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RESUMO 
 

PROJETO DE CURSO – IQWX01 
 
TÍTULO: DINÂMICA CONFORMACIONAL DOS DOMÍNIOS RRM1-2 DO REGULADOR PÓS-
TRANSCRICIONAL HuR 
 
ALUNO:  Kleber Avila Jendiroba 
 
ORIENTADOR:  Anderson de Sá Pinheiro, DBQ – Instituto de Química – UFRJ 
 
O antígeno humano R (HuR) atua como regulador pós-transcricional da expressão gênica através da sua 

atividade estabilizadora de RNA mensageiro. HuR é composta por três domínios funcionalmente distintos 

denominados motivos de reconhecimento de RNA (RRM, do inglês “RNA Recognition Motif”). Os 

domínios amino-terminais RRM1 e RRM2, dispostos em tandem, são responsáveis pela interação da 

proteína com sequências ricas em adenina e uracila presentes na região 3’ não-traduzida do mRNA. O 

presente trabalho teve como objetivo a caraterização dinâmica do domínio RRM1-2 de HuR por 

Ressonância Magnética Nuclear (RMN) e mobilidade iônica acoplada à espectrometria de massa (IM-

MS), buscando esclarecer o mecanismo pelo qual HuR reconhece de maneira específica seus alvos de 

RNA. Com base do RMN multimensional em alta resolução, foi possível assinalar 98% das ressonâncias 

de RRM1-21-189, com exceção dos resíduos Met1, Ile152, Ile179 e os artefatos de clonagem N- e C-

terminais. Durante o processo, foi observado a presença de ressonâncias extras no espectro de [1H,15N] 

HSQC, sugerindo, pelo menos, uma segunda conformação minoritária em solução. O fato dos 

deslocamentos químicos do RRM1 tanto isolado quanto no tandem RRM1-2 se mostrar semelhante, 

sugere ausência de contatos entre os domínios N-terminais. A região N-terminal que é intrinsicamente 

desordenada e o “linker” entre os domínios são altamente flexíveis, como demonstram os resultados de 

dinâmica. Além disso, as alças L3 (RRM1), L3’ e L5’ (RRM2) experimentam dinâmica térmica. O valor 

de c estimado para RRM1-21-189 comparado a de uma proteína globular de massa molecular similar 

sugere um comportamento dos domínios RRM1 e RRM2 como módulos independentes em solução. O 

tandem RRM1-21-189 não experimenta troca conformacional em regime intermediário, como indicam os 

dados de dispersão de relaxação. Porém, foi observado que determinados resíduos apresentam, nas 

frequências intermediárias, um aumento de R2
eff, sugerindo um regime de troca mais lento.  Os dados de 

ESI-IM-MS sugerem que RRM1-21-189 na forma livre apresenta três conformações co-populadas. Esses 

resultados sugerem que a dinâmica na interação da HuR com seus substratos de RNA segue um 

mecanismo de seleção conformacional. 
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1. Introdução 

1.1. Regulação pós-transcricional da expressão gênica 

 

Os eucariotos empregam diversos mecanismos para controlar precisamente a 

expressão gênica, a fim de garantir o aproveitamento ideal da energia disponível na célula 

(MOORE, 2005). A regulação pós-transcricional da expressão gênica, ou seja, aquela que 

ocorre após o evento da transcrição, refere-se ao conjunto de mecanismos que atuam sobre 

o mRNA, regulando os seus níveis, e, consequentemente, a taxa de síntese proteica. Tais 

mecanismos atuam sobre diversos processos celulares, como processamento, transporte, 

localização, estabilização e degradação do mRNA (MIGNONE et al. 2002; DASSI & 

QUATRONE et al. 2012). Dentre estes, o controle da taxa de degradação do mRNA 

desempenha papel de destaque (BEVILACQUA et al. 2003) 

A regulação pós-transcricional da expressão gênica se inicia no núcleo com a adição 

de um resíduo de 7-metilguanosina à terminação 5’ (cap-5’), adição de uma cauda de 

poliadeninas (poliA) à terminação 3’, splicing e edição do pré-mRNA. Essas modificações 

determinam a eficiência dos processos de transporte e tradução, além de serem cruciais para 

a manutenção da estabilidade dos transcritos (MOORE, 2005; DASSI & QUATRONE et al. 

2012). Os mRNAs eucarióticos possuem, além de suas sequências codificantes, regiões 

regulatórias não-codificantes presentes nas terminações 5’ e 3’ (UTRs – untranslated 

regions). O controle pós-transcricional destes mRNAs é desempenhado por UTRs 

conservadas, os chamados elementos regulatórios de sequência não-codificantes (USERs – 

untranslated sequence elements for regulation) ou, simplesmente, elementos cis-regulatórios 

(MIGNONE et al. 2002). Estas sequências específicas presentes nas UTRs são reconhecidas 

por um repertório de fatores trans-regulatórios, incluindo proteínas que se ligam ao mRNA 

(RBPs – RNA-binding proteins), que regulam o destino do mRNA na célula (GLISOVIC et al. 

2008; CASTELLO et al. 2012). A interação entre elementos regulatórios cis e trans pode 

resultar na degradação, estabilização, ou sequestro do mRNA, modulando assim a taxa de 

tradução (BEVILACQUA et al. 2003).  
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1.2. Elementos ricos em adenina e uracila 

 

Os mRNAs eucarióticos apresentam um ou mais elementos cis-regulatórios em suas 

sequências, o que permite que seu produto final seja encontrado em diferentes localizações 

subcelulares e seja expresso em diferentes momentos do ciclo de vida das células (MOORE 

et al. 2005). Alguns desses elementos regulatórios contêm motivos de sequência bem 

caracterizados, tais como: ARE (adenine and uracil-rich element), CPE (cytoplasmic 

poliadenilation element), TER (translational control element), TOP (terminal oligo-pirimidine) 

e BRUNO (AMALDI & PIERANDREI-AMALDI, 1997; DAHANUKAR & WHARTON, 1996; KIM-

HA et al., 1995; MENDEZ & RICHTER, 2001; SHAW & KAMEN, 1986) 

Os AREs são os elementos cis-regulatórios mais estudados, sendo observados 

principalmente nas regiões 3’-UTR de mais de 4000 mRNAs (BARREAU et al. 2006). Eles 

estão normalmente associados à degradação do mRNA. Entretanto, isso é dependente da 

sequência do transcrito, de forma que a presença de AREs em mRNAs diferentes pode levar 

a efeitos distintos (CHEN & SHYU, 1995). 

Os AREs foram inicialmente identificados em mRNAs lábeis que codificam proteínas 

como citocinas (GILLIS & MALTER, 1991), fatores de crescimento (LEVY et al. 1996), proto-

oncogenes (RAYMOND et al. 1989), proteínas reguladoras do ciclo celular, mediadores da 

inflamação e ativadores transcricionais (CAPUT et al., 1986; GILLIS & MALTER, 1991; CHEN 

et al., 1994). O tamanho dos AREs é variado, assim como a quantidade de adeninas e 

uracilas. Apesar da ausência de um domínio conservado, os AREs podem ser divididos em 3 

grandes classes com base no número e na distribuição do pentâmero AUUUA (CHEN et al. 

1994; CHEN & SHYU, 1995). Os AREs pertencentes à classe I contêm várias cópias 

subsequentes do motivo pentamérico AUUUA. Os AREs da classe II apresentam alguns 

motivos AUUUA intercalados com sequências ricas em uracila. Os AREs da classe III não 

possuem motivos AUUUA e se caracterizam pela presença de regiões ricas em uracila 

(BARREAU et al. 2006). 
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1.3. Proteínas ligantes de mRNA 

 

Em procariotos, a transcrição e a tradução são processos acoplados fisicamente. Em 

eucariotos, no entanto, estes ocorrem em compartimentos separados, núcleo e citoplasma, 

respectivamente. Esse fato permite que os eucariotos realizem um extenso processamento 

pós-transcricional do pré-mRNA, que irá produzir uma variedade de mRNAs a partir do 

genoma, além de fornecer uma etapa adicional de regulação da expressão gênica (MOORE, 

2005). As reações de processamento do mRNA, incluindo o splicing, edição e poliadenilação, 

são iniciadas logo que o pré-mRNA emerge de seus locais de transcrição. Essas reações são 

mediadas por complexos formados por proteínas ligantes de mRNA (RBPs) e RNAs de ação 

trans, denominados de ribonucleoproteínas (RNPs). Portanto, as RBPs desempenham 

diversas funções na biologia do mRNA, como splicing alernativo, edição do pré-mRNA, 

exportação, localização subcelular, turnover e tradução (GLISOVIC et al. 2008; CASTELLO 

et al. 2012).  

Embora todas as RBPs se liguem a RNA, essa interação ocorre com diferentes 

afinidades e especificidades (BALTZ et al. 2012). Essa atividade é mediada por um número 

relativamente pequeno de ligantes de RNA, cujas propriedades são, adicionalmente, 

moduladas por domínios auxiliares. Esses domínios podem também mediar interações das 

RBPs com outras proteínas e, em alguns casos, estão sujeitos à regulação por modificação 

pós-traducional. Em vista disso, as células estão capacitadas a gerar inúmeras RNPs de 

composição e arranjos únicos para cada substrato de mRNA (LUNDE et al. 2007). Elas, 

ainda, podem ser remodeladas durante o curso de maturação do mRNA até a sua forma 

funcional. As RBPs contêm frequentemente um ou vários domínios ligantes de RNA. Alguns 

desses domínios são bem caracterizados, por exemplo: domínio dedo de zinco (ZnF – zinc 

finger motif) (KLUG, 2010), domínio de ligação a dupla-fita de RNA (dsRBD – double stranded 

RNA binding domain) (DOYLE & JANTSCH, 2002) e domínio de reconhecimento de RNA 

(RRM – RNA recognition motif) (CLÉRY et al. 2008), sendo este o mais comum entre as 

RBPs.  
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O genoma humano codifica mais de 800 RBPs diferentes (BALTZ et al. 2012; 

CASTELLO et al. 2012). A maioria delas, como AUF-1, TTP e KSRP, sinalizam para a 

desestabilização e consequente degradação do mRNA (XIAO & WANG, 2011). Outras, como 

TIA-1 e TIAR, estão envolvidas no silenciamento da tradução através do sequestro do mRNA 

para grânulos de estresse (BUCHAN & PARKER, 2009). As únicas RBPs capazes de 

estabilizar os transcritos de mRNA e exercer efeitos positivos sobre a taxa de síntese proteica 

são aquelas pertencentes à família ELAV/Hu (Embryonic Lethal Abnormal Vision/Human 

antigen proteins), especificamente o antígeno humano R (SRIKANTAN & GOROSPE, 2012) 

(Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: RBPs definem o destino do mRNA na célula. Representação esquemática do 
mRNA eucariótico maduro, evidenciando as regiões não-traduzidas (5’-UTR e 3’-UTR). Em 
verde, a sequência codificante do mRNA. As regiões 3’-UTR, em geral, contêm os elementos 
ricos em adenina e uracila (AREs), que precedem a cauda poliA do mRNA. Os AREs são 
reconhecidos por uma gama de RBPs diferentes. A interação RBP-ARE define o destino do 
mRNA nas células. Dependendo da natureza da RBP, a interação da mesma com os AREs 
pode levar a três processos distintos: degradação, silenciamento e estabilização do mRNA.  
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1.4. Antígeno humano R 

 

O antígeno humano R (HuR) é uma proteína pertencente à família ELAV/Hu de RBPs 

humanas. Esta família foi primeiramente descrita através da similaridade de sequência com 

a proteína ELAV de Drospohila melanogaster, envolvida no desenvolvimento do sistema 

nervoso central desse inseto. Em 1996, o ortólogo humano de ELAV foi clonado e 

caracterizado (MA et al., 1996). O gene ELAVL1, localizado na região cromossômica 19p13.2, 

codifica uma proteína de 326 aminoácidos denominada de antígeno humano R (MA & 

FURNEAUX, 1997).  

Dentre os membros da família ELAV/Hu, HuR, também conhecida como HuA, é o 

único cuja expressão se dá de forma ubíqua. As demais proteínas pertencentes a esta família 

apresentam um padrão de expressão tecido-específica. A HuB é encontrada em neurônios e 

gônadas, enquanto a expressão de HuC e HuD está restrita a neurônios (DESCHÊNES-

FURRY et al. 2006). A HuR é uma proteína de localização predominantemente nuclear. 

Entretanto, ela sofre translocação para o citoplasma em resposta a estímulos específicos, 

como os proliferativos e de estresse. No núcleo, HuR participa da regulação dos eventos de 

splicing e poliadenilação do pré-mRNA (DOLLER et al., 2008). No citoplasma, ela se liga a 

uma gama de transcritos de mRNA através da interação com os AREs presentes 

principalmente nas suas regiões 3’-UTRs. A interação de HuR com AREs geralmente leva a 

estabilização dos transcritos, podendo estar acompanhada ou não do aumento da tradução 

(HINMAN & LOU, 2008).  

Dentre os mRNAs alvos de HuR, muitos codificam proteínas que participam de 

processos essenciais para a formação e desenvolvimento de tumores, como citocinas, fatores 

de crescimento, supressores tumorais, proto-oncogenes, proteínas reguladoras do ciclo 

celular, de apoptose e enzimas inflamatórias (DE SILANES et al. 2005). Em consonância com 

sua função estabilizadora de mRNA, altos níveis de HuR foram encontrados no citoplasma 

de células de diversos tipos de carcinoma e mesotelioma (BLAXALL et al. 2000; DENKERT 

et al. 2004a; DENKERT et al. 2004b; DE SILANES et al. 2003). Dados clínicos mostram que 
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a superexpressão citoplasmática de HuR está relacionada com características clinico-

patológicas específicas do tumor (tamanho e resistência a drogas), bem como com a baixa 

sobrevida de pacientes (DENKERT et al. 2004a; DENKERT et al. 2004b). Neste contexto, 

HuR surge como um potencial alvo terapêutico para o desenvolvimento de novas drogas anti-

câncer. A inibição de HuR através do composto MS-444, uma pequena molécula inibidora de 

HuR, em células de carcinoma colorretal promoveu a diminuição do crescimento e aumento 

de apoptose nessas células, confirmando a utilização de HuR como uma estratégia 

terapêutica efetiva contra o câncer (BLANCO et al., 2016).  

A HuR possui cerca de 36 kDa e apresenta uma arquitetura tripartida formada por três 

domínios funcionalmente distintos (Figura 2). Esses domínios, conhecidos como RRM (do 

inglês RNA recognition motif), constituem motivos estruturais de reconhecimento de RNA e 

contribuem individualmente para a interação da proteína com seus substratos de mRNA. Os 

domínios amino-terminais RRM1 e RRM2 estão dispostos em tandem e são responsáveis 

pelo reconhecimento dos AREs, levando à estabilização dos transcritos e modulação da 

tradução (DE SILANES et al. 2004; HINMANN & LOU, 2008). Já o domínio carboxi-terminal 

RRM3 contribui para a interação com a cauda poliA do mRNA e com outros ligantes de 

natureza proteica (BRENNAN et al. 2000). Além disso, esse domínio apresenta uma atividade 

3’ adenosiltransferásica capaz de promover o elongamento da cauda poliA (MEISNER et al. 

2009) (Figura 2). Portanto, HuR é capaz não somente de reconhecer e se ligar, mas também 

de modificar a sequência dos seus substratos de mRNA.  

Os domínios amino-terminais RRM1-2 e o domínio carboxi-terminal RRM3 estão 

conectados através de uma sequência específica conhecida como HNS (HuR nucleo-

cytoplasmic shuttling). Esta sequência é responsável pela translocação de HuR entre o núcleo 

e o citoplasma, de forma a estabilizar e aumentar a eficiência da tradução dos seus mRNAs 

(FAN & STEITZ. 1998a; FAN & STEITZ, 1998b) (Figura 2).  
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Figura 2: Representação esquemática da organização em domínios de HuR. HuR 
(aminoácidos 1–326) é formada por três domínios RRM (RNA recognition motif) 
funcionalmente distintos. Na figura, o domínio RRM1 (resíduos 1–99) está mostrado em azul, 
o domínio RRM2 (resíduos 100–189) está mostrado em ciano, enquanto o domínio RRM3 
(resíduos 239–326) está evidenciado em verde. Os domínios amino-terminais RRM1-2 estão 
dispostos em tandem e são responsáveis pela interação de HuR com os AREs presentes na 
região 3’-UTR do mRNA. O domínio carboxi-terminal RRM3 apresenta uma atividade 3’-
adenosil transferásica, suportada pela sua capacidade de interação com metal divalente, ATP 
e a cauda poliA do substrato de mRNA. Os domínios N- e C-terminais estão unidos por uma 
sequência chamada HNS (vermelho), responsável pelo tráfego da proteína entre o núcleo e 
o citoplasma das células.  
 

A homodimerização tem sido descrita como um mecanismo necessário para que as 

proteínas da família Hu/ELAV desempenhem suas funções fisiológicas (MEISNER et al. 

2007). Interessantemente, os membros HuB, HuC e HuD homodimerizam via o domínio 

carboxi-terminal RRM3. Recentemente, foi mostrado que o domínio RRM3 de HuR é capaz 

de formar dímeros em solução (DÍAZ-QUINTANA et al., 2015). Contudo, a contribuição dos 

demais domínios para o processo de homodimerização de HuR ainda permanece 

desconhecida. 

A estrutura cristalográfica de HuR RRM1-2 mostra que esses domínios apresentam 

um enovelamento canônico, característico de domínios RRM, conhecido como sanduíche αβ, 

cuja topologia é β1–α1–β2–β3–α2–β4 (WANG et al., 2013) (Figura 3). Diferentemente de 

outros domínios RRM em tandem, a estrutura cristalográfica de HuR RRM1-2 revela que, na 

ausência de ligante, a proteína adota uma conformação aberta, com ausência completa de 
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contatos entre os domínios. Contudo, na presença de RNA, a proteína adota uma 

conformação fechada, onde os dois domínios se aproximam formando uma fenda 

positivamente carregada responsável pela ligação ao mRNA (WANG et al. 2013) (Figura 3). 

A partir da comparação destas estruturas, WANG et al. (2013) postularam que HuR interage 

com seus substratos de mRNA por meio de um mecanismo de ajuste induzido. Neste modelo, 

HuR, na sua conformação aberta, se liga ao mRNA através do domínio RRM1, de forma que 

a energia liberada por esta ligação induz uma mudança conformacional na proteína que leva 

a interações adicionais do domínio RRM2 com o mRNA, dando origem à conformação 

fechada.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Estrutura cristalográfica dos domínios amino-terminais RRM1-2 de HuR na 
ausência e presença de RNA. (A) Estrutura cristalográfica dos domínios N-terminais RRM1-
2 de HuR no estado livre, evidenciando a ausência de contatos entre os domínios e a 
conformação aberta adotada pela proteína (PDB 4EGL). O domínio RRM1 está colorido em 
cinza, enquanto o RRM2, em roxo. (B) Sobreposição entre a estrutura cristalográfica dos 
domínios RRM1-2 de HuR no estado livre e ligado ao substrato de RNA 5’-AUUUUUAUUU-
3’. A estrutura tridimensional dos domínios RRM1-2 ligados a RNA está representada em tons 
claros. Como em A, o domínio RRM1 está colorido de cinza e o domínio RRM2, de lilás. A 
estrutura do substrato de RNA está representada em ciano. No RNA, os átomos de nitrogênio 
estão coloridos de azul, os de fosfato estão coloridos de laranja e os de oxigênio, de vermelho. 
A sobreposição das estruturas mostra a grande mudança de conformação ocorrida na 
proteína com a formação do complexo RRM1-2:RNA. Na presença do ligante, os domínios 
RRM1-2 adotam uma conformação fechada (PDB 4ED5) (WANG et al. 2013).  
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Evidências experimentais obtidas em solução a partir de medidas de espalhamento 

de raios-X a baixo ângulo (SAXS) indicam que ambas as conformações (aberta e fechada) 

coexistem em equilíbrio na ausência do ligante (KIM et al. 2011). Isto sugere a participação 

de estados conformacionais de maior energia e menos populados na dinâmica de interação, 

onde o ligante estabilizaria e selecionaria a conformação minoritária pré-existente. (BOEHR 

et al. 2009). Neste contexto, o presente trabalho tem como objetivo a caraterização da 

dinâmica conformacional do domínio RRM1-2 da HuR, a fim de esclarecer o mecanismo de 

reconhecimento e interação com mRNA utilizado pela proteína. 
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2. Objetivo 

2.1. Objetivo geral 

O presente trabalho tem como objetivo principal caracterizar a dinâmica 

conformacional dos domínios amino-terminais RRM1-2 da HuR por Ressonância Magnética 

Nuclear e mobilidade iônica acoplada à espectrometria de massa.  

 

2.2. Objetivos específicos 

 Expressão dos domínios RRM1-2 de HuR; 

 Purificação dos domínios RRM1-2; 

 Assinalamento sequencial das ressonâncias de HuR RRM1-2; 

 Caracterização da dinâmica interna de HuR RRM1-2 por Ressonância Magnética 

Nuclear; 

 Caracterização do equilíbrio conformacional de HuR RRM1-2 por meio de 

mobilidade iônica acoplada à espectrometria de massa; 
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3. Material e métodos 

3.1. Material 

 

3.1.1. Meio Luria-Bertani (LB) 

 

As cepas bacterianas foram cultivadas em meio Luria-Bertani (LB) composto de 

triptona 10 g/L, extrato de levedura 5 g/L e NaCl 5 g/L (Sigma). O meio LB sólido foi acrescido 

de ágar 15 g/L. Os meios seletivos foram adicionados de canamicina 100 μg/mL. O estoque 

do antibiótico foi preparado em água milliQ e esterilizado por filtração em membrana de 0,22 

μm em uma concentração de 100 mg/mL. 

 

3.1.2. Meio mínimo (M9) 

O meio mínimo de cultura (M9) foi constituído de Na2HPO4 48 mM, KH2PO4 22 mM, 

NaCl 8 mM, MgSO4 2 mM, CaCl2 0,1 mM, Tiamina (vitamina B1) 0,04 mM, Glicose-13C 3g e 

15NH4Cl 1 g. 

 

3.1.3. Cepas bacterianas 

Duas cepas bacterianas foram utilizadas, uma para armazenamento e propagação 

dos plasmídeos e outra para a expressão da proteína. Ambas as cepas foram cedidas pela 

professora Bianca Cruz Neves do Departamento de Bioquímica do Instituto de Química da 

Universidade Federal do Rio de Janeiro. A cepa Escherichia coli DH5-α [genótipo: F- 

φ80lacZΔM15 Δ(lacZYA-argF) U169 recA1 endA1 hsdR17 (rk-, mk+) phoA supE44 λ- thi-1 

gyrA96 relA1] foi utilizada para estoque plasmidial, enquanto a cepa E. coli BL21(DE3) 

[genótipo: F– ompT hsdSB(rB–, mB–) gal dcm (DE3)] foi utilizada para expressão das 

proteínas recombinantes. 
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3.2. Métodos 

3.2.1. Clonagem dos domínios RRM1-2 da HuR 

A sequência de DNA que codifica os domínios amino-terminais RRM1-2 da HuR 

(resíduos 1-189) foi clonada no vetor de expressão bacteriano RP1B pela empresa 

especializada Genscript USA. O vetor RP1B fusiona a proteína de interesse a uma cauda 

amino-terminal formada pelos seis primeiros aminoácidos da Tioredoxina de E. coli (Tio6) 

seguidos de seis histidinas (His6) e um sítio de clivagem para a protease TEV (Tobacco Etch 

virus) (MGSDKIHHHHHHENLYFQGHM), além de uma cauda carboxi-terminal não-clivável 

de seis histidinas (His6) (LEHHHHHH) (PETI & PAGE, 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Representação esquemática da construção His6-RRM1-21-189. (A) Mapa de 
restrição do vetor RP1B utilizado na clonagem dos domínios RRM1-2 de HuR, evidenciando 
o sítio de multi-clonagem, o marcador seletivo e a cauda amino-terminal Tio6His6-TEV. (B) 
Representação esquemática da proteína de fusão expressa em E. coli. Os domínios RRM1-
2 de HuR foram fusionados a uma cauda N-terminal contendo os seis primeiros aminoácidos 
da tioredoxina bacteriana (TrxA), seguidos de seis histidinas e um sítio de clivagem para a 
protease TEV. Além disso, o vetor RP1B também fusiona a proteína de interesse a uma cauda 
C-terminal não-clivável de seis histidinas. (C) Sequência primária da proteína de fusão 
expressa em E. coli (~24,6 kDa). Em roxo, os seis primeiros aminoácidos da TrxA. Em azul, 
as caudas de histidinas N- e C-terminais. Em vermelho, o sítio de clivagem para TEV. Após 
clivagem da cauda N-terminal, a construção RRM1-21-189 passou a apresentar uma massa 
molecular de ~22,3 kDa.   
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3.2.2. Transformação bacteriana 

Descongelou-se 200 µL de uma cultura de E. coli BL21 (DE3) quimicamente 

competente em banho de gelo. Um volume de 2 µL de DNA plasmidial (a concentração de 

~35 µg/mL) foi adicionado à suspensão de células. A transformação bacteriana procedeu por 

choque térmico. A amostra foi primeiramente incubada a 4oC por 30 min e, posteriormente, a 

42oC por 45 s, seguido de incubação a 4oC por 2 min. À suspensão bacteriana, foram 

adicionados 800 µL de meio LB líquido e a amostra foi incubada a 37°C por 1 h sob agitação 

de 200 rpm. Após esse período, as células foram centrifugadas a 10.000 X g por 10 min a 

4oC. Foram retirados 950 µL do sobrenadante e o precipitado resultante foi ressuspendido 

em 50 µL de meio restante. As bactérias transformadas foram plaqueadas em meio LB sólido 

seletivo, contendo canamicina 100 µg/mL, e incubadas a 37°C por 16 h até que formassem 

colônias macroscópicas. 

 

3.2.3. Expressão de RRM1-21-189 

Células de E. coli BL21 (DE3) transformadas com o plasmídeo RP1B-RRM1-21-189 

foram cultivadas em 4 mL de meio LB líquido seletivo, contendo canamicina 100 µg/mL, por 

6 h a 37°C sob agitação de 200 rpm. Após esse período, 100 µL da cultura bacteriana foram 

inoculados em 20 mL de meio M9 marcado com 13C-glicose 3 g/L e/ou 15NH4Cl 1 g/L, contendo 

canamicina 100 µg/mL. A cultura bacteriana foi crescida por 16 h a 37°C sob agitação de 200 

rpm. Em seguida, 10 mL dessa cultura foram inoculados em 500 mL de meio M9 com 13C-

glicose e 15NH4Cl para experimentos de assinalamento, e apenas com 15NH4Cl para 

relaxação. As células foram crescidas a 37°C sob agitação de 200 rpm até que atingissem 

densidade ótica de, aproximadamente, 0,6 a 600 nm (D.O.600). Nesse momento, a expressão 

da proteína foi induzida com adição de isopropil-β-D-tiogalactopiranosídeo (IPTG) (Sigma) 

0,5 mM à cultura bacteriana. As células foram crescidas por 4 h adicionais a 37°C sob 

agitação de 200 rpm. Ao final da expressão, as células foram coletadas por centrifugação a 

7673 X g a 4°C por 30 min. O sobrenadante foi descartado e o pellet resultante foi 

ressuspendido em 50 mL de tampão de lise [Tris-HCl 50 mM (pH 8,0), NaCl 500 mM, Triton 
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X100 0,1 %, imidazol 5 mM, ditiotreitol (DTT) 5 mM]. As células foram lisadas por sonicação 

realizada em ciclos (1’ de sonicação em amplitude de 45% seguido de 1’ em banho de gelo) 

utilizando um sonicador modelo DESRUPTOR da Ultronique. Em seguida, o debris celular foi 

removido por centrifugação a 7673 X g a 4°C por 30 min. 

 

3.2.4. Eletroforese em gel de poliacrilamida sob condições desnaturantes (SDS 

PAGE) 

A técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida sob condições desnaturantes (SDS 

PAGE) foi realizada conforme descrito por LAEMLI (1970) (He, F. (2011). Laemmli-SDS-

PAGE. Bio-protocol Bio101: e80. http://www.bio-protocol.org/e80) utilizando o sistema Mini-

PROTEAN Tetra (BioRad). Os géis de corrida foram preparados a partir da mistura de N,N'-

metileno-bis-acrilamida 0,8% e acrilamida 30% (p/v). O gel fracionador (15%) foi preparado 

adicionando-se a essa mistura Tris-HCl 1,5 M (pH 8,8) e SDS 0,01% (p/v). A polimerização 

do gel se deu pela adição de persulfato de amônio P.A. (APS, do inglês ammonium persulfate) 

10% e TEMED (Sigma). O gel concentrador (4%) foi preparado como descrito para o gel 

fracionador, porém utilizando Tris-HCl 0,5 M (pH 6,8). Os volumes dos materiais utilizados 

para a preparação dos géis de eletroforese estão descritos na Tabela 1. Os géis de 

eletroforese foram corridos a 25 mA/gel durante 1 h em tampão de corrida [Tris-HCl 25 mM 

(pH 8,3), glicina 250 mM e SDS 0,1%]. Após a separação eletroforética, as proteínas foram 

visualizadas por coloração com Comassie Blue R-250 (Vetec) por 15 min. 

Tabela 1: Materiais utilizados na preparação dos géis para SDS PAGE 

Reagente 

Gel Fracionador 
Gel concentrador 4%              

volume (mL) 
12% 

volume (mL) 
15% 

volume (mL) 
Água destilada 1,67 1,15 1,22 

Tris-HCl 1,5M pH 8,8 1,25 1,30 __ 
Tris-HCl 0,5M pH 6,8 __ __ 0,5 

SDS 10% 0,05 0,025 0,02 
Bis-acrilamida 0,8%,     

acrilamida 30% 
2,0 2,5 0,26 

APS 10% 0,05 0,05 0,02 
TEMED 0,01 0,01 0,002 

  

http://www.bio-protocol.org/e80
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3.2.5. Purificação de RRM1-21-189 

A primeira etapa de purificação de RRM1-21-189 consistiu em uma cromatografia de 

afinidade a níquel. O processo foi realizado com auxílio de uma coluna HisTrap HP (GE 

Healthcare) acoplada a um sistema de purificação FPLC Äkta Prime plus (GE Healthcare). 

Após a lise celular, o sobrenadante contendo a proteína de interesse foi filtrado em membrana 

de poro 0,22 µm e aplicado na coluna cromatográfica, previamente equilibrada em tampão A 

[Tris-HCl 50 mM (pH 8,0), NaCl 500 mM, imidazol 5 mM e DTT 5 mM]. A coluna foi então 

lavada com o mesmo tampão até que o traçado de absorbância a 280 nm atingisse os valores 

da linha base, a fim de remover os contaminantes que não interagiram com a resina de níquel. 

Em seguida, a proteína de interesse foi eluída com um gradiente contínuo de imidazol que 

variou de 5 a 500 mM. O gradiente foi criado a partir da mistura linear de tampão A com 

tampão B [Tris-HCl 50 mM (pH 8,0), NaCl 500 mM, imidazol 500 mM e ditiotreitol (DTT) 5 

mM]. Frações de 1 mL ao longo do cromatograma de eluição foram coletadas e analisadas 

por SDS PAGE. As frações que continham a proteína de interesse foram unidas e incubadas 

com a protease His6-TEV NIa (S219V) por 16 h a uma razão molar de 1:5 (TEV:RRM1-21-189), 

para separação da cauda amino-terminal His6. Simultaneamente, a amostra foi dialisada a 

4oC contra tampão [Tris-HCl 50 mM (pH 8,8) e DTT 5 mM] para a remoção do imidazol e do 

sal. Em seguida, a separação de RRM1-21-189 da protease His6-TEV e da cauda His6 se deu 

por cromatografia de troca aniônica realizada em coluna HiPrep Q FF 16/10 (GE Healthcare) 

acoplada a um sistema de purificação FPLC Äkta Prime plus (GE Healthcare). A amostra de 

proteína foi aplicada na coluna cromatográfica equilibrada em tampão [Tris-HCl 50 mM (pH 

8,8) e DTT 5 mM]. A coluna foi lavada com o mesmo tampão até que a absorbância a 280 

nm atingisse valores similares aos da linha base. A eluição de RRM1-21-189 foi feita através 

de um gradiente contínuo de NaCl que variou de 0 a 1 M. O gradiente foi criado a partir da 

mistura linear do tampão de equilíbrio e o tampão [Tris-HCl 50 mM (pH 8,8), DTT 5 mM e 

NaCl 2 M]. Posteriormente, as frações contendo a proteína de interesse, identificadas por 

SDS PAGE, foram unidas e concentradas por ultrafiltração em sistema Centricon (Millipore) 

com membrana de porosidade de 3000 Da. Por fim, a amostra de proteína foi submetida a 
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uma etapa de cromatografia por exclusão molecular utilizando uma coluna Superdex 75 PG 

HiLoad 16/60 (GE Healthcare) acoplada em um sistema de purificação FPLC Äkta Prime plus 

(GE Healthcare) equilibrada em tampão fosfato de sódio 20 mM (pH 6,0), NaCl 100 mM e 

DTT 5 mM. As frações contendo a proteína de interesse foram identificadas por SDS PAGE, 

unidas e concentradas. A concentração final da amostra foi determinada 

espectrofotometricamente pelo método de Pierce 660 nm. 

 

3.2.6. Dosagem de proteínas 

A concentração da amostra de proteína foi determinada através de método 

colorimétrico utilizando o reagente Pierce 660 nm Protein Assay (Thermo Scientific). Em uma 

placa de 96 poços, foram adicionados 10 μL da amostra. A esse volume, foram adicionados 

50 μL do reagente de Pierce e a mistura reacional foi incubada por 5 min ao abrigo da luz. A 

absorbância das amostras foi medida a 660 nm utilizando um espectrofotômetro da Molecular 

Devices modelo SpectraMax M2℮. Cada ensaio foi realizado em triplicata. As concentrações 

das amostras de proteína foram determinadas com base em uma curva padrão realizada com 

albumina bovina sérica (BSA) na faixa de 0,025 a 2 mg/mL.  

 

3.2.7. Análise por espectrometria de massa (MS) 

O grau de pureza e a massa molecular de RRM1-21-189 foram determinadas por 

espectrometria de massa MALDI-TOF. A amostra purificada de RRM1-21-189 a uma 

concentração de 700 µM em tampão acetato de amônio (pH 7,2) foi diluída em água ultrapura, 

até concentração de 10 µM – 50 µM, e misturada a uma razão de 1:1 com uma matriz de 

ácido α-ciano-4-hidroxicinâmico dissolvida em acetonitrila (1/3 v/v) e TFA a 3% (5/1 v/v). Os 

dados de MS foram adquiridos em um espectrômetro Bruker Utraflex III utilizando modo linear 

e um intervalo de m/z de 4000 a 30150.  
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3.2.8. Aquisição dos dados de RMN 

Os espectros de RMN foram adquiridos a 25°C em espectrômetros Bruker Avance III 

800 e 700 MHz utilizando sondas de tripla ressonância de detecção inversa com gradiente 

no eixo z TXI HCN (Bruker Biospin). Os experimentos utilizados na etapa de assinalamento 

sequencial das ressonâncias foram adquiridos com uma amostra purificada de 13C/15N-

RRM1-21-189 a uma concentração de 900 µM em tampão fosfato de sódio 20 mM (pH 6,0), 

NaCl 100 mM, DTT 5 mM, 2H2O 10% (v/v). Enquanto, os experimentos de relaxação do núcleo 

de 15N foram adquiridos com uma amostra purificada de 15N-RRM1-21-189 a concentração de 

200 µM no mesmo tampão. Os espectrômetros estão localizados no Centro Nacional de 

Ressonância Magnética Nuclear Jiri Jonas do Instituto de Bioquímica Médica da UFRJ. A 

aquisição e o processamento dos espectros de RMN foram realizados com os programas Top 

Spin 3.1 (Bruker Biospin) e NMRPipe (DELAGLIO et al., 1995)  

 

3.2.9. Assinalamento sequencial das ressonâncias 

O assinalamento sequencial das ressonâncias da cadeia principal dos domínios 

RRM1-21-189 (1HN, 15N, 13Cα, 1Hα, 13Cβ, 13C’) foi feito com base nos seguintes experimentos de 

RMN: 2D [1H,15N] HSQC (8 acumulações por incremento em t1, 2048 pontos coletados na 

dimensão F2 e 512 pontos em F1), 3D HNCACB (16 acumulações, 1024 pontos em F3, 54 

pontos em F2 e 80 pontos em F1), 3D CBCA(CO)NH (16 acumulações, 1024 pontos em F3, 

54 pontos em F2 e 80 pontos em F1), 3D HNCO (8 acumulações, 1024 pontos em F3, 56 

pontos em F2 e 80 pontos em F1) e 3D HNCACO (32 acumulações, 1024 pontos em F3, 56 

pontos em F2 e 80 pontos em F1) (SATTLER et al. 1999). Os espectros foram analisados 

utilizando o programa CARA 1.8.4.2 (http://cara.nmr.ch/doku.php). Os deslocamentos 

químicos de hidrogênio foram calibrados diretamente utilizando DSS (ácido 4,4-dimetil-4-

silapentano-1-sulfônico) 1 mM como referência interna. Os deslocamentos químicos de 15N e 

13C foram calibrados indiretamente utilizando a razão das constantes giromagnéticas entre 

os núcleos.  

http://cara.nmr.ch/doku.php
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3.2.10. Medida dos parâmetros de relaxação 

 

A dinâmica molecular da cadeia principal de RRM1-21-189 foi inferida a partir da medida 

dos parâmetros de relaxação dos núcleos de 15N: R1, R2 e {1H}-15N NOE (STONE et al. 1992). 

Todos os experimentos foram adquiridos com 16 acumulações por incremento em t1, 1024 

pontos na dimensão F2 (1H) e 256 pontos na dimensão F1 (15N). A taxas de relaxação 

longitudinal (R1) foram determinadas a partir das intensidades dos sinais medidos em 8 

espectros de correlação heteronuclear [1H, 15N] coletados com os seguintes tempos de 

relaxação: 20, 100, 300, 500, 750, 1000, 1250 e 1500 ms. Enquanto, as taxas de relaxação 

transversal (R2) foram determinadas a partir das intensidades dos sinais de 8 espectros 

coletados com os seguintes tempos de relaxação: 16,96, 33,92, 50,88, 84,80, 101,76, 135,68, 

169,60 e 203,52 ms. Entre cada acumulação, foi dado um intervalo de tempo de 1,3 s para 

os experimentos de R2 e de 3,0 s para os experimentos de R1, a fim de garantir a recuperação 

completa da magnetização dos núcleos de hidrogênio. O {1H}-15N NOE foi adquirido com e 

sem pré-saturação dos núcleos de hidrogênio, de maneira intercalada. Para garantir que os 

NOEs máximos fossem desenvolvidos antes da aquisição do experimento, foi dado um 

intervalo de 5 s entre cada acumulação. Os experimentos de R1, R2 e {1H}-15N NOE foram 

realizados em versões pseudo-3D, onde a terceira dimensão corresponde aos diferentes 

tempos de relaxação, e convertidos em conjuntos de espectros 2D durante o processamento.  

 

3.2.11. Análise dos dados de relaxação 

 

Os valores das taxas de relaxação (R1 e R2) foram obtidos a partir do ajuste das 

intensidades das ressonâncias presentes nos espectros de correlação heteronuclear [1H, 15N] 

em função dos tempos de relaxação (T) empregando uma equação de decaimento 

monoexponencial de dois parâmetros (STONE et al., 1992). 

𝐼(𝑇) = 𝐼0 exp(−𝑅1,2𝑇) 

Onde 𝐼(𝑇) refere-se à intensidade após um intervalo de tempo (𝑇) e 𝐼0, à intensidade 

no tempo zero. Os valores dos {1H}-15N NOE foram obtidos a partir da razão entre as 
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intensidades dos sinais presentes nos espectros coletados com e sem saturação dos 

hidrogênios, conforme a equação abaixo (STONE et al. 1992). 

𝑁𝑂𝐸 = 𝐼𝑠𝑎𝑡 𝐼𝑒𝑞⁄  

Os erros experimentais foram calculados a partir do desvio-padrão do ruído em 

relação às intensidades dos sinais de ressonância aferidas nos espectros de T1 e T2, 

conforme a equação abaixo.  

𝐸𝑟𝑟𝑜 =  (
1

𝑇𝑒𝑚𝑝𝑜 𝑑𝑒 𝑅𝑒𝑙𝑎𝑥𝑎çã𝑜 (𝑠)
) ×

𝐷𝑒𝑠𝑣𝑖𝑜 𝑝𝑎𝑑𝑟ã𝑜𝑅𝑢í𝑑𝑜

𝐼𝑛𝑡𝑒𝑛𝑠𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒RRM1−21−189

 

Onde 𝑇𝑒𝑚𝑝𝑜 𝑑𝑒 𝑅𝑒𝑙𝑎𝑥𝑎çã𝑜 (𝑠) refere-se ao tempo de relaxação do espectro 

escolhido; 𝐷𝑒𝑠𝑣𝑖𝑜 𝑝𝑎𝑑𝑟ã𝑜𝑅𝑢í𝑑𝑜, ao desvio-padrão calculado para o ruído do espectro 

escolhido e 𝐼𝑛𝑡𝑒𝑛𝑠𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒RRM1−21−189
, à intensidade dos sinais referentes aos resíduos de 

RRM1-21-189. 

No caso do {1H}-15N NOE, foram utilizados os desvios-padrão do ruído de fundo dos 

espectros saturado e referência. Para o cálculo do desvio-padrão, aproximadamente 500 

picos, positivos e negativos, que não se encontravam próximos aos sinais da amostra e ao 

sinal da água foram utilizados (FARROW et al., 1994). 

Δ𝑁𝑂𝐸 =  
𝐷𝑒𝑠𝑣𝑖𝑜 𝑝𝑎𝑑𝑟ã𝑜𝑅𝑢í𝑑𝑜

𝑁𝑂𝐸

𝐼𝑛𝑡𝑒𝑛𝑠𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒𝑅𝑒𝑓
−  (

𝐼𝑛𝑡𝑒𝑛𝑠𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒𝑁𝑂𝐸

(𝐼𝑛𝑡𝑒𝑛𝑠𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒𝑅𝑒𝑓)
2  ×  𝐷𝑒𝑠𝑣𝑖𝑜 𝑝𝑎𝑑𝑟ã𝑜𝑅𝑢í𝑑𝑜

𝑅𝑒𝑓
) 

Onde 𝐷𝑒𝑠𝑣𝑖𝑜 𝑝𝑎𝑑𝑟ã𝑜𝑅𝑢í𝑑𝑜
𝑁𝑂𝐸  refere-se ao desvio-padrão calculado para o ruído do 

espectro saturado; 𝐼𝑛𝑡𝑒𝑛𝑠𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒𝑅𝑒𝑓, à intensidade dos sinais referentes aos resíduos de 

RRM1-21-189 no espectro referência; 𝐼𝑛𝑡𝑒𝑛𝑠𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒𝑁𝑂𝐸, à intensidade dos sinais referentes aos 

resíduos de RRM1-21-189 no espectro saturado e 𝐷𝑒𝑠𝑣𝑖𝑜 𝑝𝑎𝑑𝑟ã𝑜𝑅𝑢í𝑑𝑜
𝑅𝑒𝑓

, ao desvio-padrão 

calculado para o ruído do espectro referência. 

O tempo de correlação rotacional (c) foi estimado para RRM1-21-189, bem como para 

os domínios RRM1 e RRM2 isolados, a partir dos valores médios de T1 e T2 considerando 

apenas os resíduos envolvidos em estrutura secundária, conforme a equação abaixo.  
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𝜏𝑐  ≈  
1

4𝜋𝜐𝑁
√6 

𝑇1

𝑇2
−  7 

Onde υN é a frequência de ressonância do núcleo de 15N medida em Hz e 𝑇1 e 𝑇2 são 

os valores médios das taxas de relaxação do núcleo de 15N (excluindo os resíduos presentes 

em regiões flexíveis da proteína) (KAY et al. 1989). Os dados foram analisados utilizando o 

programa CcpNmr Analysis 2.4.1 (VRANKEN et al., 2005). 

 

3.2.12. Análise dinâmica por dispersão de relaxação 

 

Movimentos internos da cadeia polipeptídica que ocorrem na escala de mili- a 

microssegundos e são comumente descritos como troca conformacional foram inferidos a 

partir de experimentos de dispersão de relaxação via CPMG (CARR & PURCELL, 1954; 

MEIBOOM & GILL, 1958) (DR CPMG). Os perfis de dispersão de relaxação foram adquiridos 

em dois campos magnéticos diferentes (11,7 e 16,5 T), utilizando uma sequência de pulsos 

CPMG do tipo “relaxação compensada” (LORIA et al. 1999). Os experimentos DR CPMG 

foram adquiridos utilizando a abordagem de tempo constante. Neste esquema, um tempo de 

relaxação via CPMG é definido (Trelax) na sequência de pulso e somente o parâmetro de 

frequência de CPMG (CPMG) é modificado. Cada valor de CPMG resulta em um único espectro 

e o valor de intensidade de cada ressonância é medido. Doze espectros com valores de CPMG 

entre 50 e 1000 Hz (Trelax = 40 ms) foram coletados. Além disso, um espectro referência foi 

adquirido a Trelax = 0, fornecendo os valores de intensidade I0. As intensidades foram 

convertidas em R2 efetivo (R2
eff) utilizando a seguinte equação: 

𝑅2
𝑒𝑓𝑓(𝜈𝐶𝑃𝑀𝐺) = (

−1

𝑇
) ln

𝐼1(𝜈𝐶𝑃𝑀𝐺)

𝐼0
 

 Onde Trelax é o tempo total do período de refoco CPMG (40 ms), e I0 e I1(CPMG) são 

as intensidades das ressonâncias a ausência e na presença do período de refoco CPMG.  
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3.2.13. Análise conformacional por mobilidade iônica acoplada à espectrometria 

de massa (IM-MS) 

 

Um espectrômetro de massa acoplado à mobilidade iônica apresenta uma câmara de 

mobilidade iônica localizada anteriormente ao analisador de massa. Íons gasosos, de um gás 

inerte, são injetados dentro da cela de mobilidade iônica e acelerados por um campo eléctrico 

fraco. Devido isso, colisões de baixa energia podem ocorrer entre os íons e o gás. Quanto 

maior for a seção transversal do íon, maior será o número de colisões que este faz com o 

gás. O aumento do número de colisões promove perda de energia dos íons que, 

consequentemente, levam mais tempo para atravessar a cela de mobilidade iônica ("tempo 

de deriva”). Por conseguinte, os íons são injetados no analisador de massa e separados na 

razão m/z. O espectro tridimensional obtido consiste nas informações de massa, tempo de 

deriva e intensidade relativa (LANUCARA et al. 2014; KONIJNENBERG et al. 2013). 

A amostra purificada de RRM1-21-189 a 700 µM preparada em tampão acetato de 

amônio 20 mM (pH 7,2) foi injetada no espectrômetro Synapt II HDMS (Waters Co., MA, EUA). 

Este espectrômetro é equipado com um ionizador nano-eletronspray e possui uma cela de 

TWIMS (traveling wave ion mobility spectrometry) posicionada entre o analisador quadrupolo 

e o analisador do tipo TOF. Os espectros foram adquiridos por infusão direta com um fluxo 

de 1 L.min-1 em um intervalo de m/z de 300 a 4000. O íon [M+H]+10 foi selecionado no 

quadrupolo e analisado na cela T-wave e, posteriormente, no analisador TOF. O programa 

Driftscope 2.1 foi utilizado para o processamento e análise dos dados. 
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4. Resultados e Discussão 

 

4.1. Purificação de RRM1-21-189 

 

A proteína recombinante foi purificada por uma combinação de técnicas 

cromatográficas. O primeiro passo do processo de purificação consistiu em uma 

cromatografia de afinidade a níquel, uma vez que a construção His6-RRM1-21-189 possui 

caudas de polihistidinas (His6). Este processo de purificação baseia-se na interação dos 

resíduos de histidina com o íon metálico imobilizado ao grupo ácido iminodiacético da resina 

cromatográfica. As histidinas são os aminoácidos que interagem mais fortemente com esse 

tipo de complexo metálico porque o grupo imidazol é doador de elétrons e forma ligações de 

coordenação com o metal de transição imobilizado. Uma vez que a proteína com a cauda 

His6 é capturada pela resina e separada do extrato proteico, esta pode ser eluída rompendo-

se a interação com a resina por afinidade com um competidor (imidazol) ou por diminuição 

do pH (BANEYX, 1999). 

A construção His6-RRM1-21-189 foi eluída da coluna cromatográfica utilizando um 

gradiente contínuo de imidazol. A Figura 5A mostra o cromatograma de eluição, onde são 

observados dois picos nas concentrações de ~94 e ~177 mM de imidazol, respectivamente. 

A constituição proteica das amostras referentes aos picos de eluição foi avaliada por SDS 

PAGE. A eletroforese mostrou a presença de uma banca majoritária correndo ligeiramente 

acima de 25 kDa, correspondente à proteína de fusão (His6-RRM1-21-189) (Figura 5B). 

O próximo passo no processo de purificação consistiu em submeter a amostra de 

proteína à clivagem com a protease TEV (BLOMMEL & FOX, 2007). Esta protease é muito 

utilizada para a remoção de caudas de purificação de proteínas recombinantes por ser 

extremamente específica— reconhece a sequência heptapeptídica (EXXYXQ*S/G) (X pode 

ser qualquer resíduo) (CARRINGTON & DOUGHERTY, 1988), além de ser ativa em baixas 

temperaturas e na presença de vários inibidores normalmente adicionados durante o 

processo de purificação.   
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Figura 5: Purificação de His6-RRM1-21-189 por cromatografia de afinidade a níquel. (A) 
Cromatograma de eluição de His6-RRM1-21-189 da coluna de afinidade His-Trap HP (GE 
Healthcare), evidenciando dois picos em 94 mM (P1) e 177 mM (P2) de imidazol, 
respectivamente. Em preto, o traçado de absorbância a 280 nm. Em cinza, o gradiente de 
imidazol. (B) Análise por SDS PAGE das frações coletadas em (A). PM: padrão de massa 
molecular; FT: flow-through; L: lavagem com tampão A [Tris-HCl 50 mM (pH 8,0), NaCl 500 
mM, imidazol 5 mM e DTT 5 mM]; 1: constituição proteica de P1 (~94 mM imidazol); 2: 
constituição proteica de frações coletadas ao longo de P2 (~144 mM imidazol); 2M: lavagem 
da coluna com tampão imidazol 2 M (pH 8,0). A proteína de fusão foi eluída ao longo de P2 
e corre como uma banda acima de 25 kDa no gel de SDS PAGE.   
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A eficiência da clivagem da construção His6-RRM1-21-99 pela protease TEV foi 

verificada por SDS PAGE (Figura 6). Após o tratamento com TEV, a banda de 25 kDa, 

referente ao pico de eluição da cromatografia de afinidade a níquel (~177 mM de imidazol), 

migrou para menor massa molecular (~25 kDa), o que pode ser explicado pela perda da 

cauda N-terminal His6. Esses resultados sugerem que o protocolo estabelecido possibilitou a 

clivagem completa da construção His6-RRM1-21-189. 

 

 

 

 

 

 
Figura 6: Clivagem de His6-RRM1-21-189 com a protease TEV. A clivagem da cauda N-
terminal His6 foi realizada por incubação com a protease TEV (razão molar 1:5) a 4oC durante 
24 h. O acompanhamento da eficiência de clivagem foi feito através de SDS PAGE. PM: 
padrão de massa molecular; -TEV: amostra de proteína na ausência de TEV; +TEV: amostra 
após 24 h de incubação com TEV. A migração da banda proteica para menor massa 
molecular (~25 kDa) indica clivagem completa após 24 de incubação. A banda em ~28 kDa 
no poço (+TEV) se refere à protease TEV.  
 
 

As amostras contendo a construção RRM1-21-189 clivada foram submetidas a uma 

segunda etapa de purificação por cromatografia de troca aniônica. Esse procedimento teve 

como objetivo separar a proteína de interesse da cauda His6 livre e da protease TEV. A Figura 

7A mostra o cromatograma de eluição, onde se observa um único pico na concentração de 

132 mM de NaCl. A avaliação do conteúdo proteico deste pico de eluição por SDS PAGE 

evidenciou a presença de RRM1-21-189 (~25 kDa) (Figura 7B).  

A amostra de RRM1-21-189 foi então submetida a última etapa de purificação por 

cromatografia de exclusão molecular. A Figura 8A mostra o cromatograma de eluição da 

etapa de gel-filtração. Observa-se a presença de um único pico de eluição em um volume de 

retenção de 68 mL, o que é compatível com o esperado para uma proteína de ~25 kDa no 

seu estado monomérico. A análise por eletroforese revelou a presença de uma banda proteica 

de 25 kDa correspondente à construção RRM1-21-189 (Figura 8B).   
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Figura 7: Purificação de RRM1-21-189 por cromatografia de troca aniônica. Cromatograma 
de eluição de RRM1-21-189 da coluna de troca aniônica HiPrep Q FF 16/10 (GE Healthcare), 
evidenciando um único pico em 132 mM de NaCl. Em preto, o traçado de absorbância a 280 
nm. Em cinza, o gradiente de NaCl. (B) Análise de pureza das fações coletadas em (A) 
através de SDS PAGE. PM: padrão de massa molecular; 1: constituição proteica das frações 
coletadas ao longo de P1 (~132 mM NaCl), mostrando uma banda majoritária em ~25 kDa 
correspondente à RRM1-21-189.   
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Figura 8: Purificação de RRM1-21-189 por cromatografia de gel-filtração. Cromatograma 
de eluição de RRM1-21-189 da coluna de gel-filtração Superdex 75 16/10 (GE Healthcare), 
evidenciando um único pico em 68 mL. A purificação foi realizada em tampão fosfato de sódio 
20 mM (pH 6,0), NaCl 100 mM e DTT 5 mM. Em preto, o traçado de absorbância a 280 nm. 
De acordo com a curva de calibração da coluna cromatográfica, este volume eluição (68 mL) 
é condizente com um monômero globular de ~25 kDa. Inset: Análise por SDS PAGE das 
frações coletadas durante a etapa de purificação. PM: padrão de massa molecular; 1: 
constituição proteica fração correspodendente a P1 (68 mL), evidenciando a amostra de 
RRM1-21-189 purificada. 

 

A fim de analisar o grau de pureza da amostra de RRM1-21-189, experimentos de 

MALDI-TOF MS foram realizados (Figura 9). O espectro de MALDI-TOF MS mostrou a 

presença de três picos correspondentes às formas mono-, dupla- e triplamemente carregadas 

de RRM1-21-189. Além disso, o espectro mostrou ausência total de outros sinais relativos a 

potenciais contaminantes, sugerindo o alto grau de pureza da amostra. A massa molecular 

média observada foi de 22335.7 Da, o que está de acordo com a massa teórica esperada de 

22341.1 Da (Figura 9).   
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Figura 9: Análise da pureza de RRM1-21-189 por MALDI-TOF MS. A massa molecular média 
e a pureza de RRM1-21-189 foram determinadas por MALDI-TOF MS utilizando um 
espectrômetro Bruker Ultraflex III em modo linear. Os íons precursores [M+2] e [M+3] foram 
detectados. A massa molecular média observada foi de 22335.7 Da, enquanto a massa 
molecular média teórica é de 22341.1 Da. 

 

4.2. Assinalamento sequencial das ressonâncias de RRM1-21-189 

 

4.2.1. 1H 1D RMN 

 

A Figura 10 mostra o espectro unidimensional de RMN de hidrogênio obtido para a 

amostra purificada de RRM1-21-189. Este espectro é compatível com o de uma proteína bem 

enovelada, mostrando sinais de RMN com linhas finas e uma grande dispersão de 

deslocamento químico na região dos hidrogênios amídicos (10-6 ppm). Além disso, a 

presença de sinais abaixo de 0 ppm, referentes a hidrogênios de metilas próximos 

espacialmente a anéis aromáticos (ring current shifts) presentes no cerne hidrofóbico da 

proteína confirma o estado enovelado deste domínio. 



28 
 

 

Figura 10: Espectro 1D 1H de RRM1-21-189. A grande dispersão de deslocamento químico, 
assim como a distribuição homogênea das intensidades no espectro, indica que os domínios 
RRM1-21-99 encontram-se bem enovelados em solução, dessa forma os próximos 
experimentos podem ser realizados. O espectro foi adquirido com uma amostra purificada de 
15N-RRM1-21-189 (0,9 mM) em tampão fosfato de sódio 20 mM (pH 6,0), NaCl 100 mM, DTT 5 
mM e 90% H2O/10% D2O a temperatura de 25 oC. 
 

4.2.2. [1H,15N] HSQC 

 

A Figura 11 mostra o espectro bidimensional de correlação heteronuclear [1H,15N] 

HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence) adquirido para a amostra purificada de 

15N-RRM1-21-189. Esse espectro é referido como a impressão digital de uma proteína e fornece 

informações acerca das correlações entre hidrogênios covalentemente ligados a nitrogênios 

na sequência primária. Ou seja, esse espectro mostra as correlações entre os hidrogênios e 

nitrogênios amídicos da proteína, de forma que é gerado um pico por aminoácido da cadeia 

polipeptídica, com exceção das prolinas, que não possuem hidrogênio amídico. Além disso, 

esse espectro mostra picos de correlação para os grupos NH2 das cadeias laterais de 

asparagina e glutamina, cujos valores de deslocamento químico de 15N caem em torno de 

~113 ppm.   
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Figura 11: Espectro 2D [1H,15N] HSQC de RRM1-21-189. As linhas tracejadas evidenciam os 
grupamentos NH2 das cadeias laterais de resíduos de asparagina e glutamina. A grande 
dispersão de deslocamento químico, assim como a distribuição homogênea das intensidades 
no espectro, indica que os domínios RRM1-21-99 encontram-se bem enovelados em solução 
e atestam a viabilidade da análise dinâmica por RMN. O espectro foi adquirido com uma 
amostra purificada de 15N-RRM1-21-189 (0,9 mM) em tampão fosfato de sódio 20 mM (pH 6,0), 
NaCl 100 mM, DTT 5 mM e 90% H2O/10% D2O a temperatura de 25 oC. Foram coletadas 8 
acumulações por incremento em t1, 2048 pontos na dimensão F2 e 512 pontos na dimensão 
F1. 

 

De um modo geral, o espectro mostra sinais de ressonância bem definidos com 

intensidade relativamente homogênea e boa dispersão de deslocamento químico, o que é 

condizente com uma proteína bem enovelada. Esses resultados indicam que a amostra 

analisada preenche os requerimentos para os estudos por RMN, o que atesta a viabilidade 

do processo de caracterização dinâmica em solução. Dos 229 picos esperados para os 

domínios RRM1-21-189, foram encontrados 234 sinais no espectro 2D [1H,15N] HSQC. A 

presença de um grupo de ressonâncias extra sugere que, nas condições estudadas, a 

proteína experimenta troca conformacional em regime de dinâmica lenta (segundos).  
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4.2.3. Estratégia de assinalamento das ressonâncias 

 

 A sequência primária de uma proteína consiste em um segmento de aminoácidos 

unidos entre si pela ligação peptídica, onde cada aminoácido representa, individualmente, um 

sistema de spins nucleares isolados conectados via acoplamento escalar. Esses sistemas de 

spins podem ser identificados por meio das correlações via ligação química e esse processo 

é conhecido como assinalamento sequencial, onde os espectros de RMN são utilizados para 

a identificação sistemática de todos os resíduos da proteína (WÜTHRICH, 1986). 

Com o assinalamento das ressonâncias, é possível associar cada núcleo (sensível a 

RMN) da molécula a um determinado valor de deslocamento químico. Para proteínas com 

massas moleculares <30 kDa, a estratégia de assinalamento da cadeia principal baseia-se 

na atribuição sequencial dos átomos através da combinação do espectro 2D [1H,15N] HSQC 

com os espectros 3D de tripla ressonância (HNCACB, CBCA(CO)NH, HNCO e HNCACO), 

que correlacionam os núcleos de 1H, 15N e 13C através das constantes de acoplamento 

escalar entre eles. Cada sinal do espectro 2D [1H,15N] HSQC refere-se a um par 1H/15N 

conectado via ligação covalente. Portanto, esse experimento é utilizado para identificar os 

deslocamentos químicos dos núcleos de hidrogênio (1HN) e nitrogênio amídicos (15N) de cada 

resíduo (com exceção das prolinas) (GRZESIEK & BAX, 1992). 

 Para a identificação dos átomos de 13C, 13C e 13C’ pertencentes a cada sistema de 

spins, utiliza-se um conjunto de espectros de tripla ressonância (Tabela 2), de forma que 

esses espectros também podem ser utilizados para resolver as sobreposições de sinais que 

são bastante comuns em espectros de uma ou duas dimensões. A Figura 12 mostra como é 

feita a análise de espectros 3D de tripla ressonância. Os sinais observados são referentes às 

correlações intra-resíduos (i) e inter-resíduos (i-1). O espectro 3D HNCACB consiste de 

quatro sinais, sendo os dois picos mais fortes referentes aos deslocamentos químicos de 13C 

e 13C de um mesmo resíduo (i), enquanto os dois picos mais fracos se referem aos 

deslocamentos químicos de 13Cα e 13C do resíduo anterior (i-1) (Figura 13A). O espectro 

CBCA(CO)NH descreve os sinais referentes aos 13C-1 e 13C-1, onde observa-se o mesmo 
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deslocamento químico para os picos fracos encontrados no espectro HNCACB (Figura 13B) 

(IKURA et al. 1990; KAY et al. 1990). O experimento 3D HNCO correlaciona as frequências 

de ressonância entre o par 1HN/15N de um mesmo resíduo (i) com a frequência de ressonância 

da carbonila (13C’) do resíduo anterior (i-1). Portanto, o sinal observado neste espectro é 

referente ao 13C’-1. O experimento 3D HNCACO utiliza a transferência de magnetização via 

carbono alfa (13C) para correlacionar as frequências de ressonância do par 1HN/15N com a 

frequência de ressonância da carbonila (13C’). Os espectros HNCACB e CBCA(CO)NH são 

analisados em par. Da mesma forma, os espectros HNCO e HN(CA)CO também são 

analisados em conjunto. 

 
Tabela 2: Descrição dos experimentos de RMN utilizados para o assinalamento das 
ressonâncias da cadeia principal de proteínas. 

 

Experimento Sinais observados no espectro de RMN 

HNCACB 13Cα (i-1), 13Cβ (i-1), 13Cα (i) e 13Cβ (i). 
CBCA(CO)NH 13Cα (i-1) e 13Cβ (i-1). 

HNCO 13C’ (i-1). 
HNCACO 13C’ (i-1) e 13C’ (i) 

 

O primeiro passo no assinalamento sequencial das ressonâncias consiste em “andar” 

sobre a sequência primária da proteína através das conectividades sequenciais (i, i-1) 

fornecidas pelos espectros de tripla ressonância. Este processo é facilitado pelos valores dos 

deslocamentos químicos de 13C de determinados aminoácidos em conformação randômica 

(Figura 14). O sistema de spins mais facilmente reconhecido é o do aminoácido glicina, uma 

vez que este não possui 13C e apresenta um valor de deslocamento químico de 13C muito 

característico (~45 ppm). Além das glicinas, as serinas e treoninas também são aminoácidos 

fáceis de serem identificados, uma vez que são os únicos cujos valores de deslocamento 

químico de 13C são maiores do que os valores de deslocamento químico de 13C (Thr ~62 

ppm; Ser ~58 ppm). Por fim, as alaninas são os aminoácidos que possuem os menores 

valores de deslocamento químico de 13C (~19 ppm).   
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Figura 12: Representação esquemática de experimentos de RMN de dupla e tripla 
ressonância. (a) O espectro 2D [1H,15N] HSQC mostra as correlações entre 1HN e 15N, cujas 

frequências estão representadas nos eixos x e y, respectivamente. (b e c) O espectro 3D 
HNCO mostra uma extensão dos sinais para uma terceira dimensão referente às frequências 
de carbono 13C’. Assim, os picos do HSQC agora não ficam posicionados em apenas um 
plano, mas são espalhados em uma terceira dimensão de acordo com os deslocamentos 
químicos dos carbonos das carbonilas (13C’) que precedem o grupamento NH (d e e). A 
análise do espectro 3D é feita através de fatias deste cubo. O eixo x equivale à dimensão de 
1HN, enquanto a dimensão de 13C’ é geralmente vista ao longo do eixo y, deixando os 
deslocamentos químicos de 15N no eixo z. Cada fatia do espectro 3D HNCO corresponde a 
um espectro 2D [1H,13C] obtido em diferentes frequências ao longo da dimensão de 15N. 
Adaptado de: Higman (2012). 
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Figura 13: Representação esquemática dos espectros de tripla ressonância HNCACB 
e CBCA(CO)NH. Os diagramas mostram as transferências de magnetização que ocorrem 
nos experimentos (A) HNCACB e (B) CBCA(CO)NH. O espectro HNCACB gera quatro picos 

de correlação. Os picos fortes se referem às ressonâncias de 13C e 13C intra-resíduos (i), 

enquanto os picos fracos são referentes às ressonâncias de 13C e 13C do resíduo 

predecessor (i-1). As ressonâncias de 13C e 13Cβ são anti-fase uma em relação a outra no 
espectro e, por isso, estão mostradas em vermelho e verde, respectivamente. O espectro 

CBCA(CO)NH apresenta dois picos de correlação correspondentes às ressonâncias de 13C 

(i-1) e 13C (i-1). A combinação destes espectros permite a o assinalamento sequencial das 

ressonâncias de 13C e 13C da cadeia principal.  
  

A 

 

B 
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Figura 14: Valores dos deslocamentos químicos de 13C dos 20 aminoácidos 
comumente encontrados em proteínas em conformação randômica. Adaptado de: 
http://triton.iqfr.csic.es/guide/eNMR/proteins/chempro5.html 
 

O assinalamento sequencial das ressonâncias da cadeia principal de RRM1-21-189 foi 

realizado com o auxílio do programa CARA (Computer Aided Resonance Assignment) 1.8.4.2 

(http://cara.nmr.ch/doku.php). Após a identificação de um sistema de spins característico (p. 

ex.: serina, treonina ou alanina), o programa procura por sistemas de spins predecessores 

ou sucessores através da comparação dos valores de deslocamento químico de 13C, 13C e 

13C’ fornecidos pelos espectros de tripla ressonância. O programa então alinha as frequências 

de 13C, 13C e 13C’ dos picos i-1 de um determinado sistema de spins com aquelas dos picos 

i de outro sistema, identificando as conectividades sequenciais. Após a identificação de 

diversos sistemas de spins que estão sequencialmente conectados, estes podem ser 

assinalados a determinados aminoácidos por comparação do padrão de conectividades 

encontrado com a sequência primária da proteína. 

  

http://cara.nmr.ch/doku.php


35 
 

Vale ressaltar a importância de se ter três possibilidades de conectividades 

sequenciais (13C e 13C-1, 13C e 13C-1, 13C’ e 13C’-1), uma vez que isto permite a atribuição 

das ressonâncias de forma não ambígua. Frequentemente, o par de espectros HNCO e 

HNCACO é utilizado para resolver as ambiguidades das possibilidades de assinalamento 

encontradas quando apenas o par de espectros HNCACB e CBCA(CO)NH são utilizados. As 

ambiguidades de assinalamento podem ocorrer devido a problemas de sobreposição de 

sinais nestes espectros, por isso a importância em disponibilizar três caminhos diferentes 

para percorrer a sequência primária da proteína. A Figura 15 mostra tiras dos espectros 

CBCA(CO)NH e HNCABCB coletados para os domínios RRM1-21-189, evidenciando um 

segmento da proteína que foi assinalado através desta estratégia de conectividades 

sequenciais. 

 

 

 
Figura 15: Fatias dos espectros CBCA(CO)NH e HNCACB coletados para RRM1-21-189.  

Cada tira individual mostra as conexões C (azul) e C (vermelho) de um mesmo resíduo (i) 
com o resíduo anterior (i-1). O assinalamento do segmento R115-T116-M117-T118-Q119 está 
evidenciado. As linhas pontilhadas indicam as conectividades sequenciais utilizadas para o 
assinalamento.   
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A análise dos espectros de tripla ressonância permitiu o assinalamento de 98% das 

ressonâncias da cadeia principal de RRM1-21-189, com exceção dos resíduos Met1, Ile152 e 

Ile179, onde a ausência ou sobreposição de sinais tornou o assinalamento impossível. De 

maneira análoga, não foi possível assinalar as ressonâncias referentes aos resíduos Gly(-2), 

His(-1) e Met0, que compõem o artefato de clonagem amino-terminal presente na construção 

RRM1-21-189, devido à ausência de sinais no espectro. Além disso, a cauda carboxi-terminal 

de seis histidinas, outro artefato de clonagem presente na construção RRM1-21-189, também 

não foi assinalada devido as ambiguidades nos deslocamentos químicos de 13C, 13C e 13C’. 

Novamente, vale ressaltar que no espectro 2D [1H,15N] HSQC foram observadas 5 

ressonâncias extras. Algumas destas ressonâncias podem estar relacionadas a grupamentos 

NH da cadeia lateral de resíduos de lisina e arginina que, por estarem protegidos na estrutura 

da proteína, não sofreram troca química com a água e deram origem a sinais no espectro. 

Ainda, a presença de um grupo de ressonâncias excedentes sugere a existência de outra(s) 

conformação(ões) minoritária(s) de RRM1-21-189 em solução. A Figura 16 mostra o espectro 

[1H,15N] HSQC completamente assinalado. Em azul, estão marcados os sinais referentes à 

cauda carboxi-terminal de seis histidinas. Em vermelho, estão marcadas as ressonâncias 

extras que não foram assinaladas. 

 

4.2.4. Comparação com o assinalamento de RRM11-99 

 

A fim de se obter informações estruturais acerca do domínio RRM1 isolado e no 

contexto dos domínios amino-terminais RRM1-2 em tandem, os deslocamentos químicos 

obtidos para a construção RRM1-21-189 foram comparados com aqueles obtidos para a 

construção RRM11-99 (MUJO et al., 2014). A Figura 17A mostra a sobreposição dos espectros 

[1H,15N] HSQC obtidos para o par de domínios RRM1-21-189 e o domínio RRM11-99 isolado, 

onde é possível observar que as ressonâncias de hidrogênio e nitrogênio amídicos são 

praticamente sobreponíveis em toda extensão da proteína. A Figura 17B mostra a 

quantificação das diferenças de deslocamento entre os dois espectros a partir das medidas 
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de perturbação de deslocamento químico (CSP). Com exceção das terminações amino e 

carboxi, que são flexíveis, os valores de CSP são extremamente baixos para todo o restante 

da proteína, sugerindo que existem poucos contatos entre os domínios amino-terminais 

RRM1-21-189 e que, portanto, estes se comportam praticamente como módulos estruturais 

independentes em solução.  

 

 

 

 

Figura 16: Espectro 2D [1H,15N] HSQC de RRM1-21-189 assinalado. Cada pico presente no 
espectro está marcado com o nome, em código de uma letra, e o número do resíduo de 
aminoácido correspondente. As linhas tracejadas mostram os grupamentos NH2 das cadeias 
laterais de resíduos de asparagina e glutamina. Os sinais marcados em azul correspondem 
à cauda carboxi-terminal de seis histidinas, introduzida durante a clonagem, enquanto os 
picos marcados em vermelho correspondem a ressonâncias extras que não foram 
assinaladas. O espectro foi adquirido com uma amostra purificada de 15N-RRM1-21-189 (0,9 
mM) em tampão fosfato de sódio 20 mM (pH 6,0), NaCl 100 mM, DTT 5 mM e 90% H2O/10% 
D2O a temperatura de 25 oC. Foram coletadas 8 acumulações por incremento em t1, 2048 
pontos na dimensão F2 e 512 pontos na dimensão F1. 
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Figura 17: Comparação dos deslocamentos químicos de RRM1-21-189 em tandem e 
RRM11-99 isolado. (A) Sobreposição dos espectros [1H,15N] HSCQ adquiridos para os 
domínios amino-terminais RRM1-21-189 em tandem (preto) e para o domínio RRM11-99 isolado 
(cinza). (B) Quantificação das diferenças de deslocamento químico de hidrogênio e nitrogênio 
amídicos entre o par de domínios RRM1-21-189 e o domínio individual RRM11-99 a partir das 
medidas de CSP (chemical shift perturbance). Observa-se que os deslocamentos químicos 
referentes ao domínio RRM1 isolado e no contexto da construção RRM1-2 são semelhantes, 
sugerido pouca interação entre os domínios e que estes atuam como módulos estruturais 
independentes em solução.  
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4.2.5. Caracterização dinâmica de RRM1-21-189 

 

A dinâmica da cadeia principal dos domínios RRM1-21-189 foi monitorada através das 

medidas das taxas de relaxação do núcleo de 15N (R1, R2 e {1H}-15N NOE). Para o cálculo das 

taxas de relaxação longitudinal (R1) e transversa (R2), o ajuste das intensidades das 

ressonâncias foi feito por regressão não-linear utilizando uma equação de decaimento 

monoexponencial de dois parâmetros. O valor do {1H}-15N NOE de cada resíduo foi 

determinado como sendo a razão entre as intensidades dos picos presentes nos espectros 

coletados com e sem saturação dos hidrogênios.  

Os valores dos parâmetros de relaxação R1, R2 e {1H}-15N NOE, bem como os erros 

associados a cada medida, obtidos para os domínios RRM1-21-189 estão mostrados na Figura 

18. Os resultados indicam que os 19 primeiros aminoácidos de RRM1-21-189 são altamente 

flexíveis, ou seja, apresentam dinâmica interna rápida (na faixa de pico- a nanosegundos), 

como indicado pelos altos valores de R1 associados aos baixos valores de R2 e {1H}-15N NOE. 

Isto sugere que esses resíduos constituem um segmento da proteína que se encontra 

desestruturado em solução. Além da região amino-terminal, os resíduos que compõem a 

região de conexão entre os domínios RRM1 e RRM2 (Ser99 – Asp105) também exibem 

dinâmica térmica, ou seja, são flexíveis em solução. 

A Figura 19 resume os resultados encontrados para os movimentos internos que 

acontecem na escala de pico- a nanosegundos, ditos movimentos térmicos. Tais movimentos 

podem ser inferidos através das medidas de {1H}-15N NOE. Valores de {1H}-15N NOE de 

aproximadamente 0,8 são esperados para regiões rígidas da proteína, geralmente 

observadas em elementos de estrutura secundária. Em contrapartida, baixos valores de {1H}-

15N NOE, tipicamente abaixo de 0,65, indicam que estes resíduos são flexíveis. Para RRM1-

21-189, excetuando-se os 19 primeiros aminoácidos que constituem uma região intrinsicamente 

desordenada, o valor de {1H}-15N NOE médio foi de 0,72 ± 0,13. Determinados resíduos 

apresentaram valores de {1H}-15N NOE abaixo da média (dois desvios-padrão), são eles: 

Val56, Gly58 e His59 (presentes no loop L3 do domínio RRM1); Ser88 (presente no loop L5 
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do domínio RRM1); Ser99, Ser100, Glu101, Val102, Ile103, Lys104 e Asp105 (presentes na 

região de conexão inter-domínios); Phe126 (presente na hélice 1 do domínio RRM2); 

Asp140, Thr142, Lys 145 (presentes no loop L3’ do domínio RRM2); Gly174, Ser 175, Ser176, 

Glu177 (presentes no loop L5’ do domínio RRM2). Em conjunto, estes resultados indicam 

que, além da extensão amino-terminal e da região de conexão inter-domínios, os loops L3, 

L3’ e L5’ dos domínios RRM1 e RRM2, respectivamente, são flexíveis em solução. 

 

 

Figura 18: Parâmetros de relaxação do núcleo de 15N medidos para RRM1-21-189. Os 
valores de R1, R2 e {1H}-15N NOE estão mostrados em função do número de resíduos da 
proteína. As barras representam os erros associados a cada medida. Os elementos de 
estrutura secundária estão mostrados no topo da figura, de acordo com a estrutura 

cristalográfica de RRM1-21-189 (PDB 4EGL). As setas representam as fitas-, enquanto os 

cilindros, as -hélices. As caixas vermelhas e azuis delimitam os aminoácidos que participam 

de fitas- e -hélices, respectivamente. O espectros de T1, T2 {1H}-15N NOE foram adquiridos 
com uma amostra purificada de 15N-RRM1-21-189 (0,2 mM) em tampão fosfato de sódio 20 mM 
(pH 6,0), NaCl 100 mM, DTT 5 mM e 90% H2O/10% D2O a temperatura de 25 oC. Foram 
coletadas 16 acumulações por incremento em t1, 1024 pontos na dimensão F2 e 256 pontos 
na dimensão F1.  
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Figura 19: Resumo da dinâmica térmica (ps-ns) de RRM1-21-189. Os valores de {1H}-15N 
NOE estão mostrados em função do número de resíduos da proteína. As barras representam 
os erros associados a cada medida. Os elementos de estrutura secundária estão mostrados 
no topo da figura, de acordo com a estrutura cristalográfica de RRM1-21-189 (PDB 4EGL). As 

setas representam as fitas-, enquanto os cilindros, as -hélices. O {1H}-15N NOE médio foi 
de 0,72 ± 0,13. Resíduos que apresentarem valores de {1H}-15N NOE abaixo de dois desvios-
padrão da média estão marcados na figura. Estes resíduos estão marcados como esferas 
vermelhas na estrutura cristalográfica de RRM1-21-189 livre, evidenciando que os loops L3 
(RRM1), L3’, L5’ (RRM2) e o linker inter-domínios constituem as regiões mais flexíveis da 
proteína.  
 

A partir dos valores médios das taxas de relaxação longitudinal e transversa, estimou-

se o tempo de correlação rotacional global (c) para RRM1-21-189, bem como para os domínios 

individuais RRM1 e RRM2, assumindo um processo de difusão rotacional isotrópico. Um valor 

de c de 11 ns foi encontrado para a proteína como um todo, enquanto os valores de 11,7 e 

10 ns foram estimados para os domínios individuais RRM1 e RRM2, respectivamente. Um 

valor de c de ~16 ns seria esperado para uma proteína globular de 23 kDa, caso os dois 

domínios RRM tombassem juntos em solução (SCHELHORN et al. 2014; DARAGAN et al. 

1997). A observação de que os valores de c obtidos para os domínios RRM1 e RRM2 são 

diferentes entre si e menores do que o esperado para uma proteína globular de mesma massa 

molecular sugere que estes tombem, ou seja, rotacionem, em solução de maneira 
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independente. Portanto, os dados de relaxação em conjunto com a grande semelhança de 

deslocamento químico exibida pelo domínio RRM1 isolado e no contexto da construção 

RRM1-21-189 indicam que os domínios amino-terminais de HuR atuam como módulos 

estruturais independentes, sem que haja interações fortes entre eles.  

Embora os dados de relaxação e de perturbação de deslocamento químico sugiram 

que os domínios RRM1 e RRM2, na ausência de RNA, tombem de maneira independente em 

solução, não podemos excluir a possibilidade da existência de contatos fracos de natureza 

transiente entre os dois domínios. Estes contatos transientes podem levar a população de 

outras conformações em solução, mais compactas do que a conformação majoritária 

resolvida por cristalografia de raios-X. Outros exemplos de RBPs que apresentam uma região 

inter-domínios intrinsicamente desordenada incluem TIA-1 (WANG et al. 2014), Hrp1 

(LEEPER et al. 2010) e TAP (TEPLOVA et al. 2011). A presença de um “linker” fexível permite 

que proteínas multi-domínios explorem mais o espaço conformacional do que estruturas 

rígidas de mesmo tamanho. Ainda, a existência do “linker” restringe espacialmente a difusão 

de um domínio em relação ao outro, levando ao aumento da concentração local de um 

domínio após a interação do outro com o ligante de RNA (MACKERETH & SATTLER, 2012).  

 A fim de caracterizar movimentos internos lentos, que acontecem na escala de micro- 

a milissegundos, e se correlacionam com a taxa de interconversão entre mais de um estado 

conformacional em solução, experimentos de dispersão de relaxação por CPMG (DR CPMG) 

foram coletados para os domínios amino-terminais RRM1-21-189. DR CPMG permite a 

obtenção de informações cinéticas, termodinâmicas e estruturais acerca do evento de troca 

conformacional, desde que este aconteça dentro da janela de 0,3 – 10 ms. Este tipo de 

experimento se baseia na aplicação de uma série de pulsos “spin-eco” à magnetização 

transversa durante um tempo de relaxação específico, com o objetivo de refocar o 

alargamento das ressonâncias causado pela troca conformacional. Assim, as taxas de 

relaxação transversa efetiva (R2
eff) são medidas em função da frequência de aplicação dos 

pulsos de CPMG (CPMG), de modo que o refoco do alargamento das linhas de ressonância 
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geralmente acontece quando CPMG excede metade da constante cinética do evento de troca 

(kex) (KLECKNER et al. 2011).  

A Figura 20 mostra as medidas de R2
eff em função dos resíduos de RRM1-21-189 

obtidas em duas frequências de CPMG (50 e 1000 Hz) em dois campos magnéticos distintos 

(11,7 e 16,5 T). Caso houvesse troca conformacional na escala de micro- a milissegundos, 

seria esperado um aumento de R2
eff em baixas frequências de CPMG. A proximidade dos 

valores de R2
eff nos dois valores de CPMG, em ambos os campos medidos, sugere que RRM1-

21-189 não exibe movimentos internos nesta escala de tempo. Entretanto, ao analisarmos os 

dados de DR CPMG individualmente, observou-se que determinados aminoácidos 

apresentaram curvas de dispersão que exibem um ligeiro aumento de R2
eff em frequências 

intermediárias de CPMG (Figura 21). Este comportamento sugere que os domínios amino-

terminais RRM1-21-189 experimentam troca conformacional em um regime de tempo mais 

lento do que milissegundos. Estes resultados, juntamente com o fato de que o espectro 

[1H,15N] HSQC apresenta um grupo de ressonâncias excedentes, sugerem que RRM1-21-189 

existe em um conjunto de conformações em solução, cuja taxa de troca entre elas seria da 

ordem de segundos. 
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Figura 20: Dinâmica intermediária (s-ms) de RRM1-21-189. Os valores de R2
eff obtidos em 

duas frequências de CPMG (50 Hz, vermelho; 1000 Hz, azul) estão mostrados em função do 
número de resíduos da proteína. Abaixo, estão mostradas as medidas obtidas em 11,7 T, 
enquanto acima, as obtidas em 16,5 T. As barras representam os erros associados a cada 
medida. Os elementos de estrutura secundária estão mostrados no topo da figura, de acordo 

com a estrutura cristalográfica de RRM1-21-189 (PDB 4EGL). As setas representam as fitas-, 

enquanto os cilindros, as -hélices. A ausência de diferenças nas medidas de R2
eff obtidas 

em duas frequências de CPMG (50 e 1000 Hz) sugere que RRM1-21-189 não experimenta 

troca conformacional no regime intermediário (s-ms). O espectros foram adquiridos com 
uma amostra purificada de 15N-RRM1-21-189 (0,9 mM) em tampão fosfato de sódio 20 mM (pH 
6,0), NaCl 100 mM, DTT 5 mM e 90% H2O/10% D2O a temperatura de 25 oC. 
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Figura 21: Curvas de DR CPMG para determinados resíduos de RRM1-21-189. Os perfis 

de DR CPMG, valores de R2
eff em função da variação de CPMG estão mostrados para os 

resíduos Val24, Val46, Glu47 e Ala96 de RRM1-21-189. Em vermelho, os dados obtidos em 
11,7 T. Em azul, aqueles obtidos em 16,5 T. A curvas mostram um ligeiro aumento de R2

eff 

em valores de CPMG intermediários, indicativo de dinâmica lenta, na escala de segundos.  
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4.2.6. Caracterização do equilíbrio conformacional de RRM1-21-189 

 

Técnicas de espectrometria de massa em condições nativas podem revelar 

informações estruturais importantes acerca do conjunto de conformações de uma dada 

proteína. Uma destas técnicas é a mobilidade iônica acoplada à espectrometria de massa, 

onde íons são separados de acordo com o tempo que levam para atravessar uma câmara 

preenchida com gás inerte sob a influência de um campo elétrico fraco. Os íons de maior 

volume irão sofrer um número maior de colisões com o gás inserte do que aqueles de mesma 

massa, mas que possuem uma conformação mais compacta. Os tempos de migração, 

também chamados de tempos de deriva, portanto, fornecem informações sobre a área de 

seção transversal do íon, ou seja, seu tamanho e formato. Assim, os dados de IM-MS geram 

espectros bidimensionais nos quais os íons são separados em uma dimensão de acordo com 

seus tempos de deriva e, em outra dimensão, segundo a razão massa/carga. Devido ao 

aumento da dimensionalidade, esta técnica fornece informações estruturais acerca de 

estados conformacionais co-populados e permite o estuda da dinâmica conformacional de 

proteínas (LANUCARA et al. 2014; KONIJNENBERG et al. 2013). 

 A fim de caracterizar o equilíbrio conformacional de RRM1-21-189 no estado livre, ou 

seja, na ausência de mRNA, a amostra de proteína foi analisada por ESI-IM-MS. A Figura 

22A mostra toda a extensão do espectro 2D (tempo de deriva versus m/z) coletado para 

RRM1-21-189. Já no espectro de massa (intensidade versus m/z) é possível notar a presença 

de mais de uma distribuição de estados de carga, o que sugere uma mistura de confômeros 

para RRM1-21-189 no estado livre. Utilizando a seção de quadrupolo do espectrômetro de 

massa, selecionou-se o íon de estado de carga +10, referente ao monômero de RRM1-21-189. 

A análise do tempo de deriva do íon [M+10] revelou a presença de três populações 

conformacionais, cujos tempos de deriva são 75,1, 94,8 e 120,0 ms (Figura 22B). Os sinais 

em 75,1 e 94,8 ms são finos, bem resolvidos e mais intensos do que o sinal em 120 ms, que 

mostra menor intensidade, o que sugere que as conformações em 75,1 e 94,8 ms são 

relativamente populadas. O sinal com menor valor de tempo de deriva, ou seja, maior 
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mobilidade, pode ser associado a uma conformação mais compacta, enquanto os sinais em 

tempos de deriva maiores estão associados a conformações mais estendidas. Em resumo, 

os resultados de ESI-IM-MS indicam que RRM1-21-189 popula três conformações com graus 

de compactação diferentes na ausência de RNA. 

 

 

 
Figura 22: Análise de RRM1-21-189 por ESI-IM-MS. (A) Espectro de IM-MS 2D (tempo de 
deriva versus m/z) adquirido para uma amostra purificada de RRM1-21-189 a concentração de 

700 M em tampão acetato de amônio (pH 7,2). Acima, o espectro de massa (intensidade 
versus m/z) evidenciando os íons com os diversos estados de carga. (B) Espectro de IM-MS 
2D (tempo de deriva versus m/z) adquirido para o íon precursor [M+10] selecionado no 
quadrupolo do espectrômetro. Os dados de IM-MS sugerem a presença de três populações 
conformacionais para a forma apo de RRM1-21-189, cujos tempos de deriva são 75,1, 94,8 e 
120 ms.  
 

 Estudos prévios, utilizando espalhamento de raios-X a baixo ângulo, mostram que a 

curva de SAXS obtida para os domínios amino-terminais RRM1-2 de HuR no estado livre é 

melhor explicada através de um equilíbrio entre duas populações estruturais, uma mais 

compacta e outra mais estendida (KIM et al. 2011). Na presença de RNA, entretanto, os 

dados de SAXS podem ser explicados por uma única conformação compacta, cujas 
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dimensões moleculares são compatíveis com a estrutura cristalográfica do complexo RRM1-

2:RNA (KIM et al. 2011). Nossos dados, obtidos para apo-RRM1-21-189, corroboram os 

resultados da literatura, além de mostrarem, pela primeira vez, a existência de uma terceira 

conformação minoritária. Embora informações estruturais acerca destes estados minoritários 

populados por apo-RRM1-21-189 ainda não estejam disponíveis, a presença de uma 

conformação mais compacta, similar à estrutura fechada obtida para o complexo RRM1-

2:RNA, imediatamente sugere a participação do mecanismo de seleção conformacional no 

reconhecimento de RNA pela HuR. De acordo com este mecanismo, a proteína existe em um 

equilíbrio dinâmico entre um número de conformações permitidas, sendo uma delas 

estruturalmente similar àquela obtida na presença de ligante. O ligante então selecionaria 

esta conformação “ligada” pré-existente, deslocando o equilíbrio populacional no sentido da 

mesma (MACKERETH & SATTLER, 2012).  

 A participação do mecanismo de seleção conformacional na interação com RNA foi 

recentemente reportada para os domínios RRM1-RRM2 do fator de splicing U2AF65 

(MACKERETH et al. 2011; JENKINS et al. 2012; JENKINS et al. 2013). Neste caso, uma 

conformação fechada majoritária existe em equilíbrio com uma conformação aberta 

minoritária de U2AF65 na ausência de RNA. Esta segunda conformação minoritária possui 

caraterísticas estruturais semelhantes, ou seja, a mesma orientação de domínios daquela 

ligada a RNA. Interessantemente, mutações que alteram o equilíbrio conformacional sem 

afetarem diretamente a interação com RNA modulam a atividade de splicing da proteína.  

 A participação do mecanismo de seleção conformacional na dinâmica de interação de 

HuR com substratos de RNA não exclui o modelo de ajuste induzido originalmente proposto 

por Wang et al. (2013). Segundo este modelo, a presença de um “linker” flexível aumenta a 

concentração local dos domínios e promove a interação através de um mecanismo de “fly-

casting”, onde o domínio de maior afinidade interage primeiro, facilitando a interação do 

segundo domínio. Neste contexto, alguns exemplos de “fly-casting” estão disponíveis na 

literatura, como a interação dos domínios RBDs da proteína ADAR2 com RNA dupla-fita 

(STEFL et al. 2010), bem como a interação da proteína tumorigênica Lin28 com os 
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precursores de miRNA da família let-7 (LOUGHLIN et al. 2011). Frequentemente, a interação 

proteína-ligante pode envolver uma combinação de ambos os mecanismos, seleção 

conformacional e ajuste induzido. Portanto, a fim de estimar a contribuição de cada um dos 

mecanismos para o reconhecimento proteína-RNA, informações acerca da cinética do 

processo de interação são necessárias (BOEHR et al. 2009; HAMMES et al. 2009).  

Em resumo, os resultados sugerem a participação do modelo de seleção 

conformacional na interação de HuR com RNA e destacam o papel geral deste mecanismo 

no reconhecimento de oligonucelotídeos por proteína multi-domínios. Experimentos futuros 

realizados na presença de um substrato de RNA específico serão necessários para confirmar 

e aprofundar esta hipótese.  
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5. Conclusão 

 

 Através da RMN multidimensional em alta resolução, foi possível assinalar 98% 

das ressonâncias de RRM1-21-189, com exceção dos resíduos Met1, Ile152, Ile179 

e dos artefatos de clonagem N- e C-terminais. 

 O espectro [1H,15N] HSQC de RRM1-21-189 mostrou a presença de cinco 

ressonâncias extras, o que pode indicar a existência de ao menos uma segunda 

conformação minoritária em solução, cuja cinética de troca é da ordem de 

segundos.  

 Os deslocamentos químicos do domínio RRM1 de HuR, tanto isolado quando no 

contexto do tandem RRM1-2, se mostraram muito semelhantes, sugerindo a 

ausência de contatos entres os domínios N-terminais.  

 Os resultados de dinâmica mostraram que a região N-terminal intrinsicamente 

desordenada e o “linker” entre os domínios RRM1-2 são altamente flexíveis em 

solução. Além disso, resíduos presentes nos loops L3 (RRM1), L3’ e L5’ (RRM2) 

também experimentam dinâmica térmica (ps-ns). 

 O baixo valor de c estimado para RRM1-21-189 quando comparado a uma proteína 

globular de mesma massa molecular sugere que os domínios N-terminais RRM1 e 

RRM2 se comportam como módulos estruturais independentes em solução. 

 Os dados de DR CPMG indicam que RRM1-21-189 não experimenta troca 

conformacional em regime intermediário (s-ms). Entretanto, o aumento de R2
eff em 

frequências intermediárias de CPMG para determinados resíduos sugere um 

regime de troca mais lento, da ordem de segundos. 

 Os dados de ESI-IM-MS obtidos para RRM1-21-189 na forma livre sugerem a 

existência de três conformações co-populadas, cujos tempos de deriva são 75,1, 

94,8 e 120,0 ms.  
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 Em resumo, os resultados aqui mostrados sugerem a participação do mecanismo 

de seleção conformacional na dinâmica de interação de HuR com seus substratos 

de RNA.  
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