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RESUMO 

 

O silenciamento por RNA é um sistema conservado de resposta a moléculas de RNA dupla 

fita (dsRNA) presente em todos eucariontes, que desempenha papéis fundamentais como a 

regulação da expressão gênica, resistência a vírus e controle da transposição de elementos 

móveis. Porém proteínas de diferentes origens, viral ou endógena, são capazes de suprimir o 

silenciamento por RNA, e o mecanismo de ação dessas proteínas não é totalmente 

compreendido. Um desses supressores endógenos é uma proteína do tipo calmodulina 

denominada rgs-CaM (regulator of gene silencing CaM) que foi identificada em plantas de 

tabaco. Calmodulinas são proteínas que desempenham papéis importantes na sinalização de 

cálcio em células eucarióticas e regulam a atividade de inúmeras proteínas com diversas 

funções celulares. Até hoje, entretanto, muito pouco se sabe sobre as características 

estruturais e propriedades regulatórias da rgs-CaM. Pensando nisso, o presente estudo teve 

como objetivo amplificar e clonar a região codificadora da proteína supressora rgs-CaM de 

Nicotiana tabacum, realizar a expressão da proteína rgs-CaM, avaliar a solubilidade da 

proteína recombinante em diferentes condições, purificar a proteína recombinante e 

determinar as suas propriedades estruturais. Para tal, a região codificadora da rgs-CaM de 

tabaco foi amplificada e clonada no vetor de expressão pMal-c2E e transferida para as células 

de Escherichia coli BL21 (DE3) Rosetta, visando a expressão de grandes quantidades de 

proteína recombinante solúvel. A proteína de fusão MBP:rgs-CaM expressa foi purificada por 

cromatografia de afinidade utilizando coluna de afinidade (amilose) e analisada por DLS. A 

proteína purificada formou agregados de alto peso molecular com elevada polidispersividade 

em diferentes condições (temperatura, pH e concentração de sal). No entanto, na presença de 

detergentes como o Tween 20, os agregados foram desfeitos e a polidispersividade reduzida 

para níveis aceitáveis para fins de cristalização. As análises de CD empregando a proteína rgs-

CaM fusionada a MBP evidenciaram um alto conteúdo de alfa-hélices, e na presença de 1mM 

de EGTA, observou-se uma mudança de espectro, sugerindo perdas estruturais de alfa-

hélices, provavelmente pela remoção de íons Ca2+ da estrutura da proteína. 

 

Palavras-chave: supressão de silenciamento por RNA, rgs-CaM, expressão de proteína, 

dicroísmo circular (CD), espalhamento dinâmico de luz (DLS) 
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ABSTRACT 

 

RNA silencing is a conserved mechanism activated by double-stranded RNA molecules 

(dsRNA) present in all eukaryotes, which plays essential roles in the regulation of the gene 

expression, in host resistance to viruses and control of transposition of transposons. However 

proteins from different sources, viral or endogenous, are able to suppress the silencing by 

RNA, and the mechanism of action of these proteins is not fully understood. One of these 

endogenous suppressor is a calmodulin-like protein (CaM) called rgs-CaM (regulator of gene 

silencing CaM) that was identified in tobacco plants. Calmodulins are proteins that play 

important roles in calcium signaling in eukaryotic cells and regulate the activity of numerous 

proteins with diverse cellular functions. Until today, however, very little is known about the 

structural features and regulatory properties of the rgs-CaM. Thinking about it, the present 

study aimed to amplify and clone the coding region of the suppressor protein rgs-CaM from 

Nicotiana tabacum, to make the expression of rgs-CaM protein, to evaluate the solubility of 

the recombinant protein under different conditions, to purify the recombinant protein and 

determine their structural properties. To this end, the coding region of rgs-CaM of tobacco 

was amplified and cloned in the expression vector pMal-c2E and transferred to the cells of 

Escherichia coli BL21 (DE3) Rosetta, aim expression of large quantities of soluble 

recombinant protein. The fusion protein was purified by affinity chromatography using 

affinity column (amylose) and analyzed by DLS. The purified protein formed aggregates of 

high molecular weight with elevated polydispersity at different conditions (temperature, pH 

and salt concentration). However, in the presence of detergents such as Tween 20, aggregates 

were undone and the polydispersity reduced to acceptable levels for crystallization purposes. 

CD analysis of the rgs-CaM protein fused to MBP showed a high content of α-helix, and in 

the presence of 1mM EGTA, a change of the spectrum was observed, suggesting loss of 

structural α-helix, probably by removing Ca2+ ions of protein structure. 

 

Keywords:  RNA silencing supressor, rgs-CaM, protein expression, dynamic light scattering 

(DLS), circular dichroism (CD)  
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I. INTRODUÇÃO 

 

I.1 Silenciamento por RNA 

 

O termo “silenciamento por RNA” refere-se a um mecanismo de regulação da 

expressão gênica a nível transcricional e pós-transcricional, altamente conservado em 

eucariontes, que consiste na degradação sequência-específica de genes homólogos em 

resposta a moléculas de RNA de fita dupla (dsRNA) (Sarmiento et al., 2006; Ding & Voinnet, 

2007; Nowotny & Yang, 2009; Padmanabhan et al., 2009). O silenciamento por RNA foi 

primeiramente observado por dois grupos independentes (Napoli et al., 1990; Van Der Krol et 

al., 1990). Estes pesquisadores tinham por objetivo superexpressar a chalcona sintetase 

(CHS), enzima que participa da via de biossíntese de antocioninas proporcionando uma 

pigmentação púrpura mais intensa para flores de petúnia, porém observaram perda parcial ou 

total da pigmentação. O fenômeno foi denominado co-supressão, pois a introdução de um 

transgene levou ao silenciamento simultâneo do próprio transgene e do gene endógeno 

homólogo (Napoli et al., 1990; Van Der Krol et al., 1990). Posteriormente descoberto em 

diferentes organismos modelo, este fenômeno recebeu diferentes denominações dependendo 

do organismo onde foi encontrado: PTGS (post transcriptional gene silencing) em plantas; 

“quelling” em fungos, e RNAi (RNA interference) em animais e eucariontes inferiores. 

Entretanto, todos esses fenômenos passaram a ser chamados simplesmente de silenciamento 

por RNA (Kooter et al., 1999; Li & Ding, 2001; Matzke et al., 2001; Vaucheret et al., 2001; 

Waterhouse et al., 2001; Hannon, 2002; Plasterk, 2002; Volpe et al., 2002; Tang et al., 2003). 

O silenciamento por RNA desempenha papéis fundamentais em diferentes processos 

biológicos essenciais como, por exemplo: resistência a vírus, controle da transposição de 

elementos móveis, regulação da expressão gênica, formação de heterocromatina e 
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silenciamento do centrômero (Hannon, 2002; Provost et al., 2002; Dawe, 2003; Matzke & 

Matzke, 2003).  

Nesse sistema, a presença de moléculas de dsRNA ativa uma série de eventos que 

culmina, entre outros efeitos, na degradação das moléculas de RNA homólogas ao dsRNA 

ativador. De forma geral, essas respostas fazem parte de mecanismos de resposta contra vírus, 

sendo algumas delas comuns a todos os eucariontes (Hannon, 2002). A ativação dos 

mecanismos de resposta antiviral nestas células como resultado da presença de moléculas de 

dsRNA deve-se ao fato de tais moléculas serem, em sua maioria, de origem viral. Entretanto, 

cada vez mais é relatado na literatura a presença de RNAs de fita dupla endógenos em 

eucariontes, conhecidos como microRNAs (miRNAs), que ativam o silenciamento e atuam na 

regulação de diversos genes endógenos (Kumar & Carmichael, 1998; Waterhouse et al., 

2001; Hannon, 2002; Lu et al., 2005; Rajagopalan et al., 2006; Kasschau et al., 2007). 

 

I.2 O mecanismo de silenciamento por RNA 

 

A grande especificidade de reconhecimento das seqüências alvo é umas das 

características que mais se destaca no silenciamento por RNA. Tal especificidade é fornecida 

por pequenos RNAs anti-senso (ssRNAs), produzidos a partir das moléculas de dsRNA 

ativador, que podem formar um duplex com a molécula de RNA alvo (Dougherty & Parks, 

1995; Sijen et al., 1996; Hamilton & Baulcombe, 1999; Waterhouse et al., 2001; Hannon, 

2002). O silenciamento pode ser dividido em duas fases: iniciação e efetora (Coller & Parker, 

2005). 

Na fase de iniciação, a  molécula de dsRNA é processada por uma RNase do tipo III 

denominada Dicer que produz, dependendo da isoforma, dsRNAs de ~21 ou ~24 nucleotídeos 

(nts), denominados pequenos RNAs de interferência (siRNAs) (Hammond et al., 2000; 
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Zamore et al., 2000; Bernstein et al., 2001; Elbashir et al., 2001; Tang et al., 2003). Esses 

últimos apresentam uma estrutura molecular muito bem definida: um grupo fosfato na 

extremidade 5’ e dois nucleotídeos protuberantes na extremidade 3’. A enzima Dicer 

apresenta diferentes homólogos em diferentes espécies (Sledz & Williams, 2005; Shrey et al., 

2009). Os animais geralmente codificam uma única Dicer, a qual é capaz de gerar várias 

classes de pequenos RNAs, exceção feita a C. elegans e Drosophila, na qual duas Dicers são 

codificadas (Sledz & Williams, 2005; Shrey et al., 2009). Esta enzima possui um domínio 

RNA helicase capaz de desenovelar os siRNAs formando pequenos RNAs de fita simples 

(ssRNAs) com ~21 nts  (Sledz & Williams, 2005; Shrey et al., 2009). 

 Na fase efetora, os ssRNAs são preferencialmente transferidos para uma 

endoribonuclease, denominada Slicer, que é responsável pela clivagem do RNA alvo e parte 

integrante de um complexo enzimático denominado complexo de silenciamento induzido por 

RNA (RISC) (Hammond et al., 2000). Cabe ressaltar que nesta etapa apenas uma das fitas 

(anti-senso) será utilizada como guia e adicionada ao complexo RISC. A outra fita (senso), 

denominada passageiro, será clivada pelas proteínas Argonaute presentes no complexo 

(Matranga et al., 2005). Uma proteína denominada R2D2, que é acoplada a Dicer, apresenta 

um papel crucial nesta etapa, sendo responsável por discriminar qual das duas fitas do siRNA 

será a fita guia (antisenso) para o silenciamento gênico (Tomari et al., 2004). A fita 

incorporada será aquela cujo terminal 5’ se complementa com menor energia específica ao 

terminal 3’ da fita complementar. A fita guia orienta o complexo RISC para que o mesmo seja 

capaz de encontrar moléculas de RNA totalmente complementares a ela (alvo), determinando 

assim a sua degradação (Hutvagner & Zamore, 2002). A formação deste complexo é 

dependente de ATP (Nykanen et al., 2001), e diferentes atividades estão associadas: helicase, 

exonuclease e endonuclease (Nykanen et al., 2001; Sledz & Williams, 2005). Todas essas são 



 11
 

essenciais para perfeito funcionamento do mecanismo de silenciamento gênico (Nykanen et 

al., 2001; Sledz & Williams, 2005). 

Uma das características do silenciamento de RNA é seu caráter sistêmico. Em plantas 

e C. elegans a ativação do silenciamento por RNA em uma área localizada, leva a degradação 

sequência específica de transcritos em tecidos situados fora da zona inicial de ativação 

(Palauqui et al., 1997; Voinnet et al., 1998; Winston et al., 2002). Em plantas acredita-se que 

uma molécula sinalizadora com a capacidade de se difundir de célula-a-célula via 

plasmodesmas, e a longa distância através do floema, seja capaz de intermediar a propagação 

do sinal de silenciamento por toda planta (Lucas et al., 2001; Klahre et al., 2002; Mlotshwa et 

al., 2002; Himber et al., 2003; Mallory et al., 2003).  

Outra classe já mencionada de pequenos RNAs regulatórios, os microRNAs 

(miRNAs), distingue-se dos siRNAs pela sua biogênese, muito embora também regulem 

negativamente mRNAs alvos e compartilhem a via de silenciamento gênico (Bartel, 2004). Os 

miRNAs são processados a partir de transcritos endógenos que não codificam proteínas e 

possuem como alvo mRNAs endógenos. A maturação dos miRNAs acontece em duas etapas 

e em dois compartimentos celulares diferentes. No núcleo ocorre a formação dos transcritos 

primários (pri-miRNA) que possuem uma estrutura secundária típica em forma de grampo. 

Uma RNAse do tipo III nuclear denominada Drosha cliva esta estrutura secundária para 

formar um pré-miRNA, que é transportado do núcleo para o citoplasma por intermédio da 

Exportina-5 (Lee et al., 2003). Em uma segunda etapa citoplasmática, o pré-miRNA é agora 

transferido para a Dicer para gerar RNAs de fita dupla de 22 nts, os miRNA maduros. Estes 

agora estão aptos para guiar o complexo RISC até as moléculas de mRNA homólogas 

(Hammond, 2006). 
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I.3 Resposta evolutiva dos vírus ao Silenciamento por RNA 

 

Apesar das plantas e demais eucariontes apresentarem o silenciamento por RNA como 

mecanismo de defesa contra os vírus, estes ainda se mostram capazes de evitá-lo ou até 

suprimi-lo. Evidências de que os vírus seriam capazes de suprimir essa resistência surgiram 

pelo estudo das interações de sinergismo viral entre os membros do gênero Potyvirus e outros 

vírus não filogeneticamente relacionados. Constatou-se que a proteína HC-Pro (codificada 

pelo genoma dos Potyvirus) era responsável pelo sinergismo viral, e que este por sua vez, 

resultaria provavelmente da supressão do mecanismo de defesa do hospedeiro contra o ataque 

viral (Pruss et al., 1997). Estudos posteriores mostraram que a HC-Pro (helper component 

proteinase) era efetivamente capaz de suprimir o silenciamento por RNA, fato este que 

forneceu mais uma comprovação da ligação entre o referido fenômeno e o mecanismo natural 

de defesa da planta contra vírus (Anandalakshmi et al., 1998; Brigneti et al., 1998; Kasschau 

& Carrington, 1998). Simultaneamente, estudos com a proteína 2b de Cucumovirus 

demonstraram que esta também era capaz de suprimir o silenciamento mediado por RNA 

(Brigneti et al., 1998). Em 1999, Voinnet e colaboradores demonstraram de forma definitiva 

que a supressão do silenciamento por RNA é uma estratégia anti-defesa comumente utilizada 

pelos vírus vegetais com genoma composto por moléculas de DNA ou RNA, como 

Geminivirus (por meio da proteína AC2), Sobemovirus (através da proteína P1), Tombusvirus 

(pelo intermédio da proteína 19K) e outros (Comovirus, Tobamovirus e Tobravirus). 

É interessante ressaltar que as proteínas virais supressoras de silenciamento 

apresentam diferentes fenótipos de quebra de silenciamento, atuando de modo diferente e em 

etapas diferentes do processo. A proteína HC-Pro, por exemplo, suprime o silenciamento em 

toda planta, mesmo em tecidos que já estejam silenciados, enquanto a proteína 2b parece atuar 

somente em tecidos mais jovens, bloqueando apenas a iniciação do silenciamento (Beclin et 
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al., 1998; Brigneti et al., 1998; Voinnet et al., 1999). Já a proteína 19K afeta o silenciamento 

por RNA nas folhas novas, enquanto em Comovirus, Tobamovirus e Tombusvirus ocorre 

supressão tanto em folhas novas quanto velhas, porém em ambos casos, a supressão esta 

restrita a áreas da nervura central foliar (Voinnet et al., 1999).  

 

I.3.1 A proteína viral HC-Pro 

 

A proteína HC-Pro (Helper Component-Proteinase) é produzida por vírus vegetais do 

gênero Potyvirus, da família Potyviridae que constitui o mais importante grupo de vírus 

fitopatogênicos (Riechmann et al., 1992). O genoma destes vírus é composto por uma 

molécula de RNA fita simples de polaridade positiva. A família Potyviridae, além do gênero 

Potyvirus, apresenta mais cinco gêneros: Rymovirus, Bymovirus, Macluravirus, Ipomovirus e 

Tritimorivus (Berger et al., 1997). Coletivamente, os membros dessa família causam perdas 

superiores às causadas por todos os outros vírus de plantas em conjunto.  

A proteína HC-Pro é traduzida juntamente com todas as outras nove proteínas virais 

na forma de uma única poliproteína. Desse modo, ao ser traduzida, está associada em sua 

extremidade N-terminal à proteína P1, e do seu lado C-terminal, à proteína P3. A HC-Pro 

libera-se da proteína P3 através de uma atividade proteinase associada ao seu domínio C-

terminal (Carrington et al., 1989), enquanto que a separação P1-HC-Pro depende da atividade 

proteinase da P1 (Carrington et al., 1989). 

Uma proteína HC-Pro típica tem cerca de 460 aminoácidos, apresenta peso molecular 

de aproximadamente 52 kDa e pI teórico de 8,28. Apesar de se tratar de uma proteína 

relativamente pequena, ela acumula um número surpreendentemente grande de funções, 

sendo assim, a proteína que possui o maior número de funções descritas dentre aquelas 

produzidas pelos potyvírus (Maia et al., 1996). A HC-Pro desempenha diversos papéis 
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durante o ciclo de infecção viral: atua como proteinase (em cis); participa da transmissão por 

afídeos; atua como auxiliar da replicação viral e dos movimentos célula-a-célula e a longa 

distância. Adicionalmente é dotada de capacidade supressora determinando a inibição do 

sistema de defesa baseado no  silenciamento por RNA (Carrington et al., 1989; Cronin et al., 

1995; Kasschau & Carrington, 1995; Vance et al., 1995; Maia et al., 1996; Pruss et al., 1997; 

Rojas et al., 1997; Shi et al., 1997; Urcuqui-Inchima et al., 2000). 

Estudos de mutagênese e alinhamento de seqüências sugerem que a HC-Pro pode ser 

divida em três regiões distintas: N-terminal, Central e C-terminal (Figura 1) (Plisson et al., 

2003). A região N-terminal, localizada entre os resíduos 1 a 100, está envolvida na 

transmissão do vírus pelo seu inseto vetor (afídeos), a qual acontece pela sua interação com a 

proteína de capsídeo viral e o canal alimentar dos afídeos. Como já comentado anteriormente, 

a região C-terminal atua como uma proteinase liberando a HC-Pro de sua associação com a 

proteína P3; mas esta região também parece estar envolvida com o movimento viral. 

Evidências experimentais demonstram que a região Central, por sua vez, está envolvida na 

replicação, no movimento viral e na supressão de silenciamento por RNA (Plisson et al., 

2003). A forma biologicamente ativa da proteína HC-Pro é provavelmente um homodímero, 

mas a região responsável por essa interação é motivo de controvérsia,  sendo que os domínios 

N-terminal e C-terminal parecem estar envolvidos (Guo et al., 1999; Urcuqui-Inchima et al., 

2000; Plisson et al., 2003). 
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Figura 1. Representação esquemática dos domínios, e suas respectivas funções, da 
proteína HC-Pro. 

 

A região central da HC-Pro, localizada entre os aminoácidos 100 a 300, já teve alguns 

resíduos chave identificados, como o triplet de aminoácidos IGN envolvido na replicação 

viral, e o CC/SC envolvido no movimento viral e no sinergismo (Cronin et al., 1995; 

Kasschau et al., 1997). Essa região também apresenta atividade de ligação não específica com 

ácidos nucléicos (Maia & Bernardi, 1996), preferencialmente RNA fita simples. Podemos 

também subdividir a região central em dois domínios de ligação a RNA denominados A 

(aminoácidos 89-230) e B (aminoácidos 234-321) (Urcuqui-Inchima et al., 2000) (Figura 1). 

O domínio B apresenta homologia com ribonucleoproteínas (RNPs), proteínas normalmente 

envolvidas no processamento e transporte de RNA, expressão gênica e desenvolvimento 

celular (Maia & Bernardi, 1996; Urcuqui-Inchima et al., 2000). 

Essa capacidade de ligação a moléculas de RNA tem importância bastante evidente 

quando pensamos em replicação viral e transporte do RNA viral. Mutações em aminoácidos 

essenciais para atividade de ligação a RNA da proteína HC-Pro afetam diretamente a sua 

capacidade supressora de silenciamento por RNA (Campos-Pereira, 2002). Entretanto, a 

relação entre ligação a RNA e supressão de silenciamento por RNA não é tão evidente como 

no caso da proteína supressora de silenciamento p19 de Tombusvirus, cuja capacidade de 
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supressão de silenciamento se deve à capacidade dessa proteína em se ligar aos siRNAs de 

~21 a ~24 nts (Silhavy et al., 2002; Vargason et al., 2003). Apesar da HC-Pro suprimir 

fortemente o silenciamento por RNA, ela não impede que o sinal de silenciamento se espalhe 

via floema (longa distância). A presença da HC-Pro leva à diminuição da concentração de 

siRNAs de ~21 nts, mas não afeta negativamente a concentração de siRNAs de ~24 nts, 

podendo inclusive, em algumas linhagens transgênicas, aumentar a concentração destes 

(Mallory et al., 2002; Mallory et al., 2003). Em experimentos de enxertia foi verificado que 

duas linhagens de plantas transgênicas incapazes de transmitirem sistemicamente o 

silenciamento, passaram a ter tal capacidade após terem o silenciamento suprimido pela HC-

Pro (Mallory et al., 2003). 

 

I.4 Supressores endógenos de silenciamento por RNA  

 

Além dos inúmeros supressores de silenciamento gênico de origem viral, supressores 

de silenciamento endógenos foram relatados em eucariontes. A supressão de silenciamento de 

origem endógena controla negativamente a presença de siRNAs e miRNAs, atuando de 

diversos modos. A geração e o controle dos siRNAs e miRNAs são processos essenciais para 

o desenvolvimento normal de plantas e animais (Carrington & Ambros, 2003; Mallory & 

Vaucheret, 2006; Ramachandran & Chen, 2008). 

O primeiro destes supressores foi identificado em Nicotiana tabacum e foi chamado 

rgs-CaM (regulator of gene silencing CaM) (Anandalakshmi et al., 2000). Quando expressa 

em níveis elevados em Nicotiana benthamiana, a rgs-CaM suprime o silenciamento gênico 

induzido pelo vírus X de batata (PVX) (Anandalakshmi et al., 2000). O seu mecanismo de 

ação, porém, é ainda totalmente desconhecido. Uma proteína inibidora da atividade da 

RNaseL de Arabidopsis (denominada RLI2) também apresenta atividade supressora de 
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silenciamento quando expressa em níveis elevados em plantas transgênicas de N. 

benthamiana (Sarmiento et al., 2006).  

Outro supressor endógeno descrito recentemente, a exoribonuclease XRN4 de 

Arabidopsis thaliana, suprime o silenciamento promovendo degradação das moléculas de 

mRNA desprovidas de estrutura CAP (decapeados), que constituem possíveis moldes para 

uma RNA polimerase dependente de RNA (RdRPs) envolvida na via de silenciamento 

(Gazzani et al., 2004). Essas moléculas aberrantes representam ativadores importantes do 

silenciamento, servindo como molde para a produção de novos dsRNAs pela ação da RdRP. 

Os autores observaram que mutações no gene xrn4 promovem o silenciamento dependente da 

atividade RdRP (Gazzani et al., 2004), e conduzem a uma super acumulação de produtos de 

clivagem de miRNAs (Souret et al., 2004). Posteriormente, Gy e colaboradores (2007) 

identificaram mais três proteínas supressoras em Arabidopsis thaliana, as exoribonucleases 

XRN2, XRN3 e FRY1, complementando assim o conhecimento existente da via de supressão 

de silenciamento envolvendo XRN4. Enquanto XRN4 é citoplasmática, XRN2 e XRN3 são 

proteínas nucleares (Kastenmayer & Green, 2000). As exoribonucleases XRN2 e XRN3 

contribuem para a supressão do silenciamento por RNA através da degradação dos pré-

miRNAs presentes no núcleo, enquanto que as XRN4 atuam exclusivamente no citoplasma 

promovendo a degradação de moléculas aberrantes de RNA (Gazzani et al., 2004; Souret et 

al., 2004; Gy et al., 2007). Já a Fry1 atua como um modulador fino das atividades de XRN2, 

XRN3 e XRN4, proteínas responsáveis pela supressão do silenciamento (Gy et al., 2007).  

Curiosamente, observou-se que uma exonuclease conservada em Caenorhabditis 

elegans e Schizosaccharomyces pombe, denominada Eri-1, degrada especificamente siRNAs 

sendo capaz de reduzir a eficiência do silenciamento por RNA in vivo (Kennedy et al., 2004; 

Iida et al., 2006). Adicionalmente, uma família de exoribonucleases conhecidas como SMALL 
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RNA DEGRADING NUCLEASE (SDN), degradam miRNAs maduros em Arabidopsis, 

atuando especificamente em miRNAs de fita simples (Ramachandran & Chen, 2008). 

 

I.5 As Calmodulinas 

 

Segundo a classificação do SCOP (Structural Classification of Protein), as 

calmodulinas (CaMs) são proteínas que possuem um domínio calmodulin-like que é capaz de 

realizar ligações com Ca2+ por meio de uma estrutura hélice-giro-hélice conhecida como EF-

hand (Figura 2) (Kretsinger, 1987). As CaMs são reconhecidas como os mais importantes 

sensores celulares de Ca2+, sendo orquestradores de diversos eventos regulatórios, os quais 

são efetivados pela sua capacidade de interação com um grupo grande e diverso de proteínas 

celulares (Figura 3) (De Koninck & Schulman, 1998; Bouche et al., 2005; Huang & Liu, 

2007). As CaMs são altamente conservadas e amplamente distribuídas em eucariontes. O 

alinhamento das seqüências de aminoácidos de diferentes CaMs revela um alto grau de 

conservação entre animais e plantas (>70% de identidade) (Yang & Poovaiah, 2003). Em 

contrapartida, os domínios de interação das proteínas alvos das CaMs apresentam uma 

extrema variabilidade, o que reflete a grande flexibilidade de ligação dessas proteínas 

(Sneeden & Fromm, 2001; Hoeflich & Ikura, 2002).  

 

Figura 2. Estrutura esquemática de um EF hand. 
(fonte:http://www.biochem.arizona.edu/classes/bioc462/462a/NOTES/ENZYMES/enzyme_re
gulation.html) 
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Figura 3. Distribuição das proteínas de ligação a Calmodulina em diferentes compartimentos 
celulares, incluindo núcleo, retículo endoplasmático e mitocôndria. CaMs podem interagir 
com proteínas de membrana (canais iônicos, bombas de íons e junções comunicativas), 
proteínas do citoesqueleto e com uma variedade de enzimas presentes no citoplasma 
(modificado do endereço eletrônico: http://chemistry.gsu.edu/faculty/Yang/Signaling.htm) 
 

 

As CaMs apresentam oito segmentos helicoidais (A-H) com dois domínios globulares, 

um em cada extremidade, chamados "lóbulos". Cada domínio contém dois EF-hands, local 

onde ocorre a ligação do Ca2+. Porém, algumas destas proteínas podem apresentar um número 

variável de EF-hands - de três (em trigo; CaM-III) (Yang et al., 1996) até seis (Arabidopsis; 

TCH3) (Sistrunk et al., 1994).  Cada EF-hand é formado por uma alça de 12 aminoácidos que 

começa com um ácido aspártico e termina com um ácido glutâmico, formando ligações 

iônicas com o Ca2+ (Babu et al., 1985; Ikura et al., 1992; Meador et al., 1992). Devido a uma 

orientação relativamente perpendicular das hélices ocorre a formação de um bolso hidrofóbico 
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em cada lóbulo formando um local de interação para algumas moléculas alvos (Babu et al., 

1985; Ikura et al., 1992; Meador et al., 1992).  

Em animais existem poucos genes CaM, os quais codificam uma ou poucas isoformas. 

Em contrapartida, as plantas possuem múltiplos genes CaM que codificam para várias 

isoformas (Reddy, 2001; Sneeden & Fromm, 2001) o que sugere que as redes de sinalização 

mediadas por Ca2+/CaM são muito diferentes em plantas se comparadas com os animais. Os 

genes das CaMs são diferencialmente expressos em resposta a inúmeros estímulos externos, 

tais como toque, choque térmico, frio, luz, agentes patogênicos e hormônios como a auxina 

(Reddy, 2001; Sneeden & Fromm, 2001; Townley & Knight, 2002; Ali et al., 2003; Liu et al., 

2003). As CaMs também apresentam padrões de expressão variáveis em diferentes fases de 

desenvolvimento,  bem como em diferentes tecidos e tipos celulares (Yang et al., 1998; 

Sneeden & Fromm, 2001; Duval et al., 2002). 

As calmodulinas não apresentam em si atividade enzimática. Elas são ativadas por 

íons Ca2+ que promovem modificações alostéricas (Figura 4), o que as torna aptas a se ligar 

com sua(s) proteína(s) alvo (De Koninck & Schulman, 1998; Bouche et al., 2005; Huang & 

Liu, 2007). Em alguns casos, a calmodulina serve como uma subunidade reguladora 

permanente de um complexo enzimático, mas, na maioria das vezes, a ligação do Ca2+ 

permite que a proteína se ligue a várias outras proteínas alvo na célula, alterando assim suas 

atividades (De Koninck & Schulman, 1998; Bouche et al., 2005; Huang & Liu, 2007). 

Geralmente, as CaMs são encontradas no citosol, no entanto, podem ser encontradas no 

núcleo (Van Der Luit et al., 1999), no peroxissomo (Yang & Poovaiah, 2002) e na matriz 

extracelular (Ma et al., 1999). A necessidade de ocupar múltiplos locais subcelulares é 

compreensível, pois as proteínas alvo das CaMs estão distribuídas em diferentes 

compartimentos celulares. Assim, um grande número de proteínas celulares, das mais 

variadas funções e localizações, já foram identificadas como alvo das CaMs (Figura 3). 
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Alguns exemplos incluem proteínas kinases, canais de Ca2+, canais de K+, proteínas F-box, 

proteínas com domínios de ligação a RNA, glutamato decarboxylase (GAD), e  outras 

proteínas de função ainda não conhecida (Bouche et al., 2005; Popescu et al., 2007). Algumas 

dessas interações já foram caracterizadas a nível estrutural, e o que se observa é que as 

calmodulinas agem de formas muito diversas como: (a) liberação de autoinibição, (b) 

remodelação ativa de sítio ativo, (c) promoção de dimerização, (d) estabilização de complexos 

multiméricos, (e) inativação por ligação a sitio de ligante (Bouche et al., 2005). 

 

 

 

Figura 4. Regulação alostérica das calmodulinas na presença de íons Ca2+ 
(fonte:http://www.biochem.arizona.edu/classes/bioc462/462a/NOTES/ENZYMES/enzyme_re
gulation.html) 
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I.6 A proteína rgs-CaM 

 

A rgs-CaM (regulator of gene silencing CaM), é uma proteína do tipo Calmodulina 

(CaM) que foi identificada em plantas de Nicotiana tabacum atuando como supressora de 

silenciamento por RNA (Anandalakshmi et al., 2000).  Esta proteína, capaz de interagir com a 

HC-Pro, foi evidenciada pelo sistema duplo-híbrido de levedura (Anandalakshmi et al., 

2000). Plantas transgênicas de N. benthamiana superexpressando a rgs-CaM apresentam 

alterações fenotípicas semelhantes àquelas observadas em N. benthamiana transgênicas 

expressando HC-Pro (Anandalakshmi et al., 2000). A interação da rgs-CaM com a proteína 

viral HC-Pro, e o fato de que sua expressão pode ser induzida pela HC-Pro, sugerem que a 

supressão do silenciamento pela HC-Pro possa ser mediada pela rgs-CaM. Embora o 

mecanismo de atuação envolvido seja ainda desconhecido acredita-se que ocorra a ativação de 

uma via endógena que regularia negativamente o sistema de silenciamento (Anandalakshmi et 

al., 2000). A rgs-CaM tem 190 aminoácidos, um peso molecular de ~21 kDa, um pI teórico de 

4,74, e possui quatro domínios EF-hands (aminoácidos: 54-82, 90-118, 127-155 e 163-189). 

A região N-terminal de 50 aminoácidos é rica em resíduos básicos, e apresenta características 

típicas de uma região alvo de outras calmodulinas (Anandalakshmi et al., 2000), o que indica 

a existência de uma possível auto-regulação (Figura 5).  

 

 

 

Figura 5. Representação esquemática dos domínios da proteína rgs-CaM. EF-hands (EF) e 
porção N-terminal (N). 
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A proteína rgs-CaM desperta uma ampla gama de interesse, pois foi a primeira 

proteína endógena identificada como supressora de silenciamento, além de ter provavelmente 

um papel chave na supressão do silenciamento envolvendo a proteína viral HC-Pro 

(Anandalakshmi et al., 2000). Além disso, essa proteína pertence a classe das calmodulinas 

que participam de diversas vias metabólicas (De Koninck & Schulman, 1998; Bouche et al., 

2005; Huang & Liu, 2007). Apesar disso, até hoje pouco se fez para determinar suas 

atividades bioquímicas, e os ensaios visando desvendar o seu mecanismo de ação são 

insipientes. Desse modo, a expressão da proteína rgs-CaM em sistema heterólogo e sua 

purificação servem de base para que testes de atividade in vitro sejam realizados visando 

determinar suas propriedades biológicas e estruturais.  
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II. OBJETIVOS 

 

Objetivo geral: 
 

- Obter a proteína rgs-CaM pura para determinar as suas propriedades estruturais. 
 

 

Objetivos específicos: 

- Amplificar e clonar a região codificadora da proteína supressora rgs-CaM de 

Nicotiana tabacum. 

- Realizar a expressão da proteína rgs-CaM em Escherichia coli. 

- Purificar a proteína recombinante.  
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III. MATERIAL E MÉTODOS 

 

III.1 Amplificação da região codificadora da rgs-CaM por RT-PCR 

 

O RNA total de plântulas de Nicotiana tabacum SR1 foi extraído seguindo protocolo 

descrito (Sambrook & Russell, 2001) utilizando cerca de 100 mg de  tecido macerado em 

nitrogênio líquido, sendo o mesmo armazenado em freezer -80ºC até o momento de uso. O 

RNA total extraído foi usado como molde para sintetizar a primeira fita de cDNA 

empregando a transcriptase reversa SuperScript III (Invitrogen) conforme as recomendações 

do fabricante.  

O cDNA da rgs-CaM foi amplificado usando os oligonucleotídeos: Eco Foward 5´- 

GGCGAATTCATGTGCATGGAATCAGTTTC – 3´ e  Xba reverse 5´- 

CTAGTCTAGATTA ACTTGTCATCATAGCTTTGAAC – 3´, desenhados com base em 

sequência de nucleotídeos depositada no GenBank (número de acesso AF329729).  O produto 

de amplificação de ~600 pares de base (pb) compreende toda região codificadora da rgs-CaM, 

incluindo o códon iniciador, o códon de parada e os sítios para as enzimas de restrição EcoRI 

e XbaI para clonagem. Para a amplificação do cDNA foi utilizada a Pfu DNA polimerase 

(Fermentas), que possui capacidade de proofreading, segundo as recomendações do 

fabricante . A reação de amplificação consistiu de 30 ciclos: 94ºC/ 1min, 55ºC/2 min e 72ºC/2 

min. Cabe ressaltar que na reação de PCR foram usados oligonucleotídeos específicos citados 

acima. Já para síntese da primeira fita foi utilizado Oligo(dT)16. Para chegar a um resultado 

desejado foram feitas várias reações de RT-PCR testando RNA total extraídos de folha, raiz 

ou de plântula inteira. 
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III.2 Clonagem do cDNA em vetores de expressão bacteriano 

 

O produto de amplificação de aproximadamente 600 bp representando a região 

codificadora da rgs-CaM foi purificado em gel e clonado no vetor pMAL-c2E para expressão 

em bactéria (Figura 6.a). Para tal foram usados os sítios EcoRI e XbaI (Figura 6.b). Nesse 

caso, a proteína resultante da expressão estará fusionada, em sua porção N- terminal, à 

maltose-binding-protein (MBP), o que facilita a sua posterior purificação por cromatografia 

de afinidade. Os plasmídeos recombinantes foram inicialmente transformados em Escherichia 

coli linhagem DH5α. Após a seleção, as bactérias transformadas tiveram seu DNA plasmidial 

purificado pelo método de lise alcalina (Sambrook & Russell, 2001). A presença do inserto 

foi confirmada por digestão do plasmídeo recombinante empregando enzimas de restrição, 

sendo verificado um total de 8 clones. 

pMAL-c2E

6649bp

f1_origin

rrnB
terminator

malE fwd primer M13 pUC rev primer

pMAL-c2E Polylinker:

a)

b)
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Figura 6. a) Ilustração do vetor pMAL-c2E utilizado para clonagem da região codificadora da 
rgs-CaM. b) região da sequência poliligante, os sítios utilizados foram EcoRI e XbaI, 
sublinhados em vermelho (modificado do manual pMAL™ Protein Fusion and Purification 
System – New England). 
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III.3 Sequenciamento do plasmídeo recombinante 

 

Para o sequencimamento foram utilizados 1µl do plasmídeo recombinante (400ng/µl), 

1 µl de oligonucleotídeo (MalE foward ou M13 reverse – 10 pmoles), 2µl de tampão de 

reação “Big DyeTM Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction” da “Aplied Biosystens”, 2 

µl de tampão de reação “Save Money” e 4 µl de água MilliQ. O programa de PCR utilizado 

para o sequenciamento foi: 1 - 96ºC por 1 minuto; 2 - 96ºC por 10 segundos; 3 - 50ºC por 5 

segundos; 4 - 60ºC por 4 minutos; 5 – repetir passos 2 a 4 por 35 vezes; 6 - 10ºC α. Após o 

termino de amplificação os produtos foram precipitados com isopropanol e submetidos ao 

sequênciamento automático utilizando o aparelho 3100 Genetic Analyzer (Applied 

Biosystems). As seqüências de nucleotídeos obtidas foram convertidas para seus respectivos 

aminoácidos, e alinhadas com as seqüências de aminoácidos depositadas no banco de dados 

do NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) utilizando a ferramenta blastx. 

 

III.4 Indução da expressão da rgs-CaM em Escherichia coli  

 

Os plasmídeo pMAL-c2E carregando a região codificadora da proteína de interesse foi 

introduzido em bactérias das linhagens BL-21 DE3 Rosetta e BL-21 DE3 pRIL codon plus. 

Com as colônias transformadas foram feitos pré-inoculos em 2 ml de meio LB (Luria-Bertani) 

contendo 100 µg/ml de ampicilina e 50 µg/ml de cloranfenicol. As bactérias foram então 

incubadas a temperatura de 37°C por 12 horas sob agitação de 200 rpm. Logo após, uma 

alíquota de 200 µl dessa pré-cultura foi adicionada a 10 ml de meio LB contendo os 

antibióticos citados, e crescida até alcançar a absorbância (600 nm) de ~0.7 (em torno de 3 

horas). Ao atingir a absorbância desejada, a uma parte do inoculo foi adicionado 1 mM de 

IPTG (isopropyl-ß-D-thiogalactopyranoside) para indução da expressão, e a outra parte, como 
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controle, foi adicionada D-glucose (concentração final de 0,5%) para reprimir a expressão 

gênica. Ambas foram incubadas a 28°C por 4 horas. As células foram coletadas por 

centrifugação e ressuspendidas em 100 µl de tampão de lise (62,5 mM Tris, 2% SDS, 10% 

glicerol e 5% β-mercaptoetanol). A lise das células nas amostras controle e induzida foi 

completada por aquecimento a uma temperatura de 95°C por 5 minutos, processo este 

também necessário para desnaturação das proteínas presentes no meio. O resultado da indução 

foi observado em gel SDS-PAGE 12%. Os clones positivos foram estocados em glicerol e 

armazenados no freezer –80°C. 

          

III.5 Testes de solubilidade da proteína recombinante 

 

 Para os ensaios de solubilidade da proteína recombinante, 10 ml de cultura de bactéria 

induzida foram centrifugados a 3.500 x g por 10 minutos. Em seguida, essas foram 

ressuspendidas em diferentes tampões: HEPES 20 mM pH 7.0, Tris-HCl 50 mM pH 8.5 ou 

MES 50 mM pH 5.5, alterando a concentração de NaCl para cada tampão (100 mM ou 300 

mM). Em todos os tampões foram adicionados Lisozima (1 mg/ml) e inibidores de protease 

(TECEP 1 mM, PMSF 1 mM, Aproptinina 1 µg/ml, Pepstatina 1 µg/ml, Leupeptina 1 µg/ml), 

RNase A (1 µg/ml), DNase I (10 u/ml). Após serem ressuspendidas, as amostras 

permaneceram no gelo por 1 hora, sendo posteriormente centrifugadas a 16.000 x g por 30 

minutos a 4ºC. No fim do processo foram coletados o sobrenadante (solúvel) e o precipitado 

(insolúvel), sendo os mesmos analisados em gel SDS-PAGE 12%. 
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III.6 Indução em larga escala para purificação protéica 

 

Para a expressão em larga escala, os clones previamente selecionados por produzirem 

as proteínas de interesse foram inoculados em 10 ml de meio  LB contendo 100 µg/ml de 

ampicilina e 50 µg/ml de cloranfenicol, e em seguida incubados por 12 horas a 37ºC sob 

agitação constante de 200 rpm. Em seguida, 10 ml desse pré-inóculo foram transferidos para 1 

L de meio LB contendo os agentes de seleção, e incubados até alcançar uma absorbância (600 

nm) de ~0.7 (crescimento de ~3 horas). A indução da expressão foi realizada conforme 

descrito anteriormente. Após 4 horas de indução, as células foram coletadas por centrifugação 

e ressuspensas em 50 ml de tampão selecionado de acordo com teste de solubilidade descrito 

acima: 50 mM Tris-HCl pH 8,5, NaCl 100 mM contendo Lysozima (1 mg/ml) e inibidores de 

protease (TECEP 1mM, PMSF 1mM, Aproptinina 1µg/ml, Pepstatina 1µg/ml, Leupeptina 

1µg/ml), além de RNase A(1 µg/ml) e DNase I (10 u/ml).  A amostra foi incubada por 1 hora 

no gelo, e em seguida centrifugada a 16.000 x g por 30min a 4oC. A fração correspondendo ao 

sobrenadante foi coletada para a purificação. 

 

III.7 Purificação da proteína de fusão pelo método de cromatografia de afinidade 

usando resina de amilose 

 

Após a lise das células e centrifugação do extrato total, as proteínas solúveis contendo 

a cauda MBP foram purificadas conforme descrito por Delany e colaboradores (2002). A 

purificação foi realizada em condições não desnaturantes em coluna cromatográfica de 

afinidade contendo amilose (New England) seguindo as instruções descritas pelo fabricante. 

Para purificação foram utilizados aproximadamente 50 ml de sobrenadante da fração solúvel 

do extrato total de células.  Para a purificação foi usada uma coluna XK 26 (GE) com 20 ml 

de resina e um equipamento HPLC modelo AKTA Purifier 900 (GE Helthcare). A coluna foi 
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montada manualmente retirando o álcool presente na resina e equilibrando-a com tampão A 

(50 mM Tris-HCl  pH 8.5, 100 mM NaCl, 0,25% Tween 20). Logo após o preparo da coluna, 

a solução contendo a proteína de interesse foi injetada com fluxo 1 ml/min. Em seguida a 

coluna foi lavada com tampão A com um volume correspondente a 5 vezes o volume de 

resina. Finalizada essa etapa, as proteínas foram eluídas com tampão B (50 mM Tris-HCl  pH 

8.5, 100 mM NaCl, 0,25% Tween 20 e 10 mM maltose) e fracionadas em volumes de 1 ml. 

Logo após a purificação, as proteínas foram então concentradas utilizando concentradores 

Amicon Ultra-4/ultracell-30k (Millipore) de acordo com instruções do fabricante. 

 

III.8 Quantificação da Proteína Recombinante MBP:rgs-CaM 

 

 A concentração da proteína recombinante MBP:rgs-CaM foi determinada em 

espectrofotômetro ND-1000 (NanoDrop) usando como parâmetros: a massa molecular de 64 

kDa e coeficiente de extinção de 73.800, sendo este calculado a partir da composição de 

aminoácidos da proteína recombinante, utilizando o programa ProtParam 

(http://www.expasy.ch/tools/protpar-ref.html). 

 

III.9 Ensaios de espalhamento dinâmico de luz (DLS)  

 

Para a realização de tais ensaios, a proteína recombinante foi utilizada na concentração 

de 3 mg/ml em presença de diferentes tampões: HEPES pH 7,0 NaCl 100 mM; Tris pH 8,5, 

NaCl 100 mM; Tris pH 7,0, NaCl 100 mM; MÊS pH 5,5, NaCl 100 mM; entre outros. As 

condições de temperatura usadas foram: 10ºC, 18ºC, 25ºC e 28ºC. Os experimentos de DLS 

foram feitos usando o aparelho da DynaPro 810 (Protein Solutions) equipado com um 

estabilizador de temperatura. 
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III.10 Espectroscopia de Dicroísmo Circular (CD) 

 

As medições em Dicroísmo Circular (CD) foram realizadas empregando 

concentrações de 150 µg/ml de proteína recombinante em tampão 50 mM de Tris-HCl (pH 

8,5), 100 mM NaCl, na presença ou ausência de 1 mM EGTA (um agente quelante, 

compatível com CD) para observar as diferenças estruturais induzidas pela remoção de íons 

Ca2+. O espectros de CD foram monitorados com um espectropolarímetro Jasco (J-810) com 

resolução de 0,5 nm, e cubetas com caminho óptico de 1 mm de comprimento. Um total de 10 

acumulações para cada espectro UV entre 190 e 260nm foi recolhido, em temperatura 

ambiente, determinando assim a estrutura secundária da proteína. O software CDNN, v.2.1 

(Bohm, 1997) foi utilizado para a análise de espectroscopia e avaliação da estrutura 

secundária da proteína. Os dados de espectros de CD foram relatados como média da 

elipsidade residual [θ] (MRE), em grau cm2 dmol-1, que foram calculados a partir de valores 

da elipsidade em millidegrees (θ), utilizando a seguinte fórmula:  

[θ] =     mdeg . PM
L . NR . [ ] . 10 

[θ] =     mdeg . PM
L . NR . [ ] . 10 

 

([θ]: elipsidade molar; PM: peso molecular em Daltons; L: caminho óptico da cubeta;   NR: 
número de aminoácidos; [ ] concentração da proteína em mg/ml).  
 
 

III.11 Predição in silico da estrutura secundária  

 

As seqüências deduzidas de aminoácidos da proteína rgs-CaM e da proteína MBP, 

respectivamente, foram utilizadas para a predição da estrutura secundária. Estas foram 

deduzidas das seqüências de nucleotídeos depositadas no GenBank (acesso AF329729 para a 

rgs-CaM) e no manual do vetor pMAL-c2E – New England 

(https://www.lablife.org/ct?a=viewvecseq&vectorid=502), respectivamente. Para tal, foi 
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utilizada a ferramenta de tradução do Expasy (http://ca.expasy.org/tools/dna.html). A 

predição da estrutura secundária foi realizada pelo método SOPM disponível no endereço 

eletrônico http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=npsa_sopm.html. 
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IV. RESULTADOS 

 

IV.1 Amplificação da região codificadora da proteína rgs-CaM 

 

Para se chegar a um resultado desejado foram feitas diversas reações de RT-PCR 

testando RNA extraídos da folha, raiz ou plântula inteira. O melhor resultado foi obtido 

utilizando RNA total de folha. Após a amplificação, as amostras foram submetidas à 

eletroforese utilizando gel de agarose 1% (Figura 7), onde foi possível confirmar que o 

fragmento amplificado tinha o tamanho esperado (600 bp).  

 
 
Figura 7. Eletroforese dos produtos de amplificação obtidos na RT-PCR. 1) Marcador de 
tamanho molecular (Ladder GeneRullerTM 100bp; Fermentas); 2), 3) e 4) fragmento de 
interesse amplificado com os oligos EcoRI e XbaI apresentando tamanho de 600 bp (seta).  5) 
controle utilizando RNA tratado 6) controle utilizando H2O. Gel de agarose 1%. 
 

IV.2 Clonagem da rgs-CaM em vetor pMAL-c2E 

  

 A região codificadora da rgs-CaM foi inserida no vetor pMAL-c2E digerido com as 

enzimas de restrição EcoRI e XbaI. Após a transformação em E. coli, os clones positivos 

foram confirmados por digestão do plasmídeo recombinante com as respectivas enzimas de 

restrição. A presença do inserto correspondente à região codificadora da rgs-CaM foi 

confirmada em todas as colônias analisadas (08 no total) (Figura 8). 

600 bp

1     2    3     4    5    6 
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~ 6649bp

600 bp

 

Figura 8. Análise dos produtos da ligação rgs-CaM em pMal-c2E por digestão EcoRI e 
XbaI. 1) Marcador de tamanho molecular (Ladder GeneRullerTM1kb; Fermentas); 2), 3), 4), 
5), 6), 7), 8), 9) Plasmídeo pMAL-c2E (6649 pb) contendo o fragmento de interesse (600 pb; 
seta) - cada número indica uma colônia diferente; 10) Marcador de massa molecular (Ladder 
GeneRullerTM 100bp; Fermentas). Eletroforese em gel de agarose 1%. 
 

IV.3 Sequenciamento do plasmídeo recombinante  

  

 As seqüências de nucleotídeos correspondentes a região codificadora da rgs-CaM 

inserida no vetor pMAL-c2E foram traduzidas e alinhadas, incluindo às  porções 5’ e 3’. Uma 

total similaridade (100%) com a sequência deduzida de aminoácidos da rgs-CaM depositada 

no banco de dados do NCBI foi observada. 

 
MESVSVPSVENKSYFSRLRKRFSLKKATTTTTTTTITTDYLSMSSSSKSNNSGELERVFT 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
MESVSVPSVENKSYFSRLRKRFSLKKATTTTTTTTITTDYLSMSSSSKSNNSGELERVFT 

 
YFDENGDGKVSPAELRRCVKAVGGELTVEEAEMAVRLSDSDGDGLLGLEDFTKLMEGMEE 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
YFDENGDGKVSPAELRRCVKAVGGELTVEEAEMAVRLSDSDGDGLLGLEDFTKLMEGMEE 

 
ERNKESELIGAFGMYEMEGSGYITPKSLKMMLSRLGESTSIDNCKAMIQRFDINGDGVLN 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
ERNKESELIGAFGMYEMEGSGYITPKSLKMMLSRLGESTSIDNCKAMIQRFDINGDGVLN 

 
 FDEFKAMMTS 
 |||||||||| 
 FDEFKAMMTS 
Figura 9. Alinhamento das seqüências deduzidas de aminoácidos dos clones sequenciados 
(em preto), com a seqüência da rgs-CaM depositada no banco de dados do NCBI (em azul), 
incluindo o aminoácido metionina derivado do códon iniciador na região 5’ e, o ultimo 
aminoácido da proteína (serina) da região 3’ (ambos aminoácidos em vermelho). 
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IV.4 Indução da expressão da proteína rgs-CaM recombinante (MBP:rgs-CaM) 

 

O plasmídeo recombinante foi inserido em E. coli linhagem BL-21 DE3 Rosetta 

visando a expressão da proteína recombinante. Cabe ressaltar que nenhuma colônia foi obtida 

usando a linhagem pRIL codon plus.  

Quatro colônias transformadas foram selecionadas para o teste preliminar de 

expressão. Para tal, alíquotas de 1 ml da cultura de bactérias induzida por IPTG foram 

centrifugadas, lisadas, e as proteínas desnaturadas em tampão de lise para análise em SDS-

PAGE. Alíquotas de 1 ml da cultura de bactérias sem indução por IPTG (não induzidas) 

foram usadas como controle. Neste caso, a adição de D-glucose para reprimir uma possível 

expressão vazada do sistema foi descartada, pois em experimentos prévios não foi constatado 

um efeito significativo dessa. O resultado obtido está representado na Figura 10. 

 

Figura 10. Indução da expressão da proteína de fusão MBP:rgs-CaM em BL-21 DE3 
Rosetta: 1) Marcador de massa molecular (GE); 2), 4), 6) e 8) – Extrato protéico total de 
células não induzidas dos clones 1, 2, 3, e 4, respectivamente. 3), 5) 7) e 9) – Extrato protéico 
total de células induzidas com IPTG dos clones 1, 2, 3 e 4. Gel SDS-PAGE 12% corado com 
azul de comassie. A posição da proteína de fusão é indicada por uma seta. 
  

 

 

 

64 kDa 
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b) a) 

IV.5 Análise do teste de solubilidade para purificação da proteína 

 

Todos os tampões apresentaram resultados positivos quanto a solubilidade da proteína 

de fusão, exceção feita ao tampão 50 mM MES pH 5,5, NaCl 100 mM (Fig. 11. 1b), no qual a 

proteína permaneceu na porção na fração insolúvel.            

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11. Teste de solubilidade da proteína de fusão MBP:rgs-CaM utilizando 
diferentes tampões. 1a) Marcador de massa molecular (GE); 2a), 4a), 6a) e 8a) fração 
insolúvel; 3a) proteína solúvel em 20 mM HEPES pH 7,0, NaCl 100 mM; 5a) proteína 
solúvel em 20 mM HEPES pH 7,0, NaCl 300 mM; 7a) proteína solúvel em 50 mM Tris-HCl 
pH 8,5, NaCl 100 mM; 9a) proteína solúvel em 50 mM Tris-HCl pH 8,5, NaCl 300 mM; Em 
b) Frações insolúvel  (1.b) e solúvel (2.b) em tampão 50 mM MES pH 5,5, NaCl 100 mM; 3b) 
Marcador de massa molecular (GE);  4b) fração insolúvel e 5b) proteína solúvel com 50 mM 
MES pH 5,5, NaCl 300 mM. Gel SDS-PAGE 12% corado com azul de comassie. 
 

IV.6 Purificação da MBP:rgs-CaM 

 

No processo de purificação da proteína recombinante por cromatografia de afinidade, 

durante a eluição, um pico único foi observado no cromatograma (não mostrado). As frações 

presentes nesse intervalo foram coletadas e concentradas.  Uma alíquota foi então retirada da 

fração concentrada e analisada em gel SDS-PAGE 12%, o que permitiu confirmar a presença 

da proteína de fusão purificada (Figura 12). O rendimento da expressão da proteína 

recombinante foi determinado em espectrofotômetro NanoDrop, sendo que para cada 1 litro 

de cultura de bactéria induzida obteve-se 10 mg de proteína. 
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1     2     3       4

~64 kDa

66,2  kDa

45 kDa

1     2     3       4

~64 kDa

66,2  kDa

45 kDa

 

Figura 12. Visualização da proteína de fusão MBP:rgs-CaM após purificação. 1) 
Marcador de massa molecular (Fermentas); 2) Extrato protéico de células não induzidas; 3) 
Extrato protéico de células induzidas; 4) proteína purificada presente na fração concentrada. 
Gel SDS-PAGE 12% corado com azul de comassie. 
 

IV.7 Análise das propriedades físicas por DLS  

 

Testes preliminares empregando o tampão Tris pH 8,5 contendo NaCl 100 mM 

resultaram  em amostras com alta polidispersidade (Figura 13). Porém, quando 0,25% de 

Tween 20 foi acrescentado a este tampão, melhores resultados de polidispersidade foram 

obtidos (Figuras 14 e 15), o que gerou as condições adequadas para se iniciar os testes de 

cristalização. Os resultados obtidos na temperatura de 18ºC foram: raio hidrodinâmico (Rh) 

3,8 nm, polidispersidade (%Pd) 15,8, e massa molecular equivalente a uma macromolécula de 

77 kDa (Figura 14). Quando a temperatura foi elevada de 18ºC para 25ºC, os valores obtidos 

foram: Rh = 4,8, %Pd = 16,9, e massa molecular de aproximadamente 132 kDa (Figura 15).   
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Figura 13. Dados de DLS obtidos para a proteína de fusão MBP:rgs-CaM em tampão Tris pH 
8,5; NaCl 100 mM; Temperatura 18oC. 
 

 

 

 

 

Item R (nm) %Pd MW -R  (kDa) %int %mass 

MBP rgs-CaM 3,8 15,8 77 96,3 99,4 

 
 
 
 
 
 
 
Figura 14. Dados de DLS obtidos para a proteína de fusão MBP:rgs-CaM em tampão Tris pH 
8,5; NaCl 100 mM em presença de Tween 0,25%; Temperatura 18oC. 
 

 

 

 

 

 

Item R (nm) %Pd MW -R  (kDa) %int %mass 

MBP rgs-CaM 26,9     51,9 7473 91,7 89,8 
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Figura 15. Dados de DLS obtidos para a proteína de fusão MBP:rgs-CaM em tampão Tris pH 
8,5; NaCl 100 mM em presença de Tween 0,25%; Temperatura 25oC. 
 

 
IV.8 Análise de Dicroísmo Circular da proteína MBP:rgs-CaM 

 

A estrutura secundária da proteína MBP:rgs-CaM foi investigada por espectroscopia 

de dicroísmo circular (CD) na região espectral do ultravioleta (190-260 nm). Os ensaios de 

CD detectaram as seguintes proporções de cada estrutura secundária: 36% de alfa-hélice, 15% 

de folha-beta, 16% de alça (beta turn) e 32% de estruturas aleatórias (random coil). Além 

disso, os ensaios de CD foram realizados para identificar eventuais diferenças estruturais 

induzidas pela remoção dos íons Ca2+ por EGTA (um agente quelante, compatível com CD). 

Nesse caso, uma diferença de espectro após a adição de 1 mM EGTA foi observada (Figura 

16; Tabela 2), evidenciando a perda de estrutura em alfa-hélice. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Item R (nm) %Pd MW -R  (kDa) %int %mass 

MBP rgs-CaM 4,8 16,9 132 100 100 
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Tabela 1: Estrutura secundária da proteína MBP:rgs-CaM determinada por 
espectroscopia dicroísmo circular (CD). 

 
 
 
Tabela 2: Estrutura secundária da proteína MBP:rgs-CaM determinada por 
espectroscopia dicroísmo circular (CD) em presença de 1 mM EGTA. 
 

Predição 
195-260 

nm 
200-260 

nm 
205-260 

nm 
210-260 

nm 
#aa 

Hélice 34.3% 34.8% 35.0% 34.9% 200 

Antiparalela 8.3% 8.0% 7.5% 7.8% 49 

Paralela 8.5% 8.5% 8.6% 8.3% 50 

Alça 16.5% 16.5% 16.4% 16.6% 96 

Estruturas aleatórias 32.4% 32.3% 32.2% 32.1% 189 

Total  100.1% 100.0% 99.7% 99.6% 584 

Subtotal Beta (anti /para) 16.8% 16.5% 16.1% 16.1%   
 

 

 

CD predição para  
MBP:rgs-CaM  

195-260 
nm 

200-260 
nm 

205-260 
nm 

210-260 
nm 

#aa 

Hélice 36.9% 36.6% 35.9% 36.2% 216 

Antiparalela 6.9% 7.5% 7.3% 7.5% 40 

Paralela 8.1% 8.2% 8.3% 8.0% 47 

Alça 16.0% 16.1% 16.2% 16.3% 94 

Estruturas aleatórias 32.0% 31.8% 31.7% 31.3% 187 

Total  99.9% 100.1% 99.4% 99.3% 584 

Subtotal Beta (anti /para) 15.0% 15.7% 15.6% 15.5%   
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Figura 16. Espectro de CD da proteína recombinante MBP:rgs-CaM em presença ou 
ausência de EGTA . A linha azul representa amostra sem adição de EGTA, e a linha 
vermelha representa adição de 1 mM de EGTA.  
 
 

IV.9 Predição in silico da estrutura secundária  

 

Predições de bioinformática também foram realizadas usando a proteína rgs-CaM 

fusionada a MBP (Tabela 3), ou a proteína MBP (Tabela 4). Os resultados dessa predição 

indicam uma prevalência de alfa-hélices em ambas as proteínas analisadas (37,67% para a 

proteína de fusão e 35,38% para a MBP). 

 

Tabela 3: Predição teórica da estrutura secundária da MBP:rgs-CaM 

MBP:rgs-CaM #aa % 

Alfa hélice 220 37.67% 

Folha-beta 115 19.69% 

Alça 61 10.45% 

Estruturas aleatórias 188 32.19% 
Total 584 100% 
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Tabela 4: Predição teórica da estrutura secundária da MBP (maltose-binding-

protein) 
 

MBP #aa % 

Alfa hélice 138 35.38% 

Folha-beta 76 19.49% 

Alça 42 10.77% 

Estruturas aleatórias 134 34.36% 
Total 390 100% 
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V. DISCUSSÃO 

  

No presente trabalho, a expressão da proteína rgs-CaM em E. coli BL-21 (DE3) 

Rosetta foi empreendida utilizando-se o plasmídeo pMal-c2E. As condições ideais de indução 

da expressão da proteína recombinante foram: adição de 1 mM de IPTG, temperatura de 28°C 

com período de incubação de 4 horas. Ensaios adicionais empregando outros plasmídeos 

(pET-28a , pET-29a e pGEX) bem como outras cepas de bactérias não foram satisfatórios.  

 A correta inserção da região codificadora da rgs-CaM no vetor de expressão foi 

confirmada por digestão com enzimas de restrição e sequenciamento. Cabe ressaltar que no 

sequenciamento observou-se uma total similaridade (100%) com a sequência deduzida de 

aminoácidos da rgs-CaM depositada no banco de dados do NCBI, além da proteína 

recombinante obtida após a indução apresenta massa molecular de ~ 64 kDa que é o esperado 

para a proteína de fusão MBP:rgs-CaM. 

 Testes de solubilidade foram realizados a fim de encontrar o tampão ideal para 

posterior purificação da proteína. Em todos os tampões testados a proteína de fusão esteve 

presente na fração solúvel, exceção feita ao tampão 50 mM MES pH 5,5 contendo 100 mM de 

NaCl. O tampão selecionado para os testes seguintes foi o tampão 50 mM Tris-HCl pH 8,5 

contendo 100 mM NaCl,  pois nesta condição obteve-se boa quantidade de proteína 

recombinante na fração solúvel na presença de menor quantidade de sal. Os resultados dos 

ensaios de purificação da proteína de fusão MBP:rgs-CaM por cromatografia de afinidade em 

resina de amilose foram satisfatórios, e possibilitaram a obtenção de proteína pura e 

aparentemente livre de contaminantes. O rendimento total foi de 10 mg de proteína pura para 

cada 1 litro de cultura bacteriana induzida, quantificação essa obtida em espectrofotômetro. A 

quantidade de proteína recombinante obtida é suficiente para a realização das análises 

funcional e estrutural, bem como para se iniciar os testes de cristalização da proteína.  
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Os resultados obtidos no DLS são fundamentais para se conseguir o crescimento de 

cristais de proteína de boa qualidade, pois esta técnica permite avaliar a polidispersidade da 

proteína em solução, e, em condições de baixa polidispersidade, maior é a probabilidade de 

cristalização da proteína (D'arcy, 1994; Ferre-D'amare & Burley, 1994). A polidispersidade é 

alterada em função da variação de parâmetros como temperatura, pH, tampão, concentração 

de sal e outras substâncias. Essa técnica também permite analisar outras propriedades como: 

raio hidrodinâmico e massa molecular da proteína em solução, fornecendo dados sobre a 

oligomerização da proteína (Bloomfield, 2000).  

A proteína de fusão MBP:rgs-CaM foi testada em diversas condições a fim de se obter 

os menores valores possíveis de polidispersidade. Após testes com diferentes combinações de 

pH, temperatura, tampão e aditivos, encontrou-se uma condição com baixa polidispersidade 

(15,8%) utilizando-se o tampão Tris pH 8,5; NaCl 100mM; Tween 0,25%. A adição de 

Tween 20 se mostrou fundamental para a baixa polidispersidade, pois na sua ausência há 

formação de diversos aglomerados, aumentando assim a polidispersidade (51,9%), condição 

que diminuiria a probabilidade de cristalização da proteína. Nessa condição, a massa 

molecular da proteína recombinante é de 77 kDa, valor que está próximo do valor estimado 

(64 kDa). É importante ressaltar que os resultados obtidos no DLS correspondem a valores 

aproximados, já que o cálculo da massa molecular é feito com base no raio hidrodinâmico, e 

leva em consideração proteínas perfeitamente globulares (Wilson, 2003). Na referida 

condição (Tris pH 8,5; NaCl 100mM; Tween 0,25%), ao se variar a temperatura de 18ºC para 

25ºC, a massa molecular da proteína muda de 77 kDa para 132 kDa. Esta variação na massa 

molecular pode estar relacionada com mudanças estruturais sofridas pela proteína em solução, 

já que ao se aumentar a temperatura, aumenta-se o raio hidrodinâmico da proteína em 

solução, e altera-se conseqüentemente a massa molecular estimado pelo DLS.  
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A análise de Dicroísmo Circular (CD) tem a capacidade de detectar a absorção 

diferencial dos componentes levógiro e dextrógrio de uma radiação circularmente polarizada. 

Tal efeito ocorre quando uma molécula possui cromóforo quiral (opticamente ativo) ou 

quando está presente em um meio quiral. A existência de interações específicas da luz com os 

cromóforos presentes nas proteínas (ligação peptídica, pontes dissulfeto e resíduos 

aromáticos), produz espectros característicos para cada tipo de estrutura secundária e terciária 

presentes na proteína, espectros esses que podem ser avaliados por CD (Woody, 1995; Kelly 

& Price, 1997). 

Até o momento não existem relatos na literatura de estudos estruturais sobre a proteína 

rgs-CaM. As análises de CD empregando a proteína rgs-CaM fusionada a MBP evidenciaram 

um alto conteúdo de alfa-hélices (Tabela 1), além de estruturas secundárias do tipo folha-beta 

e alça, indicando uma proteína estruturada. Predições in silico da estrutura secundária da 

proteína MBP:rgs-CaM também indicaram uma predominância de alfa-hélices (Tabela 3), 

reforçando os dados obtidos no CD. A predição in silico da MBP indicou 138 aminoácidos 

em região de alfa-hélice, enquanto que para a proteína de fusão MBP:rgs-CaM foram 

detectados 216 aminoácidos em região de alfa hélice. Estes dados sugerem que tanto a MBP 

(proteína carreadora) quanto a rgs-CaM estão bem estruturadas, caso contrário, a quantidade 

de alfa-hélices seria menor. Uma mudança de espectro foi observada quando a proteína de 

fusão foi colocada em presença de 1 mM de EGTA, sugerindo perdas estruturais em regiões 

de alfa-hélice, provavelmente por remoção de íons Ca2+ da estrutura da proteína.  Essa 

mudança era esperada considerando o conhecido efeito dos íons Ca2+ na estrutura das 

calmodulinas (De Koninck & Schulman, 1998; Bouche et al., 2005; Huang & Liu, 2007).   

 De maneira geral, esses dados indicam que a proteína rgs-CaM obtida no presente 

trabalho atendeu às exigências de pureza e quantidade necessárias para que testes de 

cristalização possam ser iniciados, e para que novos estudos funcionais sejam empreendidos.  
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VI. CONCLUSÕES 

 

 - A proteína rgs-CaM foi expressa com êxito em E. coli na forma de uma proteína de fusão 

com a MBP; 

 

- A proteína de fusão MBP:rgs-CaM apresenta tendência em formar agregados de tamanhos 

diversos que podem ser desfeitos com a adição de Tween 20; 

 

- Experimentos de espectroscopia revelam que a proteína recombinante apresenta alta 

predominância de alfa-hélices, sugerindo uma proteína estruturada; 

 

- A adição de EGTA causa perda de estrutura alfa hélice da MBP:rgs-CaM, provavelmente 

pela remoção de íons Ca2+ da estrutura; 
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VII. PERSPECTIVAS 

 

- Iniciar os ensaios de cristalização da proteína MBP:rgs-CaM, e uma vez obtidos cristais, 

utilizar-se da difração de raio-X para resolver suas estruturas tridimensionais; 

 

- Testar in vitro a interação entre a proteína rgs-CaM e a proteína viral HC-Pro, e caso se 

confirme essa interação, determinar a região de interação entre as proteínas; 
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