) 

Intra-residuais (i = j) 
Sequenciais (|i – j| = 1) 
Média distância (1 < |i – j| < 5) 
Longa distância (|i – j| ≥ 5) 

2056
438
573
382
663

Restrições de ângulos diedrais 
ϕ / ψ 

120
60 / 60

Número total de restrições experimentais 2176
Valor do “Target Function” de CYANA (Å2) 0,73 ± 0,10
Violações de restrições 

NOEs violados / estrutura (> 0,3 Ångström) 
NOEs violados / estrutura (> 0,5 Ångström) 
RMSD de restrições de distância experimentais (Å) 
Violações de ângulos diedrais / estrutura (> 5°) 
RMSD de restrições diedrais experimentais (°) 

0,05 ± 0,22
0 ± 0

0,013 ± 0,001
0,4 ± 0,58

0,64 ± 0,11
RMSD da geometria ideal 

Comprimento de ligação (Å) 
Ângulos de ligação (°) 
Ângulos impróprios (°) 

0,0032 ± 0,0001
0,398 ± 0,008
0,357 ± 0,014

RMSD das estruturas depositadas (Å, resíduos 52-133) 
Átomos da cadeia principal 
Todos os átomos pesados 

0,47 ± 0,10
0,94 ± 0,09

Estatísticas do “Diagrama de Ramachandran” (%) 
Regiões mais favorecidas 
Regiões adicionalmente permitidas 
Regiões generosamente permitidas 
Regiões não permitidas1 

84,9
14,9
0,0
0,2

Número de RDCs (1DNH)2 
Fator-Q médio 

35
0,271 ± 0,019

1Resíduos K25 e A123 em uma estrutura e A27 em duas estruturas (todos em diferentes 
confôrmeros). K25 e A27 fazem parte do N-terminal desenovelado. 
2RDCs não foram utilizados para o cálculo da estrutura. 
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Figura 34. Sobreposição das 20 estruturas em solução com menor energia de 

Xac262224-139. (A) Traçado da cadeia principal de Xac262224-139. (B) Topologia e (C) 
representação em fitas do domínio enovelado (resíduos 51-134). Os N- e C-
terminais estão indicados. 
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Figura 35. Noes seqüenciais [NN(i,i+1); αN(i,i+1); βN(i;i+1)] e de média 

distância [NN(i,i+2); αN(i,i+2); αN(i,i+3); αβ(i,i+3); αN(i,i+4)] assinalados de 
Xac262224-139. Como um exemplo, αN(i,i+2) significa NOE entre o 1Hα do 
aminoácido i e do 1HN do i+2. A largura das linhas indica a intensidade do NOE, que 
por sua vez reflete relativamente a distância entre os átomos. Fitas-β possuem 
NOEs αN(i,i+1) bastante intensos, enquanto α-hélices possuem vários NOEs de 
média distância. A estrutura secundária baseada na estrutura em solução de 
Xac262224-139 está representada por fitas-β (azul) e α-hélices (verde). 
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                                          Número do resíduo 

Figura 36. Número de restrições de distância do tipo NOE em função da 
sequência de Xac262224-139. Branco: NOEs intraresiduais. Cinza claro: NOEs 
seqüenciais. Cinza escuro: NOEs de média distância. Preto: NOEs de longa 
distância. As regiões que apresentam mais NOEs correspondem aos elementos de 
estrutura secundária (α-hélices e fitas-β). 
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                                                         ϕ (°) 

Estatísticas do “Diagrama de Ramachandran” Número (%) 
Regiões mais favorecidas (vermelho) 1749 84,9 
Regiões adicionalmente permitidas (amarelo) 307 14,9 
Regiões generosamente permitidas (bege) 0 0,0 
Regiões não permitidas (branco) 4 0,2 
Total de resíduos, excluindo glicinas e prolinas 2060 100 
Resíduos terminais (excluindo glicinas e prolinas) 20  
Resíduos de glicina (representados como triângulos) 140  
Resíduos de prolina 180  
Total de resíduos 2400  
 
Figura 37. “Diagrama de Ramachandran” das 20 estruturas em solução 

depositadas de Xac262224-139, produzido pelo programa PROCHECK-NMR 
(Laskowski et al., 1996). Quadrados vermelhos: resíduos com combinação de 
ângulos ϕ e ψ em regiões não permitidas (resíduos K25 e A123 em uma estrutura e 
A27 em duas estruturas. K25 e A27 fazem parte do N-terminal desenovelado). 

ψ
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4.2.3. A oligomerização de Xac2622 

 

Uma observação recorrente durante o assinalamento de Xac262224-139 era de 

que as posições de vários picos mudavam em diferentes experimentos. Outra 

observação era de que os picos eram muito alargados e os espectros tinham baixa 

resolução para uma proteína de aproximadamente 13 kDa. Para tentar solucionar o 

problema da baixa resolução, os experimentos foram realizados em geral a 40 °C 

durante o processo de estudo dessa proteína por RMN. Maior temperatura aumenta 

o tombamento da molécula, aumentando o tempo de relaxação T2 e 

conseqüentemente possibilitando linhas mais estreitas (Rule e Hitchens, 2006). 

Uma possível explicação para essas observações é que Xac262224-139 auto-

interage com constante de dissociação na escala das concentrações utilizadas nos 

experimentos de RMN (10-5 - 10-3 M). Isso explicaria as mudanças de posição dos 

picos (pequenas diferenças de concentração foram utilizadas em diferentes 

experimentos) e a baixa resolução (proteínas maiores, como oligômeros, possuem 

tempo de relaxação T2 mais curto, pois tombam mais lentamente em solução). 

Para investigar essa intrigante hipótese, realizamos experimentos de 15N-

HSQC com diferentes concentrações de 15N-Xac262224-139 (Figura 38). Estes 

experimentos mostraram que ao se variar a concentração da proteína, várias 

correlações específicas sofrem uma marcante modificação do seu deslocamento 

químico (Figura 39). O mapeamento dos resíduos cujos sinais de 1H-15N mais 

alteram seu deslocamento químico na estrutura de Xac262224-139  mostra que a 

possível auto-interação envolve duas regiões, um trecho contínuo do N-terminal 

desenovelado (resíduos 42-49) e uma face do domínio globular (aminoácidos 63-65, 
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111-119 e principalmente o maior “loop” da proteína, composto pelos resíduos 85-

93) (Figura 40). 

A análise dos deslocamentos químicos compostos em função da seqüência 

de 15N-Xac262224-139 apresentada na Figura 39 foi realizada usando dados coletados 

para amostras com concentrações entre 7 μM e 100 μM, porque diversas 

correlações não são detectadas em concentrações maiores da proteína, e esses 

sinais são exatamente aqueles que fazem parte das duas interfaces de auto-

interação deste polipeptídeo. Estes fatos claramente apontam troca conformacional 

devido ao processo de auto-interação de Xac262224-139, tanto que o sinal do 1H-15N 

da leucina 89 nunca foi observado em experimentos 15N-HSQC (seu assinalamento 

foi realizado utilizando espectros 15N-NOESY-HSQC). 

Para compreender se essa auto-interação de Xac262224-139 envolve a 

formação de um dímero ou outra entidade com mais subunidades, foram realizados 

experimentos de ligação cruzada com glutaraldeído (Figura 41). O resultado obtido 

mostra que Xac262224-139 sofre um processo de oligomerização, podendo formar um 

complexo de alta massa com várias subunidades. O número de subunidades 

claramente depende da concentração da proteína. O controle negativo utilizado 

(reação na presença de glutaraldeído e SDS, poço 2) sugere que essa interação é 

dependente de algum tipo de conformação nativa, provavelmente o enovelamento 

do domínio globular. Experimentos preliminares de ultracentrifugação analítica, 

realizados em colaboração com o Dr. Avram Slovic, demonstraram que Xac262224-

139 sofre um processo de oligomerização com várias subunidades (dados não 

mostrados). 

O programa CYANA não assinalou alguns dos NOEs coletados em espectros 

NOESY. A análise destes NOEs não assinalados em relação a estrutura de 
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Xac262224-139 indicou que alguns deles são incompatíveis com a estrutura do 

monômero desta proteína, pois envolvem os 2 trechos implicados em 

oligomerização, parte do N-terminal desenovelado e uma região do domínio globular. 

Uma possível explicação para esses NOEs é que eles seriam intermoleculares 

(entre prótons presentes em duas moléculas diferentes de Xac262224-139) e não 

intramoleculares (entre prótons na mesma cadeia polipeptídica; Figura 42). 

Para se estudar a possibilidade de um oligômero do tipo cabeça-cauda (C-

terminal enovelado se liga ao N-terminal desenovelado) estão sendo realizados 

experimentos de “docking” entre estas duas regiões utilizando o programa 

HADDOCK, com os possíveis NOEs intermoleculares e os dados de deslocamento 

químico composto como restrições para os cálculos. Até o presente momento, 

obtivemos resultados que sugerem que o complexo cabeça-cauda é viável, pois as 

estruturas preliminares não possuem nenhum NOE entre prótons que estejam a 

mais de 7 Å de distância (um exemplo de um modelo obtido está representado na 

Figura 43). Contudo, o fato de haver NOEs entre prótons com mais de 6 Å de 

distância demonstra que as estruturas do “docking” ainda não representam a 

interface nativa, pois NOEs são tipicamente detectados entre prótons com até 6 Å de 

distância. 

O domínio enovelado de Xac2622 (aminoácidos 51-134) foi produzido 

marcado com 15N e purificado para a futura realização de ensaios de titulação com 

um peptídeo sintético correspondendo aos resíduos 38-52 de Xac2622, seguido de 

monitoramento por 15N-HSQC. Estes experimentos poderão confirmar se a hipótese 

do complexo do tipo cabeça-cauda é verdadeira. 
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Figura 38. Espectros 15N-HSQC com 15N-Xac262224-139 em diferentes 
concentrações. Azul claro: 850 μM; azul escuro: 600 μM; verde: 400 μM; amarelo: 
300 μM; laranja: 200 μM; rosa: 100 μM; vermelho: 50 μM; roxo: 25 μM; marrom: 13 
μM e preto: 7 μM. Alguns resíduos cujos deslocamentos químicos dos núcleos 1H-
15N sofrem grandes mudanças estão ressaltados. As setas representam diminuição 
da concentração de Xac262224-139. Experimentos realizados em espectrômetro 
Varian operando a 600 MHz e equipado com sonda criogênica. 
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Figura 39. Variação de deslocamento químico composto (Δδcomp = [(ΔδHN)2 
+ (0,15 x ΔδNH)2]1/2) dos 1H-15N da cadeia principal em função da seqüência de 
Xac262224-139, diluída de 100 μM para 7 μM e analisada por 15N-HSQC. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 40. Modelos de superfície de Xac262224-139, rodados sucessivamente 

90°, para mostrar os resíduos envolvidos com oligomerização. As cores (à direita) 
representam o deslocamento químico composto (Δδcomp) da diluição de 100 μM 
para 7 μM em experimentos 15N-HSQC. O sinal do 1H-15N da leucina 89 (L89, em 
rosa) nunca foi observado nesses experimentos. Prolinas (laranja) não são 
detectadas em experimentos 15N-HSQC. Um trecho do N-terminal desenovelado e 
uma região contínua do domínio enovelado participam da oligomerização. 
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Figura 41. Ligação cruzada com glutaraldeído de Xac262224-139. (1) 

Xac262224-139 a 720 μM, não incubada com glutaraldeído; (2) Xac262224-139 a 720 
μM, incubada com 0,01 % (v/v) glutaraldeído e 1 % (p/v) SDS por 20 minutos 
(controle negativo); (3) Xac262224-139 a 720 μM, incubada com 0,01 % (v/v) 
glutaraldeído; (4) Xac262224-139 a 240 μM, incubada com 0,01 % (v/v) glutaraldeído; 
(5) Xac262224-139 a 80 μM, incubada com 0,01 % (v/v) glutaraldeído; (6) Xac262224-

139 a 27 μM, incubada com 0,01 % (v/v) glutaraldeído. Apesar das reações terem 
sido realizadas com diferentes concentrações de proteína, as mesmas quantidades 
de Xac262224-139 foram aplicadas no gel de Tricina SDS-PAGE 16 %. Massa predita 
de um dímero de Xac262224-139: 26 kDa; trímero: 39 kDa; tetrâmero: 52 kDa e 
pentâmero: 65 kDa. MM: Marcador de massa molecular. 
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Figura 42. 13C-NOESY-HSQC de 15N/13C-Xac262224-139 a 400 μM. A análise 
deste experimento tridimensional possibilita a identificação de NOEs envolvendo 
prótons (eixo X de 1H) ligados a carbonos (terceira dimensão representada por 
diferentes planos de 13C) com outros prótons (eixo Y de 1H). As tiras mostram alguns 
NOEs 1H-1H (setas) entre as duas regiões que participam da oligomerização (trecho 
do N-terminal desenovelado e uma região contínua do domínio enovelado). Os 
NOEs apresentados possivelmente são intermoleculares. 
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Figura 43. Uma das soluções do “docking” envolvendo o domínio enovelado 

de Xac2622 (laranja, resíduos 51-134) e seu N-terminal desenovelado (azul; 
resíduos 24-50). Em verde, distâncias entre prótons envolvidos em possíveis NOEs 
intermoleculares. (B) é a interface de interação ampliada de (A). O N-terminal de 
Xac262224-50 está indicado. 

A) 

B) 

N-terminal 



 138

4.2.4. Estudos da interação Xac2622-VirB9 
 

A interação entre Xac2622 e VirB9 foi demonstrada por duplo-híbrido (Alegria 

et al., 2005). Para a comprovação desta interação, foram realizados ensaios de 

fluorescência envolvendo Xac2622His-24-139 e VirB934-255. Estes experimentos 

mostraram interação específica e com alta afinidade entre as proteínas (Kd de 

aproximadamente 4 x 10-8 M) (Figura 44). 

 

Figura 44. Interação Xac2622His-24-139-VirB934-255 estudada por fluorescência. 
Eixo das abscissas: concentração de Xac2622His-24-139 adicionada. Eixo das 
ordenadas: aumento da fluorescência arbitrária devido à interação (I/Io: Intensidade / 
Intensidade inicial). Pontos pretos: dados experimentais para a interação. Pontos 
brancos: curva teórica que melhor se aproxima dos dados obtidos, apresentando 
uma constante de dissociação (Kd) de aproximadamente 4 x 10-8 M. Observar o platô 
no eixo Y (parâmetro α: fluorescência máxima / fluorescência inicial), devido à 
saturação concentração-dependente da interação Xac2622His-24-139-VirB934-255. 
Xac2622His-24-139 possui 2 triptofanos (W34 e W71), enquanto VirB934-255 apresenta 1 
(W177). 

 

Para se identificar qual a região de interação a VirB9 em Xac2622, foram 

adquiridos espectros 15N-HSQC de 15N-Xac262224-139 na presença de excesso de 

14N-VirB934-255. Estes ensaios mostraram o desaparecimento de praticamente todos 

os picos observáveis, restando apenas alguns sinais bem intensos (Figura 45). O 
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desaparecimento das correlações deve-se a alargamento (o que diminui a 

intensidade), sugerindo a formação de um complexo de alta massa, devido à 

interação de Xac262224-139 com um potencial oligômero ou agregado de VirB934-255. 

Os picos que sobraram fazem parte de trechos flexíveis da cadeia de Xac262224-139, 

que parecem mover-se independentemente do restante do complexo. Esses trechos 

flexíveis são exatamente os extremos N- (resíduos M*-T24-K25) e C-terminais da 

molécula (aminoácidos S134-S135-G136-A137-K138-L139) (Figura 45). 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 45. 15N-HSQC a 25 °C de 15N-Xac262224-139 na ausência (preto) e 

presença de 14N-VirB934-255 (vermelho). M*: sinal do 1H-15N da metionina codificada 
pela extensão N-terminal que resta após clivagem da cauda de poli-histidina de 
Xac262224-139 (resíduo anterior a treonina 24 nesta construção). Note que somente 
sinais correspondendo aos extremos N- e C-terminais de Xac262224-139 são 
detectados após a adição de VirB934-255. 2 picos são detectados para os resíduos 
alanina 137 (A137) e lisina 138 (K138), enquanto os aminoácidos GSH, também da 
extensão N-terminal da cauda de poli-histidina e anteriores a M*, não são detectados 
em experimentos 15N-HSQC de 15N-Xac262224-139. 
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O desaparecimento da maior parte dos picos no complexo 15N-Xac262224-139-

14N-VirB934-255 impossibilita o estudo detalhado desta interação. Para contornar 

essas dificuldades, foram desenhados iniciadores para a clonagem de um fragmento 

de DNA que codifica o domínio C-terminal de VirB9 (aminoácidos 154-255). Este 

trecho foi escolhido porque Xac2622 pode ser um equivalente a VirB7 no T4SS de 

Xac (Alegria et al., 2005), e o C-terminal de VirB9 foi mostrado interagir com VirB7 

pelas proteínas correspondentes no plasmídeo pKM101 (resíduos 177-271 de TraO, 

equivalente à região 159-255 de VirB9 de Xac) (Bayliss et al., 2007) e em A. 

tumefaciens (resíduos 187-293, equivalente a 177-255 de Xac) (Ward et al., 2002). 

Além disso, VirB9 de Xac reconhece Xac2622 via sua metade C-terminal (a partir do 

aminoácido 130) (Alegria et al., 2005). O fato de VirB9 de Xac interagir a partir do 

resíduo 130 com Xac2622 por duplo-híbrido não significa que é fundamental que a 

proteína comece neste resíduo, e sim que os trechos anteriores não são necessários 

para a interação. 

Uma solução contendo 15N-Xac262224-139 foi titulada com a proteína 14N-

VirB9154-255 e espectros 15N-HSQC foram adquiridos após a adição de cada alíquota 

da segunda proteína. Com o aumento da concentração de 14N-VirB9154-255, 

gradualmente várias correlações 1H-15N correspondendo a resíduos do N-terminal de 

15N-Xac262224-139 desapareciam (aminoácidos 27-41), surgindo novos picos em 

outras regiões (Figura 46 e dados não mostrados). 

Para se compreender a que resíduos equivaliam estes novos picos, o 

assinalamento da cadeia principal de 15N/13C-Xac262224-139 em complexo com 14N-

VirB9154-255 foi realizado (Figura 46). O mapeamento dos resíduos cujos sinais de 1H-

15N mais alteram seu deslocamento químico na estrutura de Xac262224-139 mostra 
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que esta proteína reconhece VirB9 via uma região contínua do seu N-terminal 

desenovelado, correpondendo aos aminoácidos 27-41 (Figura 47). 

O padrão da estrutura secundária de Xac262224-139 em complexo com 

VirB9154-255 foi analisado pelo programa CSI, utilizando os deslocamentos químicos 

dos núcleos assinalados (Figura 48). O resultado obtido mostra que a estrutura 

secundária do domínio enovelado é essencialmente a mesma com Xac2622 sozinha 

e em complexo com VirB9154-255. Todos os elementos de estrutura secundária de 

Xac262224-139 foram identificados, com exceção de uma fita-β curta (resíduos 55-56) 

e da hélice 310 (aminoácidos 92-95). Contudo, estes 2 motivos provavelmente estão 

presentes mesmo no complexo, devido ao fato de que nenhuma freqüência 

correspondendo a núcleos presentes no domínio enovelado de Xac262224-139 teve 

alteração significativa na interação com VirB9154-255. 

Foram realizados ensaios para a coleta de acoplamentos dipolares residuais 

1DNH de 15N-Xac262224-139-14N-VirB9154-255. Os valores de RDCs do complexo são 

essencialmente os mesmos obtidos para 15N-Xac262224-139 sozinha, com exceção do 

trecho implicado na interação com VirB9154-255 (Figura 49). Os RDCs 1DNH de 

resíduos localizados em elementos de estrutura secundária coletados no complexo 

15N-Xac262224-139-14N-VirB9154-255 são compatíveis com as estruturas em solução de 

Xac262224-139, apresentando Fator-Q médio de 0,295 ± 0,018. 

Uma interessante observação é a de que VirB9154-255 não afeta a 

oligomerização de Xac262224-139, pois correlações que sofrem mudança de 

deslocamento químico decorrente da alteração da concentração de 15N-Xac262224-

139 continuam sofrendo esta variação mesmo na presença de 14N-VirB9154-255 (Figura 

50). Ou seja, o N-terminal desenovelado de Xac2622 é capaz de interagir 

simultaneamente com VirB9154-255 e com o domínio globular de Xac2622. 



 142

 

A) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 46. 15N-HSQC de 15N-Xac262224-139 sozinha (laranja) e em complexo 
com 14N-VirB9154-255 (verde). (A) Janela espectral completa. (B) Ampliação da região 
central indicada por um retângulo em (A). Setas indicam mudanças nas posições de 
picos decorrentes da interação de 15N-Xac262224-139 com 14N-VirB9154-255. 
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Figura 47. Mapeamento na estrutura de Xac262224-139 da sua interface de 

interação com VirB9154-255, derivado de experimentos 15N-HSQC. Está representado 
o deslocamento químico composto (Δδcomp) em função da sequência de Xac262224-

139. Esta proteína reconhece VirB9154-255 via uma região contínua do N-terminal 
desenovelado (aminoácidos 27-41). 

 

Sequência 

Δδcomp de 15N-Xac262224-139 ± 14N-VirB9154-255
Δδcomp = [(ΔδHN)2 + (0,15 x (ΔδNH)2)]1/2  
≥ 0,050: A27-D41 (Resíduo 28: P) 
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Figura 48. Predição dos elementos de estrutura secundária de Xac262224-139 
em complexo com VirB9154-255, utilizando deslocamentos químicos analisados pelo 
programa CSI (Wishart e Sykes, 1994). Foram usadas as freqüências de 1Hα, 1HN, 
13Cα, 13Cβ, 13CO e 15NH. Círculos vermelhos: núcleos com deslocamentos químicos 
compatíveis com α-hélices; círculos azuis: compatíveis com fitas-β; círculos cinzas: 
deslocamentos químicos não compatíveis com o esperado para elementos de 
estrutura secundária. Freqüências não assinaladas ou inexistentes para 
determinados resíduos (como 13Cβ para glicinas ou 1HN para prolinas) são 
representadas por linhas cinzas verticais. Abaixo, em cinza, está representada a 
estrutura secundária predita por esse programa. 

24

24.HA

24.HN

24.CA

24.CB

24.C

24.N

139

139.HA

139.HN

139.CA

139.CB

139.C

139.N

80

80.HA

80.HN

80.CA

80.CB

80.C

80.N

79

79.HA

79.HN

79.CA

79.CB

79.C

79.N

24

24.HA

24.HN

24.CA

24.CB

24.C

24.N

139

139.HA

139.HN

139.CA

139.CB

139.C

139.N

80

80.HA

80.HN

80.CA

80.CB

80.C

80.N

79

79.HA

79.HN

79.CA

79.CB

79.C

79.N



 145

 
                   40                 60                 80               100              120 
                                                   Resíduo 
 
Figura 49. Acoplamentos dipolares residuais 1DNH em função da seqüência 

de Xac262224-139. Azul: 15N-Xac262224-139 sozinha; vermelho: 15N-Xac262224-139 em 
complexo com VirB9154-255. A região N-terminal com grandes diferenças nos valores 
de RDCs equivale ao sítio de interação a VirB9154-255 em Xac262224-139. 
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Figura 50. A interação de Xac262224-139 com VirB9154-255 não afeta sua 

oligomerização. As mudanças de deslocamento químico típicas da diluição de 15N-
Xac262224-139 (a esquerda) ocorrem mesmo na presença de 14N-VirB9154-255 (a 
direita), como representado aqui para correlações selecionadas. Azul claro: 800 μM 
de Xac262224-139 ou 800 μM do complexo Xac262224-139-VirB9154-255; verde: 400 μM; 
laranja: 200 μM. Setas indicam diluição das proteínas. 

 

4.2.5. Medidas de relaxação de Xac262224-139 

 

Dados de relaxação 15N-T1, 15N-T2 e {1H}-15N NOE Heteronuclear (NOEHet) 

foram coletados para 15N-Xac262224-139 (800 μM e 100 μM) e 15N-Xac262224-139-14N-

VirB9154-255 (complexo a 400 μM) (Figura 51). A análise de NOEHet de 15N-

Xac262224-139 sozinha mostra que esta proteína possui uma região enovelada central 
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(valores próximos a 1) e uma longa região N-terminal e uma curta porção C-terminal 

não estruturadas (valores negativos ou próximos a 0). Isso confirma as predições de 

elementos de estrutura secundária baseadas em deslocamentos químicos e as 

informações da quantidade de NOEs 1H-1H presentes ao longo da seqüência de 

Xac262224-139 (Figuras 33 e 36). Dados de 15N-T2 a 800 μM também corroboram 

essas observações. Porém, o fato de parte do N-terminal não estruturado possuir 

NOEHet próximo a zero pode implicar alguma rigidez, e talvez conformações 

preferenciais ou tendência a enovelamento. 

Outras observações importantes são as de que 15N-T1 é mais longo e 15N-T2 

mais curto para o domínio enovelado de 15N-Xac262224-139 em maior concentração 

(800 μM) do que em menor concentração (100 μM). Isso sinaliza diminuição do 

tombamento molecular e, consequentemente, aumento da massa em função da 

concentração da proteína, corroborando a observação de que Xac262224-139 

oligomeriza com o aumento da sua concentração. 

Notar que não foram obtidos dados de relaxação para algumas regiões 

diretamente implicadas com oligomerização (exemplos: aminoácidos 43-48, 86, 89 e 

90), e que os resíduos que flanqueiam estas regiões possuem tendências de queda 

de 15N-T2 e aumento de 15N-T1. Estes fatos implicam troca conformacional das 

regiões de oligomerização, o que impossibilitou a coleta de medidas de relaxação 

confiáveis para esses trechos. 

O sítio de interação a VirB9154-255 em Xac262224-139 (resíduos 27-41) possui 

valores de NOEHet elevados (próximos a 1) e 15N-T2 reduzido quando em complexo 

com seu parceiro de interação, em comparação com os valores detectados para 

Xac262224-139 sozinha. Essas observações indicam maior rigidez (HetNOE) e 
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tombamento mais lento (15N-T2), decorrentes da formação de um complexo de maior 

massa envolvendo a região 27-41 de Xac262224-139 e VirB9154-255. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 51. Dados de relaxação {1H}-15N NOE heteronuclear (NOEHet), 15N-T1 
e 15N-T2 para 15N-Xac262224-139 a 800 μM (quadrados pretos), 15N-Xac262224-139 a 
100 μM (círculos vermelhos) e 15N-Xac262224-139 no complexo com 14N-VirB9154-255 a 
400 μM (triângulos azuis). 

 

4.2.6. Estrutura cristalográfica de Xac262251-134 

 

A proteína Xac262251-134 (aproximadamente 14 mg/mL) foi submetida a 

ensaios de cristalização. O surgimento de cristais foi observado após poucos dias 

em diversas condições contendo diferentes precipitantes, particularmente sais. A 

condição 5 do kit comercial Crystal Screen 2 (2 M (NH4)2SO4 e 5 % (v/v) isopropanol; 
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maiores e em menor quantidade por gota. Estes refinamentos possibilitaram o 

surgimento de placas com até 1 mm em sua maior dimensão (Figura 52). Os 

melhores cristais foram obtidos com a solução 1,4 M (NH4)2SO4 e 4% (v/v) 

isopropanol. 

Cristais de Xac262251-134 foram submetidos à difração de raios-X na linha 

W01B-MX2 do LNLS, e difrataram até uma resolução de 1,04 Å, pertencendo ao 

grupo espacial ortorrômbico C2221 (Tabela 11), com coeficiente de Matthews de 

1,78 Å3.Da-1 e conteúdo de solvente de 31,12 %. 

A estimativa inicial das fases cristalográficas de Xac262251-134 foi obtida por 

substituição molecular, utilizando como modelo de busca o mesmo fragmento 

(resíduos 51-134) da proteína Xac262224-139, resolvida por RMN (tópico 4.2.2). O 

refinamento está sendo realizado com os programas Coot (Emsley e Cowtan, 2004) 

e REFMAC5 (Murshudov et al., 1997; Vagin et al., 2004), e ainda não foi finalizado 

(Figura 53). Apesar disso, o modelo já apresenta excelente geometria e 

concordância com os dados experimentais (Tabela 12 e Figura 54). A estrutura 

preliminar possui uma molécula de proteína, 1 isopropanol e 117 moléculas de água 

por unidade assimétrica, com Rfactor de 0,121 e Rfree de 0,147. 

O modelo cristalográfico de Xac262251-134 é amplamente compatível com os 

dados de acoplamentos dipolares residuais 1DNH de resíduos localizados em 

elementos de estrutura secundária coletados de 15N-Xac262224-139 sozinha, 

apresentando Fator-Q de 0,181 (Tabela 12). Interessantemente, a estrutura 

resolvida por cristalografia e difração de raios-X possui maior concordância com os 

dados de RDCs do que os modelos obtidos por RMN em solução (Fator-Q de 0,271 

± 0,019; Tabela 10). 
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O modelo cristalográfico refinado possui todos os resíduos de Xac262251-134. 

Entretanto, os aminoácidos 51 e 134, que fazem parte das extremidades N-  e C-

terminais da proteína, não apresentam densidade clara para todos os seus átomos, 

apontando que estes resíduos equivalem ao limite do domínio enovelado. Além 

disso, o “loop” dos resíduos 122-125, que conecta as duas últimas fitas-β da 

proteína, também não apresenta densidade clara para todos os átomos. 

Comparação dos modelos resolvidos em solução e por cristalografia e 

difração de raios-X mostra que as estruturas são extremamente semelhantes, com 

pequenas diferenças observadas para “loops” e principalmente para as 

extremidades N- e C-terminais (Figura 55). O RMSD para os átomos da cadeia 

principal no trecho incluindo os resíduos 52-131 é de 1,09 Å. 

Similaridades topológica e estrutural do domínio enovelado de Xac2622 com 

proteínas de estrutura conhecida serão abordadas na discussão. 

 

 

 
Figura 52. Cristais de Xac262251-134. 
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Tabela 11. Estatísticas da coleta de dados cristalográficos de Xac262251-134. 
 

Coleta de dados 

Grupo espacial C2221 

Eixos a, b, c da célula unitária (Å) 27,76; 55,81; 83,10 

Resolução (Å) 30,00 – 1,04 (1,08 – 1,04)a 

Reflexões observadas 367270 

Reflexões únicas 30386 

Rmerge
b 0,068 (0,293)a 

〈I/σ(I)〉 34,8 (5,1)a 

Completeza (%) 96,3 (79,0)a 

Redundância 12,1 (8,9)a 

Ângulo de oscilação (°) 1 

Número de imagens 360 

Comprimento de onda (Å) 0,9537 

aNúmeros entre parênteses representam dados para a camada de maior resolução. bRmerge = 
Σhkl Σi |Ii(hkl) - 〈I(hkl)〉| / Σhkl ΣiIi(hkl). 
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Figura 53. Estrutura cristalográfica de Xac262251-134. (A) Mapas de densidade 

eletrônica 2Fo - Fc (1,5 σ, azul) e Fo - Fc (3,0 σ: verde e -3,0 σ: vermelho) de trecho 
selecionado da proteína, com o modelo da proteína ajustado aos mapas de 
densidade. (B) Modelo em fitas da estrutura cristalográfica preliminar de Xac262251-

134. Moléculas de água e uma molécula do co-solvente isopropanol estão 
representadas em azul. 

A) 

B) 
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Tabela 12. Refinamento cristalográfico e qualidade da estrutura cristalográfica 
de Xac262251-134. 

Estatísticas do refinamento 

Moléculas de proteína / UA 1 

Resíduos / UA 84 

Total de átomos diferentes de hidrogênios 784 

Átomos da proteína 663 

Moléculas de água 117 

Átomos de isopropanol 4 

Rfactor
a 0,121 

Rfree
a 0,147 

“Figure of merit” (REFMAC5) 0,934 

Fator-B médio (Å2) 10,78 

RMSD da geometria ideal  

Comprimentos de ligação (Å) 0,0254 

Ângulos de ligação (°) 2,333 

Estatísticas do “Diagrama de Ramachandran” (%)  

Regiões mais favorecidas 96,3 

Regiões adicionalmente permitidas 3,7 

Regiões generosamente permitidas 0,0 

Regiões não permitidas 0,0 

Número de RDCs (1DNH) 35 

Fator-Q médio 0,181 
aRfactor = Σ|Fobs – Fcalc|/ΣFobs. Rfree é calculado da mesma forma que Rfactor, porém utilizando 5 

% dos dados escolhidos randomicamente e não incluídos no refinamento. UA: unidade assimétrica. 
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Figura 54. “Diagrama de Ramachandran” do modelo cristalográfico de 

Xac262251-134, produzido pelo programa RAMPAGE (Lovell et al., 2003). Símbolos 
pretos: resíduos com combinação de ângulos ϕ e ψ em regiões mais favorecidas 
(96,3 %); quadrados laranjas: ϕ e ψ em regiões adicionalmente permitidas (3,7 %). 
Nenhum resíduo possui ângulos ϕ e ψ em regiões generosamente permitidas ou 
regiões não permitidas. 
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Figura 55. Sobreposição dos modelos estruturais do domínio enovelado de 

Xac2622 (resíduos 51-134), resolvidos por cristalografia e difração de raios-X e por 
RMN em solução (estrutura depositada de menor energia). Os 2 modelos 
apresentam RMSD para os átomos da cadeia principal (resíduos 52-131) de 1,09 Å. 

 
4.2.7. Nocaute do gene xac2622 e experimentos in planta 

 

Nocaute de xac2622 em Xac foi obtido por recombinação homóloga de uma 

construção contendo as regiões que flanqueiam o gene de interesse; contudo, sem 

possuir as seqüências que codificam a proteína Xac2622. A virulência desta 

linhagem foi comparada com a apresentada pela cepa selvagem de Xac por meio de 

inoculações em folhas de laranja pêra (Figura 56A). O resultado obtido sugere que 

xac2622 não é essencial para virulência de Xac na infecção de laranja pêra, pois os 

fenótipos de infecção (encharcamento, hiperplasia e necrose) são indistinguíveis 

quando comparados à linhagem selvagem. Curvas de crescimento das cepas 

selvagem e Δxac2622 em folhas de laranja pêra mostraram, com exceção do último 
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tempo coletado (10 dias), que ambas as linhagens são capazas de crescer com a 

mesma eficiência in planta (Figura 56B). 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 56. Nocaute do gene xac2622 de Xanthomonas axonopodis pv. citri e 
comparação do seu fenótipo de infecção com a cepa selvagem. (A) Infecções 
causadas em uma folha de laranja pêra pelas linhagens selvagem (duas injeções 
acima) e Δxac2622 (duas injeções abaixo), após 10 dias de inoculação. (B) Curvas 
de crescimento das cepas selvagem e Δxac2622 de Xac em folhas de laranja pêra. 
CFU: unidades formadoras de colônia. 
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4.2.8. Estudo de RMN de VirB9154-255 

 

VirB9154-255 foi produzida marcada com 15N, para se avaliar a possibilidade de 

caracterização estrutural desta proteína por RMN. Espectros 15N-HSQC mostram 

que 15N-VirB9154-255 apresenta correlações extremamente largas e sobrepostas 

(Figura 57A; vermelho), não compatíveis para um domínio pequeno (106 resíduos) e 

enovelado. Porém, após a adição de 14N-Xac262224-139, o espectro resultante passa 

a ter linhas estreitas e bem resolvidas, demonstrando que VirB9154-255 sofre uma 

marcante mudança conformacional induzida por Xac262224-139 (Figura 57A em verde 

e Figura 57B). 

Com isso, VirB9154-255 passa a ser um excelente alvo para caracterização 

estrutural por RMN. Entretanto, isso somente será verdade em complexo com 

Xac2622, que sofre um processo de oligomerização que provavelmente dificultará o 

assinalamento e a determinação da estrutura em solução de VirB9154-255. Como a 

primeira proteína reconhece a segunda apenas por um trecho contínuo e 

desenovelado da sua cadeia polipeptídica (resíduos 27-41), seria mais simples se 

utilizar apenas o fragmento de interação para tentar mimetizar o efeito causado em 

VirB9154-255 por Xac2622. 

Por isso, a proteína 15N/13C-VirB9154-255 foi produzida e purificada, e serão 

realizados experimentos de RMN 2D e 3D na presença de um peptídeo sintético 

correspondendo aos resíduos 24-46 de Xac2622. Isso possibilitará a resolução da 

estrutura em solução de VirB9154-255 em complexo com o N-terminal de Xac2622. 
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Figura 57. VirB9154-255 sofre marcante mudança conformacional na presença de 
Xac262224-139. (A) 15N-HSQC de 15N-VirB9154-255 sozinha (vermelho) e na presença 
de 14N-Xac262224-139 (verde) a 30 °C. (B) 15N-VirB9154-255 em complexo com 14N-
Xac262224-139 a 40 °C. 
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4.2.9. Cristalização de VirB9154-255 

 

Testes de cristalização foram realizados com as proteínas VirB9His-154-255 e 

VirB9154-255. Diversas condições de cristalização foram obtidas após 

aproximadamente 15 dias para as duas construções, particularmente com o 

precipitante Polietileno Glicol 3350 (PEG3350). A maioria das condições leva ao 

surgimento de aglomerados de agulhas finas, não úteis para difração. Os melhores 

cristais foram obtidos para VirB9His-154-255 a partir do refinamento da condição 84 do 

kit Index 2 (0,2 M MgCl2; 0,1 M Hepes pH 7,5; 25 % (p/v) PEG3350; Hampton 

Research). Porém, mesmo os melhores cristais obtidos até o momento são placas 

bidimensionais finas (Figura 58), que difrataram até uma resolução máxima de 4 Å e 

de forma anisotrópica (dados não mostrados). Não foi possível se determinar o 

grupo espacial e as características da célula unitária desses cristais. Novos 

refinamentos serão necessários para a obtenção de cristais com melhor qualidade, 

que possibilitem a determinação estrutural em alta resolução de VirB9154-255. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 58. Cristais de VirB9His-154-255. 
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4.3. Caracterização e interações das proteínas Xac2609, Xac2610 e VirD4 

 

4.3.1. Análise da interação entre as proteínas Xac2609-Xac2610 

 

As proteínas Xac2609 e Xac2610 são potenciais substratos do T4SS de Xac 

e foram demonstradas interagir por duplo-híbrido (Alegria, 2004). O mesmo estudo 

demonstrou que Xac2609 e Xac2610 interagem com VirD4 e VirB11, 

respectivamente. A Figura 59 apresenta o gel de SDS-PAGE da avaliação da 

interação de Xac26091-431 e Xac2610His-22-267 utilizando a técnica de “pulldown”. Estes 

ensaios mostraram que Xac26091-431 e proteínas do extrato de E. coli não são 

capazes de se ligar à resina de sepharose-Ni2+ na ausência de Xac2610His-22-267 

(poço 1), e que esta última não interage com as proteínas do extrato de E. coli (poço 

5). Este extrato também não interfere com a ligação de Xac26091-431-Xac2610His-22-

267, sugerindo ser uma interação específica (poço 3). Logo, esses ensaios 

demonstraram a interação entre as proteínas Xac2609 e Xac2610, confirmando os 

resultados anteriores de duplo-híbrido (Alegria et al., 2005). 

Ensaios de fluorescência foram utilizados para se determinar a afinidade da 

interação Xac26091-431-Xac2610His-22-267 (Figura 60). O resultado deste experimento 

mostrou que a interação apresenta afinidade muito alta, em escala de nano a 

picomolar (Kd < 10-9 M). Porém, não é possível se obter uma constante de 

dissociação por fluorescência do complexo Xac26091-431-Xac2610His-22-267 com 

precisão, pois o erro (2,5 x 10-9 M) é maior que o Kd observado (3,6 x 10-10 M). Isso 

ocorre devido ao limite de sensibilidade da técnica, que necessita concentrações 

protéicas na faixa de 10-6 M, e por isso não permite se determinar com precisão 

constantes de afinidade muito menores que as concentrações de uso. 
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Figura 59. Ensaios de “pulldown” para a interação Xac26091-431-Xac2610His-22-

267. SDS-PAGE 18 % de amostras ligadas à resina contendo Ni+2 na presença de 50 
mM de imidazol e eluídas com 500 mM de imidazol. As seguintes amostras foram 
adicionadas à resina na presença de 5 mM de imidazol: 1) 10 μM de 26091-431 e a 
fração solúvel do lisado de 10 mL de cultura (A600 = 0,8) de E. coli BL21(DE3); 2) 
100 μM de 2610His-22-267; 3) 100 μM de 2610His-22-267, 10 μM de 26091-431 e o lisado de 
E. coli; 4) 100 μM de 2610His-22-267 e 10 μM de 26091-431; 5) 100 μM de 2610His-22-267 e 
o lisado de E. coli. MM: Marcador de massa molecular (Sigma M 3913). 

 

 
Figura 60. Interação Xac26091-431-Xac2610His-22-267 por fluorescência. Eixo 

das abscissas: concentração de Xac2610His-22-267 adicionada. Eixo das ordenadas: 
aumento da fluorescência arbitrária devido à interação (I/Io: Intensidade / 
Intensidade inicial). Pontos pretos: dados experimentais para a interação. Pontos 
brancos: curva teórica que melhor se aproxima dos dados obtidos, apresentando 
uma constante de dissociação (Kd) de aproximadamente 4 x 10-10 M. Observar o 
platô no eixo Y (parâmetro α: fluorescência máxima / fluorescência inicial), devido à 
saturação concentração-dependente da interação Xac26091-431-Xac2610His-22-267. 
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Proteólise limitada permite a clivagem de regiões da cadeia polipeptídica que 

são expostos ou mal enovelados, ao mesmo tempo preservando domínios ou 

fragmentos bem enovelados e não expostos (Fontana et al., 2004). Estudos de 

proteólise limitada indicam estabilização de fragmentos proteolíticos específicos 

quando Xac26091-431 e Xac2610His-22-267 estão juntas. Foram utilizadas as enzimas 

tripsina, quimotripsina e proteinase K. Observamos evidência de proteção da 

degradação usando as duas primeiras proteases (Figura 61). 

 
A)      MM   1A   2A   3A   4A    5A    6A   7A   1B    2B    3B   4B    5B   6B   7B 

 

B)      MM  1A   2A   3A    4A    5A    6A   7A   1B    2B    3B    4B    5B   6B   7B 

 

Figura 61. SDS-PAGE 18 % das amostras de Xac26091-431 e Xac2610His-22-267 
que sofreram proteólise limitada. Gel (A), proteólise com a enzima quimotripsina e 
gel (B), digestão com tripsina. MM: Marcador de massa molecular; 1-7: digestão por 
0, 5, 10, 20, 40, 60 e 80 minutos, respectivamente. Poços 1A-7A: digestões 
separadas de Xac26091-431 e Xac2610His-22-267, que foram misturadas somente no 
momento da aplicação no gel. Poços 1B-7B: digestão de uma mistura equimolar de 
Xac26091-431 e Xac2610His-22-267. Observar o aparecimento ou a maior estabilidade 
de fragmentos proteolíticas específicos quando as duas proteínas de Xac são 
digeridas juntas (poços B), particularmente em períodos mais longos de reação. A 
banda de aproximadamente 47 kDa nos poços 1 corresponde a Xac26091-431 e a 
banda de aproximadamente 29 kDa corresponde a Xac2610His-22-267. 
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Também foram feitos experimentos de desnaturação térmica monitorados por 

dicroísmo circular, mostrando que Xac26091-431 apresenta-se praticamente 

desenovelada a 50 ºC, enquanto Xac2610His-22-267 começa a desnaturar a partir 

desta temperatura (Figura 62A). Portanto, mudanças de sinal até 50 ºC em 

experimentos de desnaturação (20-70 °C) destas proteínas ocorrem principalmente 

devido à perda de estrutura secundária de Xac26091-431. No complexo Xac26091-431-

Xac2610His-22-267, diferente do que ocorre com os polipeptídeos isolados, a primeira 

proteína não sofre desnaturação completa até 50 ºC (diferença entre as curvas rosa 

e azul escuro na Figura 62B). Em relação a renaturação (70-20 °C), Xac26091-431 

sozinha é capaz de readquirir praticamente toda sua estrutura secundária, enquanto 

Xac2610His-22-267 não reenovela de forma eficiente (Figura 62A). Contudo, ocorre 

reenovelamento completo destas proteínas no complexo (Figura 62B). Logo, a 

presença de Xac26091-431 favorece o reenovelamento de Xac2610His-22-267, ou então 

evita a sua desnaturação. Portanto, ambas as proteínas se tornam muito mais 

estáveis em complexo e o reenovelamento ocorre de forma mais eficiente quando 

elas estão juntas, em relação a quando estão separadas. Ensaios de desnaturação 

térmica monitorados por fluorescência resultaram em essencialmente as mesmas 

conclusões (dados não mostrados). 
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Desnaturação térmica Xac2609-Xac2610His-22-267
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Figura 62. Desnaturações térmicas de Xac26091-431, Xac2610His-22-267 (A) e do 
complexo das duas proteínas (B), analisadas por dicroísmo circular a 222 nm. Foram 
feitos ensaios de desenovelamento (20-70 ºC), seguidos de experimentos de 
reenovelamento (70-20 ºC). (A) Desnaturação térmica das proteínas isoladas. 
Xac26091-431 é capaz de se reenovelar e recuperar praticamente toda estrutura 
secundária nativa. Xac2610His-22-267 não é capaz de se reenovelar completamente. 
Apesar de estarem na mesma concentração (10 μM), a diferença de sinal das 
proteínas é devido a maior elipsidade molar residual a 222 nm e o maior número de 
resíduos de Xac26091-431. (B) Desnaturação térmica do complexo Xac26091-431-
Xac2610His-22-267 determinada experimentalmente (observado) e soma dos resultados 
dos experimentos realizados com as proteínas isoladas (teórico). 
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4.3.2. Interações de Xac2609 e Xac2610 com outros componentes do T4SS 
 

Foram realizados experimentos de “overlay” para se identificar interações 

proteína-proteína entre componentes do T4SS de Xac utilizando proteínas 

purificadas ou não purificadas (proteínas insolúveis são obtidas relativamente puras 

a partir dos corpos de inclusão, como nos casos de VirB11His-1-346 e Xac261352-275; 

dados não mostrados). Um fragmento da proteína RpfCHis (cedida gentilmente pela 

doutoranda Cristiane R. Guzzo) foi utilizado como controle negativo (Xac1878, 

proteína envolvida com a via de “Quorum-sensing”; esta construção possui uma 

cauda de poli-histidina N-terminal). As proteínas incubadas e que são reconhecidas 

pelo anticorpo primário também foram transferidas para as membranas, servindo de 

controle positivo (Figura 63). 

Foram realizados experimentos incubando a membrana de nitrocelulose com 

Xac2610His-22-267 (Figura 63A), VirB934-255 (Figura 63B) e Xac26091-431 (dados não 

mostrados). Foram confirmadas interações proteína-proteína previamente 

detectadas usando outras técnicas (como a interação Xac26091-431-Xac2610His-22-267, 

tópico 4.3.1), interações detectadas usando a técnica de duplo-híbrido (Xac26091-431-

VirD4His-83-557, Xac2610His-22-267-VirB11His-1-346 (Alegria et al., 2005) e Xac2610His-22-267-

VirB934-255 (Docena, 2006)) e uma interação não descrita para o T4SS de Xac 

(interação VirB934-255-VirB11His-1-346), porém conhecida por estudos de duplo-híbrido 

para outros T4SS (Malek et al., 2004; Ward et al., 2002). 
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A)    Incubação com 2610   Sem incubação com 2610 

      1   2   3   4   5   6   7   1   2   3   4   5   6   7 

 

B)      Incubação com VirB9   Sem incubação com VirB9 

       1   2    3   4    5   6    7   1   2   3   4   5   6   7 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 63. Exemplos de ensaios de “overlay” para a análise de interações 
proteína-proteína envolvendo componentes do T4SS cromossomal de Xac. (A) SDS-
PAGE foi realizado com as proteínas indicadas de 1-7. Após a transferência para a 
membrana de nitrocelulose, somente a metade esquerda da membrana foi incubada 
com Xac2610His-22-267. Em seguida, a membrana foi incubada sucessivamente com 
anticorpo anti-Xac2610His-22-267 e com conjugado-peroxidase, e finalmente revelada. 
Observar que ocorreu detecção de Xac2610His-22-267 nos 2 lados da membrana 
(controle positivo), e também de VirB934-255 e VirB11His-1-346, porém somente quando 
houve a incubação com Xac2610His-22-267 (interações específicas, indicadas pelas 
setas). (B) Mesmo experimento que o anterior, porém com incubação de metade da 
membrana com VirB934-255 e detecção com anticorpo anti-VirB934-255. Note a 
interação VirB934-255-VirB11His-1-346. 
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4.3.3. O domínio Xac2609311-431 é majoritariamente desenovelado e enovela com 

variações das condições do meio 

 

Como indicado no tópico 4.1.4.2, Xac2609311-431 apresenta um perfil 

predominantemente desenovelado por CD em pH 7,0 e com baixa força iônica. Para 

a compreensão se este domínio C-terminal de Xac2609, e provavelmente de 

interação a VirD4, é desenovelado em solução em qualquer condição, foram 

realizados estudos de CD, RMN e proteólise limitada, variando-se as condições do 

meio. 

A análise por CD mostra que Xac2609311-431 sofre mudança conformacional 

dependente de pH e concentração salina (Figura 64). A alteração do padrão de 

estrutura secundária induzida pela variação de pH é pequena, porém a observada 

pela alteração da força iônica é relativamente grande. Xac2609311-431 apresenta-se 

mais estruturada em pH e força iônica maiores. Esta proteína também sofre 

enovelamento na presença de 2,2,2-trifluoroetanol (TFE), um potente indutor de 

estrutura secundária, particularmente α-hélice (Main e Jackson, 1999; Roccatano et 

al., 2002; Xu e Keiderling, 2005). 
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Figura 64. Mudança do padrão de estrutura secundária de Xac2609311-431 
dependente das condições do meio. Em (A), variou-se a concentração de sal 
(Na2SO4), em (B), o pH e em (C), a concentração de TFE (pH 7,0, sem sal). 
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15N-Xac2609311-431 foi produzida e purificada para estudos de RMN (tópicos 

4.1.1 e 4.1.2). Foram coletados espectros 15N-HSQC na ausência e presença de 580 

mM de NaCl, para se avaliar a influência da força iônica sobre o enovelamento. 

Esses ensaios mostraram, assim como nos experimentos de CD, que Xac2609311-431 

é majoritariamente desenovelada sem sal (pobre dispersão das freqüências nas 

dimensões de 1H e 15N) e sofre enovelamento dependente da força iônica do meio 

(aumento da dispersão das correlações no eixo de 1H, que é um indício de 

enovelamento da proteína (Rehm et al., 2002; Yao et al., 1997); Figura 65). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 65. Espectros 15N-HSQC de Xac2609311-431 na ausência (vermelho) e 
presença (preto) de 580 mM de NaCl. 
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Foram realizados ensaios de proteólise limitada com Xac2609311-431, utilizando 

as proteases tripsina, α-quimotripsina e proteinase K, na ausência e presença de sal 

(250 mM Na2SO4, força iônica [μ] = 0,75). Proteases possuem diferentes atividades 

em função da força iônica, e no caso da α-quimotripsina, esta enzima possui 

atividade aumentada quanto maior a concentração dos sais NaCl (μ ≤ 1) e Na2SO4 

(Castaneda-Agullo et al., 1961). Os resultados observados apontam que Xac2609311-

431 é mais resistente à clivagem realizada por α-quimotripsina na presença de sal, 

mesmo que a clivagem ocorra em uma condição em que esta enzima possui maior 

atividade (Figura 66). 

 

 MM   1A   2A   3A   4A   5A   6A  7A   1B   2B    3B    4B    5B   6B   7B 

 

Figura 66. Análise em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 18%) da proteólise 
limitada com α-quimotripsina de Xac2609311-431 (13,4 kDa). MM: Marcador de massa 
molecular; 1-7: digestões por 0, 2, 5, 10, 20, 40 e 80 minutos, respectivamente. 
Poços 1A-7A: sem sal; 1B-7B: com 250 mM de Na2SO4. 

 

4.3.4. Estudos cristalográficos de Xac2610 

 

Testes de cristalização da proteína Xac2610His-22-267 foram realizados, não 

ocorrendo o surgimento de cristais protéicos. Porém, observou-se por SDS-PAGE 

que Xac2610His-22-267 sofria degradação recorrente em poucos dias, após a maioria 

das purificações desta proteína. Com o intuito de se detectar um fragmento ou 
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domínio estável de Xac2610His-22-267, este polipeptídeo foi incubado a temperatura 

ambiente, e alíquotas foram removidas em intervalos regulares. Após 

aproximadamente 15 dias, observou-se por SDS-PAGE o surgimento de um 

fragmento único e estável (dados não mostrados). 

O fragmento estável de Xac2610 foi submetido a testes de cristalização, 

ocorrendo o surgimento de aglomerados em forma de agulhas finas na condição 12 

do kit Crystal Screen 2 (0,1 M CdCl2, 0,1 M acetato de sódio pH 4,6 e 30 % (p/v) 

PEG400; Hampton Research) (Figura 67). Esses cristais não são adequados para 

difração, porém servem de ponto de partida para novos refinamentos. Tentativas de 

se obter esse fragmento estável foram realizadas com diferentes purificações de 

Xac2610His-22-267, porém devido a não homogeneidade e pequena quantidade obtida, 

decidimos identificar e clonar o fragmento cristalizável de Xac2610. 

Espectrometria de massa MALDI-ToF foi utilizada para caracterização da 

massa e sequenciamento N-terminal por degradação de Edman para identificação 

do início do fragmento estável. Espectrometria de massa MALDI-ToF indicou que 

esse fragmento apresenta massa de 23174 Da (Figura 68), enquanto degradação de 

Edman mostrou que se inicia no resíduo K56 de Xac2610His-22-267 (o sequenciamento 

identificou com precisão um trecho de 10 resíduos consecutivos de Xac2610, 56 

KDLKMPSTAN 65; dados não mostrados). A combinação das duas informações 

sugere que o fragmento estável equivale aos aminoácidos 55-267 (massa predita de 

23163 Da) ou 56-267 de Xac2610His-22-267 (massa predita de 23035 Da). 
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Figura 67. Cristais do produto proteolítico de Xac2610His-22-267. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 68. Espectrometria de massa MALDI-ToF do produto proteolítico de 
Xac2622His-22-267. 
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O fragmento gênico que codifica os resíduos 55-267 de Xac2610 foi clonado 

no vetor pET11a (Tabela 3) e expresso em E. coli, e a proteína produzida 

Xac261055-267 foi purificada (tópico 4.1.2) e submetida a ensaios de cristalização. 

Cristais foram observados em diversas condições contendo o precipitante PEG3350 

e pH ácido, e aqueles que apresentavam maiores dimensões foram obtidos na 

condição 66 do kit Index 2 (0,1 M Bis-Tris-HCl pH 5,5, 0,2 M (NH4)2SO4 e 25 % (p/v) 

PEG3350; Hampton Research) (Figura 69). Estes cristais foram submetidos à 

difração de raios-X no ânodo rotatório Rigaku MicroMax-007HF do IQ/USP, e 

difrataram até uma resolução de 2,0 Å (Figura 70 e Tabela13), pertencendo ao 

grupo espacial monoclínico C2, com coeficiente de Matthews de 2,8 Å3.Da-1, 

conteúdo de solvente de 56,17 % e uma molécula de proteína por unidade 

assimétrica. 

 

Figura 69. Cristais de Xac261055-267. Uma unidade na régua mostrada 
equivale a aproximadamente 8 μm; portanto, o maior cristal apresentado possui 
dimensão de aproximadamente 320 μm em seu maior eixo. 
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Figura 70. Uma imagem da difração de um cristal de Xac261055-267. 
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Tabela 13. Coleta de dados cristalográficos de Xac261055-267. 

Coleta de dados 

Grupo espacial C2 

Eixos a, b, c da célula unitária (Å) 160,46; 37,70; 43,25 

Ângulo β (°) 92,61 

Resolução (Å) 38,78 – 2,00 (2,07 – 2,00)a 

Reflexões observadas 63263 

Reflexões únicas 16929 

Rmerge
b 0,065 (0,497)a 

〈I/σ(I)〉 8,8 (2,1)a 

Completeza (%) 95,1 (89,9)a 

Redundância 3,7 (3,7)a 

Ângulo de oscilação (°) 1 

Número de imagens 180 

Comprimento de onda (Å) 1,5419 

aNúmeros entre parênteses representam dados para a camada de maior resolução. bRmerge = 
Σhkl Σi |Ii(hkl) - 〈I(hkl)〉| / Σhkl ΣiIi(hkl). 

 

4.3.5. Cristalização de VirD4His-83-557 

 

A proteína VirD4His-83-557 foi submetida a ensaios de cristalização. O 

surgimento de cristais foi observado após 15 dias na condição 35 do kit comercial 

Crystal Screen 2 (0,1 M Hepes pH 7,5 e 70 % (v/v) MPD; Hampton Research). 

Refinamento desta observação inicial possibilitou o surgimento de cristais em forma 

de agulha e de placas hexagonais (Figura 71). Entretanto, até o presente momento 

os cristais obtidos são extremamente diminutos e difrataram até uma resolução 

máxima de 15 Å (dados não mostrados). Novos refinamentos serão necessários 
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para a obtenção de cristais maiores que possibilitem determinar a estrutura em alta 

resolução desta importante proteína. 

 

 

Figura 71. Cristais de VirD4His-83-557. Uma unidade na régua mostrada 
equivale a aproximadamente 8 μm. Notar placas hexagonais à direita. 
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5. DISCUSSÃO 

 

5.1. Xac2622 corresponde a VirB7 do T4SS de Xanthomonas 

 

Uma das questões centrais deste trabalho é se a proteína hipotética Xac2622 

corresponde a VirB7 do T4SS codificado pelo cromossomo de Xac, visto que esta 

bactéria não possui nenhum polipeptídeo com similaridade de seqüência significativa 

com VirB7 (Da Silva et al., 2002). Já era sabido que o gene xac2622 se localiza no 

lócus onde se esperaria encontrar virb7, além de Xac2622 interagir com o parceiro 

padrão de VirB7, a proteína VirB9 (Alegria et al., 2005). Os dados estruturais e de 

interações proteína-proteína argumentam fortemente em favor da hipótese de que 

Xac2622 realiza a função de VirB7. 

Xac2622 possui a seguinte organização no seu extremo N-terminal: peptídeo 

sinal (resíduos 1-18), seguido de um sinal de ligação a lipídeos (19-22) e da região 

de interação com VirB9 (27-41) (Figura 72). Esses elementos são exatamente os 

que definem uma proteína VirB7: aparentemente a função central deste peptídeo é 

localizar corretamente o complexo composto por VirB7-VirB9-VirB10 na membrana 

externa bacteriana (Fronzes et al., 2009a; Fronzes et al., 2009b). Para realizar esta 

função, VirB7 apenas necessita, ao longo dos seus tipicamente 50 resíduos pouco 

conservados, dos sinais para sua localização na membrana externa e de um trecho 

de interação a VirB9. Logo, Xac2622 possui todos os elementos de uma VirB7 

completa, porém é maior (139 resíduos) e com algumas regiões extras, em especial 

um domínio enovelado. O equivalente a VirB7 de H. pylori, denominado HP0532, 

também é uma lipoproteína sem similaridade de seqüência com VirB7, sendo 

significantemente maior (280 resíduos) do que uma VirB7 típica (Akopyants et al., 

1998; Alvarez-Martinez e Christie, 2009). 
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É importante ressaltar que, assim como em outros complexos VirB7-VirB9, 

onde a última proteína utiliza o domínio C-terminal para esta interação 

(aproximadamente 100 resíduos) (Bayliss et al., 2007; Ward et al., 2002), VirB9 de 

Xac reconhece Xac2622 via seu domínio C-terminal (resíduos 154-255; últimos 102 

aminoácidos). 

Portanto, Xac2622 possui todos os elementos necessários para realizar a 

função de VirB7, interagindo com a mesma região que esta proteína reconheceria 

em VirB9. Porém, como não existe qualquer similaridade de seqüência entre 

Xac2622 e VirB7, confirmação clara de que ambas são homólogas (possuem 

ancestral comum) e não que Xac2622 é simplesmente um correspondente ou 

equivalente funcional a VirB7, somente virá com a determinação da estrutura do 

complexo Xac2622-VirB9. Para atingir este objetivo, serão realizados experimentos 

de RMN envolvendo 15N/13C-VirB9154-255 e um peptídeo sintético obtido 

comercialmente equivalendo a Xac262224-46. 

 
 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 72. Organização da proteína Xac2622. Uma VirB7 típica possui 

somente os 3 primeiros elementos do N-terminal de Xac2622. 
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5.2. A oligomerização de Xac2622 

 

Além das regiões que definem VirB7, Xac2622 possui trechos implicados em 

oligomerização, que são a região posterior ao local de interação a VirB9 

(aminoácidos 42-49) e uma das faces do domínio globular (principalmente o “loop” 

dos resíduos 85-93; Figura 72). A oligomerização da VirB7 de Xanthomonas não é a 

primeira descrição de interação homotrópica para esta proteína, pois foi 

demonstrado previamente que VirB7 de A. tumefaciens dimeriza (Sagulenko et al., 

2001b; Spudich et al., 1996). 

Xac262224-139 forma um dímero ou um oligômero de mais alta massa com 

baixa afinidade (Kd na escala de centenas de μM), pois o que se observa é que os 

picos lentamente mudam de posição no espectro ao se variar a concentração (na 

faixa de aproximadamente 7-800 μM nesses estudos; Figura 38). Pequenas 

mudanças desse tipo implicam uma interação em troca química rápida, 

características de interações de baixa afinidade (Rule e Hitchens, 2006). 

A oligomerização de Xac2622 provavelmente envolve a interação direta entre 

o N-terminal desenovelado e o domínio globular, devido a detecção de NOEs 

intermoleculares entre estas regiões. A hipótese do complexo cabeça-cauda poderá 

ser confirmada por ensaios 15N-HSQC envolvendo 15N-Xac262251-134 (domínio 

globular) e 14N-Xac262238-52 (engloba os resíduos da região de oligomerização). 

Quanto ao número de moléculas envolvidas com a oligomerização, os dados 

obtidos de ligação cruzada com glutaraldeído e ultracentrifugação analítica apontam 

que ocorre a formação de um complexo com várias subunidades. Além disso, como 

VirB7 faz parte de um complexo tetradecamérico (Chandran et al., 2009), é natural 

se imaginar que Xac2622 possa formar anéis com 14 subunidades. Entretanto, não 
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podemos descartar a possibilidade que Xac2622 forme apenas dímeros. Estão 

sendo realizados novos experimentos de “docking”, utilizando duas moléculas 

completas de Xac262224-139, e os resultados obtidos, além de mostrarem a natureza 

da interface de oligomerização, poderão evidenciar se é possível obter um complexo 

dimérico, ou se necessariamente ocorrerá a formação de um oligômero com maior 

número de subunidades. 

O fato do equivalente a VirB7 de Xac oligomerizar com baixa afinidade não 

implica que essa interação não possa ocorrer in vivo. Em primeiro lugar, proteínas 

da família VirB7 são ancoradas a membrana externa (Fernandez et al., 1996a), o 

que faz com que se difundam em um espaço 2D, ao invés de 3D. Em segundo, foi 

mostrado que o T4SS se localiza em um dos pólos de determinadas bactérias, e não 

ao longo de toda membrana (Judd et al., 2005a; b), fato que possivelmente pode 

acontecer para o T4SS de Xac. E por último, o complexo tetradecamérico na 

membrana externa aproximaria monômeros de Xac2622 ligados a diferentes 

monômeros de VirB9. Todas essas características podem gerar aumento na 

concentração local de Xac2622 e permitir que sua interação homotrópica ocorra in 

vivo, mesmo que esta seja uma ligação de baixa afinidade. Além disso, existem 

exemplos de interações homotrópicas de baixa afinidade que parecem ser 

importantes para a função biológica da molécula, como no caso da quimiocina 

humana SDF-1α, que dimeriza com Kd de 5 mM (Baryshnikova e Sykes, 2006). 

Vale ressaltar que o espectro de 15N-HSQC de Xac262224-139 apresenta picos 

mais estreitos em menores concentrações (Figura 38), pois nessas condições o 

estado oligomérico médio é menor, o que leva a um aumento de T2. Alguns sinais 

equivalendo a resíduos da interface de oligomerização somente foram observados 

em baixas concentrações, e experimentos com 100 μM e 200 μM da proteína foram 
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fundamentais para o assinalamento de Xac262224-139 (tópico 4.2.1). Inclusive, das 24 

frequências não assinaladas, 16 pertencem a aminoácidos que fazem parte da 

interface de oligomerização (Tabela 8), demonstrando a dificuldade técnica 

enfrentada para o assinalamento devido ao processo de oligomerização desta 

proteína. 

Foram realizadas tentativas de análise dos dados de relaxação de 15N-

Xac262224-139 utilizando o formalismo “livre de modelo” (“model-free”) de Lipari-

Szabo (Clore et al., 1990; Lipari e Szabo, 1982). Contudo, o fato de Xac262224-139 

oligomerizar, e não se conhecer o número de subunidades e a estrutura dos 

oligômeros formados, impossibilitou a obtenção de resultados confiáveis. 

 

5.3. A interação Xac2622-VirB9 

 

A interação entre Xac262224-139 e VirB9154-255 foi estudada por fluorescência, 

que sugere uma ligação de alta afinidade (Figura 44). O resíduo que sofre alteração 

de fluorescência na formação do complexo Xac262224-139-VirB934-255 provavelmente 

é o triptofano 34 da primeira proteína, pois este aminoácido se localiza na interface 

de interação, e os picos correspondendo aos 1H-15N das suas cadeias principal 

(W34) e lateral (W34ε) mudam de posição (Figura 46). 

Diversos picos de 15N-Xac262224-139 no espectro 15N-HSQC desaparecem na 

presença de 14N-VirB9154-255, enquanto outras correlações surgem em locais 

diferentes (Figura 46). Mudanças desse tipo implicam uma interação em troca 

química lenta, característica de interações de alta afinidade (Rule e Hitchens, 2006), 

fato que é compatível com os dados de fluorescência. 
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O domínio enovelado de Xac2622 possui a mesma estrutura sozinha ou em 

complexo com VirB9154-255, pois nenhuma freqüência correspondendo a núcleos 

presentes no domínio enovelado de Xac262224-139 teve alteração significativa na 

interação com VirB9154-255 (Figuras 47, 48 e dados não mostrados). Além disso, os 

1DNH RDCs da região globular de 15N-Xac262224-139 possuem essencialmente os 

mesmos valores na presença e ausência de 14N-VirB9154-255 (Figura 49). 

Contudo, o trecho de Xac262224-139 que reconhece VirB9154-255 (resíduos 27-

41) apresenta grandes diferenças nos valores de 15N-T1, 15N-T2, {1H}-15N NOE 

Heteronuclear e RDCs 1DNH com e sem VirB9154-255 (Figuras 49 e 51). Em particular, 

ocorre aumento dos valores de NOEHet, diminuição de 15N-T2 e alteração do padrão 

dos RDCs 1DNH no complexo com VirB9154-255. Essas observações implicam aumento 

de rigidez, formação de um complexo de alta massa e provavelmente enovelamento 

específico dessa região quando ocorre a interação. A conformação tridimensional 

deste complexo será resolvida pela determinação estrutural em solução de 15N/13C-

VirB9154-255-14N/12C-Xac262224-46. 

O N-terminal desenovelado de Xac262224-139 é capaz de se ligar a VirB9154-255 

e ao domínio enovelado Xac262251-134 simultaneamente (Figura 50). Isso acontece 

porque as duas interfaces de interação no N-terminal desenovelado não se 

sobrepõem (resíduos 27-41 para interação com VirB9154-255 e aminoácidos 42-49 

para oligomerização). Notar que, no resultado de “docking”, a região implicada na 

interação com VirB9 (anterior a região de oligomerização) se apresenta livre e 

disponível para interagir com esta proteína (Figura 43). 

Observação atenta do 15N-HSQC de 15N-VirB9154-255 sugere que está proteína 

possui ao menos duas conformações na ausência de 14N-Xac262224-139, como 

representado pelos 2 sinais para o 1H-15N da cadeia lateral do único triptofano 
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(resíduo 177) presente em sua cadeia (2 sinais onde se esperaria 1, com freqüência 

de aproximadamente 130 ppm para 15N e 10,3 ppm para 1H; Figura 57A, em 

vermelho). Porém, na presença de 14N-Xac262224-139, apenas se detecta uma 

correlação para o 1H-15N da cadeia lateral do triptofano 177 (Figura 57A, em verde). 

Além disso, comparação das correlações em espectros 15N-HSQC de 15N-

VirB9154-255 com e sem 14N-Xac262224-139 mostram dispersão limitada de 

deslocamento químico na dimensão de 1H, grandes variações nas intensidades dos 

picos e alargamento das linhas na ausência de 14N-Xac262224-139. Essas 

características são encontradas em proteínas parcialmente estruturadas e flexíveis, 

que exibem heterogeneidade conformacional e comportamento dinâmico complexo, 

típicos do estado de glóbulo fundido (“molten globule”) (Kim et al., 1999; Kingston et 

al., 2008). Porém, são necessários novos experimentos para comprovar que 

VirB9154-255 sozinha é de fato um “molten globule” em solução. 

Após a adição de 14N-Xac262224-139, 15N-VirB9154-255 sofre uma marcante 

mudança conformacional (alteração da posição dos picos) e é menos flexível 

(estreitamento das linhas), provavelmente adquirindo sua conformação estável e 

funcional nessas condições (Figura 57A e B). Estas observações salientam a relação 

estrutural e possivelmente funcional entre Xac2622 e VirB9: sozinhas, a primeira é 

desenovelada, enquanto a segunda possivelmente é um molten-globule; entretanto, 

quando juntas, ambas se tornam rígidas e enoveladas. 

 

5.4. Similaridade estrutural do domínio enovelado de Xac2622 

 

O programa Dali (Holm e Sander, 1996) foi utilizado para se avaliar se 

existem estruturas semelhantes ao domínio enovelado de Xac2622 depositadas no 
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principal banco de dados de estrutura de proteínas, o PDB (“Protein Data Bank”). 

Devido a Xac2622 não apresentar similaridade de seqüência com proteínas de 

estrutura conhecida ou de qualquer polipeptídeo estudado, esse domínio poderia ter 

um novo enovelamento, diferente de qualquer proteína depositada em bancos de 

dados. Surpreendentemente, a região globular de Xac2622 é similar estrutural e 

topologicamente a diversas proteínas de estrutura recentemente caracterizada 

(Tabela 14 e Figura 73). 

 

Tabela 14. Estruturas depositadas no PDB semelhantes ao domínio 
enovelado de Xac2622. 

 
PDB Descrição RX - Z-score / 

RMSD (Å) 
RMN - Z-score / 
RMSD (Å) 

2A02 PupA - RTBD 7,1 / 2,6 6,7 / 2,5 
1ZZV FecA - RTBD 6,4 / 3,0 6,4 / 2,5 
1WRU gp44 - Fagos 6,1 / 3,3 5,8 / 3,2 
3GR5 EscC - T3SS 6,1 / 2,9 6,0 / 2,8 
2IAH FpvA - RTBD 5,9 / 2,6 5,9 / 2,6 
3EZJ GspD - T2SS 5,1 / 2,8 4,6 / 3,0 
2P5Z VgrG - T6SS 3,1 / 2,6 3,2 / 2,8 

RX: análise feita com a estrutura preliminar de Xac262251-134 não depositada e resolvida por 
cristalografia e difração de raios-X. RMN: análise realizada com o modelo de RMN depositado de 
menor energia do domínio enovelado de Xac2622 (resíduos 51-134). RDTB: Receptores TonB-
dependentes; T2SS: Sistema de Secreção do Tipo II; T3SS: Sistema de Secreção do Tipo III; T6SS: 
Sistema de Secreção do Tipo VI. 

 

Em especial, Xac262251-134 é semelhante aos domínios de sinalização de 

receptores TonB-dependentes (Ferguson et al., 2007; Garcia-Herrero e Vogel, 

2005). Receptores TonB-dependentes (RTBDs) se localizam na membrana externa 

de bactérias gram-negativas, estando envolvidos na internalização de metais (como 

complexos ferro-sideróforo) e outros ligantes (como vitamina B12) do meio 

extracelular para o meio intracelular (Braun e Endriss, 2007). Como não é possível 

manter um gradiente de prótons na membrana externa ou ATP no periplasma, esses 
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receptores realizam transporte ativo de seus ligantes de uma forma dependente de 

TonB, uma proteína associada à membrana interna. Esta proteína sofre mudanças 

conformacionais dependente das proteínas ExbB e ExbD, para energizar os 

receptores de membrana externa e causar transporte ativo de seus ligantes. ExbB e 

ExbD utilizam o gradiente eletroquímico na membrana interna para energizar TonB 

(Postle e Larsen, 2007). 

O domínio com similaridade estrutural a Xac2622 equivale ao N-terminal de 

alguns receptores TonB-dependentes, como o receptor FecA de E. coli, envolvido 

com captação de citrato férrico (Chakraborty et al., 2007), e outros sistemas 

equivalentes de captação de ferro (Koebnik, 2005). Na ausência do ligante, o 

domínio de sinalização interage com o “TonB-box”, a região dos RTBDs que 

reconhece TonB. Essa ligação envolve complementação de fitas-β, que significa que 

o “TonB-box” (uma fita-β) forma pontes de hidrogênio com um segmento com 

característica β do domínio de sinalização, formando uma folha-β estendida com 

mais uma fita (Brillet et al., 2007; Remaut e Waksman, 2006). 

Na presença do ligante, a ligação entre o domínio de sinalização e o “TonB-

box” é desfeita, e o primeiro interage com um fator anti-sigma (FecR no sistema Fec) 

localizado na membrana interna, enquanto o segundo reconhece TonB. O fator anti-

sigma seqüestra um fator sigma ECF (“ExtraCytoplasmic Function”; FecI no sistema 

Fec), mas após a interação do domínio de sinalização com o anti-sigma, o fator 

sigma é liberado, o que leva a alteração da transcrição de genes relacionados com a 

captação e o metabolismo do ligante (Brooks e Buchanan, 2008). 

Existe um exemplo de um receptor TonB-dependente que não transporta 

ligantes e está envolvido com virulência. O sistema PrhARI do fitopatógeno Ralstonia 

solanacearum liga-se a uma porção da parede celular da planta e sinaliza a 
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presença do hospedeiro, levando a indução do Sistema de Secreção do Tipo III 

(T3SS) (Brito et al., 2002). 

Outros domínios similares a Xac262251-134 foram identificados nas proteínas 

GspD do T2SS (Korotkov et al., 2009), EscC do T3SS (Spreter et al., 2009), VgrG do 

T6SS (Leiman et al., 2009) e gp27/gp44 de determinados bacteriófagos (Kanamaru 

et al., 2002; Kondou et al., 2005) (Figura 73). GspD é a secretina que constitui o 

poro na membrana externa do T2SS, se organizando como um oligômero com 12 

subunidades (Chami et al., 2005; Nouwen et al., 1999). Por sua vez, EscC é a 

secretina que monta o canal de secreção na membrana externa do T3SS, originando 

um oligômero com 12-14 subunidades (Burghout et al., 2004; Spreter et al., 2009). 

Já a família de proteínas VgrG pode fazer parte do canal de secreção do 

T6SS, porque seu N-terminal forma uma estrutura semelhante a uma agulha, que 

poderia ser usada para o transporte de macromoléculas e inserção em membranas 

(Leiman et al., 2009; Pukatzki et al., 2007; Pukatzki et al., 2009). Além disso, 

descrições recentes têm mostrado que VgrG é secretada, e extensões C-terminais 

em algumas proteínas desta família atuam como efetores nas células do hospedeiro 

(Ma et al., 2009; Suarez et al., 2010). Por sua vez, as proteínas gp27 e gp44, 

codificadas pelos bacteriófagos T4 e Mu, respectivamente, são homotrímeros no 

centro da placa da base de bacteriófagos de cauda longa (Rossmann et al., 2004). O 

trímero de gp27/gp44 forma um canal, que presumivelmente serve para a 

transferência do DNA viral para o hospedeiro, e ao menos no caso de gp27 do fago 

T4, este canal está concetado a uma proteína trimérica semelhante a uma agulha, 

usada para perfurar a membrana externa de bactérias Gram-negativas (Kanamaru et 

al., 2002; Kondou et al., 2005). 
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O Sistema de Biogênese do Pilus do Tipo IV (T4PBS) também apresenta uma 

secretina dodecamérica, PilQ (Collins et al., 2001; Collins et al., 2003). Devido ao 

fato do T4PBS ser ancestralmente relacionado ao T2SS (Peabody et al., 2003), 

prediz-se que PilQ possua o mesmo domínio descrito acima para GspD (Korotkov et 

al., 2009), apesar da estrutura tridimensional da secretina do T4PBS não ter sido 

elucidada. Como a maquinaria de extrusão de fagos filamentosos possui uma 

secretina tetradecamérica (pIV) (Linderoth et al., 1996; Opalka et al., 2003), é 

também possível que pIV apresente o domínio ubiquamente distribuído entre 

sistemas complexos engajados em transporte através da membrana externa. Além 

disso, não descartamos a hipótese de que a maquinaria de montagem do flagelo, 

que é evolutivamente conectada ao T3SS (Journet et al., 2005), também possua o 

mesmo domínio observado em EscC. 

As proteínas do T2SS (GspD), T3SS (EscC), T4SS (Xac2622) e T4PBS (PilQ) 

possuem diversas características em comum. Todos estes polipeptídeos fazem parte 

de Sistemas envolvidos com secreção de macromoléculas e, além disso, se 

associam a membrana externa bacteriana. Os domínios similares à região globular 

de Xac2622 são os N-terminais iniciais das suas respectivas cadeias polipeptídicas, 

provavelmente representando a entrada periplasmática dos canais oligoméricos (12-

14 subunidades), que formam grandes poros na membrana externa. Como Xac2622 

é equivalente a VirB7, que faz parte do canal da membrana externa com simetria 

tetradecamérica do T4SS (Chandran et al., 2009; Fronzes et al., 2009b), 

provavelmente também forma estruturas com 14 subunidades associadas a VirB9 e 

VirB10. 

Os receptores TonB-dependentes (FecA, PupA e outros), as proteínas VgrG 

(T6SS) e gp27/gp44 (fagos) são exceções a essas características comuns. 
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Receptores TonB-dependentes se localizam na membrana externa e os domínios de 

sinalização representam os seus N-terminais periplasmáticos. Porém, RTBDs são 

monoméricos, e, apesar de serem barris-β de membrana, não possuem um grande 

canal interno e não estão envolvidas com secreção de macromoléculas. As 

diferenças observadas derivam da função dessas proteínas: RTBDs estão 

envolvidos com transporte de pequenos complexos sideróforos-ligantes 

(Chakraborty et al., 2007), não necessitando, portanto, formar oligômeros com 

grandes canais. Os polipeptídeos gp27/gp44 e VgrG podem ser vistos como 

exceções em alguns desses pontos (formam trímeros e o domínio similar a Xac2622 

não é N-terminal, entre outras características) (Kanamaru et al., 2002; Leiman et al., 

2009). Contudo, várias informações importantes não são conhecidas para os 

Sistemas da qual essas proteínas fazem parte, particularmente o T6SS (Filloux et 

al., 2008; Pukatzki et al., 2009). 

As funções primordiais desses domínios presentes em diversas proteínas 

aparentam ser o de realizar interações proteína-proteína e oligomerizar para montar 

canais. Como exemplos de interações, os domínios de sinalização de RTBD 

interagem com o “TonB-box” e com fatores anti-sigma, cuja conseqüência final é a 

alteração da expressão gênica (Brillet et al., 2007; Brooks e Buchanan, 2008). Além 

disso, foi proposto que, da mesma forma que o domínio de sinalização de RTBD, 

GspD poderia se engajar em interações proteína-proteína por complementação de 

fitas-β com polipeptídeos do T2SS e/ou substratos (Korotkov et al., 2009). Os 

domínios comuns das secretinas do T2SS, T3SS e T4PBS, além de gp27/gp44 

presente em fagos, oligomerizam para formar grandes canais. Existe a possibilidade 

de Xac2622 do T4SS e VgrG do T6SS também formarem oligômeros associados a 

canais em seus respectivos Sistemas de Secreção. 
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A presença desse domínio em Xac2622 pode significar que VirB7 tem uma 

função extra no T4SS de Xanthomonas: além de possuir os elementos habituais, ou 

seja, um peptídeo sinal, um sinal de ligação a lipídeo e um peptídeo curto de 

interação a VirB9, Xac2622 apresenta um domínio enovelado no C-terminal. Por 

analogia com a função desempenhada pelas outras proteínas que apresentam 

região similar, este domínio globular pode estar envolvido em interações proteína-

proteína ou até sinalização celular, pelo reconhecimento de um fator anti-sigma ou 

outra proteína, possivelmente relacionada à virulência. 

Foram realizados ensaios de duplo-híbrido com a proteína Xac2622 completa, 

e a única interação encontrada foi com VirB9 (Alegria et al., 2005). A ligação de alta 

afinidade a VirB9 pode ter evitado a detecção de outras interações de menor 

afinidade nesses experimentos. Logo, seria de grande interesse repetir esses 

ensaios utilizando como isca apenas o domínio globular de Xac2622, removendo a 

porção de interação com VirB9. Para isso, o fragmento gênico que codifica a 

proteína Xac262251-139 foi clonado no vetor para duplo-híbrido pOBD (Hudson et al., 

1997; Uetz et al., 2000), em fusão com o gene que codifica o domínio de ligação a 

DNA de Gal4 (dados não mostrados). Contudo, os experimentos de duplo-híbrido 

ainda não foram realizados. Esses ensaios poderão levar a descoberta de outros 

parceiros de interação de Xac2622, não identificados previamente. 

Uma hipótese para o fenômeno de oligomerização de Xac2622 seria a de que 

isso ocorre para esconder a interface de interação com um ligante específico na 

ausência deste parceiro, tanto essa auto-interação de Xac2622 sendo 

fisiologicamente verdadeira e relevante, como também podendo ser um artefato das 

altas concentrações utilizadas em RMN (dezenas a centenas de micromolar). 

Portanto, uma possível superfície de interação de Xac2622 com outras proteínas 
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seria a face do domínio globular envolvida com oligomerização. Outro possível local 

para ligação a polipeptídeos poderia ser a região β em Xac2622 equivalente a folha-

β presente nos domínios de sinalização de RTBD envolvida com complementação 

de fitas-β. 

Outra possiblidade para a função do domínio globular de Xac2622 e sua 

oligomerização poderia ser o de auxiliar na montagem e estabilidade do complexo 

tetradecamérico, em conjunto com VirB9 e VirB10, na membrana externa do T4SS 

de Xanthomonas. 

Claramente, podem existir conexões evolutivas envolvendo esses domínios 

estruturalmente similares encontrados apenas em complexos bacterianos 

associados à membrana externa Gram-negativa e envolvidos com secreção de 

moléculas. Também podem derivar deste trabalho implicações evolutivas que 

conectem os vários Sistemas bacterianos aqui descritos. 
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Figura 73. Sobreposição estrutural do modelo em solução de menor energia 
de Xac2622 (verde, resíduos 51-134, PDB: 2KK3) com: (A) PupA (laranja, resíduos 
3-76, PDB: 2A02); (B) FecA (roxo, resíduos 1-76, PDB: 1ZZV); (C) FpvA (azul 
escuro, resíduos 45-118, PDB: 2IAH); (D) GspD (vermelho, resíduos 3-79, PDB: 
3EZJ). Continuação na próxima página. 

A) B) 

C) D) 
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Figura 73. (continuação) Sobreposição estrutural do modelo em solução de 

menor energia de Xac2622 (verde, resíduos 51-134, PDB: 2KK3) com: (E) EscC 
(amarelo, resíduos 31-103, PDB: 3GR5); (F) gp44 (azul claro, resíduos 97-176, PDB: 
1WRU) e (G) VgrG (cinza, resíduos 118-201, PDB: 2P5Z). 

E) F) 

G) 
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5.5. Caracterização das proteínas hipotéticas Xac2609 e Xac2610 

 

Diversas interações foram estudadas ao longo deste trabalho. A Figura 74 

apresenta um resumo das interações detectadas, utilizando diferentes técnicas. 

 

 

 

Figura 74. Resumo das interações observadas para proteínas relacionadas 
ao T4SS codificado pelo cromossomo de Xac, utilizando diferentes técnicas. Preto: 
interações detectadas apenas por “overlay”; Azul: interações caracterizadas por 
diversas técnicas. 

 

Xac2610 realiza interações com diversas proteínas relacionadas ao T4SS, 

incluindo prováveis substratos (Xac2609) e proteínas do aparato central de secreção 

(VirB9 e VirB11). Em relação a interação envolvendo VirB934-255 e VirB11His-1-346, esta 

só havia sido detectada antes para outros T4SS por duplo-híbrido (Malek et al., 

2004; Ward et al., 2002). Portanto, esta é a primeira descrição da ligação VirB9-

VirB11 por uma abordagem não genética. 

As proteínas hipotéticas Xac2609 e Xac2610 se ligam com afinidade 

extremamente alta, inclusive impondo dificuldades técnicas para a caracterização da 

constante de dissociação desta interação (tópico 4.3.1). Esses polipeptídeos se 

tornam muito mais estáveis em complexo e reenovelam de forma cooperativa, como 

exemplificado pelos experimentos de dicroísmo circular (Figura 62). A sensibilidade 

da estrutura secundária de Xac26091-431 a variações de temperatura pode refletir o 

fato desta proteína ser um provável substrato do T4SS, necessitando ser 

desenovelada para a transferência através do canal de secreção, e sofrer 

reenovelamento no meio extracelular para realizar sua função. Neste contexto, 

VirD4 Xac2609 Xac2610 VirB11

Xac2622 (VirB7)         VirB9

VirD4 Xac2609 Xac2610 VirB11

Xac2622 (VirB7)         VirB9
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Xac2610 pode servir como chaperona de Xac2609 e outros substratos do T4SS, 

auxiliando no desenovelamento e/ou reenovelamento destas moléculas. 

Experimentos de proteólise limitada mostraram que ocorre um certo grau de 

proteção contra proteólise quando Xac26091-431 e Xac2610His-22-267 estão em 

complexo (Figura 61). Em particular, restam 2 fragmentos proteolíticos mais estáveis 

nas digestões com tripsina e quimotripsina, que podem representar os domínios de 

interação entre essas proteínas. 

Portanto, Xac2609 e Xac2610 devem atuar em conjunto, em um contexto 

biológico que ainda necessita ser caracterizado. O fato de Xac2609 ter domínios 

preditos de ligação e clivagem de carboidratos sugere a possível função extracelular 

desta proteína. Estudos preliminares de “Western blot” mostraram que Xac2610 é 

expressa em Xac quando a bactéria é crescida no meio XVM2 (dados não 

mostrados), um meio de cultura conhecido por induzir fatores de virulência em 

Xanthomonas (Wengelnik e Bonas, 1996). Esta observação é importante, porque 

pela primeira vez se detectou a produção in vivo de um componente relacionado ao 

T4SS em Xanthomonas. 

Os primeiros 54 aminoácidos de Xac2610His-22-267 aparentam ter pouca 

estabilidade, como evidenciado pelo experimento de proteólise que levou a 

identificação do fragmento cristalizável Xac261055-267. Análises de seqüência 

utilizando programas preditores de desordem sugerem que Xac2610 possui um N-

terminal desenovelado, seguido de uma região central enovelada, que engloba a 

maior parte da proteína (Figura 75). 

Os cristais obtidos de Xac261055-267 e a subsequente resolução de sua 

estrutura poderão evidenciar o papel desta proteína. Porém, devido a este 

polipeptídeo não possuir nenhum homólogo com estrutura tridimensional conhecida, 
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será necessário se determinar experimentalmente as estimativas iniciais das fases 

para a resolução de sua estrutura cristalográfica. Xac261055-267 será produzida 

marcada com selênio-metionina para a realização de experimentos de dispersão 

anômala a múltiplos comprimentos de onda (MAD) (Taylor, 2003; Walsh et al., 

1999), o que poderá permitir a resolução estrutural em alta resolução deste 

interessante polipeptídeo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                     Posição do resíduo 

 
Figura 75. Análise de desordem da seqüência de Xac2610His-22-267. (A) 

Programa IUPRED (Dosztanyi et al., 2005) e (B) RONN (Yang et al., 2005). O N- e o 
extremo C-terminal são desenovelados por estas análises (tendência ou 
probabilidade de desordem acima de 0,5). O C-terminal possivelmente 
desenovelado inclui o trecho 250 PKKK 253, um potencial sinal de localização 
nuclear (NLS) eucariótico, que levaria essa proteína a atuar no núcleo da planta 
caso Xac2610 seja um substrato secretado pelo T4SS (Alegria et al., 2005). 
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5.6. O domínio C-terminal de Xac2609, responsável pela interação à VirD4, é 

intrinsicamente desenovelado 

 

O domínio C-terminal do potencial substrato Xac2609 é amplamente 

desenovelado (tópicos 4.1.4.2 e 4.3.3), o que nos leva a classificá-lo como fazendo 

parte do grupo de proteínas intrinsicamente desestruturadas. Essa família de 

polipeptídeos desempenha diversas funções, como regulação da transcrição, ligação 

a ácidos nucléicos, transporte, sinalização, e, particularmente, interações proteína-

proteína (Dunker et al., 2008; Fink, 2005). 

Para uma caracterização mais completa e comprovação de que todos os 

membros da família de domínios de ligação a VirD4 são intrinsicamente 

desordenados, foram clonados em vetores de expressão fragmentos gênicos que 

codificam domínios C-terminais ou proteínas inteiras que possuem as características 

dessa família (Xac0466His-484-589, Xac11651-112 e Xac34041-132; Tabelas 3 e 6). Estas 

proteínas foram expressas de forma solúvel, o que permitirá a realização de 

experimentos (CD, RMN e proteólise limitada) para se estudar o grau de 

enovelamento em solução dos polipeptídeos recombinantes. Provavelmente estes 

outros domínios também são desenovelados, porque apresentam perfis de 

desordem baseados em predições de bioinformática similares a Xac2609311-431 

(Figura 76). Essas proteínas parecem ter os extremos N- e C-terminais 

desestruturados, podendo possuir uma região central com 35-40 resíduos com 

tendência a ser enovelada. Os resultados deste trabalho apontam que o domínio C-

terminal de Xac2609, e potencialmente todos os domínios C-terminais conservados 

de interação a VirD4 de Xanthomonas, pertencem a crescente família de proteínas 
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intrinsicamente desestruturadas, podendo se enovelar apenas na presença de 

ligantes específicos. 

Xac2609311-431 é parcialmente desenovelada, estável e não agregativa em 

solução, mesmo em altas concentrações (3 mM; dados não mostrados), possuindo 

uma forte tendência a se enovelar em condições específicas do meio.(variações de 

força iônica, pH e TFE; tópico 4.3.3). Portanto, assim como o observado para 

Xac26091-431, a estrutura secundária do seu domínio C-terminal é mais 

marginalmente estável do que o esperado para um polipeptídeo. Conforme discutido 

no tópico anterior, uma possível explicação para isso seria a de que Xac2609 é um 

substrato que precisa ser desenovelado para secreção via T4SS e reenovelado no 

meio extracelular, necessitando, portanto, de uma estabilidade extremamente 

marginal. 

O fato de Xac2609311-431 enovelar com diferentes tratamentos também sugere 

que esta proteína somente possa adquirir sua conformação final a menos que esteja 

presente um parceiro de interação específico. Este parceiro poderia ser VirD4, e 

pretendemos realizar experimentos, particularmente de RMN, para avaliar se 

VirD4His-83-557 é capaz de induzir enovelamento de Xac2609311-431. Por outro lado, o 

fato dos substratos potencialmente serem transportados desenovelados pelo pilus 

de secreção de Sistemas IV (Alvarez-Martinez e Christie, 2009; Wang et al., 2009) 

poderia significar que VirD4 induz o desenovelamento de Xac2609, e não o seu 

enovelamento. Além disso, como foi demonstrado que VirD4 é uma ATPase cuja 

atividade é modulada pela ligação a outras moléculas (Tato et al., 2007; Tato et al., 

2005), seria interessante avaliar se Xac2609 estimula esta atividade ATPásica e se o 

enovelamento e/ou desenovelamento da última proteína somente ocorrem na 

presença de VirD4 e nucleotídeos específicos. 
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Serão realizados ensaios de secreção com sobrenadantes de cultura de 

diferentes linhagens de Xac, seguidos de detectação por “Western blot” com 

anticorpos anti-Xac2609, com o intuito de avaliar se este polipeptídeo é secretado no 

meio (linhagem selvagem de Xac), e se a secreção é interrompida pela ausência do 

T4SS (cepa Δxac2622). Isso poderá confirmar que o T4SS cromossomal de Xac é 

funcional na secreção de substratos. Também pretendemos realizar experimentos 

para testar a hipotése de que a presença de um dos domínios predominantemente 

desestruturados é suficiente para a secreção, mostrando definitivamente que esse é 

o sinal reconhecido para seleção de substratos do T4SS em Xanthomonas. 
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Figura 76. Análise de desordem (programa RONN (Yang et al., 2005)) dos 
domínios de ligação a VirD4 de (A) Xac2609 (resíduos 311-431), (B) Xac0466 
(resíduos 484-589), (C) Xac1165 (resíduos 1-112) e (D) Xac3404 (resíduos 1-132). 
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5.7. Especulações sobre a função do T4SS codificado pelo cromossomo de 

Xac 

 

Na anotação original do genoma de Xac, acreditava-se que o T4SS 

cromossomal estivesse incompleto, devido às ausências de genes com similaridade 

de seqüência para virb5 e virb7 (Brunings e Gabriel, 2003; Da Silva et al., 2002). 

Este trabalho demonstrou que a proteína hipotética Xac2622 é o equivalente a VirB7 

desse T4SS. Com isso, somente falta identificar o equivalente para a proteína VirB5. 

Especulamos previamente que esta proteína seria Xac2613 (Alegria et al., 2005). 

Portanto, seria de grande relevância a caracterização deste polipeptídeo para 

confirmar que o T4SS cromossomal de Xac está completo. Contudo, Xac261352-275 

foi produzida como uma proteína recombinante insolúvel neste trabalho. Novas 

tentativas serão realizadas para obtê-la solúvel, o que poderá permitir sua 

caracterização estrutural e funcional. 

O nocaute do gene xac2622 aparenta não ter afetado a virulência de Xac. 

Isso pode significar que o T4SS não é essencial para a capacidade de causar 

doença deste fitopatógeno. Porém, foi demonstrado que virb7 não é essencial para a 

virulência de Brucella abortus, apesar dos genes virb3-virb6 e virb8-virb11 serem 

fundamentais (Den Hartigh et al., 2008). Não descartamos a possibilidade de que 

este fenômeno possa também ser verdadeiro para Xac. 

Existem outras explicações para a detectada falta de importância do T4SS de 

Xac nos experimentos in planta. Uma possibilidade é que o T4SS não é essencial 

para Xac infectar a planta utilizada, laranja pêra (Citrus sinensis), podendo ser 

importante para a infecção de outros hospedeiros cítricos deste fitopatôgeno. Como 

um exemplo, o polissacarídeo extracelular xantana é dispensável para crescimento 
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bacteriano e formação dos sintomas da doença em Citrus sinensis (Dunger et al., 

2007), mas contribui para virulência bacteriana em Citrus limon (Rigano et al., 2007), 

sugerindo que a importância de fatores de virulência possa depender do hospedeiro 

e das condições ambientais (Buttner e Bonas, 2009). Vale ressaltar que no estudo 

aqui apresentado as cepas de Xac selvagem e Δxac2622 foram inoculadas em alta 

densidade celular (A600 = 0,1) e diretamente no mesófilo foliar. Não podemos 

descartar outras possibilidades, como as de que o T4SS possa ser importante para 

as etapas iniciais da infecção (baixa densidade celular) e/ou para a penetração dos 

tecidos vegetais, como também para a sobrevivência epifítica da bactéria, ou mesmo 

para alguma função não diretamente relacionada à virulência. 

Apesar da não confirmação do seu papel em virulência, o T4SS codificado 

pelo cromossomo de Xac é bastante conservado nas bactérias do gênero 

Xanthomonas que o possuem. Como exemplos, a proteína VirB4 de Xac possui 96 

% de identidade, 98 % de similaridade e 0 % de lacunas (“gaps”) para a mesma 

proteína de Xcc B100 (100 % de cobertura ao longo de 817 resíduos); Xac2622, 100 

% de identidade e 0 % de “gaps” para o seu ortólogo em Xcv 85-10 (100 % de 

cobertura ao longo de 139 resíduos); e Xac2609, 96 % de identidade, 98 % de 

similaridade e 0 % de “gaps” para o seu ortólogo em Xcc B100 (100 % de cobertura 

ao longo de 431 resíduos). Portanto, o T4SS provavelmente possui alguma função 

ainda não vislumbrada para o importante gênero de fitopatógenos Xanthomonas. 
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