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Resumo 
 
As aminoacil tRNA sintetases (AaRSs) são enzimas essenciais na síntese de 

proteínas assegurando a correta relação entre os aminoácidos e seus tRNA cognatos. 
O genoma mitocondrial dos tripanossomatídeos perdeu os genes codificantes dos 
tRNAs, assim os tRNA mitocondriais são codificados no núcleo e importados do 
citoplasma. O código genético do kinetoplasto desvia do código genético pela 
utilização do códon de terminação UGA para a decodificação do códon do triptofano. 
Um único gene codificando o tRNATrp(CCA) observado no genoma de Leismania é 
responsável pela incorporação do aminoácido triptofano durante a síntese proteíca na 
mitocôndria. Para decodificar os dois códons do Trp (UGA e UGG) a base na 
posição 34 do tRNATrp(CCA) passa por um evento de editoração, convertendo o 
ribunuclotídeo C34 em U34, produzindo o tRNATrp(UCA) capaz de decodificar o 
códon UGA. Nesse trabalho foram caracterizadas duas triptofanil tRNA sintetases de 
Leishmania major. De acordo com experimentos de “western blotting” e análises “in 
silico” das seqüências de aminoácidos, uma enzima tem localização citoplasmática 
(LmTrpRS1) enquanto a outra mitocondrial (LmTrpRS2). Os mRNAs dos dois genes 
foram definidos por experimentos de 5’ e 3’ RT-PCR. As duas enzimas foram 
clonadas em diversos vetores de expressão procariotos e eucariotos. A LmTrpRS1 
foi obtida somente na fração insolúvel, já a LmTrpRS2 foi obtida na fração solúvel 
quando clonada no vetor de expressão pET28a. Esta porém mostrou-se instável 
precipitando rapidamente após sua purificação. Os ensaios enzimáticos realizados 
com a mesma mostraram que ela é capaz de reconhecer os tRNAsTrp editado e não 
editado. Modelagem molecular por homologia com as duas proteínas foi realizada 
usando a proteína citoplasmática humana como molde, para estudar a interação entre 
a proteína e o tRNATrp. 

Xylella fastidiosa é um bactéria gram negativa limitada ao xilema, 
responsável por um grande número de doenças economicamente importantes, como a 
doença de Pierces em videiras, Clorose variegata do Citrus (CVC) e a doença da 
requeima das folhas em outras plantas incluindo, amendoeira, ameixeira, louro, 
amoreira e café. Em todos os casos a X. fastidiosa afeta o xylema da planta causando 
redução na produção de frutos. Nesse trabalho nós mostramos a estrutura da 
Xylellaína, uma cisteíno protease desse patógeno. A estrutura foi resolvida por 
dispersão anômala a um único comprimento de onda, utilizando cristais de xylellaína 
selenometionina substituídos.  

A estrutura da Xylellaína foi refinada até 1,65 Å de resolução, mostrando 
enovelamento similar às proteínas da família da papaína, porém algumas 
características interessantes como uma região N-terminal composta por 38 
aminoácidos cobrindo o sulco ativo da enzima, um intrigante ribonucleotídeo 
encontrado fora do sítio ativo da enzima e um “loop” semelhante ao “loop” de 
oclusão presente na catepsina B. 
 



 V

Abstract 
 

The aminoacyl tRNA synthetases (aaRSs) are essential enzymes in protein 
synthesis that ensure the correct match between amino acids and their cognate 
tRNAs. The mitochondrial (kinetoplast) genome of trypanossomatids lacks tRNA 
genes, and therefore nucleus-encoded tRNAs are imported from the cytoplasm, the 
kinetoplast genetic code deviates from the universal code in that UGA instead of 
UGG encodes for tryptophan. A single nucleus-encoded tRNATrp(CCA) is 
responsible for Trp insertion during organellar protein synthesis. To decode both Trp 
codons (UGA and UGG), tRNATrp(CCA) undergoes a single C to U editing event at 
position 34 of the anticodon yielding to versions of the tRNA in the mitochondria 
with anticodon CCA and UCA, permitting UGA decoding. This work have 
characterized two Leishmania major tryptophanyl-tRNA synthetase, acording 
western blotting experiments and “in silico” sequence analisis one of cytoplasmatic 
localization (LmTrpRS1) and another from mitochondria localization (LmTrpRS2). 
The mature mRNA transcripts for both genes were defined by 5’ and 3’ RT-PCR. 
Both enzymes were cloned into several expressions vectors. LmTrpRs1 was obtained 
as an insoluble protein and LmTrpRs2 expressed into the soluble fraction in pET28a 
expression system. LmTrpRS2 protein, however, is unstable precipitating shortly 
after purification. The enzymatic assay showed that this enzyme is able to recognize 
both tRNATrp. Molecular modeling for LmTrpRS1 and LmTrpRS2 were constructed 
using the cytoplasmatic human tryptophanyl tRNA synthetase as a model, to study 
the interaction between proteins and tRNATrp. 

Xylella fastidiosa is a xylem-limited, gram-negative bacteria responsible for a 
large number of economically important plant diseases, such as Pierces disease in 
grapevines, citrus variegated chlorosis (CVC) in sweet oranges and leaf scorch 
diseases in other plants, including almond, plum, oleander, mulberry and coffee. In 
all cases, X. fastidiosa infects the plant xylem and impairs fruit production. Here, we 
report the crystal structure of xylellain, a cystein protease from X. fastidiosa. The 
structure was solved by single-wavelength anomalous dispersion (SAD) using 
seleno-methionine containing xylellain crystals.  

The final structure of Xylellaína was refined against the best native data set 
(1.65 Å) showing R/Rfree= 17/21. Xylellain shares fold similar to Papain like 
Family, but contains some interesting features, like a 38 N-terminal tail covering the 
active site cleft; one intriguing ribonucleotide found outside the active site and one 
loop that resemble the ocluding loop from cathepsin B. 
 



 

 
Parte I 

Caracterização molecular e estrutural de duas enzimas 

triptofanil tRNA sintetases de Leishmania major. 
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Capítulo 1 

Introdução 
 

 
Nesse capítulo é feita uma descrição geral sobre as 

Leishmanioses; epidemiologia da doença, ciclo de vida do 
parasita e combate a doença. Posteriormente é realizada uma 
introdução sobre sistema de editoração de tRNAs 
mitocondriais, para contextualizar a importância da editoração 
C34 U34 do anticódon tRNATrp(CCA) na decodificação do 
códon de terminação UGA em Kinetoplastidas, e as enzimas 
tRNA sintetases, em especial a triptofanil tRNA sintetase 
interesse particular dessa tese. 

 

Leishmaniose. 
  

Leishmanioses são um conjunto de doenças causadas por pelo menos 24 

espécies de protozoários do gênero Leishmania, transmitidos por aproximadamente 

30 espécies de insetos vetores pertencentes aos gêneros Phlebotomus e Lutzomya 

(Herwaldt, 1999; Desjeux, 2001; Desjeux, 2004), ficando apenas atrás da malária em 

número de mortes causadas por doenças parasitárias. Mesmo com diferentes formas 

de expressão nos tecidos animais infectados, três características comuns podem ser 

encontradas nas infecções causadas por esses protozoários: 1) parasitismo de 

macrófagos do hospedeiro, 2) resposta imuno-inflamatória do hospedeiro regulando 

o desenvolvimento da doença e 3) infecção persistente do tecido infectado (figura I-

1.1) (Murray, 2005).  

A maioria das espécies de Leishmania causa sérias doenças crônicas, 

manifestando-se por lesões cutâneas ou viscerais (figura I-1.2). A cada ano, de 1,5 a 

2 milhões de crianças e adultos desenvolvem doença sintomática, sendo o número de 

mortos estimado em 70.000 por ano (Desjeux, 2004). Aproximadamente 90% das 

infecções cutâneas ocorrem no Afeganistão, Paquistão, Síria, Arábia Saudita, 

Argélia, Irã, Brasil e Peru, enquanto que as infecções viscerais ocorrem na sua 

grande maioria na Índia, Sudão, Nepal, Bangladesh e Brasil (Murray, 2005). Devido 



Capítulo 1 – Introdução 

 2

à distribuição geográfica e ao baixo potencial econômico associado a essa doença os 

estudos com as leishmanioses permaneceram por muito tempo negligenciados pelos 

países ditos desenvolvidos (Yamey, 2002). Entretanto, o aparecimento da doença em 

veteranos da guerra do golfo (Maggil et al., 1993), pacientes imunodeprimidos 

(Alvar et al., 1997; Davidson, 1997; Desjeux, 1998), o estudo da leishmaniose como 

sistema modelo de resposta celular imune contra patógenos intracelulares (Reed e 

Scott, 1993; Berman, 1997), e ainda a liberação dos genomas de Leishmania major 

(El-Sayed et al., 2005; Ives et al., 2005) e do inseto vetor Lutzomyia longipalpis 

(Dillon et al., 2005) aumentaram o interesse sobre os estudos com leishmaniose nos 

últimos anos, principalmente no que se refere ao diagnóstico, controle do inseto vetor 

e na busca de terapias eficazes contra a doença (Murray, 2005).  

 
Figura I-1.1: Microscopia ótica e de varredura de macrófagos e parasitas do gênero 
Leishmania. A) Ingestão de duas formas promastigotas de Leishmania donovani por um 
macrófago humano. B e C) Microscopia eletrônica de varredura colorida artificialmente 
mostrando detalhe de L. major (verde), e uma célula de L. major sendo fagocitada por um 
macrófago (amarelo). D) Amostra de tecido peritoneal de camundongo, mostrando replicação 
intracelular de formas amastigotas (Figura adaptada de Murray, 2005 e www.icp.ucl.ac.be). 

 

A leishmaniose cutânea (LC) manifesta-se por lesões ulcerativas da derme 

com feridas comumente na face, braços e pernas (figura I-1.2 A e B). A 

disseminação dos parasitas via corrente sangüínea ou linfática pode resultar em 

ulcerações nos tecidos cartilaginosos (leishmaniose muco cutânea - LMC), 

principalmente boca e nariz, produzindo lesões mutilantes (figura I-1.2 C). Dentro do 

continente americano essas duas manifestações são agrupadas em uma única doença 

denominada leishmaniose tegumentar americana (LTA), também conhecida como 

úlcera de Bauru, ferida brava, entre outras denominações regionais (Herwaldt, 1999; 

Davies et al., 2003). 

A forma visceral da doença (leishmaniose visceral - LV), também conhecida 

como Calazar (figura I-1.2 D), acomete o sistema retículo-endotelial, causando perda 
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de peso, anemia e inchaço do baço e fígado podendo levar a morte dentro de 2 a 3 

anos. (Herwaldt, 1999; Davies et al., 2003; Murray, 2005). 

 
Figura I-1.2: Algumas manifestações clínicas das leishmanioses. A e B) Lesão ulcerativa 
causada por leishmaniose cutânea (Irã, 2002). C) Aspecto clínico de lesão avançada da mucosa 
nasal (Etiópia, 2003). D) Menino sofrendo de leishmaniose visceral, apresenta esplenomegalia, 
abdômen distendido e atrofia muscular (Sudão, 1997). Fotos: WHO/TDR. 

 

O ciclo de vida do parasita no hospedeiro vertebrado (figura I-1.3) inicia-se 

com a liberação das formas flageladas promastigotas dos parasitas no sangue do 

hospedeiro vertebrado através da picada de flebotomíneos fêmeas dos gêneros 

Phlebotomus (velho mundo) ou Lutzomyia (novo mundo). Dentro do hospedeiro 

vertebrado as formas promastigotas ligam-se aos receptores específicos CR3 e CR1 

dos macrófagos sendo então fagocitadas, formando uma estrutura de vacúolos 

parasitóforos ou fagossomos (Handman e Bullen, 2002). Dentro dos fagossomos 

ocorre a mudança da forma promastigota para amastigota. Evidências apontam que a 

mudança de pH esta associada com a conversão de uma forma em outra (Antoine et 

al., 1998; Burchmore e Barrett, 2001). O macrófago infectado deixa de funcionar 

como célula apresentadora de antígeno e passa a hospedar o parasita, fornecendo 

proteção contra o sistema imune. As formas amastigotas do parasita multiplicam-se 

por divisão binária dentro dos macrófagos, destruindo a célula hospedeira. Essas 

formas são então liberadas para o sangue ou linfa aonde infectam novos macrófagos. 

O ciclo no hospedeiro invertebrado começa com a ingestão de macrófagos 

contaminados com as formas amastigotas, essas transformam-se em formas 
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promastigotas e multiplicam-se no intestino do inseto, migrando posteriormente para 

as probóscides (aparelho picador-sugador dos insetos). 

 
Figura I-1.3: Ciclo de vida dos parasitas do gênero Leishmania. (Figura adaptada de 
www.dpd.cdc.gov). 

 

O diagnóstico parasitológico é a metodologia mais simples e barata, baseia-se 

na observação das formas amastigotas utilizando-se esfregaços de medula óssea ou 

aspirados de linfonodos corados pelo Giemsa. A dificuldade na obtenção dos tecidos 

faz com que o diagnóstico imunológico seja o mais indicado. Entretanto, variação 

entre as amostras, alto custo dos antígenos comercialmente disponíveis e a 

persistência de anticorpos após a cura são fatores limitantes a essa técnica. O método 

mais sensível e específico é a amplificação e detecção do DNA de Leishmania 

(PCR), este possibilita a identificação dos parasitas a partir de grande variedade de 

amostras (Davies et al., 2003).  

O tratamento da leishmaniose tem empregado desde a década de 40 os 

derivados de antimônios pentavalentes como medicamentos de primeira escolha 

(Croft e Yardley, 2002; Croft e Coombs, 2003; Croft et al., 2005). Atualmente duas 

formulações de antimoniais pentavalentes são disponíveis no mercado: o 

estibogluconato de sódio (Pentostam - GlaxoSmithKline) e o antimoniato-N-metil 

glucamina (Glucantime - Aventis), sendo o último distribuído gratuitamente no 
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Brasil pelo Ministério da Saúde. Altas doses diárias, durante longos períodos (20 a 

40 dias), são necessárias em virtude da curta meia-vida do composto na corrente 

sangüínea, apenas 2 horas. Nos últimos anos, doses progressivamente maiores dos 

antimoniais têm sido recomendadas devido ao aparecimento de resistência do 

parasita (Croft, 2001). O mecanismo de ação desses fármacos ainda não está 

totalmente elucidado, mas sabe-se que ele atua nas formas amastigotas do parasita 

inibindo sua atividade glicolítica e a via oxidativa de ácidos graxos. Diversas reações 

de toxicidade como a trombose e a hipersensibilidade são verificadas, podendo 

chegar até ao choque anafilático (Geary et al., 1989). A Pentamidina (Pentacarinat - 

Rhodia Farma) tem sido utilizada como segunda escolha contra leishmaniose desde 

1952, pois apresenta maior toxicidade ao paciente, períodos mais longos de 

tratamento e sérios efeitos colaterais, tais como: hipoglicemia, diabetes, taquicardia, 

entre outros (Croft e Coombs, 2003). Dentro da atual geração de medicamentos 

leishmanicidas, a Anfotericina B (Fungisone - Bristol Meyers Squibb) é o mais 

eficaz, atuando nas formas promastigotas e amastigotas do parasita através da ligação 

preferencial aos ésteres (ergosterol ou episterol) presentes na membrana plasmática 

do parasita. A administração do medicamento é feita lentamente via intravenosa por 

períodos de até 4 horas. Diversos efeitos colaterais da afotericina B são observados, 

principalmente o sitema Renal, todos com estrita relação com a dose terapêutica 

administrada. acometendo (Croft e Coombs, 2003; Croft et al., 2005). Novas 

formulações da Anfotericina B associadas à lipossomas, AmBisome (NeXstar 

Pharmaceuticals) e a dispersão coloidal Amphocil (AstraZeneca), tornaram-se 

disponíveis comercialmente apresentando uma menor toxicidade e maior meia vida 

plasmática, permanecendo mais tempo no organismo do paciente. Entretanto, o custo 

elevado impossibilita o uso destes novos compostos na rotina do serviço de saúde 

pública (Ministério da Saúde 2003; Croft e Coombs, 2003; Croft et al., 2005). 

No que se refere à prevenção da leishmaniose, os métodos mais comuns são: 

a desinsetização das áreas de risco para a erradicação dos insetos vetores, o uso de 

mosquiteiros impregnados de inseticidas e a aplicação de repelentes sobre a pele. 

Sacrifício de cães infectados também faz parte do controle da doença, uma vez que 

esses são reservatórios da doença. Além disso, surge com grande esperança o 

desenvolvimento de vacinas (Pinheiro, 2004), utilizando proteínas recombinantes, 

parasitas vivos atenuados e ainda as vacinas de DNA. Atualmente existe uma vacina, 
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denominada Leishvacin (Biobrás), produzida somente para a realização de ensaios 

clínicos. Estima-se que a produção em escala comercial da Leishvacin se iniciará 

após o ano 2020 (Toledo et al., 2001).  

Editoração dos RNA transportadores mitocondriais (kinetoplastos). 
 

A importação de tRNAs codificados no núcleo ocorre em diferentes 

microorganismos eucariotos (protozoários, fungos, algas) e em algumas plantas e 

animais pertencentes aos filos Cnidária e Mollusca (Yasuhira e Simpson, 1997; 

Kapushoc et al., 2000; Simpson et al., 2000; Schneider, 2001). 

Os tripanosomatídeos Leishmania tarentolae e Trypanosoma brucei não 

possuem no genoma mitocondrial genes codificando para tRNAs, de forma que todos 

os tRNAs para a tradução mitocondrial são importados para a organela do citoplasma 

(Yasuhira e Simpson, 1997). Em nenhum caso estudado até o presente momento o 

mecanismo de importação de tRNAs citoplasmáticos pela mitocôndria está 

plenamente compreendido. As evidências indicam um mecanismo diferente em cada 

organismo estudado (Lima e Simpson, 1996; Simpson et al., 2000; Schneider, 2001). 

Vários tipos de editoração de tRNAs já foram descritos (Janke e Paabo, 1993; 

Antes et al., 1998; Price e Gray, 1998). Editoração por substituição e/ou modificação 

de nucleotídeos de tRNAs mitocondriais, que restauram o pareamento de bases em 

sítios conservados no braço aceptor ocorre em espécies de amebas do gênero 

Acanthamoeba, alguns fungos da família dos critidiomicetos e alguns animais. Em 

marsupiais, uma única modificação de um nucleotídeo na segunda posição do 

anticódon restaura a capacidade decodificadora do tRNAAsp mitocondrial. Em 

Physarum polycephalum, vários tRNAs mitocondriais apresentam editoração por 

inserções de citosinas e uridinas (Hatfield, et al., 1982). Além desses exemplos, a 

deaminação específica de adenosina para inosina ocorre em tRNAs de 

Saccharomyces cerevisiae (Auxilien et al., 1996). 

O genoma mitocondrial de protozoários tripanosomatídeos consiste de 20 a 

50 moléculas de maxicírculos. Esses maxicírculos codificam dois RNAs ribossomais 

e 18 genes codificantes para proteínas. Aproximadamente 12 desses genes, 

dependendo da espécie, representam criptogenes; genes cujos transcritos são 

editorados em diferentes extensões pelo mecanismo de adição e deleção de uridinas. 

Em adição aos maxicírculos, o genoma mitocondrial contém entre 10.000 e 20.000 
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moléculas de minicírculos (Simpson e Thiemann, 1995; Estevez e Simpson, 1999). 

Estes codificam RNAs guia (guide RNAs - gRNAs) envolvidos na mediação do 

processo de editoração. Os maxicírculos e minicírculos se organizam em uma rede 

concatenada compacta denominada de DNA do kinetoplasto (kDNA). Nenhum gene 

de tRNA codificado tanto nos maxicírculos como nos minicírculos foi identificado, 

apesar da seqüência desse genoma ter sido completamente determinada. As 

evidências tanto de experimentos in vivo como in vitro indicam que os tRNAs 

necessários ao processo de tradução são importados do citoplasma (figura I-1.4) 

(Simpson e Thiemann, 1995; Lima e Simpson, 1996, Yasuhira e Simpson, 1997, 

Estevez e Simpson, 1999).  

 

 
Figura I-1.4: Esquema do mecanismo de importação, exportação e editoração de tRNAS 
mitocondriais em Kinetoplastidas. (Figura cedida pelo prof. Dr. Juan D. Alfonso – Ohio State 
University) 

 

Como no caso da maioria dos eucariotos o código genético mitocondrial 

(Kinetoplasto) de Leishmania se desvia do código universal onde o códon UGA de 

terminação é usado como um códon para triptofano (Estevez e Simpson, 1999; 

Simpson e Thiemann, 1995). Entretanto, em L. tarentolae um único tRNATrp 



Capítulo 1 – Introdução 

 8

codificado no núcleo foi identificado, possuindo o anticódon CCA. Esse tRNATrp 

pode decodificar o códon canônico UGG para triptofano, mas não o códon UGA do 

kinetoplasto. Foi identificado recentemente um novo mecanismo de editoração em 

kinetoplasto de L. tarentolae pela modificação de uma citosina para uridina na 

posição 1 do anticódon do tRNATrp (CCA) (Alfonzo et al., 1996). Até o presente 

momento duas enzimas, Tad2p/Tad3p, parecem estar envolvidas nesse mecanismo 

(Rubio, et al., 2007). Este evento de editoração leva a formação do tRNATrp (UCA) 

que decodifica o códon mitocondrial UGA para triptofano (figura I-1.4). Em outros 

organismos, decodificação do códon UGA mitocondrial pelo tRNATrp (CCA) é 

decorrência de mutações fora do anticódon que permitem o pareamento do tipo “não 

Watson-Crick” (pareamento C-A) entre a primeira posição do anticódon e a terceira 

posição do códon ou pela modificação específica da citosina (para lisidina, por 

exemplo) que permite pareamento C-A.  

No caso do tRNATrp em Leishmania, a editoração do ribonuclotídeo C34 para 

U34 no anticódon é a única modificação de seqüência observada. A presença de um 

tRNATrp(UCA) mitocondrial que não possui outra modificação capaz de alterar sua 

estrutura canônica, levou a conclusão que a editoração no tRNATrp é essencial para o 

apropriado funcionamento da tradução mitocondrial (Alfonzo et al., 1996). 

 

Aminoacil-tRNA sintetases 
 

As aminoacil-tRNA sintetases (aaRSs) são uma família de enzimas que 

asseguram a correta ligação entre um aminoácido e seu tRNA correspondente 

gerando um conjunto de tRNAs aminoacilados essenciais para o processo de síntese 

protéica (Ibba e Soll, 2000; Lenhinger et al. 2000). 

As aaRSs realizam a reação de aminoacilação em duas etapas: Primeiro ATP 

reage com o aminoácido formando aminoacil-adenilato e difosfato. Em uma segunda 

reação o aminoácido ativado é transferido para o tRNA para formar o aminoacil-

tRNA e AMP (figura I-1.5). As aaRSs são classificadas em dois grupos (Classe I e 

II) segundo a reação de aminoacilação (figura I-1.5) e a suas características 

estruturais (figura I-1.6) (Ibba e Soll, 2000; Lenhinger et al. 2000). 

Nestas reações o aminoácido é ligado ao tRNA por uma ligação de alta 

energia e assim é denominado “ativado”. 
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Figura I-1.5: Mecanismo de reação das AARSs. A reação de aminoacilação do tRNA é 
realizada em duas etapas: A) Reação de ativação do aminoácido. B) Reação de aminoacilação. 
Nas AARSs de classe I o aminoácido é transferido inicialmente para a hidroxila 2’ e 
posteriormente, por uma reação de trans-esterificação passa a hidroxila 3’. Já nas AARSs de 
classe II a aminoacilação ocorre diretamente na hidroxila 3’. (Figura adaptada de Lehninger 
Principles of Biochemistry 3rd Ed. 2000) 

 

Cada aaRSs possui cavidades precisas para o ATP e o seu aminoácido 

específico. A discriminação do correto tRNA é realizada em grande parte pela 

presença de elementos determinantes de identidade na estrutura dos tRNA, presentes 

principalemente nas região do “braço do aminoácido do tRNA” e no anticódon. 

Intensa interação ocorre entre o tRNAs e as aaRSs (figura I-1.6) de maneira a 



Capítulo 1 – Introdução 

 10

posicionar os elementos de identidade próximos as sítios de reconhecimento. 

Estruturas cristalográficas de aaRSs em complexo com tRNAs mostram que o 

reconhecimento é diferenciado nas classes I e II, o que pode explicar em parte a 

diferença de interação do aminoácido com o grupo hidroxila da adenina do braço 

aceptor do tRNA (Fig. I-1.5) (Ibba e Soll, 2000; Lenhinger et al. 2000). Outras 

funções têm sido atribuídas às aaRSs como: fidelidade celular, processamento de 

tRNA, splicing de tRNAs, transporte de tRNAs, apoptose e regulação transcricional 

e traducional. (Martinis et al., 1999) 

A utilização das aaRSs como alvo para inibidores seletivos de agentes 

infecciosos já está bem documentada indicando o potencial futuro deste projeto no 

caminho da busca de inibidores específicos contra leishmanioses (Tao e Shimmel, 

2000; Schimmel e Tao, 1998; Brown et al., 2002; Kim et a.l, 2003; Ochsner et al., 

2007). 
 

 
Figura I-1.6: Representação de superfície de aminoacil-tRNA sintetases ligadas aos tRNA 
cognatos. A) ArgRS de Saccharomyces cerevisiae (código PDB 1F7U), enzima monomérica da 
classe I. B) PheRS de Thermus thermophilus (código PDB 1EIY) enzima dimérica de classe II. 

 

Triptofanil-tRNA sintetase. 
 

O reconhecimento da maioria das enzimas endereçadas à importação 

mitocondrial é mediado por seqüências amino-terminais de 20 a 60 resíduos de 

aminoácidos As aminoacil-tRNA sintetases mitocondriais são codificadas pelo 

genoma nuclear e transportadas para a matriz mitocondrial (Neupert, 1997; Ibba e 
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Soll, 2000; Woese et al., 2000). Essas seqüências são clivadas após a correta 

localização da enzima (Neupert, 1997). 

As triptofanil-tRNA sintetases (TrpRS) pertencem à classe I das aaRSs na 

forma de dímeros α2 e, ao contrário das outras aaRSs, não formam complexos de alto 

massa molecular, sendo as menores aaRSs identificadas. Os membros dessa classe 

apresentam duas seqüências consenso características, a primeira composta pelo 

motivo “ΦHΦGH” (Φ denota aminoácido hidrofóbico) e a segunda pelo motivo 

“KMSKS”, esse dois formam o sítio de ligação do ATP e do aminoácido triptofano. 

Estruturas cristalográficas recentes apontam claramente a evolução destas seqüências 

consenso para a discriminação entre os aminoácidos de cadeia aromática (Yang et al., 

2003), em especial a estrutura de um fragmento catalítico da TrpRS humana 

complexado com substrato não hidrolizável mostra o papel desses aminoácidos no 

reconhecimento e ativação do aminoácido triptofano (Yu et al, 2004). Outra 

característica comum a essa classe de aaRSs é o domínio de ligação a nucleotídeos 

conhecido como “Rossman Fold” (Branden e Tooze, 1999). As seqüências consenso 

são trazidas próximas uma da outra por uma pronunciada curvatura de quatro fitas β 

paralelas, formando o sitio de ligação do nucleotídeo de adenina (Ibba e Soll, 2000; 

Woese et al., 2000). 

Dados estruturais e bioquímicos mostram que além do mecanismo de 

reconhecimento e carregamento do tRNA as TrpRS estão envolvidas em outros 

processos biológicos como: atividade angiostática (TrpRS citoplasmática humana) 

(Kise et al., 2004), e na formação de complexos com a enzima óxido nitro sintetase 

em resposta ao dano do DNA (Buddha et al., 2004; Buddha et al., 2005a; Buddha e 

Crane, 2005). 

Até o presente momento 264 estruturas tridimensionais de aaRSs encontram-

se depositadas no “Protein Data Bank” (http://www.rcsb.org/pdb/). Dentre essas, 11 

pertencem as TrpRS de bactérias. Recentemente duas estruturas de triptofanil tRNA 

sintetase citoplasmática humana complexadas com tRNATrp foram depositadas sob as 

coordenadas de acesso, 2AZX (Yang et al., 2006), 2AKE e 2DR2 (Shen et al., 2006), 

mostrando algumas características interessantes com relação ao modo de ligação ao 

tRNA.  

O mecanismo de reconhecimento específico dos tRNAsTrp editorado e não 

editorado pelas TrpRSs é ainda desconhecido. Recente trabalho com TrpRS de 
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Trypanosoma brucei (Charriére et al., 2005) mostra que a discriminação dos dois 

tRNATrp é realizada pela enzima citoplasmática através de elementos presentes nas 

proximidades do anticódon do tRNATrp. Estudos estruturais devem ainda ser 

realizados e são de extrema importância para elucidar completamente esse 

mecanismo discriminatório. 

 

Triptofanil-tRNA sintetases em L. major. 
 

Dois genes codificantes para Triptofanil-tRNA sintetase encontram-se 

depositados no GeneDB, sob os números de acesso LmjF29.0060 e LmjF23.0300. 

Inicialmente a análise seqüencial e a predição de regiões sinalizadoras apontavam 

que ambas as enzimas eram destinadas à exportação mitocondrial, após 

caracterização das regiões não traduzidas foi observado que a janela de leitura 

depositada do gene LmjF29.0060 estava errada. A nova janela de leitura não mostrou 

seqüência de sinalização mitocondrial, caracterizando essa proteína como 

citoplasmática. Seguindo a notação amplamente utilizada para proteínas que 

possuem formas distintas para mitocôndrial e citoplasmática a forma citoplasmática 

foi então denominada LmTrpRS1 ( Lm de L. major, TrpRS de enzima tRNA 

sintetase que reconhece o aminoácido triptofano e o número 1 denota enzima 

citoplasmática) e a forma mitocondrial foi denominada LmTrpRS2 (número 2 denota 

enzima mitocondrial). 
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Capítulo 2 

Objetivos 
 

O objetivo principal desse trabalho foi a caracterização bioquímica e 

estrutural de duas enzima triptofanil tRNA sintetases do parasita L. major. 

 

Objetivos específicos: 

 

 Caracterização das seqüências nucleotídicas dos genes LmTrpRS1 e 

LmTrpRS2. 

 Clonar os genes codificantes das proteínas LmTrpRS1 e LmTrpRS2 em 

vetores de expressão apropriados para produção de proteína em larga escala. 

 Desenvolver protocolos de expressão e purificação das proteínas 

recombinantes obtidas. 

 Localização celular das enzimas no parasita. 

 Caracterização estrutural das proteínas  
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Capítulo 3 

Metodologia 
 

 
Nesse capítulo é feita uma descrição geral sobre os 

procedimentos realizados desde a caracterização das regiões 
não traduzidas até as comparações estruturais das enzimas em 
estudo com outras TrpRSs. Resumidamente a caracterização 
molecular dos genes envolveu clonagem dos genes em estudo, 
determinação das regiões não traduzidas (UTRs) e do número 
de cópias no genoma de L. major. As proteínas em estudo 
foram sub-clonadas em vetores de expressão específicos. A 
proteína LmTrpRS2 obtida na fração solúvel foi purificada em 
cromatografia de afinidade, sendo então realizados os ensaios 
enzimáticos. Modelos estruturais das duas enzimas foram 
construídos a partir de modelagem molecular por homologia e 
comparados com estruturas de outras TrpRSs, em especial a 
proteína humana complexada com tRNA. 

 

 

Caracterização molecular dos genes LmTrpRS1 e 
LmTrpRS2 
 

Caracterização das regiões 5’ e 3’ não traduzidas (UTR) dos genes 
LmTrpRS 1 e LmTrpRS2 
 

Entender os mecanismos básicos de crescimento, diferenciação e resposta 

celular aos estímulos ambientais, ou seja, compreender a organização espacial e 

temporal dos eventos moleculares vem sendo um desafio para a biologia molecular. 

Na verdade, embora muitos dos elementos regulatórios situem-se em regiões não 

codificadoras do genoma, os dados disponíveis de seqüências nucleotídicas são 

referentes, na sua grande maioria, às seqüências expressas correspondentes às 

porções gênicas codificadoras de proteínas. Dentre as porções não codificadoras, as 

regiões 5’ e 3’ não traduzidas dos mRNAs, 5’UTR e 3’UTR, têm se mostrado 
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interessantes por conter elementos de regulação da expressão gênica (Pesole et al., 

2002). 

A caracterização das regiões não traduzidas foi realizada através da técnica de 

RT-PCR (Sambrook e Russel, 2000) adaptada para a caracterização de mRNA de 

Leishmania (Thiemann et al., 1994). Esta consiste na síntese de um cDNA apartir de 

mRNA (transcrição reversa - RT) seguida de amplificação do cDNA específico por 

reação em cadeia de polimerase (PCR). Oligonucleotídeos específicos foram 

desenhados para as regiões que flanqueiam as extremidades dos genes de interesse 

(figura I-3.1 e tabela AI-1.1 no apêndice I, pág. 77). Para amplificação da região 

5’UTR foi utilizado um oligonucleotídeo iniciador complementar a região 

conservada do “Spliced Leader” (SL) (Boothroyd e Cross, 1982; Maden e Hughes, 

1997), já para região 3’UTR dos genes, foram empregados o oligonucleotídeos 

complementares a região poli-A (figura I-3.1 e tabela AI-1.1 no apêndice I).  

 
Figura I-3.1: Estratégia adotada para a caracterização das regiões não traduzidas dos 
genes LmTrpRs1 e LmTrpRs2. As setas indicam os oligonucleotídeos utilizados nas reações, 
cujas seqüências encontram-se descritos na tabela AI-1.1 do apêndice I (pág. 77). 

 

A extração do RNA total foi realizada a partir de cultura celular de formas 

promastigotas de L. major crescidas em meio de cultura M199 a 26° C (Kapler et al., 

1990), utilizando-se o reagente “Trizol®” (Invitrogen), segundo orientações do 

fabricante. As reações de RT-PCR foram realizadas utilizando-se o conjunto 

“OneStep RT-PCR Kit®” (Qiagen), segundo condições descritas na tabela I-3.1 e o 

ciclo de RT-PCR mostrado na figura I-3.2, em termociclador PTC-100TM 

Programable Thermal Controller (MJ Research Inc.). A fim de restringir a seleção 

dos genes, os produtos das reações de RT-PCR obtidos foram submetidos a novos 

ciclos de PCR utilizando-se oligonucleotídeos mais externos aos genes (figura I-3.1 e 

tabela AI-1.1 no apêndice I). Os fragmentos de DNA obtidos nesta reação de PCR 

foram separados por eletroforese em gel de agarose, purificados com conjunto 

“Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System” (Promega). Esses foram então 

submetidos à adição de dATP (deoxi-adenosina), segundo a reação descrita na tabela 

I-3.2, por 30 minutos a 70° C e ligados ao vetor de clonagem pGEM-T® (Promega), 

conforme especificações do fabricante. 
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Células competentes de Escherichia coli DH5α foram transformadas, por 

choque térmico (Sambrook e Russel, 2000), com os plasmídeos provenientes das 

reações de ligação. As colônias cresceram em placas contendo ampicilina (100 

µg/mL), IPTG (0,5 mM) e X-Gal (80 µg/mL). A confirmação dos plasmídeos 

recombinantes foi realizada pela técnica de PCR de colônia utilizando-se os primers 

de seqüenciamento de vetor pGEM-T® (T73G e SP6). Os plasmídeos recombinantes 

foram extraídos pelo protocolo de lise alcalina (Sambrook e Russel, 2000) e 

submetidos ao seqüenciamento de DNA, pelo método de terminação de cadeia por 

di-deoxinucleotídeos (Sanger et al. 1977). As seqüências nucleotídicas obtidas foram 

analisadas e submetidas à comparação com as seqüências depositadas no banco de 

dados NCBI, através do programa “BLAST Sequences” (BLASTn). 

 
Tabela I-3.1: Reagentes usados na reação de RT-PCR para amplificação das regiões 
3’UTR e 5’UTR  

Mistura da reação de RT-PCR Volume (µL) Concentração final 
Tampão RT-PCR [5X]  10,0 1X 

dNTPs 10 mM ( A, G, C, T) 2,0 0,4 mM cada 
Oligonucleotídeos 100 pmol/uL 0,5 cada 1 µM cada 

RNA molde  1,0 µg 
Enzima MIX (Reverse Transcriptase+ Hot Start Taq 

DNA Polymerase) 
2,0  

RNAse out (40U/µL) 0,25 10U 
H2O milli-Q autoclavada q.s.p. 50,0  

 

 
Figura I-3.2: Ciclo da reação de RT-PCR utilizado para amplificação das regiões 3’UTR e 
5’UTR do gene LmTrpRS1 e LmTrpRS2. Em azul a reação de transcrição reversa, em preto o 
ciclo de PCR. 

 

Tabela I-3.2: Reagentes utilizados na reação de adição de deoxiadenosina (A) 
Reagentes para a reação de adição de deoxiadenosina. Volume (µL) 

DNA purificado 7,3 
Taq DNA polimerase recombinante (Invitrogen) (1U) 1,0 

dATP 5 mM 0,4 
Tampão PCR Taq DNA polimerase recombinante [10x] (Invitrogen) 1,0 

MgCl2 50 mM 0,3 



Capítulo 3 – Metodologia 
 

 20

Caracterização do número de cópias dos genes LmTrpRS1 e LmTrpRS2 
 

Com o objetivo de caracterizar os genes LmTrpRS1 e LmTrpRS2 em relação 

ao número de cópias presentes no organismo do parasita L. major, foi utilizada a 

análise com endonucleases de restrição seguida de “southern blotting” (Southern, 

1975).  

Amostras de aproximadamente 1,0 μg de DNA genômico de L. major, 

extraído de culturas celulares pelo protocolo de fenol/clorofórmio (Sambrook e 

Russel, 2000), foram submetidos à digestão com as endonucleases de restrição: NdeI, 

NotI, XbaI, XhoI, BglI, Bam HI, Hind III, PstI e Eco RI (New England Biolabs). 

Essas amostras foram separadas de acordo com o tamanho, por eletroforese em gel 

de agarose 0,8%, seguida de desnaturação do DNA e transferência por capilaridade 

para uma membrana de nitrocelulose Hybond™ N+ (GE healthcare) (Sambrook e 

Russel, 2000). O DNA foi fixado na membrana através de exposição à radiação UV 

“Cross-linking” em Stratalinker® UV Crosslinker 1800 (stratagene). 

Uma sonda radioativa foi utilizada para os experimentos de hibridização, esta 

sonda consistiu no produto de amplificação dos genes de interesse através da técnica 

de “Random Priming”, utilizando-se α-dAT32P (Feinberg e Vogelstein, 1983) e o 

conjunto “Megaprime™ DNA Labeling System” (GE Healthcare). Os procedimentos 

de hibridização e lavagens foram realizados de acordo com protocolo padrão 

(Sambrook e Russel, 2000) e manual de instruções da membrana. 

A visualização das hibridizações foi realizada com exposição da membrana 

em filme radiográfico (Kodak Biomax®), que foi incubado em cassete adequado a -

80° C por 2 horas para intensificação da exposição. Os filmes foram revelados com 

solução reveladora e fixador (Kodak Biomax® developer). 

 

Clonagem dos genes LmTrpRS1 e LmTrpRS2  
 

A amplificação dos genes LmTrpRS1 e LmTrpRS2 de L. major foi realizada 

pelo método de PCR, utilizando como molde DNA total de L. major e 

oligonucleotídeos específicos às extremidades dos genes de interesse (tabela AI-1.2 

no apêndice I). Os oligonucleotídeos foram construídos considerando-se: 1) As 

seqüências codificantes das proteínas LmTrpRS1 e LmTrpRS2 depositadas no banco 
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de dados do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov); 2) A predição das regiões 

destinadas à exportação celular destas enzimas, realizada pelo programa MitoProt II 

(Claros e Vincens, 1996); 3) Os sítios de restrição adequados à inserção dos genes 

nos vetores de expressão utilizados. Duas formas da enzima mitocondrial 

(LmTrpRS2) foram clonadas, uma com a seqüência N-terminal de sinalização 

mitocondrial e outra com a remoção dessa região predita pelo programa MitoProt II.  

As reações de PCR foram realizadas segundo condições descritas na tabela I-

3.3 e programa de PCR mostrado na figura I-3.3 (oligonucleotídeos - tabela AI-1.2 

no apêndice I), com pequenas adaptações entre os ciclos de PCR para adaptá-lo às 

diversas construções realizadas. Durante todas as amplificações foi utilizada a 

enzima DNA polimerase (Invitrogen, Promega ou Eppendorf) com atividade 

corretiva para evitar a inserção de mutações.  
 

Tabela I-3.3: Reagentes usados nas reações de PCR para amplificação e sub-clonagens dos 
genes LmTrpRS1 e LmTrpRS2. 

Mistura da reação de amplificação Volume (µL) Concentração final 
Tampão PCR [10X] sem Mg 5,0 1X 
dNTPs 10 mM ( A, G, C, T) 1,0 0,2 mM cada 

MgSO4 50 mM 1,0 2,0 mM 
Oligonucleotídeo sense 100 pmol/ul 1,0 2 µM 

Oligonucleotídeo antisense 100 pmol/ul 1,0 2 µM 
DNA molde 1,0 100 ng 

Platinum Taq DNA polimerase (5 U/μL) 2,0 1,0 U 
H2O milli-Q autoclavada  38,0  

 
Figura I-3.3: Esquema do programa de PCR utilizado para amplificação e sub-clonagens 
dos genes LmTrpRS1 e LmTrpRS2. 

 

Os genes obtidos nesta reação foram inseridos no vetor de clonagem pGEM-

T® (Promega). Os produtos de ligação foram inseridos em bactérias E. coli 

competentes, e a presença do inserto foi confirmada por extração plasmidial das 
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colônias recombinantes selecionadas, seguida de análise de digestão com 

endonucleases de restrição compatíveis com os oligonucleotídeos construídos, ou 

então reação de PCR com oligonucleotídeos específicos aos vetores utilizados (tabela 

AI-1.2 no apêndice I). A reação geral de digestão (tabela I-3.4), foi realizada por 4 

horas, seguindo condições de reação sugeridas pelo fabricante. 

 
Tabela I-3.4: Reagentes usados na reação de digestão de DNA com endonucleases de 
restrição. 

Reagentes para a reação de digestão para cada vetor Volume (µl) 
DNA - 300 ng/µl 20 

Enzima 1 (5 U/μl) - compatível com extremidade sense do oligonucleotídeo  1,5 
Enzima 2 (5 U/μl) - compatível com extremidade anti-sense do oligonucleotídeo  1,5 

Tampão compatível com enzimas utilizadas 3 
Água milli-Q 4 

 

As seqüências nucleotídicas dos genes de interesse foram confirmadas pelo 

seqüenciamento do DNA dos plasmídeos recombinantes, seguido de análise com as 

seqüências depositadas no banco de dados NCBI, através do programa BLASTn. 

 

Sub-clonagem dos genes LmTrpRS1 e LmTrpRS2 em vetores de expressão 
e ensaios de expressão protéica 
 

Diversas construções envolvendo os genes de interesse, tanto em vetores de 

expressão procarióticos quanto eucarióticos foram realizadas para contornar os 

problemas de solubilidade das proteínas em estudo. Para tanto, oligonucleotídeos 

específicos para essas construções foram construídos, levando-se em consideração os 

sítios de restrição adequados aos vetores empregados e a correta janela de leitura 

(tabela AI-1.3 no apêndice I). As reações e os ciclos de PCR foram realizadas como 

mostrado na tabela I-3.3 e figura I-3.3 respectivamente, utilizando os genes 

LmTrpRS1 e LmTrpRS2 clonados no vetor pGEM-T, com pequenas alterações para 

observar as temperaturas de anelamento e extensão adequadas a cada 

oligonucleotídeo. Os fragmentos com tamanhos esperados aos genes LmTrpRS1 e 

LmTrpRS2 foram separados em gel de agarose 1% e purificados como descrito 

anteriormente.  

Para a inserção dos genes de interesse nos plasmídeos específicos, os 

produtos de PCR purificado e oDNA plasmidial (vetores de expressão) foram 
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digeridos por 4 horas em condições de reação sugeridas pelo fabricante das 

endonucleases de restrição, reação geral sumarizada na tabela I-3.4. Após digestão, 

as amostras foram separadas em gel de agarose 1% e purificadas. Os produtos de 

digestão purificados foram inseridos nos plasmídeos de interesse através de reação de 

ligação utilizando a enzima T4 DNA ligase (Sambrook e Russel, 2000), segundo 

reação mostrada na tabela I-3.5. Esta foi realizada a 4° C por 12 horas. 

Os produtos de ligação foram inseridos em bactérias E. coli competentes. As 

bactérias recombinantes foram selecionadas em meio de cultura sólido com 

antibiótico adequado. As colônias recombinantes tiveram o DNA plasmidial 

extraído, e a conferência da incorporação do inserto foi realizada por análise de 

restrição ou PCR. Após seqüenciamento, os clones sem mutações foram inseridos em 

cepas de E. coli competentes para o início dos ensaios de expressão.  
 

Tabela I-3.5: Reagentes usados na reação de ligação dos genes nos vetores de expressão. 
Reagentes para a reação de ligação para cada vetor Volume (µL) 

Produto de PCR digerido com as enzimas de restrição (100 ng/µL) 6 
Plasmídio digerido com as enzimas de restrição (100 ng/µL) 2 

Buffer T4 DNA ligase (Promega) 1 
T4 DNA ligase (Promega) (1 U/μl) 1 

 

Ensaios de expressão protéica foram realizados em meios de cultura 

bacterianos (LB, 2XYT, meio mínimo) (Sambrook e Russel, 2000), variando-se as 

condições de indução a fim de aperfeiçoar a expressão solúvel da proteína. Após lise 

celular realizada por ultra-som, as frações solúveis e insolúveis foram separadas por 

centrifugação e analisadas em eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida a 

15% (Laemmli, 1970). 

 

Produção de anticorpos policlonais contra as proteínas LmTrpRS1 e 
LmTrpRS2 
 

A produção de anticorpos policlonais contra as proteínas LmTrpRS1 e 

LmTrpRS2 foi realizada através da inoculação das proteínas de interesse em 

camundongos (Frederick et al., 1997; Sambrook e Russel, 2000), em colaboração 

com laboratório da Profª. Dra. Heloísa Selistre Araújo - UFSCar. As proteínas de 

interesse, expressas na forma de corpos de inclusão no vetor pET29a, foram 

separadas por eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida e as bandas 
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correspondentes às proteínas de interesse foram recortadas do gel de poliacrilamida e 

maceradas em tampão “PBS” (Sambrook e Russel, 2000). Após dosagem protéica 

(Bradford, 1976) 300 μl de proteína a 100 μg/mL foram aplicadas em cada 

camundongo, processo repetido após 45 dias da injeção inicial. Dez dias após a 

segunda injeção os animais foram sacrificados e os soros contendo os anticorpos 

foram removidos. A produção de anticorpos foi conferida pela técnica de “western 

blotting” (Burnette, 1981; Sambrook e Russel, 2000). 

Localização celular das proteínas LmTrpRS1 e LmTrpRS2. 
 

A localização celular foi realizada através do fracionamento do conteúdo 

celular de células de L. tarentolae, seguido de “western botting” com os anticorpos 

policlonais produzidos. O fracionamento celular foi realizado em colaboração com 

Prof. Dr. Juan D. Alfonzo - Ohio State University. Para o fracionamento, culturas de 

células foram crescidas em meio M199 até fase logarítmica, 106 células/mL, essas 

foram ressuspendidas em tampão DTE (1 mM Tris-HC1, 1 mM EDTA, pH 7.9) 

gelado até a concentração de 5x108 células/mL. Após 10 minutos, as células são 

passadas através de uma agulha 0,26mm a 110lbs/in2, aonde são lisadas e o 

kinetoplasto permanece íntegro. Esse lisado foi transferido para uma solução de 

sacarose a 60%, centrifugado por 15 minutos a 9000 rpm. A fração precipitada foi 

ressuspendida em tampão STM (20 mM Tris-HC1, pH 7.9, 2 mM EDTA ou 2 mM 

MgCl2) e DNAse, na proporção de 1 mL pra cada 6 mL de lisado. Este foi incubado 

1 hora em gelo. Após esse tempo adicionou-se o mesmo volume de tampão STE (250 

mM sacarose, 10 mM g Tris, 2 mM EDTA, pH 7,9) e a amostra foi centrifugada a 

9000 rotações por minuto (rpm) por 15 minutos. A fração precipitada foi utilizada 

para os gradientes de Percoll (Sigma-Aldrich). A amostra foi centrifugada a 24000 

rpm por uma hora. A banda contendo a fração mitocondrial foi então centrifugada 

em excesso de STE por 15 minutos a 11500 rpm e foi lavada duas vezes. (Simpson et 

al., 1993; Simpson et al., 1996). 

Os extratos mitocondrial e citoplasmático obtidos após lise e fracionamento 

celular, foram separados por eletroforese em gel de poliacrilamida, sendo então 

prontamente transferido para uma membrana de nitrocelulose. Os anticorpos 

policlonais anti-LmTrpRSs foram incubados com a membrana por 2 horas. A 

membrana foi lavada com solução de TBS, e um anticorpo secundário anti-igG de 
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camundongo conjugado com peroxidase foi colocado em contato com a membrana. 

Após a incubação a membrana foi revelada com solução contendo um composto 

quimio luminescente (Amersham ECL™ Advance Western Blotting Detection Kit - 

Ge Healthcare), essa membrana foi exposta a um filme fotográfico por 15 minutos 

(KODAK BioMax® - Kodak) e depois revelada. Os controles positivos da reação 

foram amostras das proteínas expressas em E. coli. 

 

Expressão e Purificação da proteína LmTrpRS2. 
 

A expressão da enzima LmTrpRS2 foi realizada em bactéria E. coli BL21 

(DE3) contendo o plasmídeo recombinante LmTrpRS2/pET28a (proteína LmTrpRS2 

sem sinalização mitocondrial, clonada no vetor pET28a- Novagem). A proteína foi 

expressa em meio LB líquido, contendo Kanamicina (30 μg/ml), estas culturas foram 

crescidas a 37 °C, sob agitação constante de 250 rpm, até as culturas atingirem uma 

densidade ótica a 600nm (D.O.600 nm) de aproximadamente 0,8. Neste instante a 

expressão da proteína recombinante foi induzida com IPTG (Isopropil β- 

galactopiranosídeo) na concentração de 10 μM, por 24 horas à temperatura de 20° C. 

Após indução, as células foram centrifugadas a 5.000 xg, por 15 minutos, a 4° C. O 

precipitado foi ressuspendido em tampão de lise (PBS e 10 μg de lisozima por ml de 

células ressuspendidas) durante 30 minutos a 4° C. As células foram lisadas através 

de 8 pulsos de ultra-som com duração de 15 segundos e intervalos de 30 segundos 

entre cada pulso. As amostras lisadas foram centrifugadas a 15.000 x g por 30 

minutos, a 4° C, separando a fração solúvel da insolúvel.  

A proteína foi purificada por cromatografia de afinidade utilizando-se a resina 

“Ni-NTA Superflow” (Qiagen). A proteína recombinante foi eluída da coluna com a 

aplicação de tampão PBS e gradiente de concentração de imidazol (três 

concentrações de imidazol, 50, 100 e 150 mM foram aplicadas). As frações eluídas 

da coluna de níquel foram analisadas em gel de poliacrilamida a 15% . 
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Ensaios de atividade enzimática da enzima LmTrpRS2 recombinate. 
 

Transcrição in vitro dos tRNAsTrp editado e não editado. 
 

As reações de transcrição in vitro dos tRNATrp , foram realizadas segundo 

Amberg et al., 1996. Os DNAs plasmidiais contendo os genes codificantes para os 

tRNATrp (UCA) e tRNATrp(CCA), inseridos no vetor de propagação pUC19 foram 

gentilmente cedidos pelo prof. Dr. Juan D. Alfonso (figura I-3.4). O plasmídio foi 

propagado em E. coli DH5α e após extração plasmidial o mesmo foi digerido com a 

enzima de restrição Bst NI a 60° C por 4 horas, para proporcionar a terminação 

CCA-3’ encontrada nos tRNAs. A reação de digestão está sumarizada na tabela I-3.6. 

Após a digestão, o DNA plasmidial foi precipitado seguindo protocolo de acetato de 

amônio (Sambrook e Russel, 2000). O DNA plasmidial foi ressuspendido em água 

livre de RNAse e utilizado como molde para a enzima T7 RNA polimerase. A reação 

de transcrição, sumarizada na tabela I-3.7, foi incubada a 37° C por 24 horas. 

 

 
Figura I-3.4: Esquema representativo do cassete de transcrição do tRNATrp. Na parte 
superior um esquema do vetor pUC19 com a seqüência do promotor para enzima T7 Rna 
polimerase (alaranjado), seguido pelo gene tRNATrp (azul) e sítio para enzima Bst NI na porção 
final do cassete (verde). Na parte inferior (azul) um esquema do tRNATrp transcrito in vitro. 

 

Tabela I-3.6: Reagentes usados nas reações de digestão do DNA plasmidial tRNATrp. 
Reagentes para a reação de digestão  Volume (µL) 

DNA plasmidial (~250 ng/µL) 20 
Enzima BstNI (NEB) (10 U/µL) 2,5 

NEbuffer 2 5 
BSA 10 mg/mL 1 

Água milli-Q 21,5 
 
Tabela I-3.7: Reagentes usados nas reações de transcrição in vitro do tRNATrp . 

Reagentes para a reação de digestão Volume (µL) 
DNA plasmidial (~200 ng/µL) 30 

mix de rNTP (25 mM) 20 
Inibidor de RNAse (39,8 U/µL) 1 
T7 RNA polimerase (100U/µL) 1 

Tampão [10X] (tris-HCl 0,4 M; NaCl 0,05 M; MgCl2 0,22 M; DTT 0,1 M; 
Espermidina 0,02 M) 10 

H2O Milli Q livre de RNAse 38 
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Purificação da transcrição in vitro dos tRNAsTrp e protocolo de re-
enovelamento. 

 
Os tRNAs transcritos foram purificados utilizando-se gel desnaturante de 

poliacrilamida a 8% em 8 M de uréia (Curnow et al., 1993). As amostras de tRNAs 

foram preparadas com tampão desnaturante (20 mM MOPS, pH 7,0, 1 mM EDTA, 

6% de formaldeído, 31% formamida, 0,025% azul de bromofenol e 0,025% de xileno 

cianol), aquecidas a 70° C por 5 minutos e resfriadas em gelo por 3 minutos. O gel 

foi corado em solução de brometo de etídio a 1 μg/mL e as bandas com tamanho 

molecular semelhante aos tRNAs foram recortadas. Os tRNAs foram eluídos após 

incubação com 0,3 M de acetato de sódio durante 12 horas a temperatura ambiente e 

precipitados com etanol (Sambrook e Russel, 2000). Para o re-enovelamento os 

tRNas foram ressuspendidos em água livre de RNase e desnaturados a 70° C por 3 

minutos, e resfriados lentamente até temperatura ambiente. 

Os ensaios de aminoacilação foram realizados a 37º C em um volume final de 

50 μl, com 500 nM da enzima recombinante LmTrpRS2 em um meio de reação 

contendo: 50 mM Hepes; 10 mM acetato de magnésio; 4 mM DTT; 2 mM ATP; 

0,05% de albumina bovina (BSA) e uma mistura de 2 μM de L- [5-3H]-triptofano (32 

Ci/mmol - Amersham Life Science) e 38 μM de triptofano frio (Sever et al., 1996; 

Charriere et al., 2006). Alíquotas de 10 μl de cada reação foram aplicadas em papel 

de filtro Watman 3 MM (Watman), pré-equilibrado com 10% de ácido 

tricloroacético (TCA). Os papéis foram lavados duas vezes em 5% TCA por 10 

minutos, seguido de lavagem com de etanol por um minuto. Os filtros foram 

incubados em estufa à 80º C (para a remoção de água e etanol) e a radioatividade foi 

determinada em um contador de cintilação líquida (Beckman LS 6500) utilizando-se 

2 mL de líquido de cintilação (0,02% POP e 0,6% POPOP em tolueno).  

 

Caracterização estrutural das proteínas LmTrpRS1 e LmTrpRS2. 
 

Modelagem molecular das proteínas LmTrpRS1 e LmTrpRS2. 
 

A seleção das estruturas homólogas às proteínas LmTrpRS1 e LmTrpRS2 

foram realizadas através de alinhamento seqüencial das proteínas de interesse com as 
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seqüências protéicas depositadas no “Protein Data Bank”, PDB, usando a ferramenta 

Blastp. As seqüências de aminoácidos das proteínas com maior similaridade foram 

analisadas uma a uma com o programa Clustal W (Chenna et al., 2003). A 

modelagem molecular por homologia foi realizada utilizando-se o programa 

MODELLER 6a (Sali e Blundell, 1993), seguido da validação dos modelos com 

programas, PROCHECK (Laskowski et al., 1998), WHATIF (Vriend, 1990) e 

VERIFY 3D (Luthy et al., 1992). 
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Capítulo 4 

Resultados e discussões*. 
 
 

Neste capítulo são abordados os resultado obtidos com a 
caracterização molecular e a modelagem por homologia das 
proteínas LmTrpRS1 e LmTrpRS2. Os experimentos de 
caracterização das regiões não traduzidas 3’e 5’ mostraram que 
o mRNA do gene LmTrpRS1 têm 1672 nucleotídeos, e que a 
janela aberta de leitura depositada no Gene DB (LmjF29.0060) 
começa na adenina 253 do códon ATG, correspondente a 
Metionina 85 da proteína depositada no banco de dados, 
enquanto o mRNA do gene LmTrpRS2 possui 2258 
nucleotídeos. Os dois genes são cópias simples como mostrado 
nos experimentos de “southern blotting”, localizados nos 
cromossomos 29 (LmTrpRS1) e 23 (LmTrpRS2). Ambos os 
genes foram clonados através de PCR e subclonados em 
vetores de expressão. Os ensaios de expressão mostraram que a 
insolubilidade das proteínas foi uma constante na maioria dos 
vetores utilizados. “western blotting” com extratos celulares de 
Leishmania confirmaram a localização celular das enzimas. 
Uma forma solúvel e estável da forma madura da proteína 
LmTrpRS2 expressa no vetor pET28a foi purificada por 
afinidade, os ensaios de aminoacilação mostraram que esta é 
capaz de reconhecer os tRNATrp editado e não editado. A 
análise estrutural das proteínas foi realizada em modelos 
gerados por modelagem molecular por homologia, estes 
mostram que os domínios de ligação aos substratos são 
conservados com algumas diferenças no mecanismo de 
reconhecimento do tRNATrp pela enzima LmTrpRS2. 

 

Caracterização molecular dos genes LmTrpRS1 e LmTrpRS2. 
 

Caracterização das regiões 5’ e 3’ não traduzidas (UTR) dos genes 
LmTrpRS1 e LmTrpRS2. 

 

As reações de RT-PCR iniciais que visavam à amplificação da região 5’UTR 

do gene LmTrpRS1, partindo do RNA total de L. major, resultaram na amplificação 

de uma banda não definida, cobrindo as regiões de 100 até 500 pb. A re-amplificação 

dessa região utilizando-se oligonucleotídeos internos ao gene mostrou 3 bandas 

                                                 
* A divisão dos tópicos descritos nessa sessão não reflete a ordem pelos quais os mesmos foram executados durante o trabalho 
de doutorado. Essa divisão foi realizada apenas para facilitar a compreensão do trabalho como um todo. 
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difusas, com tamanhos aproximados de 90, 190 e 300 pares de base (pb) cada uma, 

calculados com programa Kodak Digital Science 1D. Experimentos realizados com 

variações na reação de RT-PCR continuaram mostrando as mesmas bandas, mesmo 

quando as concentrações de RNA total eram aumentadas. Esses fragmentos foram 

recortados de gel de agarose 1%, purificados com conjunto comercial de purificação 

de DNA. Após reação a adição de adeninas nas extremidades dos fragmentos obtidos 

(reação de adenilação), esses foram clonados no vetor pGEM-T® (Promega). As 

seqüências nucleotídicas desses fragmentos obtidas após seqüenciamento do DNA 

não mostraram similaridade com qualquer seqüência genômica depositada no 

GeneDB.  

Alinhamento seqüencial da proteína LmTrpRS1 com outras TrpRSs (figura I-

4.1) mostrou que essa proteína possuí uma região N-terminal, compreendida da 

metionina 1 à valina 79, sem alinhamento algum com as outras TrpRSs. A análise 

inicial dessa região mostrou que os 30 aminoácidos iniciais seriam destinados a 

sinalização mitocondrial.  

 
Figura I-4.1: Diagrama mostrando os 100 melhores alinhamento da proteína LmTrpRS1 
com seqüências de outras proteínas depositadas no banco de dados. Alinhamentos múltiplos 
são conectados por uma barra.  
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Baseando-se nas regiões conservadas dos alinhamentos obtidos, 

oligonucleotídeos mais internos ao gene LmTrpRS1 foram construídos para 

caracterizar completamente essa região.  

Utilizando-se esses oligonucleotídeos, uma nova reação de RT-PCR para a 

região 5’UTR do gene LmTrpRS1 foi realizada. Como resultados foram obtidas três 

bandas difusas, com tamanhos entre 400 e 100 pb (figura I-4.2 A). O produto de RT-

PCR foi utilizado como molde para um novo ciclo de PCR com oligonucleotídeos 

mais externos ao gene (figura I-4.1, oligonucleotídeo 2 – Tabela A1), a fim de 

restringir a reação ao gene de interesse. Uma banda única e bem definida com 

aproximadamente 170 pb foi observada após o PCR, (figura I-4.2 B). Essa banda foi 

purificada em gel de agarose, clonada no vetor pGEM-T® e o DNA recombinante 

obtido foi submetido ao seqüenciamento. 

A reação de RT-PCR para amplificar a região 3’ não traduzida (UTR) do 

gene LmTrpRs1 resultou duas bandas bem definidas, uma fraca próxima a 300 pb e 

outra muito intensa, cobrindo as regiões de 250 até 70 pb, provavelmente esta última 

seja devido ao excesso de RNA total utilizado na reação (figura I-4.2 C). Essa reação 

foi re-amplificada, por reação de PCR, utilizando-se oligonucleotídeos mais externos 

ao gene e também um oligonucleotídeo complementar ao primeiro oligonucleotídeo 

utilizado no ciclo de RT-PCR, aumentando assim a seletividade da reação (figura I-

4.1, oligonucleotídeo 5 e 6 – Tabela A1).  

 
Figura I-4.2: Caracterização das regiões não traduzidas do gene LmTrpRS1. Gel de agarose 
com amostras das reações de RT-PCR (A e C) e a re-amplificação dessas regiões por PCR (B e 
D). A e B) Reação 5´UTR, C e D) Reação 3´UTR. 1 - 1 Kb plus DNA ladder (Invitrogen®); 2 - 
Reação de RT-PCR e 2’ - Reações de re-amplificação dos RT-PCR, utilizando oligonucleotídeos 
mais internos ao gene. As setas indicam as bandas de amplificação das regiões 5’UTR e 3’UTR 
do gene LmTrpRS1 (Azul e vermelho respectivamente) 
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 Após o ciclo de PCR, um fragmento de aproximadamente 450 pb foi obtido 

para a região 3’UTR do gene LmTrpRS1 (figura I-4.2 D), este fragmento foi 

purificado em gel de agarose, clonado no vetor pGEM-T® e o DNA recombinante 

obtido foi submetido ao seqüenciamento. 

Os mRNA de kinetoplastidas são traduzidos com longos pré-RNAs 

policistrônicos, de 60 Kb ou mais, que são processados por um mecanismo 

conhecido com “Trans Splicing” para a formação da extremidade 5’UTR (Ullu et al., 

1993; Lebowitz, et al., 1993). Esse mecanismo de “trans splicing” tipicamente ocorre 

pela inserção de um pequeno fragmento de RNA com 39 ribonucleotídeos, 

conhecido com “Spliced Leader”, nas regiões intergênicas (Matthews, et al., 1994). 

Uma pequena região “consensus”, rica em ribonucleotídeos pirimidínicos que é 

flanqueada por uma base Guanina, atua como sinalizador da correta localização da 

região de “trans splicing” (Matthews, et al., 1994). A região 3’UTR é formada por 

uma região que geralmente costuma ser maior que a região 5’UTR. Nessa região 

5’UTR ocorre a inserção de uma extremidade formada por vários ribonucleotídeos 

adenina (cauda poli-A), comumente um ou mais sítios para inserção cauda poli-A 

podem ser observados nos mRNA de kinetoplastídeos. (Ullu et al., 1993; Lebowitz et 

al., 1993)  

O mRNA do gene LmTrpRS1 apresenta a organização clássica descrita para 

os kinetoplastídeos (figura I-4.3). A análise da seqüência 5’UTR mostrou que ela é 

composta por 100 ribonucleotídeos, idênticos aos dados depositados no genoma de L. 

major (GeneDB). Uma curta região com predominância de bases pirimidínicas é 

observada precedendo a região 5’UTR, seguindo-se a essa região um ribonucleotídeo 

guanina sinaliza o local de inserção do “spliced leader” (figura I-4.3).  

 
Figura I-4.3: Diagrama mostrando composição mRNA do gene LmTrpRS1 caracterizado 
por RT-PCR. Em azul “spliced leader” (SL), em amarelo a janela aberta de leitura do gene 
LmTrpRS1 (1191pb), em verde destacando as posições das regiões “consensus” conservadas nas 
TrpRSs. Em vermelho região poli-A. As seqüências abaixo destacada mostram os 100 
nucleotídeos da região 5’UTR (esquerda), e os 342 nucleotídeos da seqüência 3’UTR (direita). 
Os asteriscos em vermelho apontam locais de inserção da cauda Poli-A do RNA mensageiro. 
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Já a análise da região 3’UTR mostrou que essa é composta por um máximo 

342 ribonucleotídeos, com pelo menos 5 sítios para inserção da cauda poli-A, nos 25 

clones analisados. Essa região 3’UTR mostram completa identidade com os dados 

depositados no GeneDB (figura I-4.3). 

O resultado da caracterização da região 5’UTR mostra que a janela aberta de 

leitura predita do gene LmTrpRS1 depositada no GeneDB (figura I-4.4) é 252 

nucleotídeos maior do que a caracterizada nesse trabalho. Com isso a proteína 

LmTrpRS1 é iniciada na Adenina 253 do códon ATG, correspondendo à Metionina 

85 da seqüência previamente predita. Essa nova janela aberta de leitura da proteína é 

condizente com os alinhamentos de outras TrpRSs (figura I-4.1) e a predição de 

sinalização molecular dessa nova janela aberta de leitura não aponta probabilidade de 

sinalização mitocondrial, como outrora mostrada para a proteína depositada no banco 

de dados. 

 
Figura I-4.4: Seqüência nucleotídica da porção 5´ do gene LmTrpRS1. Em amarelo mostra a 
metionina iniciadora da proteína predita e depositada no banco de dados em decorrência do 
projeto genoma de L. major. Em vermelho são mostrados os 100 nucleotídeos da região 5’UTR. 
Em cinza a região poli-pirimidínica, que é flanqueada por uma Guanina, em azul. Em itálico a 
seqüência do gene LmTrpRS1, com a metionina iniciadora correta em verde. 

 

A caracterização do mRNA do gene LmTrpRS2 foi realizado de maneira idêntica ao 

procedimento descrito para o gene LmTrpRS1. O produto da reação de RT-PCR da 

região 5’UTR do gene LmTrpRS2, resultou uma banda bem fraca e não definida, 

cobrindo as regiões de 100 até 400 pb (figura I-4.5 A-B). Já reação de RT-PCR da 

região 3’UTR resultou duas bandas, uma não definida cobrindo as regiões de 100 até 

400 pb e outra mais fraca na região de 700 pb. (figura I-4.5 C). Após a re-

amplificação desses produtos, por reações de PCR, utilizando-se oligonucleotídeos 

específicos, um fragmento de aproximadamente 190 pb foi obtido para a região 

5’UTR (figura I-4.5 B) e outro de aproximadamente 630 pb para a região 3’UTR. 

Estes fragmentos foram clonados no vetor de pGEM-T®, seqüenciados e as 

seqüências obtidas foram alinhadas com as seqüências nucleotídicas de L. major.  

5’atgatgtccccctttcccccgctgcctgtctatctctctggcctgctcacccttc
atgttcctactcgctgccttcacttccttgtgcttacaccaatgaaaacccgggttg
gactgcatcgctgctgcgcatcttacctgcgcttgctcagccaagatcgactgcagc
tccacaacccaatcgaattcattggcgcactccattttttcacctcgctgtgctctc
cgttgggtgttgccgacttcttaagaATGgagg...3’ 
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A análise da seqüência da região 5’UTR mostrou que essa é composta por 

134 pb, uma ampla região poli-pirimidínica flanqueada por uma base Guanina, que 

sinaliza para a inserção “spliced leader” no mRNA pode ser observado (figura I-4.6). 

Já a seqüência da região 3’UTR é composta por 612pb.  

 
Figura I-4.5: Caracterização das regiões não traduzidas do gene LmTrpRS2. Gel de agarose 
com amostras das reações de RT-PCR (A e C) e a re-amplificação dessas regiões por PCR (B e 
D). A e B) Reação 5’UTR, C e D) Reação 3’UTR. 1 - 1 Kb plus DNA ladder (Invitrogen®); 2 - 
Reação de RT-PCR e 2’ - Reações de re-amplificação dos RT-PCR, utilizando oligonucleotídeos 
mais internos ao gene. As setas indicam as bandas de amplificação das regiões 5’UTR e 3’UTR 
do gene LmTrpRS2 (Azul e vermelho respectivamente) 
 

 
Figura I-4.6: Seqüência nucleotídica da porção 5´ do gene LmTrpRS2. Em vermelho são 
mostrados os 134 nucleotídeos da região 5’UTR. Em cinza a região poli-pirimidínica, que é 
flanqueada por uma guanina, em azul. Em itálico a seqüência do gene LmTrpRS2, com a 
metionina iniciadora em verde. 

 
O mRNA do gene LmTrpRS2 foi definido como uma seqüência de 2333 nucleotídeos 

(figura I-4.7). 

 
Figura I-4.7: Diagrama mostrando composição mRNA do gene LmTrpRS2 caracterizado 
por RT-PCR. Em azul “Spliced Leader” (SL), em cinza a janela aberta de leitura do gene 
LmTrpRS2 (1509pb), em verde destacando as posições das regiões “consensus” conservadas na 
TrpRSs. Em vermelho região poli-A. As seqüências abaixo destacada mostram os 134 
nucleotídeos da região 5’UTR (esquerda), e os 610 nucleotídeos da seqüência 3’UTR (direita). 
O asterisco em vermelho aponta o local de inserção da cauda poli-A dos mRNAs. 

5’ccctctccttgcctccgtattctccttgtccttcccaccctcccctccttttctctgccccccccctctctaaa
gaggtgggaccgtgccttcgtggacttgcctgggccacagcgcagccagcttctcgcatccatcggccaccttctt
tcctcgcctcagacactccctccaaatccgcagcgcagcgcctctctgcactgcgttctATGcgtc...3’ 
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Caracterização do número de cópias dos genes LmTrpRS1 e LmTrpRS2. 
 

A análise dos sítios de clivagem dos genes de interesse para as endonucleases 

de restrição foi realizada com o programa WebCutter 2.0 

(http://rna.lundberg.gu.se/cutter2/). Combinações de endonucleases de restrição 

foram realizadas de maneira que os produtos das digestões mantivessem os genes 

íntegros ou então os clivassem em pelo menos um ponto. 

Os experimentos de “southern blotting”, provenientes das digestões do DNA 

genômico de L. major, revelaram que as enzimas de restrição que não clivam dentro 

da seqüência do gene LmTrpRS1, Nde I, Xba I, Hind III e Bgl II, (figura I-4.8 A), 

gerando um único fragmento de DNA homólogo à sonda (seqüência nucleotídica 

completa do gene marcado). Já as enzimas de restrição Not I, Xho I, e EcoR I, que 

apresentam sítio de clivagem único (figura I-4.8 A) interno à fase aberta de leitura do 

gene LmTrpRS1, resultaram no padrão esperado de duas bandas hibridizadas. A 

endonuclease de restrição Pst I que apresenta dois sítios de clivagem internos à fase 

aberta de leitura deveria produzir três bandas de hibridização, porém somente duas 

bandas foram observadas (figura I-4.8 A). Isso ocorreu provavelmente pelo pequeno 

tamanho de um dos fragmentos, 160pb aproximadamente, que produz uma pequena 

região de hibridização, que podem ter sido removidas durante as lavagens de 

estringência. 

A sonda radioativa LmTrpRS1 foi removida da membrana com lavagens em 

solução SDS 2% a 75° C (Sambrook e Russel, 2000). A mesma membrana foi então 

hibridizada com a sonda LmTrpRS2 (seqüência nucleotídica completa do gene), esse 

experimento revelou que as enzimas de restrição Nde I, Not I, Xho I, Xba I, EcoR I e 

Bgl II as quais não clivam dentro da seqüência do gene LmTrpRS2, geraram um 

único fragmento de DNA homólogo à sonda (figura I-4.8 B). Já as enzimas Hind III 

e Pst I e, que apresentam sítio de clivagem único, interno à fase aberta de leitura do 

gene LmTrpRS1, resultaram no padrão esperado de duas bandas hibridizadas (figura 

I-4.8 B). 
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Figura I-4.8: Caracterização do número de cópias dos genes LmTrpRS1 e LmTrpRS2. A e 
B) Análise de “southern blotting” proveniente da digestão do DNA genômico de L. major 
Friedlin, com diferentes endonucleases de restrição, hibridizadas com as sondas LmTrpRS1 (A) e 
LmTrpRS2 (B). 1 - DNA Genômico de L. Major não digerido. 2 - Nde I, 3 - Not I, 4 - Xba I, 5 - 
Hind II, 6 - Xho I, 7 - Bgl II, 8 - Hind III/Xba I, 9 - Not I/Bgl, 10 - Hind III/Nde, 11 - Pst I, 12 - 
Pst I/Bgl II, 13 - Eco RI e 14 - Eco RI/ Nde I. C e D) - Diagrama da região gênica codificada no 
DNA do parasita L. major para os genes LmTrpRS1 e LmTrpRS2. 

 
Estes resultados mostram que os genes LmTrpRS1 e LmTrpRS2 são genes de 

cópia simples no genoma do parasita L .major. Este dado foi confirmado após a 

completa deposição do genoma de L. major. Uma análise dessa região gênica 

codificada no DNA do parasita é mostrada na figura I-4.8 C e D. 

Clonagem dos genes LmTrpRS1 e LmTrpRS2. 
 

A janela aberta de leitura do gene LmTrpRS1 depositada no GeneDB, foi 

amplificada com sucesso pela técnica de PCR, utilizando-se DNA total extraído de 

culturas celulares de L. major, uma banda única com 1440 pb foi observada (figura I-

4.9 A), esta banda foi purificada e clonada diretamente no vetor pGEMT®. O DNA 
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recombinante das colônias bacterianas transformantes foi seqüenciado, e sua 

seqüência nucleotídica foi alinhada contra o banco de dados GeneDB, mostrando que 

nenhuma mutação foi inserida no gene durante o processo de amplificação. Esse 

clone sem mutações, denominado LmTrpRS1-full/pgemT, foi propagado em bactérias 

E. coli DH5α. Após extração plasmidial o DNA deste clone foi armazenado a -20° C 

para os demais procedimentos de sub-clonagem.  

A caracterização da região 5’UTR do gene LmTrpRS1 mostrou que a janela 

aberta de leitura do gene depositada estava superestimada em 252 nucleotídeos, 

então uma nova reação de amplificação foi utilizada para a remoção dessa região do 

gene LmTrpRS1. Um ciclo de PCR utilizando oligonucleotídeo compatível com a 

região caracterizada foi realizado utilizando-se como molde o gene previamente 

clonado. Um fragmento de 1191 pb (figura I-4.9 B) foi obtido e após purificação e 

clonagem no vetor pGEM®-T, esse fragmento foi seqüenciado mostrando 100% de 

identidade com a seqüência nucleotídica depositada no banco de dados. Esse novo 

clone sem mutações e com a janela aberta de leitura correta foi denominado 

LmTrpRS1/pgemT. O mesmo foi propagado em bactérias E. coli DH5α e após 

extração plasmidial o seu DNA plasmidial foi armazenado a -20° C para os demais 

procedimentos de sub-clonagem.  

 
Figura I-4.9: Gel em agarose a 1% com resultado da amplificação do gene LmTrpRS1. A) 
Gene LmTrpRS1 com a janela aberta de leitura de leitura depositada no GeneDB,1a seta azul 
indica a posição do gene (1440pb). B – Gene LmTrpRS1 com a janela de leitura caracterizada 
pelo experimento de 5’UTR, a seta vermelha indica o gene LmTrpRS1 (1191pb). 1 – 1 kb Plus 
DNA Ladder, 2 e 2’ – Amostras dos genes amplificados. 

 

A análise teórica da seqüência de aminoácidos das proteínas LmTrpRS1 e 

LmTrpRS2 com o programa MitoprotII identificou uma região com características de 
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sinalização mitocondrial na proteína LmTrpRS2. Essa região composta por uma 

região N-terminal de 23 aminoácidos, apresentou 93% de probabilidade para 

exportação mitocondrial, segundo o Mitoprot II (figura I-4.10). Segundo esse 

programa o sítio de clivagem está localizado entre a Asparagina 23 e a Alanina 24. 

 
Figura I-4.10: Esquema da região da região de sinalização mitocondrial da proteína 
LmTrpRS2 predita pelo programa MitoprotII. Seqüência de aminoácidos dos 32 
aminoácidos N-terminal da proteína LmTrpRS2, em itálico é mostrado o sinal de localização 
mitocondrial. Acima da seqüência a predição de estrutura secundária assinalada pelo programa 
PSIPRED (Jones, 1999), fita-β (amarelo) e hélices-α (verde), a seta em azul mostra o local da 
clivagem do N-terminal. 

 
 

As regiões destinadas à localização mitocondrial caracterizam-se em grande 

parte por pequenas seqüências amino ou carboxi-terminais com 20 a 60 resíduos de 

aminoácidos, com grande predominância de aminoácidos positivos e resíduos 

hidroxilados, e raros ou inexistentes aminoácidos negativos (Lemire et al., 1989; 

Neupert, 1997). Essas seqüências comumente formam hélices-α anfipáticas que são 

elementos importantes para o reconhecimento específico da maquinaria de 

importação mitocondrial. (Lemire et al., 1989; Von Heijne et al., 1990). Uma vez as 

proteínas internalizadas na mitocôndria, essas seqüências são prontamente removidas 

por proteases específicas, assegurando a manutenção da proteína importada na matriz 

mitocondrial (Pfanmer e Neupert, 1990; Braun e Schmitz, 1994; Neupert, 1997). 

Essas características estruturais e seqüenciais podem ser observadas na porção N-

terminal da proteína LmTrpRS2, apontando a possível localização mitocondrial 

dessa enzima (figura I-4.10). 

Duas abordagens para clonar o gene LmTrpRS2 foram empregadas: clonagem 

do gene completo e do gene sem a região de sinalização. A primeira é justificada 

pela importância que regiões de sinalização podem apresentar no direcionamento do 

correto enovelamento de certas proteínas (Pfanmer e Neupert, 1990, Neupert, 1997), 

já a segunda é justificada pelo fato de que a proteína madura no interior da 

mitocôndria não necessita desta região N-terminal para sua completa atividade 
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(Neupert, 1997; Felter et al., 1981). Além disso, essa região poderia também 

influenciar nos ensaios de cristalização, uma vez que essas regiões sinalizadoras 

apresentam uma grande flexibilidade.  

As duas construções para a proteína LmTrpRS2 foram amplificadas com 

sucesso através de PCR (figura I-4.11), utilizando-se oligonucleotídeos específicos 

com sítios de restrição para as endonucleases de restrição NdeI e XhoI (para maiores 

detalhes consultar a tabela AI-1.2 no apêndice I). Essa estratégia de clonagem 

permite que o gene de interesse seja clonado diretamente em um vetor de expressão 

através da digestão do produto de PCR, ou então seja subclonado inicialmente em 

um vetor de propagação.  

A reação de PCR para o gene completo, denominada LmTrpRS2-Full, 

produziu um fragmento único com tamanho condizente ao esperado para gene 

completo. A construção do gene sem a região de sinalização mitocondrial, 

LmTrpRS2-A24 (proteína LmTrpRS2 iniciando no aminoácido Alanina 24) produziu 

uma banda única com tamanho aproximado de 1400 pb. Essas duas bandas foram 

separadas em gel de agarose a 1% e purificadas. Após reação de adenilação as 

construções purificadas foram clonadas diretamente no vetor propagação pGEMT®, 

gerando os plasmídeos LmTrpRS2-Full/pgemT e LmTrpRS1-A24/pgemT. O DNA 

recombinante obtido das colônias bacterianas transformantes foi seqüenciado e 

alinhado contra o banco de dados GeneDB. O seqüenciamento mostrou que os 

fragmentos clonados para o gene LmTrpRS2-Full e LmTrpRs1-A24 possuíam 1473 e 

1404 pb, respectivamente.  

 
Figura I-4.11: Gel em agarose a 1% com resultado da amplificação do gene LmTrpRS2 de 
L. major. 1 – 1 kb Plus DNA Ladder, 2 - Gene LmTrpRS2-full (com a região de sinalização 
mitocondrial), a seta azul indica a posição do gene (1473pb). 3 – Gene LmTrpRS2-24A (sem a 
região de sinalização mitocondrial), a seta vermelha indica a posição do gene (1191pb). 
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O seqüenciamento também mostrou que nenhuma mutação foi inserida nos 

genes durante o processo de amplificação. Os clones sem mutações foram 

propagados em bactérias E. coli DH5α, e após extração plasmidial o DNA foi 

armazenado a -20° C para posterior utilização nos demais procedimentos de sub-

clonagem e biologia molecular. 

Sub-clonagem dos genes LmTrpRS1 e LmTrpRS2 em vetores de expressão 
e ensaios de expressão protéica.  
 

A obtenção de um sistema de expressão heterólogo que produza grandes 

quantidades de proteína na forma solúvel ainda é uma ciência bastante empírica 

dentro da biologia molecular. Um somatório de fatores podem ser apontadas como 

determinantes para o processo de expressão protéica, como: tamanho da proteína, 

ponto isoelétrico, hidrofobicidade, modificações pós-traducionais, necessidade de 

outras proteínas para formação de complexos estáveis etc. Algumas ferramentas 

computacionais podem ser utilizadas para prever o perfil bioquímico de uma dada 

proteína e tentar adequar o sistema de expressão mais apropriado para a mesma. O 

sistema de expressão procarioto tem se mostrado bastante eficiente para a expressão 

e purificação de várias AaRSs de eucariotos (Chen et al., 1999; Xu et al., 2001).  

Inicialmente os dois genes de interesse, codificando as proteínas LmTrpRS1 e 

a LmTrpRS2 com e sem a região de sinalização mitocondrial foram sub-clonados no 

vetor de expressão pET29a (novagem), que tem se mostrado como um sistema 

poderoso para a expressão de grande quantidade de proteína recombinate em E. coli. 

Os genes de interesse foram clonados de modo que as proteínas recombinantes não 

possuíssem cauda de histidinas C-terminal (pET29a_stop). 

A expressão dos genes nestes vetores é regulada pelo promotor reconhecido 

pela enzima T7 RNA polimerase. Para a expressão do gene de interesse é necessário 

que a célula hospedeira produza a enzima T7 RNA polimerase, o que pode ser obtido 

apartir de diversas linhagens de E. coli que codificam esse gene. A expressão do 

gene de interesse ocorre na presença do indutor Isopropil β-D-tiogalactopiranosídeo 

(IPTG). A T7 RNA polimerase se liga ao promotor T7, transcrevendo o gene de 

interesse (Sambrook e Russel, 2000).  

Os ensaios iniciais de expressão foram realizados a 37° C, variando-se a 

concentração do indutor IPTG (100 μM, 400 μM e 1 mM). Esses ensaios mostraram 
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que ambas a proteínas eram expressas em grandes quantidades na fração insolúvel, 

com nenhuma porção visível de proteína recombinate na fração solúvel.  

Objetivando a expressão solúvel das proteínas recombinantes novos ensaios 

de expressão foram realizados. Essas novas tentativas envolveram expressão em 

meios de cultura nutritivos diferenciados (meio mínimo, 2XYT, LB), utilizando-se 

concentrações menores de indutor IPTG e também redução da temperatura de 

indução. A diminuição nos níveis de expressão das proteínas, obtidas em condições 

de expressão a temperaturas baixas (22 e 18° C) e com quantidades pequenas de 

indutor (menores que 10 μM) não mostraram melhora significativa na solubilidade 

proteíca. Uma tentativa sem sucesso também foi realizada utilizando-se a expressão 

da proteína sem a presença de indutor, nesse caso esperava-se que o vazamento do 

promotor pudesse expressar a proteína em níveis basais, nos quais maquinaria celular 

fosse capaz de enovelar corretamente a proteína. 

O emprego de cepas de E. coli portadoras de características diferenciadas 

como: códons extras para alguns aminoácidos, BL21(De3)RIL (Stratagene®) e 

BL21(De3)RP (Stratagene®); chaperonas (Chang e Cohen, 1978) PT-Groe e Rosetta 

(invitrogen®); restrição do vazamento do promotor, BL21(De3)plysS; bactérias 

destinadas à produção em grande escala de genes tóxicos e proteínas de membrana 

(Merle et al., 1986), foram testadas mas também não produziram proteína solúvel. 

Uma das metodologias utilizadas para aumentar a solubilidade de proteína é a 

fusão da proteína alvo com proteínas altamente solúveis tais como: GST (Glutationa 

S-trasferase de Schistosoma japonicum), tioredoxina, MBP (Maltose Binding 

Protein), NusA (proteína de E. coli), o domíneo-Gb1 (domínio GB1 da proteína G de 

Streptococcus sp.) e o duplo domínio-Z (ZZ – derivado da proteína A de 

Staphylococcus aureus), fusionadas geralmente na porção N-terminal da proteína 

alvo (Hammarstrom et al., 2002). 

Na tentativa de contornar as dificuldades técnicas para expressão e 

solubilidade das proteínas, algumas construções com plasmídeos bacterianos 

codificando proteínas de fusão com Glutationa S-transferase (pGEX2T) e 

Tioredoxina (pET32a) foram testadas, bem como a alteração da posição da cauda de 

histidina ou ainda sua remoção (figura I-4.12). No caso da proteína LmTrpRS2 

também foram realizadas construções aonde a região de sinalização mitocondrial foi 

removida, uma vez que esta poderia influenciar o enovelamento protéico. 
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Figura I-4.12: Diagrama das construções realizadas com o gene LmTrpRS1 e LmTrpRS2. 
Os triângulos representam cauda de histidinas (6-HIS tag), Em rosa a proteínas de fusão GST, 
em vermelho tioredoxina, região demarcada no início do gene LmTrpRS2 representa sinal de 
localização mitocondrial. 

 
As sub-clonagens dos genes LmTrpRS1/pET28a, LmTrpRS1/pET29a, 

LmTrpRS1/pET32a e LmTrpRS1/pGEX2T obtidas foram realizadas a partir de PCR 

utilizando-se oligonucleotídeos específicos (tabela AI-1.3 – Apêndice I) e o 

plasmídeo recombinate LmTrpRS1/pgemT como molde. Bactérias E. coli 

competentes foram transformadas com o produto da ligação. Após seleção dos 

recombinantes em meio sólido contendo antibiótico adequado o DNA plasmidial foi 

extraído e a conferência da presença do inserto foi verificada por reação de digestão 

seguida de gel de agarose a 1% (figura I-4.13). O seqüenciamento dos clones 

recombinantes mostrou que todas as construções estavam em fase de leitura e sem 

mutações.  
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Figura I-4.13: Digestão com endonucleases de restrição das construções realizadas com o 
gene Lmwars1 nos vetores bacterianos. Gel de agarose 1% com o resultado da sub-clonagem 
do gene pET28a, pET29a, pET32a e pGEX2t A) Construções LmTrpRS1/pET28a (poço 2) e 
LmTrpRS1/pET29a (poço 3) B) Construção LmTrpRS1/pET32a (poço 2). C) LmTrpRS1/pGEX2t 
(poço 2). Poço 1, 1kB plus DNA Ladder. As setas azuis indicam o gene Lmwars1 e as vermelhas 
os plasmídeos. 

 

Os ensaios de expressão realizados com as novas construções da proteína 

LmTrpRS1 tanto no vetor pET28a quanto no pET29a continuam mostrando a 

proteína sendo expressa em grande quantidade na sua forma insolúvel, mesmo em 

condições de crescimento e expressão lentas, ou seja, pequenas concentrações 

(menores que 10 μM) de indutor e temperatura de indução de 18° C (figura I-4.14).  

Os ensaios de expressão no vetor pET32a mostraram resultado semelhante, 

uma grande quantidade de proteína expressa, mas nenhuma proteína solúvel foi 

obtida com esse vetor, mesmo após purificação com resina de níquel. O vetor 

pGEX2T não mostrou expressão da proteína de interesse. 

As sub-clonagens da proteína LmTrpRS2 para formar as construções 

LmTrpRS2F/pET28a, LmTrpRS2F/pET29a, LmTrpRS2F/pET32a, 

LmTrpRS2F/pGEX2T, LmTrpRS2-24Astop/pET29a, LmTrpRS2-24A/pET29a e 

LmTrpRS2-24A/pET28a, foram realizadas a partir de PCR utilizando-se 

oligonucleotídeos específicos (tabela AI-1.3 – Apêndice I) e o plasmídeo 

recombinate LmTrpRS2Full/pgemT como molde. Após o seqüenciamento do DNA 

das colônias recombinantes, os clones sem mutações foram inseridos em bactérias de 

expressão E. coli. Os resultados obtidos para as construções com proteína de fusão 

LmTrpRS2 foram semelhantes aos obtidos para a citoplasmática, uma grande 

expressão protéica, porém totalmente insolúvel.  
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Figura I-4.14: Resultados da expressão da proteína LmTrpRS1 em vários vetores de 
expressão bacterianos. Eletroforese em gel de poliacrilamida a 15% mostrando a expressão da 
proteína LmTrpRS1 nos vetores pET28a (A), pET29a (B), pET32a (C) e pGEX2T (D). 1 – 
Marcador de massa molecular, 2 - Amostras de cultura celular não induzida, 3 e 4 - frações 
insolúveis e solúveis da expressão a 20° C. A seta verde mostra a proteína de interesse expressa 
nos vetores pET29a e pET28a, aproximadamente 45 kDa e no vetor pET32a e, 
aproximadamente 62 kDa.  

 

Dentre as construções testadas, apenas a construção LmTrpRS2-24A/pET28 

(figura I-4.15 A) apresentou os melhores resultados de expressão e purificação. Uma 

característica importante conferida por essa contrução (LmTrpRS2-24A/pET28) era a 

presença de uma cauda de seis histidinas na porção N-terminal da proteína, o que 

permitiu a purificação do extrato bruto bacteriano em um coluna de afinidade 

utilizando-se resina de níquel. Uma pequena fração solúvel da proteína LmTrpRS2 

pode ser observada após a eluição da resina de níquel com imidazol (figura I-4.15 B). 

Essa proteína eluída da coluna apresentou-se bastante instável, após sua purificação 

em coluna de afinidade, mesmo em concentrações diluídas. Mesmo apresentando 

essa istabilidade a construção LmTrpRS2-24A/pET28 foi utilizada para a realização 

dos demais procedimentos de caracterização molecular, como serão discutidos a 

seguir. 
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A fim de melhorar a estabilidade protéica da construção LmTrpRS2-

24A/pET28 alguns ensaios utilizando alguns adjuvantes como glicerol, detergente, 

cofatores ATP, agentes antioxidantes foram realizados. Porém estes não foram 

capazes de estabilizar a proteína em solução, mesmo em purificações a baixas 

temperaturas (4° C). Experimentos de espalhamento dinâmico de luz mostraram que 

concentrações baixas da proteína permaneciam estáveis por mais tempo em solução, 

essas concentrações na ordem de 0,5 mg/mL foi suficiente para a realização dos 

ensaios enzimáticos.  

 

 
Figura I-4.15: Resultado da sub-clonagem do gene LmTrpRS2-24A no vetor pET28a e a 
expressão da proteína LmTrpRS2 nesse vetor. A) Gel de agarose 1% com digestão da 
construção LmTrpRS2-24A/pET28a com endonucleases de restrição, 1- 1kb plus DNA ladder, 2 
– Digestão do plasmídeo LmTrpRS2-24A/pET28a com as endonucleases de restrição XhoI e 
NdeI. Em azul posição do vetor pET28a em vermelho o gene LmTrpRS2-24A. B) Gel de 
poliacrilamida a 15% mostrando a expressão da proteína LmTrpRs2 no vetor pET28a, 1 – 
Marcador de massa molecular, 2 - Amostras de cultura celular não induzida, 3 e 4 – fração 
solúvel e insolúvel da expressão a 20° C da proteína LmTrpRS2 no vetor pET28a. A seta verde 
mostra a LmTrpRS2-24A, aproximadamente 44 kDa. 

 
As tentativas de concentrar a proteína mostraram a formação de precipitados 

à medida que a concentração da proteína aumentava, impossibilitando a concentração 

da mesma.  

Paralelamente aos testes acima citados diversas construções utilizando-se 

outros vetores de expressão foram empregados para as tentativas de expressão das 

proteínas de interesse na fração solúvel. De maneira sumarizada podemos citar que 

foram utilizados diversos vetores de expressão bacterianos e ainda vetores de 

expressão para os sistemas eucarióticos de Pichia pastoris (vetores pPIC-Invitrogen), 

Leishmania sp. e Crithidia fasciculata (pNus) (Tetauld et al., 2002) e L. tarentolae 
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(pF4X1.4neo - Jena®) (Breitling et al., 2002). Dados mais detalhados sobre cada 

construção podem ser observados na tabela AI-1.3 – apêndice I. 

Os resultados obtidos para quatro construções realizadas em Pichia pastoris 

mostraram que apenas uma construção quando expressa na cepa de P. pastoris Gs-

115 produziu proteína solúvel. Essa expressão era visualizada somente após a 

purificação do extrato celular seguido de “western blotting”, aonde foi observado 

uma banda de reação fraca, indicando um baixo nível de expressão da mesma, o que 

inviabilizou sua produção para este trabalho.  

Vários sistemas para a expressão heteróloga de proteínas em kinetoplastidas 

são atualmente disponíveis como: pTEX vetor para expressão em Leishmania e T. 

cruzi (Kelly et al., 1992; Martinez-Calvillo et al., 1997); pX, vetor para Leishmania 

(LeBowitz et al., 1990; Coburn et al.,1991); pNus para Leishmania sp. e Crithidia 

fasciculata (Tetauld et al., 2002); pF4X1.4neo para L. tarentolae (Breitling et al., 

2002) e pTSO-HYG4 T. brucei (Sommer et al., 1996). Esses vetores têm a 

desvantagem de produzir proteínas em pequena escala, com risco de contaminação 

biológica utilizando meios de cultura caros, porém a sua utilização pode ser uma 

alternativa para a produção de proteínas que mostram problemas durante a expressão. 

Nesse intuito algumas construções das proteínas LmTrpRSs foram testadas em 

alguns desses vetores. As construções (pNUS e pF4XI-neo) mostraram uma 

dificuldade de manipulação, principalmente na seleção das culturas, assim após 

diversas tentativas de eletroporação com plasmídeos recombinantes e seleção com 

antibiótico adequado nenhuma colônia recombinante foi obtida e as construções 

destinadas à produção heteróloga de proteína também foram descontinuadas. 

A expressão insolúvel das AaRSs tem se mostrado um dos desafios aos 

grupos que trabalham com essas enzimas (Prof. Dr. Dieter Söll, comunicação 

pessoal). Um protocolo alternativo como a adição de etanol durante a indução que 

mostrou resultados para o aumento da solubilidade da glutaminil tRNA sintetase 

(Rinehart et al., 2004) foi testado para as LmTrpRSs não mostrando alterações 

significativas na solubilidade das mesmas. Nenhum dos sistemas testados quer 

procarioto ou eucarioto conseguiu produzir de maneira satisfatória as proteínas de 

interesse na sua forma solúvel, principalmente para as caracterizações estruturais, 

aonde grande quantidade de proteína e altas concentrações são necessárias. O melhor 
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resultado obtido foi para a proteína mitocondrial, clonada sem a região de sinalização 

no vetor de expressão pET28a, que será discutido adiante. 

Produção de anticorpos policlonais contra as proteínas LmTrpRS1 e 
LmTrpRS2. 
 

Os anticorpos policlonais para as duas proteínas de interesse foram 

produzidos em fêmeas camundongos Swiss (foram utilizadas as fêmeas por serem 

mais abundantes no biotério da UFSCar) com supervisão da profa. Dra. Heloísa 

Selistre Araújo. Duas imunizações foram aplicadas em cada animal, na primeira uma 

quantidade de aproximadamente 100 μg de proteína (macerado de um gel de 

poliacrilamida) juntamente com adjuvante completo de Freud (Sigma-Aldrich) foi 

injetada em cada animal. Tanto o adjuvante quanto os fragmentos de acrilamida 

injetados nos animais auxiliaram a formação da resposta imune primária, após 45 

dias uma nova injeção com o mesmo macerado protéico foi injetado. Essa segunda 

injeção visa a produção aguda de anticorpos, no pico da produção de anticorpos, 

nono e décimo dia, os animais foram sacrificados em clorofórmio. O soro com a 

fração de anticorpos desses animais foi separado do sangue e utilizado para os 

experimentos de “western blotting”. Os títulos para os anticorpos foram testados com 

o soro de cada animal, a fim de escolher o anticorpo a ser utilizado nos demais 

experimentos, bem como a sua diluição. Para isso amostras das proteínas LmTrpRS1 

e LmTrpRS2 recombinantes foram separadas em gel de poliacrilamida e transferidas 

para membrana de nitrocelulose (GE-Healthcare). Essa membrana foi corada com 

solução de Ponceau 0,2% e as bandas respectivas das proteínas de interesse foram 

marcadas. A membrana foi então bloqueada com leite desnatado a 5% por 1 hora em 

temperatura ambiente. Os anticorpos foram diluídos em tampão TBS (Sambrook e 

Russel, 2000) na proporção de 1:1000, 1:5000, 1:10000, 1:25000, 1:50000.  

A detecção das reações de imunobloting foi realizada incubando-se a 

membrana com um anticorpo anti-igG de camundongo conjugado com a enzima 

fosfatase alcalina. Após lavagem da membrana um substrato fluoróforo (AP 

Conjugate Substrate Kit, BCIP e NBT - Biorad) foi adicionado à membrana para 

produzir uma banda com coloração visível. 

Uma única banda de reação com aproximadamente 44 kDa foi observado para 

a proteína citoplasmática (figura I-4.16 A), esse anticorpo apresentou um título de 
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aproximadamente 1:25000 nessa reação, sendo que as melhores reações foram 

observadas na proporção de 1:10000, que foi o título usado posteriormente nos 

experimentos de western-blotting. O anticorpo contra a proteína LmTrpRS2 reagiu 

com pelo menos três bandas de intensidades semelhantes com tamanhos que 

variavam de 50 até 75 kDa (figura I-4.16 B). A banda de aproximadamente 53 kDa 

corresponde à proteína LmTrpRS2, já as duas outras acima desta são reações 

cruzadas (figura I-4.16 B), causadas ou pela injeção de proteínas contaminantes 

juntamente com a proteína LmTrpRS2 no momento da inoculação dos camundongos, 

ou ainda por anticorpos do próprio animal contra proteínas bacterianas. Uma 

estratégia de neutralização das reações cruzadas foi realizada através do preparo de 

um lisado bacteriano da mesma linhagem da bactéria utilizada na expressão da 

proteína recombinantes, porém sem o plasmídeo codificante da proteína de interesse 

(Sambrook e Russel, 2000). Esse lisado foi incubado com os anti-LmTrpRS2 por 4 

horas a 37° C, sendo então centrifugado e utilizado. Porém mesmo atenuadas as 

reações cruzadas ainda permaneceram visíveis. Diluições superiores a 1:50000 

puderam ser observados para o anti-LmTrpRS2, uma vez que na diluição 1:50000 

havia a presença de uma banda de reação muito intensa. Para verificar se as reações 

cruzadas poderiam interagir com as proteínas em L. major, um “western blotting” 

contra um extrato bruto com 106 células de L. major foi realizado. Nenhuma reação 

cruzada foi observada no extrato de L. major (figura I-4.16 C), nessa reação foi 

utilizado como controle positivo uma amostra de proteína LmTrpRS2 purificada. 

Esses anticorpos foram liofilizados e enviados ao nosso colaborador, o Prof. Dr. Juan 

D. Alfonzo – Ohio State University para a realização da localização celular das 

proteínas de interesse. 
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Figura I-4.16: Reação de western-blotting com os anticorpos anti-LmTrpRS1 e Anti-
LmTrpRS2 contra as proteínas LmTrpRSs. A) Anti-LmTrpRS1 contra extrato total da 
proteína recombinante LmTrpRS1, diluição de 1:10000. B) Anti-LmTrpRS2 contra extrato total 
da proteína recombinante LmTrpRS2, diluição de 1:10000. C) Anti-LmTrpRS2 contra extrato 
total de células de L. major e controle positivo. 1- Controle positivo da reação (diluição de 
1:10000), 2 - Extrato total de células de L. major (diluição 1:1000). 

 

Localização celular das proteínas LmTrpRS1 e LmTrpRS2.  
 

O endereçamento celular das proteínas LmTrpRS1 e LmTrpRS2 foi realizado 

em colaboração com o Prof. Dr. Juan D. Alfonzo e seu aluno Frank Ragone (Ohio 

State University), utilizando-se extratos celulares fracionados de L. tarentolae e 

anticorpos anti-LmTrpRSs produzidos.  

A reação para a proteína LmTrpRS1 foi realizada com anticorpos na diluição 

de 1:500, diluição maior que o utilizado nos extratos bacteriano, porque a 

concentração da proteína no citoplasma da célula é menor que os valores expressos 

de forma recombinante. Uma banda fraca com massa molecular de aproximadamente 

45 kDa foi observada na fração citoplasmática dos extratos celulares de Leishmania, 

nenhuma reação evidente é observada na fração mitocondrial (figura I-4.17 A). Isso 

mostra que a LmTrpRS1 é uma enzima com localização citoplasmática. 

Os resultados com a proteína LmTrpRS2 mostram uma banda pronunciada no 

extrato mitocondrial (figura I-4.17 B), essa banda com massa molecular de 

aproximadamente 55 kDa tem massa molecular compatível com a proteína 

LmTrpRS2. A fração citoplasmática não apresenta essa mesma banda. Uma pequena 

banda com massa molecular abaixo de 15 kDa é observada na fração citoplasmática, 

devendo tratar-se de uma reação cruzada com alguma outra proteína de Leishmania. 
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Os controles positivos mostram que os dois anticorpos estavam reagiram fortemente 

contra as proteínas em estudo. 

Esses fatos confirmam as predições da localização mitocondrial da proteína 

LmTrpRS2 e citoplasmática da proteína LmTrpRS1. 

 
Figura I-4.17: “Western blotting” de extratos celulares de L. tarentolae contra os 
anticorpos anti-LmTrpRSs. A) Extrato mitocondrial (M) e citoplasmático (C) de cultura de L. 
tarentolae incubados com anti-LmTrpRS1. B) Extrato mitocondrial (M) e citoplasmático (C) de 
cultura de L. tarentolae incubados com anti-LmTrpRS2. As setas indicam as bandas 
correspondentes as proteínas LmTrpRS1 e LmTrpRS2. C+, controle positivo da reação.  

 

Expressão e Purificação da proteína LmTrpRS2 
 

Na realização dos ensaios enzimáticos com a proteína LmTrpRS2 foi 

utilizada a construção LmTrpRS2-24A/pET28a, que foi a única construção que 

apresentava uma pequena fração de proteína solúvel. Devido à instabilidade da 

proteína optou-se por fazer um único passo de purificação em cromatografia de 

afinidade com resina de níquel. A purificação da proteína LmTrpRS2 foi realizada 

por cromatografia de afinidade, utilizando-se a resina Ni-NTA Superflow (Qiagen). 

Para tanto, a fração solúvel foi aplicada manualmente na coluna de afinidade (1,0 mL 

de resina), previamente equilibrada com 4 volumes de coluna do tampão PBS e 10 

mM de imidazol. Em seguida, a coluna foi lavada com 4 volumes do mesmo tampão 

para remoção das proteínas que se ligaram fracamente à resina. A proteína 

recombinante foi eluída da coluna com a aplicação de tampão PBS com gradiente 

crescente de concentração de imidazol. Três concentrações de imidazol, 50, 150 e 
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250 mM foram aplicadas. As frações eluídas da coluna de níquel foram analisadas 

em gel de poliacrilamida de 15% (figura I-4.18) 

 
Figura I-4.18: Expressão e purificação da proteína LmTrpRS2 sem a região de sinalização 
mitocondrial no vetor de expressão pET28a na coluna de cromatografia de afinidade Ni-
NTA. 1- marcador de massa molecular; 2- Amostras de cultura celular não induzida; 3 - extrato 
bruto da lise celular; 4 a 7 - lavagem da coluna com tampão PBS e 10 mM Imidazol; 8 a 10, 
eluição com 50, 150 e 250 mM de imidazol. A seta em vermelho mostra a proteína recombinate 
na fração solúvel. 

 

Após extensivas tentativas, uma condição de expressão e purificação parcial 

da proteína LmTrpRS2 foi obtida. Nesta condição a proteína apresenta-se com uma 

pequena fração solúvel, um pouco mais estável. Todo o procedimento de purificação 

foi realizado a temperatura ambiente, permanecendo a proteína em gelo após eluição 

da resina de afinidade. Mesmo apresentando bandas de contaminação, a fração 

solúvel dessa purificação pôde ser empregada para os ensaios de aminoacilação para 

verificar a atividade da enzima contra os tRNAsTrp editado e não editado. Nenhum 

passo cromatográfico foi adicionado ao processo de purificação, pois a proteína 

precipita rapidamente após sua eluição da coluna, sendo alguns precipitados podem 

ser observados após uma hora da eluição.  

Ensaios de atividade enzimática da enzima recombinante.  
 

As AaRSs realizam a reação de aminoacilação em duas etapas: Primeiro ATP 

reage com o aminoácido específico formando uma aminoacil-adenilato e difosfato 

(figura I-4.19 A). Em uma segunda reação o aminoácido ativado é transferido para a 

extremidade 3’ do tRNA para formar o aminoacil-tRNA (ou tRNA carregado) e 

AMP (figura I-4.19 B). O monitoramento de qualquer uma dessas etapas pode ser 

utilizado como ensaio de atividade das AaRSs. Na primeira reação é monitorada a 
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degradação de ATP, através de utilização de AT32P, já na segunda é monitorada a 

formação do complexo AA-tRNA (aminoácido marcado).  

 
Figura I-4.19: Reação enzimática catalisada pelas AaRSs. A) Reação de ativação do 
aminoácido (AA) utilizando adenosina trifosfato (ATP) e a enzima aminoacil tRNA sintetase 
(AARS), formando aminoacil adenilato (AARS•AA-AMP) e pirofosfato inorgânico (PPi). B) 
Aminoacilação do tRNA, aminoacil adenilato e ligado ao tRNA específico produzindo um 
tRNA carregado AA-tRNA e adenosina monofosfato. 

 

Transcrição in vitro do tRNATrp editado e não editado, purificação e 
protocolo de re-enovelamento desses tRNAsTrp. 

 
O monitoramento do segundo passo da reação das AaRSs foi utilizado nos 

experimentos de ensaio enzimático. Um dos substratos desta reação é a molécula de 

tRNATrp. Os ensaios enzimático utilizaram tanto as amostras de tRNATrp editado e 

não editado transcritos in vitro quanto as frações de tRNA total e tRNA de 

kinetoplasto (ktRNA). 

As reações de transcrição in vitro foram realizadas a partir da transcrição dos 

genes tRNATrp inseridos dentro do vetor pUC19. O cassete de transcrição consiste de 

um pequeno fragmento de DNA com um sítio para ligação da enzima T7 RNA 

polimerase viral, seguido do gene do tRNATrp e na porção final do gene um sítio para 

endonuclease de restrição BstNI. O DNA plasmidial foi propagado e extraído de 

cepas de E. coli DH5α . Para a formação da extremidade CCA-3’ comum a todos o 

tRNAs o DNA foi digerido com a enzima BstNI por quatro horas a 65° C. Após 

precipitação desse DNA digerido ele foi utilizado como molde para reação de 

transcrição, que foi realizada a 37° C por 24 horas. 

As reações de transcrição para o tRNA não editado (CCA) mostraram três 

bandas. As duas superiores, uma com aproximadamente 1000 pb e a outra com 250 

pb, são compatíveis com fragmentos de DNA provenientes da digestão do plasmídeo 

utilizado como molde para a reação de transcrição, uma redução na quantidade de 

DNA molde manteve o rendimento da transcrição e reduziu a intensidade dessas 

bandas. Uma banda bem definida com massa molecular compatível com tRNATrp, 72 

pb (figura I-4.20 A). O resultado para a tRNATrp editado (UCA) mostrou uma banda 

               AA + ATP + AARS                  AARS•AA-AMP + PPi                        (A) 
 
     AARS•AA-AMP + tRNA                  AARS + AA-tRNA + AMP                  (B) 
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única com o tamanho aproximado de 70 pb, nesta reação a quantidade de DNA 

molde foi reduzida e não foram observadas as bandas de contaminação com massa 

molecular acima de 250 pb (figura I-4.20 B).  

 
Figura I-4.20: Gel de formaldeído agarose 2% mostrando a transcrição do tRNATrp. Poço 1 
mostra marcador molecular para RNA 0,1-2kb, poço 2 amostra do tRNATrp. A) Trancrição in 
vitro do tRNATrp(CCA) não editado. B) Trancrição in vitro do tRNATrp(UCA) editado. C) 
Purificação dos tRNAsTrp editado (1 a 4) e não editado (5 a 8) em gel de poliacrilamida uréia 
8M. 

 

Os tRNAs editado e não editado transcritos foram purificados em gel 

denaturante de poliacrilamida 8% e 8 M uréia. Observa-se que a grande parte do 

transcrito refere-se a bandas únicas, com apenas algumas bandas de contaminação 

mostrando que a eficiência da reação foi alta. As bandas com pesos compatíveis com 

os tRNAsTrp foram cuidadosamente recortadas e a eluição das mesmas do gel de 

poliacrilamida foi realizada por incubação em solução de acetato de sódio 0,3 M a 4° 

C por 12 horas. Os tRNAs foram em seguida precipitados com etanol absoluto. Para 

o re-enovelamento, os tRNAs purificados foram dissolvidos em água livre de RNAse 

e aquecidos em banho-maria até a temperatura de 75° C por 3 minutos, para 

assegurar que somente a estrutura primária do mesmo fosse mantida. Após esse 

tempo o banho-maria foi desligado e os tRNAs foram lentamente resfriados até a 

temperatura ambiente, quando tiveram sua concentração medida com 

espectrofotômetro a 260 nm. As amostras foram estocadas a -20° C para evitar 

degradação do tRNA. 

Os ensaios utilizaram os tRNAsTrp editado e não editado transcritos in vitro e 

re-enovelados, amostras de RNA total de kinetoplasto de L. tarentolae (kRNA), 

enviado por nosso colaborador o professor Dr. Juan D. Alfonzo, e também com 
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fração de RNA total de L .major que contém os tRNAs endógenos do parasita. Como 

controle da reação foi utilizada uma reação de aminoacilação sem a enzima 

recombinante. Os experimentos de otimização da reação de aminoacilação 

envolveram a variação nas concentrações de proteína e também dos substratos (ATP, 

triptofano e tRNA). A melhor condição reacional foi a que utilizava 50 mM Hepes, 

pH7,0; 10mM acetato de magnésio; 4 mM DTT; 4 mM ATP; 0,05% de albumina 

bovina (BSA) e uma mistura de 38 μM de triptofano frio e 2 μM de L- [5-3H]-

triptofano (32 Ci/mmol - Amersham Life Science) em um volume final de 50μl.  

Os dados obtidos mostram que a fração solúvel da proteína recombinate 

LmTrpRS2 apresenta atividade enzimática (figura I-4.21), tanto para os tRNAsTrp 

transcritos in vitro, quanto para a amostra de RNA total, que contém tRNAs nativos 

de L. major. As amostras utilizando kRNA total mostraram pouca ou nenhuma 

atividade de aminoacilação quando comparada as demais amostras, mesmo 

aumentando-se a concentração total de kRNA não foi possível melhorar essas 

leituras. 

De maneira interessante esses dados mostram que a proteína recombinante 

LmTrpRS2 expressa é capaz de aminoacilar efetivamente os tRNAs transcritos in 

vitro, sugerindo que alterações pós-transcricionais freqüentemente encontrados nos 

tRNA podem não ser importantes para o reconhecimento do tRNA pela enzima 

mitocondrial.  

Outro ponto importante que pode ser destacado é a habilidade dessa proteína 

reconhecer tanto o tRNA editado quanto o não editado, uma vez que dentro da 

mitocôndria coexistem as duas formas do tRNA e ambas precisam ser aminoaciladas 

para a síntese protéica. Dados bioquímicos com a TrpRS citoplasmática de T. brucei 

(Charriere et al, 2005) mostraram que esta enzima homóloga é incapaz de reconhecer 

o códon UCA do tRNATrp editorado. No caso de T. brucei, a discriminação dos 

tRNAsTrp é realizada pela enzima citoplasmática. Nossos dados apontam para a 

mesma hipótese, uma vez que a enzima LmTrpRS2 também reconhece os dois 

tRNAs, provavelmente fica a cargo da LmTrpRS1 a correta discriminação desses 

tRNAsTrp. Todavia um estudo mais pormenorizado deve ser realizado para traçar a 

relação entre as duas enzimas e seus tRNAs. 
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Figura I-4.21: Ensaio de aminoacilação da enzima LmTrpRS2.  

 

Caracterização estrutural das proteínas LmTrpRS1 e LmTrpRS2. 
 

Os avanços em técnicas experimentais e equipamentos permitiram a 

automatização do seqüenciamento do DNA, acelerando a obtenção de informações 

codificadas nos diversos projetos genomas realizados (Burley et al., 1999). 

Transformar essa informação em produtos gênicos que afetam diretamente os 

sistemas biológicos é um dos grandes desafios atuais. Dentro dos diversos produtos 

gênicos mais estudados, as proteínas exercem um papel de destaque. Os estudos 

estruturais, bem como dados bioquímicos fornecem informações importantes para a 

compreensão da função, mecanismo de ação e ainda para o desenvolvimento de 

novos fármacos.  

As dificuldades experimentais como: obtenção de um sistema de expressão 

capaz de produzir a proteína de interesse em grande quantidade, purificação dessa 

amostra na forma solúvel e ativa (Service, 2002), são alguns dos obstáculos para a 

determinação estrutural de proteínas a partir de técnicas experimentais de difração de 

raios-X e ressonância magnética nuclear. 

A modelagem molecular de proteínas mostra-se como uma importante 

ferramenta para o estudo de estrutura de proteínas uma vez que não necessita 

diretamente de dados experimentais. Levando-se em consideração que, similaridade 

seqüencial pode estar implicada em similaridade estrutural, a predição de modelos 

estruturais de proteínas a partir de sua seqüência de aminoácidos tem se mostrado 
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com vários níveis de sucesso uma importante ferramenta para o estudo de vários 

processos biológicos. Proposições de mutações sítio dirigidas, estudo de relação 

proteína-proteína, proteína-ligante entre outros podem ser realizados através de 

modelagem molecular. A limitação deste método é a existência de uma proteína com 

similaridade seqüencial ou então similaridade em composição de elementos de 

estrutura secundária (threading protéico) à proteína em estudo, com estrutura 

tridimensional resolvida.  

 

Modelagem molecular das proteínas LmTrpRS1 e LmTrpRS2.  
 

O primeiro passo para modelagem molecular por homologia foi a busca de 

uma proteína de estrutura tridimensional conhecida (molécula molde) com elevado 

grau de similaridade seqüencial com a proteína em estudo (molécula alvo). A seleção 

das moléculas moldes foi realizada através de alinhamento seqüencial das proteínas 

LmTrpRS1 e LmTrpRS2 com as seqüências protéicas depositadas no PDB 

(Westbrook et al., 2002), utilizando-se a inicialmente a ferramenta Blastp. As 

seqüências de aminoácidos das proteínas com maior similaridade foram analisadas 

uma a uma com o programa Clustal W (Higgins, et al., 1994), sendo então gerados 

alinhamentos seqüenciais. 

Os melhores alinhamentos seqüenciais foram observados para a proteína 

triptofanil tRNA sintetase humana (HsTrpRSs) que apresentou 55% de identidade e 

71% similaridade com a proteína LmTrpRS1 e 37% de identidade e 55% 

similaridade com a proteína LmTrpRS2 (figura I-4.22). O alinhamento entre as duas 

enzimas mostra 34% de identidade e 48% de similaridade (figura I-4.23) O 

alinhamento da LmTrpRS2 menos conservado deve ser considerado devido a 

filogenia dessa proteína, sendo de origem mitocondrial, como previamente 

demonstrado ela apresenta-se mais distante das TrpRSs de eucariotos, algumas 

inserções podem ser facilmente observadas no interior da seqüência. A seqüência de 

aminoácidos é conservada principalmente ao longo dos motivos “HIGH” e 

“KMSKS”, devido à importância desses na ativação do aminoácido. Embora o 

alinhamento N-terminal da proteína mitocondrial seja baixo, ele se encontra no limite 

para os experimentos de modelagem. A proteína mitocondrial foi modelada na sua 

forma madura, ou seja, sem a região de sinalização mitocondrial, uma vez que essa é 



Capítulo 4 – Resultados e discussões 

 58

clivada após o processo de importação. Cinco estruturas de HsTrpRSs foram 

encontradas no PDB. Uma análise criteriosa das estruturas mostrou que a cadeia B da 

estrutura da HsTrpRSs, código de acesso PDB 1RT6, apresentava o maior número de 

aminoácidos com densidade eletrônica (Yang et al., 2003), tornando-se o melhor 

molde para a modelagem por homologia. Quanto ao modelo da HsTrpRSs também 

foi realizada a substituição dos resíduos de selenometionina, empregados para o 

faseamento experimental da proteína, por resíduos de metionina, sem modificação 

das coordenadas do PDB de acesso 1R6T. As coordenadas das moléculas de água e 

ligantes também foram removidas. 

Algumas modificações foram introduzidas manualmente no alinhamento 

seqüencial para adaptá-lo a molécula molde, como a remoção dos 6 resíduos iniciais 

da proteína bem como os quatro resíduos do C-terminal, e também a região 

compreendendo a Ala61 até o Glu82. Esses resíduos não foram construídos na 

proteína humana devido à ausência de densidade eletrônica sendo então eliminados 

do alinhamento seqüencial.  

A modelagem molecular foi realizada utilizando-se o programa MODELLER 6a 

(Sali e Blundell, 1993), utilizando-se como entradas do programa os alinhamentos 

entre a seqüência de aminoácidos das LmTrpRS e a estrutura utilizada como molde 

(coordenadas PDB da estrutura HuTrpRS1). 
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Figura I-4.22: Alinhamento seqüencial entre as LmTrpRSs e a HsTrpRS1. HsTrpRS1, triptofanil tRNA sintetase Humana; LmTrpRS1 e LmTrpRS2, triptofanil 
tRNA sintetase de L. major citoplasmática e mitocondrial respectivamente. Região destinada à exportação mitocondrial é destacada em vermelho. Seqüências 
consensus características “HIGH” e “KMSKS” são destacadas no alinhamento. 
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Figura I-4.23: Alinhamento seqüencial entre as LmTrpRSs. LmTrpRS1 e LmTrpRS2, triptofanil tRNA sintetase de L. major citoplasmática e mitocondrial 
respectivamente. Região destinada à exportação mitocondrial é destacada em vermelho. Seqüências consensus características “HIGH” e “KMSKS” são destacadas 
no alinhamento. 
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Foram gerados inicialmente 20 modelos para cada proteína. O critério inicial 

para escolha dos modelos foi a seleção dos modelos com a menor pseudo energia 

fornecida pelo próprio programa, os quatro modelos foram selecionados para 

validação com o programa Procheck e Whatif e análise com o programa de 

visualização gráfica PyMol (Delano, 2002) e Coot (Emsley e Cowtan, 2004). 

A validação foi realizada para verificar se os modelos apresentam corretos ou 

aceitáveis valores de estereoquímica como: comprimentos das ligações, ângulos das 

ligações, planaridade das ligações peptídicas e dos anéis das cadeias laterais, 

quiralidade, ângulos torcionais da cadeia principal e das cadeias laterais e 

impedimentos estéricos entre pares de átomos não ligados.  

Com base na validação e na visualização da estrutura da LmTrpRS1 os seis 

primeiros resíduos do modelo assim como os 11 resíduos do C-terminal foram 

removidos, pois não apresentavam bons resultados na validação, isso é comum pois 

essas regiões são muito flexíveis, no caso desta modelagem ainda a homologia dessa 

regiões é muito baixa, o que dificulta o processo. O diagrama Ramachandran (figura 

I-4.24) mostra que 94,8% dos resíduos encontram-se em regiões favoráveis e 5,2% 

em regiões adicionais, caracterizando como um bom modelo. 

O diagrama de Ramachandran do modelo obtido para a proteína LmTrpRS2, 

mostra que 92,0% dos resíduos encontram-se em regiões favoráveis, 6,1% em 

regiões adicionais, 1% em regiões generosamente permitidas e 1% em regiões 

desfavoráveis. A análise visual da estrutura mostrou que os resíduos A3, R61, D57 e 

R295 que estão em regiões desfavoráveis apresentam-se coerentes com sua 

vizinhança atômica, como mostrado pelo programa WhatIf e com ambiente químico 

favorável como mostrado pelo programa Verify 3D. Isso mostra que esses resíduos 

mesmo em regiões desfavoráveis no diagrama de Ramachandran, não apresentam 

desvios graves quanto a sua vizinhança e ao ambiente químicos. Outro fato a ser 

apontado é que tanto esses quatro resíduos, quantos os seis mostrados em regiões 

adicionais do diagrama de Ramachandran, encontram-se em regiões de baixa 

identidade seqüencial e em “loops”, que são regiões muito flexíveis, com grande 

dificuldade para a modelagem estrutural. Ainda assim podemos considerar este como 

um bom modelo. Tentativas de modelagem com diferentes alinhamentos não 

conseguiram solucionar os problemas encontrados com esses aminoácidos. 
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Figura I-4.24: Diagrama de Ramachandran dos modelos finais obtido da proteína 
LmTrpRS1 (A) e LmTrpRS2 (B). Vermelho mostra as regiões mais favoráveis dos 
aminoácidos, amarelo mostra as regiões adicionais e em bege as regiões favoravelmente 
permitidas. Os aminoácidos são representados como quadrados, os triângulos mostram o 
aminoácido glicina. 
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Figura I-4.25: Representação em cartoons dos modelos obtidos para as proteínas 
LmTrpRS1 e LmTrpRS2. A) Modelo da LmTrpRS1. B) Modelo da LmTrpRS2. Em magenta é 
destacado o domínio catalítico, responsável pela ativação do triptofano e a aminoacilação. O 
“Rossmann Fold” característico dessa classe de enzima é observado e acima desse as seqüências 
consenso HIGH (azul) e o “loop” KMSKS (dourado). O domínio de ligação ao anticódon do 
tRNA é mostrado em vermelho. 
 

Os modelos finais obtidos das LmTrpRS1 e LmTrpRS2 apresentam dois 

domínios distintos, um domínio maior com aproximadamente 200 aminoácidos, no 

qual se encontra o motivo estrutural clássico dessa classe de AaRSs, que é o 
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“Rossmann fold” (Branden e Tooze, 1998) e outro domínio menor composto 

basicamente por hélices-α (figura I-4.25). 

 
Figura I-4.26: Representação em cartoons das LmTrpRSs na forma de dímeros. A e B) 
Modelos diméricos da proteínas LmTrpRS1 e LmTrpRS2 respectivamente. A região destacada 
mostra a superfície de dimerização. 

 
As TrpRSs são formadas por estruturas relativamente pequenas, 

aproximadamente 340 resíduos, quando comparados as demais AaRSs, e ao contrário 

da maioria das AaRSs de classe são ativas na forma de homodímeros biológicos, 

formando juntamente com a TyrRSs uma subclasse aparte denominada subclasse IC 

(Cusack, 1995). Estruturas cristalográficas mostraram que o reconhecimento e a 

ativação de uma molécula de tRNA é intermediada por sítios catalíticos distintos um 

em cada monômero. Assim enquanto a ativação do aminoácido é feita pela porção 

que contém o “Rossman fold” de um monômero, o reconhecimento do anticódon é 

realizado pelo domínio de hélices-α do outro monômero (Yaremchuk et al., 2002; 
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Kobayashi et al., 2003, Yang, et al., 2006). Desta maneira um dímero é capaz de 

reconhecer e ativar duas moléculas de tRNA simultaneamente. 

A obtenção da estrutura dimérica das proteínas LmTrpRS foi gerada a partir 

da sobreposição do monômero modelado sobre a estrutura cristalográfica do 

homólogo humano (Yang et al., 2006). A interface de dimerização entre os dois 

monômeros das LmTrpRS é composta por três hélices-α, provenientes de cada 

monômero, situadas opostas ao domínio de ligação ao anticódon (figura I-4.26).  

O sítio de aminoacilação é formado por resíduos conservados na maioria da 

TrpRS, ele forma um grande sulco exposto ao solvente exatamente na porção 

superior do domínio “Rossmann fold” e pode ser dividido em dois sub-sítios: um 

com resíduos específicos para a ligação do ATP e outro para ligação do triptofano. 

Na porção lateral desse sulco estão as seqüências conservadas “HIGH” e “KMSKS”, 

o segundo ocupa uma posição mais exposta ao solvente (figura I-4.25). Essas duas 

seqüências são trazidas próximas uma a outra pelo enovelamento do “Rossmann 

fold”. 

Uma característica interessante observada no modelo da LmTrpRS2 é a 

presença de duas hélices-α no N-terminal da proteína (α1 e α2). Essas apresentam 

em uma posição quase perpendicular em relação à proteína molde (figura I-4.27 A). 

Um resíduo do aminoácido prolina é observado na seqüência da primeira hélice 

(P37), o que pode levar a uma distorção da mesma durante a modelagem. Essa 

seqüência N-terminal parece ser comum nas TrpRS de eucariotos. Na estrutura da 

proteína humana ele assume a configuração de uma hélice-volta-hélice, sendo 

observada somente em um monômero de uma das oito estruturas resolvidas, 

mostrando grande flexibilidade da mesma. Possivelmente a ligação do substrato não 

hidrolisável Trp-ATP (TYM), presente na estrutura cristalográfica, está envolvida na 

estabilização desse domínio (Yang et al., 2003). Estudos realizados com mutantes 

para essa região não mostraram perda de atividade da enzima quando da sua 

remoção, sugerindo um papel secundário para essa estrutura hélice-volta-hélice 

(Otani, et al., 2002; Wakasugi, et al., 2002). A sobreposição do modelo LmTrpRS2 

com as estruturas humanas resolvidas mostram que um grande impedimento 

estereoquímico ocorre entre o N-terminal do modelo da LmTrpRS2 e a molécula de 

tRNA (figura I-4.27 B), embora na estrutura humana complexada com tRNA os 80 

resíduos da região N-terminal da proteína humana encontram-se completamente 
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ausentes, na estrutura da humana utilizada como molde para modelagem essa região 

estava presente. Embora essa região do modelo apresentasse bons resultados quanto 

à validação não se pode inferir muito sobre sua correta orientação, uma vez que o 

alinhamento seqüencial apresenta-se pobre para essa região. Supondo-se que a 

mesma conformação do tRNA seja conservada para as LmTrpRS2 um movimento 

dessa região se faz necessário para evitar que a molécula do tRNA choque-se com 

essa região N-terminal (figura I-4.27 B). 

 
Figura I-4.27: Representação de cartoons da sobreposição da estrutura da HsTrpRS1 com 
a estrutura modelada da LmTrpRS2. A) HsTrpRS ligada ao substrato não hidrolisável Trp-
AMP sobreposta a estrutura LmTrpRS2, mostrando diferença entre as hélices α1 e α2 na região 
N-terminal da duas estruturas. A linha pontilhada representa a conexão da região perdida (sem 
densidade eletrônica) na estrutura da proteína humana. Em vermelho mostra o loop acima do 
sítio catalítico. B) Sobreposição da estrutura HsTrpRS1 complexada com tRNATrp e do modelo 
da proteína LmTrpRS2. Região N-terminal da LmTrpRS2 (alaranjado) colidindo com molécula 
de tRNA. 
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Outra região interessante observada na LmTrpRS2 é um “loop” presente em 

um motivo estrutural do tipo “grampo de cabelo” que ocupa a região de entrada do 

sítio ativo (figura I-4.27 A). Tanto na estrutura humana quanto na LmTrpRS1 esse 

“loop” compreende quatro aminoácidos, já na estrutura da LmTrpRS2 ele 

compreende nove resíduos. Como essa é uma região bastante flexível pode-se 

especular que este auxilie na estabilização dos substratos no interior do sítio ativo. 

As estruturas cristalográficas da proteína humana mostram que uma 

complexa rede de ligações de hidrogênio estabilizam o triptofano dentro do sítio 

ativo (Shen et al., 2006; Yang et al., 2006).  

Na estrutura da proteína humana o reconhecimento do Trp é realizado por 

ligações de hidrogênio entre quatro resíduos de aminoácidos (Q194, Y159, E199 e 

Q284). Esses quatro aminoácidos são conservados nas seqüências das duas proteínas 

de L. major e os modelos apontam que eles ocupam a mesma configuração da 

proteína humana, sendo importantes para o reconhecimento do aminoácido 

triptofano.  

Os resíduos das seqüências “HIGH” e “KMSKS” desempenham importante 

papel na ativação do aminoácido. A glicina e a histidina da seqüência “HIGH” fazem 

interações hidrofóbicas com o anel da ribose do ATP. Dois outros resíduos, D312 e 

K349, da estrutura humana também são conservados nas estruturas das LmTrpRS. 

Esses dois resíduos são responsáveis pela ligação do ATP e a remoção do pirofosfato 

produzido durante a ativação do aminoácido (Shen et al., 2006). Um estudo da 

interação entre os modelos obtidos e um substrato não hidrolisável Trp-AMP foi 

realizado através de “docking” com o programa GOLD (Jones, 1999) mostrando que 

essas interações são mantidas nas estruturas modeladas. 

A sobreposição dos modelos estruturais das LmTrpRS contra as estruturas 

cristalográficas da proteína humana ligada ao tRNA mostra que o reconhecimento do 

anticódon do tRNA está localizada entre as hélices α16, α17 e α20 (numeração 

idêntica à utilizada na proteína humana) essa região forma um sulco apto ao encaixe 

do anticódon do tRNATrp (figura I-4.28 A). Uma característica interessante da 

estrutura cristalográfica humana é que o nucleotídeo C34 (equivalente ao nucleotídeo 

editorado em L. major) encontra-se estendido para fora da molécula do tRNA, 

perdendo assim o empilhamento clássico observado nas estruturas de nucleotídeos. 
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Essa conformação estendida permite a interação do nucleotídeo com os resíduos da 

cadeia principal da proteína (figura I-4.28 A).  

Uma grande identidade seqüencial é encontrada nos alinhamentos das 

enzimas citoplasmáticas e mitocondriais nessa região de L. major e T. brucei, 

principalmente os resíduos que interagem com o anticódon (figura I-4.28 B). 

 
Figura I-4.28: Representação em “cartoons” da sobreposição da estrutura cristalográfica 
da proteína HsTrpRS1 (alaranjado) complexada com tRNATrp (azul) e da proteína 
LmTrpRS1 modelada (verde). A) Em detalhe o sulco de reconhecimento do anticódon, 
formado pelas hélices α16, α17 e α20. B) Alinhamento das seqüências de aminoácidos do 
domínio de ligação ao anticódon, baseado no complexo da proteína HuTrpRS-trp. Triptofanil 
tRNA sintetases citoplasmática humana (HsTrpRS1), L. major (LmTrpRS1), T. brucei 
(TbTrpRS1) e as homólogas mitocondriais de L. major (LmTrpRS2) e T. brucei (TbTrpRS2). 
Abaixo da seqüência são destacados os possíveis locais de interação com os nucleotídeos 
N34(●), N35(*) e N36(■). 
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As estruturas cristalográficas da proteína humana apontaram uma 

característica interessante no mecanismo de reconhecimento das bases do anticódon 

do tRNATrp que também pode ser aplicado para a estrutura modelada. Na estrutura 

humana o reconhecimento das bases é feito em grande parte por interações diretas 

com a cadeia principal da proteína, isso confere uma maior fidelidade à reação de 

aminoacilação mesmo em casos de mutações. Apenas dois resíduos fazem interações 

via cadeia lateral na estrutura humana, a S378 e K431, interagindo com o anel 

pirimidínico da base C35 do tRNA. Esses resíduos são conservados em L. major, T. 

brucei e Homo sapiens, mostrando que eles podem ter importância no 

reconhecimento do anticódon do tRNA. 

Nenhuma característica especial pode ser observada com relação às interações 

entre as LmTrpRS1 e LmTrpRS2 e o anticodon do tRNATrp que sejam responsáveis 

pelo seu reconhecimento específico do tRNATrp (UCA), uma vez que a diferença 

entre os nucleotídeos resume-se ao átomo de hidrogênio no nitrogênio N3 do anel 

pirimidina e do grupo amino no nitrogênio N4 da uracila. Charriere et al., 2006 

mostraram que além da U34 uma tiouridina 33 (S2U33) também é essencial para a 

discriminação dos corretos tRNAs.  

A interação entre o braço aceptor do tRNATrp e as LmTrpRS é realizada por 

elementos presente na superfície de dimerização. Como na estrutura humana, a hélice 

central desse domínio (Shen et al., 2006) interage com os fosfatos da cadeia principal 

do tRNA, de maneira não específica. A presença do ribonucleotídeo A73 no braço 

aceptor do tRNATrp na maioria dos eucariotos e archea é o maior elemento de 

identidade entre estes e as bactérias que possuem uma guanina nessa posição (Xue et 

al., 1993; Xu et al., 2001; Guo et al., 2002). Trabalhos de mutagênese sítio dirigida 

mostram que em Bacillus subtilis uma lisina (K149) e um ácido glutâmico (E153) 

são importantes para esse reconhecimento espécie-específico, sendo o segundo 

extremamente conservado entre as bactérias (Jia et al., 2004). No caso de eucariotos 

e archea, uma arginina ocupa a posição do E153. Uma das explicações para essa 

especificidade advém da estrutura cristalográfica da proteína HsTrpRS complexada 

com tRNA, uma intrincada rede de ligações de hidrogênio estabilizam a R318, que 

por sua vez faz ligação de hidrogênio com o nitrogênio N1 do ribonucleotídeo A73 

do tRNATrp. Essa mesma configuração pode ser observada na estrutura da 

LmTrpRS1 (figura I-4.29), porém de uma maneira interessante a mesma posição na 
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enzima citoplasmática é ocupada por uma valina (V339). Isso pode diminuir a 

especificidade dessa enzima para o tRNA, e talvez isso seja um indicativo da 

evolução dessa enzima para aceitar o tRNATrp eucariótico ou ainda sugerindo que o 

mecanismo de reconhecimento dessa base é diferente. 

 
Figura I-4.29: Representação em cartoon da região de interação das proteínas LmTrpRS1 e 
LmTrpRS2. Em cinza proteína LmTrpRS1, elemento de identidade A73 está interagindo com a 
R238. Uma intensa rede de ligações de hidrogênio mantém a R238 orientada para a ligação ao N1 da 
base A73. A estrutura de LmTrpRS2 apresenta uma valina nessa posição. 

 

Alinhamentos seqüenciais mostram que essa mesma valina é conservada nas 

enzimas mitocondriais de T. brucei e T. cruzi, corroborando a hipótese do seu 

envolvimento no reconhecimento do braço aceptor do tRNATrp. 

 

 

Considerações finais. 
 

O reconhecimento do aminoácido e seu respectivo tRNA é uma etapa 

fundamental para assegurar a fidelidade do código genético. Essa complexa tarefa 

envolve o reconhecimento específico do aminoácido e de seu tRNA cognato. Um 

grupo especial de enzimas denominadas aminoacil tRNA sintetases é responsável por 

esse trabalho. As AaRSs atuam inicialmente ativando o aminoácido através da 

ligação do mesmo a uma molécula de adenosina trifosfato (ATP), formando um 
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amino acil adenilato. Em um segundo passo esse aminoácido ativado é transferido 

para a ribose da adenina presente na extremidade CCA-3’ do tRNA gerando o 

“tRNA carregado” que será utilizado na tradução protéica.  

Em grande parte dos organismos vivos um repertório de 20 AaRSs é 

responsável pela formação de todos o tRNAs carregados necessários para a síntese 

protéica. A simples existência dos aminoácidos Pirolisina e Selenocisteína, que não 

possuem AaRSs descritas até o presente momento, implica necessariamente na bi 

funcionalidade de algumas dessas enzimas. Esse fato é complementado com a análise 

dos genomas das arqueobactérias Methanococcus jannaschii e Methanobacterium 

thermoautotrophicum, que possuem somente 16 AARSs. Duas ausências, asparagina 

tRNA sintetase e glutamina tRNA sintetase, podem ser prontamente substituídas com 

uma via alternativa de síntese de amino acil tRNA, partindo dos precursores 

aspártico-tRNA e glutâmico-tRNA. Porém para as demais outros mecanismos devem 

estar envolvidos. Dados estruturais e bioquímicos mostram que alguma flexibilidade 

dentro do reconhecimento enzima-aminoácido-tRNAaminoácido foi a maneira 

encontrada pela natureza para corretamente prover todos os tRNAs necessários à 

síntese protéica. Nesse contexto, os estudos bioquímicos e estruturais dessas enzimas 

são de fundamental importância para a compreensão desses mecanismos, bem como 

a sua utilização para o desenvolvimento de novas terapias contra organismos 

patogênicos. 

Uma das características interessantes observadas em kinetoplastidas é que 

nesses organismos o código genético mitocondrial é desviado do padrão canônico 

pela utilização do códon de terminação UGA para a inserção do aminoácido 

triptofano. Interessantemente nesses organismos apenas um tRNAtrp (CCA) nuclear 

decodificando o códon triptofano UGG foi descrito. Um mecanismo de editoração da 

base C34 para U34 convertendo o tRNATrp(CCA) em tRNATrp(UCA) foi identificado 

recentemente, permitindo a decodificação desse códon de terminação para o 

aminoácido triptofano. Uma questão que surge ao analisar esse mecanismo é a 

maneira pela qual a TrpRS reconhece o tRNA editado e não editado. A resposta a 

essa questão poderia ser respondida através da análise do genoma do parasito, aonde 

duas enzimas TrpRSs são codificadas. Nesse contexto se enquadram nos objetivos 

deste projeto que envolvem a elucidação do mecanismo catalítico e do mecanismo 

discriminatório entre tRNAtrp CCA e UCA. 
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A análise dos genes depositados no GeneDB caracteriza as proteínas 

codificadas por ambos com probabilidade de localização mitocondrial, fato não 

comum quando comparado aos demais kinetoplastidas. A caracterização molecular 

desses genes mostrou que a predição da janela aberta de leitura depositada é 252 

nucleotídeos maior que o gene transcrito. Esse novo mRNA mostra que essa proteína 

expressa não apresenta probabilidade de exportação mitocondrial. Os ensaios de 

imunoblotting com anticorpos policlonais produzidos com proteína recombinante, 

contra extratos celulares de L. tarentolae, confirmaram as localizações das duas 

enzimas, uma com a localização citoplasmática (LmTrpRS1) e outra mitocondrial 

(LmTrpRS2). 

Os dois genes foram subclonados em diversos vetores de expressão 

procarióticos e alguns eucarióticos. A grande maioria dessas construções produziu 

proteína recombinante, porém na maioria das tentativas na forma de corpos de 

inclusão. Uma construção da proteína mitocondrial foi capaz de expressar uma 

pequena quantidade de proteína solúvel, bastante instável, o que impossibilitou os 

ensaios de cristalização. Os ensaios de atividade mostram que a enzima é capaz de 

reconhecer os dois tRNAs. Essa característica é esperada, uma vez que no interior da 

mitocôndria co-existem as duas formas do tRNATrp. Um trabalho recente demonstrou 

em T. brucei que a discriminação é feita na verdade pela enzima citoplasmática, que 

nesse organismo foi incapaz de reconhecer efetivamente o tRNA editado. 

Provavelmente esse mesmo resultado pode ser aplicado à proteína citoplasmática em 

L. major que possui identidade alta com a homóloga em T. brucei. 

Os modelos de homologia das duas enzimas não mostram alterações que 

poderiam justificar a escolha do tRNA apenas pela base editorada. Provavelmente 

outros mecanismos de reconhecimento enzima-tRNA devem estar presentes. 

Marcadamente modificações pós traducionais da molécula de tRNA poderiam inserir 

novos elementos que garantam o reconhecimento específico do tRNA. No caso de T. 

brucei  uma tiouridina atua juntamente com a editoração U34 como elementos anti-

determinantes para o reconhecimento da enzima citoplasmática. 

Duas características dos modelos chamam a atenção na LmTrpRS2. A 

primeira é a posição da porção N-terminal, que ocupa uma região onde a molécula de 

tRNA estaria localizada, quando comparado ao modelo da proteína humana 

complexada com tRNATrp. Os dados de modelagem sugerem que um rearranjo dessa 
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região ou ainda outro mecanismo de ligação à molécula de tRNA podem ser cruciais 

no reconhecimento do complexo enzima-tRNA. Outra característica interessante 

observada no modelo da LmTrpRS2 é a substituição de uma arginina conservada por 

um resíduo de valina. Essa arginina tem sido descrita como fundamental para o 

reconhecimento do ribonucleotídeo A73 em proteínas de procariotos. A mesma 

substituição é observada nas seqüências das homólogas em T. brucei e T. cruzi, 

indicando que o mecanismo de interação da proteína com a porção final CCA-3’ do 

tRNA pode ser diferente. 
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Apêndice I 
Materiais utilizados em biologia molecular. 

 

 
Dentro desse apêndice econtra-se a descrição dos 

oligonucleotídeos utilizados para a caracterização das regiões 
5’ UTR e 3’UTR (Tabela AI-1.1). Ainda dentro do mesmo 
pode-se observar o detalhamento das contruções plasmidiais 
realizadas em vetores de expressão de procariotos e eucariotos 
das proteínas LmTrpRS1 e LmTrpRS2, bem como os 
oligonucleotídeos utilizados para cada contrução (Tabela AI-
1.2). 
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Tabela AI-1.1: Nome e seqüência dos oligonucleotídeos utilizados na reação de RT-PCR 
para caracterização das regiões não traduzidas dos genes LmTrpRS1 e LmTrpRS2. Os 
números na frente dos oligonucleotídeos representam a posição de ligação aos genes de 
interesse (vide figura abaixo) 

 
Gene Reação Oligonucleotídeos Seqüência dos oligonucleotídeos 

1 - SL 5’-aactaacgctatataagtatcagtttctgtactttattg-3’ 

2 – LmW5UTR1 5’-ggaagtgaaggcagcgag-3’ 5’UTR 

3 – LmW5UTR2 5’- cagagagatagacaggcagc-3’ 

4 – LmN3UTR2 5’-gtaacggaggccgatgtggag-3 

5 – LmW3UTR1 5’-gatgggacctgcgaaagagg-3’ 

3’UTR 1-a 5’-aagcgatcgagacatgtagcagtttttttttttttttta-3’ 

3’UTR 1-c 5’-aagcgatcgagacatgtagcagttttttttttttttttc-3’ 6 - 

3’UTR 1-g 5’-aagcgatcgagacatgtagcagttttttttttttttttg-3’ 

LmTrpRS1 

3’UTR 

7 - 3’UTR 2 5’-ttgaattcgcattgagcacctgc-3’ 

1 - SL 5’-aactaacgctatataagtatcagtttctgtactttattg-3’ 

2 – LmW5UTR1 5’-gcgcaaactccatggcc-3’ 5’UTR 

3 – LmW5UTR2 5’-gatcactagtgcggccagagtac-3’ 

4 – LmW3UTR2 5’-gtgaggtgctgcacgattgg-3’ 

5 – LmW3UTR1 5’-gtggagttctgccgtatcc-3’ 

3’UTR 1-a 5’-aagcgatcgagacatgtagcagtttttttttttttttta-3’ 

3’UTR 1-c 5’-aagcgatcgagacatgtagcagttttttttttttttttc-3’ 6 - 

3’UTR 1-g 5’-aagcgatcgagacatgtagcagttttttttttttttttg-3’ 

LmTrpRS2 

3’UTR 

7 - 3’UTR 2 5’-ttgaattcgcattgagcacctgc-3’ 

 

 
Estratégia adotada para a caracterização das regiões não traduzidas dos genes LmTrpRS1 e 
LmTrpRS2. As setas indicam os oligonucleotídeos utilizados nas reações, cujas seqüências 
encontram-se descritos na tabela acima. 
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Tabela AI-1.2: Detalhamento do oligonucleotídeos utilizados na amplificação dos genes LmTrpRS1 e LmTrpRS2 de L. major, pelo método de PCR  
 

Gene Detalhe da construção Nome da 
construção Oligonucleotídeos Sítio de 

Restrição Seqüência dos oligonucleotídeos 

LM1-Full-5’* 
(sense) 

 
NdeI 5’-atcgatcatatgatgtccccctttcccccgctg-3’ 

LmTrpRS1 
 Gene LmTrpRS1*. LmTrpRS1/pgemT LM1-Full-3’* 

(antisense) 
 

KpnI 5’-cggggtaccctattacttccttgactccgcctcctcttc-3’ 

LM2-Full-5’ 
(sense) 

 
NdeI 5’ atcgatcatatgcgtcgcttcacctactggccatg-3’ 

 Gene LmTrpRS2 com 
região de sinalização 

mitocondrial. 

LmTrpRS2-
full/pgemT LM2-3’ 

(antisense) 
 

XhoI 5’ atctcgagttatcagagaagaatgtcacggatacggca 3’ 
 

LM2-19L-5’ 
(sense) 

 
NdeI 5’-atcgatcatatggcagccgcgtactctggccgcac-3’ 

LmTrpRS2 
 

Gene LmTrpRS2 sem 
região de sinalização 

mitocondrial, iniciando no 
aminoácido alanina 24. 

LmTrpRS2-
24A/pgemT LM2-3’ 

(antisense) 
 

XhoI 5’ atctcgagttatcagagaagaatgtcacggatacggca 3’ 
 

* Gene LmTrpRS1 clonado de acordo com a seqüência depositada no banco de dados do GeneDB (LmF29.060). Segundo nossos experimentos de caracterização das 
regiões não traduzidas a janela aberta de leitura começa no terceiro ATG desta seqüência (M32 da seqüência original). 
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Tabela AI-1.3: Detalhamento do oligonucleotídeos utilizados nas diversas construções dos vetores de expressão com os genes LmTrpRS1 e LmTrpRS2 de L. 
major. 

 

Gene Detalhe da construção Nome da construção Oligonucleotídeos Sítio de 
Restrição Seqüência dos oligonucleotídeos 

LM1-Full-5’* 
(sense) 

 
NdeI 5’-atcgatcatatgatgtccccctttcccccgctg-3’ 

Gene LmTrpRS1*, clonado no 
vetor pET29a LmTrpRS1F/p29a LM1-Full-3’* 

(antisense) 
 

KpnI 5’-cggggtaccctattacttccttgactccgcctcctcttc-3’ 

LM1-Full-5’* 
(sense) 

 
NdeI 5’-atcgatcatatgatgtccccctttcccccgctg-3’ Gene LmTrpRS1*, clonado no 

vetor pET29a. Proteína 
produzida com cauda de 
Histidina no C-terminal. 

 

LmTrpRS1F-HIS/p29a LM1-Full-3’* 
(antisense) 

 
KpnI 5’-cggggtaccctattacttccttgactccgcctcctcttc-3’ 

LM1-Full-5’* 
(sense) 

 
NdeI 5’-atcgatcatatgatgtccccctttcccccgctg-3’ Gene LmTrpRS1*, clonado no 

vetor pET28a. Proteína 
produzida com cauda de 
Histidina no N-terminal. 

 

LmTrpRS1F-HIS/p28a LM1-Full-3’* 
(antisense) 

 
KpnI 5’-cggggtaccctattacttccttgactccgcctcctcttc-3 

LM1T-5’ 
(sense) 

 
NdeI 5’-atcgatcatatgcgtcgcttcacctactggccatg-3’ Gene LmTrpRS1, clonado no 

vetor pET29a. Proteína 
produzida com cauda de 
Histidina no C-terminal. 

 

LmTrpRS1/p29a LM1T-3’ 
(antisense) 

 
XhoI 5-atctcgagttatcagagaagaatgtcacggatacggca 3’ 

LM1T-5’ 
(sense) 

 
NdeI 5’-atcgatcatatgcgtcgcttcacctactggccatg-3’ 

LmTrpRS1 
 

Gene LmTrpRS1, clonado no 
vetor pET28a. Proteína 
produzida com cauda de 
Histidina no N-terminal. 

LmTrpRS1/p28a LM1T-3’ 
(antisense) XhoI 

 
5’-atctcgagttatcagagaagaatgtcacggatacggca 3’ 
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Gene Detalhe da construção Nome da construção Oligonucleotídeos Sítio de 
Restrição 

Seqüência dos oligonucleotídeos 

LM1-p32-5’ 
(sense) 

 
Bam HI 5’-cgcggatccgaggaccccgccgcgcaggaggttg-3’ Gene LmTrpRS1, clonado no 

vetor pET32a. Proteína de fusão 
com Tioredoxina e cauda de 

histidina no N-terminal. 

LmTrpRS1/p32a LM1-p32-3’ 
(antisense) 

 
Hind III 5’-cccaagcttctattacttccttgactccgcctcctctttc-3’ 

LM1Tp32-5’ 
(sense) 

 
Bam HI 5’-cgcggatccgaggaccccgccgcgcaggaggttg-3’ Gene LmTrpRS1, clonado no 

vetor pGEX2T. Proteína de 
fusão com GST no N-terminal. 

LmTrpRS1/pgex2t LM1Tpgex-3’ 
(antisense) 

 
Eco RI 5’-ccggaattctcattacttccttgactccgcctcctctttc-3’ 

Lm1p4-5’ 
(sense) NcoI 5’-catgccatggaggaccccgccgcgcaggaggtt-3’ 

LmTrpRS1 
 

Gene LmTrpRS1, clonado no 
vetor pF4X1.4neo (expressão em 

L. tarentolae). Proteína com 
cauda de histidina no C-terminal. 

LmTrpRS1/pF4X-1.4neo Lm1p4-3’ 
(antisense) 

 
PacI 5’-ccttaattaatcagtggtggtggtggtggtgctcgag-3’ 

LM2-Full-5’ 
(sense) 

 
NdeI 5’ atcgatcatatgcgtcgcttcacctactggccatg-3’ Gene LmTrpRS2 com região de 

localização mitocondrial, 
clonado no vetor pET29a 

LmTrpRS2F/29a LM2-Full-3’ 
(sense) 

 
NdeI 5’ atcgatcatatgcgtcgcttcacctactggccatg-3’ 

LM2-Full-5’ 
(sense) 

 
NdeI 5’ atcgatcatatgcgtcgcttcacctactggccatg-3’ 

LmTrpRS2 
 Gene LmTrpRS2 com região de 

localização mitocondrial, 
clonado no vetor pET28a. 

Proteína produzida com cauda 
de histidina no N-terminal. 

LmTrpRS2F/28a 
LM2-Full-3’ 

(sense) 
 

NdeI 

 
5’ atcgatcatatgcgtcgcttcacctactggccatg-3’ 
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Gene Detalhe da construção Nome da construção Oligonucleotídeos Sítio de 
Restrição 

Seqüência dos oligonucleotídeos 

LM2-24A-5’ 
(sense) 

 
NdeI 5’-atcgatcatatggcagccgcgtactctggccgcac-3’ 

 Gene LmTrpRS2 sem região de 
sinalização mitocondrial, 

iniciando no aminoácido alanina 
24. Clonado no vetor pET29a. 

LmTrpRS2-24A/pET29a LM2-3’ 
(antisense) 

 
XhoI 5’ atctcgagttatcagagaagaatgtcacggatacggca 3’ 

 

LM2-24A -5’ 
(sense) 

 
NdeI 5’-atcgatcatatggcagccgcgtactctggccgcac-3’ 

Gene LmTrpRS2 sem região de 
sinalização mitocondrial, 

iniciando no aminoácido alanina 
24. Clonado no vetor pET28a. 
Proteína produzida com cauda 

de histidina no N-terminal 

LmTrpRS2-24A/pET28a 
LM2Δstop -3’ 

(antisense) XhoI 5’ atctcgagttatcagagaagaatgtcacggatacggca 3’ 

LM2-24A /p32-5’ 
Sense 

 
Eco RI 5’-ccggaattcgcagccgcgtactctggccgcac-3’ 

Gene LmTrpRS2, com a região 
de sinalização mitocôndrial, 
clonado no vetor pET32a. 

Proteína de fusão com 
Tioredoxina e cauda de histidina 

no N-terminal. 

LmTrpRS2F/p32a LM2-3’ 
(antisense) 

 
Xho I 5’-atctcgagttatcagagaagaatgtcacggatacggca 3’ 

LM2-24A /pgex-5’ 
(sense) 

 
Bam HI 5’-cgcggatccgcagccgcgtactctggccgcac-3’ Gene LmTrpRS2, com a região 

de sinalização mitocôndrial, 
clonado no vetor pGEX2T. 

Proteína de fusão com GST no 
N-terminal. 

LmTrpRS2F/pgex2t LM2-24A /pgex-3’ 
(antisense) 

 
Eco RI 5’-ccggaattcttatcagagaagaatgtcacggatacggcag-3’ 

LM2-24A /ppicz-
5’ 

(sense) 
 

Eco RI 

 
 

5’-atgaattctataatgtctgcagccgcgtactctggccg -3’ 
 
 

LmTrpRS2 
 

 
 

Gene LmTrpRS2, sem a região 
de sinalização mitocondrial, 

clonado no vetor pPICZ 
(expressão em P. pastoris). 

 
 

LmTrpRS2-24A/ppicz 

LM2-3’ 
(antisense) 

 
XhoI 

 
5’ atctcgagttatcagagaagaatgtcacggatacggca 3’ 
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Gene Detalhe da construção Nome da construção Oligonucleotídeos Sítio de 
Restrição 

Seqüência dos oligonucleotídeos 

LM2-24A/ppicz-5’ 
(sense) Eco RI 5’-atgaattctataatgtctgcagccgcgtactctggccg -3’ 

Gene LmTrpRS2, sem a região 
de sinalização mitocondrial, 
clonado no vetor pPICZα 

(expressão em P. pastoris). 
Proteína com cauda de histidina 

no C-terminal. 

LmTrpRS2-24A/ppiczα 
LM2Δstop/ppicz-

3’ 
(antisense) 

XhoI 5’atctcgaggagaagaatgtcacggataggcag-3’ 

LM2F/ppicz-5’ 
(sense) Eco RI 

 
5’-ccggaattcacgatggcccgtcgcttcacctactggccatggag-
3’ 
 

Gene LmTrpRS2, com a região 
de sinalização mitocondrial, 

clonado no vetor pPICZ 
(expressão em P. pastoris). 

LmTrpRS2F-HIS/ppicz 
LM2F Δstop/ppicz-

3’ 
(sense) 

XhoI 5’-atctcgaggagaagaatgtcacggataggcag-3’ 

LM2-24A/ppicz-5’ 
(sense) Eco RI 5’-atgaattctataatgtctgcagccgcgtactctggccg -3’ 

Gene LmTrpRS2, sem a região 
de sinalização mitocondrial, 

clonado no vetor pPICZ 
(expressão em P. pastoris). 

Proteína com cauda de histidina 
no C-terminal. 

LmTrpRS2Δ-HIS/ppicz 
LM2Δstop/ppicz -

3’ 
(antisense) 

Xho I 5’-atctcgaggagaagaatgtcacggatacggca -3’ 

LM2-Full-5’ 
(sense) NdeI 

 
 
5’ atcgatcatatgcgtcgcttcacctactggccatg-3’ 
 
 

LmTrpRS2 

Gene LmTrpRS2, com a região 
de sinalização mitocondrial, 
clonado no vetor pNUS-HcN 

(expressão em P. pastoris e C. 
fasciculata). Proteína com cauda 

de histidina no C-terminal. 

LmTrpRS2F/pNUS-HcN 

LM2Δstop/ppicz -
3’ 

(antisense) 
Xho I 

 
 
5’-atctcgaggagaagaatgtcacggatacggca -3’ 
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Gene Detalhe da construção Nome da construção Oligonucleotídeos Sítio de 
Restrição 

Seqüência dos oligonucleotídeos 

LM2p4-5’ BglII 5’- gaagatctatgcgtcgcttcacctactgg- 3’ 

LmTrpRS2 

Gene LmTrpRS2, com a região 
de sinalização mitocondrial, 

clonado no vetor pF4X1.4neo 
(expressão em L. tarentolae). 

Proteína com cauda de histidina 
no C-terminal. 

LmTrpRS2F/pF4X-
1.4neo LM2p4-3’ NotI 5’-ataagaatgcggccgctcattaatggtgatggtgatggtggagaa 

gaatgtcacggatacg-3’ 

* Gene LmTrpRS1 clonado de acordo com a seqüência depositada no banco de dados do GeneDB (LmF29.060). Segundo nossos experimentos de caracterização das 
regiões não traduzidas a janela aberta de leitura começa no terceiro ATG desta seqüência (M32 da seqüência original). 



 

 

 
 
 

Apêndice II 
Artigo publicado na revista Memórias Instituto Oswaldo Cruz. 

 
Dentro desse apêndice econtra-se o artigo publicado na 

revista “Memórias Instituto Oswaldo Cruz”, intitulado “Effects 
of Trypanosoma brucei tryptophanyl-tRNA synthetases 
silencing by RNA interference”. Esse trabalho foi realizado 
em colaboração com a doutoranda Liliana Tocoroma García, 
aluna do programa de pós graduação da Universidade Federal 
de São Carlos 
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Parte II 

Estudos estruturais da Xylellaína, uma cisteíno protease da 

bactéria Xylella fastidiosa. 
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Capítulo 1 

Introdução 
 

 
Nesse capítulo é feita uma descrição geral sobre a bactéria 

Xylella fastidiosa e a doença Clorose Variegada do Citrus. Em 
seguida é realizada uma introdução sobre proteases e cisteíno 
proteases. 

 

Xylella fastidiosa 

 

A X. fastidiosa é uma bactéria gram negativa, não flagelada que coloniza 

exclusivamente os vasos do xilema das plantas infectadas (figura II-1.1) (Lambais et 

al., 2000; Koide, et al., 2004).  

 

 
Figura II-1.1: Microscopia eletrônica vasos do xilema mostrando a distribuição das colônias 
de X. fastidiosa. A) Seção transversal de um vaso de xilema de videira (Vitis vinifera) 
completamente obstruído por colônia de X. fastidiosa, “Pierce’s Disease” (figura extraída de 
Mollenhauer, et al., 1974). B e C) Detalhe de X. fastidiosa aderidas às paredes do vaso xilema de 
citrus (modificado de http://aeg.lbi.ic.unicamp.br/xf/). 

 

Dentro do grupo de bactérias patogênicas em plantas a X. fastidiosa é 

caracterizada como uma bactéria “limitada ao xilema” (XLB) e de difícil cultivo por 

procedimentos padrões de bacteriologia (Purcell e Hopkins, 1996). O seu 

crescimento é lento em meio de cultura adequado, o qual lhe rendeu a denominação 

‘fastidiosa’. 
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Diversas doenças economicamente importantes são causada por diferentes 

linhagens de X. fastidiosa, por exemplo: citrus (clorose variegada dos citrus – CVC) 

(Rossetti et al., 1990), videiras (doença de Pierce - PD), mirta, amêndoa, café 

(Hendson et al., 2000; Van Sluys et al., 2003), alfafa anã, olmo, plátano, amora 

(Monteiro et al., 2001), e crucíferas, como repolho, rabanete e nabo (Williams, 

1980). Em todos os casos, a bactéria infecta o xilema da planta comprometendo a 

produção do fruto. 

O ciclo de disseminação da bactéria nas plantas é realizado através de insetos 

vetores, que ao se alimentarem do xilema das plantas contaminadas adquirem a 

bactéria. Dentro do intestino do inseto as bactérias se reproduzem, e esse inseto 

infectado passa a disseminar a doença para plantas sadias através do aparelho 

picador-sugador durante sua alimentação. (Brlansky et al., 1983; Roberto et al., 

1996).  

 

Clorose Variegada dos Citros ou Amarelinho 

A CVC é considerada uma das doenças mais devastadoras dos citrus e foi 

primeiramente relatada em 1987, nos estados de São Paulo e Minas Gerais (Rossetti 

et al., 1990; Chang et al., 1993; Purcel e Hopkins, 1996; Souza Pinto et al., 2001). A 

partir dessa data a doença se espalhou rapidamente em todas as regiões citricultoras 

paulistas através da técnica do enxerto com ramos contaminados e por insetos 

vetores, tornando-se largamente distribuída. 

Esta doença gera grandes prejuízos, principalmente no estado de São Paulo, 

que é o maior exportador de suco de laranja do mundo, sendo responsável por 

aproximadamente 90% da produção nacional e 30% da mundial. No Brasil, a CVC 

causa perdas anuais de aproximadamente 100 milhões de dólares para a indústria 

cítrica (Souza et al., 2003). 

A transmissão da doença é feita por pelo menos 11 espécies de insetos vetores 

homópteros (cigarrinhas) que se alimentam de seiva vegetal, algumas delas 

ocorrendo também na Argentina, Bolívia, Colômbia, Equador e Paraguai. 

(www.fundecitrus.com.br) 

Os sintomas iniciais da CVC são observados na parte da árvore onde houve 

contato com o vetor, caracterizando-se por pequenas manchas amareladas na parte 
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lisa de folhas maduras. Após o período de infecção inicial, a CVC espalha-se 

gradativamente por toda a árvore. Nesse estágio as pequenas manchas amareladas 

evoluem para lesões intensas de cor palha dos dois lados da folha. As folhas tornam-

se murchas, conduzindo à desfolha dos ramos (figura II-1.2). As manifestações nos 

frutos causam amadurecimento precose, diminuição do fruto e em estágios mais 

avançados o endurecimento da casca a ponto de inviabilizar a comercialização dos 

frutos. (Rossetti et al., 1990; www.fundecitrus.com.br). Plantas de qualquer idade 

são acometidas pela CVC, porém os sintomas mais severos ocorrem entre os dois e 

seis anos de idade. 

 
Figura II-1.2: Sintomas da CVC em folhas e frutos de citrus. A) Sintomas iniciais da CVC em 
folhas, pequenas manchas amareladas na face lisa da folha. B) Folhas em fase avançada de 
infecção, coloração de palha na parte inferior da folha. C) Perda das folhas em galho afetado, 
frutos endurecidos. D) Comparação de frutos normais e frutos afetados pela CVC. E) Sintomas 
de murcha em folhas e queimadura do sol em frutos. F) Detalhe de murcha em folhas e 
queimadura do sol em frutos. (Figura adaptada de www.fundecitrus.com.br) 

 

Atualmente, o controle da CVC inclui apenas o manejo de cultura, com a 

poda de galhos infectados, eliminação de árvores contaminadas, utilização de mudas 

sadias e combate químicos aos insetos vetores (Souza Pinto et al., 2001). 

A disponibilização do genoma da bactéria X. fastidiosa clone 9a5c, em 2000, 

representou o primeiro seqüenciamento completo de um fitopatógeno (Simpson et 

al., 2000). Muitas linhagens dessa bactéria tiveram seus genomas completamente 

seqüenciados, como por exemplo, duas linhagens de X. fastidiosa causadoras de 

doenças em amendoeiras e loureiros (Bhattacharyya et al., 2002); X. fastidiosa 

Temecula, bactéria isolada de videiras infectadas com a Doença de Pierce (Van Sluys 

et al, 2003); e outros estão em andamento. 



Capítulo 1 - Introdução 
 

 95

A identificação e caracterização dos genomas destes fitopatógenos levam a 

um significante avanço no entendimento do metabolismo, bem como mecanismos 

associados à virulência e patogenicidade. Estas duas linhagens de X. fastidiosa 

apresentam funções metabólicas idênticas e um conjunto de genes comuns utilizados 

na colonização da planta e patogênese (Van Sluys et al, 2003). Contudo muito pouco 

se sabe sobre os mecanismos moleculares de patogenicidade da X. fastidiosa. Porém 

muitos genes posivelmente relacionados com a patogenicidade foram encontrados no 

genoma da X. fastidiosa quando comparados aos de outras bactérias (Simpson et al., 

2000; Lambais et al., 2000; Van Sluys, 2003). Entre os fatores relacionados à 

patogenicidade pode-se destacar os processos de interação célula-célula, degradação 

da parede celular da planta, homeostase de íons, resposta antioxidante e síntese de 

toxinas. Algumas enzimas envolvidas nessas funções, como as celulases, xilanases, 

pectinases e proteases, foram identificadas neste patógeno (Simpson et al., 2000). A 

degradação da parede celular pelas enzimas tem importante papel não só na migração 

das bactérias entre os vasos, como também na liberação de carboidratos, que são 

necessários para o crescimento bacteriano na parte interna dos vasos xilemáticos 

(Lambais et al., 2000). 

O estudo do genoma e seus produtos gênicos, em especial aqueles que podem 

estar envolvidos na patogenicidade da X. fastidiosa são de interesse para a busca de 

mecanismos ou inibidores seletivos que possam ser utilizados no combate a CVC.  

 

Proteases 

 

As proteases, também conhecidas como enzimas proteolíticas, são enzimas 

capazes de catalisar a degradação de proteínas através da hidrólise das ligações 

peptídicas. Elas são enzimas extremamente abundantes, e juntamente com seus 

homólogos correspondem a aproximadamente 2% dos genes codificados em alguns 

genomas (Rawlings e Barret, 1999; Puente et al., 2003). Amplamente distribuídas em 

uma grande variedade de fontes, como plantas, animais e microorganismos, as 

proteases são vistas como importantes moléculas sinalizadoras que estão envolvidas 

no correto funcionamento da maioria das funções biológicas (Turk et al., 1997; Turk, 

2006). A atividade anormal dessas enzimas está direta ou indiretamente envolvida 
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com diversas patologias cardiovasculares e inflamatórias, câncer, osteoporose e 

desordens neurológicas (Leung-Toung, et al., 2002; Rzychon et al., 2004; Turk, 

2006). 

O envolvimento das proteases no ciclo de vida de organismos causadores de 

doenças as tornou um potencial alvo para o desenvolvimento de agentes terapêuticos 

contra doenças, como malária (Rosental et al.,1993, 2002; Francis, et al., 1997), 

Doença de chagas (Murta, et al., 1990; Monteiro A. C. et al., 2001), câncer e a AIDS 

(Turk, 2006). Além dos papéis fisiológicos, essas enzimas possuem uma grande 

aplicação dentro da indústria alimentícia, produtos de limpeza entre outros (Rao et 

al., 1998). 

Baseado no mecanismo de catálise do substrato pode-se subdividir as 

proteases em dois grupos maiores, chamados exopeptidases e endopeptidases. As 

exopeptidases clivam a cadeia polipeptídica próximo às terminações carboxi 

terminais (carboxipeptidases) ou N-terminal (aminopeptidases) do substrato. Já as 

endopeptidases clivam peptídeos distantes das áreas terminais do substrato, levando-

se em consideração sítios de clivagem. Considerando ainda o mecanismo de ação 

elas podem ser subdivididas em grupos menores: serino, cisteíno, treonina, aspártico, 

glutâmico e metalo proteases (Rao et al., 1998; Rawlings et al., 2006; Turk, 2006). 

 

Cisteíno proteases 

 
 Cisteíno proteases de vários tipos são encontradas em todos os reinos de 

organismos e podem ser agrupadas em pelo menos 70 famílias. Cada família contém 

proteínas com seqüências de aminoácidos similares conservadas evolutivamente, que 

refletem aos membros das famílias estruturas tridimensionais similares (Rawlings et 

al., 2006). As propriedades físico-químicas destas proteases têm sido amplamente 

caracterizadas, entretanto suas funções biológicas ainda não foram completamente 

elucidadas. 

 As proteases desse grupo são comumente exemplificadas baseadas na 

Papaína, uma cisteíno protease isolada do látex de Carica papaya (Mitchell, et al., 

1970). A estrutura tridimensional comum a todas cisteíno proteases reportadas até o 

presente momento é formada por dois domínios, um composto basicamente por 
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hélices e o outro por fitas β. O sítio catalítico está localizado na reentrância desses 

dois domínios, sendo composto por aminoácidos provenientes dos dois domínios 

(Kamphuis, et al., 1984; Rzychon, et al., 2004). Os aminoácidos histidina e cisteína 

são diretamente responsáveis pela atividade proteolítica das cisteíno proteases. No 

caso de algumas famílias (família da papaína) uma asparagina também auxilia na 

formação do sítio ativo, orientando o anel imidazólico da histina durante a hidrólise 

(Kamphuis et al., 1984; Menard et al., 1995; Rzychon et al., 2004). 

 Nas últimas décadas as cisteíno proteases têm sido consideradas importantes 

fatores de virulência de bactérias patogênicas, bem como responsáveis pelo 

desenvolvimento diversas de doenças (Sajid e McKerrow, 2002), tornando-se um 

alvo para o desenvolvimento de novas terapias (Croft et al., 2005; Turk, 2006;Vicik 

et al., 2006) 

 

Xylellaína 

O seqüenciamento total do genoma da X. fastidiosa 9a5c, revelou a presença 

de uma janela aberta de leitura com similaridade às cisteíno proteases. Esse gene foi 

clonado, expresso e a proteína caracterizada bioquimicamente como uma cisteíno 

protease, denominada Xylellaína (Nogaroto et al., 2006).  
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Capítulo 2 

Objetivos 
 

O objetivo principal desse trabalho foi a determinação da estrutura 

cristalográfica da Xylellaína, uma cisteíno protease da bactéria fitopatogênica 

Xylella fastidiosa. 

 

Objetivos específicos: 

 

 Expressão e purificação da Xylellaína para ensaios de cristalização. 

 Desenvolvimento de protocolos de cristalização da proteína Xylellaína 

recombinante. 

 Determinação da estrutura cristalográfica da proteína 

 Comparação estrutural da proteína com outros membros das cisteíno 

protease.  
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Capítulo 3 

Metodologia 
 

 
Neste capítulo são descritas as metodologias utilizadas 

para expressão e purificação da Xylellaína, ensaios de 
cristalização e resolução da estrutura tridimensional da enzima. 

 

Estudos iniciais da Xylellaína. 

Os trabalhos de clonagem, expressão e purificação da proteína Xylellaína 

foram iniciados pelo grupo do Prof. Flávio Henrique Silva (Departamento de 

Genética e Evolução da Universidade Federal de São Carlos) após seqüenciamento 

total do genoma da X. fastidiosa 9a5c (Simpson, et al., 2000). O genoma desse 

fitopatógeno revelou a presença de uma janela aberta de leitura com similaridade as 

cisteíno proteases. O gene codificante da suposta cisteíno protease foi clonado no 

vetor de expressão pET28a (Novagem), produzindo uma proteína recombinate com 

uma cauda de 6xHIS no N-terminal, e as caracterizações bioquímicas comprovaram 

a Xylellaína como cisteíno protease diferencialmente expressa na cepa patogênica de 

X. fastidiosa 9a5c (Nogaroto et al., 2006). 

O plasmídeo pET28xylCP (Cisteíno Protease Xylellaína clonada no vetor de 

expressão pET28a) foi gentilmente cedido pelo grupo do grupo do Prof. Flávio 

Henrique Silva para os ensaios iniciais de cristalização. 

 

Expressão e purificação da Xylellaína. 

O plasmídeo recombinante pET28xylCP foi transformado em células E. coli 

BL-21 (DE3) competentes (Sambrook e Russel, 2000). A expressão da proteína 

Xylellaína nativa foi realizada como descrito por Nogaroto et al., 2006, em meio 

liquido LB (Sambrook e Russel, 2000) e antibiótico kanamicina (25 mg/μl), partindo 

de uma diluição 1:100 de um inóculo inicial (colônia isolada contendo o plasmídeo 
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de interesse). A cultura bacteriana foi crescida a 37ºC, sob agitação a 250 rpm até 

atingir DO600nm igual a 0,5. A expressão da proteína recombinate foi induzida pela 

adição de IPTG 0,4 mM por 20 horas a 30º C. Já a expressão da proteína Xylellaína 

selenometionina substituída foi realizada pela inibição da via de biosíntese de 

metionina (Van Duyne et al., 1993). Para tanto células de E. coli recentemente 

transformadas com o plasmídeo pET28xylCP foram crescidas em meio LB líquido 

até DO600nm igual a 0,5. Após remoção do meio de cultura LB através de 

centrifugação a 4 ºC, a massa foi ressuspendida em tampão PBS (Sambrook e Russel, 

2002), seguida de nova centrifugação. A massa celular foi então inoculada em meio 

mínimo enriquecido de sais e vitaminas (BME Vitamins Solution - Sigma-Aldrich), a 

20º C, 250 rpm por uma hora para adaptação celular ao novo meio de cultura. Após 

esse período foram adicionados: 100 mg/L dos aminoácidos lisina, fenilalanina e 

treonina; 50 mg/L dos animoácidos valina e isoleucina; 60 mg/mL selenometionina e 

0,1 mM de indutor IPTG. A indução foi realizada por 20 horas a 20º C. 

As culturas foram centrifugadas e a massa celular ressuspendidas em tampão 

de lise celular (Tris-HCl 10 mM, pH 8,0, 100 mM NaCl, 50 mM NaH2PO4). A lise 

celular foi realizada a 4º C com uso de lisozima (1 µL lisozima a 50 mg/mL para 

cada mL de tampão de lise celular) e pulsos de ultra-som (6 pulsos de 20 segundos 

com intervalos de um minuto entre os pulsos), seguida de centrifugação para 

separação das frações sobrenadante e precipitado. 

A proteína recombinante presente na fração solúvel foi purificada por 

cromatografia de afinidade em colunas contendo resina de níquel Ni-NTA superflow 

(Qiagen), sendo eluída da mesma com gradiente de imidazol (Nogaroto et al., 2006). 

Para remoção do imidazol e do excesso salino foi empregada uma coluna de 

desalinização (Hi-trap Desalting-GE-helth care). As amostras protéicas foram 

analisadas em SDS-PAGE 15% (Laemmli, 1970), a dosagem protéica foi 

determinada através do método de Bradford (Bradford, 1976).  

 

Cromatografia de exclusão molecular e espalhamento dinâmico de luz 

A Xylellaína obtida após purificação por afinidade em resina de níquel e 

desalinização foi aplicada em coluna cromatográfica exclusão molecular em uma 

coluna xk16/20 utilizando resina superdex 200 (GE healthcare). A coluna foi pré-
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equilibrada em tampão Tris-HCl 50 mM, pH 8,0 e 150 mM NaCl. A calibração da 

coluna de exclusão molecular foi realizada com a utilização de conjunto de proteínas 

padrão de baixo, médio e alto massa molecular (ferritina, aldolase, ovalbumina, 

catalase, albumina bovina e inibidor de tripsina de soja), seguindo concentrações 

proteícas sugeridas pelo fabricante. 

As medidas de espalhamento dinâmico de luz (DLS), foram adquiridas 

utilizando-se o equipamento “DynaPro MS200” (Protein Solutions) a temperatura de 

18° C com tempo de aquisição de 2,5 segundos, 30 aquisições por medida. Os dados 

foram analisados pelo programa “Dynamics V5.26” (Protein Solutions). 

 

Ensaios de cristalização 

Os ensaios iniciais de cristalização da proteína nativa foram realizados 

utilizando-se a metodologia de difusão de vapor em gotas suspensas (Hampel et al., 

1968; Begfors, 1999; Macpherson, 1999) a 4 e 18° C, com as condições dos 

conjuntos de solução de matriz esparsa “Crystal Screen I” e “II” (Hampton 

Research), empregando volumes iguais de proteína e solução de cristalização. A 

proteína recombinante foi concentrada por centrifugação em Amicon® Ultra-4 

(membrana com corte de 10 kDa) até concentração de aproximadamente 7,0 mg/mL. 

Os ensaios de cristalização com a proteína selenometionina enriquecida foram 

relizados a 4 e 18° C, nas condições de cristalização da proteína nativa e do conjunto 

de solução de matriz esparsa “Nextal PEG suíte” (Nextal-Qiagen). O refinamento das 

condições iniciais de cristalização foi obtida através de preparação de soluções 

variando-se concentração dos agentes precipitante e pH. 

 

Coleta e processamento de dados de difração de raios X 

As coletas de dados foram realizadas em temperatura criogênica (100 K). Os 

cristais de Xylellaína foram transferidos para soluções crio protetoras (solução de 

cristalização com 20 a 25% de etileno-glicol) e montados em laços de “Nylon” (Cryo 

loops – Hampton Research). Os dados de difração de raios-X dos cristais da proteína 

nativa e derivados de átomos pesados foram coletados em detector do tipo placa de 

imagem, modelo Mar345dtb (MAR Research), utilizando radiação Kα do cobre 

produzida em uma fonte convencional de raios X (ultraX 18 - RIGAKU/MSC), 
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operando a 50 kV de tensão e 90 mA de corrente. A preparação de cristais derivados 

de átomos pesados foi realizada utilizando-se o método de “quick cryo-soaking” 

(Dauter et al., 2000; Nagem et al., 2001; 2003). O cristal de Xylellaína 

selenometionina derivado foi coletado na borda de absorção do selênio (peak- 0.923 

Å), na linha de difração de raios-X X12C do Laboratório Nacional de Luz Síncrotron 

de Brookhaven (BNL, Upton, NY - EUA), em um detector do tipo CCD, modelo 

QUANTUM 4 (ADSC). Os conjuntos de dados coletados para proteína nativa foram 

processados com os programas “Mosflm” (Leslie, 1992) e “Scala” (Evans, 1997) do 

pacote “CCP4” (Collaborative Computational Project, Number 4, 1994), já o cristal 

selenometionina derivado foi processado com o pacote “HKL2000” (Otwinowski e 

Minor, 1997). 

Resolução, refinamento e análise da estrutura tridimensional da 

Xylellaína  

Tentativas iniciais de resolução da estrutura foram realizadas pelo processo 

de substituição molecular (Haas e Rossmann, 1970), utilizando-se os programas 

“AMoRe” (Navaza, 1994), “MOLREP” (Vagin e Teplyakov, 1997) e “PHASER” 

(Read, 2001).Os modelos para a substituição molecular foram preparados com o 

programa “CHAINSAW” (Collaborative Computational Project, Number 4), 

utilizando-se as coordenadas das estruturas cristalográficas de cisteíno proteases 

humanas (PDB 1NQC) e de T. cruzi (PDB 1AIM). 

As posições iniciais dos átomos pesados no cristal foram encontradas pelos 

pacotes de programa “SHELX” (Schneider e Sheldrick, 2002) e as fases iniciais 

foram calculadas com o programa “SOLVE” (Terwilliger e Berendzen, 1999), 

seguido de modificação de densidade eletrônica e reconstrução automática do 

modelo com o programa “RESOLVE” (Terwilliger, 2000) O modelo inicial 

construído foi refinado ciclicamente com o programa “REFMAC5” (Collaborative 

Computational Project, Number 4) seguido de visualização dos mapas de densidade 

eletrônica e reconstrução manual no programa gráfico “COOT” (Emsley e Cowtan, 

2004). Moléculas de água foram adicionadas e visualmente inspecionadas com 

programa “COOT”. As figuras e animações foram geradas com o programa “Pymol” 

(Delano, 2002). 
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Seqüenciamento do N-terminal da proteína Xylellaína 

 

Cristais da proteína Xylellaína foram dissolvidos em água destilada e 

enviados para análise da seqüência de aminoácidos NH2-Terminal, utilizando o 

método de degradação de Edman (Edman, 1950). O seqüenciamento do N-terminal 

foi realizado pelo grupo da Prof. Drª. Heloísa Selistre de Araújo (Centro de 

Biotecnologia Molecular e Estrutural, Departamento de Fisiologia, Universidade 

Federal da São Carlos). 
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Capítulo 4 

Análise Estrutural e Discussões 
 

 
Neste capítulo são abordados os resultados obtidos desde a 

cristalização da Xylellaína nativa até a resolução da estrutura 
tridimensional dessa enzima através da técnica de Dispersão 
Anômala a um único comprimento de onda, utilizando cristais 
de proteína selenometionina substituída. A análise detalhada da 
estrutura resolvida a 1.65Å e comparações com outras cisteíno 
proteases mostram características que a Xylellaína é expressa 
na forma de uma pró-proteína com a pró-região mais curta que 
a grande maioria das enzimas da família papaína. Um 
ribonucleotídeo Uridina di-fosfatado parece orientar o 
enovelamento da região N-terminal, bem como sua manutenção 
em conformação de inativação enzimática. Dois loops 
próximos ao sulco de ligação ao substrato também são 
observados na estrutura, um deles semelhante ao loop de 
oclusão da catepsina B. 

 

Expressão, purificação e cristalização da Xylellaína. 

Os ensaios iniciais de cristalização da Xylellaína nativa foram realizados pela 

aluna de iniciação científica Maria Amélia Vilela Oliva (Departamento de biologia, 

Universidade Federal de São Carlos) utilizando proteína purificada enviada pelo 

grupo do prof. Flávio Henrique Silva. Devido ao comportamento instável dessa 

proteína, optou-se por sua expressão e purificação em nosso laboratório. Para tanto, o 

plasmídeo pET28xylCP (Cisteíno Protease Xylellaína clonada no vetor de expressão 

pET28a) foi gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Flávio Henrique Silva. Uma pequena 

alteração foi introduzida no protocolo original de expressão e purificação da proteína 

Xylellaína (Nogaroto et al., 2006). Essa alteração consistia na substituição do passo 

de diálise após a purificação da proteína em resina de níquel por uma cromatografia 

em coluna de exclusão molecular G25 (Hitrap Desalting – Amershan Bioscience) 

para a remoção do excesso salino. 

A expressão e purificação mostraram que a proteína era expressa em grandes 

quantidades na fração solúvel (figura II-4.1), e uma banda única com massa 
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molecular de aproximadamente 32 kDa era observada na eluição com 100 mM de 

imidazol (figura II-4.1). Uma banda de massa molecular levemente menor que a 

Xylellaína também foi observada durante todo processo de purificação, a qual 

diminui a partir da eluição com 50 mM de imidazol (figura II-4.1).  

 
Figura II-4.1: Gel em poliacrilamida a 15% mostrando a expressão e purificação da 
Xylellaína em cromatografia de afinidade. 1 – Marcador de massa molecular, 2 e 3 – Fração 
insolúvel e solúvel da expressão a 30° C da proteína Xylellaína no vetor pET28a, 4 – Fração de 
proteínas aplicada na coluna de Níquel-NTA, 5 e 6 - Lavagem da coluna de afinidade com 
tampão de lise celular e 10 mM imidazol, 7 a 9 – Eluição da proteína Xylellaína com gradiente 
de imidazol (25, 50 e 100 mM). A seta verde mostra a Xylellaína, aproximadamente 32 kDa 
purificada. 

 

A concentração salina (acima de 50 mM NaCl) e principalmente o imidazol 

atuam em conjunto precipitando a proteína poucas horas após sua eluição da coluna 

de níquel. então essa alteração objetivava acelerar o processo de preparo da amostra 

para os experimentos de cristalização, evitando a precipitação da proteína que era 

bastante comum após 24 horas do início da purificação. A proteína em tampão Tris-

HCl 10 mM, pH 8,0, NaCl 50 mM, NaH2PO4 50 mM foi concentrada inicialmente 

até aproximadamente 7,0 mg/mL em concentrador Amicon® Ultra-4.  

Análises de espalhamento dinâmico de luz foram utilizadas para aferir a 

homogeneidade da amostra antes dos experimentos de cristalização. A montagem das 

condições de cristalização foi realizada pelo método de difusão de vapor com gota 

pendurada, utilizando volumes iguais de solução de mãe e proteína (gotas de 4 μL), à 

temperatura de 18° C. 

Pequenos agregados cristalinos foram observados após duas semanas em duas 

condições de cristalização distintas. A primeira utilizando 30% de polietilenoglicol 
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4000 (PEG 4000), 100 mM citrato de sódio pH 5,5, 200 mM de acetato de amônio 

(condição 9) e a segunda com 20% de polietilenoglicol 8000 (PEG 8000), 100 mM 

cacodilato de sódio pH 6,5 e 200 mM de acetato de magnésio (condição 18) do 

conjunto de matriz esparsa “Crystal Screen I”. Esses aglomerados cristalinos iniciais 

foram cuidadosamente separados com auxilio de ferramentas de manipulação de 

cristais e submetidos a difração de raios-X, utilizando uma fonte convencional, 

disponível em nosso laboratório, modelo ultraX 18 (RIGAKU/MSC) com detector do 

tipo placa de imagem, modelo Mar345dtb (MAR Research), caracterizando-os como 

cristais de proteína porém com baixo poder de difração acima de 6Å. 

O refinamento dessas condições de cristalização foi realizado alterando-se o 

pH, concentração dos agentes precipitantes e da proteína.  

 
Figura II-4.2: Ensaios de cristalização da proteína Xylellaína. A) Condição com 15 % de 
PEG 4000, 100 mM citrato de sódio pH 5,6, 200 mM de acetato de amônio. B e C) Condição 
com 20 e 22 % de PEG 4000, 60 mM citrato de sódio pH 5,6, 134 mM de acetato de amônio. D) 
Condição com 25 % de PEG 4000, 60 mM citrato de sódio pH 5,6, 134 mM de acetato de 
amônio. 

 
O refinamento da condição de cristalização 18 mostrou a formação de cristais 

em forma de pequenas agulhas. Os melhores resultados foram obtidos para o 

refinamento da condição de cristalização 9 (figura II-4.2), utilizando proteína na 

concentração de 7 mg/mL. Cristais com tamanho de aproximadamente 0,05-0,1 mm 
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foram observados nas condições de 20 a 22% de PEG 4000, 60 mM citrato de sódio 

pH 5,6, 134 mM de acetato de amônio (figura II-4.2B e 3.2C). Esses cristais 

apresentam grande reprodutibilidade nessa condição com crescimento em 

aproximadamente 48 horas. 

A expressão da Xylellaína selenometionina susbtituída foi realizada pelo 

protocolo de inibição da via de biosíntese de metioninas (Van Duyne et al., 1993), 

através do bloqueio de asparto kinases bacterianas, mediante altas concentrações dos 

aminoácidos isoleucina, lisina e treonina presentes no meio de cultura celular. A 

utilização de cepas bacterianas auxotróficas pode ser então descartada, de maneira 

que pequenas alterações no protocolo inicial de expressão são suficicentes para 

produção de quantidades apropriadas de proteína recombinante (Doublié, 2003).  

As condições de indução previamente estabelecidas produziram proteína 

selenometionina substituída na fração insolúvel. A redução da temperatura de 

expressão para 20° C e da concentração do indutor para 0,1 mM propiciaram a 

produção da proteína na fração solúvel.  

 
Figura II-4.3: Gel em poliacrilamida a 15% mostrando a expressão e purificação da 
Xylellaína selenometionina substituída em cromatografia de afinidade, 1 – Marcador de 
massa molecular, 2 e 3 – fração insolúvel e solúvel da expressão a 20° C, 4 – Fração de 
proteínas aplicada na coluna de Níquel-NTA, 5 e 6 - Lavagens da coluna com tampão de lise e 
10 mM Imidazol, 7 a 10 – Eluição da proteína Xylellaína com gradiente de imidazol (25, 50, 100 
e 250 mM). A seta verde mostra a Xylellaína purificada. 

 
A etapa de purificação foi realizada de maneira idêntica à proteína nativa, 

com produção aproximadamente de 8 mg de proteína por litro de cultura (figura II-

4.3). 
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O tampão de eluição foi substituído para Tris-HCl 10 mM, pH 8,0, NaCl 50 

mM, NaH2PO4 50 mM, através de coluna de exclusão molecular G25, sendo então a 

proteína concentrada até aproximadamente 8,0 mg/mL em concentrador Amicon® 

Ultra-4. Os experimentos iniciais de cristalização foram realizados nas temperaturas 

de 4 e 18° C, utilizando método de difusão de vapor com gota pendurada com 

volumes iguais de solução de cristalização e proteína (gotas de 4μL) nas condições 

de cristalização próximas às obtidas para a proteína nativa. Nenhum cristal ou 

precipitado cristalino foi obtido nessas condições, mesmo com alterações na 

concentração de agentes precipitante e pH. Uma nova bateria de testes de 

cristalização foi realizada com o conjunto de soluções Nextal PEG Suite®. Um 

aglomerado cristalino não uniforme foi observado após 24 horas na condição de 

cristalização 32 deste conjunto (100 mM MES, pH 6,5 e 25% de polietilenoglicol 

8000) (figura II-4.3 A). 

 
Figura II-4.4: Ensaios de cristalização da proteína Xylellaína selenometionina substituída. 
A) 100 mM MES, pH 6,5 e 25% de PEG 8000. B) 100 mM MES, pH 6,0 e 22% de PEG 8000, 
C) 100 mM MES, pH 5,7 e 20 % de PEG 8000 D e E) 100 mM MES, pH 5,6 e 17% de 
polietilenoglicol. F) 100 mM MES, pH 5,3 e 15 % de PEG 8000. 

 

O refinamento dessa condição foi realizado com varredura da concentração de PEG 

8000 de 15 a 30 % e com variação de pH de 5,2 até 6,5 (figura II-4.3 B a F). Cristais 

alongados e finos semelhantes aos obtidos para Xylellaína nativa (figura II-4.3D) e 

também cristais em fomato de trapézio (figura I-4.3 E) foram encontrados 
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concomitantemente nas condicões 17-18% PEG 8000 e pH 5,6-5,7. Diversos cristais 

provenientes dessa última condição foram selecionados e utilizados para coleta de 

dados. 

 

Coleta e processamento de dados. 

Os cristais da proteína obtidos foram crioprotegidos com solução de 

cristalização acrescida de etilenoglicol 15 a 20% (v/v) e congelados a 100 K em 

fluxo de nitrogênio. Esses foram testados utilizando o anodo rotatório disponível em 

nosso laboratório. Diversos cristais da proteína nativa foram testados, todos 

pertencentes ao grupo espacial P1 e com boa resolução.  

A melhor coleta dados de um cristal nativo foi realizada com um cristal 

obtido em 18% de PEG 4000, 60 mM citrato de sódio pH 5,6, 134 mM de acetato de 

amônio a 18° C (figura II-4.2B). As imagens mostram padrão de difração bem 

definido e com a resolução de aproximadamente 1.6 Å (figura II 3.5 A e B). Dois 

conjuntos de dados foram coletados com esse cristal, o primeiro composto por 360 

imagens foi coletado até 1.8 Å de resolução. Cada imagem foi adquirida com 

oscilação de um grau e tempo de exposição de 4 minutos. Já o segundo conjunto de 

dados foi coletado até 1.5 Å de resolução, com um total de 400, cada uma adquirida 

com oscilação de um grau e tempo de exposição de 6 minutos.  

A integração das imagens de cada conjunto foi realizada com o programa 

“MOSFLM” (Leslie, 1992), no escalonamento e na redução dos dados os dois 

conjunto de dados foram unidos pelo programa “SCALA” (Evans, 1997) ambos 

parte do pacote de programas cristalográficos “CCP4” (Collaborative Computational 

Project Number 4 (1994)), gerando um conjunto de dados proveniente de duas 

coletas de dados. Os parâmetros e estatísticas de coleta de dados e processamento 

desse conjunto são mostrados na tabela a seguir (tabela 3.1). 

Cristais da proteína nativa também foram utilizados para a obtenção de 

cristais isomorfos de átomos pesados, através da metodologia de “quick cryo 

soaking” e “soaking” com soluções de diversos sais de átomos como iodo, césio, 

platina, mercúrio, ouro, gadolíneo. O resultado comum à maioria dos sais testados foi 

a quebra do cristal, mesmo quando pequenas concentrações salinas eram utilizadas. 

Os melhores resultados obtidos foram com as tentativas de “quick cryo soaking”.com 
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pequenas concentrações de iodeto de sódio (150 mM) por 30 segundos de incubação. 

Dois conjuntos de dados com alta redundância, provenientes de diferentes cristais 

foram coletados porém após processamento de dados, o sinal anômalo mostrou-se 

baixo ou inexistente impossibilitando o faseamento experimental. 

 
Figura II-4.5: Padrão de difração dos cristais nativos da Xylellaína. A) Imagem de padrão 
de difração do cristal da Xylellaína. B) Ampliação do padrão de difração. 

 

Tabela II-4.1: Estatísticas de coleta e processamento de dados do cristal de Xylellaína 
nativo. 

Grupo espacial P1 

Parâmetros da rede a = 55,1 Å, b = 69,3 Å, c = 82,3 Å 
α = 75,8o, β = 75,5o, γ = 66,5o 

Limites de resolução (Å) 23,10 – 1,65 (1,74 - 1,65) 
Número de imagens 797 

Δφ (o) 1 
Mosaicidade (o) 1,02 
Reflexões únicas 117070 (16308) 
Multiplicidade 8,1(4,4) 

Rsym (%) 5,4 (40,0) 
〈 (I)/σ(I)〉 27,0 (3,2) 

Completeza (%) 91,0 (86,7) 
Valores em parênteses são referentes à camada mais externa de resolução 

 

Os cristais de Xylellaína selenometionina derivados foram crioprotegidos 

com solução mãe acrescida de 15% de etilenoglicol e submetidos a experimentos de 

difração de raios X na linha X12B, Laboratório Nacional de Luz Síncrotron 

(Laboratório Nacional de Brookhaven, Upton, NY - EUA), durante o curso “RAPID 
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DATA 2006”. Experimento de fluorescência de raios-X mostrou a incorporação dos 

selênios na proteína e o máximo de absorção para os cristais foi obtido a um 

comprimento de onda de 0,9792 Å. Dois conjuntos de dados foram coletados, o 

primeiro utilizando-se os maiores cristais com a morfologia de trapézio (figura II-4.4 

E) e o segundo com os cristais com morfologia semelhante aos da Xylellaína nativa 

(figura II-4.4 D). 

 
Figura II-4.6: Padrão de difração dos cristais Xylellaína selenometionina derivada. A) 
Imagem de padrão de difração do cristal da Xylellaína. B) Ampliação do padrão de difração 
mostrando pontos bem definidos. 

 

O primeiro, de maneira diferente que os cristais nativos, pertencia ao grupo 

espacial P21 com parâmetros de célula A=68.06Å, B=98.13Å, C=81.58Å e ângulos 

α= γ = 90o e β =101.88, com máximo de resolução em aproximadamente 2,5 Å e 

mosaicidade acima de 1.9°, um conjunto de dados com 360 imagens foi coletado, e 

os dados foram processados com o programa “HKL2000” (Otwinowski e Minor, 

1997). Já o segundo possuia parâmetro de célula semelhante ao observado para 

estrutura nativa, além de apresentar menor mosaicidade e uma melhor resolução 

(figura II-4.6 A e B).  
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Inicialmente foram coletadas 396 imagens com 20 segundos de exposição e 

oscilação de 1°, após essa coleta o cristal foi re-orientado na cabeça goniométrica e 

mais 119 imagens foram coletadas. As estatísticas de coleta e processamento de 

dados estão sumarizadas na tabela a seguir (tabela II-4.2). 
 

Tabela II-4.2: Estatísticas de coleta e processamento de dados do cristal de Xylellaína 
selenometionina derivado. 

Grupo espacial P1 

Parâmetros da rede a = 55,3 Å, b = 69,3 Å, c = 82,3 Å 
α = 75,8o, β = 75,4o, γ = 66,5o 

Limites de resolução (Å) 50,00 – 1,83 (1,91 - 1,83) 
Comprimento de onda (Å) 0,9792 (“ Peak”) 

Número de imagens 515 
Δφ (o) 1 

Mosaicidade (o) 0.952 
Reflexões únicas 86291 (7651) 
Multiplicidade 4,8(3,1) 

Rsym (%) 5,4 (40,0) 
〈(I)/σ(I)〉 15,1 (2.5) 

Completeza (%) 99,5 (97,8) 
Valores em parênteses são referentes à camada mais externa de resolução 

 

Resolução e refinamento da estrutrura da Xylellaína. 

As tentivas de faseamento inicial foram realizadas pela metodologia de 

substituição molecular (Haas e Rossmann, 1970). Os modelos de busca foram 

encontrados através de alinhamento seqüencial entre a Xylellaína e as proteínas 

depositadas no “PDB”. Os melhores alinhamentos foram obtidos para as cisteíno 

proteases catepsina S Humana (PDB-1NQC) e cruzaína (PDB-2AIM), porém essas 

apresentaram uma similaridade seqüencial baixa, aproximadamente 19% e 28 % 

respectivamente, quando comparados com a Xylellaína. Os modelos de busca foram 

preparados com programa “CHAINSAW” (Collaborative Computational Project, 

Number 4) e a substituição molecular foi realizada com o conjunto de dados da 

proteína nativa coletada até 1.65 Å de resolução. O número de moléculas presentes 

na unidade assimétrica foi estimado através do coeficiente de Matthews (Matthews, 

1968) utilizando-se o programa “Matthews_coeff” (Collaborative Computational 

Project, Number 4). 

Considerando-se a massa molecular da Xylellaína como sendo 

aproximadamente 32 KDa, estimou-se quatro moléculas como o valor provavél da 

constituição da unidade assimétrica do cristal, resultando volume de Matthews 

equivalente a 2,3 Å3/Da e conteúdo de solvente no cristal de 45,1 %. Nenhuma 
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solução clara foi encontrada para qualquer programa utilizado. A inspeção visual do 

empacotamento cristalino das primeiras soluções obtidas nessas tentativas 

sistematicamente apontavam choques entre cadeias próximas. Ciclos iniciais de 

refinamento com o programa “REFMAC5” (Collaborative Computational Project, 

Number 4) não mostrou queda significativa nos valores de Rfactor e Rfree (valores da 

ordem de 0,45 – 0,50) 

O problema das fases foi resolvido pelo metodo de dispersão anômala a um 

único comprimento de onda (SAD), utilizando os dados do cristal da Xylellaína 

selenometionina substituída. A posição dos sítios de selênio foi determinada com 

auxílio do pacote de programas “SHELX” (Schneider e Sheldrick, 2002) e 

“HKL2MAP” (Pape e Scheneider, 2004). Oito sítios claros de Selênio com 

ocupância acima de 80% foram encontrados no conjunto de dados. As fases iniciais 

foram calculadas utilizando as coordenadas dos átomos de selênio com o programa 

“SOLVE” (Terwilliger e Berendzen, 1999). 

 
Figura II-4.7: Gráfico mostrando ocupância dos sítios de selênio. 

 

A análise inicial mostrou que os mapas iniciais apresentam algumas 

características de elementos de estrutura secundária, além de algumas cadeias laterais 

para aminoácidos aromáticos. Os mapas de densidade foram otimizados através de 

ciclos de modificação de densidade e achatamento de solvente usando o programa 

“RESOLVE” (Terwilliger, 2000), seguido de construção automática do modelo 

inicial, também realizada pelo programa “RESOLVE”. Após o ciclo de reconstrução 
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automática, foi realizada a inspeção visual dos mapas e do modelo contruído Os 

resíduos incoerentes com os mapas de densidade foram removidos, gerando um 

modelo inicial composto por fragmentos das quatro moléculas presentes na unidade 

assimétrica. As fases obtidas desse conjunto de dados foram combinadas com o 

conjunto de dados nativo utilizando o programa “CAD” (Collaborative 

Computational Project, Number 4), e juntamente com o modelo inicial foi realizado 

um novo ciclo de modificação de densidade e achatamento de solvente para a 

extensão das fases. O modelo construído após esse ciclo apresentou 665 resíduos dos 

1164 esperados (420 com cadeia lateral e 245 resíduos sem cadeia lateral) com valor 

de Rfator igual a 43% e figura de mérito 0,55. Os mapas de densidade eletrônica 

mostraram melhora significativa e a partir desse momento a construção do modelo 

foi realizada interativamente com ciclos de manipulação no programa “COOT” e 

refinamento com o programa “REFMAC 5”. Moléculas de água foram introduzidas 

manualmente, com o auxílio do programa “COOT” durante o processo de 

refinamento, utilizando-se como critério distâncias mínima e máxima de 2,2 a 3,5 Å 

e fator de temperatura menor que 50 Å2. 

A análise do diagrama de Ramachandram (figura II 3.9), gerado pelo 

PROCHECK, mostra que 794 resíduos (88,3 %) encontram se nas regiões mais 

favoráveis, 103 (11,5 %) estão em regiões adicionais permitidas, 2 resíduos, Tyr 33 

cadeias B e C, (0,2 %) em regiões generosamente permitidas e nenhum na região 

desfavorável (exceto as glicinas). Os dados de refinamento são sumarizados na tabela 

II-4.3. 
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Figura II-4.8: Diagrama de Ramachandram da estrutura refinada da Xylellaína.  

 
Tabela II-4.3: Estatísticas do refinamento da estrutura da Xylellaína. 

 

Estrutura cristalográfica da Xylellaína 

 

A estrutura refinada é composta por 4 monômeros na unidade assimétrica 

(totalizando 899 aminoácidos), 4 Ribonucleotídeos di-fosfatados (UDP) e 1416 

moléculas de água (figura II 3.8). 

Limites de resolução (Å) 23,10 – 1,65  
Número de átomos 10504 

Rfator 17,3 
Rfree 21,0 

Bfactor (Å2) 22,1 
Moléculas de água  1416 
RMSD ângulos (°) 1.967 

RMSD distância C-C (Å) 0.022 



Capítulo 4 – Análise Estrutural e Discussões 
 

 119

 
Figura II-4.9: Representação na forma de cartoons da estrutura refinada da Xylellaína. 
Quatro monômeros da proteína xylellaína, 1416 moléculas de água, um ribonuclotídeo 
difosfatado próximo à região N-terminal de cada monômero (representação de esferas). 

 
 

Nenhuma densidade eletrônica foi observada para os 22 resíduos do N-

terminal (MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMQT23VLKR) da proteína recombinante 

nas cadeias A e D, e para os 23 resíduos iniciais das cadeias B e C, bem como para o 

último resíduo do C-terminal (lisina 271). O seqüenciamento N-terminal de cristais 

da proteína Xylellaína mostraram que essa região foi perdida durante o processo de 

cristalização ou então após sua purificação em coluna de afinidade. Como os 20 

resíduos iniciais correspondem a artefatos de clonagem, somente os dois resíduos 

iniciais da proteína nativa foram perdidos. Metodologicamente os resíduos foram 

numerados considerando a metionina iniciadora da janela aberta de leitura como o 

resíduo número um. 

Interface de dimerização da Xylellaína 

A análise do empacotamento cristalino mostra que uma grande superfície de 

contato conecta os monômeros A com B e C com D (figura II-4.9). Uma análise 

pormenorizada da área de contato entre os monômeros, dos resíduos que realizam 

contatos polares ou hidrofóbicos, bem como sua acessibilidade ao solvente foi 

realizada com o auxílio do servidor PISA (Krissinel e Henrick, 2005). Uma das 
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ferramentas implementadas no PISA é o cálculo da probabilidade da interface 

analisada estar relacionada com a relevância biológica da proteína, nesse caso é 

atribuindo um valor entre zero e um para essa probabilidade. 

Os contatos intermoleculares entre os pares de monômeros AB e CD no 

cristal são amplos formando uma superfície de aproximadamente 2018 Å2 (15,8% do 

total área acessível ao solvente na proteína). Valores acima de 1400 Å2 tem sido 

preditos como representativos de papel biológico da interface (Lo Conte et al, 1999). 

Os contatos polares envolvem pelo menos 19 resíduos de cada monômero formando 

interações de hidrogênio (13 resíduos) e ligações salinas (6 resíduos) (figura II-4.10). 

Os dados analisados pelo servidor sugerem que essa interface poderia ter alguma 

implicação biológica (valor da probabilidade igual a um). Com esse empacotamento 

uma característica importante a ser observada é que os monômeros estão com os 

sítios catalíticos praticamente no interior dos monômeros, um de frente para o outro e 

com uma distância de aproximadamente 23 Å em relação às cisteínas catalíticas 

(figura II-4.11).  

A grande maioria das cisteíno proteases atua como monômeros biológicos, 

uma exceção conhecida, catepsina C (Horn et al, 2002) que atua como tetrâmeno. 

Durante os experimentos de espalhamento dinâmico de luz, realizados para aferir a 

homogeneidade da amostra da Xylellaína, o valor do raio hidrodinâmico calculado 

foi de 3,63 nm, valor condizente com uma proteína de aproximadamente 68,7 kDa, 

indicando estado dimérico da Xylellaína que possui massa molecular de 

aproximadamente 33 kDa. Já os dados de cromatografia de exclusão molecular 

mostram a proteína com massa molecular aparente de 51 kDa, sugerindo estado 

monomérico da proteína, que é um valor acima da massa molecular esperada para as 

cisteíno proteases. 

Embora os dados da cromatografia de exclusão molecular não confirmem o 

estado dimérico da proteína um estudo aprofundado desse estado de oligomerização 

deve ser realizado uma vez que um dímero biológico semelhante ao observado no 

empacotamento cristalino seria justificável como uma maneira da proteína manter-se 

inativa, evitando a degradação celular. 
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Figura II-4.10: Detalhe da superfície de contato entre monômeros A e B da Xylellaína. 
Representação de linhas dos carbonos α dos monômeros A (azul) e B (verde). Os resíduos que 
interagem na superfície da proteína são representados como “sticks”, com as respectivas 
interações de hidrogênio como linhas pontilhadas. As superfícies verde e azul mostram o contato 
entre os dois monômeros.  

 

Enovelamento da Xylellaína. 

 

A estrutura da Xylellaína mostra-se semelhante às cisteíno proteases da 

família papaína (C1), em especial as do grupo das catepsinas (cisteíno proteases 

lisosomais mamíferos), sendo composta por dois domínios característicos 

denominados classicamente como “L” (Left) e “R” (Right) (Drenth et al., 1968). O 

domínio-L é formado por hélices e “loops”, enquanto o domínio-R é formado 

predominantemente por fitas β (figura II-4.11), na interface desses domínios é 

formando um sulco que se extende por toda a região superior da proteína no qual esta 

localizado o sítio ativo da enzima (figuras II-4.11 e 4.12).  
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Figura II-4.11: Representação em cartoons da estrutura cristalográfica da Xylellaína. A 
estrutura da Xylellaína assume o enovelamento característico da família da Papaína, sendo 
composta pelos domínios L (Left domain) e R (Right domain). O domínio L é formado 
predominantemente por hélices e loops, já o domínio R é composto por fitas β (direita).  

 

Sítio ativo da Xylellaína. 

O sítio ativo característico das enzimas da família papaína é observado na 

estrutura tridimensional da Xylellaína. Os resíduos catalíticos cisteína (C58) e 

histidina (H217) são observados respectivamente na porção N-terminal da α-hélice 2 

e na porção intermediária da fita β4, formando a díade catalítica. Dois resíduos 

complementam o sítio ativo, uma glutamina (Q52) que precede a cisteína catalítica e 

é responsável pela formação do bolsão oxi-ânion durante a catálise da ligação 

peptídica e uma asparagina (N235) que direciona o correto posicionamento do anel 

imidazólico através de uma ligação de hidrogênio entre o Nε2 da histidina e o Oδ1 da 

glutamina (figura II-4.12). 
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Figura II-4.12: Representação em cartoons da estrutura da Xylellaína mostrando em 
esferas e sticks os aminoácidos do sítio catalítico. O sítio ativo da enzima é formado na 
interface entre os domínios L e R. Díade catalítica formada pelos aminoácidos C58 e H217 
(verde), e os aminoácidos complementares N235 e Q52 (magenta). Ligação de hidrogênio entre 
N235 e H217 mantém o N1 do anel imidazólico da histidina em uma orientação favorável a 
catálise. 

 

Interação da região N-terminal da Xylellaína com o sulco de 
ligação ao substrato, mecanismo de inibição enzimática, pró-
Xylellaína. 

 

A regulação da atividade proteolítica está diretamente envolvida nos diversos 

mecanismos celulares. Esse controle é finamente ajustado por processos celulares 

que abrangem desde a regulação da expressão gênica, secreção, maturação e 

degradação da enzima, até o bloqueio de sua atividade por proteínas específicas 

(Wiederanders, 2003; Rzychon et al, 2004), assegurando que a enzima seja ativada 

quando sua função é requerida ou então inativada na situação oposta, geralmente em 

resposta a estímulos específicos. Exemplos de proteólise inadequada têm sido 

demonstrados em doenças neurodegenerativas, bem como no câncer (Turk, 2006). 
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Um mecanismo de inibição através de pró-região pode ser observado para 

estrutura cristalográfica da Xylellaína. Um segmento da região N-terminal composto 

por aproximadamente 37 aminoácidos inicia-se na forma de uma estrutura alongada 

acima da hélice α2, percorre o sulco que separa os dois domínios, envolvendo parte 

da superfície externa do domínio L (figura II-4.13).  

 
Figura II-4.13: Representação em “cartoons” da estrutura da Xylellaína mostrando porção 
N-terminal encobrindo o sítio catalítico. Sítio catalítico é representado como esferas e 
“sticks”. 

 

O mecanismo de inibição presente na Xylellaína tem sido extensamente 

observado na grande maioria das cisteíno proteases da família da papaína (Cygler e 

Mort, 1997), nessas além de atuar inibindo a atividade enzimática a pró-região 

também está envolvida no correto enovelamento das enzimas (Tao et al., 1994; 

Wang et al., 2006). No caso da Xylellaína a remoção de 30 resíduos do N-terminal 

tornou a expressão da proteína completamente insolúvel (Prof. Dr. Flávio Henrique 

Silva, comunicação pessoal), mostrando que essa região também representa um 

importante mecanismo para o direcionamento do enovelamento protéico. 

O alinhamento das seqüências das catepsinas mostra que a grande maioria 

dessas enzimas possui uma pró-região formada por segmentos de 60 a 100 

aminoácidos com baixa identidade seqüencial (Cygler e Mort, 1997; Rzychon et al., 

2004), que compartilham alguns elementos de estrutura secundária. 

A sobreposição da Xylellaína com as estruturas cristalográficas de algumas 

pró-proteínas da família papaína como as procatepsinas B (código PDB – 3PBH) 

(Turk et al., 1996), K (código PDB – 7PCK) (Sivaraman et al., 1999), L (código 
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PDB – 1BY8) (Lalonde et al., 1999) e procatepsina-X (código PDB -1DEU) 

(Sivaraman et al., 2000), mostram em todas as estruturas que a porção C-terminal da 

pró-região é composta por um segmento com estrutura secundária não defida de 

aproximadamente 20 aminoácidos. Essa região atravessa o sulco de ligação ao 

substrato formado na interface entre os domínios L e R, percorrendo a lateralmente a 

parte externa do domínio R até contectar-se com o mesmo em sua porção inferior. Na 

Xylellaína esse segmento N-terminal está compreendido entre a S11 e a L37 (figura 

II-4.13 e 4.14),  

A porção N-terminal da pró-região da Xylellaína é completamente diferente 

da observada nas pró-catepsinas B, K e L. Na Xylellaína, ela é menor, formada por 

uma estrutura não ordenada de 10 resíduos que faz uma curva de aproximadamente 

90° logo acima do sítio ativo, ficando praticamente paralela a hélice α2. Essa 

orientação provavelmente é resultante do empacotamento cristalino com as hélices 

α3 e α4 do monômero vizinho na unidade assimétrica. Nas estruturas de pró-

catepsinas B, K e L essa região é maior, variando de 74 aminoácidos (procatepsina 

K) a 40 (procatepsina B). Uma pequena hélice-α ancorada nos sítios S1’e S2’ (acima 

do sítio ativo) conecta o segmento C-terminal da pró-região a um motivo estrutural 

do tipo “grampo de cabelo” formado entre a hélice-α N-terminal com uma fita β 

antiparalela (figura II-4.14). Nas procatepsinas K e L uma pequena hélice-α 

adicional esta empacotada contra a hélice do “grampo de cabelo” (figura II-4.14). 

Interações de Vander walls entre as cadeias laterais do “grampo de cabelo” e a 

superfície da proteína mantém essa estrutura ligada à proteína, formando uma 

estrutura denominada PBL (Proregion Binding Loop) (Cygler et al., 1996).  
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Figura II-4.14: Sobreposição das estruturas de pró-catepsinas com a Xylellaína. A cadeia 
principal das pró-catepsinas foi removida. Em cinza superfície da Xylellaína, estruturas em 
cartoons mostram a pró-região das proteínas, em magenta a pró-catepsina B humana, em verde a 
pró-catepsina K humana, em preto, pró-catepsina X humana e em vermelho a Xylellaína. 
Superfície em alaranjado mostra posição do sítio ativo. PBL é o “loop” de ligação do pró-
domínio. 

 

A interface de ligação entre a pró-região da Xylellaína e o restante da a 

enzima envolve principalmente os resíduos 11 ao 18 (figura II-4.15), as cadeias 

laterais dos aminoácidos S11, Y13, Y15, I16, D18 interagem diretamente com os 

sítios S2’, S1’, S1, S2 e S3 respectivamente (Schester e Biger, 1967) (figura II-4.15), 

fazendo a cadeia principal cobrir competamente o sulco. O modo de ligação entre as 

cadeias laterais da pró-região e o sulco de ligação ao substrato é semelhante ao 

esperado complexo enzima-substrato, mas a direção da cadeia pincipal da pró-região 

é feita de maneira oposta. Dessa maneira a porção N-terminal fica localizada no 

bolso catalítico S1’ enquanto a porção C-terminal no sítio S1, impedindo a hidrólise 

da ligação peptídica (Wiederanders, 2003). 
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Figura II-4.15. Representação da superfície da Xylellaína, mostrando interação da pró-
região com a proteína. Superfície da provável proteína madura é representada com os sítios de 
ligação ao substrato S1’, S2’, S1, S2 e S3 coloridos. A pró-região é representada em “cartoon” 
vermelho, em “sticks” aminoácidos que interagem com o sítio de ligação ao substrato. Molécula 
de UDP em esferas e “sticks”. 

 

Sítio de ligação do ribonucleotídeo uridina di-fosfato 

 

Durante o processo de refinamento uma região de densidade eletrônica não 

esperada foi observada próxima da hélice α4 e fita β3 (figura II-4.16 B). Dois 

ribonucleotideos difosfatados contendo uma base pirimidínica, citosina ou uracila, 

foram modelados satisfazendo completamente a densidade eletrônica. A escolha do 

ribonuclotídeo foi realizada através da análise das interações entre a proteína e o 

ligante, que foram satisfeitas pela Uridina (figura II-4.16 A-C). 

O bolsão de ligação ao Uridina di-fosfato (UDP) é formado por oito 

aminoácidos, quatro proveninetes da pró-região da Xylellaína, D21 e D24, R23 e 
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F25, e os demais aminoácidos, R107, K111 e K115 e Y164, proveninetes da hélice 

α4 (três primeiros) e fita β3 (último). Este bolsão está localizado pouco abaixo da 

porção C-terminal do sulco de ligação ao substrato (figura II-4.15). Os resíduos da 

pró-região formam parede externa do sítio de ligação de modo que a R23 forma a 

lateral do sítio, que acomoda a ribose do ribonucleotídeo. A cadeia lateral da R23 é 

estabilizada por ligações de hidrogênio entre o Nε1 e NH1, com o OH1 e OH2 do 

D21 respectivamente. A região N-terminal é aproximada da hélice α4 por duas 

ligações de hidrogênio entre o D23 com a R107, formando assim a porção distal do 

sítio. A F25 compõe a parte superior do sítio. As cadeias laterais da F25 e da Y164 

estão paralelamente dispostas respectivamente acima e abaixo da base nitrogenada 

uridina, em uma espécie de empacotamento do tipo empilhamento semelhante ao 

observado com as bases nitrogenadas do DNA. Interações de hidrogênio são 

observadas entre os O2 e O4 da base nitrogenada com os nitrogênios da cadeia 

principal da F25 e Y164 respectivamente, e também entre o N3 da base com o 

oxigênio da cadeia principal da Y164, mantendo o UDP firmemente ligado à proteína 

(figura II-4.16 A-C). 

 
Figura II-4.16: Região de ligação ao ribonucleotídeo UDP. A) Detalhe da região de ligação ao 
UDP. B) Região de ligação ao UDP, mapa de densidade eletrônica (2Fo-Fc) contornando a 1σ. C) 
Superfície potencial do bolsão de ligação ao UDP mostrando disposição de cargas. 

 

Os resíduos K111 e K125 fazem interações de hidrogênio com os oxigênios do 

grupamento fosfato (figura II-4.16 A-C), a representação da superfície potencial 

mostra uma grande região positiva formada por esses dois resíduos juntamente com 
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os nitrogênios da cadeia lateral da R23, permitindo interação com os grupos fosfatos 

negativamente carregados do UDP (figura II-4.16 C). 

Um dos possíveis papéis para esse nucleotídeo na estrutura da Xylellaína 

seria o seu envolvimento no direcionamento e estabilização da pró-região. Nas pró-

catepsinas com estrutura resolvida a pró-região é consideravelmente mais longa que 

a Xylellaína, formando uma espécie de “grampo”, com a sua parte central localizada 

sobre o sulco formado pelos domínios L e R, assim o sítio ativo da enzima fica 

completamente obstruído (figura II-4.14). Nessas estruturas, o PBL atua fechando a 

porção N-terminal da pró-região próxima ao sítio ativo, através de interações com a 

superfície da proteína, enquanto do outro lado a pró-região está covalentemente 

ligada. Com esse mecanismo, esse grampo esta firmemente ligado a proteína 

mantendo a mesma na sua configuração inativa. Na estrutura cristalográfica da pró-

catepsina X, que da mesma maneira que a Xylellaína não possui essa região N-

terminal longa como as demais procatepsinas, um interessante mecanismo conecta a 

porção N-terminal do pró-domínio com a proteína (figura II-4.17A). Nessa proteína, 

a cisteína catalítica (C31), presente na hélice α2, forma uma ligação de dissulfeto 

com a pró-região (C28p), a qual mantém a mesma ligada ao sulco formado entre os 

domínios L e R, compensando o efeito da perda da porção N-terminal comum a 

grande maioria das pró-catepsinas. A pró-região da Xylellaína de maneira 

semelhante à procatepsina-X, também não faz interação com o PBL (figura II 

3.17A), a sobreposição das duas estruturas mostra que em Xylellaína a posição 

semelhante a C28p da catepsina é ocupada pela G14, o que exclui alguma interação 

direta com a cisteína catalítica. Entretanto a localização do UDP na região aonde o 

N-terminal da Xylellaína faz uma curva para entrar no sulco do sítio ativo (figura II 

3.17A), somada à intensa relação do ribonuclotídeo com a proteína torna essa região 

menos flexível. Esse sítio de ligação ao ribonuclotídeo poderia então impedir um 

grande deslocamento de todo o segmento anterior, funcionando como mecanismo 

compensatório para a perda da região N-terminal comum as catepsinas. 
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Figura II-4.17: Superfície da Xylellaína com sobreposição da pró-região da pró-catepsina X e da 
Xylellaína. A) Representação em cartoons mostra pró-região das duas enzimas, preto a pró-catepsina 
e vermelho a Xylellaína. Interações entre o UDP e as cadeias laterais dos aminoácidos formam o 
bolsão de ligação ao UDP. Ligação de dissulfeto entre a C28P com a C31 é mostrada em “sticks”. B) 
Detalhe do posicionamento do nucleotídeo na região de onde a porção-terminal faz uma curva 
(amarelo). 
 

Marcadamente as cisteíno proteases da familía papaína apresentam atividade 

de endopetidases, algumas exceções a essa regra geral podem ser explicadas por 

alguns elementos estruturais característicos como o “loop” de oclusão na catepsina B 

e mini “loop” na catepsina X, que conferem a estas, atividade de endo e exopeptidase 

(Musil et al, 1991, Illy et al., 1997, Nagler et al, 1999, Klemencic et al., 2000). 

Os ensaios de atividade enzimática da Xylellaína (Prof. Dr. Flávio Henrique 

Silva, comunicação pessoal) mostram que essa enzima possui uma pequena atividade 

de exopeptidase. Na estrutura da Xylellaína dois “loops” são observados na 

extremidade S’ do sulco de ligação ao substrato, o “loop” S’ (D128-A144) e o mini 

“loop” S’ (V195-L200). A sobreposição das estruturas da catepsina B com a 

Xylellaína mostra que os pontos de inserção do “loop” S’ são compatíveis com as do 

“loop” de oclusão da catepsina B, porém na xylellaína esse é mais curto (17 

aminoácidos contra 21 da catepsina B) e ocupa uma posição aberta e próxima ao 

domínio-R (figura II 3.17). Com isso essa estrutura forma uma espécie de extensão 
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acima do sulco de ligação ao substrato, enquando no caso de catepsina B o “loop” de 

oclusão está voltado para dentro do sulco. Já o mini “loop” S’esta em posição oposta, 

próximo ao sitio S’(figura II 3.17). 

As estruturas cristalográficas da catepsina B de rato (Jia et al., 1995) e da 

Humana (Turk et al., 1995), complexadas com inibidores irreversíveis, mostram que 

duas histidinas sequenciais (H111 e H112) presentes no “loop” atuam como 

aceptores negativos no sítio S2’ (figura II-4.18), sendo aptas a receber o carboxilato 

do resíduo C-terminal P2’, auxiliando na atividade de exopeptidase. Um mecanismo 

semelhante pode ser observado na estrutura da catepsina X. Um pequeno “loop” de 4 

aminoácidos inserido após a Q22, posiciona a H23 em uma região próxima ao sítio 

S2’ (figura II-4.18), que por um mecanismo de rotação ao longo do carbono beta da 

H23 posiciona a mesma em uma orientação idêntica a H111 da catepsina B 

(Klemencic et al., 2000), permitindo assim a atividade de exopeptidase. As 

sobreposições também mostram que a estrutura do mini “loop” S’ da estrutura da 

Xylellaína encontra-se próxima da porção final do “loop” de oclusão, com a R128 

com sua cadeia lateral voltada para o interior sítio S1’, posição próxima à localização 

da H111 da catepsina B. 

Como a grande maioria das cisteíno proteases, a Xylellaína mostra atividade 

endopeptidase (Nogaroto et al, 2006), sendo caracterizado uma pequena atividade de 

exopeptidase até o momento. A presença desses dois loops não conservados e 

próximos à região do sítio ativo sugere que os mesmos podem estar relacionados 

com a interação com o substrato. Um rearranjo do “loop” S’ poderia trazer o mesmo 

a uma conformação semelhante à do “loop” de oclusão presente em catepsina B. 

Embora nenhum resíduo de histidina seja encontrado na sequência do “loop” S’ 

alguns resíduos carregados como ácido glutâmico e arginina estão presentes nesse 

loop, em especial a R134 poderia ter um papel semelhante as H111 da catepsina B e 

a H23 na catepsina X. Novos ensaios enzimáticos serão realizados com a Xylellaína 

para confirmar essa atividade de exopeptidase, e experimentos de mutagênese 

poderão confirmar o papel desses loops na referida atividade da enzima. 
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Figura II-4.18: Representação de linhas dos carbonos α da Xylellaína (vermelho) e a 
sobreposição dos “loops” de oclusão das estruturas cristalográficas da catepsina B (verde) 
e K (magenta). Em destaque regiões de “loops” pouco conservadas dentro das cisteíno protease. 
Em azul, “loop” S´ e Mini “loop” S´ presentes na estrutura da Xylellaína; em verde “loop” de 
oclusão característico da catepsina B; em magenta mini “loop” da catepsina K. Histidinas 
envolvidas na atividade de exopepidase das enzimas catepsina B e K são representadas em 
“sticks”. 

 

Considerações finais. 
 

As cisteíno proteases têm se mostrado como enzimas envolvidas direta ou 

indiretamente em vários processos de patogenicidade, isso chama à atenção dessas 
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enzimas como alvos promissores para o planejamento racional de compostos 

seletivos contra essas enzimas.  

A bactéria X. fastidiosa é causadora de doenças economicamente importantes, 

acarretando grandes prejuízos aos agro negócios. Mesmo após o seqüenciamento 

completo do genoma da bactéria muito pouco ainda se sabe sobre os seus 

mecanismos moleculares de patogenicidade, além disso, um combate eficiente ao 

patógeno ainda não é conhecido, sendo importante a realização de estudos que gerem 

alguma perspectiva de controle desta praga. 

Recentemente o grupo do Prof. Dr. Flávio Henrique Silva, identificou e 

caracterizou uma cisteíno protease (denominada Xylellaína) desse fitopatógeno. As 

análise iniciais mostram que essa proteína é diferencialmente expressa na cepa 

patogênica de X. fastidiosa, sendo ausente ou pouco expressa na cepa não 

patogênica. Considerando que esta proteína pode ter participação no 

desenvolvimento e patogenicidade desta doença, a busca de inibidores seletivos 

através do planejamento racional de fármacos e/ou uso de moléculas com potencial 

inibidor pode contribuir para o desenvolvimento de mecanismos de combate a este 

patógeno. 

A proteína Xylellaína é a quarta proteína da bactéria X. fastidiosa com 

estrutura resolvida, e apresenta algumas características estruturais interessantes e 

pouco usuais dentro da família de cisteíno proteases da papaína. 

A estrutura resolvida da Xylellaína mostrou que essa janela aberta de leitura 

depositada na verdade trata-se de uma forma inativa ou menos ativa, uma “pró-

Xylellaína”. Uma região não estruturada de aproximadamente 37 aminoácidos 

funciona como um inibidor da atividade da enzima ligando-se ao longo de quase 

metade da proteína, obstruindo o sítio ativo da enzima. A pró-região está posicionada 

sobre o sítio ativo de uma maneira inversa ao esperado para a posição do substrato, 

produzindo assim uma orientação não produtiva impedindo a auto catálise da pró-

região da enzima. Um intrigante nucleotídeo di fosfatado (UDP) parece direcionar e 

estabilizar essa pró-região próxima ao sítio de ligação ao substrato. Alguns mutantes 

pontuais envolvendo resíduos chave dessa interação UDP-Xylellaína foram 

construídos após a resolução da estrutura e ensaios estão sendo realizados para 

confirmar importância do mesmo na estrutura da proteína. 
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Outra característica interessante observada é a presença de dois pequenos 

loops próximos a porção S´ da proteína. Pelo menos um desses loops está em uma 

posição semelhante ao “loop” de oclusão presente em catepsina B, essa estrutura está 

diretamente ligada à presença de atividade exopeptidase dessa enzima. No caso da 

Xylellaína uma pequena atividade exopeptidase foi observada durante os 

experimentos de atividade enzimática. Novos ensaios enfatizando essa atividade 

exopeptidase serão realizados para confirmar esses dados preliminares. Um resíduo 

de histidina é diretamente relacionado com a atividade exopeptidase tanto na 

estrutura da catepsina B quanto em catepsina X, embora o “loop” S´ da Xylellaína 

não apresente histidinas em sua seqüência de aminoácidos, um resíduo de arginina 

poderia substituir essa histidina, conferindo a essa enzima uma característica 

interessante. 

Novos experimentos estão em andamento para confirmar algumas das 

observações apontadas pela estrutura cristalográfica. Esses experimentos juntamente 

com a estrutura cristalográfica da enzima trarão novas informações sobre o papel 

biológico dessa enzima e a sua possível relação com a patogenicidade da X. 

fastidiosa. 
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Apêndice III 
 

Colaborações realizadas durante o período do doutorado. 
 

 
Dentro desse apêndice econtra-se de maneira resumida as 

colaborações em outros trabalhos realizados durante o período 
do doutorado. Dois trabalhos foram realizados durante esse 
período. O primeiro foi a determinação da estrutura 
cristalográfica de uma proteína de ligação a odores “Odorant 
Binding Protein” de Aedes aegypti, e o segundo foi a 
determinação de parâmetros cinéticos e da estrutura 
cristalográfica de uma Glioxalase II da bactéria Salmonela 
tiphymurium. O primeiro trabalho esta em fase de finalização 
do artigo para submissão a revista “Acta crystalographica F”. O 
trabalho com a Glioxalase II está com a estrutura 
tridimensional da proteína depositada no banco de dados PDB 
(código acesso 2QED) e artigo aceito para publicação na 
revista “Biochemistry”. 
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1- Estudos Estruturais de uma Proteína de ligação a moléculas 

odoríficas (Odorant Binding Protein – OBP) de Aedes aegypti. 

 

A transmissão do virus da dengue e também da febre amarela ao hospedeiro 

vertebrado dentro do ciclo de vida da doença é realizado por mosquitos da espécie 

Aedes aegypti. Os principais países endêmicos são localizados na áfrica tropical e na 

américa do sul.  

Feromônios e moléculas odoríferas são importantes sinais químicos para a 

vida dos insetos. Isso pode ser comprovado pela existência de um sistema 

extremamente especializado de recepção, trasnporte e degradação, que auxiliam os 

insetos a encontrar alimento, localização do parceiro sexual, sítios de ovoposição 

entre outros. Alguns grupos de proteínas em especial como: os recepetores de odores 

(ORs); as proteínas de ligação a odores (OBPs); e as enzimas de degradação de 

odores (ODEs) desempenham um importante papel na recepção, transporte, 

localização e degradação dessa moléculas sinalizadoras essenciais para a vida dos 

insetos.  

Dados experimentais sugerem que essas proteínas são capazes de ligação 

seletiva a compontos fisiologicamente importantes, permitindo o transporte de 

substâncias hidrofóbicas através do meio aquoso presente na linfa dos órgãos 

olfativos, bem como a sua liberação próxima aos receptores odoríferos (ORs) ligados 

às membranas celulares. Dados bioquímicos e estruturais mostram que um 

mecanismos pH dependente é responsável pela liberação/captação dessas moléculas 

odoríferas.  

O conhecimento da estrutura tridimensional dessa enzima pode conduzir a 

abordagens para a utilização dessa proteína como um alvo no planejamento de novas 

entidades químicas com potencial de prevenção ou combate a esses insetos. 

A resolução da estrutura da proteína de ligação a odores de A. aegypti, 

AaegOBP (A. aegypti Odorant Binding Protein) faz parte de uma de colaboração de 

nosso laboratório com o Prof. Dr. Walter Leal, Department of Entomology 

University of California-Davis. 

Os trabalhos envolveram a cristalização da proteína através da metodologia 

de difusão de vapor; coleta e processamento de dados de difração de raios-X no 
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Brookhaven National Laboratory -Upton, NY, resolução e refinamento da estrutura 

até a resolução de 1,95Å. Os parâmetros e as estatísticas de coleta e processamento 

de dados são resumidos na tabela AIII-1.1. 
Tabela AIII-1.1: Estatísticas de coleta dados, processamento e refinamento. 

Conjunto de dados X12C - BNL 
Grupo espacial P21 

a, b, e c (Å) 34.37, 47.93, 69.12 Cela 
unitária β (°) 96.58 

Comprimento de onda (Å) 0.9 
Resolução (Å) 50.00 (1.95) 

Rmerge (%) 9.4 (38.6) 
I/σ (I) 17.8 (4.5) 

Completeza (%) 100 (100) 
Redundância 7.2 (7.5) 

No.de reflexões observadas 126447 
No. de reflexões únicas 17789 

Refinamento 

Número de átomos 2337 

Rwork/Rfree (%) 16/22 

Ângulos de ligações (°) 1.633 
r.m.s.d. 

Comprimento de ligações (Å) 0.018 

Mais favoráveis 91.8 Ramachandran 
plot (%/No.) Região adicional 8.2 

Números entre parênteses representam a camada de resolução mais externa (1.87 - 1.95Å) 
 

Nesse trabalho a estrutura da AaegOBP1 foi determinada até a resolução de 

1.95 Å pela metodologia de substituição molecular. A estrutura compartilha 

enovelamento semelhante às OBP de inseto, composta por seis α-hélices conectadas 

por três ligações de disulfeto (figura AIII-1.1). Uma longa molécula, compatível com 

polietilenoglicol (PEG) foi encontrada ligada ao bolso de ligação do substrato de 

duas moléculas presentes na unidade assimétrica (figuras AIII-1.2 A-C). Ensaios de 

espectrometria de massa com cristais da proteína dissolvida não apontaram qualquer 

outra substância presente em quantidades aceitáveis.  
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Figura AIII-1.1: Representação em “cartoons” do monômero AegOBP1. Estrutura comum 
as OBP´s pode ser observada pela presença de 6 hélices-α (verde) conectadas por 3 ligações de 
dissulfeto. O interior das hélices é composto por resíduos hidrofóbicos, formando um bolsão 
hidrofóbico. A porção C-terminal (esfera vermelha) esta inserida dentro do bolsão. N-terminal é 
assinalado com uma esfera azul. 

 
Uma característica observada para essa proteína, bem como para a homóloga 

em Anopheles gambiae, é que a porção C-terminal da proteína está localizado dentro 

do bolso de ligação ao substrato.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura AIII-1.2: Representação em “cartoons” do dímero da AaegOBP. A) visão superior 
mostrando o canal formado pelas cadeias A e B. B) Mesma orientação da figura A com a longa 
molécula de PEG atravessando completamente os dímeros. C) Visão lateral do dímero formado 
pelas cadeias A e B da AaegoOBP1com PEG atravessando completamente os dímeros. Mapas 
de densidade eletrônica (2Fo-Fc) contornado a 1 sigma ao longo da molécula de PEG 
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Uma intensa rede de interações de hidrogênio principalmente entre oxigênios 

de resíduos de ácido glutâmico com nitrogênios de argininas ou lisinas mantém o C-

terminal preso à estrutura. A diminuição do pH, semelhante a que ocorre próximo à 

membrana de ligação aos receptores odoríferos, poderia causar a protonação dos 

resíduos dessa região, liberando o C-terminal e o conteúdo presente dentro do bolsão 

de ligação do substrato. 
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2- Estudos Estruturais de uma Glyoxalase II de Salmonela 

tiphymurium. 

 
Metilglioxal (MG) é um composto cito tóxico e mutagênico formado 

primariamente como produto do metabolismo de carboidratos e lipídios. Em E. coli, 

a síntese endógena de MG ocorre quando existe um desequilíbrio durante a gliocólise 

para a formação de piruvato a partir de gliceraldeído 3-fosfato (PGAL). MG é capaz 

de modificar bases do DNA e resíduos de proteínas conduzindo a degradação dessas 

moléculas seguida de apoptose celular. O maior meio de proteção contra o MG é a 

sua reação espontânea com glutationa, seguido da detoxificação via sistema 

glioxalase. Esse sistema esta presente em diferentes organismos, e consiste de duas 

enzimas: glioxalase 1 (lactoil glutationa metilglioxalase liase – GLX1) e glioxalase 2 

(hidroxi acil glutationa hidrolase – GLX2). Dentro do metabilismo da glioxalase os 

α-ceto aldeídos aromáticos e alifáticos como o metil glioxal reagem 

espontaneamente com a glutationa para formar tio-hemioacetal. A GLXI catalisa a 

isomerização desse tio-hemioacetal para produzir derivados S-(2-hidroxiacil)-

glutationa A GLX2 hidrolisa esses derivados S-(2-hidroxiacil)-glutationa para 

regenerar a glutationa e liberar hidroxi-ácidos que não apresentam efeito deletério no 

organismo. 

GLX1 é uma metalo-enzima bem descrita, que requer um íon metálico 

divalente para sua atividade. Considerando-se a sua similaridade seqüencial e 

estrutural, a família GLX1 pode ser dividida em enzimas Zn(II) e Ni(II) dependentes. 

Estudos estruturais mostram que a seletividade dos metais é finamente regulada por 

elementos presentes na estrutura da proteína. GLX2 também é uma metalo-enzima, 

porém com algumas diferenças não completamente elucidadas. Estudos bioquímicos 

e estruturais mostram que dois íons metálicos divalentes são necessários para a 

completa atividade da enzima. Nos estudos descritos até o presente momento formas 

GLX2 com presença de Ferro, Zinco e Manganês, em seus sítios metálicos têm sido 

reportadas.  

GLX2 é um dos muitos membros da família das metalo-beta-lactamases, 

apresentando o enovelamento característico αβ/βα, capaz de ligar até dois íons 

metálicos em seu sítio ativos. Metalo-beta-lactamases da mesma família da GLX2 
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são caracterizadas como enzimas Zn dependentes, com alguns exemplos de enzimas 

Fe dependentes. Esse mecanismo de seletividade não é completamente 

compreendido até o presente momento, porém uma rede formada por resíduos de 

aminoácidos ao redor do sítio ativo parece estar diretamente ligada a essa 

seletividade, formando uma estrutura denominada segunda esfera de coordenação. 

GLX2 existe como várias iso-enzimas nos eucariotos, e sua atividade tem 

sido demonstrada tanto no citosol como no interior das mitocôndrias, sugerindo um 

papel fisiológico mais importante do que a GLX1.  

Diferentes patógenos como Salmonella e Brucella, quando são fagocitados 

por macrófagos, utilizam-se do sistema glioxalase como defesa ao mecanismo de 

destruição celular gerado pelo fagolisosomo.  

Após o sequenciamento do genoma da Salmonella enterica sorotipo 

typhimurium foi observado que essa bactéria possui em seu genoma somente uma 

janela aberta de leitura para a enzima GLX2, enquanto a GLX1 apresenta três genes 

codificados nos genoma. Essa característica não é observada na maioria das bactérias 

aonde um único gene para cada enzima é comumente encontrado. A fim de elucidar 

o mecanismo de seletivadade da enzima para os diferentes metais, bem como para 

aumentar o conhecimento dessa classe de enzimas, foi então realizado um estudos 

bioquímico e estrutural da GLX2 de S. typhimurium. 

A determinação da estrutura cristalográfica da enzima Glioxalase II (GloB) 

foi realizada através de colaboração de nosso laboratório com a doutoranda Valéria 

Campos Bermudez e seu orientador o prof. Dr. Alejandro Vila, do Instituto de 

Biología Molecular e Celular de Rosario, da Universidade Nacional de Rosário, 

Argentina. 

Resumidamente o trabalho realizado em nosso laboratório envolveu a 

cristalização da proteína através da metodologia de difusão de vapor; coleta e 

processamento de dados de difração de raios-X, resolução e refinamento da estrutura 

até a resolução de 1,45 Å. Os parâmetros e as estatísticas de coleta e processamento 

de dados são resumidos na tabela AIII-2.1. 
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Tabela AIII-2.1: Estatísticas de coleta dados, processamento e refinamento. 
Conjunto de dados Anodo rotatório LNLS 

Grupo espacial P21 P21 
a, b, e c (Å) 44.13, 58.37, 54.76 43.37, 57.17, 53.9 Cela 

unitária β (°) 112.08 111.90 
Comprimento de onda (Å) 1.541 1.427 

Resolução (Å) 50.76 (1.67) 14.4 (1.45) 
Rmerge (%)# 5,7 (32) 7,3 (31,6) 

I/σ (I) 9.2 (2.3) 6.7 (1.9) 
Completeza (%) 98.3 (88.9) 99.9 (99.9) 

Redundância 4.8 (4.5) 5.4 (5.2) 
No. de reflexões observadas 142464 235043 

No. de reflexões únicas 29723 43405 
Refinamento 

Número de átomos  2670 

Rwork/Rfree (%)  15.7/17.8 

Ângulos de ligações (°)  0.930 
r.m.s.d. Comprimento de ligações 

(Å)  0.005 

Mais favoráveis  91.4/202 

Região adicional  8.1/18 Ramachandran 
plot (%/No.) 

Região generosamente permitida  0.5/1 
Números entre parênteses representam à camada de resolução mais externa (1.53 - 1.45 Å) 

 

Glyoxalase II (GLX2) é uma enzima hidrolítica que faz parte do sistema 

glioxalase, que é responsável pela detoxificação de vários compostos citotóxicos 

utilizando glutationa como um dos substratos. A estrutura determinada apresenta 

enovelamento característico da família das metallo-beta-lactamases (figura AIII-2.1), 

com um motivo conservado capaz de ligar até dois metais (figuras AIII-2.2 A e B). 

Maior parte dos membros dessa família é constituída como hidrolases zinco 

dependentes. Todavia, várias GLX2 de eucaríotos têm sido caracterizadas com 

diferentes taxas de ferro, zinco e manganês em seus centros metálicos. A GLX2 de S. 

tiphymurium recombinante apresentada atividades similares, quando expressas em 

meio mínimo suplementado com os metais específicos. Todavia os experimentos de 

NMR e EPR mostram que a GLX2 de S. tiphymurium expressa em meio de cultivo 

LB apresenta predominantemente ferro em seu centro metálico, com proporções 

menores de manganês e zinco. Essa característica indica certa flexibilidade do sítio 

de acomodar os metais acima citados sem significativas quedas na eficiência da 

enzima. 
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Figura AIII-2.1: Representação em “cartoons” da estrutura cristalográfica da glioxalase II 
de S. tiphymurium  Esferas representam o ferro, ligado ao sitio de ligação aos metais (“sticks”). 

 
Uma inspeção detalhada na segunda esfera de ligação ao redor do sítio 

metálico mostra novas características desse sítio de ligação que pode direcionar a 

seleção metal ligado ao sítio. Um resíduo D11, na segunda esfera de ligação, 

fortemente coordenado à H165 aumenta a rigidez desse sítio, favorecendo assim a 

entrada o íon ferro nessa posição do sítio metálico. 

 
Figura AIII-2.2: Detalhe do sítio de ligação aos metais e da segunda esfera de coordenação. 
A) Mapas de densidade eletrônica (2fo-fc) contornados a 1σ ao redor dos resíduos que formam o 
sítio de ligação ao substrato. B) Detalhe da segunda esfera de coordenação (“sticks” rosa) 
coordenando o sítio de ligação ao metal (cinza). Duas águas completam a coordenação dos 
metais. 
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Apêndice IV 
Artigo publicado na revista “Biochemistry”. 

 
Dentro desse apêndice econtra-se o artigo aceito para 

publicação na revista “Biochemistry”, intitulado “Biochemical 
and Structural Characterization of Salmonella typhimurium 
glyoxalase II: New insights in metal ion select”. Esse trabalho 
foi realizado em colaboração com a doutoranda Valéria 
Campos Bermudez e o prof. Dr. Alejandro Vila, Instituto de 
Biología Molecular y Celular de Rosario – Argentina. 



Apêndice IV 
 

 147



Apêndice IV 
 

 148



Apêndice IV 
 

 149



Apêndice IV 
 

 150



Apêndice IV 
 

 151



Apêndice IV 
 

 152



Apêndice IV 
 

 153



Apêndice IV 
 

 154



Apêndice IV 
 

 155

 



Apêndice IV 
 

 156



Apêndice IV 
 

 157

 


