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                                                                                                                                               Resumo 

RESUMO
A tuberculose é uma doença infecciosa que representa um dos principais problemas sociais, 

econômicos e de saúde pública do mundo. Muitos antígenos potentes demonstraram proteção 

contra tuberculose nos modelos experimentais e o mais recentemente estudado é a heat shock 

protein Hsp65 kDa de Mycobacterium leprae. Situações como altas temperaturas, presença de 

radicais livres e deficiências nutricionais levam ao aumento da produção das Heat Shock Proteins

(Hsp´s). A principal função das Hsp´s é manter a estrutura e função das proteínas e, 

conseqüentemente, preservar as funções celulares essenciais, agindo como chaperonas 

moleculares. A Hsp65 de Mycobacterium leprae é altamente imunogênica, acarretando em 

infecções micobacterianas, reações humorais e celulares por parte do hospedeiro. Além disso, foi 

evidenciada que a Hsp65 de M. leprae apresenta uma possível atividade de oligopeptidase. Dessa 

forma, esse projeto teve como alvo principal a expressão e purificação da Hsp65 de M. leprae em 

grau de pureza e quantidade adequada para realizar estudos estruturais. Devido ao uso de 

condições desnaturantes para a solubilização da proteína, o espectro de Dicroísmo Circular (CD) 

foi utilizado para analisar a presença de estrutura secundária. Com o objetivo de investigar a 

estrutura terciária da Hsp65 (Cpn 60-2), a técnica de Espalhamento Dinâmico de Luz (DLS) foi 

realizada tendo sido observado que a solução apresenta-se monodispersa com um raio 

hidrodinâmico médio de 10 nm, caracterizando um estado trimérico. A tentativa de cristalização 

dessa amostra está em andamento e sob intensa observação. Algumas outras condições estão em 

fase de refinamento na tentativa de se conseguir cristais difratáveis para os estudos estruturais. 

Além do projeto principal, trabalhos paralelos com a proteína NUDEL (do inglês nuclear 

distribution element-like) foram realizados com o objetivo de estabelecer um procedimento de 

expressão e purificação com alto rendimento e pureza para estudos estruturais. A proteína foi 

altamente expressa,  purificada a partir de corpos de inclusão e renaturada pelo método da 

diluição. Como agente estabilizador dos estados intermediários para renaturação utilizou-se a L-

arginina. Estudos de espalhamento dinâmico de luz mostraram que, na presença de 0,1 mM de 

zinco e 1 mM de DTT, a proteína apresenta-se monomérica e monodispersa. Análises de 

dicroísmo circular mostraram a presença de estrutura secundária com predominância de folhas-β,

o que indica que a proteína está enovelada após o processo de renaturação. Ensaios de 

cristalização dessa proteína com o uso dos aditivos DTT e zinco estão em andamento com o 

objetivo de conseguir cristais difratáveis para os  posteriores estudos estruturais. 



                                                                                                                                               Abstract

ABSTRACT 
Tuberculosis is an infectious disease that represents one of the most important social, economic 

and health problems in the world. Many antigens have demonstrated strong protection against 

tuberculosis in experimental models and the most recent antigen studied for the development of a 

vaccine againt tuberculosis is the Hsp65 kDa heat shock protein from Mycobacterium leprae.The 

production of heat shock proteins (Hsp) is greatly enhanced by stress stimuli such as high 

temperatures, presence of free radicals and nutricional deficiencies. The main function of Hsp's is 

to preserve the structure and function of proteins and, consequently, the essential cellular 

functions, acting as molecular chaperones. The M. leprae Hsp65 has been identified as a 

remarkable immunodominant antigen, since it estimulates humoral immune response and 

activation of T cells in the host during this bacterial infection. In addition, it was demonstrated 

that this protein presents a possible enzymatic activity. This project aims at expression, 

purification and further structural studies of the M. leprae Hsp65. During this project, pure 

protein was obtained in high amounts. Due to the use of chaotropic agent for resolubilization of 

the protein present in inclusion bodies far-UV CD studies were accomplished aiming to observe 

the presence of secondary structures. DLS studies were also carried out to determine the 

oligomeric state of this Hsp65 (Cpn 60-2), showing that the protein solution was monodisperse 

with an approximate radius of 10 nm (trimer). Attempts to obtain mono crystals of this sample 

are currently in progress and under intense observation. Some other refinement conditions are in 

process in order to obtain crystals suitable for structural studies. The work conducted in parallel 

with the NUDEL protein (nuclear distribution element-like) was carried out with the aim of 

establishing an experimental procedure for obtaining high amounts of pure protein for 

crystallization studies. The protein was over expressed, purified from inclusion bodies and 

refolded by the dilution method using L-arginine as a stabilizing agent for the intermediary steps 

of the refolding process. Dynamic light scattering studies demonstrated that the protein was 

monomeric and monodisperse in the presence of 0.1 mM of zinc and 1 mM of DTT. Circular 

dichroism analysis showed the presence of secondary structure composed mainly of β-sheets 

indicating that the protein was folded after the process. Crystallization assays of the protein in the 

presence and absence of the additives DTT and zinc are currently being carried out in order to 

obtain crystals suitable for X-ray diffraction analysis. 
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Essa dissertação de mestrado apresenta, em paralelo, o estudo de duas proteínas 

não-correlacionadas que são de grande importância para a saúde pública. Uma está 

relacionada com a produção de uma nova vacina contra tuberculose, atuando como um 

possível adjuvante - Hsp65 de Mycobacterium leprae. A Hsp65 de Mycobacterium leprae

apresenta as funções básicas de chaperona molecular e atua como um potente antígeno 

altamente estudado para o desenvolvimento de uma possível vacina contra tuberculose que 

seja mais eficiente que a BCG. A outra proteína, NUDEL (do inglês Nuclear Distribution 

Element like), isolada do cérebro de humano está relacionada com o desenvolvimento 

neural em mamíferos e sua interação com outras proteínas citosólicas possivelmente 

implica na relação dessa proteína com a etiologia da esquizofrenia. Nas seções seguintes 

desse capítulo será feita uma descrição mais detalhada de cada uma das proteínas 

estudadas.  

O capítulo 2 apresenta, de maneira clara e direta, os objetivos do trabalho. O 

capítulo 3 descreve os procedimentos experimentais, em forma de protocolo, usados para o 

desenvolvimeto dos projetos. Os resultados e discussões são abordados no capítulo 4 e, 

finalmente, as conclusões são apresentadas no capítulo 5. 
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1.1 Hsp65 de Mycobacterium leprae

1.1.1 Tuberculose

A tuberculose (TB) é uma doença infecciosa que representa um dos principais 

problemas sociais, econômicos e de saúde publica do mundo (WHO, 2000). Considerando 

sua marcha desafiadora, estima-se que dois bilhões de pessoas (1/3 da população mundial) 

estão infectadas com o bacilo causador da doença, e que, desses, um em cada 10 adoecerá. 

Em 2005, 1,6 milhões de pessoas morreram de tuberculose, o que siginifica 4 400 mortes 

por dia (WHO, 2007) 

 O conhecimento sobre a dinâmica dessa doença tem como marco a identificação do 

bacilo Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) por Robert Koch, em 1882. A TB é 

causada primeiramente pelo M. tuberculosis (bacilo de Koch), entretanto, em muitas partes 

do mundo, uma quantidade significativa da doença ocorre devido à infecção por 

microrganismos altamente relacionados como Mycobacterium africanum e Mycobacterium 

bovis. Juntamente com espécies de menor importância, esses microoganismos são 

coletivamente referidos como complexo Mycobacterium tuberculosis. Estudos genômicos 

têm demonstrado que a vasta maioria de genes dessas espécies é idêntica, ou muito similar, 

e que diferenças mais intensas entre espécies e linhagens são inserções e deleções de DNA 

codificando um pequeno número de proteínas (COLE et al., 1998). Embora o significado 

funcional dessas diferenças, bem como as diversas substituições de nucleotídeos ocorridas 

entre espécies ainda não tenham sido esclarecidas, muitas dessas podem resultar em 

alterações na patogenicidade observadas entre espécies e linhagens distintas 

(FLEISCHMANN et al., 2002). 

 O tratamento da tuberculose é realizado com o uso de diferentes antibióticos por no 

mínimo seis meses. O longo período de tratamento e os efeitos colaterais dos medicamentos 

utilizados resultam no abandono do mesmo. Por outro lado, a profilaxia da TB é realizada 

pela administração da vacina BCG (bacilo de Calmette-Guérin) que foi desenvolvida por 

Albert Calmette e Camille Guérin no Instituto Pasteur entre 1906 e 1919 (CHUNG & 

BIGGERS, 2001; BANNON, 1999). Essa vacina consiste de uma cepa atenuada de M. 

bovis por meio do cultivo do bacilo in vitro por vários anos. Estima-se que mais de três 

bilhões de doses da vacina BCG já foram administradas em todo o mundo (FINE, 1989). 
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Apesar da relativa segurança e baixo custo da vacina BCG, sua eficácia é altamente 

variável (FINE, 1989). A variabilidade na proteção conferida pela BCG está associada a 

vários fatores, tais como o contato prévio com micobacterias ambientais (principalmente 

nas regiões tropicais), características genéticas na população vacinada, inexistência de 

padronização na produção da vacina e a perda de segmentos gênicos durante as sucessivas 

culturas do bacilo (HESS & KAUFMANN, 1999). 

 Embora exista a vacina BCG e também medicamentos para a terapia de indivíduos 

doentes, alguns fatores estão associados ao elevado número de casos de TB, como o 

abandono da quimioterapia, o surgimento de novas cepas e a eficácia variável da BCG. 

Esse contexto levou à necessidade do desenvolvimento de uma nova vacina contra a TB, 

mais eficiente e segura que a BCG e que possa ser empregada em indivíduos 

imunocomprometidos. Nos últimos anos, foram testadas mais de 170 vacinas experimentais 

contra a TB, baseadas em microrganismos vivos recombinantes ou proteínas, em diferentes 

modelos animais, muitas das quais estão em fase de ensaio clínico (REED & LOBET 2005; 

GINSBERG, 2002). 

1.1.2 Heat shock proteins 

As proteínas do choque térmico ou, como são chamadas no Inglês heat shock 

proteins (Hsp), pertencem a várias famílias classificadas de acordo com seu peso molecular 

mensurado em kilodalton (kDa). Essas famílias são: pequenas Hsp’s de 27 kDa, Hsp60 

kDa, Hsp70 kDa, Hsp90 kDa entre outras (NEUER et al., 2000). Devido à alta homologia 

entre as seqüências das Hsp´s de vários grupos de organismos, as mesmas são consideradas  

proteínas altamente conservadas filogeneticamente (POCKLEY et al., 1999). 

 Elas recebem esse nome pois são proteínas cuja expressão é induzida por altas 

temperaturas, ou seja, sob estresse térmico. Porém, uma variedade de estímulos estressantes 

elevam a produção das Hsp’s como, por exemplo, estímulos do meio ambiente (variação 

brusca de temperatura, radiação ultravioleta, metais pesados), patológicos (vírus, bactérias, 

infecções parasitárias, febre, inflamação, auto-imunidade) ou estímulos fisiológicos (fatores 

de crescimento, diferenciação celular, estímulo hormonal ou desenvolvimento tecidual) 

(ASEA et al., 2000).  
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 As Hsp’s possuem várias funções: fazem o transporte de peptídeos, previnem a 

agregação protéica, auxiliam na preservação da estrutura/função de proteínas celulares em 

condições de estresse e, como chaperonas moleculares, auxiliam no enovelamento de outras 

proteínas sem alterar sua função final (VAN ÉDEN, 2000; NEUER et al., 1998). Atuam 

também na síntese protéica e no transporte entre compartimentos intracelulares (VAN 

ÉDEN et al., 1998). O termo “chaperona molecular” foi primeiramente descrito devido à 

função especializada de uma proteína nuclear denominada nucleoplasmina, que promove a 

união da cromatina (HARTL, 1996).  

Uma forma particular de estresse é presenciada quando um microrganismo 

patogênico invade o hospedeiro. A alteração no ambiente celular do patógeno acarreta um 

aumento da produção de Hsp’s. É nesse contexto que se destaca a principal função das 

Hsp’s que atuam na ativação do sistema imune do hospedeiro, operando como um alarme, 

sinalizando as células do sistema imune a um perigo potencial e não usual nos tecidos 

(ZUGEL & KAUFMANN, 1999). 

Essas Hsp’s são consideradas importantes antígenos imunodominantes, visto que 

induzem uma forte resposta imunológica celular e humoral por parte do hospedeiro. De 

fato, estudos recentes demonstram que as Hsp’s, principalmente das famílias Hsp60 e 70 

kDa, são potentes desencadeadoras de resposta imune (ASEA et al., 2000). 

1.1.3 Hsp65 de Mycobacterium leprae  

Nos últimos 10 anos, a comunidade científica tem explorado os estudos para 

melhorar as pesquisas em relação a uma possível vacina contra tuberculose. Uma vacina 

com beneficios clínicos deve preencher no mínimo dois benefícios ou dois componentes: 

codificar o antígeno de interesse e, os adjuvantes, que aumentam a resposta imune através 

do recrutamento e da ativação das células apresentadoras de antígenos. Muitos antígenos 

potentes e estratégias imunogênicas demonstraram proteção contra tuberculose em modelos 

experimentais e o mais recentemente estudado é a heat shock protein Hsp65 kDa da 

Mycobacterium leprae (LIMA et al., 2003a). 

A Hsp65 de Mycobacterium leprae pertence à família Hsp60 kDa e tem sido 

identificada como um antígeno imunodominante notório, dado que provoca resposta imune 

humoral e ativação de células T no hospedeiro durante a infecção micobacteriana 
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(NAGABHUSHANAM et al., 2001). Silva et al. 1999 revelaram uma proteção importante 

conferida pela Hsp65 de M. leprae, a qual estimula o hospedeiro mamífero a resistir a uma 

infecção causada por M. tuberculosis. O mecanismo exato pelo qual essa particular Hsp, e 

não outra, regula a resposta imune gerando proteção contra a tuberculose não está 

elucidado, mas sua eficiência é impressionante e reprodutível (LIMA et al., 2003b). Sendo 

assim, uma importante aplicação para a Hsp65 de M. leprae é seu uso como adjuvante ou 

vacina contra tuberculose devido ao seu alto poder imunogênico (PORTARO et al., 2002).  

A partir dos estudos q objetivaram  determinar o mecanismo molecular que acarreta 

a eficiência da vacina de cDNA de Hsp65 de M. leprae contra tuberculose, notou-se que o 

citosol de macrófagos de camundongos expressando Hsp65 de M. leprae exibia uma alta 

atividade oligopeptidásica em relação ao controle (SILVA et al., 1999; LOWRIE et al., 

1999). Cogitou-se, então, que essa elevada atividade seja, provavelmente, devido à própria 

Hsp 65. Portaro et al., 2002 caracterizaram a Hsp65 de M. leprae recombinante como sendo 

a responsável por essa atividade. O teste de atividade, que identificou a apresença de 

fragmentos gerados a partir dos polipeptídeos usados como substratos, foi o estudo que 

evidenciou a provável atividade oligopeptidase. Um alinhamento entre as seqüências de 

resíduos de aminoácidos de Hsp65 e da protease Hs1VU, também uma heat shock protein, 

de Escherichia coli sugeriu os prováveis resíduos catalíticos responsáveis pela possível 

atividade proteolítica de Hsp65 de M. leprae (Figura 01) (PORTARO et al., 2002). 
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Figura 01: Alinhamento apresentado por Portaro et al., 2002 entre a Hsp65 de Mycobacterium 
leprae e a protease Hs1VU apresentando a indicação da suposta tríade catalítica.  

A tríade catalítica dessa protease consiste do resíduo nucleofílico T1, ativado pelo 

aminácido básico K33 e do resíduo responsável pela formação de ligação de hidrogênio S124 

(BOCHTLER et al., 1997). Embora a Hs1VU e Hsp65 de M. leprae apresentem baixa 

similaridade de seqüência de resíduos de aminoácidos (20 %), os resíduos reativos de 

Hs1VU (T1, K33 e S124) alinham-se com T136,137, K168 e Y264 no N-terminal e com T375,376, 

R407 ou K409 e S502 no C-terminal da molécula de Hsp65 de M. leprae (Figura 01). Esses 

dois prováveis sítios catalíticos da Hsp65 foram alvos de estudos de mutagênese sítio-

dirigida e os melhores resultados foram obtidos com mutações dirigidas à tríade catalítica 

do C-terminal. Nenhuma mutação foi dirigida aos resíduos de treonina, pois, como 

demonstrado para Hs1VU, substituições T1/A e T2/A causaram pouca redução na atividade 

enzimática (MISSIAKAS et al., 1996). 
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A substituição K409/A, no C-terminal, acarretou uma perda completa de atividade 

proteolítica, enquanto a substituição R407/A foi menos efetiva (72% de perda de atividade). 

Contrariamente, a substituição K168/A, na tríade hipotética do N-terminal, foi muito menos 

efetiva (25% da perda de atividade). Assim, esses resultados sugerem que os aminoácidos 

T375, K409 e S502 formam a tríade responsável pela possível atividade proteolítica de Hsp65 

de M. leprae (PORTARO et al., 2002). 

  

1.1.4 Estudo Filogenético da Hsp65 

Durante um estudo filogenético, realizado por Hughes 1993, revelou-se que a Hsp65 

kDa de M. tuberculosis é codificada por dois genes diferentes provenientes de uma 

duplicação gênica no ancestral comum entre Mycobacterium tuberculosis, M. leprae e 

Streptomyces albus. Um dos genes, que codifica a proteína, está localizado em um 

cromossomo no mesmo operon que codifica a Hsp10 kDa (ou, também chamada de Cpn 

10). Essa Hsp65 (ou também chamada de Cpn 60-1), na atuação do mesmo operon que a 

Cpn 10, forma um complexo similar ao complexo GroEL/ES de E. coli que se trata de 

chaperona molecular típica.  O outro gene que codifica para a Hsp65 (chamada Cpn 60-2) 

se localiza em outro cromossomo (Figura 02) (modificado de KONG et al., 1993). 

Figura 02: Esquema simplificado do resultado do processo de duplicação do gene que codifica para 
a Hsp65 de M. tuberculosis e M. leprae.  No gene ancestral, a Hsp65 (ou Cpn 60-1) está sob 
atuação do mesmo operon que a Cpn10 codificando uma proteína similar à GroEL/ES. O produto 
da duplicação do gene que codifica para a Hsp65 (ou Cpn 60-2) não está sob atuação desse operon, 
localizando-se em outro cromossomo. 
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A proteína Hsp65 kDa (Cpn 60-2) é o maior alvo de estudo para a resposta imune 

do hospedeiro vertebrado durante infecção por patógenos como a Mycobacterium 

tuberculosis e a M. leprae (Young et al., 1988). Nesse sentido, o gene que codifica a Hsp65 

(Cpn 60-2) de Mycobacterium leprae, está sob extensivo estudo na tentativa de se 

caracterizar novas funções, como a já relatada de possível oligopeptidase, mas nenhum 

estudo da estrutura tridimensional foi feito até o momento, a fim de que se confirmem os 

determinantes estruturais dessa função. 
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1.2 NUDEL (nuclear distribution element-like )

1.2.1 Esquizofrenia e doenças neurológicas relacionadas 

A esquizofrenia é uma desordem psíquica que afeta cerca de 1 % da população 

mundial (BRANDON et al.,  2004) sendo caracterizada por distúrbios do funcionamento 

emocional e social. É considerada também uma doença genética complexa, com 

herdabilidade consideravelmente alta, que se relaciona às más formações do hipocampo e 

do córtex dorsolateral (LIPSKA et al., 2006). A doença se manifesta, na maioria das vezes, 

na adolescência e início da fase adulta, mas raramente na infância. Recentemente, vários 

genes foram identificados como genes candidatos à susceptibilidade para a esquizofrenia, 

incluindo neuregulin 1 (STEFANSSON et al., 2002), dysbindin (STRAUB et al., 2002), 

G72 (CHUMAKOV et al., 2002), catechol-O-methyltransferase (EGAN et al., 2001; 

BILDER et al., 2002; SHIFMAN et al., 2002), e outros (CRADDOCK et al., 2005; 

HARRISON & WEINBERGER, 2005). Embora esses genes candidatos tenham sido 

identificados, os mecanismos moleculares nos quais se baseia a doença são desconhecidos.  

O DISC1 é um dos genes candidatos mais prováveis para a suscetibilidade à 

esquizofrenia e doenças relacionadas (MILLAR et al., 2000; BLACKWOOD et al., 2001; 

CRADDOCK et al., 2005). Em uma família escocesa, a translocação cromossômica 

(1;11)(q42.1;q14.3) foi associada com doenças psíquicas graves, como a esquizofrenia, a 

desordem bipolar e a depressão recorrente, porém com predominância da sintomatologia da 

esquizofrenia (BLACKWOOD et al., 2001). Essa translocação interrompe a seqüência que 

codifica a proteína DISC1, acarretando diminuição na expressão da mesma ou na deleção 

de 257 resíduos de aminoácidos da região C-terminal da mesma (MILLAR et al., 2005). 

Análises usando polimorfismos de um único nucleotídeo (SNPs) da região 1q42 indicaram 

que o gene DISC1 tem um papel importante na etiologia da esquizofrenia (HENNAH et al., 

2003; HODGKINSON et al., 2004; CALLICOTT et al., 2005).  

O gene DISC1 codifica uma proteína de 854 aminoácidos que não apresenta 

homologia com outras proteínas conhecidas e pouca homologia entre espécies (MILLAR et 

al., 2005). A seqüência de aminoácidos da DISC1 prediz que esta pode atuar como uma 

“plataforma” de interação com múltiplos motivos de ligação, facilitando a formação de 

complexos com outras proteínas. O domínio N-terminal, supostamente globular, 
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(aminoácidos 1-347) contém sinais de localização nuclear, enquanto o C-terminal 

(aminoácidos 348-854) é formado por coiled coil, o que sugere um papel de interação com 

outras proteínas, além de ser importante para o endereçamento de complexos para os 

microtúbulos. Em culturas celulares, mutantes da DISC1 que possuem o C-terminal 

truncado (como predito pela translocação no cromossomo 1q42) dificultam ou impedem o 

transporte intracelular, a arquitetura e migração neural. A hipótese de que a forma 

patológica da DISC1 encontrada na família escocesa seja incapaz de interagir com 

proteínas parceiras recebeu suporte em estudos de duplo-híbrido em levedura que 

confirmaram as proteínas NUDEL (OZEKI et al., 2003; MILLAR et al., 2003; MORRIS et 

al., 2003), Fasciculation and elongation protein zeta 1 (FEZ1) (MIYOSHI et al., 2003), 

lissencephaly isolated sequence 1 (LIS1) (BRANDON et al., 2004) e fosfodiesterase 4B 

(PD4B) (MILLAR et al., 2005) como ligantes da DISC1. 

O complexo DISC1/NUDEL existe no cérebro de camundongo e é regulado de 

acordo com os estágios do desenvolvimento neural. O complexo é expresso no córtex 

cerebral e está, majoritariamente, presente na embriogênese tardia, quando ocorre o 

desenvolvimento do córtex no embrião, apresentando-se em nível bem reduzido na vida 

pós-natal. Importantes evidências que relacionam a translocação em DISC1 com 

anormalidades corticais provêm de estudos que mostram que a DISC1 mutante afeta a 

migração neural.  

1.2.2 Nudel  

A proteína NUDEL recebeu esse nome devido à homologia com a proteína nudE de 

Aspergillus, a qual é produto do gene nudE, membro de um grupo de genes importantes na 

migração nuclear em fungos (EFIMOV & MORRIS, 2000; KITAGAWA et al., 2000). Ela 

foi, primeiramente, isolada devido à sua habilidade em inativar peptídeos bioativos, como a 

bradicinina e neurotensina e, também, em converter peptídeos opióides em encefalinas 

(OLIVEIRA et al., 1976, CAMARGO et al., 1979). A NUDEL é responsável por cerca de 

70% da atividade peptidásica encontrada no cérebro de rato e coelho, sendo essa atividade 

enzimática maior no cérebro de rato e do coelho do que em qualquer tecido periférico, o 

que foi confirmado por análises imunoquímicas, por Western e Northern blotting e por 

hibridização in situ (HAYASHI et al., 2000).  
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Originalmente descrita como conversora de encefalinas e metabolizadora de 

neuropeptídeos, a NUDEL interage com proteínas neuronais sendo essencial no 

desenvolvimento e organização do córtex cerebral durante a embriogênese (GUERREIRO 

et al., 2005). Recentemente, estudos mostraram evidências de seu possível envolvimento 

em processos como rotas metabólicas, sinalização celular e mudança do citoesqueleto, além 

da modulação de processos fisiopatológicos, de desordens neurológicas e neuroespecíficas 

como a Esquizofrenia e a Lisencefalia. 

A NUDEL é uma oligopeptidase ativada por tiol que cliva oligopeptídeos de 7 a 13 

resíduos de aminoácido. O resíduo C273 é essencial para a atividade enzimática, sugerindo 

que a proteína pertença à família das cisteíno-peptidases. A NUDEL está, possivelmente, 

envolvida na modulação da atividade neuropeptídica, uma vez que essa enzima não está 

confinada apenas ao citosol de neurônios, sendo encontrada também fora da célula 

(HAYASHI et al., 2005). 

A relação da NUDEL com a gênese da esquizofrenia deve-se a interação dessa 

proteína com produto do gene DISC1. Um zíper de leucina na região C-terminal da DISC1 

é essencial para a interação com NUDEL. Essa região seria inexistente em uma proteína 

afetada pela translocação descrita anteriormente, o que impediria as funções celulares 

dependentes do complexo DICS1/NUDEL. O sítio de ligação da DISC1 na NUDEL é 

altamente conservado entre espécies, sendo os resíduos L266 e E267, essenciais para a 

interação DISC1/NUDEL, conservados em todos os homólogos conhecidos (SWEENEY et 

al., 2001). Esse domínio de ligação da NUDEL com a DISC1 é compartilhado com a cadeia 

pesada da dineína (proteína motora) (SASAKI et al., 2000), sugerindo que a DISC1 pode 

inibir ou modular a interação da NUDEL com a dineína e, conseqüentemente, interferir na 

localização celular do complexo. 

A atividade de oligopeptidase da NUDEL é exercida pela sua forma monomérica, 

sugerindo que, quando presente em complexos, como DISC1/NUDEL, não apresenta 

atividade enzimática. A inibição da atividade enzimática perante ligação com DISC1 é 

explicada pela proximidade entre o sítio de ligação da DISC1 na NUDEL (L266 e E267) e 

o sítio catalítico situado próximo ao resíduo 273 (HAYASHI et al., 2005). Dessa forma, a 

translocação em DISC1 produz uma proteína mutante incapaz de ligar à NUDEL e, 

conseqüentemente, de inibir sua atividade, acarretando em um aumento da atividade 
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oligopeptidásica da NUDEL e em alterações no nível de seus substratos. Sabe-se que, 

dentre os substratos da NUDEL, existem alguns neuropetídeos que estão implicados na 

patofisiologia da esquizofrenia, como a neurotensina (HAYASHI et al., 2005).  

Além de seu papel na migração neural, o complexo DISC1/NUDEL também está 

envolvido nos mecanismos que acarretam o crescimento neural (alongamento axonal), uma 

vez que a NUDEL foi, primeiramente, identificada como uma proteína de ligação à LIS1 

(lissencephaly isolated sequence 1) (NIETHAMMER et al., 2000; SASAKI et al., 2000) 

por meio de sua porção amino-terminal, uma região de coiled coil que compreende o sítio 

de ligação para a LIS1. Mutações em LIS1 acarretam lisencefalia tipo 1, que é caracterizada 

por má formação do cérebro humano devido a uma redução ou ausência das convoluções 

do córtex cerebral devido à interrupção na migração e crescimento cerebral (REINER et al., 

1993; HATTORI et al., 1994, KHOLMANSKIKH et al., 2003). Essas mesmas mutações 

impedem a interação entre LIS1 e NUDEL, correlacionando a não formação do complexo 

DICS1/NUDEL/LIS1 com a doença (FENG et al., 2000; SASAKI et al., 2000; SWEENEY 

et al., 2001). 

Assim, pode-se concluir que a NUDEL possui dois papéis fisiológicos fortemente 

entrelaçados. O primeiro relaciona-se a sua associação com proteínas citosólicas como 

DISC1 e LIS1 essencial para o funcionamento normal do cérebro devido ao envolvimento 

em processos como crescimento e migração neural. O segundo diz respeito à sua atividade 

peptidásica, sugerindo sua participação na regulação da ação de neuropetídeos do sistema 

nervoso central. Esses dois papéis desempenhados pela NUDEL associam-na a duas 

doenças relacionadas ao desenvolvimento do córtex cerebral: esquizofrenia e lisencefalia. 

Portanto, estudos estruturais da proteína NUDEL podem confirmar as predições sobre a 

disposição e organização dos motivos importantes para interação com DISC1 e LIS1 além 

de desvendar seu mecanismo catalítico. Essas informações estruturais podem complementar 

os dados funcionais da proteína e ajudar no entendimento da dinâmica neural responsável 

pela etiologia de doenças mentais. 
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Nesse projeto de mestrado, os alvos principais foram a expressão e a purificação em 

grande escala e alta pureza da proteína recombinante Hsp65 (Cpn 60-2) de M. leprae e da 

proteína NUDEL Homo sapiens (NUDEL-HUM) para estudos estruturais.  

 Como objetivo paralelo, um dos alvos do projeto de mestrado foi treinar a aluna a 

trabalhar com as mais variadas técnicas que estão descritas no Capítulo 3 – Procedimentos 

Experimentais. Com isso, a aluna pôde trazer esses conhecimentos e aplicá-los no 

laboratório de Biologia Molecular da UNESP/IBILCE que não possuia estudantes bem 

treinados e preparados para trabalhar nessa área de pesquisa.  
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Esse capítulo descreve, de maneira detalhada, os materiais e os métodos descritos 

como protocolos, usados para a execução dos projetos apresentados nessa dissertação de 

mestrado.
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3.1 Hsp65 de Mycobacterium leprae

3.1.1 Preparação de células competentes (HANAHAN 1983) 

Materiais: 

- tubos de cultivo estéreis com capacidade para 15 ml, 

- meio de cultivo Luria Broth (LB): 1,0%  triptona, 1% de extrato de levedura e 0,5% 

de NaCl, 

- incubadora com temperatura  (37 ºC ) e agitação controladas, 

- banho de gelo, 

- espectrofotômetro para leitura da densidade óptica (D.O.) em 600nm, 

- centrifuga Sorval modelo RC 5B Plus, 

- solução 1: 100 mM de MgCl2 estéril, 

- solução 2: 100 mM de CaCl2 estéril, 

- solução 3: 15% (v/v) de glicerol 100% e 85% (v/v) de 100 mM de CaCl2,

- tubos estéreis com capacidade de 1,7 ml, 

- nitrogênio líquido, 

- freezer - 80ºC 

Métodos: 

Transferir 100 μl de um estoque de célula competente BL21 (DE3) para um tubo de 

cultura contendo 3 ml de meio LB. Essa cultura foi mantida por 16 horas em icubadora. A 

seguir transferiu-se esse conteúdo para um frasco contendo 200 ml de meio LB que foi 

incubado até atingir um valor de densidade ótica - D.O.(600 nm)  em torno de 0,3. Nesse 

instante, interrompeu-se o crescimento celular colocando o frasco em banho de gelo. 

Centrifugou-se a cultura a 4000 x g por 15 minutos à 4 ºC para decantar as células. 

Descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se as células em 50,75 ml da solução 1, onde 

permanceu no gelo por 5 minutos e, a seguir, centrifugou-se a suspensão nas mesmas 

condições. As células foram ressolubilizadas em 10,15 ml da solução 2, em banho de gelo, 

assim permanecendo por 20 minutosn sendo então centrifugada nas mesmas condições.  

Novamente o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 1,5 ml da solução 3.
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Aliquotou 100 μl em tubos com capacidade de 1,7 ml que foram congeladas e estocadas em 

freezer – 80 ºC. 

3.1.2 Transformação por choque térmico 

Materiais: 

- 200 ng de DNA plasmidial, 

- linhagem BL21 (DE3) competentes de Escherichia coli,

- banho de gelo, 

- banho térmico à 42ºC, 

- SOC (0,5% extrato de levedura, 2% triptona, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 10 mM 

MgCl2 , 10 mM MgSO4 e 20 mM glicose), 

- tubos de cultivo estéreis, 

- incubadora com temperatura  (37 ºC ) e agitação controladas, 

- centrifuga eppendorf  modelo 5415D, 

- placas de petri estéreis, 

- LB-ágar (1% triptona, 0,5% extrato de levedura, 1% NaCl, pH 7,5 e 1,8% ágar p/v, 

- antibióticos: ampicilina na concentração de 100 �g/ml e cloranfenicol a 34 �g/ml, 

- estufa de incubação com temperatura controlada à 37ºC, 

Métodos: 

 O vetor pUC19 contendo o gene codificante foi utilizado para transformar, por 

choque térmico, linhagens BL21 (DE3) competentes de Escherichia coli com o fim de 

expressar a proteína. Para tanto, 2 μl de cada DNA plasmidial foram incubados com 100 μl 

de bactérias competentes no gelo por trinta minutos seguidos de um minuto em banho à 

42ºC e, por fim, mais três minutos no gelo. Após o choque térmico, 950 μl de SOC foram 

adicionados às células e essas foram incubadas por uma hora. A seguir, centrifugou-se a 

amostra por três minutos a 4000 x g com a finalidade de precipitar as células bacterianas, 

descartou-se o sobrenadante deixando apenas 100 μl para ressuspender as células. Esse 

material foi plaqueado em meio LB-ágar contendo ampicilina e cloranfenicol e incubado 

em estufa por 12 horas. 
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3.1.3 Expressão-Teste da Proteína Recombinante 

Essa etapa foi feita com o objetivo de verificar a expressão da proteína 

recombinante por análise em SDS-PAGE 10% da fração não-induzida e induzida com 

isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside (IPTG) e para analisar a quantidade de proteína na 

fração solúvel e insolúvel. 

Materiais: 

- alça estéril, 

- tudos de cultivo estéreis, 

- meio de cultivo LB, 

- antibióticos: ampicilina na concentração de 100 �g/ml e cloranfenicol a 34 �g/ml, 

- incubadora com temperatura  (37 ºC ) e agitação controladas, 

- espectrofotômetro para leitura da densidade óptica (D.O.) em 600nm, 

- solução de IPTG (Isopropylthio-B-D-galactoside – Invitrogen) a 1 M. 

Métodos:  

 Uma colônia da placa transformada foi transferida, com o auxílio de uma alça, 

estéril, para um inóculo de 3 ml de LB contendo ampicilina e cloranfenicol. O crescimento 

foi feito em incubadora por um período de 12 horas. Posteriormente, uma alíquota de 100 

μl desse inóculo foi usado para inocular 20 ml de meio LB, contendo ampicilina e 

cloranfenicol e deixado em incubadora até que se atingisse um valor de D.O. em torno de 

0,6-0,8. Nesse instante, adicionou-se IPTG a uma concentração final de 0,5 mM e incubou-

se a cultura por quatro horas, à 37 oC, sob agitação.    

3.1.4 Maxi-Expressão da Proteína Recombinante 

A maxi-expressão da proteína recombinante iniciou-se partindo do mesmo inóculo 

que foi usado para fazer a expressão-teste.  

Materiais: 
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- meio de cultivo LB, 

- tubos de cultivo estéreis, 

- antibióticos: ampicilina na concentração de 100 �g/ml e cloranfenicol a 34 �g/ml, 

- incubadora com temperatura  (37 ºC ) e agitação controladas, 

- centrifuga Sorval modelo RC 5B Plus, 

- solução salina (0,9% de NaCl), 

- freezer - 20oC 

Métodos: 

Uma alíquota de 100 μl, do pré-inóculo da expressão-teste, foi usada para inocular 

um meio de 20 ml de LB, contendo ampicilina e cloranfenicol, para ser incubada por 12 

horas. Esse meio foi usado para inocular a maxi-expressão que se deu em um litro de LB 

contendo os mesmos antibióticos. A cultura foi mantida na incubadora por 

aproximadamente 3 horas até que a D.O. (600nm) atingisse valor próximo de 0,6-0,8 

seguindo-se, então, a adição IPTG. Todos os parâmetros foram mantidos iguais para 

garantir que a proteína alvo fosse expressa nas mesmas condições. 

 Após a indução por quatro horas, a cultura foi centrifugada a 4000 x g, por quinze 

minutos a 4 ºC. Descartou-se o sobrenadante e a fração celular foi ressuspendida em 15 ml 

de solução salina e transferida para um tubo de centrifugação. Foi feita uma nova 

centrifugação a 4000 x g, por vinte minutos para descartar o sobrenadante e congelar a 

fração celular. 

3.1.5 Extração da Proteína na Fração Insolúvel 

Materiais: 

- tampão A:  Tris-HCl 20 mM pH 7,5 

- tubos com capacidade de 50 ml, 

- sonicador: VirSonic 

- banho de gelo 

- centrifuga Sorval modelo RC 5B Plus, 

- tampão B (4 M guanidina, 50 mM citrato de sódio e 20 mM EDTA, pH 7,0);  
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Médotos: 

O primeiro passo foi ressuspender a fração celular em 20 ml de tampão A e 

transferir para um tubo com capacidade de 50 ml.A seguir as células foram sonicadas em 

aparelho VirSonic no gelo em 10 ciclos de 30 segundos com intervalos de 30 segundos. 

Centrifugou-se a amostra por quinze minutos a 6000 x g à 4ºC. O sobrenadante foi 

descartado e a fração celular insolúvel foi lavada com o mesmo tampão A por mais três 

vezes. Seguiu-se a solubilização da proteína do corpúsculo de inclusão adicionando-se 20 

ml de tampão B. Centrifugou-se por dez minutos a 6000 x g à 4ºC e reservou-se o 

sobrenadante. 

3.1.6 Diálise   

Matérias: 

- membrana de diálise: MWCO 6,000 – 8,000 Fisherbrand

- tampão A: 2,5 M guanidina,  50mM de Tris HCl pH 7,5, 5 mM EDTA, 50 mM 

glicina, 20 mM NaCl, 

- tampão B: 1,5 M guanidina,  50mM de Tris HCl pH 7,5, 5 mM EDTA, 20 mM 

NaCl, 

- tampão C: 0,5 M guanidina,  50mM de Tris HCl pH 7,5, 5 mM EDTA, 20 mM 

NaCl, 

- tampão D: 50 mM de Tris HCl pH 7,5, 20 mM de NaCl, 3 % de glicerol 

Método: 

A solução protéica foi colocada em membrana de diálise para a retirada do agente 

desnaturante de maneira gradual. Assim sendo, de 12 em 12 horas foi feita a troca do 

tampão A ao D, mantida sempre, a 4 ºC. 
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3.1.7 Gel de poliacrilamida desnaturante (Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 

electrophoresis - SDS-PAGE) 

Usou-se a eletroforese como ferramenta metodológica essencial não só para 

avaliação da expressão heteróloga como também para a análise da homogeneidade das 

várias preparações obtidas após a etapa de purificação usada. Nesse trabalho, usou-se o 

protocolo descrito por Laemmli (com modificações), U.K., 1970 para a confecção de SDS-

PAGE 10%. 

Materiais:  

- aparato de eletroforese da Bio-Rad (cuba, fonte, placas de vidro), 

- solução de gel separador 10%: 3,45 ml de 30% acrilamida/0,8% bis-acrilamida, 5 

ml de Tris-HCl/SDS pH 8.8 (1,5 M Tris-Cl contendo 0,4% de SDS), 1,5 ml de água, 

50 ul de persulfato de amônio a 10% e 15 ul de TEMED (N, N, N´, N´-

tetrametiletilenediamina) 

- solução do gel concentrador 4%: 0,75 ml de 30% acrilamida/0,8% bis-acrilamida, 

2,5 ml de Tris-Cl/SDS pH 6.8 (0,5 M Tris-Cl contendo 0,4% de SDS), 1,83 ml de 

água, 30 ul de persulfato de amônio a 10% e 6 ul de TEMED, 

- tampão de amostra 3X: 25 ml de Tris-HCl/SDS pH 6.8 (0,5 M Tris-Cl contendo 

0,4% de SDS), 20 ml de glicerol, 4 g de SDS, 1 mg de azul de bromofenol. 

Adicionar água para um volume de 100 ml, 

- tampão de corrida: 5 g de Tris, 15 g de Glicina, 10 ml de SDS 10%, completar para 

1 L de água 

- solução de Comassie Blue R-250: 0.25g coomassie brilliant blue R-250 em 100 ml 

de uma solução 45% metanol e 10% ácido acético, 

- Solução descorante: 5% (v/v) de metanol, 7% (v/v) ácido acético, 88% água. 

Métodos: 

A corrida de eletroforese foi realizada por aproximadamente duas horas, à 

temperatura ambiente, em corrente de 30 mA e voltagem 120 V. Após a corrida, o gel de 

poliacrilamida foi colocado em uma solução de coomassie-blue R-250  para coloração por 
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5 horas à temperatura ambiente. A remoção do excesso de corante foi obtida em solução 

descorante até o aparecimento nítido das bandas de proteínas.  

3.1.8 Concentração 

Métodos: 

Após a diálise, a amostra foi concentrada a 4 ºC utilizando o concentrador Amicon 

Ultra –15 de 10000 Da (Millipore) a uma rotação de 5000 x g.  

3.1.9 Quantificação 

Métodos: 

A concentração da proteína foi determinada através da medida de absorbância da 

mesma a 280 nm. Os espectros de absorbância foram obtidos em um espectrofotômetro 

Espectronic Genesys 2, com varredura de comprimento de onda de 340-200 nm, utilizando-

se uma cubeta de quartzo de 1 cm de caminho ótico. O espectro de absorbância da proteína 

foi corrigido com a subtração do espectro de absorbância do tampão correspondente 

(“branco”) contendo 50 mM de Tris HCl pH 7,5, 20 mM de NaCl, 3 % de glicerol. A partir 

dos valores dos coeficientes de extinção molar (ε) obtidos através do programa ProtParam

(http://ca.expasy.org) e dos valores de absorbância a 280 nm, determinou-se a concentração 

molar da proteína de acordo com a equação de Beer-Lambert: 

A280 = ε x L x C 

onde A280 é a absorbância medida a 280 nm, ε é o coeficiente de extinção molar em 280 nm 

(M-1cm-1), L é o caminho ótico em centímetros (cm) e C é a concentração molar da amostra 

de proteína. A amostra de proteína foi centrifugada a 5000 x g por 10 minutos antes de ser 

utilizada para medir a concentração. 
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3.1.10 Dicroísmo Circular (CD)  

Materiais: 

- proteína a 0,1 mg/ml. 

Métodos: 

Os experimentos de dicroísmo circular foram realizados no espectropolarímetro 

JASCO J-810 (JASCO), com um controlador de temperatura Peltier type control system 

PFD 425S. O programa utilizado para registro dos dados foi o Spectra manager® (JASCO). 

Os espectros de dicroísmo circular no UV distante (260-190 nm) foram adquiridos 

utilizando-se uma cubeta de quartzo de 2 mm de caminho ótico, em temperatura ambiente, 

com velocidade de varredura de 20 nm/minuto, tempo de resposta de 1 segundo. O espectro 

final foi obtido pela acumulação de 6 varreduras. A contribuição do solvente foi eliminada 

subtraindo seu espectro daquele da proteína.  

Os valores obtidos na leitura de CD (mili graus) foram convertidos em elipticidade 

molar residual [θ] através da expressão (ADLER et al., 1973): 

onde θ é a elipticidade medida (graus), L é o caminho ótico em centímetros (cm), C é a 

concentração molar (M) e N é o número de aminoácidos da proteína. Os dados convertidos 

foram graficados utilizando-se o programa ORIGIN 7.1. Para determinar a porcentagem de 

estrutura secundária da proteína de fusão, utilizou-se o programa CDNN deconvolution 

(http://bioinformatik.biochemtech.uni-halle.de/cdnn/). Os erros intrínsecos ao cálculo de 

porcentagem de estrutura secundária foram indicados em cada tabela. 

3.1.11 Espalhamento Dinâmico de Luz (DynamicLlight Scattering - DLS) 

Materiais: 

- solução protéica, em tampão 50 mM Tris HCl pH 7,5 contendo 20 mM NaCl e 3 % 

glicerol, à 12 mg/ml, 

Métodos: 

[ ]
NCL10
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As medidas de DLS foram realizadas em cubeta de quartzo de 1 cm de caminho 

óptico a 20 ºC utilizando-se o equipamento ProteinSolutions Dynapro 99 (Dynapro 

Molecular Sizing Instrument), portando um controlador de temperatura, em comprimento 

de onda de 781,2 nm e ângulo de detecção do espalhamento de 90º . O programa usado 

para a execução das medidas do raio hidrodinâmico foi o Dynamics V6.3.4. 

  

3.1.12 Ensaios de Cristalização 

Materiais: 

- solução protéica, em tampão 50 mM Tris HCl pH 7,5 contendo 20 mM NaCl e 3 % 

glicerol, a 12 mg/ml, 

- Kits comerciais da Hampton Research (Crystal Screen 1 e 2) totalizando 96 

condições diferentes, 

Métodos: 

Os ensaios iniciais de cristalização foram realizados a 14 ºC, testando-se 96 

condições de cristalização obtidas dos Kits comerciais da Hampton Research (Crystal 

Screen 1 e 2), pelo o método de difusão de vapor em gota pendurada em placas de cultura 

Linbro de 24 poços, sendo o volume de proteína usado por poço de 1 μl e 1 μl de solução 

saturante e o volume da solução saturante, no poço, foi de 500 μl. 
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3.2 NUDEL (nuclear distribution element-like)

Os protocolos de preparação de células competentes, transformação por choque 

térmico, maxi-expressão da proteína recombinante (com mudança apenas na temperatura de 

indução que foi de 30 ºC), gel de poliacrilamida desnaturante (12,5%), concentração, 

quantificação, dicroísmo circular e espalhamento dinâmico de luz são os mesmos descritos 

nas seções anteriores. 

3.2.1 Isolamento e purificação de corpos de inclusão 

Materiais: 

− Tampão de Lise: 20 mM de Tris-HCl pH 7.5 

− Tampão A: 100 mM de NaCl, 10 mM de imidazol, 100 mM de Tris-HCl pH 7,5, 

8 M de uréia e 5 mM de �-mercaptoetanol.  

− Tampão B: 100 mM de NaCl, 500 mM de imidazol, 100 mM de Tris-HCl pH 

7,5, 8 M de uréia e 5 mM de �-mercaptoetanol. 

Métodos: 

O protocolo de isolamento e purificação de corpos de inclusão foi elaborado com 

base em outros protocolos descritos na literatura (CHOW et al., 2006, LIU et al. 2007, 

WARNER et al., 2007, MARK et al., 2007, ARAKAWA et al., 2007), e adaptado para a 

purificação da proteína NUDEL. As bactérias coletadas por centrifugação após o período 

de 4 horas de indução por IPTG foram ressuspendidas em tampão de lise. A amostra foi, 

então, sonicada no aparelho VirSonic e centrifugada por 15 minutos a 18600 x g, 4ºC. O 

sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspendido em 30 ml de tampão de lise, 

repetindo o mesmo procedimento de centrifugação e lavagem por mais três vezes. Depois 

da última lavagem com o tampão de lise, o precipitado foi resuspendido em tampão de 

extração (tampão A) e a amostra foi centrifugada a 13700 x g, 4 ºC, por 20 minutos. O 

sobrenadante contendo a proteína NUDEL em fusão com a cauda de poli-histidina foi, 

então, purificado por cromatografia de afinidade utilizando-se a resina comercial Ni-NTA 

(Nitrilo triacetato) Agarose Beads (Quiagen), sob condições desnaturantes. 
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Em 1 ml de resina Ni-NTA, sendo essa equilibrada com 10 volumes de coluna (vc) 

com tampão A, acrescentou-se a amostra da proteína NUDEL desnaturada e a fração da 

mesma não retida na matriz foi coletada e reservada. Lavou-se a coluna com 30 vc de 

tampão A sem imidazol e, em seguida, com 20 vc de tampão A. Eluiu-se a proteína com 10 

ml de tampão B em frações de 1 ml para posterior análise em SDS-PAGE. 

3.2.2 Experimentos de Renaturação 

Materiais: 

− Tampão de Diluição: 100 mM de NaCl, 100 mM de Tris-HCl pH 7,5, 30 % de 

glicerol, 1 mM de Glutationa Reduzida, 1 mM de EDTA, 500 mM de l-arginina. 

− Tampão de Diálise: 100 mM de NaCl e 50 mM de Tris-HCl pH 7,5 

Métodos:

Após purificação da NUDEL sob condições desnaturantes e análise da pureza por 

SDS-PAGE, as frações puras da eluição foram diluídas 60 vezes, gota a gota, em tampão de 

diluição por 24 horas a 4 ºC sob agitação. A solução de diluição foi, então, dialisada contra 

2 L de tampão de diálise por 12 horas, seguidos de mais 2 L de tampão por 12 horas, a 4 ºC.  

3.2.3 Emissão intrínseca de fluorescência  

Materiais: 

- proteína concentrada à 0,05 mg/ml em tampão 15 mM de Tris-HCl pH 7,5 contendo 

30 mM de NaCl, na presença e ausência de 0,1 mM de ZnCl2 e 1 mM de DTT. 

Métodos 

Os estudos de emissão intrínseca de fluorescência foram realizados no 

espectrômetro de fluorescência AMINCO-Bowman Series 2, utilizando-se uma cubeta de 

quartzo 1 x 0,4 cm em temperatura ambiente. 

A proteína foi excitada com uma radiação incidente de 295 nm (excitação do 

aminoácido triptofano, de forma majoritária) e os espectros de emissão foram coletados em 
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um intervalo de comprimento de onda de 300 e 500 nm, com velocidade de varredura de 1 

nm/segundo e tempo de resposta automático. A contribuição do solvente foi eliminada 

subtraindo seu espectro daquele da proteína. Os dados foram graficados utilizando-se o 

programa ORIGIN 7.1. Os valores de λmáx de emissão foram obtidos dos espectros de 

emissão de fluorescência. 

3.2.4 Cristalização 

Materiais: 

- As concentrações da proteína utilizadas para os experimentos foram de 8,5 mg/ml 

(em tampão 50 mM de Tris-HCl pH 7,5 e 100 mM de NaCl) e 10,0 mg/ml (em 

tampão 50 mM Tris-HCl pH 7,5, 100 mM de NaCl e 0,1 mM de ZnCl) e 10,0 mg 

(em tampão 50 mM Tris-HCl pH 7,5, 100 mM de NaCl, 0,1 mM de ZnCl e 1 mM 

de DTT). 

- Kits comerciais da Hampton Research (Crystal Screen 1 e 2) totalizando 96 

condições diferentes, 

Métodos 

Os ensaios iniciais de cristalização foram realizados a 14 ºC, testando-se 96 

condições de cristalização obtidas dos Kits comerciais da Hampton Research (Crystal 

Screen 1 e 2), pelo o método de difusão de vapor em gota pendurada em placas de cultura 

Linbro de 24 poços, sendo o volume de proteína usado por poço de 1 μl e 1 μl de solução 

saturante e o volume da solução saturante, no poço, foi de 500 μl. 
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Esse capítulo tem como objetivo apresentar os resultados dos experimentos realizados 

tanto da proteína Hsp65 de Mycobacterium leprae quanto da proteína NUDEL-HUM. Na 

primeira parte da apresentação dos resultados, destaca-se a expressão, purificação e solubilização 

da proteína Hsp65 de Mycobacterium leprae e os experimentos que foram realizados com a 

amostra protéica em alto grau de pureza e concentração. Para a complementação dos 

experimentos práticos, várias consultas bibliográficas foram feitas, paralelamente, com o firme 

propósito de se enriquecer a discussão dos resultados. Essa etapa, na execução do projeto, foi 

extremamente importante para o entendimento do processo e conclusão do experimento. 

Na seção seguinte do capítulo, descrevemos de maneira mais direta e objetiva, os 

experimentos realizados para a obtenção da proteína NUDEL-HUM em altas quantidades e 

pureza para a realização dos estudos estruturais. As discussões desses resultados enriquecem os 

dados literários, uma vez que, muito dessa proteína ainda está sob intensa investigação.  
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4.1 Hsp65 de Mycobacterium leprae

4.1.1 Expressão e Purificação da Hsp65 de Mycobaterium leprae 

A primeira etapa, na execução do projeto de pesquisa, foi a obtenção da proteína 

recombinate por expressão heteróloga. Para isso, linhagem competente de Escherichia coli, BL21 

(DE3), foi usada como hospedeiro para a produção da proteína. Após a inserção do plasmídeo, 

que contém o gene codificante da Hsp65 de Mycobacterium leprae, por um processo chamado de 

transformação, foi possível o cultivo dessas células. Assim que uma população celular bacteriana 

apropriada foi alcançada, a indução da proteína foi feita com o uso de IPTG e a presença da 

proteína foi analisada em gel de poliacrilamida 10%. 

 A figura 3 mostra a fração celular não-induzida, usada como padrão de produção de 

proteínas bacteriana, e a fração induzida, que caracteriza as proteínas produzidas após a adição de 

IPTG no meio de cultivo. Foi possível observar, que após um período de 4 horas da adição do 

indutor, a maquinaria celular operou no sentido de produzir a proteína recombinante em alta 

escala. Com isso, obteve-se um sucesso na produção da proteína por expressão heteróloga. 

Figura 03: Gel SDS-PAGE 10% mostrando (1) fração não induzida, (2) fração induzida com 0,5 mM de 
IPTG após 4 horas e  (3) o marcador de peso molecular usado como referência.       

  

 Com a presença da proteína, após a indução, fez-se necessário checagem da solubilidade 

da mesma. Para isso, foram analisadas a fração celular solúvel e a insolúvel. Esse teste consistiu 

em analisar os componentes protéicos que ficam em solução, após o processo de rompimento das 
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células bacterianas por sonicação, formando a fração solúvel e as que ficam precipitadas, na 

forma de corpúsculos de inclusão formando a fração insolúvel.  

 A figura 4 mostra que, em sua totalidade, a proteína se encontra na fração celular 

insolúvel, ou seja, na forma de corpúsculos de inclusão. 

Figua 04: Gel SDS-PAGE 10% representando o marcador de peso molecular (1), a fração de proteínas 
insolúveis (2) e a fração solúvel (3) que corresponde às proteínas que remaneceram em solução após o 
processo de rompimento das células. 

 Com esses experimentos iniciais, observou-se que a proteína Hsp65 de M. leprae foi 

obtida por expressão heteróloga e que se encontra na forma de corpúsculos de inclusão. Sabe-se 

que, quando se trabalha com proteínas que são insolúveis, uma etapa importante no processo de 

extração da proteína alvo é a lavagem da fração celular insolúvel. Essa lavagem se torna 

extremamente importante, pois elimina as proteínas que não são de interesse e, quando bem 

sucedida, elimina a etapa de purificação por métodos tradicionais.  

A maxi-expressão deu-se da mesma maneira como feito pelo teste-expressão, inclusive 

utilizando-se do mesmo pré-inóculo para garantir a reprodutibilidade do experimento. Como 

citado anteriormente, a lavagem da fração celular insolúvel se torna uma etapa imprescindível no 

processo de extração da proteína. Assim sendo, após o rompimento das células e descarte da 

fração solúvel, a fração insolúvel foi ressuspensa várias vezes em tampão de lavagem, descrito 

nos procedimentos experimentais, para a eliminação de grande parte de proteínas que não são de 

interesse. Ao final desse processo, ressuspendeu-se a fração celular insolúvel em tampão 

contendo agente desnaturante guanidina para a solubilização da proteína. 
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Como a guanidina é um composto desnaturante, ela age no sentido de desestabilizar a 

estrutura da proteína, provocando seu desenovelamento. Para dar continuidade aos estudos, foi 

necessário realizar a retirada desse composto, para posterior processo de enovelamento e 

reconstituição da sua estrutura protéica. O método de enovelamento testado foi o da diálise 

gradual. A solução protéica foi colocada em membrana de diálise, mantida sob baixa 

temperatura, em tampão contendo vários componentes, descritos nos procedimentos 

experimentais. Esse tampão foi trocado de 12 em 12 horas até a retirada gradual e completa da 

guanidina.  

A diálise em tampão final, ou seja, sem agente desnaturante, foi mantida por 12 horas e 

nenhum padrão de precipitação protéica foi observado, o que pode nos indicar um sucesso na 

etapa de enovelamento protéico.  

A figura 5 apresenta a análise da proteína após o processo de diálise e conseqüente 

enovelmanento protéico. Pode-se assim, concluir que a proteína se encontra em alto grau de 

pureza e adequada para dar continuidade aos experimentos. 

Figura 05: Gel SDS-PAGE 10% mostrando a Hsp65 M. leprae, após o processo de enovelamento 
protéico, indicada pela seta, e o marcador de peso molecular usado como referência. 
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4.1.2 Dicroísmo Circular 

O experimento de dicroísmo circular (CD) no UV distante (190-260 nm) foi realizado 

com o objetivo de verificar se a proteína exibe algum padrão de estrutura secundária após 

expressão heteróloga e, principalmente, após o processo de renaturação. Essas medidas fornecem 

informações estruturais úteis, uma vez que, mostram se a proteína recombinante apresenta 

estrutura secundária, que seria um indício da presença de proteína enovelada em solução 

permitindo, assim, o prosseguimento dos experimentos. 

O espectro de CD da proteína recombinante está apresentado na figura 6, esse 

experimento foi realizado com proteína à 0,1 mg/ml em tampão Tris-HCl 50 mM pH 7,5 

contendo 20 mM de NaCl. Uma análise qualitativa do espectro (figura 06) indica que a proteína 

exibe um enovelamento com estrutura secundária composta, tipicamente, por α-hélices e folhas 

β.  

Figura 06: Espectros de CD no UV distante da proteína Hsp65 de Mycobacterium leprae à 0,1 mg/ml em 
tampão 15 mM Tris HCl em temperatura ambiente.

Para compreender melhor os espectros, uma análise quantitativa do conteúdo de estrutura 

secundária da proteína, apresentando a porcentagem de cada tipo de estrutura secundária predita, 

foi feita utilizando o programa CDNN deconvolution (http://bioinformatik.biochemtech.uni-

halle.de/cdnn/) e é apresentada na tabela 1.  
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Tabela 1: Composição de estrutura secundária da Hsp65 de Mycobacterium leprae. Os valores são dados 
em porcentagem (%) e o erro é de 5,9% para as medidas adquiridas de 190 a 260 nm. 

Proteínas Recombinantes Alfa-Hélice Folha Beta 
Antiparalela Folha Beta Paralela Beta-turn Random Coil 

Hsp65 15,0 27,2 5,1 20,4 32,3 

 Para enriquecer os dados que foram obtidos com a análise quantitativa dos constituintes 

secundários da Hsp65 de Mycobactyerium leprae foi feita uma análise comparativa com uma 

outra proteína da mesma família e que apresenta alto grau de similaridade com a Hsp65 de 

Mycobacterium tuberculosis (QAMRA et al., 2004a). Os espectros de CD das proteínas são 

similiares apesar de que, uma análise da estrutura terciária da Hsp65 de M. tuberculosis mostra 

que a proteína apresenta uma predominância de α-hélices (QAMRA et al., 2004b). 
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4.1.3 Espalhamento Dinâmico de Luz (DLS) 

Recentemente, esta técnica não-destrutiva tem obtido popularidade por explorar algumas 

propriedades, como tamanho e forma, de moléculas em solução (MURPHY 1997). O 

espalhamento dinâmico de luz (DLS) é uma técnica que mede o seu raio hidrodinâmico, o qual é 

geralmente calculado baseado em modelos esféricos. A maior vantagem do espalhamento de luz, 

além de fornecer informações estruturais, é o curto tempo necessário para a obtenção dos dados, a 

modesta quantidade de proteína utilizada (de 1 a 10 mg/ml), os pequenos volumes de amostra 

requeridos (30 μl), e a relativa simplicidade de manipulação. 

Assim sendo, o DLS é uma técnica muito usada como diagnóstico para determinar se uma 

amostra de proteína é adequada para cristalização pelo fornecimento de informações sobre a 

distribuição de tamanhos e estado de agregação da proteína em solução. Essas informações são 

importantes, pois estão intimamente relacionadas ao processo de cristalização, já que quanto mais 

homogênea (monodispersa) for a amostra, maior é a probabilidade de nucleação e crescimento 

dos cristais.  

O mesmo tampão do experimento de CD foi mantido para os experimentos de DLS. A 

proteína foi usada em uma concentração de 12 mg/ml que seria a condição inicial para realizar os 

experimentos de cristalização. 

A figura 7 apresenta os resultados obtidos em termos do percentual de massa em função 

do raio hidrodinâmico médio das distribuições de tamanho. A distribuição de tamanho obtida 

indica que a proteína apresenta-se, majoritariamente, em estado oligomérico monodisperso. 

Observa-se que a proteína apresenta um raio hidrodinâmico em torno de 10 nm (agregados da 

ordem de 180 kDa) o que representaria uma forma trimérica da Hsp65 de Mycobacterium leprae.  
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Figura 07: Medidas de DLS da Hsp65 de Mycobcaterium leprae à 12 mg/ml em tampão Tris HCl 50 mM 
pH 7,5 contendo 20 mM de NaCl. A figura  apresenta os resultados obtidos em termos do percentual 
de massa (eixo Y) em função do raio hidrodinâmico médio (eixo X). 

Este resultado sugere que a amostra Hsp65 de Mycobacterium leprae a uma concentração 

de 12 mg/ml é ideal para dar início aos ensaios de cristalização, apesar não se encontrar 

monomérica, apresenta-se em solução como única entidade estrutural trimérica (monodispersa) 

que é favorável à cristalização. 
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4.1.4 Cristalização  

Como os dados obtidos a partir dos experimentos de dicroísmo circular e espalhamento 

dinâmico de luz demonstraram que a proteína se encontra devidamente enovelada e em uma 

condição monodispersa, deu-se continuidade aos experimentos. Assim sendo, a primeira tentativa 

de cristalização foi feita com a proteína concentrada à  12 mg/ml em tampão Tris HCl 50 mM pH 

7,5 contendo 20 mM de NaCl e 3 % de glicerol usando-se dois diferentes screens comerciais. As 

placas foram incubadas em sala refrigerada a uma temperatura constante de 14 °C e, após uma 

semana, pôde-se perceber a presença de precipitados cristalinos e alguns precipitados escuros, 

além da presença de pequenos cristais em forma de agulha.  

Essas placas estão sob intensa observação e algumas condições de refinamento estão em 

andamento com o objetivo de se conseguir cristais difratáveis para os futuros estudos estruturais.
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4.1.5 Estudo comparativo da Hsp65 de Mycobacterium leprae com a Hsp65 de 
Mycobacterium tuberculosis 

Paralelamente aos experimentos realizados para alcançar o objetivo final do projeto de 

mestrado, foi realizado um estudo comparativo entre a Hsp65 de Mycobacterium leprae e a 

Hsp65 de Mycobacterium tuberculosis com o objetivo de complementar e dar suporte aos 

resultados dos experimentos práticos.  

A partir de um alinhamento das sequências das proteínas Hsp65 de Mycobacterium leprae 

e M. tuberculosis realizado pelo ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html), foi 

possível checar a similaridade apresentada por elas. Observou-se que a Hsp65 de Mycobacterium 

leprae apresenta 95 % de similaridade com a Hsp65 de Mycobacterium tuberculosis (figura 8). 

Figura 8: Alinhamento das seqüências das proteínas Hsp65 de Mycobacterium leprae e Hsp65 de M. 
tuberculosis mostrando alto grau de similaridade. Em destaque a caixa verde corresponde ao resíduo 
catalítico K168 e a caixa azul ao resíduo K409.
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Considerando essa alta similaridade pôde-se fazer uma análise da estrutura trimensional 

da  Hsp65 de Mycobacterium tuberculosis, já resolvida por Qamra et al  2004b e, com isso, 

inferir algumas informações relevantes no que diz respeito à provavel atividade oligopeptidásica 

da Hsp65 de Mycobacterium leprae.  

Como mencionado, Portaro et al 2002, com base em 20 % de similaridade com a protease 

Hs1VU, sugereriam duas tríades catalíticas, uma localizada no N-terminal que consiste em T136, 

K168 e Y264 e outra no C-terminal que corresponde à T375, K409 e S502  como sendo as responsáveis 

pela possível atividade proteolítica da Hsp65 de Mycobacterium leprae. Segundo Qamra et al 

2004b, as tríades correspondente em Hsp65 de Mycobacterium tuberculosis são respectivamente  

T88,K120 e Y216 e T327, K361 e S454.   

Em relação suposta tríade, localizada no N-terminal, os resíduos sugeridos como sendo os 

responsáveis pela atividade proteolítica estão muito distantes espacialmente. Os resíduos T88 e 

K120 estão localizados no domínio equatorial a 23 Å de distância, enquanto que o resíduo Y216

está localizado no domínio apical a 44 Å e 54 Å de distância dos resíduos T88 e K120

respectivamente. Analisando-se a tríade do C-terminal, Qamra et al 2004b discute, com base na 

estrutura cristalográfica, que os resíduos T327 e K361 estão localizados no domínio apical a uma 

distância de 18 Å e que o resíduo S454 está localizado no domínio equatorial e está distante 42 Å e 

50 Å dos resíduos T327 e K361 respectivamente.  

Em ambas supostas tríades, os resíduos estão espacialmente muito distantes, localizados 

em domínios diferentes (Figura 09) e a estrutura não parece sugerir nenhuma movimentação 

conformacional que possa promover uma proximidade entre esses resíduos. Isso indica que esses 

resíduos sugeridos não formam uma tríade catalítica em Hsp65 de Mycobacterium tuberculosis, 

mas que, podem ter outros resíduos que contribuem para essa possível função. 
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Figura 9: Figura gerada, pelo programa PyMol, utilizando o modelo do pdb da Hsp65 de Mycobacterium 
tuberculosis (1sjp). O modelo mostra o monômero com destaque para os domínios apical, intermediário e 
equatorial. 
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4.2 NUDEL (nuclear distribution element-like)

4.2.1 Expressão e Purificação da proteína NUDEL-HUM

As mesmas condições de expressão e indução realizadas para a obtenção da proteína 

Hsp65 de Mycobacterium leprae foram mantidas para a produção da proteína NUDEL-HUM. 

Apenas pequenas modificações na temperatura de indução e na quantidade de IPTG foram 

testadas. Assim sendo, para a produção da proteína NUDEL-HUM em altas quantidas, realizou-

se a expressão em BL21 (DE3) em densidades óticas de 0,8 a 37 ºC por 4 horas. A indução foi 

otimizada e, deu-se com 1 mM de IPTG a 30 ºC. Pela análise do SDS-PAGE (figura 10), fica 

evidente a produção da proteína por expressão heteróloga após a indução.  

Figura 10: Gel SDS-PAGE 12,5 % . (1) fração não induzida (0 horas – sem IPTG), (2) a fração induzida 
após 4 horas da adição de 1 mM de IPTG e o (3) representa o marcador de peso molecular usado como 
referência para checar o peso da proteína.        

Os experimentos prosseguiram no sentido de checar a solubilidade da proteína e iniciar os 

testes de purificação. Assim sendo, após lise celular por sonicação para determinação da 

solubilidade da proteína, observou-se que a NUDEL-HUM está presente tanto na fração solúvel 

quanto na fração insolúvel. Nesse sentido, vários testes de purificação, por cromatografia de 
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afinidade de Ni-NTA, foram executados com o objetivo de se conseguir maior rendimento em 

relação à pureza e quantidade de proteína.   

Ao final de todos os testes realizados a melhor condição de purificação foi obtida com a 

proteína proveniente da fração celular insolúvel. A figura 11 representa as eluições feitas com 

500 mM de imidazol. As eluições foram coletadas de 1 em 1 ml e analisadas em gel de 

poliacrilamida, separadamente. Após a análise, as proteínas foram reunidas e concentrada para 

dar continuidade aos experimentos. 

Figura 11: Gel SDS-PAGE 12,5% que representa a purificação da NUDEL-HUM feita da fração protéica 
insolúvel. No gel estão representadas as eluições de 1, 3, 5 ,7 e 10 além do marcador de peso molecular 
usado como referência para analisar o peso molecular da proteína.  

Com a obtenção da proteína pura e em quantidade suficiente, a próxima etapa na execução 

do projeto foi conseguir a proteína no seu estado enovelado, uma vez que foi necessário o uso de 

agente desnaturante para a solubilização da protéina. O método para a renaturação protéica usado 

foi o da diluição, em tampão descrito nos procedimentos experimentais, seguido de diálise para a 

retirada dos aditivos usados nesse tampão. Não se observou qualquer indicativo de precipitação 

protéica durante a diluição da amostra, no tampão de renaturação, nem na posterior diálise, para a 

retirada dos aditivos.  

O sucesso da etapa de renaturação da proteína deve-se, particularmente, à presença de um 

aditivo chamado de l-arginina. Esse aditivo é considerado um estabilizador dos estágios 
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intermediários do processo de renovelamento e está sendo amplamente utilizado em 

experimentos de renaturação (LIU et al., 2007,  ARAKAWA et al., 2007). 

A proteína proveniente da diálise foi concentrada a 10 mg/ml (Figura 12) e essas amostras 

submetidas a ensaios espalhamento dinâmico de luz (DLS), dicroísmo circular (CD) e 

fluorescência. 

Figura 12: Gel SDS-PAGE 12,5 % apresentado a proteína NUDEL-HUM em alto grau de pureza e 
concentrada à 10 mg/ml e adequada para dar início aos estudos estruturais. 
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4.2.2 Espalhamento Dinâmico de Luz (DLS) 

Primeiramente, medidas com a proteína em baixa concentração foram realizadas para 

determinar os efeitos do pH na distribuição de tamanhos da proteína (presença de monômeros 

e/ou oligômeros). A proteína foi diluída para 1 mg/ml, a partir da solução da proteína concentrada 

a 10 mg/ml, em tampões com 100 mM de NaCl e diferentes pHs (pH 4,5, 6,0, 7,5, 8,5 e 9,5). 

Observou-se que no pH 4,5, a proteína precipita da solução, indicando a proximidade desse pH 

ao pI da proteína (pI teórico de 5,3). 

 A figura 13 apresenta os resultados obtidos em termos do percentual de massa em função 

do raio hidrodinâmico médio das distribuições de tamanho. As distribuições de tamanho obtidas 

para os diferentes pHs testados indicam que a proteína apresenta-se, majoritariamente, em estado 

polidisperso, na forma de grandes oligômeros e em tamanhos de agregação diferente, nos pHs 

9,5, 8,5 e 6,0 (Figura 13a, b e d respectivamente).  Em pH 7,5 apresenta-se em condição 

monodispersa, formada por oligômeros de mesmo peso molecular (Figura 13c).  

Figura 13: Medidas de DLS da proteína NUDEL a 1 mg/ml em diferentes pHs, pH 9,5 (a); pH 8,5 (b); pH 7,5 (c) e 
pH 6,0 (d). O gráfico exemplifica a porcentagem (eixo Y) da proteína que apresenta determinado raio hidrodinâmico 
(eixo X).  
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Para os ensaios de cristalização são, geralmente, utilizadas concentrações de proteínas 

acima de 1 mg/ml. Condições de alta concentração protéica favorecem a interação entre as 

proteínas o que pode levar a uma diferente distribuição de tamanho da amostra em solução. 

Assim, a caracterização da proteína em alta concentração se fez necessária. Para esses estudos, a 

condição de pH 7,5 foi escolhida, pois apresentou agregados menores (em torno de 5 nm) e 

monodispersos. Além disso, estudos de atividade da NUDEL indicam que a proteína encontra-se 

em sua forma ativa em pH 7,4 (HAYASHI et al., 2005) e 7,5 (HAYASHI et al., 2000).  

Assim sendo, a curva de distribuição de tamanhos, para proteína em alta concentração 

(10,0 mg/ml) é mostrada na figura 14a. Como pode ser visto, aproximadamente 92,5 % da 

proteína em solução, em tampão pH 7,5 com 100 mM de NaCl, apresentou-se na forma de  

agregados com raio hidrodinâmico de  15,7 nm mostrando que ocorre agregação perante aumento 

da concentração da NUDEL. 

Uma alternativa para reduzir a formação de múltiplos oligômeros em solução foi a 

aplicação de aditivos que interagem com a proteína. Sabendo-se que a NUDEL possui um sítio 

predito de ligação a zinco em sua seqüência e que essa proteína é ativada na presença de DTT, 

ambos aditivos foram testados. Dessa forma, experimentos em alta concentração (10 mg/ml) 

foram realizados nas mesmas condições (pH 7,5 e 100mM NaCl ) na presença de cloreto de zinco 

(0,1 mM) e DTT (1 mM). Os resultados estão apresentados na figuras 14b e 14c.   

Observou-se que a presença de cloreto de zinco no tampão de diálise, após renaturação da 

proteína, reduziu o raio hidrodinâmico para 3,7 nm (peso molecular calculado 74 kDa) (Figura 

14b). A proteína na presença de zinco mostrou-se relativamente homogênea de forma que 90,0% 

apresentou-se com raio hidrodinâmico de 3,7 nm. Os outros 10 % consistem de 7% do total de 

proteínas portando um raio de 15 nm e 3 % com raio de 20 nm. 

A adição de 1 mM de DTT na amostra concentrada a 10 mg/ml proveniente da diálise 

com tampão contendo zinco (incubada por 24 horas a 4 ºC após adição de DTT) forneceu a 

medida de 2,8 nm do raio hidrodinâmico, correspondente ao peso molecular calculado de 39 kDa, 

aproximadamente o peso molecular predito para o monômero da NUDEL com cauda de 6 

histinas (39,187 kDa). A proteína nessa condição demonstrou-se monodispersa, pois 89,9 % da 

amostra apresentou um raio hidrodinâmico de 2,8 nm, 6,8 % com raio de 11,5 nm e 4,3 % com 

raio de 15 nm (Figura 14c). Acredita-se que essa seja a melhor condição para os ensaios de 

cristalização, uma vez que é a proteína monomérica que apresenta atividade em pH 7,5 na 

presença de 0,5 ou 1 mM de DTT (HAYASHI et al., 2000, HAYASHI et al., 2005).  
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Figura 14: Medidas de DLS da proteína NUDEL a 10 mg/ml em pH 7,5 contendo 100 mM de NaCl na ausência de 
aditivos (a); presença de zinco a 0,1 mM (b) e presença de zinco e DTT (c). O gráfico exemplifica a porcentagem 
(eixo Y) da proteína que apresenta determinado raio hidrodinâmico (eixo X).  

É importante ressaltar que a NUDEL possui outras funções, além da atividade 

oligopeptidásica, que se relacionam à formação de complexos macromoleculares, tais como os 

formados com LIS1 e DISC1. Assim, na condição em que a NUDEL apresenta-se em estado 

oligomérico monodisperso, as interações entre os monômeros podem favorecer a estabilização de 

possíveis regiões mais flexíveis de associação com outras proteínas citoplasmáticas. Isto faz com 

que a NUDEL em estados oligoméricos monodispersos seja, também, um bom candidato para 

ensaios de cristalização.  



                                                                            Capítulo 4 - Resultados e Discussão: NUDEL - 45

4.2.3 Dicroísmo Circular 

Os espectros de CD no UV distante (195 a 260 nm) foram realizados para analisar a 

condição estrutural apresentada pela proteína após o processo de enovelamento, visto que foi 

necessário o uso de condição desnaturante para o processo de solubilização protéico. Para a 

análise da presença de estrutura secundária após renaturação, foi feito o uso do espectro protéico 

por dicroísmo circular (Figura 15 – curva preta). Pode-se observar que a proteína apresenta 

estruturas secundárias típicas como �-hélices e folhas � o que é um indício da estruturação 

proteíca e renovelamento. Esses resultados foram usados em programas de deconvolução de 

dados para analisar quantitativamente as porcentagens das estruturas secundárias (tabela 2).  

Figura 15: Espectros de CD no UV distante da proteína NUDEL na ausência de aditivos (preto), presença 
de Zinco (vermelho) e DTT+Zinco (verde) em 15 mM de Tris-HCl pH 7,5 e 30 mM de NaCl em 
temperatura ambiente.
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Tabela 2: Composição de estrutura secundária da proteína nudel na ausência e presença de aditivos. Os valores são 
dados em porcentagem (%) e o erro é de 6,20 % para as medidas adquiridas de 195 a 260 nm. 

A figura 15 apresenta duas outras condições que foram testadas (curvas em vermelho e 

verde). A intenção de se analisar os espectros com o uso de dois aditivos diferentes foi analisar se 

eles interferem na estruturação da proteína. Foi importante observar esses dados, pois mesmo 

com o uso de um agente precipitante (zinco) a proteína apresentou o mesmo padrão de estruturas 

secundárias. Os espectros apresentam picos negativos bem definidos próximos a 206 e 224 nm e 

o pico máximo em 195 nm indicando que a proteína é composta tipicamente de α-hélices e 

folhas-β.  

Para compreender melhor a influência do DTT e do zinco, análises quantitativas do 

conteúdo de estrutura secundária das proteínas foram realizadas. Os resultados da quantificação, 

apresentados na Tabela 2, mostram que o conteúdo de estrutura secundária da proteína NUDEL 

na ausência e presença dos aditivos zinco e DTT é bem similar. Assim, infere-se que os aditivos 

não estão envolvidos na estruturação, mas sim na estabilidade na proteína.  

Proteínas Recombinantes Alfa-Hélice Folha Beta 
Antiparalela Folha Beta Paralela Beta-turn Random Coil 

Nudel 17,7 23,2 6,1 18,4 33,8 
Nudel+Zn 17,5 24,6 6,2 18,7 32,6 

Nudel+Zn+DTT 19,3 23,8 6,7 16,4 33,1 
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4.2.4 Fluorescência 

Experimentos de emissão intrínseca de fluorescência também foram realizados nas 

mesmas condições do CD, ou seja, na ausência/presença de aditivos, com o objetivo de obter 

informações sobre a localização do resíduo de triptofano na estrutura terciária. Os espectros 

apresentados na figura 16 ilustram que a adição de aditivos causa um pequeno deslocamento do 

máximo de emissão, o que pode estar relacionado à mudança do estado oligomérico da amostra. 

Um pico em 333 nm é observado na ausência de aditivos, enquanto picos em 335 e 337 nm, são 

observados na presença de zinco e zinco e DTT, respectivamente.   

Figura 16: Espectro de emissão de fluorescência da proteína NUDEL na ausência de aditivos (preto), presença de 
Zinco (vermelho) e presença de Zinco e DTT (verde) em 15 mM de Tris-HCl pH 7,3 e 30 mM de NaCl em 
temperatura ambiente. Os máximos de emissão observados para a proteína na ausência de aditivos é 333 nm, na 
presença de Zinco e Zinco/DTT é 335 e 337 nm, respectivamente.

Esses dados indicam que a proteína encontra-se enovelada e que o resíduo de triptofano 

apresentam-se pouco acessível ao solvente, já que seus espectros não mostram um pico a 350 nm, 

típico de proteína desnaturada ou da presença de aromáticos na superfície da proteína. Dessa 

forma, a presença do pico de máximo de emissão na faixa de 330 a 340 nm, constitui uma 

evidência de que o resíduo de triptofano apresenta pouca acessibilidade ao solvente, ou seja, 

apresenta-se enterrado no núcleo hidrofóbico da proteína (Figura 16).  
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De maneira geral, os experimentos de CD e emissão intrínseca de fluorescência mostram 

que a proteína apresenta uma estrutura secundária definida composta, majoritariamente, de 

folhas-β, e o resíduo de triptofano pouco acessível ao solvente, sendo que o conteúdo de estrutura 

secundária e a localização do resíduo de triptofano permanecem pouco alterados na presença de 

aditivos.  Isto indica que as mudanças na distribuição de tamanhos da proteína em solução 

induzidas pelos aditivos, como observado pelos experimentos de DLS (Figura 14), não são 

acompanhadas por mudanças expressivas na composição de estrutura secundária da proteína.  

Dessa forma, as medidas de CD e fluorescência forneceram informações estruturais úteis 

da proteína nas condições testadas que favorecem o prosseguimento dos experimentos de 

cristalização. 
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4.2.5 Ensaios de Cristalização 

Após a análise conjunta dos experimentos de DLS, CD e fluorescência, concluiu-se que a 

proteína NUDEL na ausência de aditivos, presença de zinco e zinco + DTT em pH 7,5 apresenta-

se estruturada e monodispersa. Assim, as três amostras constituem soluções protéicas com 

potencial de cristalização. Os testes iniciais de cristalização foram feitos com a proteína nas 

seguintes condições: 

- 8,5 mg/ml em 50 mM de Tris-HCl pH 7,5 e 100 mM de NaCl. 

- 10,0 mg/ml em 50 mM de Tris-HCl pH 7,5, 100 mM de NaCl e 0,1 mM de cloreto de zinco. 

- 10,0 mg/ml em 50 mM de Tris-HCl pH 7,5, 100 mM de NaCl, 0,1 mM de cloreto de zinco e 1 

mM de DTT. 

Os ensaios de cristalização foram feitos em placas de 24 poços utilizando-se os kits 

comerciais da Hampton Research Crystal Screen e Crystal Screen 2. 

Os experimentos de cristalização estão em andamento com o objetivo de conseguir 

cristais difratáveis para os futuros estudo estruturais. 
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4.2.6 Alinhamento múltiplo de seqüências da NUDEL 

Com o intuito de enriquecer as informações coletadas com os experimentos práticos foi 

feita uma análise da seqüência da proteína NUDEL de outros organismos. Esse alinhamento foi 

feito com base nas seqüências encontradas pelo PSI-Blast (ALTSCHUL  et al., 1990) que 

demonstrou uma alta homologia da proteína em estudo. As espécies, em análise na figura 17,  

foram escolhidas devido a alta similaridade de seqüências. Em particular, NUDEL-RAT e HUM 

compartilham 95% de aminoácidos que são idênticos. 

A figura 17 ilustra uma região do N-terminal altamente conservada da NUDEL em Homo 

sapiens, Rattus novergicus, Bos taurus, Pan troglodytes e Canis familiaris. De acordo com 

estudos de duplo híbrido realizados (NIETHAMMER et al., 2000; SASAKI et al., 2000) a região 

N-terminal da NUDEL inclui o sítio de ligação da LIS1 (Figura 17 – região grifada), assim 

sendo, considera-se que a função do complexo LIS1-NUDEL é altamente conservada durante a 

evolução.  

Uma outra análise, usando o Programa Coils (Lupas et al., 1991), demonstrou que o N-

terminal conservado contém uma região coiled-coil entre os resíduos 20 e 180. Essa região é 

também chamada de super estrutura secundária sendo formada por duas fitas α-hélices que estão 

altamente interligadas resultando em uma estrutura altamente reforçada. 

 O C-terminal da NUDEL mostra algumas substituições de aminoácido e contém o sítio 

de ligação da DISC1. Nessa região, todos os aminoácidos são conservados, em especial, os 

principais resíduos envolvidos na ligação da DISC1, que são L266 e E267 (Figura 17 – caixa 

preta). Outro resíduo conservado é a cisteína catalítica C273 o que também é um indício da sua 

importância evolutiva (Figura 17 – caixa amarela). 
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Figura 17: Comparação da seqüência de aminoácidos da proteína NUDEL de Homo sapiens (código de 
acesso no GenBankTM NP110435), Pan troglodytes (código de acesso no GenBankTM XP001166739), 
Canis familiaris (código de acesso no GenBankTM XP850046) e Bos taurus (código de acesso no 
GenBankTM XP587963). Os resíduos idênticos estão em cinza claro. O sítio de ligação da DISC1 está 
representado pela caixa em preto e o domínio de interação com a LIS1 está grifado. Em amarelo destaca-
se a cisteína catalítica. O alinhamento foi gerado o ClustalW 
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html. 



                                                                                                               Capítulo 5 – Conclusão - 52

�������	
�
�
�	������	


Esse capítulo apresenta um resumo de todas as atividades executadas no decorrer desse 

trabalho com destaque para os resultados mais relevantes.  Como demostrado em todo o trabalho, 

a conclusão também se divide em duas, a primeira parte refere-se à proteína Hsp65 de 

Mycobacterium leprae e a segunda conclui os resultados da caracetrização da proteína NUDEL-

HUM. Além disso, ao final de cada conclusão são sugeridos o andamento e a perspectiva futura 

dos trabalhos. 
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5.1 Hsp65 de Mycobacterium leprae

   Os protocolos de expressão e purificação foram estabelecidos e acertados durante a 

execução do projeto. A Hsp65 de Mycobacteirum leprae é passível de obtenção por expressão 

heteróloga em E.coli em corpúslos de inclusão.  

A etapa de lavagem dos corpúsculos de inclusão antes da solubilização proteíca garantiu a 

eliminação da purificação por métodos tradicionais. A figura 05 ilustra a proteína, alvo do estudo, 

com alto grau de pureza.  

Devido ao uso de agente desnaturante para a solubilização proteíca, foi necessário 

experimento de renovelamento. A forma enovelada da proteína, foi assegurada pelos 

experimentos de CD que confirmaram uma estruturação secundária tipicamente formada por α-

hélices e folhas β (Figura 06). Estudos de espalhamento dinâmico de luz contribuiram para 

observar a presença de uma solução monodispersa formada de trímeros (Figura 07). Essa amostra 

foi concentrada até o ponto máximo de saturação para dar início aos testes de cristalização. 

Os experimentos de cristalização, até o momento, não resultaram em cristais difratáveis, 

sendo apenas possível observar a presença de precipitados cristalinos e a formação de pequenos 

cristais em forma de agulha. As placas estão sob intensa obervação e algumas condições de 

refinamento estão em andamento com o objetivo de obter cristas difratáveis para os estudos 

estruturais.    
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5.2 NUDEL (nuclear distribution element-like)

 A metodologia aplicada para a expressão da proteína NUDEL em sistema heterólogo foi 

bem sucedida na obtenção de altas quantidades da proteína na fração insolúvel.  

    A purificação da NUDEL foi realizada sob condições desnaturantes a partir da proteína 

presente no corpo de inclusão e foi possível a obtenção de grande quantidade de proteína 

purificada e um alto grau de pureza.  

Não houve precipitação da proteína durante a renaturação pelo método da diluição 

usando-se L-arginina ou diálise na presença e ausência de cloreto de níquel. A proteína foi 

concentrada a 10 mg/ml para os experimentos de DLS que mostraram que a proteína apresenta-se 

monomérica e monodispersa (89,9%) na presença de zinco e DTT. Os espectros de CD e 

fluorescência indicaram que a proteína apresenta-se estruturada após a renaturação nas condições 

testadas e que os aditivos usados não influenciam nas porcentagens dos constituintes secundários 

da protéina e nem no enovelamento da mesma, respectivamente. 

Tentativas de cristalização na ausência de aditivos, na presença de 0,1 mM de cloreto de 

zinco ou cloreto de zinco e 1 mM de DTT estão em andamento, a condição mais promissora para 

formação dos cristais, é a plca que contém solução protéica com cloreto de zinco e 1 mM de 

DTT. Uma possibilidade para futuros experimentos seria a prévia caracterização espectroscópica 

da solução protéica na presença de inibidores e posteriores ensaios de cristalização com a adição 

dos mesmos. 
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