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RESUMO 

A infecção crônica pelo vírus da hepatite B (HBV) é uma das causas do desenvolvimento 

do câncer de fígado. O genoma do HBV codifica a onco-proteína HBx, uma proteína 

multi-funcional de 17 kDa que possui 10 resíduos de cisteína, e que está relacionada com 

a indução do câncer de fígado em camundongos transgênicos para HBx. Apesar de não 

ter uma função definida, sabe-se que a proteína HBx é um potente trans-ativador 

transcricional, ativando a transcrição de muitos promotores virais e celulares através de 

interações proteína-proteína, uma vez que HBx não interage diretamente com o DNA de 

fita dupla. Desta forma, HBx pode afetar a replicação e proliferação virais, e interferir nos 

processos celulares de apoptose e carcinogênese. Neste trabalho, a proteína HBx foi 

expressa em E. coli, em fusão com a proteína GST ou com a cauda de poli-histidina, e 

utilizada em ensaios funcionais e estruturais. Através de ensaios de retardamento da 

mobilidade eletroforética e UV cross-linking, observou-se que a proteína HBx possui uma 

afinidade maior pelos oligonucleotídeos de RNA ricos em bases “A”, “U” e “AU”, com 

tamanho superior a 21-mer, e que os resíduos de cisteína não interferiram na ligação da 

HBx com o oligonucleotídeo de RNA AU-38. A ausência dos resíduos de cisteína da 

proteína HBx também não interferiu na ativação do promotor alvo para a proteína p53, 

em sistema de mono-híbrido em levedura, nem tampouco na interação in vitro da HBx 

com a proteína humana p53, o que foi confirmado através de um ensaio de co-

precipitação. Em cultura de células HeLa, a proteína HBx causou um aumento do 

crescimento celular e uma leve uma estabilização dos mRNAs dos proto-oncogenes c-fos 

e c-myc, como mostraram os ensaios de cinética de degradação de mRNAs, e esta 

estabilização poderia contribuir para o fenótipo transformador da onco-proteína HBx. Os 

experimentos de dicroísmo circular e de fluorescência mostraram que a proteína HBx 

encontrava-se parcialmente estruturada em solução aquosa, mas apresentou uma 

tendência à estruturação sob determinadas condições experimentais, o que poderia ser 

uma conseqüência de uma provável flexibilidade conformacional inerente à proteína 

HBx. Uma estrutura flexível poderia explicar as interações observadas entre a HBx e uma 

variedade de proteínas celulares e ácidos nucléicos de fita simples, de modo que a 

proteína HBx poderia interferir nos processos de sinalização, transcrição, apoptose e nos 

mecanismos de reparo de DNA, que levariam ao desenvolvimento do câncer de fígado. 



 xix

ABSTRACT 

Chronic infection of the hepatitis B virus (HBV) is one of the causes leading to liver 

cancer. The HBV genome encodes the 17 kDa onco-protein HBx, a multi-functional 

protein that contains 10 cysteine residues and is related to induce liver cancer in 

transgenic mice. The exact function of HBx is still unknown. However, it has been shown 

that HBx is a potent trans-activator, which activates transcription of many cellular and 

viral promoters indirectly through protein-protein interactions, although it does not bind 

to double-stranded DNA directly. Besides, the HBx protein can affect viral replication 

and proliferation, and it interferes with cellular apoptosis and carcinogenesis. In this 

work, the recombinant HBx protein was expressed in E. coli as a GST or 6xHis fusion 

protein, and used in functional and structural assays. By Electrophoretic Mobility Shift 

Assay and UV cross-linking assays, it was observed that the HBx protein was able to bind 

to the “A”, “U” and “AU” rich RNA oligonucleotides, and that the cysteine residues of 

the HBx protein were not required for its binding to the AU-rich RNA oligonucleotide 

(AU-38). The lack of cysteine residues in the HBx protein did not interfere with the p53 

promoter activation in the yeast one-hybrid system, or neither in the in vitro interaction 

through a co-precipitation assay of the HBx and human p53 protein. In HeLa cells, the 

HBx protein increased the cellular growth and caused a slight c-fos and c-myc mRNA 

stabilization. This mRNA stabilization could contribute for the transforming character of 

the onco-protein HBx. Both the circular dichroism and fluorescence spectroscopic assays 

had shown that the HBx protein was partially structured in aqueous solution, but the 

protein presented a propensity to gain secondary structure under specific experimental 

conditions. The HBx inherent conformational flexibility might explain its interaction with 

a wide array of cellular proteins and single-stranded nucleic acids, in a way that the HBx 

protein interferes with signaling cellular processes, modulates transcription, apoptosis and 

DNA repair, and contributes to the development of the liver cancer. 
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1. INTRODUÇÃO 

O câncer de fígado é um dos cânceres mais comuns no mundo, e a hepatite B é 

uma das causas do seu desenvolvimento (Alter, 2003). A hepatite é causada por uma 

inflamação no fígado em resposta a diversos fatores como, por exemplo, o uso excessivo 

de álcool, efeitos colaterais de drogas ou medicamentos tóxicos, doenças imunológicas e 

infecções virais (Arbuthnot & Kew, 2001). As infecções virais são a causa mais comum 

de inflamação hepática, de modo que as hepatites virais são um importante problema de 

saúde pública mundial (Fattovich, 2003). 

 

1.1 As hepatites virais 

Os sintomas produzidos pela hepatite viral crônica variam de uma simples gripe 

até a perda de memória, ocorrência de vermelhidões na pele, dores nas articulações e 

fadiga. No caso da hepatite aguda, a fadiga intensa também se faz presente, acompanhada 

de febre baixa, de falta de apetite, pele e olhos amarelados, urina escura e desconforto 

gastrintestinal. Contudo, há pacientes com hepatite aguda ou crônica que são 

assintomáticos, de modo que os sintomas não são um parâmetro para acompanhar a 

evolução da doença. 

Enquanto a recuperação da infecção viral em muitos casos é espontânea, existem 

casos em que a hepatite aguda pode levar à morte em poucos dias, com a perda total e 

rápida das funções hepáticas, como no caso da hepatite fulminante. Em outros casos, a 

hepatite crônica progride para a cirrose hepática, que se caracteriza por necrose 

(destruição das células), fibrose (células de cicatrização) e nódulos de regeneração, de 

modo que as células regeneradas não conseguem mais realizar as mesmas funções das 

células hepáticas normais.  

Quando a cirrose se prolonga, outras complicações severas podem levar ao 

desenvolvimento do câncer de fígado (Robinson, 1994; Hollinger, 1996) como ilustrado 

na figura 1. Nessa figura, temos a visão macroscópica de um fígado normal, com cirrose 

e com câncer, além de uma visão microscópica mostrando as alterações morfológicas 

presentes em cortes de fígado normal, com fibrose, e de um fígado com cirrose e 

infiltrado inflamatório. 



 2

A  1    2    3 
 
 
 
 
 
 
 
 

B  4    5    6 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1 - A) Aspectos macroscópicos de um fígado normal (1), um fígado com cirrose 

(2) e um fígado canceroso (3). B) Aspectos microscópicos de um corte histológico de um 

fígado normal (4), um fígado com fibrose (5), e um fígado apresentando cirrose e 

infiltrado inflamatório (6).(http://www.mackenzie.com.br/universidade/exatas/boletim/saiba_mais/hepatite.htm) 
 

 

Atualmente existem cerca de sete tipos de vírus conhecidos por serem causadores 

de hepatite, e são denominados A, B, C, D, E, F e G (Seeger & Mason, 2000). Dentre os 

diferentes tipos de hepatites virais, a mais comum é causada pelo vírus A (HAV), que 

produz uma inflamação aguda do fígado, mas a recuperação do paciente ocorre após 

alguns dias ou semanas, sem causar uma destruição do fígado. No caso da hepatite B, 

ocorre uma melhora dos pacientes adultos em 95% dos casos, como na hepatite A, mas a 

grande maioria (90%) das crianças infectadas desenvolve a hepatite crônica.  

O vírus causador da hepatite C (HCV) consegue burlar o sistema imunológico do 

hospedeiro, causando a hepatite crônica que pode acarretar a morte do indivíduo ou 

promover um transplante de fígado de emergência (Waris & Siddiqui, 2003). Enquanto 

os vírus E, F e G são de rara ocorrência, o vírus da hepatite D (HDV) ocorre em 5% dos 

indivíduos cronicamente infectados pelo HBV, e pode transformar a infecção hepática 

atenuada em uma doença com características agressivas e destrutivas como a cirrose, que 

pode evoluir para o câncer hepático. 
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1.2 A hepatite B e o câncer de fígado 

Dentre as hepatites virais, a hepatite B é considerada a mais perigosa, uma vez 

que o vírus causador da hepatite B (HBV) é responsável por mais de 80% dos casos de 

câncer de fígado no mundo (Anthony, 2001). Segundo a Organização Mundial da Saúde, 

mais de 400 milhões de pessoas são portadores crônicos do vírus HBV, e cerca de 1 

milhão de óbitos ocorrem por ano no mundo, em decorrência do câncer de fígado. Os 

portadores crônicos do HBV possuem um risco 200 vezes maior de desenvolverem 

câncer de fígado em relação à população em geral (Arbuthnot & Kew, 2001). 

No mundo, a distribuição geográfica da incidência de infecção crônica pelo HBV 

mostra que em países da Europa e nos Estados Unidos existe uma baixa prevalência do 

antígeno HBsAg (0,1-1%), enquanto que há uma alta incidência de infecção crônica pelo 

HBV em regiões de subdesenvolvimento como a China, a África e parte da América do 

Sul, incluindo o Brasil (Figura 2). 

 

 
 
Figura 2 - Distribuição geográfica da prevalência do antígeno HBsAg devido à infecção 
crônica pelo vírus da hepatite B (HBV). Em vermelho, as regiões de alta prevalência do 
antígeno HBsAg (maior ou igual a 8%); em amarelo, as regiões de prevalência 
intermediária (de 2 a 7%); em verde, regiões com baixa prevalência (menor que 2%) do 
antígeno HBsAg. Adaptação dos dados fornecidos pelo órgão Centers for Disease 

Control and Prevention (CDC) dos Estados Unidos (http://www.cdc.gov). 
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No Brasil, o Ministério da Saúde estima que pelo menos 15% da população 

brasileira já teve contato com o vírus HBV. Em 2000, cerca de 6820 casos de hepatite B 

foram confirmados, sendo que a região da bacia Amazônica, na região Norte do país, 

apresenta uma alta incidência de infecção pelo HBV, quando comparada com as regiões 

Centro-Oeste, Nordeste e Sudeste (Ministério da Saúde/Cenepi, 2000). 

Os programas de vacinação preventiva contra o vírus causador da hepatite B têm 

diminuído a incidência de novas infecções, mas ainda não existe cura para os indivíduos 

infectados. Por essa razão, ainda é muito alto o número de indivíduos que morrem por 

ano devido ao desenvolvimento de câncer de fígado e cirrose, em decorrência da infecção 

pelo HBV. No Brasil, cerca de 60 milhões de doses de vacina recombinante contra a 

hepatite B serão produzidas no Instituto Butantan para o próximo ano de 2006, e estas 

doses serão distribuídas para os programas de vacinação da UNICEF, RAHO e para 

outros países em desenvolvimento (http://www.butantan.gov.br). 

 

1.3 O vírus da hepatite B 

O vírus da hepatite B (HBV) é um vírus de DNA, pertence à família 

Hepadnaviridae e foi descoberto por Dane em 1973 (Hollinger, 1996). No sangue 

contaminado são encontrados três tipos de partículas distintas. A partícula infecciosa é 

conhecida como partícula de Dane, mas existem outras partículas não infecciosas, umas 

de pequeno diâmetro (20 nm) e outras com formas tubulares, ambas constituídas 

exclusivamente por antígeno de superfície (Figura 3). 

 

 
 

Figura 3 - Microscopia eletrônica das partículas do vírus da hepatite B (HBV), 

mostrando as partículas de Dane, e as esferas e filamentos secretados (partículas não 

infecciosas) (Adaptado de http://www.virology.net/Big_Virology/BVDNAhepadna.html) 
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A partícula de Dane possui 42 nm de diâmetro e é constituída por uma estrutura 

interna (nucleocapsídeo) e um invólucro externo (antígeno de superfície) (Figura 4). No 

interior do nucleocapsídeo são encontrados a DNA polimerase/transcriptase reversa e o 

genoma do vírus. O invólucro externo (envelope viral) é composto por proteínas, 

glicoproteínas e lipídeos. 

 

 
 
Figura 4 - Esquema de uma partícula de Dane, mostrando as proteínas de superfície, o 

nucleocapsídeo, a DNA polimerase/transcriptase reversa e o DNA viral de fita 

parcialmente dupla (Adaptado de http://www.rit.edu/~japfaa/infectious.html). 

 

O período de incubação viral varia de 30 a 180 dias, mas cerca de 2 meses são 

necessários para que o vírus seja detectado no sangue (Ganem, 1996). A transmissão do 

HBV ocorre através do contato com o sangue contaminado (por meio de seringas, 

ferimentos, tatuagens, acupuntura, transfusões) ou com os fluidos corpóreos (através de 

relação sexual desprotegida) ou durante o parto, de mãe para filho. O HBV é um vírus 

bastante resistente a variações térmicas, e pode resistir a - 20 
o
C por vários anos e a 160 

o
C (calor seco) por 1 hora. 

O mecanismo de entrada do vírus HBV no hepatócito ainda não está bem 

estabelecido, mas sabe-se que o HBV se liga especificamente a um receptor localizado na 

membrana do hepatócito (Figura 5). Após a fusão do envelope viral com a membrana da 

do hepatócito, as proteínas virais do nucleocapsídeo entram na célula e o genoma do 
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HBV é translocado para o núcleo, onde é circularizado (cccDNA). No núcleo, quatro 

transcritos virais são produzidos, poliadenilados e transportados para o citoplasma, onde 

são produzidas as proteínas do nucleocapsídeo, o antígeno eAg, a DNA polimerase (P), 

as proteínas de superfície e a proteína HBx.  

 

 
 

Figura 5 - Diagrama esquemático do ciclo replicativo do vírus da hepatite B (HBV) 

dentro de um hepatócito. As partículas infecciosas se ligam aos receptores celulares, 

perdem os envelopes lipoprotéicos e liberam os nucleocapsídeos dentro da célula. Dentro 

do núcleo do hepatócito, o DNA genômico de fita parcialmente dupla é convertido a 

cccDNA, e este é utilizado como molde para a transcrição dos 4 transcritos virais, que 

são exportados para o citoplasma. O RNA pré-genômico (pgRNA) é transcrito 

reversamente em DNA pela polimerase (P) dentro dos nucleocapsídeos imaturos. Os 

nucleocapsídeos contendo o DNA genômico podem ser redirecionados para o núcleo 

(seta pontilhada), ou podem ser envelopados pelas glicoproteínas de superfície (no Golgi 

e Retículo Endoplasmático) antes de serem exportados como virions maduros, e estes vão 

infectar outros hepatócitos (Adaptado de http://hbvrp.wits.ac.za). 

 

 

O RNA pré-genômico (pgRNA) é encapsulado pelo nucleocapsídeo, e a DNA 

polimerase transcreve reversamente o pgRNA em DNA genômico. Os nucleocapsídeos 
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contendo o DNA genômico podem retornar ao núcleo do hepatócito, ou serem 

envelopados pelas proteínas de superfície, no Golgi e Retículo Endoplasmático, antes de 

serem exportados como virions maduros (Figura 5). Os virions caem no sangue circulante 

e vão infectar outros hepatócitos do hospedeiro. 

O hospedeiro natural do HBV é o homem, mas foram encontrados vírus HBV 

similares em outros animais como as marmotas (WHV), esquilos (GSHV), gansos 

(HHBV) e patos (DHBV). Os vírus WHBV e GSHV possuem alta homologia seqüencial 

com o HBV (cerca de 70%), mas não são capazes de infectar os humanos e outros 

primatas (Seeger & Mason, 2000). 

O genoma do HBV é compacto e possui aproximadamente 3,2 kb de 

comprimento. A cadeia mais longa (negativa) é completa, e possui cerca de 3200 

nucleotídeos, enquanto que a cadeia menor (positiva) é incompleta, e o seu comprimento 

varia entre 50 a 70% da cadeia longa (Figura 6). A molécula adota uma configuração 

circular devido à sobreposição das duas cadeias complementares na região coesiva. 

Flanqueando esta região existem duas seqüências repetidas de 11 bases (DR1 e DR2, 

direct repeats) que são importantes para a replicação do genoma do HBV (Hollinger, 

1996). 

 
 

Figura 6 - Representação esquemática do genoma do HBV, indicando as seqüências de 

leitura aberta preS1, preS2, S, preC, C, P e X. A cadeia mais longa (negativa) possui 

cerca de 3200 nucleotídeos, enquanto que a cadeia menor (positiva) varia entre 50 a 70% 

da cadeia longa. As seqüências DR1 e DR2 também são mostradas em vermelho 

(Adaptado de http://www.socgenmicrobiol.org.uk/JGVDirect/18197/Figs/F1_pg.htm). 
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As quatro seqüências de leitura aberta que se sobrepõem no genoma do HBV vão 

codificar para as 7 proteínas virais. O gene pré-S/S codifica para as três proteínas de 

superfície que fazem parte do envelope lipoprotéico do vírus: pré-S1 (envolvida no 

reconhecimento do HBV pelos receptores do hepatócito), pré-S2 e pequeno S. O gene 

pré-C/C codifica para uma proteína solúvel (HBeAg) e para a proteína estrutural do 

nucleocapsídeo (HBcAg), que envolve a DNA polimerase/transcriptase reversa e o DNA 

de fita parcialmente dupla, protegendo-o da degradação por nucleases exógenas. 

O gene P compreende cerca de 75% da extensão do genoma do HBV e codifica 

uma proteína multifuncional que funciona como uma transcriptase reversa (para a síntese 

da cadeia negativa do DNA a partir RNA genômico) ou como uma DNA polimerase 

endógena. O gene X codifica uma proteína trans-ativadora chamada HBx que é expressa 

em baixas concentrações em indivíduos infectados pelo HBV, mas que parece ter uma 

função essencial no desenvolvimento do câncer de fígado e na replicação viral (Kim et 

al., 1991; Zoulim et al., 1994). 

 

1.4 A proteína HBx  

A proteína HBx é a menor proteína codificada pelo genoma do HBV, possui 154 

aminoácidos, peso molecular de ~17 kDa, e não possui uma função definida. Alguns 

estudos mostraram que a proteína HBx é capaz de trans-ativar vários genes celulares 

(Caselmann, 1996) e induzir as células à apoptose (Arbuthnot et al., 2000), enquanto que 

outros estudos mostraram que a proteína HBx está envolvida no estabelecimento da 

infecção viral (Chen et al., 1993; Zoulim et al., 1994) e na transformação celular que leva 

ao desenvolvimento do câncer de fígado (Kim et al., 1991). 

Em cultura de hepatócitos, a superexpressão da proteína HBx causou alterações 

morfológicas de caráter oncogênico nas células (Seifer et al., 1991), assim como induziu 

as células hepáticas à apoptose (Kim et al., 1998). Além disso, os experimentos com 

camundongos transgênicos mostraram que ocorreu o desenvolvimento do câncer de 

fígado nos camundongos que expressavam a proteína HBx em todos os seus tecidos (Kim 

et al., 1991). Entretanto, ainda não se sabe como a proteína HBx interfere nos 

mecanismos celulares que levam ao desenvolvimento do câncer de fígado. 
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A proteína HBx é uma proteína multifuncional, que possui um domínio de 

regulação negativa (trans-repressão) na região N-terminal (Misra et al., 2004) e um 

domínio de trans-ativação na região C-terminal (Kumar et al., 1996; Chen & Oon, 1999) 

(Figura 7). Apesar da proteína HBx ser um potente trans-ativador celular, não foi 

identificado um domínio característico na sua seqüência de aminoácidos. 

 

 

 

Figura 7 - Esquema da proteína HBx(1-154), mostrando as regiões conservadas (em 

laranja), os domínios de trans-repressão (1-48) e de trans-ativação (60-76 e 110-139), e as 

regiões de domínio do tipo Kunitz (57-72 e 126-141). As regiões de interação da proteína 

HBx com as proteínas X (21-50), XAP-1(61-91) e p53 (101-154) também são mostradas. 

(Adaptado de http://www.globalserve.net/~harlequin/HBV/hbx.htm) 

 

 

Apesar de ser expressa em baixas concentrações nos hepatócitos, o que dificulta a 

sua detecção, a proteína HBx pode ser encontrada tanto no citoplasma como no núcleo 

celular (Henkler et al., 2001), mas ela não está associada com os virions maduros, nem 

tampouco com as partículas dos nucleocapsídeos. Contudo, alguns estudos mostraram 

que a proteína HBx transita entre o núcleo e o citoplasma, através de um sistema de 

exportação nuclear dependente de Crm-1 (Forgues et al., 2001). 

Devido à sua ampla distribuição na célula, a proteína HBx pode interagir com 

várias proteínas celulares como os fatores de transcrição (RXR, TBP, RPB5, TFIIB), as 

proteínas supressoras de tumor (p53 e pRB), as proteínas envolvidas no reparo de DNA 



 10

(UVDDB1) e na sinalização celular (ERK e MAPK), e no controle do ciclo celular 

(ciclina A), entre outras (Tabela 1). Desta forma, a proteína HBx pode afetar a replicação 

e a proliferação virais, direta ou indiretamente, o que pode ser relevante para o 

desenvolvimento do câncer de fígado associado ao HBV. 

 

Tabela 1 - Exemplos de algumas proteínas que interagem com a proteína HBx. 

Proteínas Região de interação Método de detecção 
Fatores de transcrição: 

Egr1 HBx (53-142) EMSA 

P53 HBx (102-136) EMSA, pull down 

RPB5 HBx (51-148) pull down 

TFIIB HBx (51-148) pull down 

Reparo de DNA: 
ERCC2 HBx (34-154) pull down 

ERCC3 HBx (34-154) pull down 

UVDDB1 HBx (51-101) duplo híbrido 

Outras proteínas: 
XAP3 HBx (90-122) duplo híbrido 

XIP HBx (14-154) duplo híbrido 

 

Apesar da proteína HBx não interagir com o DNA de fita dupla, alguns estudos 

mostraram que a HBx é capaz de interagir com o DNA de fita simples (Qadri et al., 

1996). Contudo, a proteína HBx é capaz de aumentar a interação de fatores de transcrição 

com o DNA (Barnabas et al., 1997) através da interação de HBx com as regiões do tipo 

zíper de leucina (bZip) dos fatores de transcrição (Green et al., 1999). Essa interação 

causa uma estabilização do dímero de zíper de leucina formado e aumenta a interação do 

dímero com o DNA (Schneider & Schepartz, 2001). 

A maioria dos estudos sobre a proteína HBx sugere que a sua função pleiotrópica 

e a sua capacidade de induzir o crescimento de tumor são uma conseqüência da sua 

habilidade em interagir com uma grande variedade de proteínas celulares (Hildt et al., 

1996). Por causa das inúmeras interações proteína-proteína, a proteína HBx é capaz de 

interferir tanto nos processos de transcrição gênica como nos processos de sinalização 

celular, na resposta aos estímulos de estresse oxidativo, degradação protéica, controle do 

ciclo celular, proliferação celular e apoptose (Murakami, 1999; Arbuthnot et al., 2000) 

(Figura 8). 
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Figura 8 - Influência da proteína HBx na ativação de NF-κB e nas cascatas de 

sinalização celular de MAPK e JAK/STAT. (Adaptado de Arbuthnot & Kew, 2001). 

 

 

Até o presente momento, nenhuma informação sobre a estrutura tridimensional da 

proteína HBx foi depositada no PDB. Por isso, neste trabalho realizaremos estudos 

estruturais associados a estudos funcionais, na tentativa de elucidar a estrutura 

tridimensional da proteína HBx pela técnica de Ressonância Magnética Nuclear. 
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2. OBJETIVOS 

 

Este trabalho teve como objetivo geral o estudo funcional e estrutural da proteína 

HBx do vírus da hepatite B. Como objetivos específicos para as abordagens funcionais e 

estruturais, tivemos: 

 

1- Expressão da proteína HBx em sistemas de expressão procariótico (Escherichia 

coli) e eucarióticos (células de inseto Sf9, leveduras Pichia pastoris); 

2- Mapeamento da especificidade de interação da proteína HBx com os 

oligonucleotídeos de RNA através de ensaios de retardamento da mobilidade 

eletroforética (EMSA) e de UV cross-linking; 

3- Análise da influência dos resíduos de cisteína da proteína HBx na sua interação 

com a proteína humana p53 e com o oligonucleotídeo de RNA AU-38;  

4- Estudo da ativação de gene repórter dependente da ativação do promotor alvo 

para a proteína humana p53, em sistema de mono-híbrido em levedura, na 

presença da proteína HBx; 

5- Análise da cinética da taxa de degradação de mRNAs dos proto-oncogenes c-fos e 

c-myc em cultura de células humanas HeLa, na presença da proteína HBx; 

6- Análises espectroscópicas da proteína HBx por dicroísmo circular e emissão 

intrínseca de fluorescência; 

7- Análise da proteína HBx por ressonância magnética nuclear (RMN); 

8- Construção de um modelo estrutural da proteína HBx por homologia. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

Os reagentes químicos utilizados no preparo de soluções e nos experimentos de 

purificação de proteínas foram obtidos das empresas Aldrich, Fluka, Merck, Sigma e 

Synth. No caso dos experimentos de biologia molecular, os “kits”, os reagentes 

específicos, as enzimas de restrição e os seus tampões adequados, foram obtidos das 

empresas que estão listadas no anexo 8.1. 

 

3.1 Plasmídeos e linhagens de células procariotas e eucariotas 

 

3.1.1 Plasmídeos 

Os plasmídeos listados na tabela 2 foram utilizados nas clonagens e na expressão 

de proteína recombinante em bactérias (Escherichia coli), em células de inseto 

(Spodoptera frugiperda, Sf9), em células humanas (HeLa) e em leveduras (Pichia 

pastoris). Todos os mapas dos plasmídeos utilizados neste trabalho estão no anexo 8.2. 

 
Tabela 2 - Plasmídeos utilizados na clonagem e na expressão de proteína. 
 

 

Plasmídeo 
 

Promotor Peptídeo e/ou proteína 
de fusão 

Marca de seleção 
em E. coli 

 

Finalidade 
 

pCMV-Ad/HBx 
 

CMV 

 

- 
 

ampicilina contém o cDNA do 

HBx (ayw) 
 

pBluescript II  

KS (+/-) 

 

T3 
 

- 
 

ampicilina 
subclonagem e 

seqüenciamento 
 

pGEM-T Easy 
 

T7 e SP6 
 

- 
 

ampicilina 
subclonagem e 

seqüenciamento 
 

psW202 
 

tac 
peptídeo sinal Omp A e 

6xHis no N-terminal 

 

ampicilina 
expressão em 

bactérias (E.coli) 
 

pET-28a(+) 
 

T7 
 

6xHis no N-terminal 
 

canamicina 
expressão em 

bactérias (E.coli) 
 

pET-44a(+) 
 

T7 
6xHis/NusA no N-

terminal 

 

ampicilina 
expressão em 

bactérias (E.coli) 
 

pGEX-2TK 
 

tac 
glutationa-S-transferase 

(GST) no N-terminal 

 

ampicilina 
expressão em 

bactérias (E.coli) 
 

pGEX-p53(1-393) 
tac glutationa-S-transferase 

(GST) no N-terminal 

 

ampicilina 
expressão em 

bactérias (E.coli) 
 

pBSV-8His 
 

polihedrina 

peptídeo sinal do fator 

humano H no N-terminal e 

6xHis no C-terminal 

 

ampicilina 

 

expressão em células 

de insetos (Sf9) 

 

pPIC9K 
 

AOX1 

 

- 

 

ampicilina e 

geneticina 

expressão em 

levedura (P. pastoris) 
 

pcDNA3.1/Hygro(+) 
 

CMV 
 

- 
ampicilina e 

higromicina 

expressão em células 

humanas (HeLa) 
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O plasmídeo pCMV-Ad contendo o gene que codifica a proteína HBx selvagem 

(1-154 aminoácidos; subtipo ayw) foi gentilmente cedido pelo Dr. Robert J. Schneider da 

Universidade de Nova York (Estados Unidos). Este plasmídeo foi usado como molde nas 

reações de PCR para amplificar as deleções da proteína HBx, para as posteriores 

clonagens nos diferentes sistemas de expressão de proteínas.  

O plasmídeo pGEX-p53(1-393) foi gentilmente cedido pelo Dr. Gianni Del Sal 

(Laboratório Nazionale CIB, Trieste, Itália), e utilizado para a expressão em E. coli da 

proteína humana p53 em fusão com a proteína GST. 

Para os experimentos de ativação de gene repórter em sistema de mono-híbrido 

em levedura, utilizou-se os plasmídeos listados na tabela 3. 

 

Tabela 3 - Plasmídeos utilizados nos experimentos de ativação de gene repórter em 

sistema de mono-híbrido em levedura. 
 

 

Plasmídeo 
 

Promotor Proteína de fusão ou 
seqüência de DNA 

Marca de seleção  
em E. coli 

Marca de seleção 
em levedura 

 

pBTM116 
 

ADH1 
LexA(1-202) no domínio de 

ligação (BD) 

 

canamicina 
 

-TRP 

 

pGAD424 
 

ADH1 
GAL4(768-881) no domínio de 

ativação (AD) 

 

ampicilina 
 

-LEU 

 

p53BLUE 
 

PCYC1 
seqüência de DNA alvo para 

proteína humana p53  

 

ampicilina 
 

-URA 

 

Os genes codificadores para a proteína HBx(1-154) e para as deleções mini-

HBx(19-142) e mini-HBx(-Cys)(19-142) foram clonados no plasmídeo pBTM116, 

gerando proteínas HBx em fusão com a proteína LexA(1-202) (domínio de ligação ao 

DNA). O gene codificador para a proteína humana p53 completa (1-393) foi clonado no 

plasmídeo pGAD424 em fusão com o domínio de ativação da transcrição GAL4(768-881), 

originando o plasmídeo pGAD424-p53(1-393) que foi utilizado nos ensaios de mono-

híbrido em levedura. 

 

3.1.2 Bactérias 

Neste trabalho foram utilizadas duas linhagens de bactérias E. coli: 

DH5α (Hanahan, 1983) e BL21 (DE3) (Studier & Moffat, 1986). Para a manutenção e 
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seleção dos clones, utilizou-se o meio de cultura LB1 acrescido do antibiótico específico 

para a seleção dos clones transformados com o plasmídeo de interesse. Para o meio LB 

sólido, ágar bacteriológica (1,5%) foi adicionada ao meio LB líquido contendo o 

antibiótico específico, e distribuiu-se em placas de Petri descartáveis e estéreis 

(Sambrook et al., 1989). 

Para a obtenção de células competentes, uma colônia de bactéria (DH5α ou 

BL21) foi inoculada em meio Psi
2
 pH 7,6 a 37 °C, sob agitação constante a 200 rpm, por 

um período de 18 horas. Transferiu-se 1 mL deste pré-inóculo para um erlenmeyer 

contendo 250 mL de meio Psi fresco, que permaneceu a 37 °C, sob agitação constante a 

200 rpm, por cerca de mais 3 horas, até o valor de densidade ótica a 600 nm (OD600) 

atingir 0,8-1. As células foram coletadas por centrifugação a 1010 x g, por 20 minutos a 4 

°C, o pellet foi re-suspendido em 25 mL de tampão de transformação I3 e permaneceu em 

repouso no gelo por 20 minutos. Após nova centrifugação a 1010 x g, por 10 minutos a 4 

°C, retirou-se o sobrenadante, e o pellet foi re-suspendido em 8 mL de tampão de 

transformação II4. Alíquotas da suspensão de bactérias competentes foram estocadas a -

80 °C antes do uso. 

 

3.1.3 Leveduras 

Para os experimentos de expressão de proteína em levedura do tipo Pichia 

pastoris, utilizou-se a linhagem KM71 (his4, aox1::ARG4, arg4) que possui uma 

mutação no gene his4 e fenótipo Mut
S
 Arg

+
 para facilitar a seleção dos clones 

transformantes. As leveduras Pichia pastoris são metilotróficas e utilizam o metanol 

como fonte de carbono, de modo que a expressão das proteínas é controlada pela adição 

de metanol ao meio de cultura. 

Para a preparação de células competentes, uma colônia de P. pastoris foi 

inoculada em meio líquido YPD
5
 por 15 horas, a 30 

o
C sob agitação constante a 200 rpm. 

                                                 
1 meio de cultura LB: 1% peptona; 0,5% extrato de levedura; 0,5% NaCl - autoclavado por 20’ a 115 

o
C. 

2
 meio Psi pH 7,6: 1,6% peptona; 1% extrato de levedura; 0,5% NaCl; 0,04% KH2PO4; 0,05% Na H2PO4 

3
 tampão de transformação I: 30 mM KOH; 30 mM ácido acético; 100 mM MgCl2; 77 mM RbCl2; 13,2 

mM CaCl2; 15% glicerina 
4
 tampão de transformação II: 10 mM MOPS; 7,7 mM RbCl2; 100 mM CaCl2; 0,1 mM NaOH; 15% 

glicerina 
5
 meio líquido YPD: 1% extrato de levedura; 2% peptona; 2% glicose 
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Diluiu-se 100 µL do pré-inóculo em 100 mL de meio líquido YPD estéril e manteve-se a 

agitação a 30°C por mais 15 horas. Neste período de tempo, mediu-se em um 

espectrofotômetro a densidade ótica a 600 nm (OD600) até que a mesma atingisse o valor 

de 1,5, quando as células foram coletadas por centrifugação a 1500 x g, 4
 °C por 5 

minutos. Re-suspendeu-se o pellet de células em 100 mL de água gelada estéril e 

centrifugou-se novamente a 1500 x g, 4
 °C, por 5 minutos.  

O sobrenadante foi descartado e as células foram re-suspendidas em 50 mL de 

água gelada estéril antes de serem centrifugadas a 1500 x g, por 5 minutos a 4
 °C. Mais 

uma vez, o sobrenadante foi descartado e o pellet de células foi re-suspendido em 4 mL 

de uma solução gelada de sorbitol 1 M estéril. Após centrifugação a 1500 x g por 5 

minutos a 4
 °C, descartou-se o sobrenadante e re-suspendeu-se o pellet de células em 1 

mL de sorbitol 1 M estéril gelado, aliquotando-se 150 µL de células competentes para 

tubos eppendorfs de 1,5 mL, que foram mantidos em gelo. As células competentes recém 

preparadas foram utilizadas na eletroporação com o DNA de interesse para a posterior 

expressão das proteínas 6xHis-HBx(1-154) e 6xHis-mini-HBx(19-142) em Pichia 

pastoris. 

No caso dos experimentos de ativação do gene repórter da beta-galactosidase 

dependente da ativação do promotor alvo para a proteína humana p53, em sistema de 

mono-híbrido em levedura, utilizou-se as leveduras Saccharomyces cerevisiae linhagem 

W3036. Essas leveduras foram crescidas em meio YPD5 e transformadas com o 

plasmídeo p53BLUE (Tabela 3), originando as leveduras transgênicas W303mut, que 

possuem a seqüência de DNA alvo para a proteína humana p53 integrada ao seu genoma. 

As leveduras W303mut foram crescidas em meio seletivo SD-U7 para a sua posterior 

transformação com os demais plasmídeos (pGAD424-p53(1-393), pBTM116 vazio, e 

pBTM116 contendo as seqüências codificadoras para as proteínas HBx(1-154), mini-

HBx(19-142) e mini-HBx(-Cys)(19-142)), para os ensaios de ativação de gene repórter 

em sistema de mono-híbrido em levedura. 

 

                                                 
6 Saccharomyces cerevisiae (linhagem W303): genótipo ade2-1/ade2-1; ura3-1/ura3-1; his3-11,15/his3-

11,15; trp1-1/trp1-1; leu2-3,112/leu2-3,112 
7
 meio seletivo SD-U: YNB sem aminoácidos e sulfato de amônio; 2% glicose 
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3.1.4 Células de inseto Sf9 

As células de inseto Sf9 (Spodoptera frugiperda) foram cultivadas em placas de 

cultura contendo 50 mL de meio TC-100 (Invitrogen) acrescido de penicilina e 

estreptomicina na concentração final de 10 µg/mL. As células de inseto foram mantidas 

em incubadora a 27 
o
C, na ausência de CO2, para a posterior transfecção com o 

baculovírus recombinante (O’ Reilly et al., 1994). 

 

3.1.5 Células humanas HeLa 

As células humanas HeLa foram cultivadas em placas de cultura contendo 20 mL 

de meio DME
8
, na ausência de soro fetal, e mantidas em incubadora a 37 °C saturadas 

com 5% de CO2, até que houvesse um número suficiente de células para a transfecção 

(Freshney, 1994). As células HeLa transfectadas estavelmente com os plasmídeos 

pcDNA3.1/Hygro(+) ou pcDNA3.1/Hygro(+)-HBx(1-154) foram mantidas em meio 

DME acrescido de 10% de soro fetal bovino, 2 mM de glutamina, 250 µg/mL de 

higromicina (meio DME/SGH). 

 

 

3.2 Manipulação de ácidos nucléicos 

 

3.2.1 Síntese de oligonucleotídeos de DNA e de RNA 

Os oligonucleotídeos de DNA foram desenhados a partir da análise das 

seqüências das regiões 5’ e 3’ do cDNA que codifica a proteína HBx, assim como as 

seqüências das regiões 5’ e 3’ dos sítios de clonagem múltipla dos plasmídeos utilizados 

nas clonagens (Tabela 2, Anexo 8.2).  

As principais características dos oligonucleotídeos de DNA sintetizados estão 

resumidas na tabela 4. 

 

                                                 
8 meio DME: Dulbecco‘s Modified Eagle‘s Medium 
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Tabela 4 - Oligonucleotídeos de DNA específicos para as clonagens em plasmídeos 

apropriados. Os sítios de restrição presentes nas seqüências dos oligonucleotídeos estão 

sublinhados. 
 

Nome Seqüência Tm (oC) Finalidade 

X-GST-S 

             Bam HI 
5’-GCGGATCCTTGAGCTGCCAACTCGATCCTGCGCGG-3’ 

 

68 
clonagem de HBx em 
pBS-KS, e de HBx e 

HBx(5-78) em  
pGEX-2TK 

 

X-GST-AS              Eco RI 
5’-GCGAATTCTTAGGCAGAGGTGAAAAAGTTGC-3’ 

 

57 clonagem de HBx em 
pBS-KS e pGEX-2TK 

 

pET-X-S 
                              Nde I 
5’-ACGAATTCCATATGGCTGCTAGGTTGTGCTGCC-3’ 

 

61 
 

clonagem de HBx em 
pET-28a(+) 

 

pET-X –AS 
                Xho I 
5’-GTTCTCGAGTTAGGCAGAGGTGAAAAAG-3’ 

 

55 
 

clonagem de HBx em 
pET-28a(+) 

 

X-Mut-S 
          Eco RI       Nde I 
5’-GGAATTC CATATGCGTCCCGTCGGCGCTGAATC-3’ 

 

63 clonagem de mini-
HBx em pET-28a(+) 

 

X-Mut-AS 
            Bam HI 
5’-CGGGATCCTTAGACCAATTTATGCCTACAGCC-3’ 

 

59 
clonagem de mini-

HBx em pET-28a(+) 
 

C69-S 
 

5’-CTCATCTGCCGGACCCAGTGCACTTCGCTTC-3’ 
 

63 
clonagem de mini- 

HBx(-Cys) em pET-
28a(+) 

 

C69-AS 
 

5’-GAAGCGAAGTGCACTGGGTCCGGCAGATGAG-3’ 
 

63 
clonagem de mini- 

HBx(-Cys) em pET-
28a(+) 

 

PIC-X-S 
                Eco RI 
5’-TTAGAATTCGACATGGCTGCTAGGTTGTGCTGC-3’ 

 

59 
clonagem de HBx em 

pET-44a(+) e em 
pBTM116 

 

PIC-X-AS 
                                 Not I 
5’-ATAGTTTAGCGGCCGCTTAGGCAGAGGTGAAAAAG-3’ 

 

61 
clonagem de HBx em 

pET-44a(+) e em 
pPIC9K 

 

X-GST-S2 
            Bam HI 
5’-GCGGATCCGAGACCACCGTGAACGCCCAC-3’ 

 

65 

 

clonagem de HBx(80-
142) em pGEX-2TK 

 

XWV-AS3 
             Eco RI         Xba I 
5’-TGGAATTC TCTAGATTATTAGCGACGTGCAGAGGTGAAGCG-3’ 

 

62 
clonagem de HBx(5-
78) em pGEX-2TK 

 
XWV-AS2 

            Eco RI         Xba I 
5’-TGGAATTC TCTAGATTATTAGACCAATTTATGCCTACAGCCTC-3’ 

 
59 

clonagem de HBx(80-
142) em pGEX-2TK, 
e HBx em pBSV-8His 

 

XV-S 
                      Pst I 
5’-TGAACTGCAGATGCACCATCATCACCATCACAAGCTTGGT-3’ 

 

63 
clonagem de HBx em 

pBSV-8His e em 
pcDNA3.1/Hygro(+) 

 

XPWW-A 
                    Xba I 
5’-AGTCTCTAGATTATTAGGCAGAGGTGAAAAAGTTGCA-3’ 

 

57 
clonagem de HBx em 
pcDNA3.1/Hygro(+) 

 

PIC9- 
His-X-S 

              Eco RI 
5’-TAGAATTCCATCATCACCATCACCATCTGGTTCCGCGTGGATCC 
ATGGCTGCTAGGTTGTGCTG-3’ 

 

71 

 

clonagem de His-HBx 
em pPIC9K 

 

PIC9-X-AS 
                                 Not I 
5’-ATAGTTTAGCGGCCGCTTAGGCAGAGGTGAAAAAG-3’ 

 

61 
clonagem de His-HBx 

em pPIC9K 
 

PIC9-His-
miniX-S 

             Eco RI 
5’-TAGAATTCCATCATCACCATCACCATCTGGTTCCGCGTGGATCC 
CGTCCCGTCGGCGCTGAATC-3’ 

 

72 

 

clonagem de His-
mini-HBx em pPIC9K 

PIC9-His-
miniX-AS 

                                   Not I 
5’-TATAGTTTAGCGGCCGCGGATCCTTAGACCAATTTATGCCT-3’ 

 

62 
clonagem de His-

mini-HBx em pPIC9K 
pBTM-HBx-

AS 
                   Pst I 
5’-TTTTCTGCAGTTAGGCAGAGGTGAAAAAGTT-3’ 

 

54 
clonagem de HBx em 

pBTM116 

 

Para amplificar os fragmentos dos proto-oncogenes c-fos (431 pb) e c-myc (345 

pb), assim como o fragmento da beta-actina (~400 pb), utilizou-se os oligonucleotídeos 
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de DNA listados na tabela 5, que foram desenhados de acordo com as seqüências 5’ e 3’ 

dos cDNAs que codificam os proto-oncogenes analisados. 

 

Tabela 5 - Oligonucleotídeos de DNA utilizados na amplificação de fragmentos dos 

proto-oncogenes c-fos e c-myc e da beta-actina. 
 

Nome Seqüência Tm (oC) Finalidade 
fos-S 5’-CTACGAGGCGTCATCCTCCCG-3’ 55 amplificar c-fos 

fos-AS 5’-AGCTCCCTCCTCCGGTTGCGGCAT-3’ 59 amplificar c-fos 

myc-S 5’-CCAGCAGCGACTCTGAGG-3’ 50 amplificar c-myc 

myc-AS 5’-CCAAGACGTTGTGTGTTC–3’ 43 amplificar c-myc 

actina-S 5’-TTCTACAATGAGCTGCGTGTGGCT–3’ 57 amplificar beta-actina 

actina-AS 5’-GCTTCTCCTTAATGTCACGCACGA–3’ 55 amplificar beta-actina 

 

Os oligonucleotídeos de DNA utilizados para os seqüenciamentos nos plasmídeos 

pBS-KS, pET-28a(+), pGEX-2TK e pBTM116 foram desenhados para se anelarem 

próximo aos sítios de clonagem múltipla (Tabela 6).  

 

Tabela 6 - Oligonucleotídeos de DNA específicos para seqüenciamento. 
 

Nome Seqüência Tm (oC) Finalidade 

 

T3 
 

5’-AATTAACCCTCACTAAAGGG-3’ 
 

56 seqüenciamento em 

pBS-KS 
 

T7 
 

5’-GTAATACGACTCACTATAGGGC-3’ 
 

64 seqüenciamento em 

pBS-KS 
 

pET-S 
 

5’-TAATACGACTCACTATAGGG-3’ 
 

43 
seqüenciamento em 

pET-28a(+) 
 

pET-AS 
 

5’-GCTAGTTATTGCTCAGCGG-3’ 
 

46 seqüenciamento em 

pET-28a(+) 
 

pGEX-S 
 

5’-GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG-3’ 
 

57 seqüenciamento em 

pGEX-2TK 
 

pGEX-AS 
 

5’-CCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGG-3’ 
 

57 
seqüenciamento em 

pGEX-2TK 
 

pBTM-S 
 

5’-AACAACGTCGACCTGCGGAGCTCAGTTACAGCTTG-3’ 
 

63 seqüenciamento em 

pBTM-116 
 

pBTM-AS 
 

5’-CAACCTGCAGCCTCAGTAAATATCTGTTAAGGA-3’ 
 

57 
seqüenciamento em 

pBTM-116 

 

Todos os oligonucleotídeos de DNA citados acima foram sintetizados pela 

empresa GIBCO-BRL/Life Technologies do Brasil. Os oligonucleotídeos de RNA foram 

desenhados a partir da região 3’ não traduzida de TNF-α (fator tumoral necrosante α) e 

sintetizados pela empresa Dharmacon Research. As seqüências de cada um dos 

oligonucleotídeos de RNA estão indicadas na tabela 7. 
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Tabela 7 - Oligonucleotídeos de RNA específicos para os ensaios de retardamento da 

mobilidade eletroforética (EMSA) e de UV cross-linking. 
 

Nome Seqüência 

AU-11 5’-UUUAUUUAUUA-3’ 

AU-21 5’-UUAUU AUUUAUUUAUUAUUUA-3’ 

AU-21 Mut 5’-UUAUUAUAUAUAUAUUAUAUA-3’ 

AU-38 5’-GUGAUUAUUUAUUAUUUAUUUAUUAUUUAUUUAUUUAG-3’ 

poli A (25) 5’-AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA-3’ 

poli C (25) 5’-CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC-3’ 

poli G (25) 5’-GGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGG-3’ 

poli U (25) 5’-UUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUU-3’ 

 

3.2.2 Extração de RNA total 

O RNA total foi extraído das células HeLa não transfectadas e das células HeLa 

transfectadas estavelmente com o plasmídeo pcDNA3.1/Hygro(+) ou com o plasmídeo 

pcDNA3.1/Hygro(+)-HBx(1-154). As células HeLa transfectadas com os plasmídeos 

foram tratadas com actinomicina D em diferentes tempos (0, 3, 6 e 8 horas) antes de 

serem coletadas por centrifugação para a extração do RNA total. O protocolo de extração 

de RNA total utiliza o reagente TRIzol, e este protocolo foi fornecido pela empresa 

GIBCO-BRL/Life Technologies do Brasil.  

Após coletar as células HeLa por centrifugação a 2000 x g, os pellets foram re-

suspendidos em 1 mL de TRIzol e as suspensões homogeneizadas foram transferidas para 

tubos pequenos do tipo eppendorf e mantidas à temperatura ambiente por cerca de 5 

minutos. Após a adição de 200 µL de clorofórmio, os eppendorfs foram agitados 

vigorosamente por 15 segundos, mantidos à temperatura ambiente por mais 3 minutos, e 

centrifugados a 12000 x g por 15 minutos a 4 °C. A fase superior incolor (contendo o 

RNA total) foi transferida com cuidado para outro eppendorf antes da adição de 500 µL 

de isopropanol. Os eppendorfs foram invertidos vagarosamente e incubados à 

temperatura ambiente por cerca de 10 minutos.  

Após a centrifugação a 12000 x g por 10 minutos a 4 °C, descartou-se o 

sobrenadante e o pellet gelatinoso foi lavado com 1 mL de etanol 75% (preparado com 

água tratada com DEPC). As amostras foram agitadas em vórtex e depois centrifugadas a 
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7500 x g por 5 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado, e os eppendorfs 

permanceram abertos, à temperatura ambiente, por cerca de 20 minutos, antes da adição 

de 25 µL de água tratada com DEPC. As amostras foram incubadas a 55 °C por 10 

minutos, sob agitação, e depois mantidas em gelo para a análise do RNA total. 

A análise do RNA total é feita através da medida de densidade ótica (OD260/OD280), 

de acordo com a metodologia descrita em Sambrook et al. (1989). Cerca de 5 µL de RNA 

total foram diluídos em 995 µL de água tratada com DEPC para a quantificação através 

da medida de absorbância, utilizando-se o espectrofotômetro Ultrospec 3000. Os 20 µL 

de RNA total restantes foram armazenados a -80 
o
C antes de serem utilizados nos 

experimentos de síntese de primeira fita de cDNA (item 3.2.3) e nos experimentos de 

Northern blot (item 3.2.3.1). 

 

3.2.3 Síntese de primeira fita de cDNA  

O RNA total das células HeLa (não transfectadas e não tratadas com o reagente 

actinomicina D) foi utilizado para a síntese de primeira fita de cDNA, utilizando-se o 

First Strand cDNA Synthesis Kit. Para a síntese de primeira fita de cDNA utilizou-se 5 µg 

de RNA total acrescidos de água tratada com DEPC para um volume final de 7 µL. Esta 

mistura foi aquecida a 65 °C por 10 minutos antes da adição dos demais reagentes: 5 µL 

de bulk mix, 1 µL de DTT a 200 mM, 1 µL do oligonucleotídeo d(T)18 a 5 µg/mL e 1 µL 

do oligonucleotídeo d(N)6 a 0,2 µg/mL. Após misturar todos os reagentes, a amostra foi 

incubada a 37 °C por 1 hora em um banho termostatizado, e depois foi aquecida a 90 °C 

por 5 minutos antes de ser mantida em gelo. 

A primeira fita de cDNA sintetizada foi utilizada para a amplificação dos 

fragmentos dos genes c-fos (431 pb), c-myc (345 pb) e beta-actina (~400 pb), através de 

uma reação de PCR utilizando-se os pares de oligonucleotídeos fos-S/fos-AS, myc-

S/myc-AS e actina-S/actina-AS (Tabela 5). Cerca de 2 µL de cDNA foram utilizados em 

cada reação de PCR. Os fragmentos dos genes c-fos, c-myc e beta-actina amplificados por 

PCR foram clonados no plasmídeo pGEM-T Easy, para a confirmação das seqüências 

através de seqüenciamento, antes de serem utilizados como sondas de DNA no 

experimento de Northern blot. 
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3.2.3.1 Northern blot 

As amostras de RNA total extraído de células HeLa transfectadas estavelmente com 

o plasmídeo pcDNA3.1/Hygro(+) ou com o plasmídeo pcDNA3.1/Hygro(+)-HBx, e 

tratadas com actinomicina D por 0, 3, 6 e 8 horas, foram diluídas para que atingissem a 

concentração final de 5 µg/µL. Cerca de 4 µL (20 µg) de cada amostra de RNA total 

foram diluídos em 16 µL de tampão de amostra de RNA
9
. A mistura foi incubada por 10 

minutos a 90°C e, em seguida, mantida em gelo por 5 minutos, antes da sua aplicação no 

gel de agarose desnaturante
10

. O gel de agarose correu a 50 V por 3 horas, utilizando o 

tampão MOPS 1X como tampão de corrida. 

Após 3 horas de corrida, o gel de agarose contendo o RNA total extraído das células 

HeLa foi transferido para a membrana de nitrocelulose Hybond-N, de acordo com o 

protocolo descrito em Sambrook et al. (1989). O gel de agarose foi incubado por 20 

minutos à temperatura ambiente em água tratada com DEPC e, em seguida, em tampão 

SSC 10X, por cerca de 15 minutos. A transferência foi feita à temperatura ambiente por 

15-18 horas, utilizando-se o tampão SSC 10X. 

Para o experimento de Northern blot, os cDNAs dos genes c-fos, c-myc e beta-

actina foram marcados radioativamente com [α-
32

P] dATP, utilizando-se o Random 

Primed DNA Labeling Kit. Num volume final de 20 µL de reação, adicionou-se 1 µL de 

cDNA (previamente incubado a 100 °C por 10 minutos e, em seguida, em gelo por 5 

minutos); 3 µL de uma mistura de dCTP, dTTP, dGTP; 2 µL de reaction solution; 4 µL 

de [α-
32

P] dATP; 9 µL de água tratada com DEPC; 1 µL de enzima Klenow. Após 30 

minutos de incubação em banho termostatizado a 37 °C, purificou-se as sondas de DNA 

com o QIAquick Spin - QIAquick PCR purification kit.  

Para a hibridização DNA-RNA, a membrana de nitrocelulose foi incubada por 4 

horas a 42 °C em 15 mL de solução de pré-hibridação
11

. Após este tempo de incubação, a 

sonda radioativa (pré-aquecida a 100 °C por 10 minutos e, em seguida, mantida em gelo 

                                                 
9 tampão de amostra de RNA: 1 µL tampão MOPS 10 X; 3,5 µL de formaldeído; 10 µL de formamida; 0,5 

µL de brometo de etídeo a 1 µg/mL; 1 µL de água tratada com DEPC 
10

 gel de agarose desnaturante: 1g agarose dissolvido em 85 mL de água tratada com DEPC; 5 mL 

formaldeído; 10 mL tampão MOPS 10X, pH 8.0 
11

 solução de pré-hibridação: SSC 5X, Denhard’s 5X, 50% formamida, 1% SDS 
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por 5 minutos) foi adicionada à solução de pré-hibridação, e a membrana de nitrocelulose 

foi incubada nesta solução de hibridação, sob agitação constante a 37 °C por 15 horas. 

Após 15 horas, a membrana de nitrocelulose foi incubada duas vezes, por 20 

minutos a 42 °C, em uma solução de SSC 2X contendo 0,1% SDS (w/v), para a remoção 

de marcações radioativas inespecíficas. Em seguida, a membrana foi incubada por 2 

minutos em SSC 2X e selada para a exposição em placa BAS-IP MS2325 por 48 horas, 

quando foi analisada no aparelho Phosporimager scan Bio-Imaging Analyzer BAS-

1800II. A quantificação da luminescência foto-estimulada foi calculada utilizando-se o 

programa Image Gauge, e os valores obtidos foram graficados para a análise da cinética 

da taxa de degradação de mRNAs de c-fos e c-myc em células HeLa. 

 

3.2.4 Amplificação de DNA pela reação de PCR 

A 2 µL do DNA plasmideal molde (cerca de 80 ng) foram adicionados 1 µL (10 

pmol) dos oligonucleotídeos sense e antisense (específicos para cada amplificação; ver 

Tabelas 4 e 5), 1 µL de dNTP a 10 mM, 2,5 µL do tampão Taq DNA polimerase 10X
12

, 1 

µL Taq DNA polimerase (0,1 U/µL), e 16,5 µL de água destilada para totalizar um 

volume de 25 µL de reação, realizadas sempre em duplicata. Em média, a reação de PCR 

consistiu de 35 ciclos de amplificações (desnaturação a 95 °C por 1 minuto; anelamento 

por 1 minuto, com temperatura dependente da Tm do oligonucleotídeo utilizado - ver 

tabela 4; extensão a 72
 °C por 3 minutos) seguidos de uma extensão final de 72

 o
C por 5 

minutos.  

 

3.2.4.1 PCR de colônia 

As colônias de bactérias DH5α transformadas com os plasmídeos contendo 

fragmentos de cDNA de HBx foram selecionadas pela técnica de PCR de colônia. 

Utilizando as mesmas condições descritas em 3.2.4, as colônias de bactérias foram re-

suspendidas em volumes finais de 25 L de reação, com o uso de ponteira estéril, e 

submetidas a 95 
o
C por 15 minutos antes de prosseguir com os ciclos de amplificação. 

 

                                                 
12 tampão Taq DNA polimerase 10X: 50 mM KCl, 1,5 mM MgCl2, 10 mM Tris-HCl, pH 9 



 24

3.2.5 Eletroforese em gel de agarose 

As análises de DNA foram realizadas através de eletroforese em gel de agarose 

1%, de acordo com o protocolo descrito em Sambrook et al. (1989). As amostras de DNA 

(plasmídeos, produtos de amplificação por reação de PCR, produtos de digestão com 

enzimas de restrição) foram preparadas em tampão de corrida
13

, antes de serem aplicadas 

no gel. As eletroforeses foram corridas a 80 V (Volts) em tampão TAE
14

 por 20-40 

minutos. Os géis de agarose foram corados em solução contendo brometo de etídeo a 

uma concentração final de 1 µg/mL, antes de serem visualizados em um transluminador 

de UV (302 nm), e fotografados com a câmera KODAK (DC120) para documentação. 

 

3.2.6 Purificação de fragmentos de DNA e de produtos de PCR  

Os produtos de amplificação por PCR foram purificados com o QIAquick spin - 

QIAquick PCR purification kit ou com o QIAquick Extraction Gel Kit, de acordo com os 

protocolos fornecidos pelo fabricante. Para a purificação com o QIAquick Gel Extraction 

Kit, as bandas presentes no gel de agarose foram cortadas e o DNA de interesse foi eluído 

com água estéril. 

 

3.2.7 Digestão de DNA com enzimas de restrição 

Os plasmídeos e os produtos de amplificação por PCR previamente purificados 

foram digeridos com as enzimas de restrição específicas para cada clonagem (Tabela 4), 

de acordo com a metodologia descrita em Sambrook et al. (1989). Para cada µg de DNA 

utilizou-se 1 U (unidade) de enzima para a digestão dos plasmídeos e dos produtos de 

amplificação por PCR, e as reações prosseguiram em banho termostatizado a 37 
o
C por 

um intervalo variável de 3 a 20 horas. As reações de digestão foram inativadas a 80 
o
C 

por 10 minutos antes da purificação dos fragmentos de DNA. 

 

3.2.8 Reação de ligação de DNA 

As ligações dos plasmídeos aos fragmentos de DNA, previamente digeridos com as 

mesmas endonucleases de restrição e purificados, foram realizadas de acordo com a 

                                                 
13 tampão de corrida: 20% de glicerol e 0,015% de azul de bromofenol 
14

 tampão TAE: 40 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8,0 
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metodologia descrita em Ausubel et al. (1995). Em média, para um volume final de 10 

µL de reação, foram misturados cerca de 1 µL do plasmídeo digerido e purificado, 5 µL 

do inserto digerido e purificado, 1 µL de ATP 10 mM e 2 µL do tampão de ligação 5X 

antes do aquecimento a 45 °C por 5 minutos. Após repouso em gelo por 2 minutos, 1 µL 

de DNA ligase foi adicionado à reação, e esta permaneceu em banho termostatizado com 

temperatura controlada a 16 °C por cerca de 20-22 horas. Os plasmídeos obtidos foram 

utilizados para a transformação de bactérias competentes DH5α por choque térmico. 

 

3.2.9 Transformação de bactérias competentes por choque térmico 

Cerca de 75 µL de bactérias competentes DH5α foram incubadas com 5 µL de 

reação de ligação por 30 minutos, em banho de gelo, antes de prosseguir com o choque 

térmico: 42 °C por 2 minutos, gelo por 2 minutos. Após a adição de 800 µL de meio 

SOC
15

, as bactérias foram mantidas sob agitação a 200 rpm, a 37 °C por 45 minutos. 

Cerca de 150 µL de suspensão de bactérias foram inoculados em placas LB-ágar 

contendo o antibiótico específico, e mantidas em estufa a 37 °C por 18 horas. As colônias 

de bactérias resistentes ao antibiótico foram testadas através do PCR de colônia. 

Para a transformação de E. coli BL21 (DE3), 50 µL de bactérias foram incubados 

com 1 µL (~400 ng) de DNA plasmideal e a mistura foi mantida em gelo por 30 minutos, 

antes de prosseguir com o choque térmico a 42 
o
C, como descrito acima. Foram 

inoculados cerca de 75 µL da suspensão de bactérias em placas LB-ágar contendo o 

antibiótico específico, e as placas foram mantidas em estufa a 37 
o
C por 18 horas. As 

bactérias que cresceram foram selecionadas para os testes de indução da expressão 

protéica. 

 

3.2.10 Extração de DNA plasmideal 

As colônias obtidas com a transformação de bactérias competentes (DH5α), e 

selecionadas através do PCR de colônia, foram incubadas em meio LB contendo 50 

µg/mL de antibiótico específico (ampicilina ou canamicina), sob agitação a 200 rpm, por 

                                                 
15 meio SOC: 0,5% extrato de levedura, 2% peptona, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 10 mM MgCl2, 10 mM 

MgSO4, 20 mM glicose 
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18 horas a 37 
o
C. O DNA plasmideal foi extraído com o Miniprep Plasmid DNA kit, 

Midiprep Plasmid DNA kit ou com o Maxiprep Plasmid DNA kit. 

Para confirmar a presença dos fragmentos de DNA, 4 µL (cerca de 1,6 µg) de 

DNA plasmideal foram digeridos com as enzimas de restrição específicas para cada 

clonagem. Após 3 horas de incubação em banho termostatizado a 37 
o
C, as amostras de 

digestão foram submetidas à eletroforese em gel de agarose 1%. Somente os plasmídeos 

contendo o fragmento de DNA desejado foram transformados com E. coli BL21 (DE3), 

para a posterior expressão da proteína recombinante. 

 

3.2.11 Mutagênese sítio-dirigida 

Para a mutação sítio-dirigida dos cinco resíduos de cisteína da proteína mini-

HBx(18-142) para resíduos de serina, utilizou-se o QuikChange
TM

 Site-Directed 

Mutagenesis Kit. Os protocolos detalhados estão descritos no manual de instrução que 

acompanha o produto, e os oligonucleotídeos específicos para cada uma das mutações 

foram sintetizados pela empresa GIBCO-BRL/Life Technologies do Brasil. O trabalho de 

mutagênese sítio-dirigida da proteína mini-HBx(18-142) foi realizado em colaboração 

com o aluno de doutorado Edmilson Rui, como parte de seu projeto intitulado: 

“Mutagênese da proteína HBx do vírus da hepatite B e estudo da interação com RNA e 

proteínas humanas”. 

 

3.2.12 Seqüenciamento de DNA 

Os clones que confirmaram a presença do fragmento de DNA desejado foram 

seqüenciados com base na técnica de Sanger et al. (1977), utilizando-se o seqüenciador 

automático de DNA ABI PRISM 377 Genetic Analyser. As reações de seqüenciamento 

foram feitas utilizando 800 ng dos DNAs plasmideais previamente purificados por 

precipitação com álcool isopropílico 75%, seguido de lavagem com etanol 70%. Em cada 

uma das reações, utilizou-se os oligonucleotídeos específicos (Tabela 6) na concentração 

final de 1 pmol. As reações foram preparadas de acordo com a metodologia descrita no 

manual de instruções do fabricante do DNA Sequencing kit Big Dye
TM

 Terminator Cycle 

Sequencing Read Reaction. As seqüências obtidas foram submetidas ao banco de dados 

NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e analisadas através do programa BLAST. Para os 
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alinhamentos de seqüências de aminoácidos, utilizou-se o programa CLUSTALW multiple 

alignment (http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/align_clustalw.pl). 

 

3.3 Expressão de proteína recombinante 

 

3.3.1 Expressão em Escherichia coli  

 

3.3.1.1 Procedimento para a indução da expressão 

As bactérias competentes BL21 (DE3), transformadas com os plasmídeos para a 

expressão em E. coli foram pré-inoculadas em meio LB contendo o antibiótico específico 

(ampicilina ou canamicina) na concentração de 50 µg/mL, e incubadas por 18 horas a 37 

o
C, sob agitação constante a 200 rpm. Após diluição 1:30 da pré-cultura em meio fresco 

LB+antibiótico, as bactérias foram incubadas sob as mesmas condições, acima indicadas, 

até atingirem a fase logarítmica (OD600 = 0,8).  

Para a expressão das proteínas, adicionou-se de IPTG na concentração final de 0,1 a 

1 mM. Após incubação em diferentes temperaturas (20 
o
C, 25 

o
C, 30 

o
C ou 37 

o
C), por 

um período variando de 3 a 14 horas, as bactérias foram coletadas por centrifugação 

(4000 x g, 20 minutos, 4 
o
C). Alíquotas de 1 mL da cultura não-induzida e induzida com 

IPTG foram retiradas para posterior análise da expressão das proteínas através de SDS-

PAGE. 

 

3.3.1.2 Lise bacteriana 

As bactérias coletadas por centrifugação foram re-suspendidas em tampão PBS
16

 

contendo 1 mL de lisozima (50 mg/mL) e 1 mM de PMSF. Após incubação em gelo por 

30 minutos, as bactérias foram submetidas a três ciclos consecutivos de lise pelo 

congelamento em N2 líquido e descongelamento em banho termostatizado a 37 
o
C. Após 

o último descongelamento, DNAse (1 g/mL) foi adicionada e as amostras foram 

incubadas a 37 
o
C por 20 minutos. Para a separação das frações solúveis e insolúveis do 

                                                 
16 tampão PBS: 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10,1 mM Na2HPO4 e 1,76 mM KH2PO4, pH 7,4 
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lisado bacteriano, as amostras foram centrifugadas a 18600 x g, por 15 minutos a 4 
o
C, e 

as frações separadas foram analisadas através de SDS-PAGE. 

 

3.3.1.3 Isolamento e purificação de corpos de inclusão 

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

base em outros protocolos descritos na literatura (Baneyx, 1999; Valax & Georgiou, 

1999), e adaptado para a purificação da proteína HBx. Este protocolo substitui o 

protocolo anterior de lise bacteriana (3.3.1.2) apenas para as proteínas HBx em fusão com 

a cauda de poli-histidina que foram expressas na forma de corpos de inclusão. 

As bactérias coletadas por centrifugação após o período de indução por IPTG 

foram re-suspendidas em tampão de lise17 contendo lisozima (0,1 mg/mL). Após 

incubação em gelo por 30 minutos, as bactérias foram submetidas a três ciclos 

consecutivos de lise pelo congelamento em N2 líquido e descongelamento em banho 

termostatizado a 37 
o
C. Após o último descongelamento, adicionou-VH�'1$VH���� J�P/��

e a amostra foi incubada a 37 
o
C por 30 minutos. Depois da incubação, a amostra foi 

sonicada (pulsos de 20-30%, por 30 segundos, 5 repetições) no aparelho Sonifier 450 e 

centrifugada por 15 minutos a 18600 x g, 4 
o
C. O sobrenadante foi descartado e o 

precipitado foi re-suspendido em tampão de lavagem 118. 

Após centrifugar a amostra a 9500 x g, 4 
o
C, por 15 minutos, descartou-se o 

sobrenadante e re-suspendeu-se o precipitado no mesmo tampão de lavagem 1, repetindo 

o mesmo procedimento de centrifugação e lavagem por mais duas vezes, ou até que o 

sobrenadante estivesse límpido. Depois da última centrifugação, re-suspendeu-se o 

precipitado no tampão de lavagem 219, centrifugou-se as amostras a 9500 x g, 4 
o
C, por 

15 minutos, descartou-se o sobrenadante e repetiu-se a lavagem até que o sobrenadante 

não espumasse. 

Depois da última lavagem com o tampão de lavagem 2, o precipitado foi re-

suspendido em tampão de extração20 e a amostra foi centrifugada a 13700 x g, 4 
o
C, por 

20 minutos. O sobrenadante contendo as proteínas HBx em fusão com a cauda de poli-

                                                 
17

 tampão de lise: 50 mM Tris-HCl pH 8, 5 mM EDTA, 5 mM DTT, 1 mM PMSF 
18

 tampão de lavagem 1: 50 mM Tris-HCl pH 8, 5 mM EDTA, 5 mM DTT, 3 M uréia, 1% Triton X-100 
19

 tampão de lavagem 2: 50 mM Tris-HCl pH 8, 5 mM EDTA, 5 mM DTT 
20

 tampão de extração: 10 mM Tris-HCl, 100 mM fosfato de sódio, 8 M uréia, pH 8,0 
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histidina foi filtrado (0,22 µm) e armazenado a 4 
o
C para posterior purificação por 

cromatografia de afinidade em Ni-NTA, sob condições desnaturantes. 

 

3.3.2 Expressão em células de inseto Sf9 (sistema de Baculovírus) 

 

3.3.2.1 Transfecção das células de inseto Sf9 

As células de inseto Sf9 foram transfectadas através do método de transfecção 

lipídica, utilizando como agente transfectante o reagente DOTAP, 2 µg de 

minipreparação do vetor de transferência recombinante (pBSV-8His/HBx) e 0,5 µg do 

BaculoGold
TM

 linearizado, de acordo com instruções do BaculoGold
TM

 Transfection kit. 

O aumento do título do baculovírus recombinante foi realizado através de 3 a 4 

subcultivos com novas células de inseto Sf9. O sobrenadante destas células foi utilizado 

para promover novas infecções.  

 

3.3.2.2 Lise das células de inseto Sf9  

Depois de 4 dias de infecção, as células de inseto foram coletadas por 

centrifugação a 4000 x g, por 10 minutos a 4 °C, e mantidas a –80 oC para a separação das 

frações solúveis e insolúveis. O pellet de células foi re-suspendido em 300 µL de PBS
15

 

e, após vórtex à temperatura ambiente, adicionou-se 10 µL de PMSF (100 µM) e 10 µL 

de DNAse (1 g/mL), mantendo a amostra em gelo. Sonicou-se a amostra (pulsos de 20-

30%, por 15 segundos, 5 repetições) no aparelho Sonifier 450 e deixou-se a amostra 

incubando sob agitação, à temperatura ambiente, por 15 minutos. Centrifugou-se a 

amostra a 14000 rpm, por 30 minutos a 4
 o
C em centrífuga de bancada do tipo Eppendorf. 

O sobrenandante foi retirado e centrifugado mais uma vez, antes da análise por SDS-

PAGE e Western blot. 

 

3.3.3 Expressão em leveduras Pichia pastoris 

Cerca de 16 µL (32 µg) da maxipreparação de DNA plasmideal de pPIC9K, 

pPIC9K/His-HBx(1-154) e pPIC9K/His-mini-HBx(19-142) foram digeridos com 2 µL da 

enzima de restrição Sal I (1 U/µL), e os produtos da digestão foram purificados com o 



 30

QIAquick Gel Extraction Kit, de acordo com o protocolo descrito anteriormente (3.2.6). 

Os plasmídeos linearizados foram utilizados na eletroporação com as leveduras Pichia 

pastoris linhagem KM71. 

 

3.3.3.1 Eletroporação 

Cerca de 150 µL de células competentes KM71 foram adicionadas à cubeta de 

eletroporação de 0,4 cm e mantidas em gelo, antes da adição de 25 µL do DNA 

plasmideal linearizado com Sal I. A mistura permaneceu em gelo por cinco minutos antes 

do pulso a 1500 V (Volts), 25 µF (micro Faraday) e 200 ���2KPV���XWLOL]DQGR�R�DSDUHOKR�

BioRad Gene Pulser. Cerca de 1 mL de sorbitol 1 M gelado foi adicionado a cada cubeta, 

que foi mantida em gelo. Plaqueou-se alíquotas de 200 µL em placas MD
21

 e as placas 

foram mantidas a 30
 o

C por 3 dias. Utilizou-se a linhagem KM71 não transformada como 

controle de crescimento. Os transformantes que cresceram nestes 3 dias foram repicados 

em novas placas MD para a confirmação dos clones transformantes, antes da seleção com 

o antibiótico geneticina (G418). 

 

3.3.3.2 Seleção com geneticina (G418) 

Todas as colônias transformantes foram repicadas em placas YPD contendo 

concentrações crescentes de antibiótico geneticina (0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 1,5; 1,75; 2,0; 

3,0; 4,0 mg/mL). Para isso, cada colônia foi re-suspendida em 50 µL de água estéril e 1 

µL de cada suspensão foi adicionado nas placas YPD contendo diferentes concentrações 

de geneticina. As placas foram mantidas a 30
 o

C por 5 dias, quando os clones resistentes 

foram repicados mais uma vez em placas YPD/G418, antes de serem repicados em placas 

MD
20

 e MM
22

. Após 2 dias, os clones que cresceram em meio MD e muito pouco em 

meio MM foram repicados mais uma vez em placas MD e MM, antes dos testes de 

indução com metanol. 

 

 

 

                                                 
21 placas MD: 1,34% YNB, 4x10-5

% biotina, 2% glicose, 1,5 % ágar bacteriológica 
22 placas MM: 1,34% YNB; 4x10-5% biotina; 0,5% metanol; 1,5% ágar bacteriológica 
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3.3.3.3 Indução da expressão 

As colônias selecionadas para o teste de indução foram crescidas em 25 mL de 

meio tamponado BMGY
23

 por 18 horas a 30
 o

C, sob agitação constante (220 rpm) em um 

erlenmeyer de 250 mL, para promover uma boa aeração durante o crescimento das 

leveduras. Quando o valor de densidade ótica a 600 nm (OD600) estava entre 2 e 3, as 

células foram coletadas por centrifugação a 1500 x g, por 5 minutos, à temperatura 

ambiente. O sobrenadante foi descartado com cuidado, as células foram re-suspendidas 

em 10 mL de meio BMMY
24

 e mantidas sob agitação a 30
 o

C por 7 dias. Retirou-se 1 mL 

da cultura para o controle da indução, e 50 µL de metanol foram acrescidos diariamente à 

cultura, por um período de 7 dias ininterruptos. 

Cerca de 1 mL de cultura foi coletado a cada 24 horas, e o sobrenadante foi 

separado por centrifugação a 6500 rpm em centrífuga de bancada Eppendorf por 1 

minuto, à temperatura ambiente. O pellet foi armazenado a –80
 o

C, e uma alíquota de 100 

µL do sobrenadante foi diluída 1:1 com o tampão de amostra
25

, e foi desnaturada por 

cinco minutos a 95 
o
C antes de ser analisada por SDS-PAGE. 

 

3.3.4 Expressão em células humanas HeLa 

 

3.3.4.1 Transfecção estável de células humanas HeLa 

Inicialmente, as midipreparações de DNA dos plasmídeos pcDNA3.1/Hygro(+) 

(15 µg) e pcDNA3.1/Hygro(+)-HBx(1-154) (30 µg) foram misturadas com 2 mL de meio 

DME (sem soro e sem antibiótico). Em seguida, 2 mL de meio DME (sem soro e sem 

antibiótico) contendo 120 µL de lipídios catiônicos DOTAP foram adicionados a cada 

uma das soluções, para a transfecção de células humanas HeLa. As duas soluções foram 

misturadas e deixadas em repouso por 15 minutos, para a inserção dos plasmídeos 

pcDNA3.1/Hygro(+) e pcDNA3.1/Hygro(+)-HBx(1-154) nas vesículas lipídicas. As 

soluções foram transferidas para frascos de cultura contendo células HeLa em 10 mL de 

                                                 
23 meio tamponado BMGY: 1% extrato de levedura; 2% peptona; 1,34% YNB; 4x10-5% biotina; 1% 

glicerol; 100 mM de fosfato de potássio pH 6 
24

 meio BMMY: idem BMGY, substituindo 1% de glicerol por 0,5% de metanol 
25

 tampão de amostra: 50 mM Tris-HCl, pH 6,8; 2 mM EDTA; 1% SDS; 5% -mercaptoetanol; 8% 
glicerol; 0,025% azul de bromofenol 



 32

meio DME (sem soro e sem antibiótico). Após 8 horas de incubação a 37 °C, cerca de 7 

mL de meio DME contendo 30% de soro fetal bovino foram adicionados a cada um dos 

frascos de cultura, e os mesmos foram mantidos a 37 
o
C, em uma incubadora saturada 

com 5% de CO2, por mais 18 horas.  

Para a seleção das células HeLa que foram transfectadas estavelmente com o 

plasmídeo pcDNA3.1/Hygro(+)-HBx(1-154), adicionou-se higromicina (500 µg/mL) aos 

frascos de cultura, e os clones positivos foram isolados. Retirou-se 50 µL de meio DME 

contendo as células HeLa transfectadas com o plasmídeo pcDNA3.1/Hygro(+)-HBx(1-

154), centrifugou-se a 6500 rpm em centrífuga de bancada Eppendorf, e descartou-se o 

sobrenadante. As células coletadas foram utilizadas em uma reação de PCR de colônia, 

utilizando os oligonucleotídeos XV-S e XPWW-A (Tabela 4) para amplificar o cDNA 

codificador da proteína HBx. O clone selecionado com higromicina, e confirmado pela 

reação de PCR, foi utilizado nos ensaios de cinética de degradação de mRNAs. 

 

3.3.4.2 Ensaios de cinética de degradação de mRNAs  

Para os ensaios de cinética de degradação de mRNAs de c-fos e c-myc, utilizou-se 

a técnica de Northern blot (item 3.2.3.1). As células HeLa transfectadas estavelmente 

com o plasmídeo pcDNA3.1/Hygro(+) foram tratadas com actinomicina D por 0, 3, 6 e 8 

horas, para serem utilizadas como controle, e as células HeLa transfectadas estavelmente 

com o plasmídeo pcDNA3.1/Hygro(+)-HBx(1-154) também foram tratadas com 

actinomicina D por 0, 3, 6 e 8 horas, antes da extração de RNA total (item 3.2.2). 

 

3.3.4.3 Crescimento de células HeLa na presença e ausência de HBx 

As células HeLa transfectadas estavelmente com os plasmídeos 

pcDNA3.1/Hygro(+) e pcDNA3.1/Hygro(+)-HBx foram crescidas em meio DME 

acrescido de 10% de soro fetal bovino, 2 mM de glutamina, e 250 µg/mL de higromicina 

(para a manutenção da linhagem transformada). As células HeLa foram coletadas por 

centrifugação e cerca de 20 x 10
4
 células foram subcultivadas em placas do tipo 6 poços 



 33

contendo 2 mL de meio DME/SGH26. As placas foram mantidas em incubadora a 37 
o
C, 

saturada com 5% de CO2, e as células foram coletadas após 24, 48, 72, 96 e 120 horas. 

Os experimentos foram realizados em triplicata. 

Ao final de cada tempo de incubação, as células HeLa foram coletadas por 

centrifugação, o meio foi descartado, e o pellet de células foi lavado com tampão PBS e 

re-suspendido em 500 µL de HBSS
27

 e 500 µL de uma solução de Trypan Blue 0,4%. A 

mistura foi mantida em repouso por 10 minutos antes da contagem de células vivas e 

células mortas (coradas com o Trypan Blue). Para isso, alíquotas de 10 µL de cada uma 

das amostras, para cada tempo de coleta, para as duas linhagens de células, foram 

retiradas para a contagem das células na câmara de Neubauer.  

Para determinar o número total de células, em cada tempo, para as duas linhagens 

de células, calculou-se a média dos valores obtidos em triplicata, e os dados obtidos 

foram graficados. Para o cálculo da viabilidade celular, utilizou-se a seguinte fórmula: 

 

% viabilidade celular = (no de células vivas / n
o
 total de células) x 100% 

 

onde o número de células vivas foi determinado através da não coloração com o reagente 

Trypan Blue. 

 

3.4 Purificação e análise de proteína recombinante 

 

3.4.1 Purificação das proteínas por cromatografia de afinidade 

A purificação das proteínas de fusão baseou-se em dois sistemas de cromatografia 

de afinidade: o sistema His-tag, para a purificação das proteínas em fusão com a cauda de 

poli-histidina, e o sistema GST, para a purificação das proteínas fusionadas à proteína 

glutationa-S-transferase (GST). 

 

                                                 
26 meio DME/SGH: Dulbecco`s Modified Eagle`s Médium acrescido de 10% de soro fetal bovino, 2 mM de 

glutamina e 250 µg/mL de higromicina 
27 HBSS: Hank`s Balanced Salt Solution 
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3.4.1.1 Proteínas em fusão com a cauda de poli-histidina 

As proteínas fusionadas à cauda de poli-histidina presentes nas frações insolúveis 

dos lisados bacterianos foram solubilizadas em tampão de extração28, antes de serem 

purificadas em coluna de afinidade, à temperatura ambiente, utilizando-se a resina 

comercial Ni-NTA (Nitrilo triacetato) Agarose Beads. Os protocolos detalhados estão 

descritos no manual de instrução que acompanha o produto (QIAExpressionist Ni-NTA 

Protein Purification System – QIAgen). 

As amostras de proteínas 6xHis-HBx(1-154), 6xHis-mini-HBx(19-142) e 6xHis-

mini-HBx(-Cys)(19-142) foram filtradas (0,22 µm) e degaseadas antes da purificação. A 

purificação foi realizada em condições desnaturantes (uréia 8 M), e os tampões utilizados 

foram previamente filtrados antes de serem degaseados em bomba de vácuo por 15 

minutos. Aplicou-se 1 mL de resina de Ni-NTA à coluna de vidro, para cada litro de 

cultura induzido, utilizando-se um FPLC/AKTA Purifier para o empacotamento da resina, 

que foi equilibrada com o tampão de extração. Após a aplicação da fração insolúvel do 

lisado (proteínas desnaturadas), lavou-se a coluna com o tampão de extração no pH 6,3. 

As proteínas de fusão foram eluídas com o tampão de extração no pH 4,5, e coletadas em 

eppendorfs de 1,5 mL, para posterior análise das frações através de SDS-PAGE e de 

Western blot. 

 

3.4.1.1.1 Renaturação das proteínas recombinantes 

As frações oriundas da purificação (sob condições desnaturantes) das proteínas 

HBx foram dialisadas contra 500 mL de diferentes tampões renaturantes (Tabela 8), 

utilizando membranas semi-permeáveis de 12000 Da. As diálises foram realizadas sob 

agitação lenta, a 4 
o
C, com pelo menos de 2 a 5 trocas de tampão a cada 8-12 horas 

(Rudolph et al., 1998). 

As diálises contra os tampões D, F, H e I foram seqüenciais, de modo que 

concentrações decrescentes de uréia (6, 4, 3, 2, 1, e 0,1 M) foram adicionadas aos 

tampões durante as trocas consecutivas (Rudolph & De Bernardez Clark, 1999). No caso 

dos outros tampões listados na tabela 8, as diálises foram realizadas de forma direta, sem 

a adição de uréia. Após as diálises diretas ou seqüenciais, as proteínas foram clareadas 

                                                 
28 tampão de extração: 10 mM Tris-HCl, 100 mM fosfato de sódio, 8 M uréia, pH 8 
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por centrifugação a 2000 x g e utilizadas nos ensaios de interação proteína-

oligonucleotídeo de RNA (item 3.5.1) e nos ensaios espectroscópicos (item 3.6). 

 

Tabela 8 – Tampões utilizados para a renaturação das proteínas HBx em fusão com a 
cauda de poli-histidina. 
 

Tampão Composição 

A água, pH 6,0 

B 10 mM Pipes, pH 6,0 

C 10 mM Pipes, pH 7,0 

D 10 mM Pipes, 1 mM DTT, pH 7,0 

E PGDE (25 mM Pipes, 50 mM KCl, 80 mM NaCl, 1 mM EDTA, 7 mM 2-

mercaptoetanol, 0,1% Triton X-100, 5% glicerol), pH 6,0 

F 10 mM Tris-HCl, 1 mM DTT, pH 8,0 

G 10 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 100 mM NaH2PO4, pH 8,5 

H 10 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 100 mM NaH2PO4, 1 mM DTT, pH 8,5 

I 10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, 7 mM 2-mercaptoetanol, pH 8,0 

J 10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, 1 mM GSH, 0,2 mM GSSG, pH 8,0 

K Acetato de sódio/ácido acético, pH 5,6 

 

 

3.4.1.2 Proteínas em fusão com a proteína GST 

As proteínas GST, GST-HBx(5-154), GST-HBx(5-78), GST-HBx(80-142), GST-

p53(1-393), provenientes da fração solúvel do lisado de bactérias, foram purificadas por 

cromatografia de afinidade, à temperatura ambiente, utilizando-se a resina comercial 

glutatione sepharose 4B.  

As amostras de proteína e os tampões utilizados na purificação foram previamente 

filtrados (0,22 µm) e degaseados em bomba de vácuo por 15 minutos. Aplicou-se 1 mL 

de resina à coluna de vidro, para cada litro de cultura induzido, utilizando-se um 

FPLC/AKTA Purifier para o empacotamento da resina, que foi equilibrada com o tampão 

PBS
15

. Após a aplicação da fração solúvel do lisado, as proteínas em fusão com a 

proteína GST foram eluídas com o tampão PBS contendo 10 mM de glutationa reduzida. 

As frações da purificação foram coletadas em eppendorfs de 1,5 mL, para posterior 

análise através de SDS-PAGE e de Western blot. 
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3.4.2 Análise de proteínas em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 

Alíquotas das frações solúveis e insolúveis dos lisados bacterianos e das frações 

purificadas (em coluna de Ni-NTA ou de glutathione sepharose 4B) foram analisadas por 

SDS-PAGE, em géis de poliacrilamida a 10% ou 12,5%. As amostras foram diluídas na 

proporção de 1:1 com tampão de amostra24, e foram desnaturadas a 95 
o
C, por cinco 

minutos, antes de serem aplicadas nos géis. As eletroforeses foram corridas à temperatura 

ambiente a 25 mA, por cerca de 1 hora, utilizando como tampão de corrida o tampão 

Tris-glicina29. Após a eletroforese, os géis de poliacrilamida foram corados por 20 

minutos em uma solução de Coomassie Blue Staining
30, e descorados em solução de 5% 

de ácido acético e 12,5% de metanol. 

 

3.4.2.1 Western blot  

As amostras de proteína foram separadas em géis de poliacrilamida a 10% ou a 

12,5%. Após a eletroforese, o gel a ser transferido foi incubado na solução Ânodo II31 por 

cinco minutos. A membrana de PVDF Immobilon
TM

-P foi pré-incubada em metanol e 

lavada com água estéril antes do uso. 

Utilizou-se o sistema Semi-Dry Blotting System para a transferência das proteínas 

contidas no gel para a membrana de PVDF. Em contato com o ânodo do aparelho de 

transferência, foram colocados dois papéis (Whatman 3MM) embebidos na solução 

Ânodo I32, e sobre estes um papel embebido na solução Ânodo II. Seguindo a montagem 

do “sanduíche”, colocou-se a membrana (pré-incubada em metanol e lavada com água 

estéril), o gel de poliacrilamida a ser transferido e três papéis embebidos no tampão 

Cátodo33, que foram colocados em contato com o pólo negativo do aparelho de 

transferência. O tempo de transferência variou entre 1 hora e 1 hora e 30 minutos, a 50 

mA por membrana. 

                                                 
29 Tris-glicina: 25 mM Tris base; 250 mM glicina; 0,1% (w/v) SDS 
30 solução de Coomassie Blue Staining: 50% (v/v) metanol, 10% (v/v) ácido acético e 0,25% (v/v) 

Commassie Blue 
31

 solução Ânodo II: 25 mM Tris-HCl pH 8, 20% metanol 
32 solução Ânodo I: 300 mM Tris-HCl pH 8,0, 20% metanol 
33 tampão Cátodo: 25 mM Tris-HCl pH 8,0, 20% metanol, 40 mM ácido α-capróico 
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Após a transferência, o “sanduíche” foi desmontado e a membrana foi bloqueada 

com uma solução contendo 5% de BSA e 0,1% de Tween-20 em tampão TBS 1X
34

 e 

incubada à temperatura ambiente por 3 horas, ou a 4
 o

C por 18 horas. Depois da 

incubação em BSA, a membrana foi lavada três vezes com TBS 1X, antes da sua 

incubação, à temperatura ambiente, com os anticorpos primários anti-GST ou anti-penta 

His (diluídos 1:3000 em TBS 1X) ou com o anti-soro anti-HBx (diluído 1:100 em TBS 

1X). Após duas horas de incubação, a membrana foi lavada três vezes com TBS 1X, e 

incubada por 2 horas com o anticorpo secundário anti-mouse-IgG (para os anticorpos 

primários anti-GST ou anti-penta His) ou com o anticorpo secundário anti-rabbit-IgG 

(para o anti-soro anti-HBx), diluídos 1:5000 em tampão TBS 1X.  

Após a incubação com o anticorpo secundário, a membrana foi lavada três vezes 

com TBS 1X, antes da revelação utilizando o Western Blotting Luminol Reagent, de 

acordo com as especificações do fabricante. A exposição da membrana ao filme X-

OMAT foi feita por intervalos de tempo de 30 segundos a 2 minutos, e depois os filmes 

foram revelados. 

 

3.5 Ensaios funcionais 

 

3.5.1 Interação proteína-oligonucleotídeo de RNA 

 

3.5.1.1 Marcação de sondas radioativas 

Os oligonucleotídeos de RNA (Tabela 7) foram marcados radioativamente nas 

suas extremidades 5’ com [γ-
32

P] dATP pela ação da T4 polinucleotídeo kinase 

(Sambrook et al., 1989; Ausubel et al., 1995). Para um volume final de reação de 50 l, 

adicionou-se 10 L de [γ-32P] dATP (cerca de 5 Ci), 1 L de oligonucleotídeo de RNA 

na concentração de 30 pmol/ L, 1 L de dATP não marcado na concentração final de 

48,5 pmol/ L, 1 L (20 unidades) de T4 polinucleotídeo kinase, 5 L de tampão OPA
35

 e 

32 L de água tratada com DEPC. A reação foi incubada a 37 
o
C por 1 hora quando foi 

                                                 
34 tampão TBS 1X: 20 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, pH 7,2 
35

 tampão OPA: 10 mM Tris-acetato, 10 mM acetato de magnésio e 50 mM acetato de potássio 
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interrompida pela adição de 2,5 L de uma solução de EDTA 500 mM pH 8 (25 mM na 

reação). 

Os oligonucleotídeos de RNA marcados radioativamente foram purificados numa 

coluna de gel filtração (colunas NAP-5), de acordo com instruções do fornecedor, e 

alíquotas de 15-120 fmol de sondas marcadas foram utilizadas nas reações de interação 

com as proteínas recombinantes em fusão com a cauda de poli-histidina (6xHis-HBx(1-

154), 6xHis-mini-HBx(19-142), 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142) e mutantes Cys/Ser 

6xHis-mini-HBx(19-142)), ou em fusão com a proteína GST (GST-HBx(5-154), GST-

HBx(5-78) e GST-HBx(80-142)). 

 

3.5.1.2 Ensaios de retardamento da mobilidade eletroforetica (EMSA) 

As proteínas HBx em fusão com GST foram utilizadas na análise das interações 

entre os oligonucleotídeos de RNA (Tabela 7), marcados com o radioisótopo [γ-
32

P] 

dATP, através de EMSA. Os oligonucleotídeos de RNA e as proteínas foram incubadas 

em gelo por 30 minutos, num volume final de reação de 25 L contendo 50 mM de 

acetato de potássio, 5 mM de Tris-HCl pH 7,5, 5 mM de acetato de magnésio, 10 µg/mL 

de BSA e 4% de glicerol. Após a incubação em gelo, os complexos RNA-proteína foram 

imediatamente fracionados em um gel não-desnaturante a 6% (40:1 de acrilamida: 

bisacrilamida) (Carey, 1991). As eletroforeses foram corridas a 200 V por cerca de 3 a 4 

horas em tampão de corrida 0,5 X TBE36. Os géis foram secos por aquecimento a 65 
o
C 

por 1 hora e 30 minutos, e submetidos à auto-radiografia a –80 
o
C por um período 

mínimo de 12 horas, utilizando o filme X-OMAT. 

 

3.5.1.3 Ensaios de UV cross-linking  

As proteínas HBx em fusão com a cauda de poli-histidina foram incubadas com 

os oligonucleotídeos de RNA marcados com o radioisótopo [γ-
32

P] dATP (item 3.5.1.1), 

num volume final de 25 µL de reação contendo 20 mM Hepes, 10 mM MgCl2, 60 mM 

KCl e 10% glicerol. Após incubação à temperatura ambiente por 30 minutos, os tubos de 

reação com a tampa aberta foram expostos à luz ultravioleta (254 nm) por cinco minutos, 

numa distância de 100 mm, utilizando o aparelho UV Stratalinker 2400. Os complexos 

                                                 
36

 tampão TBE: 1 M Tris base, 500 mM ácido bórico, 10 mM EDTA 
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RNA-proteína foram fracionados em gel de poliacrilamida a 12,5% (item 3.4.2) na 

presença de 5% de 2-mercaptoetanol, e visualizados após uma exposição de 2-18 horas 

em placa BAS-IP MS2325, utilizando o aparelho Phosporimager scan Bio-Imaging 

Analyzer BAS-1800II. 

 

3.5.2 Interação proteína-proteína in vitro (pull down)  

As proteínas GST e GST-p53(1-393) foram imobilizadas em pérolas de 

glutathione sepharose e posteriormente incubadas por 1 hora, à temperatura ambiente, 

com as proteínas de fusão 6xHis-HBx(1-154), 6xHis-mini-HBx(19-142) e 6xHis-mini-

HBx(-Cys)(19-142). As pérolas foram lavadas com tampão PBS e centrifugadas a 14000 

rpm em centrífuga de bancada Eppendorf, por três vezes seguidas, descartando-se o 

sobrenadante. Adicionou-se o tampão de amostra de SDS às pérolas de glutathione 

sepharose, e as amostras desnaturadas a 95 
o
C por 5 minutos foram aplicadas no gel de 

poliacrilamida a 12,5%.  

 

3.5.3 Ensaios de ativação de gene repórter (mono-híbrido) 

O plasmídeo p53BLUE (Tabela 3) contendo três seqüências repetidas do sítio de 

ligação da proteína humana p53 foi linearizado pela enzima de restrição Apa I e 

purificado por eletroforese em gel de agarose (item 3.2.6), antes da sua transformação 

com as leveduras S. cerevisiae linhagem W303 (item 3.1.3). As transformações das 

leveduras e as construções dos plasmídeos foram realizadas de acordo com os protocolos 

fornecidos pela Clontech (MATCHMAKER One-Hybrid System - User Manual). 

Para a transformação de leveduras S. cerevisiae linhagem W303, várias colônias 

foram inoculadas em 10 mL de meio YPD, e incubadas a 30 
o
C, sob agitação constante a 

200 rpm, por 16 horas. Quando o valor de densidade ótica a 600 nm (OD600) atingiu 1,5, 

as leveduras foram coletadas por centrifugação a 1000 rpm, a 25 
o
C, por 10 minutos, em 

centrífuga de bancada Eppendorf. As células foram lavadas com o tampão TE 1X, 

agitando-se em vórtex por 15 segundos, à temperatura ambiente, e novamente coletadas 

por centrifugação a 1000 rpm, por 10 minutos a 25 
o
C. Adicionou-se ao pellet de células 

128 µL de PEG a 50% (MW 3350), 40 µL de acetato de lítio 1 M, 20 µL de tampão TE 
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10X37, 20 µL de DTT 1 M, 8 µL de esperma de salmão a 2 mg/mL (previamente 

desnaturado a 100 
o
C por 5-10 minutos e resfriado em gelo) e 2 µL (~1 µg) do plasmídeo 

p53BLUE linearizado com Apa I e purificado. Agitou-se em vórtex por 1 minuto, à 

temperatura ambiente, e as células foram incubadas em banho termostatizado a 45 
o
C por 

1 hora e 30 minutos, para a integração do plasmídeo p53BLUE no genoma das leveduras 

S. cerevisiae linhagem W303. Após o tempo de incubação, as leveduras transformadas 

foram inoculadas em placas SD-U, e mantidas a 30 
o
C por 3 a 6 dias. 

As leveduras W303 transformadas com o p53BLUE (W303mut) que cresceram 

em meio SD-U foram selecionadas para a transformação com o plasmídeo pGAD424-

p53(1-393), de acordo com o protocolo de transformação de leveduras W303 descrito 

acima. Somente as leveduras transgênicas W303mut/pGAD424-p53 que cresceram em 

meio seletivo SD-UL foram isoladas para uma nova transformação com os plasmídeos 

pBTM116, pBTM116/HBx(1-154), pBTM116/mini-HBx(18-142) e pBTM116/mini-

HBx(-Cys)(18-142). Cerca de 4 µL (~1,6 µg) de DNA plasmideal foram utilizados em 

cada uma das transformações dos plasmídeos pBTM116 com as leveduras transgênicas 

W303mut/pGAD424-p53, e apenas as leveduras que cresceram em meio SD-ULW foram 

isoladas para serem utilizadas nos ensaios de ativação do gene repórter (beta-

galactosidase) dependente da ativação do promotor alvo para a proteína humana p53, em 

sistema de mono-híbrido em levedura. 

As leveduras transgênicas W303mut/pGAD424-p53 que foram transformadas 

com o plasmídeo pBTM116 vazio, ou contendo as três seqüências codificadoras para as 

proteínas HBx(1-154), mini-HBx(19-142) e mini-HBx(-Cys)(19-142), foram crescidas 

em meio seletivo SD-ULW a 30 
o
C, sob agitação a 200 rpm, por 16 horas. Depois de uma 

diluição 1:100 em meio SD-ULW fresco, o crescimento das leveduras foi monitorado 

pela densidade ótica (OD600nm) que variou de 0,6 a 0,8.  

Para os ensaios com o reagente ONPG foram utilizadas as leveduras provenientes 

de 0,5 mL de meio de cultura, que foram diluídas para atingirem um valor de OD600nm= 

0,25. As células coletadas por centrifugação a 14000 rpm à temperatura ambiente, em 

centrífuga de bancada Eppendorf, foram re-suspendidas com 0,5 mL da solução ONPG-

                                                 
37

 tampão TE: 100 mM Tris-HCl, pH 7,5; 10 mM EDTA 
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Z38 e incubadas a 30 
o
C até o aparecimento da coloração amarela, ocasionado pela 

liberação do grupo o-nitrofenol. A reação foi encerrada com a adição de 200 µL de 

Na2CO3 1 M. Para as análises quantitativas utilizou-se o espectrofotômetro Ultrospec 

3000, com leitura de absorbância em 420 nm. 

 

3.6 Ensaios espectroscópicos 

 

3.6.1 Absorbância no UV-Visível 

A concentração das proteínas de fusão dialisadas contra diferentes tampões foi 

determinada através da medida de absorbância das mesmas a 280 nm (Edelhock, 1967). 

Desta forma, as proteínas foram previamente desnaturadas em solução de 15 mM fosfato 

de sódio e 7,5 M guanidina-HCl pH 6,5. Os espectros de absorbância foram obtidos em 

um espectrofotômetro JASCO V-530 UV/VIS, com varredura de comprimento de onda de 

350-190 nm, utilizando-se uma cubeta de quartzo de 10 mm de caminho ótico. 

Os espectros de absorbância das proteínas de fusão foram corrigidos com a 

subtração do espectro de absorbância do tampão correspondente (“branco”). A partir dos 

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

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

concentrações molares das proteínas de fusão através da fórmula : 

 

A280 =  x b x c 

 

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

nm (M-1cm-1), b é o caminho ótico em centímetros (cm) e c é a concentração molar da 

amostra de proteína (M). As amostras de proteína foram centrifugadas a 2000 x g antes 

de serem utilizadas nos ensaios espectroscópicos de dicroísmo circular, fluorescência e de 

ressonância magnética nuclear. 
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 solução ONPG-Z: ���� /�=�EXIIHU��60 mM Na2HPO4; 40 mM NaH2PO4; 10 mM KCl; 1 mM MgSO4; 
0,025% SDS; pH 7), 80 µL ONPG (4 mg/mL), 20 µL SDS a 0,1% e 30 µL de clorofórmio 
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3.6.2 Dicroísmo circular (CD) 

Os experimentos de dicroísmo circular foram realizados no espectropolarímetro 

JASCO J-810 (JASCO), com a temperatura controlada através de um sistema interno de 

controle de temperatura (Peltier type control system PFD 425S). Os espectros de 

dicroísmo circular no UV distante (260-190 nm) foram adquiridos utilizando-se uma 

cubeta de quartzo de 1 mm de caminho ótico, com velocidade de varredura de 50 

nm/minuto, tempo de resposta de 8 segundos e resolução de 0,5 nm. O espectro final foi 

obtido pela acumulação de 4-16 varreduras, e corrigido com a subtração do espectro de 

dicroísmo circular do tampão correspondente. 

Os dados gerados com a subtração dos espectros foram convertidos em 

elipticidade molar residual [θ], que é dada pela equação : 

 

[θ ] = θ / 10 x l x c x n 

 

onde T é a elipticidade observada (degrees), l é o caminho ótico em centímetros (cm), c é 

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

convertidos foram graficados utilizando-se o programa ORIGIN 6.1. 

As proteínas de fusão 6xHis-HBx(1-154), 6xHis-mini-HBx(19-142) e 6xHis-

mini-HBx(-Cys)(19-142) purificadas sob condições desnaturantes (uréia 8 M) foram 

renaturadas através de diálises diretas ou seqüenciais contra diferentes tampões (Tabela 

8), e utilizadas nos experimentos de dicroísmo circular. Para determinar a porcentagem 

de estrutura secundária para cada uma das três proteínas de fusão, utilizou-se o programa 

CDNN deconvolution (http://bioinformatik.biochemtech.uni-halle.de/cdnn/), e uma base 

de dados contendo 33 espectros de CD de diferentes proteínas. Os erros intrínsecos ao 

cálculo de porcentagem de estrutura secundária foram indicados em cada tabela. 

 

3.6.3 Emissão intrínseca de fluorescência 

Os estudos de emissão intrínseca de fluorescência foram realizados no 

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

quartzo de 10 mm de caminho ótico. A temperatura das amostras foi estabilizada a 25 
o
C 

ou a 37
 o
C através de um banho termostatizado com água circulante. 
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O comprimento de onda da excitação foi de 295 nm para as proteínas de fusão 

dialisadas contra diferentes tampões, e os espectros de emissão foram coletados entre 300 

e 430 nm, com velocidade de varredura de 1 nm/segundo e tempo de resposta automático. 

Para os experimentos com ANS, o comprimento de onda da excitação foi de 360 nm, e os 

espectros de emissão foram coletados entre 375 e 700 nm, na velocidade de 2 

nm/segundo. Os espectros de emissão de fluorescência das amostras de proteína foram 

corrigidos com a subtração dos espectros de emissão dos tampões utilizados (“branco”) e 

graficados utilizando-se o programa ORIGIN 6.1.�2V�YDORUHV�GH� máx de emissão foram 

obtidos dos espectros de emissão de fluorescência. 

 

3.6.4 Ressonância Magnética Nuclear (RMN) 

Para a proteína recombinante 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142) em água pH 6,0, 

foram adquiridos espectros de 
1
H RMN uni e bidimensionais (TOCSY e NOESY) no 

espectrômetro Varian Inova 500 (campo magnético de 11,7 Telsa) operando à freqüência 

de 
1
H de 499,730 MHz. Cerca de 500 µL da proteína 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142) em 

água pH 6,0, na concentração de ~400 µM, foi acrescida de 25 µL de D2O (para uma 

concentração final de ~5%) e de 10 µL de uma solução de NaCl 5 M (para uma 

concentração final de 100 mM).  

Os experimentos unidimensionais de
 1

H RMN foram realizados em diferentes 

temperaturas (10 
o
C, 20 

o
C, 25 

o
C e 37

 o
C). Os deslocamentos químicos (δ) dos prótons 

foram referenciados de acordo com o sinal da água ajustado para a temperatura de 

trabalho, conforme a equação : 

 

δ = 5,11 – (0,012 x T) 

 

onde G é o deslocamento químico dos prótons (ppm) e T é o valor da temperatura de 

aquisição do espectro (
o
C). A supressão da água foi feita pelas técnicas de pré-saturação, 

e os dados coletados para os espectros unidimensionais de 
1
H RMN foram processados 

utilizando-se o software SpinWorks 2.0 beta.  

No caso dos experimentos bidimensionais (TOCSY e NOESY) de ~400 µM da 

proteína 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142) em água pH 6,0, os dados coletados foram 
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processados em estações Silicon Graphics Octane 2 utilizando-se o software 

nmrPIPE/nmrVIEW. 

Para a proteína 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142) em 20% TFE-d3, os experimentos 

uni e bidimensionais de 
1
H RMN

 
foram realizados a 25 

o
C no espectrômetro Varian 

Inova 600 operando à freqüência de 
1
H de 599,881 MHz. Os deslocamentos químicos (δ) 

dos prótons foram referenciados de acordo com o sinal da água ajustado para 4,8 ppm, e a 

supressão da água foi feita pela técnica de pré-saturação. Cerca de 450 µL da proteína 

6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142) em água pH 6,0, na concentração de 437,5 µM, foi 

acrescida de 30 µL de D2O (para uma concentração final de 5%) e de 120 µL de uma 

solução de TFE-d3 (para uma concentração final de 20%).  

Os dados coletados foram processados em estações Silicon Graphics Octane 2 

utilizando-se o software nmrPIPE/nmrVIEW (espectro bidimensional) ou o software 

SpinWorks 2.0 beta (espectro unidimensional). Os espectros uni e bidimensionais de 
1
H 

RMN da proteína 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142) foram adquiridos em colaboração com 

a Dra. Thelma de Aguiar Pertinhez, do grupo de Ressonância Magnética Nuclear (RMN) 

do CEBIME/LNLS. 

 

3.7 Modelagem molecular 

A modelagem molecular de um fragmento da proteína mini-HBx(-Cys)(19-142) 

foi realizada em colaboração com o Dr. Sérgio Oyama Jr, um especialista em Modelagem 

e Dinâmica Molecular, do CEBIME/LNLS. 

 

3.7.1 Predição de estrutura secundária 

A seqüência da proteína mini-HBx(-Cys)(19-142) foi submetida a uma predição 

de estrutura secundária pelo programa PSIPRED (Jones, 1999). O algoritmo baseia-se em 

técnicas de redes neurais, e é alimentado por bancos de dados contendo informações 

estruturais e de seqüências. 

 

3.7.2 Busca de estruturas conhecidas e alinhamento 

O programa BLASTp (Altschul et al., 1990) foi utilizado na busca de seqüências 

similares à da proteína mini-HBx(-Cys)(19-142). A busca foi limitada ao banco de dados 
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PDB (Protein Data Bank) com o intuito de restringir o resultado às seqüências cujas 

estruturas tridimensionais foram determinadas experimentalmente.  

O alinhamento preliminar obtido através do programa BLASTp foi manualmente 

refinado, levando-se em consideração as informações obtidas através da predição de 

estrutura secundária pelo programa PSIPRED. Desta forma, em conjunto com o 

alinhamento seqüencial, foi realizado um alinhamento estrutural com as possíveis 

proteínas a serem utilizadas como molde para a construção do modelo da proteína mini-

HBx(-Cys)(19-142). 

 

3.7.3 Construção e avaliação do modelo 

O programa MODELLER (Sali & Blundell, 1993) foi utilizado na construção das 

coordenadas tridimensionais para o modelo de acordo com a estrutura-molde selecionada. 

Baseando-se em uma lista de restrições de distâncias obtidas do alinhamento das duas 

seqüências, o programa realiza várias etapas de dinâmica molecular, baseada na técnica 

de simulated annealing, de modo a gerar possíveis modelos que satisfaçam os requisitos 

estruturais impostos pelo alinhamento e pelas coordenadas da estrutura-molde.  

Os modelos obtidos foram refinados através de vários passos de minimização de 

energia, e as estruturas finais minimizadas foram avaliadas quanto à sua qualidade 

estereoquímica através do pacote de programas PROCHECK (Laskowski et al., 1993). A 

visualização e a manipulação das estruturas foram realizadas através da interface gráfica 

gerada pelo programa InsightII (Accelrys Inc.), instalado em uma estação gráfica 

Octane2 (Silicon Graphics Inc.), ou pelo programa WebLab Viewer (Accelrys Inc.), 

rodando em ambiente Windows. 
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4. RESULTADOS 

 

4.1 Construção dos plasmídeos 

O cDNA codificador para a proteína HBx completa (Figura 9) inserido no 

plasmídeo pCMV-Ad/HBx (subtipo ayw) foi amplificado por PCR na presença de pares 

de oligonucleotídeos de DNA sense e antisense (Tabela 4), originando várias deleções da 

proteína HBx que foram subclonadas em diferentes plasmídeos (Tabela 2). A 

confirmação da presença dos fragmentos de DNA foi feita através da digestão dos 

plasmídeos (Tabela 9) com as enzimas de restrição apropriadas, e através do 

seqüenciamento utilizando-se os pares de oligonucleotídeos apropriados (Tabela 6). 

 

 

 
Figura 9 - Seqüência de nucleotídeos e de aminoácidos da proteína HBx completa 

(subtipo HBV ayw). A proteína HBx possui 154 resíduos de aminoácidos e peso 

molecular estimado de ~17 kDa (Galibert et al., 1979). 



 48

A proteína HBx completa possui 10 resíduos de cisteína (Cys6, Cys7, Cys17, 

Cys26, Cys61, Cys69, Cys115, Cys137, Cys143, Cys148) em sua estrutura primária. 

Com a remoção dos 18 primeiros e os 12 últimos resíduos de aminoácidos da proteína 

completa, originou-se a deleção mini-HBx(19-142), que possui apenas 5 resíduos de 

cisteína (Cys26, Cys61, Cys69, Cys115 e Cys137) (Figura 10). 

 

 

 

Figura 10 - Representação esquemática das proteínas HBx(1-154), mini-HBx(19-142) e 

dos 13 mutantes Cys/Ser mini-HBx(19-142). Os resíduos de cisteína estão marcados em 

caixas pretas e os resíduos de serina estão marcados em caixas vazadas.  
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Através de mutação sítio-dirigida, os cinco resíduos de cisteína da deleção mini-

HBx(19-142) foram alterados para resíduos de serina, individualmente, em duplas ou em 

trios, gerando 13 mutantes Cys/Ser mini-HBx(19-142) (Figura 10). No caso do mutante 

mini-HBx(-Cys)(19-142), todos os 5 resíduos de cisteína foram alterados para resíduos de 

serina. Os genes codificadores para as 15 construções apresentadas na figura 10 foram 

subclonados no plasmídeo pET-28a(+) para a expressão das proteínas em E. coli. 

Para a expressão de proteína HBx em células de inseto Sf9, através do sistema de 

Baculovírus, construiu-se o plasmídeo pBSV-8His/HBx(1-142) a partir do plasmídeo 

WW-X-1 (Tabela 9). No caso da expressão em P. pastoris, os plasmídeos pPIC9K 

contendo as seqüências codificadoras para as proteínas 6xHis-HBx(1-154) e 6xHis-mini-

HBx(19-142) foram utilizados para a transformação das leveduras (linhagem KM71). 

Para os ensaios de ativação de gene repórter, em sistema de mono-híbrido em 

levedura S. cerevisiae (linhagem W303), utilizou-se os plasmídeos pBTM116/HBx(1-

154) (Tabela 9), pBTM116/mini-HBx(19-142) e pBTM116/mini-HBx(-Cys)(19-142). 

Estes dois últimos foram construídos através da subclonagem dos fragmentos de DNA 

oriundos dos plasmídeos pET-28a(+)/mini-HBx(19-142) e pET-28a(+)/mini-HBx(-

Cys)(19-142) (Tabela 9) digeridos com as enzimas de restrição Eco RI e Bam HI. 

O plasmídeo pOPRSVI/MCS-HBx(1-154) (Tabela 9) foi digerido com as enzimas 

de restrição Kpn I e Xba I, e o fragmento de DNA foi subclonado no plasmídeo 

pcDNA3.1/Hygro(+), originando o plasmídeo pcDNA3.1/Hygro(+)-HBx(1-154). Este 

último foi utilizado para a transfecção de células humanas HeLa, para os estudos 

funcionais in vivo da proteína HBx. 

 

4.2 Expressão, purificação e renaturação das proteínas HBx 

As proteínas HBx foram expressas em E. coli linhagem BL21 (DE3), de acordo 

com o procedimento de indução descrito em material e métodos. Os plasmídeos pET-

28a(+) e pET-44a(+) foram utilizados para a expressão de proteína em fusão com a cauda 

de poli-histidina (item 4.2.1), enquanto que o plasmídeo pGEX-2TK foi utilizado para a 

expressão de proteína em fusão com a proteína glutationa-S-transferase (GST) (item 

4.2.2). 
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4.2.1 Proteínas em fusão com a cauda de poli-histidina 

E. coli BL21 (DE3) transformadas com os plasmídeos pET-28a(+)/HBx(1-154), 

pET-28a(+)/mini-HBx(19-142) e pET-28a(+)/mini-HBx(-Cys)(19-142) (Tabela 9) foram 

induzidas com IPTG, em diferentes tempos e temperaturas (Tabela 10). As proteínas 

expressas 6xHis-HBx(1-154), 6xHis-mini-HBx(19-142) e 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-

142) contém 20 resíduos de aminoácidos adicionais em fusão com as suas extremidades 

N-terminais, que incluem seis resíduos de histidina (6xHis) e um sítio de clivagem para 

trombina. 

 

Tabela 10 - Condições de indução da expressão em E. coli das proteínas HBx em fusão 

com a cauda de poli-histidina. 
 

 

Proteína de fusão HBx 
(aa) 

 

PM Temperatura 
de indução 

 

[IPTG] Tempo de 
indução 

25 °C 0,1 mM 1-4 h 
37 °C 0,1 mM 1-4 h 

 

6xHis-HBx 
(1-154) 

 
1-154 

 
~18 kDa 

37 °C 1 mM 1-4 h 
37 °C 0,1 mM 1-4 h 

 

6xHis-mini-HBx 
(19-142) 

 
19-142 

 
~15,6 kDa 

37 °C 1 mM 1-4 h 

6xHis-mini-HBx(-Cys) 
(19-142) 

 

19-142 
 

~15,5 kDa 
 

37 °C 
 

1 mM 
 

1-4 h 

 

 

A indução da expressão das proteínas de fusão foi acompanhada por SDS-PAGE, 

e observou-se que as proteínas 6xHis-HBx (~18 kDa), 6xHis-mini-HBx (~15,6 kDa) e 

6xHis-mini-HBx(-Cys) (~15,5 kDa) foram expressas em maior quantidade a 37 oC, com 

1 mM de IPTG, por um período de 4 horas. Entretanto, após a separação das frações 

solúveis e insolúveis do lisado bacteriano, as proteínas em fusão com a cauda de poli-

histidina foram encontradas apenas na fração insolúvel, na forma de corpos de inclusão 

(Figura 11), independentemente das condições de indução testadas. 
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Figura 11 - Análise da expressão a 37 
o
C em E. coli das proteínas 6xHis-HBx(1-154) 

(A), 6xHis-mini-HBx(19-142) (B) e 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142) (C) por SDS-PAGE 
12,5%. Canaleta 0h, lisado de bactérias antes da indução; canaleta 4h, lisado de bactérias 

induzidas com 1 mM de IPTG por 4 horas; canaleta S, frações solúveis do lisado 
bacteriano; canaleta I, frações insolúveis do lisado bacteriano. As proteínas 6xHis-HBx 
(~18 kDa), 6xHis-mini-HBx (~15,6 kDa) e 6xHis-mini-HBx(-Cys) (~15,5 kDa) estão 
indicadas por asteriscos (*) na figura, e foram encontradas predominantemente na fração 
insolúvel do lisado bacteriano. 
 

 

Após a lise bacteriana, os corpos de inclusão foram isolados e purificados, 

utilizando um protocolo desenvolvido neste trabalho (item 3.3.1.3), com o objetivo de 

aumentar a eficiência da purificação das proteínas HBx em fusão com a cauda de poli-

histidina, e evitar a co-purificação com outras proteínas de E. coli.  

Desta forma, as proteínas de fusão 6xHis-HBx(1-154), 6xHis-mini-HBx(19-142) 

e 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142) foram extraídas dos corpos de inclusão purificados 

com uma solução contendo uréia 8 M, antes de serem purificadas por cromatografia de 

afinidade em Ni-NTA sob condições desnaturantes. A purificação prévia dos corpos de 

inclusão, seguida da purificação por cromatografia de afinidade forneceu proteína 6xHis-

HBx(1-154) em maior grau de pureza, livre de contaminantes (Figura 12). 
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Figura 12 - Análise da expressão da proteína 6xHis-HBx(1-154) em E. coli por SDS-
PAGE 12,5%. Após a purificação dos corpos de inclusão, a proteína 6xHis-HBx(1-154) 
foi extraída dos mesmos com uma solução contendo uréia 8 M e, em seguida, purificada 

por cromatografia de afinidade de Ni-NTA sob condições desnaturantes. Alíquotas de 10 

µL das frações da purificação foram dissolvidas em 10 µL de tampão de amostra de SDS 
e aplicadas no gel. Canaleta M, marcador de peso molecular; canaletas 1 a 9, frações 1 a 

9 da purificação da proteína 6xHis-HBx(1-154).  
 

 

As proteínas HBx em fusão com a cauda de poli-histidina foram separadas em 

SDS-PAGE 12,5% e transferidas para membranas de PVDF, que foram incubadas com o 

anticorpo primário anti-penta-His ou com o anti-soro anti-HBx. O Western blot anti-His 

(Figura 13A) e anti-HBx (Figura 13B) das proteínas 6xHis-HBx(1-154), 6xHis-mini-

HBx(19-142) e 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142) mostrou que é possível detectar as três 

proteínas de fusão com o anti-soro anti-HBx produzido através da imunização de coelho 

com a proteína HBx expressa em E. coli.  

Em seguida, as proteínas de fusão 6xHis-HBx(1-154), 6xHis-mini-HBx(19-142) e 

6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142) purificadas sob condições desnaturantes foram dialisadas 

contra diferentes tampões (Tabela 8). As três proteínas renaturadas em diferentes tampões 

foram utilizadas nos ensaios de interação proteína-RNA (item 4.3), interação proteína-

proteína (item 4.4) e nos ensaios espectroscópicos de dicroísmo circular (item 4.9), 

emissão intrínseca de fluorescência (item 4.10) e de ressonância magnética nuclear (item 

4.11). 
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Figura 13 - Western blot anti-His (A) e anti-HBx (B) das proteínas de fusão 6xHis-
HBx(1-154), 6xHis-mini-HBx(19-142) e 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142). Cerca de 2 µg 
das proteínas de fusão foram aplicados em SDS-PAGE 12,5%, e este foi transferido para 
as membranas de PVDF. Após a incubação das membranas com o anticorpo primário 

anti-penta-His ou com o anti-soro anti-HBx, as membranas foram incubadas com os 

anticorpos secundários e reveladas com o Western Blotting Luminol Reagent. 

 

 

Os outros mutantes Cys/Ser mini-HBx(19-142) produzidos por mutagênese sítio-

dirigida (Figura 10) também foram expressos na forma de corpos de inclusão em E. coli 

em fusão com a cauda de poli-histidina, e foram purificados por cromatografia de 

afinidade em Ni-NTA sob condições desnaturantes. As proteínas 6xHis-HBx(1-154), 

6xHis-mini-HBx(19-142) e as 13 proteínas mutantes Cys/Ser 6xHis-mini-HBx(19-142) 

purificadas foram visualizadas em SDS-PAGE na presença (Figura 14A) e na ausência 

(Figura 14B) de 2-mercaptoetanol. 

Na presença de 2-mercaptoetanol (Figura 14A), todas as proteínas foram 

observadas na forma monomérica, enquanto que na ausência do meio redutor (Figura 

14B) as proteínas apareceram como dímeros e/ou trímeros e/ou oligômeros, devido à 

formação de pontes de dissulfeto intermoleculares. Como era esperado, a proteína 

mutante 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142) que não possui resíduos de cisteína, apresenta o 

mesmo padrão de migração eletroforético em SDS-PAGE na ausência (Figura 14B) e na 

presença de 2-mercaptoetanol (Figura 14A).  
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Figura 14 - Análise por SDS-PAGE das proteínas 6xHis-HBx(1-154), 6xHis-mini-

HBx(19-142) e mutantes Cys/Ser 6xHis-mini-HBx(19-142) sob condições redutoras (A) 

e não redutoras (B). As proteínas em fusão com a cauda de poli-histidina foram expressas 

em E. coli na forma de corpos de inclusão, e purificadas sob condições desnaturantes por 

cromatografia de afinidade em Ni-NTA. Alíquotas das proteínas purificadas foram 

dissolvidas em tampão de SDS contendo 5 % de 2-mercaptoetanol (A) ou não (B). Cerca 

de 1 µg de proteína foi carregado em cada canaleta do SDS-PAGE a 12,5%. 

 

Na tentativa de aumentar a solubilidade da proteína HBx completa (1-154 aa), o 

seu cDNA foi subclonado no plasmídeo pET-44a(+), uma vez que este codifica para uma 

seqüência de seis resíduos de histidina (6xHis) fusionada à proteína solúvel NusA (495 

aa; 54,8 kDa). Dois clones foram selecionados para os testes de indução da expressão, 

uma vez que as digestões dos dois plasmídeos pET-44a(+)/HBx(1-154) com as enzimas 

de restrição Eco RI e Not I liberaram um fragmento de ~500 pb, coerente com o tamanho 

esperado (Tabela 9).  

E. coli BL21 (DE3) transformadas com os plasmídeos pET-44a(+)/HBx(1-154) 

clone 1 e pET-44a(+)/HBx(1-154) clone 2 foram induzidas com 0,5 mM de IPTG, em 

diferentes temperaturas (20
 o

C, 25 
o
C, 30

 o
C e 37 

o
C), por 4 horas (Figura 15A). O SDS-

PAGE da indução desses clones mostrou que somente o plasmídeo pET-44a(+)/HBx(1-

154) clone 1 induziu a proteína de fusão com o tamanho ao redor de ~85 kDa (Figura 

15A), que corresponde ao peso molecular esperado para a proteína de fusão 6xHis-NusA-

HBx(1-154) (bandas indicadas por asteriscos na figura). No caso do plasmídeo pET-

44a(+)/HBx(1-154) clone 2, que apresentou bandas de indução em torno de ~70 kDa, 
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houve a indução da proteína 6xHis-NusA sem a fusão com a proteína HBx, sugerindo 

que a quadro de leitura poderia estar fora de fase no sítio de fusão entre o gene de NusA e 

o de HBx.  

Reduzindo a concentração de IPTG, e variando o tempo de indução de pET-

44a(+)/HBx(1-154) clone 1, observou-se que a proteína de fusão 6xHis-NusA-HBx(1-

154) foi expressa em maior quantidade a 20 
o
C com 0,1 mM de IPTG por 6 horas, e com 

0,5 mM de IPTG, por um período de 4 horas, independentemente da temperatura de 

indução (20 oC ou 25 oC) (Figura 15B). 

 

 

 

Figura 15 - Análise da indução da expressão da proteína 6xHis-NusA-HBx(1-154) em E. 

coli em diferentes temperaturas. A) SDS-PAGE 10% da indução de pET-44a(+)/HBx(1-
154) clone 1 e pET-44a(+)/HBx(1-154) clone 2 com 0,5 mM de IPTG por 4 horas. 
Alíquotas de 1 mL da indução foram dissolvidas em 100 µL de tampão de amostra de 
SDS e apenas 4 µL foram aplicados em cada canaleta. Canaleta -, pET-44a(+) não 
induzido; canaleta +, pET-44a(+) induzido; canaleta 1, pET-44a(+)/HBx(1-154) clone 1 
induzido; canaleta 2, pET-44a(+)/HBx(1-154) clone 2 induzido; M, marcador de peso 
molecular (45, 66, 97, 116 e 205 kDa). As diferentes temperaturas de indução estão 
indicadas na parte superior da figura. As bandas relativas à proteína 6xHis-NusA-HBx(1-

154) induzida estão assinaladas por asteriscos (*). B) SDS-PAGE 10% da indução de 
pET-44a(+)/HBx(1-154) clone 1 em diferentes tempos, concentração de IPTG e 
temperatura. Alíquotas de 1 mL da indução foram dissolvidas em 100 µL de tampão de 
amostra de SDS e apenas 4 µL foram aplicados em cada canaleta. Em cada canaleta está 
indicado o tempo de indução, enquanto que a concentração de IPTG e as diferentes 
temperaturas de indução estão indicadas na parte superior da figura. M, marcador de peso 
molecular (45, 66, 97, 116 e 205 kDa).�
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Após a lise das células, separação das frações solúveis e insolúveis da indução de 

pET-44a(+)/HBx(1-154) clone 1 com 0,5 mM de IPTG por 4 horas, a proteína de fusão 

6xHis-NusA-HBx(1-154) ainda foi encontrada predominantemente na fração insolúvel do 

lisado bacteriano, independentemente da temperatura de indução (Figura 16A). Em 

concordância, o Western blot anti-His (Figura 16B) e o Western blot anti-HBx (Figura 

16C) das frações solúveis e insolúveis da indução a 25
 o

C com 0,5 mM de IPTG por 4 

horas, também mostraram que a proteína 6xHis-NusA-HBx(1-154) encontrava-se na 

fração insolúvel. 

 

 

 

Figura 16 - Análise da expressão da proteína 6xHis-NusA-HBx(1-154) em E. coli. A) 
SDS-PAGE 10 % das frações insolúveis (I) e solúveis (S) da indução de pET-

44a(+)/HBx(1-154) clone 1 com 0,5 mM de IPTG por 4 horas, em diferentes 

temperaturas. M, marcador de peso molecular. Cerca de 8 µL foram aplicados em cada 

canaleta. As diferentes temperaturas de indução estão indicadas na parte superior da 

figura. A proteína de fusão 6xHis-NusA-HBx(1-154) possui ~85 kDa, é encontrada 

predominantemente na fração insolúvel do lisado bacteriano, e está indicada por 

asteriscos (*). Western blot anti-His (B) e anti-HBx (C) das frações insolúveis (I) e 

solúveis (S) da indução de pET-44a(+)/HBx(1-154) clone 1 a 25 
o
C, 0,5 mM de IPTG por 

4 horas. Cerca de 8 µL foram aplicados em cada canaleta. Canaleta X, proteína 6xHis-
mini-HBx(19-142) (15,6 kDa) está indicada por §. A proteína 6xHis-NusA-HBx(1-154) 

(~85 kDa) está indicada por asteriscos (*). 
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4.2.2 Proteínas de fusão com a proteína GST 

Com o intuito de obter proteína HBx na fração solúvel do lisado bacteriano, as 

deleções HBx(5-154), HBx(5-78) e HBx(80-142) foram fusionadas à proteína GST (~26 

kDa) (Figura 17). 

 

 

 

Figura 17 - Representação esquemática das proteínas de fusão GST-HBx(5-154), GST-

HBx(5-78) e GST-HBx(80-142).  

 

E. coli BL21 (DE3) transformadas com os plasmídeos pGEX-2TK, pGEX-

2TK/HBx(5-154), pGEX-2TK/HBx(5-78) e pGEX-2TK/HBx(80-142) (Tabela 9) foram 

induzidas com IPTG em diferentes temperaturas (Tabela 11). Utilizou-se o plasmídeo 

pGEX-2TK como controle da indução. O SDS-PAGE da indução indicou que as três 

proteínas HBx em fusão com GST foram expressas em E. coli (Figura 18), assim como a 

proteína GST (dados não mostrados).  

 

Tabela 11 - Condições de expressão em E. coli da proteína GST e das proteínas HBx 

fusionadas à proteína GST. 
 

 

Proteína 
 

HBx (aa) 
 

PM 
 

Temperatura 
 

[IPTG] Tempo de 
indução 

 

Solubilidade 

GST - 25,7 kDa 37 oC 1 mM 3 h solúvel 

25
 oC 0,1 mM 6-14 h insolúvel 

25
 oC 0,1 mM 1-4 h solúvel 

 
GST-HBx 

(5-154) 

 
5-154 

 
41,7 kDa 

37
 oC 1 mM 1-4 h insolúvel 

25
 oC 0,1 mM 1-4 h solúvel 

25
 oC 0,1 mM 6-14 h solúvel 

 
GST-HBx 

(5-78) 

 
5-78 

 
33,2 kDa 

37
 oC 1 mM 1-4 h solúvel 

25
 oC 1 mM 1-4 h solúvel GST-HBx 

(80-142) 

 

80-142 
 

32,9kDa 
37

 oC 1 mM 1-4 h solúvel 
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Figura 18 - Análise da expressão a 25 
o
C das proteínas de fusão GST-HBx(5-154) (A), 

GST-HBx(5-78) (B) e GST-HBx(80-142) (C) em E. coli através de SDS-PAGE 12,5%. 

Canaleta 0h, lisado de bactérias antes da indução; canaletas 2h, 3h e 4h, tempos de 2, 3 e 
4 horas de indução; M, marcador de peso molecular. As bandas relativas às proteínas 
estão indicadas por asteriscos (*). 
 

 

Depois da lise bacteriana pela técnica do congelamento e descongelamento 

rápido, as frações solúveis e insolúveis foram separadas, e observou-se que as proteínas 

GST, GST-HBx(5-78) e GST-HBx(80-142) foram expressas em grande quantidade na 

fração solúvel, independentemente das condições de indução (Tabela 11). No caso da 

proteína GST-HBx(5-154), somente com a redução da temperatura e do tempo de 

indução, associada a uma diminuição da concentração de IPTG, foi possível obter 

proteína na fração solúvel do lisado bacteriano, o que foi confirmado pelo Western blot 

anti-GST (Figura 19A). Outras condições de indução testadas não forneceram proteína 

GST-HBx(5-154) na fração solúvel (Tabela 11). 

As frações solúveis do lisado bacteriano foram filtradas e purificadas em coluna 

de afinidade em glutatione sepharose 4B, como descrito em material e métodos. 

Alíquotas de 10 /�GDV�SURWHínas purificadas GST, GST-HBx(5-78), GST-HBx(80-142) e 

GST-HBx(5-154) foram analisadas por SDS-PAGE (Figura 19B) e o Western blot anti-

HBx (Figura 19C) mostrou que o anti-soro anti-HBx é específico para a proteína HBx, 

pois não reconheceu a proteína GST (Figura 19C, canaleta 1). As proteínas purificadas 
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GST, GST-HBx(5-78), GST-HBx(80-142) e GST-HBx(5-154) foram utilizadas nos 

ensaios de interação com os oligonucleotídeos de RNA (item 4.3). 

 

 
 

Figura 19 - Análise da expressão das proteínas GST e GST-HBx em E. coli. A) Western 

blot anti-GST da fração solúvel da expressão das proteínas GST e GST-HBx(5-154). As 
bandas relativas às proteínas estão indicadas por asteriscos (*). B) SDS-PAGE 10% das 
proteínas GST (25,7 kDa), GST-HBx(5-78) (33,2 kDa), GST-HBx(80-142) (32,9 kDa) e 
GST-HBx(5-154) (41,7 kDa) purificadas da fração solúvel por cromatografia de 

afinidade. As bandas relativas às proteínas purificadas estão indicadas por asteriscos (*). 
Observou-se a co-purificação das proteínas GST-HBx com a proteína GST em todas as 
canaletas. M, marcador de peso molecular. Cerca de 5 µL de proteína foram aplicados em 
cada canaleta. C) Western blot anti-HBx das proteínas GST, GST-HBx(5-78), GST-
HBx(80-142) e GST-HBx(5-154) purificadas, mostrando que o anti-soro anti-HBx é 

específico para as proteínas GST-HBx. As bandas relativas às proteínas purificadas estão 
indicadas por asteriscos (*). 
 

 

E. coli BL21 (DE3) transformadas com o plasmídeo pGEX-p53(1-393) foram 

induzidas com 1 mM de IPTG a 37 
o
C por 3 horas (Figura 20A), e a proteína GST-p53(1-

393) (~80 kDa) foi purificada da fração solúvel do lisado bacteriano por cromatografia de 

afinidade em glutatione sepharose 4B (Figura 20A, canaleta 3), como descrito em 

material e métodos.  

O Western blot anti-GST da proteína GST-p53(1-393) purificada (Figura 20B, 

canaleta 3) mostrou que não ocorreu a co-purificação das proteínas GST (25,7 kDa) e 
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GST-p53(1-393) (~80 kDa), diferentemente do que foi observado para as proteínas HBx 

em fusão com GST (Figura 19B). As proteínas GST e GST-p53(1-393) foram utilizadas 

nos ensaios de interação proteína-proteína (item 4.4). 

 

 

 

Figura 20 - Análise por SDS-PAGE 12,5% (A) e Western blot anti-GST (B) da 
expressão da proteína de fusão GST-p53(1-393) em E. coli. Canaleta 1, lisado de 
bactérias antes da indução; canaleta 2, lisado de bactérias induzidas com 1 mM IPTG por 
3 horas a 37 

o
C; canaleta 3, proteína GST-p53(1-393) purificada da fração solúvel do 

lisado bacteriano por cromatografia de afinidade em glutatione sepharose 4B. A banda 

relativa à proteína GST-p53(1-393) (~80 kDa) está indicada por asteriscos (*). 
 

 

4.3 Mapeamento da interação da proteína HBx com oligonucleotídeos de RNA  

Para mapear a região de interação da proteína HBx com os diferentes 

oligonucleotídeos de RNA (Tabela 7), foram realizados experimentos de retardamento da 

mobilidade eletroforética (EMSA) e de UV cross-linking utilizando os oligonucleotídeos 

de RNA marcados com o radioisótopo 
32

P. Nos experimentos de EMSA, quando ocorre 

uma interação entre a proteína HBx e o oligonucleotídeo de RNA marcado 

radioativamente (sonda radioativa), observa-se um retardamento da mobilidade 

eletroforética do complexo RNA-proteína HBx no gel não desnaturante, quando 

comparado com a sonda radioativa livre.  

Com o intuito de verificar se a proteína de fusão GST-HBx(80-142) é capaz de 

interagir com os diferentes oligonucleotídeos de RNA (Tabela 7), e se existe alguma 
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especificidade de ligação da proteína com o oligonucleotídeo de RNA, foram realizados 

vários experimentos de EMSA que foram agrupados na figura 21.  

 

 

 

Figura 21 - Análise das interações entre a proteína GST-HBx(80-142) e os diferentes 
oligonucleotídeos de RNA através de EMSA. A) AU-11; B) AU-21; C) AU-21mut; D) 

AU-38; E) poli A(25); F) poli C(25); G) poli G(25); H) poli U(25). As proteínas GST e 
GST-HBx (80-142) foram incubadas com os oligonucleotídeos de RNA marcados com 
32P, e os complexos foram resolvidos em gel de TBE 6% acrilamida não desnaturante. 
Canaleta 1, sonda radioativa livre (30 fmol); canaleta 2, sonda radioativa (30 fmol) + 
proteína GST (1 µg; 39 pmol); canaletas 3 a 9, sonda radioativa (30 fmol) + proteína 
GST-HBx(80-142) nas concentrações decrescentes : 0,5 µg; 0,25 µg; 125 ng; 62,5 ng; 50 

ng; 25 ng (15; 7,5; 3,8; 1,9; 1,5; 0,8 pmol, respectivamente).�
 

 

Nas figuras 21A, 21F e 21G não foram observadas bandas relativas à interação da 

proteína GST-HBx(80-142) com os oligonucleotídeos de RNA AU-11, poli C(25) e poli 
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G(25), respectivamente, mas os oligonucleotídeos de RNA AU-21 e AU-21mut 

formaram complexos com a proteína de fusão GST-HBx(80-142) (Figuras 21B e 21C). 

No entanto, os oligonucleotídeos de RNA AU-38 e poli U(25) formaram complexos com 

maior especificidade pela proteína GST-HBx(80-142), uma vez que foram observadas 

duas bandas em cada canaleta do gel. As bandas duplicadas poderiam ser o resultado da 

formação de um dímero da proteína GST-HBx(80-142) com os oligonucleotídeos de 

RNA AU-38 (Figura 21D) e poli U(25) (Figura 21H). 

A diferença na especificidade de interação entre a proteína GST-HBx(80-142) e 

os oligonucleotídeos de RNA pareceu estar associada ao tamanho do oligonucleotídeo de 

RNA, uma vez que AU-11 não formou um complexo com a proteína (Figura 21A), 

enquanto que AU-21, AU-21mut, AU-38 e poli U(25) interagiram com a proteína GST-

HBx(80-142) (Figuras 21B, 21C, 21D e 21H, respectivamente). Este resultado poderia 

sugerir que um tamanho mínimo de 21-mer é necessário para a formação do complexo 

RNA-GST-HBx(80-142). 

Comparando as afinidades relativas entre AU-21 e AU-21mut (Figuras 21B e 

21C), observou-se que existe uma maior especificidade da proteína GST-HBx(80-142) 

pelo AU-21 do que pelo AU-21mut, que possui três tríades centrais “UUU” alteradas 

para “UAU” (Tabela 7). Como a proteína GST-HBx(80-142) apresentou uma maior 

especificidade pelo oligonucleotídeo de RNA poli U(25) (Figura 21H) do que pelo poli 

A(25) (Figura 21E), concluiu-se que bases “U” poderiam interagir mais fortemente com a 

proteína GST-HBx(80-142) do que bases “A”.  

No caso dos oligonucleotídeos de RNA poli C(25), poli G(25) (Figuras 21F e 

21G), não foram observadas interações entre a proteína GST-HBx(80-142) e os mesmos, 

de modo que bases “C” e “G” não foram capazes de formar complexos RNA-GST-

HBx(80-142). A proteína GST (Figura 19B) foi utilizada como controle negativo nos 

experimentos de EMSA, uma vez que não foi capaz de interagir com os diferentes 

oligonucleotídeos de RNA (Figura 21, canaleta 2). 

Com o intuito de investigar se haveria alguma diferença na interação das proteínas 

de fusão GST-HBx(5-78), GST-HBx(80-142) e GST-HBx(5-154) com os diferentes 

oligonucleotídeos de RNA (Tabela 7), foram realizados experimentos de EMSA com as 

três proteínas (Figura 22).  
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Figura 22 - Análise das interações entre as proteínas GST-HBx e os diferentes 

oligonucleotídeos de RNA através de EMSA. As proteínas GST-HBx(5-78) (A), GST-

HBx(80-142) (B) e GST-HBx(5-154) (C) foram incubadas com os oligonucleotídeos de 

RNA marcados com 
32

P, e os complexos foram resolvidos em gel de TBE 6% acrilamida 

não desnaturante. Proteínas (16,8 pmol por canaleta): canaletas 2 e 8, GST; canaletas 3 a 

6 e 9 a 12, proteínas GST-HBx(5-78) (A), GST-HBx(80-142) (B) e GST-HBx(5-154) 

(C). Sondas radioativas (15 fmol por canaleta): canaletas 1 a 3, AU-11; canaleta 4, AU-

21; canaleta 5, AU-21mut; canaleta 6, AU-38; canaletas 7 a 9, poli A(25); canaleta 10, 

poli C(25); canaleta 11, poli G(25); canaleta 12, poli U(25). Os complexos RNA-HBx 

estão indicados por asteriscos (*).�
 

 

As três proteínas GST-HBx interagiram com os mesmos oligonucleotídeos de 

RNA ricos em bases “A”, “U” e “AU” : AU-21, AU-21mut, AU-38, poli A(25) e poli 

U(25) (Figura 22). Os complexos RNA-HBx estão indicados por asteriscos nas figuras 

22A (GST-HBx(5-78)), 22B (GST-HBx(80-142)) e 22C (GST-HBx(5-154). Duas bandas 

retardadas foram observadas apenas nos experimentos envolvendo os oligonucleotídeos 

de RNA AU-38 e poli U(25) (Figura 22, canaletas 6 e 12), de modo que um novo 

experimento de EMSA foi realizado para comparar a especificidade de ligação entre as 

proteínas GST-HBx com estes dois oligonucleotídeos de RNA (Figura 23). 
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Figura 23 - Comparação da especificidade de ligação das proteínas GST-HBx aos 
oligonucleotídeos de RNA poli U(25) e AU-38 através de EMSA. As proteínas GST-

HBx(5-78), GST-HBx(80-142) e GST-HBx(5-154) foram incubadas com os dois 

oligonucleotídeos de RNA marcados com 
32

P e os complexos foram resolvidos em gel de 

TBE 6% acrilamida não desnaturante. Proteínas: canaletas 2 e 7, GST (18,2 pmol); 

canaletas 3 e 8, GST-HBx(5-78) (16,8 pmol); canaletas 4 e 9, GST- HBx(80-142) (16,8 

pmol); canaletas 5 e 10, GST-HBx(5-154) (16,8 pmol). Sondas radioativas (15 fmol por 

canaleta): canaletas 1 a 5, poli U(25); canaletas 6 a 10, AU-38. Os complexos RNA-HBx 

estão indicados na figura, assim como a sonda livre. 

 

Comparando-se os complexos RNA-HBx (Figura 23), observou-se que as três 

proteínas GST-HBx interagiram com os oligonucleotídeos de RNA poli U(25) e AU-38, 

mas as proteínas GST-HBx(5-78) e GST-HBx(80-142) apresentaram uma maior 

especificidade pelo oligonucleotídeo de RNA poli U(25) do que a proteína GST-HBx(5-

154). Como as deleções N-terminal (GST-HBx(5-78)) e C-terminal (GST-HBx(80-142)) 

da proteína HBx (Figura 17) interagiram com os dois oligonucleotídeos, é possível que 

existam dois domínios de interação dos oligonucleotídeos poli U(25) e AU-38 com a 

proteína HBx. 

Com o intuito de verificar a interação entre as proteínas de fusão 6xHis-HBx(1-

154), 6xHis-mini-HBx(19-142) e 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142), com os diferentes 

oligonucleotídeos de RNA, experimentos de UV cross-linking foram realizados 

utilizando-se os oligonucleotídeos de RNA marcados com o radioisótopo 
32

P. A técnica 
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de UV cross-linking é mais sensível e mais rápida do que os ensaios de EMSA realizados 

com as proteínas GST-HBx(5-78), GST-HBx(80-142) e GST-HBx(5-154) (Figura 22).  

 

 

 

Figura 24 – Mapeamento da especificidade de ligação da proteína HBx aos 

oligonucleotídeos de RNA através de UV cross-linking. As proteínas de fusão 6xHis-

HBx(1-154) (A), 6xHis-mini-HBx(19-142) (B) e 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142) (C) 

foram incubadas com os diferentes oligonucleotídeos de RNA marcados com 
32

P, e os 

complexos foram resolvidos em SDS-PAGE 12,5%. Proteínas : canaleta 2, GST (178 

pmol); canaletas 3 a 10, 6xHis-HBx(1-154) (177 pmol por canaleta) (A); 6xHis-mini-

HBx(19-142) (179 pmol por canaleta) (B); 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142) (180 pmol 

por canaleta) (C). Sondas radioativas (24 fmol por canaleta): canaletas 1,2 e 10, AU-38; 

canaleta 3, poli A(25); canaleta 4, poli C(25); canaleta 5, poli G(25); canaleta 6, poli 

U(25); canaleta 7, AU-11; canaleta 8, AU-21; canaleta 9, AU-21mut. Os complexos 

RNA-HBx estão indicados nas figuras, assim como a sonda livre. 
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O experimento de UV cross-linking realizado com a proteína de fusão 6xHis-

HBx(1-154) e os diferentes oligonucleotídeos de RNA mostrou que a proteína 6xHis-

HBx(1-154) interagiu com todos os oligonucleotídeos de RNA (Figura 24A), enquanto 

que a proteína 6xHis-mini-HBx(19-142) interagiu com os oligonucleotídeos de RNA 

ricos em bases “AU” (AU-11, AU-21, AU-21mut e AU-38), e com os oligonucleotideos 

poli A(25) e poli U(25) (Figura 24B).  

No caso da proteína de fusão 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142), observou-se que 

ocorreu uma interação com os oligonucleotídeos de RNA ricos em bases “A”, “U” e 

“AU” (Figura 24C), os mesmos que interagiram com a proteína 6xHis-mini-HBx(19-142) 

(Figura 24B). Este resultado poderia sugerir que os cinco resíduos de cisteína presentes 

na proteína 6xHis-mini-HBx(19-142) não seriam importantes para a interação com os 

oligonucleotídeos poli A(25), poli U(25), AU-11, AU-21, AU-21mut e AU-38, uma vez 

que na proteína 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142) os cinco resíduos de cisteína foram 

alterados para resíduos de serina (Figura 10). 

Para confirmar a hipótese de que os resíduos de cisteína da proteína HBx não 

seriam necessários para a sua interação com os oligonucleotídeos de RNA, um 

experimento de UV cross-linking foi realizado com o oligonucleotídeo de RNA AU-38 e 

as proteínas mutantes Cys/Ser 6xHis-mini-HBx(19-142) (Figura 25). As 12 proteínas 

mutantes Cys/Ser 6xHis-mini-HBx(19-142) foram expressas em E. coli, purificadas por 

cromatografia de afinidade em Ni-NTA sob condições desnaturantes (uréia 8 M), e 

renaturadas em tampão 10 mM Pipes pH 7,0 (tampão C, Tabela 8), como descrito para as 

outras proteínas HBx em fusão com a cauda de poli-histidina (item 4.2).  

Na figura 25, observou-se que ocorreu a interação do oligonucleotídeo de RNA 

AU-38 com todas as proteínas HBx, independentemente da presença ou ausência dos 

resíduos de cisteína. Ocorreu a formação de bandas relativas aos complexos RNA-HBx 

em todas as canaletas do gel, exceto na canaleta contendo a proteína GST, que foi 

utilizada como um controle negativo do experimento de UV cross-linking (Figura 25, 

canaleta 2). Este resultado confirmou o fato de que os resíduos de cisteína da proteína 

HBx não foram necessários para a sua interação com o oligonucleotídeo de RNA AU-38. 
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Figura 25 – Análise das interações entre as proteínas HBx em fusão com a cauda de poli-

histidina com o oligonucleotídeo de RNA AU-38 através de UV cross-linking. As 

proteínas GST, 6xHis-HBx(1-154), 6xHis-mini-HBx(19-142), 6xHis-mini-HBx(-

Cys)(19-142) e os 12 mutantes Cys/Ser 6xHis-mini-HBx(19-142) foram incubados com o 

oligonucleotídeo de RNA AU-38 marcado com 
32

P, e os complexos foram analisados em 

SDS-PAGE 12,5% sob condições desnaturantes. Proteínas: canaleta 2, GST (0,76 nmol); 

canaleta 3, 6xHis-HBx(1-154) (0,35 nmol); canaletas 4 a 17, mutantes Cys/Ser 6xHis-

mini-HBx(19-142) com as mutações indicadas na parte superior da figura (0,36 nmol por 

canaleta). Cerca de 120 fmol do oligonucleotídeo de RNA AU-38 foram aplicados em 

cada canaleta. Os complexos RNA-HBx estão indicados na figura, assim como a sonda 

livre. 

 

 

4.4 Interação in vitro da proteína HBx com a proteína humana p53 

Com o intuito de verificar se os resíduos de cisteína da proteína HBx seriam 

importantes para a sua ligação com a proteína humana p53, foram realizados 

experimentos de co-precipitação in vitro entre a proteína p53 com as proteínas HBx 

contendo 10, 5 ou nenhum resíduo de cisteína.  

Para tal, as pérolas de glutathione sepharose imobilizadas com as proteínas GST 

ou GST-p53(1-393) foram incubadas com as três proteínas de fusão 6xHis-HBx(1-154), 

6xHis-mini-HBx(19-142) e 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142), antes de serem fracionadas 
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em SDS-PAGE (Figura 26). Observou-se que as três proteínas HBx em fusão com a 

cauda de poli-histidina interagiram com a proteína humana GST-p53(1-393) (Figura 26, 

canaletas 1, 4 e 7), mas não interagiram com a proteína GST utilizada como controle 

(Figura 26, canaletas 2, 5 e 8). 

 

 

 

Figura 26 – Ensaio de interação in vitro (“pull down”) das proteínas HBx em fusão com 

a cauda de poli-histidina com a proteína GST-p53(1-393). As pérolas de glutathione 

sepharose foram incubadas com a proteína GST (controle) ou GST-p53(1-393), e depois 

incubadas com as proteínas de fusão 6xHis-HBx(1-154), 6xHis-miniHBx(19-142) ou 

6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142), como indicado na parte superior da figura. Após 

sucessivas lavagens, as proteínas ligadas à resina foram analisadas em SDS-PAGE 

12,5%. As quantidades de proteínas adicionadas às pérolas (input) estão indicadas na 

figura (canaletas 3, 6, 9, 10 e 11). 

 

 

A interação in vitro específica que foi observada entre a proteína GST-p53(1-393) 

com as proteínas de fusão 6xHis-HBx(1-154), 6xHis-mini-HBx(19-142) e 6xHis-mini-

HBx(-Cys)(19-142), indicou que os resíduos de cisteína presentes na proteína HBx não 

foram necessários para a sua interação com a proteína humana p53 (Figura 26). 
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4.5 Ativação de gene repórter em sistema de mono-híbrido em levedura 

O sistema de mono-híbrido é um ensaio realizado em levedura que pode ser usado 

para estudar proteínas que interagem com seqüências específicas de DNA. Neste 

trabalho, utilizou-se Saccharomyces cerevisiae linhagem W303 transformadas com o 

plasmídeo p53BLUE (W303mut), que possuem o gene lacZ (que codifica a enzima beta-

galactosidase) sob o controle de uma região promotora alvo para a proteína humana p53. 

Quando ocorre a interação da proteína p53 com o promotor, o gene lacZ é transcrito, 

havendo a expressão da beta-galactosidase (Figura 27A). 

Com o intuito de averiguar se a proteína HBx e/ou os seus resíduos de cisteína 

poderiam interferir na interação da proteína humana p53 com sua seqüência de DNA alvo 

(promotor), foram realizados ensaios de ativação da beta-galactosidase dependente da 

ativação do promotor alvo para p53. Dessa forma, as leveduras transgênicas W303mut 

foram co-transformadas com o plasmídeo pGAD424-p53(1-393) e com o plasmídeo 

pBTM116 vazio, ou com o plasmídeo pBTM116 contendo as seqüências que codificam 

para as proteínas HBx(1-154), mini-HBx(19-142) e mini-HBx(-Cys)(19-142) em fusão 

com o domínio de ligação ao DNA LexA. O plasmídeo pGAD424-p53(1-393) contém a 

seqüência que codifica para a proteína humana p53 fusionada ao domínio de ativação da 

transcrição Gal4.  

Após a seleção das leveduras transgênicas W303mut/pGAD424-p53/pBTM116 e 

W303mut/pGAD424-p53/pBTM116-HBx em meio seletivo SD-ULW, foram realizados 

os ensaios de ativação do gene repórter (beta-galactosidase) dependente da ativação do 

promotor alvo para a proteína humana p53. Os ensaios enzimáticos da beta-galactosidase 

com o substrato ONPG foram realizados em triplicata, e as médias dos valores de OD420 

foram tabeladas (Figura 27B). 

Na coluna 1 (Figura 27B), as leveduras W303mut foram testadas quanto à sua 

capacidade de ativar a transcrição da beta-galactosidase, mas não foi observada a auto-

ativação. Contudo, após a transformação das leveduras W303mut com os plasmídeos 

pGAD424-p53 (coluna 2) e pBTM116 (coluna 3), ocorreu a ativação do gene repórter 

devido à ligação da proteína p53 ao promotor, com a conseqüente expressão da enzima 

beta-galactosidase, que teve a sua atividade medida pela clivagem do substrato ONPG. 
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Figura 27 – A) Diagrama esquemático do sistema de mono-híbrido em levedura, 

indicando a ativação da transcrição do gene lacZ. B) Análise da influência dos resíduos 

de cisteína da proteína HBx na ativação do gene repórter em sistema de mono-híbrido em 

levedura. As leveduras W303mut foram transformadas com nenhum plasmídeo (coluna 

1) ou com o plasmídeo pGAD424-p53 contendo a proteína humana p53 em fusão com  o 

domínio de ativação de Gal4 (colunas 2 a 6). Estas linhagens foram co-transformadas 

com os plasmídeos: pBTM116 vazio (coluna 3), pBTM116-HBx(1-154) (coluna 4), 

pBTM116-mini-HBx(19-142) (coluna 5), e pBTM116-mini-HBx(-Cys)(19-142) (coluna 

6). As colônias co-transformadas cresceram em meio líquido SD-ULW, foram coletadas 

por centrifugação e os lisados celulares foram submetidos ao ensaio quantitativo da 

atividade de beta-galactosidase baseado na reação de OPNG, em triplicata.  
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Entretanto, na presença das proteínas HBx(1-154), mini-HBx(19-142) e mini-

HBx(-Cys)(19-142) (Figura 27B, colunas 4, 5 e 6), observou-se um aumento maior do 

que 1,5 vezes na ativação do gene repórter dependente da ativação do promotor, quando 

comparada com a ativação observada na ausência de HBx (Figura 27B, coluna 3). O 

aumento da ativação observado poderia ser o resultado de uma maior interação da 

proteína p53 com o promotor, com a conseqüente estabilização desta interação mediada 

pela proteína HBx, ou através da estabilização do complexo de proteínas formado após o 

recrutamento da maquinaria de transcrição, também mediada pela proteína HBx. 

Independentemente do modo de ação da proteína HBx no aumento da ativação do 

gene repórter, observou-se que a proteína mini-HBx(-Cys)(19-142) também foi capaz de 

ativar a expressão da beta-galactosidase como as proteínas HBx(1-154) e mini-HBx(19-

142), que possuem 10 e 5 resíduos de cisteína, respectivamente (Figura 10). Os dados 

obtidos com o ensaio de ativação de gene repórter dependente da ativação do promotor 

alvo para p53, em sistema de mono-híbrido em levedura (Figura 27B), mostraram que os 

resíduos de cisteína da proteína HBx não influenciaram na ativação do gene repórter 

(beta-galactosidase), assim como tais resíduos de cisteína não foram necessários para a 

interação da proteína HBx com o oligonucleotídeo de RNA AU-38 e com a proteína 

humana p53. 

 

4.6 Expressão em sistemas eucarióticos 

Como a proteína HBx em fusão com a cauda de poli-histidina foi expressa 

predominantemente na fração insolúvel do lisado bacteriano, na forma de corpos de 

inclusão, resolveu-se testar a expressão da proteína HBx em sistemas eucarióticos com o 

intuito de obter proteína solúvel. Desta forma, o cDNA da proteína HBx foi clonado no 

plasmídeo pBSV-8His, para a expressão da proteína HBx em células de inseto Sf9, 

utilizando o sistema de Baculovírus, e no plasmídeo pPIC9K, para a expressão da 

proteína HBx em leveduras Pichia pastoris linhagem KM71. 

A expressão de proteínas em células de inseto através do sistema de Baculovírus 

possui inúmeras vantagens quando comparada com a expressão em bactérias, uma vez 

que muitas modificações pós-traducionais podem ocorrer em Baculovírus como, por 

exemplo, fosforilação, glicosilação, clivagem proteolítica, entre outras. Além disto, as 
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proteínas recombinantes são superexpressas na sua forma enovelada, com a formação de 

ligações de dissulfeto e oligomerizações (O’Reilly, 1994).  

O sistema de Baculovírus consiste na inserção do gene de interesse (cDNA da 

HBx) no DNA do baculovírus (família Baculoviridae), geralmente no lugar do gene que 

codifica a proteína polihedrina. Para a produção do vírus recombinante são necessárias 

duas etapas: a construção do plasmídeo (no caso, o pBSV-8His/HBx) e a produção do 

baculovírus recombinante. Em seguida, as células de inseto Sf9 (Spodoptera frugiperda) 

são transfectadas com o vírus recombinante para a sua replicação nas células, uma vez 

que os insetos são os hospedeiros naturais dos baculovírus (Crossen & Gruenwald, 1998). 

Neste trabalho, o plasmídeo pBSV-8His foi utilizado para a produção do vírus 

recombinante porque possui um promotor forte (polihedrin) e uma seqüência que 

codifica o peptídeo sinal do fator humano H. O peptídeo sinal em fusão com a porção N 

terminal da HBx permite a secreção da proteína para o meio de cultura (Kühn & Zipfel, 

1995). 

Após a transfecção das células de inseto Sf9 com o plasmídeo pBSV-8His/HBx(1-

142) (Tabela 9), as células de inseto apresentaram alterações morfológicas indicativas de 

uma transfecção bem sucedida. Os vírus recombinantes diferem dos vírus selvagens 

porque aqueles não apresentam corpos de oclusão, de modo que os vírus recombinantes 

são coletados para a infecção de novas células de inseto Sf9 em larga escala, com o 

intuito de expressar a proteína HBx recombinante. 

Após quatro dias de infecção, as células de inseto Sf9 transfectadas foram lisadas, 

e as frações solúveis e insolúveis foram analisadas por Western blot anti-His para 

verificar a presença da proteína 6xHis-HBx(1-142). No entanto, nenhuma banda relativa 

à proteína de fusão foi observada no WB (dados não mostrados). Provavelmente, a 

expressão da proteína 6xHis-HBx(1-142) em células de inseto Sf9 tenha sido muito baixa, 

e uma quantidade maior de vírus recombinante seria necessária para infectar um maior 

número de células e, assim, obter uma quantidade de proteína HBx detectável.  

O próximo passo foi escolher o sistema de expressão em Pichia pastoris com o 

intuito de obter proteína solúvel e em quantidade, uma vez que a expressão em P. 

pastoris é cerca de 10-100 vezes maior do que em E. coli. Outra vantagem do sistema de 

expressão em P. pastoris é a expressão da proteína em sua forma enovelada, com um 



 73

número reduzido de proteínas contaminantes (proteínas intrínsecas da levedura), uma vez 

que a indução da expressão é controlada pela adição de metanol. O plasmídeo pPIC9K 

foi escolhido para a expressão das proteínas HBx porque as proteínas são secretadas para 

o meio de cultura, facilitando a purificação das proteínas de fusão 6xHis-HBx(1-154) e 

6xHis-mini-HBx(19-142) por cromatografia de afinidade. 

Após a transformação das leveduras Pichia pastoris linhagem KM71 com os 

plasmídeos pPIC9K, pPIC9K/His-HBx(1-154) e pPIC9K/His-mini-HBx(19-142) (Tabela 

9), cerca de 137 transformantes cresceram em placas MD e foram selecionados em placas 

YPD/G418. Os 57 clones selecionados em placas YPD/G418 foram repicados em placas 

MD e MM, e apenas quatro clones foram selecionados para os testes de indução: clone 14 

(plasmídeo vazio pPIC9K), clones 40 e 41 (plasmídeo pPIC9K/6xHis-HBx(1-154)) e 

clone 48 (plasmídeo pPIC9K/6xHis-mini-HBx(19-142)). A linhagem KM71 foi utilizada 

como controle negativo, assim como o clone 14 (plasmídeo vazio pPIC9K).  

Como o plasmídeo pPIC9K foi utilizado para a expressão secretada das proteínas 

de fusão 6xHis-HBx(1-154) e 6xHis-mini-HBx(19-142), o tampão BMGY/BMMY se 

mostrou mais adequado para os testes de indução da expressão das proteínas. O tampão 

BMGY/BMMY possui extrato de levedura e peptona em sua composição, o que ajuda a 

estabilizar as proteínas secretadas e diminui e/ou previne a proteólise destas. 

Analisando o SDS-PAGE da indução por metanol dos plasmídeos pPIC9K/6xHis-

HBx(1-154) (clones 40 e 41) e pPIC9K/6xHis-mini-HBx(19-142) (clone 48) em P. 

pastoris, observou-se que não houve indução de proteína HBx na fração solúvel do 2° ao 

5° dia de indução (dados não mostrados). Uma mini-purificação da fração solúvel através 

de cromatografia de afinidade em Ni-NTA seguida de um Western blot anti-His e anti-

HBx da mini-purificação não indicou a presença de sinais relativos às proteínas de fusão 

6xHis-HBx(1-154) (~18 kDa) e 6xHis-mini-HBx(19-142) (15,6 kDa) na fração solúvel 

(dados não mostrados). 

Como não foi observada a expressão de proteína HBx em células de inseto Sf9 e 

em leveduras P. pastoris, resolveu-se testar outras condições de indução da expressão de 

proteína HBx em E. coli com o objetivo de obter proteína na fração solúvel do lisado 

bacteriano, através da fusão com a cauda de poli-histidina ou com a proteína GST. 
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4.7 Cinética da degradação de mRNAs em células HeLa 

Com o intuito de investigar se a proteína HBx poderia interferir na estabilidade 

dos mRNAs dos proto-oncogenes c-fos e c-myc in vivo, transfectou-se células HeLa com 

os plasmídeos pcDNA3.1/Hygro(+) e pcDNA3.1/Hygro(+)-HBx(1-154), para os ensaios 

de cinética da taxa de degradação de mRNAs. Para a confirmação da transfecção, 

realizou-se um PCR de colônia com as células HeLa transfectadas (Figura 28). 

As células HeLa transfectadas com o plasmídeo pcDNA3.1/Hygro(+) vazio foram 

utilizadas como controle negativo, e o plasmídeo pcDNA3.1/Hygro(+)-HBx(1-154) como 

controle positivo na reação de PCR para a amplificação do inserto HBx(1-154), na 

presença dos oligonucleotídeos XV-S e XPWW-A (Tabela 4). O gel de agarose 1% 

corado com brometo de etídeo (Figura 28) mostrou que a transfecção foi bem sucedida 

porque houve a amplificação do cDNA de HBx (510 pb) (Figura 28, canaleta 2), como no 

controle positivo (Figura 28, canaleta 3). 

 

 
 

Figura 28 – Eletroforese em gel de agarose do PCR de colônia das células HeLa 

transfectadas com os plasmídeos pcDNA3.1/Hygro(+) e pcDNA3.1/Hygro(+)-HBx(1-

154). Oligonucleotídeos de DNA específicos foram utilizados para amplificar o cDNA de 

HBx (510 pb). Canaleta M, marcador de peso molecular; canaleta 1, células HeLa 

transfectadas com pcDNA3.1/Hygro(+) (controle negativo); canaleta 2, células HeLa 

transfectadas com o plasmídeo pcDNA3.1/Hygro(+)-HBx(1-154); canaleta 3, plasmídeo 

pcDNA3.1/Hygro(+)-HBx(1-154) (controle positivo). 

 

As células HeLa transfectadas com o plasmídeo vazio pcDNA3.1/Hygro(+) ou 

com o plasmídeo pcDNA3.1/Hygro(+)-HBx(1-154) foram tratadas com actinomicina D 

em diferentes tempos (0, 3, 6, e 8 horas) antes da extração do RNA total. A actinomicina 

D inibe a RNA polimerase II nas células HeLa, interrompendo a transcrição de mRNAs. 

Desta forma, a estabilização ou a degradação dos mRNAs que foram produzidos nas 
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células HeLa, antes da adição de actinomicina D, podem ser acompanhadas através de 

Northern blot. 

Após a extração do RNA total das células HeLa, procederam-se a eletroforese em 

gel de agarose e a sua transferência para as membranas de nitrocelulose, como descrito 

em material e métodos (item 3.2.3.1). Os RNAs presentes nas membranas de 

nitrocelulose foram hibridizados às sondas de DNA dos genes c-fos (431 pb), c-myc (345 

pb) e da β-actina (~400 pb). A sonda de β-actina foi utilizada como um controle positivo 

do experimento de Northern blot (Figura 29). 

 

 
 

Figura 29 – Cinética da degradação dos mRNAs dos proto-oncogenes c-fos e c-myc em 

células HeLa, na ausência e presença da proteína HBx, analisada através de Northern 

blot. As membranas de nitrocelulose contendo 20 µg do RNA total (A) extraído de 
células HeLa foram hibridizadas com os genes c-fos (B), c-myc (C) ou β-actina (D). As 

células HeLa transfectadas com o plasmídeo pcDNA3.1/Hygro(+) ou com o plasmídeo 
pcDNA3.1/Hygro(+)-HBx(1-154) foram tratadas com actinomicina D por 0, 3, 6 e 8 
horas, antes da extração do RNA total. Após a hibridização com os genes c-fos, c-myc e 

β-actina marcados com 
32

P, as membranas de nitrocelulose foram visualizadas após 

exposição em placa BAS IP MS 2325 (Fujifilm) por 48 horas. 
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A auto-radiografia das membranas de nitrocelulose (Figura 29) indicou uma 

gradual diminuição da intensidade dos mRNAs transcritos dos genes c-fos (Figura 29B) e 

c-myc (Figura 29C) após o tratamento das células HeLa transfectadas com o plasmídeo 

pcDNA3.1/Hygro(+) vazio com actinomicina D. Contudo, na presença de HBx, 

observou-se uma sutil estabilização destes mRNAs, como pode ser visto nos gráficos que 

foram gerados a partir dos dados de intensidade de luminescência foto-estimulada das 

membranas de nitrocelulose (Figura 30). 

 

Figura 30 – Análise quantitativa da degradação dos mRNAs dos proto-oncogenes c-fos 
(A) e c-myc (B) das células HeLa transfectadas com o plasmídeo pcDNA3.1/Hygro(+) 

(colunas 1 a 4) ou com o plasmídeo pcDNA3.1/Hygro(+)-HBx(1-154) (colunas 5 a 8). 

Utilizando o programa Image Gauge (Fujifilm), a intensidade de luminescência foto-
estimulada detectada nas membranas de nitrocelulose (Figura 29) foi convertida em 
números que foram graficados. Colunas 1 e 5, sem tratamento com actinomicina D; 

colunas 2 e 6, 3 horas de tratamento; colunas 3 e 7, 6 horas de tratamento; colunas 4 e 8, 

8 horas de tratamento com actinomicina D. 

 

As células HeLa transfectadas com o plasmídeo pcDNA3.1/Hygro(+) 

apresentaram um gradual decréscimo na porcentagem de mRNA do proto-oncogene c-fos 

após 3, 6 e 8 horas de tratamento com actinomicina D (Figura 30A, colunas 2, 3 e 4). Por 

outro lado, as células HeLa transfectadas com o plasmídeo pcDNA3.1/Hygro(+)-HBx(1-

154) apresentaram um pequeno aumento na porcentagem de mRNA do c-fos após 3 horas 

de tratamento com actinomicina D (Figura 30A, coluna 6).  

Contudo, as células HeLa que expressavam a proteína HBx, e que foram tratadas 

com actinomicina D por 6 horas (Figura 30A, coluna 7), apresentaram um decréscimo na 
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porcentagem de mRNA do gene c-fos, que foi mantido após 8 horas de tratamento com 

actinomicina D (coluna 8). A porcentagem de mRNA do proto-oncogene c-fos 

permaneceu inalterada nas colunas 7 e 8, e elevada quando comparada com a 

porcentagem de mRNA em células HeLa transfectadas com pcDNA3.1/Hygro(+) após 8 

horas de tratamento com actinomicina D (Figura 30A, coluna 4). Estes resultados 

sugerem que houve uma leve estabilização da quantidade de mRNA do proto-oncogene 

c-fos em células HeLa transfectadas com o plasmídeo pcDNA3.1/Hygro(+)-HBx(1-154). 

Da mesma forma, mas em menor intensidade, observou-se uma sutil estabilização 

do mRNA do proto-oncogene c-myc nas células HeLa transfectadas com o 

pcDNA3.1/Hygro(+)-HBx(1-154), em comparação com as células HeLa transfetadas com 

o plasmídeo pcDNA3.1/Hygro(+). Em diferentes tempos de tratamento das células HeLa 

com actinomicina D (Figura 30B; colunas 2, 3, 4 e 6, 7, 8), a porcentagem de mRNA do 

proto-oncogene c-myc é superior na presença de HBx (Figura 30B; colunas 6, 7 e 8) do 

que na sua ausência (Figura 30B; colunas 2, 3 e 4), o que poderia sugerir uma sutil 

estabilização do mRNA do proto-oncogene c-myc pela proteína HBx em células HeLa. 

 

4.8 Aumento do crescimento das células HeLa na presença de HBx 

Como foi mostrado, a proteína HBx causou uma leve estabilização nos níveis de 

mRNAs dos proto-oncogenes c-fos e c-myc em cultura de células HeLa. Durante a 

realização dos ensaios de cinética da taxa de degradação de mRNAs com actinomicina D, 

observou-se que as células HeLa transfectadas com o plasmídeo pcDNA3.1/Hygro(+)-

HBx(1-154) apresentavam um crescimento diferenciado das células HeLa transfectadas 

com o plasmídeo vazio pcDNA3.1/Hygro(+). Desta forma, resolveu-se investigar se a 

proteína HBx poderia interferir no crescimento e na viabilidade celular das células HeLa. 

Cerca de 20 x 10
4
 células humanas HeLa transfectadas com os plasmídeos 

pcDNA3.1/Hygro(+) e pcDNA3.1/Hygro(+)-HBx(1-154) foram mantidas em meio 

DME/SGH a 37 
o
C, em placas do tipo 6 poços, e coletadas a cada 24 horas, por 4 dias 

seguidos, para o monitoramento do crescimento celular. Os experimentos foram 

realizados em triplicata e a média do número total de células HeLa recuperadas foi 

graficada em função do tempo de incubação (Figura 31). 
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Figura 31 – Influência da proteína HBx no crescimento de células HeLa. As células 

HeLa foram transfectadas estavelmente com o plasmídeo pcDNA3.1/Hygro(+) vazio ou 

contendo o cDNA da proteína HBx(1-154), e semeadas em placas do tipo 6 poços a uma 

densidade de 10
4
 células/poço em 2 mL de meio DME/SGH. As placas foram incubadas 

a 37 
o
C, sob atmosfera de 5% de CO2 por 24, 48, 72 e 96 horas. A proliferação celular foi 

determinada através da contagem do número total de células em câmara de Neubauer. Os 

resultados obtidos são uma média de três experimentos independentes, em triplicata, e os 

desvios de 10% entre as medidas estão indicados na figura. 

 

Observou-se que até 48 horas de incubação, o número total de células HeLa 

recuperadas foi quase o mesmo, independente do fato da linhagem celular expressar a 

proteína HBx ou não (Figura 31). Contudo, após 70 horas de incubação, a quantidade 

total de células HeLa recuperadas que expressavam a proteína HBx era 1,5 vezes maior 

do que a quantidade de células HeLa transfectadas com o plasmídeo vazio 

pcDNA3.1/Hygro(+) (Tabela 12). 

 

Tabela 12 – Número total de células HeLa recuperadas em cada tempo de incubação 

(valores médios) e porcentagem de células viáveis para as duas linhagens celulares. Os 
erros são de 10% entre as medidas. 
 

HeLa-pcDNA HeLa-pcDNA/HBx 
 

Tempo de 
incubação 

no total de 
células (x104) 

viabilidade 
celular (%) 

no total de 
células (x104) 

viabilidade 
celular (%) 

24 h 21,2 76,4 23,0 85,1 
48 h 60,2 84,2 69,2 86,1 
72 h 70,4 84,1 102,0 87,7 
96 h 107,5 87,4 154,0 90,9 
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Para determinar o número de células HeLa vivas e mortas, em cada tempo de 

coleta (24, 48, 72 e 96 horas), utilizou-se uma solução contendo Trypan Blue para a 

visualização das células mortas (azuladas), e diferenciá-las das células vivas (íntegras). 

As médias obtidas com a contagem das células vivas e mortas foram graficadas (Figura 

32A), assim como a porcentagem de células viáveis (Figura 32B) calculada através da 

fórmula descrita em material e métodos (Tabela 12). 
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Figura 32 – Influência da proteína HBx na viabilidade de células HeLa. As células HeLa 

transfectadas com os plasmídeos pcDNA3.1/Hygro(+) ou com o pcDNA3.1/Hygro(+)-

HBx(1-154) foram semeadas em placas do tipo 6 poços, a uma densidade de 10
4
 

células/poço em 2 mL de meio DME/SGH, em triplicata. Após incubação a 37 
o
C, sob 

atmosfera de 5% de CO2 por 24, 48, 72 e 96 horas, as células foram coletadas por 

centrifugação e coradas com uma solução de Trypan Blue 0,4%. As células HeLa 

azuladas (células mortas) foram contadas em câmara de Neubauer (A) e a porcentagem 

de células viáveis (B) foi graficada em função do tempo. 
 

Através da contagem do número de células vivas e mortas, foi possível observar 

que a linhagem de células HeLa que expressava a proteína HBx(1-154) apresentou uma 

maior viabilidade celular (Tabela 12), quando comparada com a linhagem de células 

HeLa transfectadas com o plasmídeo vazio pcDNA3.1/Hygro(+) (Figura 32B). Em suma, 

a proteína HBx influenciou o crescimento e a viabilidade celulares quando foi expressa 

em células HeLa. 
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4.9 Caracterização estrutural da proteína HBx por dicroísmo circular  

As proteínas de fusão 6xHis-HBx(1-154), 6xHis-mini-HBx(19-142) e 6xHis-

mini-HBx(-Cys)(19-142), oriundas da fração insolúvel do lisado bacteriano, foram 

purificadas sob condições desnaturantes (uréia 8 M), e dialisadas contra diferentes 

tampões (Tabela 8), de forma direta ou seqüencial, para serem utilizadas nos ensaios 

espectroscópicos de dicroísmo circular. 

Para uma análise comparativa entre as proteínas 6xHis-HBx(1-154), 6xHis-mini-

HBx(19-142) e 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142), foram agrupadas na tabela 13 as 

principais características de cada proteína de fusão, de acordo com os dados obtidos 

através do programa ProtParam (http://ca.expasy.org).  

 

Tabela 13 – Dados característicos para as proteínas de fusão 6xHis-HBx(1-154), 6xHis-
mini-HBx(19-142) e 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142) de acordo com o programa 
ProtParam (http://ca.expasy.org). 
 

Características 6xHis-HBx 6xHis-mini-HBx 6xHis-mini-HBx(-Cys) 

No
 de aminoácidos 174 145 145 

PM (g/mol) 18.758,7 15.722,0 15.641,7 

Ponto isoelétrico 9,05 9,40 10,33 

ε280 nm  (M
-1

cm
-1

) 7570 7210 6970 

N
o
 de cisteínas 10 5 0 

 

 

A proteína HBx(1-154) possui 10 resíduos de cisteína na sua seqüência de 

aminoácidos, e pode apresentar regiões com estrutura secundária em alfa-hélice e folhas 

beta, e outras regiões com estrutura randômica, de acordo com o programa de predição de 

estrutura secundária (PSIPRED; http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) (Figura 33). 

Baseando-se nesta predição de estrutura secundária, estima-se que a proteína HBx(1-154) 

pode apresentar cerca de 17,5% de estrutura secundária do tipo alfa-hélice, 15% de folhas 

beta e 67,5% de estrutura randômica (random coil). 
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Figura 33 – Predição de estrutura secundária da proteína HBx(1-154) através do 

programa PSIPRED (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/). As setas amarelas representam 

as prováveis regiões com estrutura secundária em fita beta (E) e, em verde, as regiões 

prováveis com estrutura secundária em alfa-hélice (H). As regiões sem estrutura definida 

(C), a seqüência de aminoácidos da proteína HBx (AA) e a confiabilidade (Conf) da 

predição de estrutura secundária também estão indicadas na figura. 
 

Com o intuito de verificar se haveria alguma variação nas estruturas secundárias 

das proteínas de fusão 6xHis-HBx(1-154), 6xHis-mini-HBx(19-142) e 6xHis-mini-HBx(-

Cys)(19-142), foram realizados experimentos de dicroísmo circular em diferentes 

condições experimentais (variação no tampão de diálise, pH, temperatura, concentração 

salina, adição de uréia, co-solvente e detergente, etc). A estimativa da porcentagem de 

estrutura secundária de cada proteína de fusão foi calculada através do programa CDNN 

deconvolution (http://bioinformatik.biochemtech.uni-halle.de/cdnn/), utilizando uma base 

de dados contendo 33 espectros de CD de diferentes proteínas. 
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4.9.1 O tampão de diálise influenciou na estruturação da proteína HBx 

A proteína 6xHis-HBx(1-154) foi renaturada através da diálise contra os tampões 

A, C e E, e os espectros de dicroísmo circular no UV distante foram adquiridos (Figura 

34). Os espectros de CD mostraram pequenas diferenças no espectro de acordo com o 

tampão utilizado na diálise. No tampão A e E, os espectros apresentaram bandas 

negativas com valores do mínimo em torno de 202 nm, enquanto que no tampão C o 

mínimo deslocou-se para 204 nm (Figura 34). As estimativas do conteúdo de estrutura 

secundária da proteína 6xHis-HBx(1-154) nos diferentes tampões de diálise são 

apresentadas na tabela 14. 
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Figura 34 – Espectros de dicroísmo circular no UV distante a 25 

o
C da proteína de fusão 

6xHis-HBx(1-154) dialisada contra os tampões A, C e E. A proteína está na concentração 
de 5,2 µM no tampão A, 4 µM no tampão C e 5,7 µM no tampão E.  
 

Tabela 14 – Variação na estrutura secundária da proteína 6xHis-HBx(1-154) dialisada 

contra os tampões A, C e E. Os valores são dados em porcentagem (%) e o erro é de 

5,57% para as medidas adquiridas de 190 a 260 nm. 
 

Tampão de 
diálise 

 

Alfa-hélice Folha beta 
antiparalela 

Folha beta 
paralela 

 

Beta-turn Random 

coil 

A 8,3 17,6 2,7 29,7 42,6 
C 8,6 36,4 3,6 22,3 32,0 
E 6,9 43,4 3,6 18,9 30,4 
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Os dados da tabela 14 mostraram que a proteína 6xHis-HBx(1-154) apresentou 

um grande conteúdo de estrutura não definida (random coil) nas três condições de diálise. 

Entretanto, o espectro de CD da proteína de fusão que foi dialisada contra o tampão J na 

presença de um sistema redox (GSSG:GSH), para favorecer a formação das pontes de 

dissulfeto (Yamada et al., 2000), indicou que o conteúdo de estrutura não definida foi 

mantido em torno de 38% (dados não mostrados). 

A proteína contendo apenas 5 resíduos de cisteína, 6xHis-mini-HBx(19-142) foi 

renaturada através de diálises diretas, ou seqüenciais, contra todos os tampões de diálise 

listados na tabela 8. Os valores de concentração da proteína em cada um dos tampões de 

diálise foram calculados através dos valores de absorbância e as amostras foram diluídas 

para a obtenção de espectros de CD no UV distante (Tabela 15). 

 

Tabela 15 – Valores de concentração da proteína 6xHis-mini-HBx(19-142) dialisada 
contra os diferentes tampões listados na tabela 8. 
 

Tampão A B C D E F G H I J K 

[ ] PM 5,0 7,7 4,5 4,0 4,3 5,0 10,0 10,0 4,0 4,0 5,0 
 

 

Quando a proteína foi renaturada nos tampões contendo Pipes (tampões B, C, D e 

E), observou-se que os espectros de CD apresentaram um mínimo em torno de 202,5-

204,5 nm (Figura 35A, Tabela 16), enquanto que em tampão Tris-HCl (tampões F, G, H, 

I e J) o mínimo do espectro apresentou-se deslocado para 206-209,5 nm (Figura 35B, 

Tabela 16). Entretanto, em água pH 6,0 (tampão A), o mínimo do espectro de CD foi 

deslocado para 202,5 nm (Figura 35A, Tabela 16), assim como em tampão acetato pH 5,6 

(tampão I), que apresentou um valor do mínimo do espectro de CD próximo a 203 nm 

(Figura 35B, Tabela 16). 

 

Tabela 16 – Valores dos mínimos dos espectros de CD da proteína 6xHis-mini-HBx(19-

142) renaturada contra os diferentes tampões de diálise (Tabela 8). 
 

Tampão A B C D E F G H I J K 

pH 6,0 6,0 7,0 7,0 6,0 8,0 8,5 8,5 8,0 8,0 5,6 
mínimo 

(nm) 

202,5 202,5 204,5 204,5 203 207 
~226 

206,5 205,5 209,5 206 203 
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Figura 35 – Espectros de dicroísmo circular no UV distante a 25 

o
C da proteína de fusão 

6xHis-mini-HBx(19-142) dialisada contra os tampões A-E (A) e F-K (B) que estão 
listados na tabela 8. A concentração da proteína de fusão em cada tampão de diálise está 

indicada na tabela 15.  

 



 85

De acordo com os dados da tabela 16, os valores dos mínimos dos espectros de 

dicroísmo circular da proteína 6xHis-mini-HBx(19-142) apresentaram uma certa 

coerência de acordo com o valor de pH do tampão utilizado na diálise. Para os tampões 

de diálise A, B, E e K, cujos pHs estão em torno de 5,6 a 6,0 (meio levemente ácido), o 

mínimo das curvas dos espectros de CD da proteína de fusão foram observados em torno 

de 202,5-203 nm (Tabela 16). Contudo, para os tampões de diálise com pHs variando de 

7,0 a 8,5 (meio neutro a levemente básico), os valores dos mínimos das curvas dos 

espectros de CD da proteína 6xHis-mini-HBx(19-142) variaram entre 204,5-209,5 nm. 

A estimativa de estrutura secundária para a proteína 6xHis-mini-HBx(19-142) nos 

diferentes tampões de diálise (Figura 35) foi determinada pelo programa CDNN 

deconvolution, e os dados estão organizados na tabela 17. 

 

Tabela 17 – Variação na estrutura secundária da proteína 6xHis-mini-HBx(19-142) 

dialisada contra os diferentes tampões listados na tabela 8. Os valores são dados em 
porcentagem (%), e o erro é de 6,39% para as medidas adquiridas de 205 a 260 nm. 
 

Tampão de 
diálise 

 

Alfa-hélice 
Folha beta 

antiparalela 
Folha beta 

paralela 

 

Beta-turn 
Random 

coil 

A 13,6 19,2 5,2 27,0 35,0 
B 17,8 15,7 5,3 26,4 33,9 
C 8,2 29,2 5,3 22,7 35,4 
D 13,1 21,6 5,4 24,0 34,9 
E 6,1 34,5 5,3 21,5 35,3 
F 3,9 43,3 5,2 18,6 34,5 
G 22,6 13,1 5,3 25,1 32,7 
H 19,1 16,3 5,4 23,9 33,8 
I 6,5 33,2 5,3 22,4 35,7 
J 5,8 35,7 5,3 20,5 35,0 
K 8,0 29,0 5,3 23,2 35,4 

 

 

Analisando a estimativa de porcentagem de estrutura randômica (Tabela 17), 

observou-se que este tipo de estrutura não variou muito com o tampão utilizado na 

renaturação da proteína de fusão. Contudo, as estimativas dos conteúdos de alfa-hélice e 

folha beta antiparalela variaram de acordo com o tampão de diálise contendo Pipes 

(tampões B, C, D e E) ou Tris (tampões F, G, H, I e J). Essa variação observada poderia 

ser uma conseqüência da formação aleatória das pontes de dissulfeto intramoleculares 
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durante o processo de renaturação da proteína 6xHis-mini-HBx(19-142), com a co-

existência de variadas populações de estruturas secundárias, uma vez que a proteína de 

fusão apresenta apenas 5 resíduos de cisteína (Tabela 13). 

Para a proteína 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142), que teve os cinco resíduos de 

cisteína alterados para resíduos de serina (Figura 10), os espectros de CD no UV distante 

a 25 
o
C apresentaram diferenças de acordo com o tampão utilizado na diálise (Figura 36).  
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Figura 36 –�Espectros de dicroísmo circular no UV distante a 25 
o
C da proteína de fusão 

6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142) dialisada contra os tampões A, C, E, I e J, que estão 
listados na tabela 8. A proteína está na concentração de 5 µM nos tampões A, C e J, e na 

concentração de 4 µM nos tampões E e I. 

 

Observou-se que os formatos dos espectros de CD da proteína 6xHis-mini-HBx(-

Cys)(19-142) dialisada contra os tampões A, C ou E eram semelhantes, com um mínimo 

em torno de 202 nm (Figura 36). Contudo, na presença de Tris (tampões I e J), os 

mínimos dos espectros de CD da proteína de fusão foram deslocados para 207,5 nm 

(tampão I) e 205 nm (tampão J). Através do programa CDNN deconvolution foi possível 

estimar a porcentagem de estrutura secundária da proteína de fusão 6xHis-mini-HBx(-

Cys)(19-142) renaturada em cada um dos tampões de diálise (Tabela 18). 
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Tabela 18 – Variação na estrutura secundária da proteína 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-

142) dialisada contra os tampões A, C, E, I e J, listados na tabela 8. Os valores são dados 
em porcentagem (%), e o erro é de 6,39% para as medidas adquiridas de 205 a 260 nm. 
 

Tampão de 
diálise 

 

Alfa-hélice 
Folha beta 

antiparalela 
Folha beta 

paralela 

 

Beta-turn 
Random 

coil 

A 9,2 25,7 5,3 25,4 35,6 
C 7,3 30,2 5,3 23,3 35,5 
E 8,9 28,1 5,4 22,5 35,4 
I 13,1 21,2 5,3 24,7 35,0 
J 8,1 28,7 5,3 23,5 35,4 

 

 

Os dados da tabela 18 indicaram que a proteína 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142) 

dialisada seqüencialmente contra o tampão I, na presença de concentrações decrescentes 

de uréia, apresentou um maior conteúdo de estrutura secundária em alfa-hélice em 

relação à porcentagem estimada para a proteína dialisada diretamente contra os tampões 

A, C, E e J. Contudo, em todas as condições de diálise (Tabela 18), observou-se que os 

valores estimados para o conteúdo de estrutura não definida (random coil) da proteína 

6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142) eram praticamente iguais (~35%), assim como foi 

estimado para a proteína 6xHis-mini-HBx(19-142) dialisada contra os mesmos tampões 

(Tabela 17). 

 

4.9.2 A proteína HBx apresentou uma parcial estruturação secundária 

As proteínas de fusão 6xHis-HBx(1-154), 6xHis-mini-HBx(19-142) e 6xHis-

mini-HBx(-Cys)(19-142) dialisadas contra água pH 6,0 (tampão A) foram desnaturadas 

pela adição de concentrações crescentes de uréia (de 1 a 6 M), e os espectros de CD 

foram coletados a 25 
o
C. Com o intuito de acompanhar a variação da porcentagem de 

estrutura secundária das proteínas de fusão durante o processo de desenovelamento, o 

valor de [θ]222 foi monitorado em função da concentração de uréia. 

Os espectros de dicroísmo circular de 10 µM da proteína 6xHis-HBx(1-154) na 

presença de concentrações crescentes de uréia estão organizados na figura 37.  
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Figura 37 – A) Espectros de dicroísmo circular no UV distante a 25 
o
C da proteína de 

fusão 6xHis-HBx(1-154) na presença de concentrações crescentes de uréia. Cerca de 10 

µM da proteína dialisada contra água pH 6,0 foi diluída em diferentes concentrações de 

uréia e os espectros de dicroísmo circular foram coletados após 2 horas de incubação a 25 
o
C. B) Variação no valor de [θ]222 em função da concentração de uréia. 
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Observou-se uma variação nos espectros de CD da proteína 6xHis-HBx(1-154) na 

presença de concentrações crescentes de uréia, com o deslocamento do valor do mínimo 

do espectro de 205 nm (sem uréia; linha preta; Figura 37A) para 212,5 nm (uréia 6 M; 

linha verde escura; Figura 37A). O valor de [θ]222 monitorado durante o processo de 

desenovelamento da proteína 6xHis-HBx(1-154) (Figura 37B) indicou que ocorreu uma 

diminuição do conteúdo de estrutura secundária na presença de uréia 6 M. As estimativas 

de porcentagem de estrutura secundária foram calculadas através do programa CDNN 

deconvolution (Tabela 19). 

 

Tabela 19 – Variação na estrutura secundária de 10 µM da proteína 6xHis-HBx(1-154) 

dialisada contra água pH 6,0 na presença de concentrações crescentes de uréia. Os 

valores são dados em porcentagem (%), e o erro é de 6,6% para as medidas adquiridas de 

210 a 260 nm. 
 

Adição de 
uréia 

 

Alfa-hélice 
Folha beta 

antiparalela 
Folha beta 

paralela 

 

Beta-turn 
Random 

coil 

0 M 5,2 40,9 5,4 19,4 35,4 
1 M 5,2 40,7 5,4 19,4 35,3 
2 M 5,0 41,3 5,3 19,3 35,2 
3 M 4,8 42,0 5,3 19,3 35,2 
4 M 4,4 43,6 5,3 19,3 35,2 
5 M 4,3 44,0 5,3 19,2 35,2 
6 M 4,3 43,8 5,3 19,3 35,2 

 

 

Os dados da tabela 19 mostraram que a estimativa de porcentagem de estrutura 

randômica (random coil) foi mantida em ~35% durante o processo de desenovelamento 

da proteína 6xHis-HBx(1-154) pela adição de concentrações crescentes de uréia. 

Entretanto, o formato dos espectros de CD e a variação no valor de [θ]222 indicaram que a 

proteína de fusão apresentava uma estruturação parcial em água pH 6,0 (Figura 37). 

Para a proteína 6xHis-mini-HBx(19-142), a desnaturação por uréia causou o 

deslocamento do valor do mínimo do espectro de CD de 202,5 nm (sem uréia; linha 

preta) para 213,5 nm (uréia 6 M; linha verde escura) (Figura 38A).  
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Figura 38 – A) Espectros de dicroísmo circular no UV distante a 25 

o
C da proteína de 

fusão 6xHis-mini-HBx(19-142) na presença de concentrações crescentes de uréia. Cerca 

de 5 µM da proteína dialisada contra água pH 6,0 foi diluída em diferentes concentrações 

de uréia e os espectros de dicroísmo circular foram coletados após 2 horas de incubação a 
25 

o
C. B) Variação no valor de [θ]222 em função da concentração de uréia. 
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A deconvolução dos espectros de CD através do programa CDNN deconvolution 

forneceu valores estimados de porcentagem de estrutura secundária para a proteína 

6xHis-mini-HBx(19-142) que foram agrupados na tabela 20. 

 

Tabela 20 – Variação na estrutura secundária de 5 µM da proteína 6xHis-mini-HBx(19-

142) dialisada contra água pH 6,0 na presença de concentrações crescentes de uréia. Os 

valores são dados em porcentagem (%), e o erro é de 6,6% para as medidas adquiridas de 

210 a 260 nm. 
 

Adição de 
uréia 

 

Alfa-hélice 
Folha beta 

antiparalela 
Folha beta 

paralela 

 

Beta-turn 
Random 

coil 

0 M 17,6 20,9 5,6 18,9 34,1 
1 M 16,6 21,8 5,6 19,0 34,3 
2 M 18,6 20,0 5,6 18,7 33,8 
3 M 12,2 26,5 5,5 18,8 34,2 
4 M 10,4 29,0 5,5 19,0 34,5 
5 M 7,5 34,5 5,4 19,1 34,9 
6 M 6,7 36,2 5,4 19,0 34,7 

 

 

Como foi observada para a proteína 6xHis-HBx(1-154), a adição de uréia à 

proteína 6xHis-mini-HBx(19-142) não alterou a porcentagem de estrutura secundária 

randômica, mas observou-se uma redução na estimativa de porcentagem de estrutura 

secundária em alfa-hélice (Tabela 20). Acompanhando a variação dos valores de [θ]222 

versus concentração de uréia (Figura 38B), observou-se que ocorreu a desestruturação da 

proteína 6xHis-mini-HBx(19-142) na presença de concentrações crescentes de uréia, 

sugerindo que a proteína 6xHis-mini-HBx(19-142) apresentava uma parcial estruturação 

secundária em água pH 6,0. 

No caso da proteína sem resíduos de cisteína, 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142) 

(Figura 39), a adição de concentrações crescentes de uréia causou um deslocamento do 

mínimo do espectro de CD de 200,5 nm (sem uréia; linha preta) para 213 nm (uréia 6 M; 

linha verde escura) (Figura 39A). Observou-se também a variação nos valores de [θ]222 

(Figura 39B) em função da adição de uréia, em concordância com os dados obtidos para 

as proteínas 6xHis-HBx(1-154) (Figura 37, Tabela 19) e 6xHis-mini-HBx(19-142) 

(Figura 38, Tabela 20).  
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Figura 39 – A) Espectros de dicroísmo circular no UV distante a 25 

o
C da proteína de 

fusão 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142) na presença de concentrações crescentes de uréia. 

Cerca de 5 µM da proteína dialisada contra água pH 6,0 foi diluída em diferentes 

concentrações de uréia e os espectros de dicroísmo circular foram coletados após 2 horas 

de incubação a 25 
o
C. B) Variação no valor de [θ]222 em função da concentração de uréia. 
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As estimativas de porcentagem de estrutura secundária calculadas através do 

programa CDNN deconvolution para a proteína 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142) na 

presença de uréia foram agrupadas na tabela 21. 

 

Tabela 21 – Variação na estrutura secundária de 5 µM da proteína 6xHis-mini-HBx(-

Cys)(19-142) dialisada contra água pH 6,0 na presença de concentrações crescentes de 

uréia. Os valores são dados em porcentagem (%), e o erro é de 6,6% para as medidas 

adquiridas de 210 a 260 nm. 
 

Adição de 
uréia 

 

Alfa-hélice 
Folha beta 

antiparalela 
Folha beta 

paralela 

 

Beta-turn 
Random 

coil 

0 M 9,5 30,7 5,5 19,3 35,0 
1 M 8,1 33,3 5,5 19,3 35,2 
2 M 7,7 33,9 5,4 19,3 35,0 
3 M 6,2 37,7 5,4 19,2 35,0 
4 M 5,8 38,8 5,4 19,3 35,1 
5 M 5,3 40,4 5,3 19,2 35,0 
6 M 4,7 42,4 5,3 19,2 35,0 

 

Os dados da tabela 21 mostraram que a estimativa de porcentagem de estrutura 

secundária randômica da proteína 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142) não foi alterada com a 

adição de concentrações crescentes de uréia. Entretanto, observou-se o aumento da 

porcentagem de estrutura em folha beta antiparalela, por causa de uma possível 

agregação da proteína de fusão durante a sua desestruturação na presença de uréia.  

Os espectros de dicroísmo circular obtidos para as proteínas de fusão 6xHis-

HBx(1-154), 6xHis-mini-HBx(19-142) e 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142) indicaram que 

as três proteínas apresentavam uma estruturação parcial em água pH 6,0 (tampão A), uma 

vez que na presença de uréia 6 M esta estruturação parcial foi perdida. 

 

4.9.3 A proteína HBx apresentou uma relativa estabilidade térmica 

Para uma análise da proteína de fusão 6xHis-HBx(1-154) frente à variação de 

temperatura, a amostra de proteína dialisada contra água pH 6,0 foi utilizada nos ensaios 

de dicroísmo circular. Os espectros de CD no UV distante da proteína em diferentes 

temperaturas (Figura 40) apresentaram diferenças, havendo um deslocamento no valor do 

mínimo da banda negativa com o aquecimento de 4 
o
C para 90 

o
C (Figura 40A), seguido 

de resfriamento de 70 
o
C para 4 

o
C (Figura 40B).  
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Figura 40 – Espectros de dicroísmo circular no UV distante de 10 µM da proteína de 

fusão 6xHis-HBx(1-154) em água pH 6,0, durante o aquecimento de 4 
o
C a 90 

o
C (A) 

seguido de resfriamento de 70 
o
C a 4 

o
C (B). 
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A 4 
o
C, o valor do mínimo do espectro de dicroísmo circular da proteína 6xHis-

HBx(1-154) era de 208,5 nm (Figura 40A, linha preta). Com o aquecimento da proteína 

de fusão a 90 
o
C, essa banda do espectro de CD foi deslocada para 214,5 nm (Figura 40A, 

linha verde oliva), e o valor de elipticidade molar [θ]222 apresentou uma variação de 

1.000 deg x cm2 x dmol-1.  

Os formatos dos espectros de CD da proteína 6xHis-HBx(1-154) a 4 
o
C e a 90 

o
C 

evidenciam uma alteração na estrutura secundária da proteína de fusão (Figura 40A). 

Com o resfriamento da proteína de 70 
o
C a 4 

o
C (Figura 40B), o valor do mínimo do 

espectro de CD da proteína a 4 
o
C voltou a ser de 209,5 nm. As porcentagens estimadas 

de estrutura secundária da proteína 6xHis-HBx(1-154) com a variação da temperatura 

foram agrupadas na tabela 22.  

 

Tabela 22 – Variação na estrutura secundária de 10 µM da proteína 6xHis-HBx(1-154) 

dialisada contra água pH 6,0 em algumas temperaturas. Os valores são dados em 
porcentagem (%), e o erro é de 6,39% para as medidas adquiridas de 205 a 260 nm. 
 

 

Temperatura 
 

Alfa-hélice 
Folha beta 

antiparalela 
Folha beta 

paralela 

 

Beta-turn 
Random 

coil 

4 oC 4,4 40,5 5,3 20,1 35,1 
25 oC 4,5 40,4 5,3 19,6 35,0 
50 oC 5,0 40,3 5,4 18,4 34,9 
90 oC 5,1 40,3 5,4 18,1 34,8 
50 oC 4,9 40,0 5,3 19,1 35,0 
20 oC 4,6 40,4 5,3 19,5 35,0 
4 oC 4,4 41,4 5,3 19,2 35,0 

 

Com o aumento da temperatura de 4 
o
C para 90 

o
C, e posterior redução da 

temperatura de 70 
o
C para 4 

o
C, a estimativa da porcentagem de estrutura secundária 

randômica não se alterou (Tabela 22). O conteúdo de estrutura secundária da proteína 

6xHis-HBx(1-154) resfriada a 4 
o
C voltou a apresentar valores próximos aos valores 

iniciais, podendo indicar que a proteína retornou à sua conformação inicial.  

No caso da proteína 6xHis-mini-HBx(19-142), os experimentos de dicroísmo 

circular em diferentes temperaturas mostraram que a proteína de fusão apresentou uma 

estabilidade térmica diferenciada da proteína 6xHis-HBx(1-154) (Figura 40). Com o 

aquecimento de 4 
o
C para 90 

o
C, o mínimo do espectro de CD da proteína 6xHis-mini-
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HBx(19-142) foi deslocado de 204 para 206 nm (Figura 41A) e, após o resfriamento de 

90 
o
C para 4 

o
C, o mínimo se manteve em torno de 206,5 nm (Figura 41B). 
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Figura 41 – Espectros de dicroísmo circular no UV distante de 10 µM da proteína de 

fusão 6xHis-mini-HBx(19-142) em água pH 6,0, durante o aquecimento de 4 
o
C a 90 

o
C 

(A) seguido de resfriamento de 70 
o
C a 4 

o
C (B). 
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A deconvolução dos espectros de CD da proteína 6xHis-mini-HBx(19-142) nas 

diferentes temperaturas mostrou uma pequena variação nos valores das porcentagens de 

estrutura secundária em alfa-hélice e folha beta antiparalela, sem haver uma alteração 

significativa no conteúdo de estrutura randômica (Tabela 23). 

 

Tabela 23 – Variação na estrutura secundária de 10 µM da proteína 6xHis-mini-HBx(19-

142) dialisada contra água pH 6,0 em algumas temperaturas. Os valores são dados em 
porcentagem (%), e o erro é de 6,39% para as medidas adquiridas de 205 a 260 nm. 
 

 

Temperatura 
 

Alfa-hélice 
Folha beta 

antiparalela 
Folha beta 

paralela 

 

Beta-turn 
Random 

coil 

4 oC 13,5 19,2 5,2 27,1 34,9 
25 oC 14,3 18,9 5,3 25,9 34,6 
50 oC 15,9 18,3 5,3 24,4 34,2 
90 oC 17,2 18,2 5,4 22,6 33,8 
50 oC 11,9 24,3 5,4 21,9 34,9 
25 oC 10,4 26,2 5,4 22,0 35,1 
4 oC 9,7 26,9 5,4 22,6 35,3 

 

Com o aquecimento de 4 
o
C para 90 

o
C, o valor de [θ]222 variou cerca de 2.000 

deg x cm2 x dmol-1
, mas não retornou ao valor inicial após o resfriamento a 4 oC (Figura 

41), como foi observado para a proteína 6xHis-HBx(1-154) (Figura 40). Além disso, o 

valor de [θ]min a 4 
o
C antes do aquecimento apresentou um valor de -15.900 deg x cm

2
 x 

dmol
-1

 (Figura 41A) enquanto que após o resfriamento passou a ser de –7.878 deg x cm2 

x dmol-1, a metade do valor de [θ]min inicial (Figura 41B). Este dado poderia sugerir que a 

proteína de fusão 6xHis-mini-HBx(19-142) alterou a sua estrutura secundária, agregando-

se durante o processo de aquecimento e resfriamento, uma vez que a porcentagem de 

estrutura secundária do tipo folha beta antiparalela variou de 19,2% a 26,9% após o 

processo de aquecimento a 90 
o
C seguido de resfriamento a 4 

o
C (Tabela 23). 

Para a proteína sem resíduos de cisteína, 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142), o 

aquecimento de 4 
o
C a 90 

o
C seguido de resfriamento a 4 

o
C não causou uma variação no 

valor do mínimo dos espectros de CD (Figura 42). Durante o aquecimento da proteína de 

fusão, o valor de [θ]222 variou cerca de 1.000 deg x cm
2
 x dmol

-1
 (Figura 42A), mas 

retornou a um valor próximo ao inicial após o resfriamento a 4 
o
C (Figura 42B), como foi 

observado para a proteína de fusão 6xHis-HBx(1-154) (Figura 40). 
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Figura 42 – Espectros de dicroísmo circular no UV distante de 10 µM da proteína de 

fusão 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142) em água pH 6,0, durante o aquecimento de 4 
o
C a 

90 
o
C (A) seguido de resfriamento de 70 

o
C a 4 

o
C (B). 
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O formato do espectro de CD sofreu uma alteração com o aquecimento da 

proteína 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142), com o aparecimento de uma banda em torno de 

225 nm (Figura 42A). Contudo, após o resfriamento de 70 
o
C a 4 

o
C, o formato do 

espectro de CD a 4 
o
C voltou a ser próximo ao espectro inicial, antes do aquecimento 

(Figura 42B). A deconvolução dos espectros de CD da proteína 6xHis-mini-HBx(-

Cys)(19-142) nas diferentes temperaturas mostrou que não houve uma alteração no 

conteúdo de estrutura secundária randômica (Tabela 24), assim como foi observado para 

as proteínas 6xHis-HBx (Tabela 22) e 6xHis-mini-HBx(19-142) (Tabela 23). 

 

Tabela 24 – Variação na estrutura secundária de 10 µM da proteína 6xHis-mini-HBx(-

Cys)(19-142) dialisada contra água pH 6,0 em algumas temperaturas. Os valores são 
dados em porcentagem (%), e o erro é de 6,39% para as medidas adquiridas de 205 a 260 
nm. 
 

 

Temperatura 
 

Alfa-hélice 
Folha beta 

antiparalela 
Folha beta 

paralela 

 

Beta-turn 
Random 

coil 

4 oC 7,2 29,6 5,2 24,6 35,6 
25 oC 7,9 28,8 5,3 24,2 35,5 
50 oC 8,5 28,3 5,3 23,1 35,4 
90 oC 8,3 29,2 5,3 22,0 35,1 
50 oC 7,6 29,8 5,3 23,2 35,4 
25 oC 7,2 30,6 5,3 23,3 35,5 
4 oC 6,6 31,4 5,2 19,4 35,3 

 

 

O experimento de estabilidade térmica realizado com a proteína de fusão 6xHis-

mini-HBx(-Cys)(19-142) (Figura 42) mostrou que as alterações na estrutura secundária 

da proteína foram reversíveis, sugerindo que a proteína parece ser relativamente estável à 

desnaturação térmica. No caso da proteína 6xHis-mini-HBx(19-142) (Figura 41), ocorreu 

uma “perda” da sua estrutura secundária (Tabela 23), diferentemente do que foi 

observado para as proteínas de fusão 6xHis-HBx(1-154) (Figura 40, Tabela 22) e 6xHis-

mini-HBx(-Cys)(19-142) (Figura 42, Tabela 24). 

 

4.9.4 A adição de TFE causou alterações estruturais na proteína HBx 

As proteínas de fusão 6xHis-HBx(1-154), 6xHis-mini-HBx(19-142) e 6xHis-

mini-HBx(-Cys)(19-142) dialisadas contra água pH 6,0 apresentaram uma estruturação 
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parcial e uma relativa estabilidade térmica, como mostraram os ensaios de dicroísmo 

circular. Com o intuito de avaliar se haveria um “ganho” de estrutura secundária do tipo 

alfa-hélice, as proteínas de fusão foram tituladas com concentrações crescentes de TFE, e 

os espectros de dicroísmo circular foram coletados. O TFE é utilizado como um co-

solvente para favorecer a formação de ligações de hidrogênio, causando alterações nas 

interações hidrofóbicas, e estabilizando as estruturas secundárias em alfa-hélice e beta-

turn (Buck, 1998; Gast et al., 1999). 

No caso da proteína 6xHis-HBx(1-154), observou-se uma mudança na estrutura 

secundária da proteína com a adição de concentrações crescentes de TFE, uma vez que os 

espectros de CD antes (linha preta) e depois da adição de 40% de TFE (linha azul) são 

diferentes (Figura 43A). Na presença de 40% de TFE, o espectro de CD apresentou duas 

bandas com mínimos em torno de ~210 e ~225 nm, valores próximos aos valores 

característicos de uma proteína contendo estrutura secundária do tipo alfa-hélice (208 e 

222 nm), enquanto que em água (0% TFE) observou-se apenas o mínimo em 210,5 nm. 

Além disso, o valor de [θ]222 variou cerca de ~4.500 deg x cm
2
 x dmol

-1
 na presença de 

40% de TFE em relação ao valor de [θ]222 para a proteína em água (Figura 43B). 

A deconvolução dos espectros de CD da proteína de fusão 6xHis-HBx(1-154) na 

presença de TFE mostrou que ocorreu um aumento da porcentagem de estrutura 

secundária do tipo alfa-hélice, com concomitante diminuição da porcentagem de estrutura 

do tipo folha beta antiparalela (Tabela 25). Contudo, a porcentagem de estrutura não 

definida (random coil) não foi alterada com a adição de TFE. 

 

Tabela 25 – Variação na estrutura secundária de 10 µM da proteína 6xHis-HBx(1-154) 

dialisada contra água pH 6,0 na presença de concentrações crescentes de TFE. Os valores 

são dados em porcentagem (%), e o erro é de 6,39% para as medidas adquiridas de 205 a 

260 nm. 
 

Adição de 
TFE 

 

Alfa-hélice 
Folha beta 

antiparalela 
Folha beta 

paralela 

 

Beta-turn 
Random 

coil 

0 % 5,2 38,4 5,3 19,5 34,9 
10 % 6,6 35,2 5,4 19,3 34,9 
20 % 9,2 30,4 5,5 19,1 34,9 
40 % 14,1 24,7 5,6 18,4 34,5 
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Figura 43 – A) Espectros de dicroísmo circular no UV distante a 25 
o
C da proteína de 

fusão 6xHis-HBx(1-154) na presença de concentrações crescentes de TFE. Cerca de 10 

µM da proteína dialisada contra água pH 6,0 foi diluída em diferentes concentrações de 

TFE e os espectros de dicroísmo circular foram coletados após 2 horas de incubação a 25 
o
C. B) Variação no valor de [θ]222 em função da concentração de TFE.�
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A adição de TFE à proteína 6xHis-mini-HBx(19-142) causou um “ganho” de 

estrutura secundária, com alteração dos formatos dos espectros de CD (Figura 44). Em 

água (0% TFE), o valor do mínimo do espectro de CD era de 202,5 nm (Figura 44A, 

linha preta), mas com a adição de TFE, dois mínimos apareceram em torno de 208 e 222 

nm, além de um máximo em torno de ~195 nm, valores característicos de proteínas 

contendo estrutura secundária em alfa-hélice (Figura 44A). 

O valor de [θ]222 variou de -6.258 deg x cm
2
 x dmol

-1
 (0% TFE) para -22.981 deg 

x cm
2
 x dmol

-1
 (40% TFE), evidenciando um aumento na estruturação secundária da 

proteína 6xHis-mini-HBx(19-142) (Figura 44B). A variação na estrutura secundária da 

proteína de fusão na presença de concentrações crescentes de TFE foi estimada pelo 

programa CDNN deconvolution, e os dados foram agrupados na tabela 26. 

 

Tabela 26 – Variação na estrutura secundária de 5 µM da proteína 6xHis-mini-HBx(19-

142) dialisada contra água pH 6,0 na presença de concentrações crescentes de TFE. Os 

valores são dados em porcentagem (%), e o erro é de 6,45% para as medidas adquiridas 

de 200 a 260 nm. 
 

Adição de 
TFE 

 

Alfa-hélice 
Folha beta 

antiparalela 
Folha beta 

paralela 

 

Beta-turn 
Random 

coil 

0 % 12,5 16,3 4,0 31,6 38,4 
5 % 14,3 16,2 4,3 28,7 37,2 
10 % 20,5 11,2 4,3 27,4 35,1 
20 % 43,4 4,6 4,4 20,0 27,0 
30 % 54,4 2,8 4,2 17,6 23,1 
40 % 63,0 1,6 3,8 15,8 19,0 
50 % 63,1 1,5 3,8 16,3 19,1 
80 % 69,9 1,1 3,7 13,6 16,1 

 

 

Os dados da tabela 26 mostraram que a adição de TFE à proteína 6xHis-mini-

HBx(19-142) promoveu uma maior estruturação da proteína, com o aumento da 

porcentagem de estrutura secundária em alfa-hélice, e concomitante diminuição das 

porcentagens de estrutura secundária em folha beta e não definida (random coil). 

Contudo, a partir da adição de 40% TFE não foram observadas alterações significativas 

nos espectros de CD (Figura 44). 
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Figura 44 – A) Espectros de dicroísmo circular no UV distante a 25 

o
C da proteína de 

fusão 6xHis-mini-HBx(19-142) na presença de concentrações crescentes de TFE. Cerca 

de 5 µM da proteína dialisada contra água pH 6,0 foi diluída em diferentes concentrações 

de TFE e os espectros de dicroísmo circular foram coletados após 2 horas de incubação a 
25 

o
C. B) Variação no valor de [θ]222 em função da concentração de TFE.�
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O “ganho” de estrutura secundária também foi observado para a proteína 6xHis-

mini-HBx(-Cys)(19-142) na presença de TFE. Com a adição de concentrações crescentes 

de TFE, os espectros de CD da proteína de fusão foram se modificando, com o 

deslocamento do mínimo de 200,5 nm (0% TFE) para 208 e 222 nm na presença de 10% 

TFE (Figura 45A). O valor de [θ]222 variou de -3.854 (0% TFE) para -14.110 deg x cm
2
 x 

dmol
-1

 na presença de 40% TFE (Figura 45B), evidenciando um aumento na estruturação 

em alfa-hélice da proteína de fusão 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142). As estimativas de 

porcentagem de estrutura secundária da proteína 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142) na 

presença de concentrações crescentes de TFE estão agrupadas na tabela 27. 

 

Tabela 27 – Variação na estrutura secundária de 5 µM da proteína 6xHis-mini-HBx(-

Cys)(19-142) dialisada contra água pH 6,0 na presença de concentrações crescentes de 

TFE. Os valores são dados em porcentagem (%), e o erro é de 6,2% para as medidas 

adquiridas de 195 a 260 nm. 
 

Adição de 
TFE 

 

Alfa-hélice 
Folha beta 

antiparalela 
Folha beta 

paralela 

 

Beta-turn 
Random 

coil 

0 % 8,9 23,6 3,9 26,9 38,2 
5 % 10,2 25,6 4,4 24,6 36,3 
10 % 17,0 16,3 4,7 24,9 36,5 
20 % 38,8 6,2 5,6 19,9 30,6 
30 % 45,9 4,0 5,4 18,8 28,7 
40 % 39,8 6,1 5,6 19,7 30,0 
50 % 41,0 5,3 5,4 19,9 30,6 
80 % 35,3 6,3 5,3 20,3 34,2 

 

Os dados da tabela 27 mostraram que a proteína 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142) 

apresentou um “ganho” de estrutura secundária em alfa-hélice com a adição de 

concentrações crescentes de TFE. Contudo, a estimativa de porcentagem de estrutura 

secundária não definida (random coil) ainda contribuiu com mais de 30% para a 

estruturação da proteína 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142), o que não foi observado para a 

proteína 6xHis-mini-HBx(19-142) (Tabela 26). A ausência de resíduos de cisteína na 

proteína 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142) poderia lhe conferir uma maior flexibilidade 

estrutural, favorecendo uma estruturação randômica (random coil), como foi observado 

nos espectros de CD da proteína de fusao 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142) dialisada 

contra diferentes tampões (Figura 36). 
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Figura 45 – A) Espectros de dicroísmo circular no UV distante a 25 

o
C da proteína de 

fusão 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142) na presença de concentrações crescentes de TFE. 

Cerca de 5 µM da proteína dialisada contra água pH 6,0 foi diluída em diferentes 

concentrações de TFE e os espectros de dicroísmo circular foram coletados após 2 horas 

de incubação a 25 
o
C. B) Variação no valor de [θ]222 em função da concentração de TFE. 
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4.9.5 A adição de SDS alterou a estrutura secundária da proteína HBx 

Com o intuito de averiguar se a adição de SDS poderia influenciar na estruturação 

secundária das proteínas de fusão 6xHis-HBx(1-154), 6xHis-mini-HBx(19-142) e 6xHis-

mini-HBx(-Cys)(19-142), foram adquiridos espectros de CD no UV distante a 25 
o
C das 

três proteínas dialisadas contra água e na presença de concentrações crescentes de SDS.  

Observou-se que a proteína 6xHis-HBx(1-154) alterou a sua estrutura secundária 

com a adição de SDS (Figura 46), uma vez que os espectros de CD foram se modificando 

com a adição do detergente, e o seu mínimo foi deslocado de 204,5 nm (sem SDS; linha 

preta) para 206 nm (na presença de 50 mM de SDS; linha lilás), e um máximo apareceu 

em torno de 195 nm. 
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Figura 46 – Espectros de dicroísmo circular no UV distante a 25 

o
C da proteína de fusão 

6xHis-HBx(1-154) na presença de concentrações crescentes de SDS. Cerca de 5 µM da 
proteína dialisada contra água pH 6,0 foi diluída em diferentes concentrações de SDS e 

os espectros de dicroísmo circular foram coletados após 2 horas de incubação a 25 
o
C.  

 

Utilizando-se o programa CDNN deconvolution foi possível estimar a 

porcentagem de estrutura secundária para cada um dos espectros de CD da proteína de 

fusão 6xHis-HBx(1-154) na presença de concentrações crescentes de SDS (Tabela 28). 

 



 107

Tabela 28 – Variação na estrutura secundária de 5 µM da proteína 6xHis-HBx(1-154) 

dialisada contra água pH 6,0 na presença de concentrações crescentes de SDS. Os valores 

são dados em porcentagem (%), e o erro é de 6,2% para as medidas adquiridas de 195 a 

260 nm. 
 

Adição de 
SDS 

 

Alfa-hélice 
Folha beta 

antiparalela 
Folha beta 

paralela 

 

Beta-turn 
Random 

coil 

0 mM 8,3 37,0 5,1 20,0 33,5 
5 mM 9,8 34,6 5,3 19,9 33,3 
10 mM 9,4 36,5 5,4 19,7 32,6 
20 mM 9,1 35,6 5,2 19,9 33,5 
50 mM 9,4 35,1 5,4 20,8 36,3 

 

 

Os dados da tabela 28 sugerem que ocorreu uma pequena alteração na estrutura 

secundária da proteína 6xHis-HBx(1-154) com a adição de SDS, pois não se observou 

uma diminuição da porcentagem de estrutura randômica (random coil). Comparando os 

valores das estimativas de porcentagem de estrutura secundária das tabelas 25 e 28, 

observou-se que a adição de TFE à proteína 6xHis-HBx(1-154) causou maiores 

alterações na porcentagem de estrutura secundária em alfa-hélice (Tabela 25) do que a 

adição de SDS (Tabela 28).  

No caso da proteína 6xHis-mini-HBx(19-142), a adição de SDS também causou 

uma sutil modificação na estrutura secundária da proteína de fusão. Com a adição de 

concentrações crescentes de SDS, ocorreu um aumento da intensidade do sinal dos 

espectros de CD da proteína 6xHis-mini-HBx(19-142), mas não houve um deslocamento 

do mínimo do espectro, que permaneceu em torno de 207,5-208 nm, tanto na ausência (0 

mM SDS, linha preta) como na presença de SDS (Figura 47). No entanto, o valor de 

[θ]222 variou de -2.654 deg x cm
2
 x dmol

-1
 (sem SDS) para -5.316 deg x cm

2
 x dmol

-1
 na 

presença de 10 mM de SDS (Figura 47).  

As estimativas de porcentagem de estrutura secundária da proteína de fusão 

6xHis-mini-HBx(19-142) na presença de concentrações crescentes de SDS foram 

agrupadas na tabela 29. 
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Figura 47 – Espectros de dicroísmo circular no UV distante a 25 
o
C da proteína de fusão 

6xHis-mini-HBx(19-142) na presença de concentrações crescentes de SDS. Cerca de 5 

µM da proteína dialisada contra água pH 6,0 foi diluída em diferentes concentrações de 

SDS e os espectros de dicroísmo circular foram coletados após 2 horas de incubação a 25 
o
C.  

 

 

Tabela 29 – Variação na estrutura secundária de 5 µM da proteína 6xHis-mini-HBx(19-

142) dialisada contra água pH 6,0 na presença de concentrações crescentes de SDS. Os 

valores são dados em porcentagem (%), e o erro é de 6,45% para as medidas adquiridas 

de 200 a 260 nm. 
 

Adição de 
SDS 

 

Alfa-hélice 
Folha beta 

antiparalela 
Folha beta 

paralela 

 

Beta-turn 
Random 

coil 

0 mM 11,5 29,8 5,6 19,4 35,1 
5 mM 15,7 23,2 5,6 19,0 34,1 
10 mM 16,8 23,5 5,8 17,6 33,3 
20 mM 16,2 22,8 5,6 18,9 34,0 
50 mM 15,2 24,0 5,6 18,7 34,0 

 

 

Os dados da tabela 29 sugerem que ocorreu uma alteração na estrutura secundária 

da proteína 6xHis-mini-HBx(19-142) com a adição de SDS, como foi observado pela 

variação no valor de [θ]222 na presença de SDS (Figura 47). Contudo, a estimativa da 
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porcentagem de estrutura secundária não definida (random coil) foi mantida em torno de 

~34%, independentemente da adição de concentrações crescentes de SDS, o que não foi 

observado com a adição de TFE à proteína 6xHis-mini-HBx(19-142) (Tabela 26).  

A adição de concentrações crescentes de SDS à proteína 6xHis-mini-HBx(-

Cys)(19-142) causou uma estruturação da proteína, com o deslocamento do mínimo do 

espectro de CD (Figura 48) de ~201 nm (0 mM SDS, linha preta) para 207 nm (50 mM 

SDS, linha lilás). A variação dos espectros de CD da proteína 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-

142) na presença de SDS (Figura 48) foi semelhante à que foi observada na presença de 

concentrações crescentes de TFE (Figura 45A). 
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Figura 48 – Espectros de dicroísmo circular no UV distante a 25 
o
C da proteína de fusão 

6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142) na presença de concentrações crescentes de SDS. Cerca 

de 5 µM da proteína dialisada contra água pH 6,0 foi diluída em diferentes concentrações 

de SDS e os espectros de dicroísmo circular foram coletados após 2 horas de incubação a 
25 

o
C.  

 

Observou-se também uma alteração no valor de [θ]222 na presença de 10 mM de 

SDS, que variou de -3.593 deg x cm
2
 x dmol

-1
 (0 mM SDS) para -7.297 deg x cm

2
 x 

dmol
-1

 na presença de 10 mM de SDS (Figura 48). As estimativas de porcentagem de 

estrutura secundária para cada um dos espectros de CD da proteína 6xHis-mini-HBx(-

Cys)(19-142) na presença de SDS foram agrupadas na tabela 30. 
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Tabela 30 – Variação na estrutura secundária de 5 µM da proteína 6xHis-mini-HBx(-

Cys)(19-142) dialisada contra água pH 6,0 na presença de concentrações crescentes de 

SDS. Os valores são dados em porcentagem (%), e o erro é de 6,2% para as medidas 

adquiridas de 195 a 260 nm. 
 

Adição de 
SDS 

 

Alfa-hélice 
Folha beta 

antiparalela 
Folha beta 

paralela 

 

Beta-turn 
Random 

coil 

0 mM 8,6 24,7 3,9 26,2 38,4 
5 mM 15,0 25,4 5,6 20,7 33,1 
10 mM 19,4 18,3 5,5 22,0 33,5 
20 mM 16,7 20,2 5,2 22,8 34,5 
50 mM 17,1 18,8 5,1 22,6 34,9 

 

 

Os dados da tabela 30 mostraram que a proteína 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142) 

alterou a sua estrutura secundária na presença de concentrações crescentes de SDS, mas a 

porcentagem de estrutura randômica ainda contribuiu com mais de 33% para o conteúdo 

de estrutura secundária da proteína de fusão. No entanto, apesar da adição 10 mM de 

SDS ter aumentado a porcentagem de alfa-hélice, a adição de concentrações crescentes 

de TFE à proteína 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142) foi capaz de induzir uma maior 

estruturação secundária em alfa-hélice (Tabela 27). 

 

4.9.6 A adição do oligonucleotídeo de RNA AU-38 alterou a estrutura secundária da 

proteína mini-HBx(19-142) 

A proteína de fusão 6xHis-mini-HBx(19-142) interagiu com diferentes 

oligonucleotídeos de RNA ricos em bases “AU” (Tabela 7) através de ensaios de UV 

cross-linking (Figura 24). Com o intuito de verificar se haveria alguma alteração na 

estrutura secundária da proteína na presença do oligonucleotídeo de RNA AU-38, foram 

coletados espectros de CD no UV distante a 25 
o
C da proteína 6xHis-mini-HBx(19-142) 

incubada com 0,5 pmol do oligonucleotídeo AU-38, em diferentes tempos (Figura 49). 

Observou-se uma variação nos espectros de CD da proteína 6xHis-mini-HBx(19-142) 

dialisada contra o tampão B (Tabela 8) na ausência do oligonucleotídeo AU-38 (0 min, 

linha preta, Figura 49) e na presença de AU-38 (linhas coloridas, Figura 49).  
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Figura 49 – Espectros de dicroísmo circular no UV distante a 25 

o
C da proteína de fusão 

6xHis-mini-HBx(19-142) na presença do oligonucleotídeo de RNA AU-38. Cerca de 15 

µM da proteína dialisada contra tampão B, foi incubada com de 0,5 pmol do 
oligonucleotídeo de RNA AU-38 e os espectros de dicroísmo circular foram coletados 

após 5, 25 e 45 minutos de incubação a 25 
o
C.  

�

Com a adição do oligonucleotídeo de RNA AU-38, a proteína 6xHis-mini-

HBx(19-142) alterou a sua estrutura secundária, com o deslocamento do mínimo da curva 

de 204 nm (sem AU-38) para 208 nm (após a adição de AU-38), e concomitante variação 

no valor de [θ]222 de –2920 (sem AU-38) para –5691 deg x cm2 x dmol-1 (Figura 49). As 

estimativas de porcentagem de estrutura secundária da proteína 6xHis-mini-HBx(19-142) 

na presença de AU-38 foram agrupadas na tabela 31. 

 

Tabela 31 – Variação na estrutura secundária de 15 µM da proteína 6xHis-mini-HBx(19-

142) dialisada contra o tampão B na presença de 0,5 pmol do oligonucleotídeo de RNA 

AU-38 em diferentes tempos de incubação. Os valores são dados em porcentagem (%), e 
o erro é de 6,39% para as medidas adquiridas de 205 a 260 nm. 
 

Tempo de 
incubação 

 

Alfa-hélice 
Folha beta 

antiparalela 
Folha beta 

paralela 

 

Beta-turn 
Random 

coil 

0 min 7,5 30,4 5,3 22,9 35,5 
5 min 12,8 24,1 5,5 20,5 34,5 
25 min 13,2 23,6 5,5 20,6 34,5 
45 min 13,1 23,4 5,5 20,9 34,5 
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Os dados da tabela 31 mostraram que ocorreu um aumento da porcentagem de 

estrutura secundária em alfa-hélice, com a incubação por 45 minutos da proteína 6xHis-

mini-HBx(19-142) com o oligonucleotídeo de RNA AU-38. No entanto, a porcentagem 

de estrutura não definida (random coil) foi mantida em torno de 34-35%, como foi 

observado para a adição de concentrações crescentes de SDS à proteína 6xHis-mini-

HBx(19-142) (Tabela 29). 

 

4.9.7 A adição de NaCl não alterou a estrutura secundária da proteína mini-HBx(-

Cys)(19-142) 

Com o intuito de averiguar se o aumento da força iônica poderia influenciar na 

estrutura secundária da proteína 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142), foram adquiridos 

espectros de CD no UV distante a 25
 o
C da proteína de fusão sem cisteínas na presença de 

concentrações crescentes de NaCl (Figura 50).  
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Figura 50 – Espectros de dicroísmo circular no UV distante a 25 

o
C da proteína de fusão 

6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142) na presença de concentrações crescentes de NaCl. Cerca 

de 5 µM da proteína dialisada contra água foi diluída em diferentes concentrações de 

NaCl e os espectros de dicroísmo circular foram coletados após 2 horas de incubação a 

25 
o
C. 
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Observou-se que a proteína 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142) dialisada contra água 

não alterou a sua estrutura secundária com a adição de NaCl, pois os espectros de CD 

pouco se modificaram com a adição de sal, com o deslocamento do mínimo do espectro 

de 201,5 nm (sem NaCl, linha preta) para 203 nm (na presença de 100 mM de NaCl, 

linha lilás) (Figura 50). As porcentagens estimadas de estrutura secundária para cada um 

dos espectros de dicroísmo circular da proteína 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142) na 

presença de concentrações crescentes de NaCl foram agrupadas na tabela 32. 

 

Tabela 32 – Variação na estrutura secundária de 5 µM da proteína 6xHis-mini-HBx(-

Cys)(19-142) dialisada contra água pH 6,0 na presença de concentrações crescentes de 

NaCl. Os valores são dados em porcentagem (%), e o erro é de 6,2% para as medidas 

adquiridas de 195-260 nm. 
 

Adição de 
NaCl 

 

Alfa-hélice 
Folha beta 

antiparalela 
Folha beta 

paralela 

 

Beta-turn 
Random 

coil 

0 mM 7,9 31,9 4,4 23,3 35,5 
10 mM 8,0 30,3 4,3 23,8 36,1 
25 mM 8,2 30,3 4,4 23,4 35,9 
50 mM 8,5 28,3 4,2 24,4 36,4 
75 mM 8,3 29,7 4,3 23,7 36,3 
100 mM 9,1 32,5 4,8 22,5 33,7 

 

 

Os dados da tabela 32 sugerem que não ocorreu uma alteração significativa na 

estrutura secundária da proteína 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142) com a adição de 

concentrações crescentes de NaCl, uma vez que as porcentagens de alfa-hélice e de folha 

beta variaram muito pouco na presença de 100 mM NaCl, assim como a porcentagem de 

estrutura não definida (random coil) (Tabela 32).  

 

4.10 Espectros de emissão de fluorescência 

As proteínas 6xHis-HBx(1-154), 6xHis-mini-HBx(19-142) e 6xHis-mini-HBx(-

Cys)(19-142) possuem um único resíduo de triptofano (Trp120) na sua estrutura primária. 

Este triptofano foi utilizado como uma sonda intrínseca de fluorescência, para 

acompanhar as variações nas estruturas terciárias das proteínas de fusão frente a 

diferentes condições experimentais (variação no tampão de diálise, pH, temperatura, 

concentração salina, adição de uréia, etc). Após a excitação do resíduo de triptofano a 
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295 nm, foram coletados os espectros de emissão de fluorescência a 25 
o
C das três 

proteínas dialisadas contra os diferentes tampões listados na tabela 8.  

No caso da proteína 6xHis-HBx(1-154), os espectros de emissão de fluorescência 

mostraram que o resíduo de triptofano estava parcialmente “enterrado” no núcleo 

hidrofóbico da proteína dialisada contra o tampão I (Figura 51). Contudo, para a proteína 

dialisada contra os tampões A e C, o máximo de emissão de fluorescência do triptofano 

deslocou-se para 341 nm (Tabela 33). Este resultado poderia indicar que a diálise 

seqüencial da proteína 6xHis-HBx(1-154) contra o tampão I possibilitou uma maior 

estruturação protéica, o que não foi observado para as diálises diretas da proteína de 

fusão contra os tampões A e C. 
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Figura 51 – Espectros de emissão de fluorescência a 25 

o
C de 2 µM da proteína 6xHis-

HBx(1-154) dialisada contra diferentes tampões.  

 

 

Tabela 33 – Dados de emissão de fluorescência a 25 
o
C de 2 µM da proteína 6xHis-

HBx(1-154) dialisada contra diferentes tampões. 
 

tampão de diálise Omáx emissão (nm) intensidade (u.a.) 
A 341 4,889 
C 341 3,341 
I 336 4,818 
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Para a proteína 6xHis-mini-HBx(19-142), os espectros de fluorescência 

mostraram que o valor do máximo de emissão de fluorescência do triptofano foi 

praticamente o mesmo, independentemente do tampão utilizado na diálise (Figura 52 e 

Tabela 34).  
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Figura 52 – Espectros de emissão de fluorescência a 25 
o
C de 2 µM da proteína 6xHis-

mini-HBx(19-142) dialisada contra diferentes tampões.  

 

 

Tabela 34 – Dados de emissão de fluorescência a 25 
o
C de 2 µM da proteína 6xHis-mini-

HBx(19-142) dialisada contra diferentes tampões. 
 

tampão de diálise Omáx emissão (nm) intensidade (u.a.) 
A 340 6,375 
C 340 4,006 
I 339 2,723 
J 337 2,642 

 

 

No caso dos espectros de fluorescência da proteína 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-

142), o resíduo de triptofano apresentou-se mais exposto ao solvente, independentemente 

do tampão utilizado na renaturação da proteína (Figura 53 e Tabela 35). 
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Figura 53 – Espectros de emissão de fluorescência a 25 

o
C de 2 µM da proteína 6xHis-

mini-HBx(-Cys)(19-142) dialisada contra diferentes tampões.  

 

 

Tabela 35 – Dados de emissão de fluorescência a 25 
o
C de 2 µM da proteína 6xHis-mini-

HBx(-Cys)(19-142) dialisada contra diferentes tampões. 
 

tampão de diálise Omáx emissão (nm) intensidade (u.a.) 
A 341 6,291 
C 343 7,465 
I 341 4,764 
J 341 5,991 

 

 

Após a excitação a 295 nm do único resíduo de triptofano das proteínas 6xHis-

HBx(1-154), 6xHis-mini-HBx(19-142) e 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142) que foram 

dialisadas contra água pH 6,0 (tampão A), os espectros de emissão de fluorescência de 2 

µM das proteínas foram coletados entre 310 e 430 nm (Figura 54). Em água, os valores 

do máximo de emissão de fluorescência das três proteínas indicaram que o resíduo de 

triptofano encontrava-se parcialmente “enterrado” no núcleo hidrofóbico das proteínas 

6xHis-HBx(1-154) e 6xHis-mini-HBx(19-142), e mais exposto na proteína 6xHis-mini-

HBx(-Cys)(19-142) (Figura 54, linhas contínuas). 
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Com a adição de uréia 6 M, as proteínas 6xHis-HBx(1-154), 6xHis-mini-HBx(19-

142) e 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142) foram desenoveladas, causando uma maior 

exposição do resíduo de triptofano ao solvente (Figura 54, linhas pontilhadas). Como 

conseqüência ao desenovelamento protéico, o máximo de emissão de fluorescência do 

resíduo de triptofano foi deslocado para ~350 nm, havendo um aumento da intensidade 

de emissão de fluorescência (Tabela 36). 
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Figura 54 – Espectros de emissão de fluorescência a 25 

o
C de 2 µM das proteínas de 

fusão 6xHis-HBx(1-154), 6xHis-mini-HBx(19-142) e 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142) 

em água pH 6,0, e na presença de uréia 6 M.  

 

 

Tabela 36 – Dados de emissão de fluorescência a 25 
o
C de 2 µM das proteínas 6xHis-

HBx(1-154), 6xHis-mini-HBx(19-142) e 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142) dialisadas 
contra água pH 6,0 e na presença de uréia 6 M. 
 

em água em água + uréia 6 M  

Proteína de fusão com 
6xHis- Omáx emissão 

(nm) 

intensidade 
(u.a.) 

Omáx emissão 
(nm) 

intensidade 

(u.a.) 

HBx(1-154) 338 4,985 349 6,211 
mini-HBx(19-142) 338 4,926 350 6,147 

mini-HBx(-Cys) (19-142) 342 4,834 348 4,694 
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Os dados da tabela 36 sugerem que as proteínas 6xHis-HBx(1-154), 6xHis-mini-

HBx(19-142) e 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142) apresentavam uma estruturação parcial 

em água uma vez que, após a adição de uréia 6 M, o máximo de emissão de fluorescência 

do resíduo de triptofano foi deslocado para maiores comprimentos de onda (“red shift”). 

Estes dados estão em concordância com os experimentos de CD realizados na ausência e 

presença de concentrações crescentes de uréia, onde foi observado que as três proteínas 

“perderam” a sua parcial estruturação secundária na presença de uréia 6 M (item 4.9.2). 

Com o intuito de comprovar a parcial estruturação das proteínas 6xHis-HBx(1-

154), 6xHis-mini-HBx(19-142) e 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142), foram realizados 

experimentos de emissão de fluorescência com o corante ANS. O ANS é uma molécula 

apolar que interage com as regiões hidrofóbicas das proteínas quando estas regiões estão 

“protegidas” da água. Após a excitação do ANS a 360 nm, os espectros de emissão de 

fluorescência foram coletados para as três proteínas em água pH 6,0 (tampão A), e na 

presença de 24 µM de ANS (Figura 55). 

No caso da proteína 6xHis-HBx(1-154) (Figura 55A), observou-se um aumento 

de sete vezes na intensidade de fluorescência da emissão do ANS com a interação deste 

com a proteína de fusão, quando comparada com a emissão do ANS em água. O valor do 

máximo de emissão de fluorescência do ANS foi deslocado para  menores comprimentos 

de onda (“blue shift”) na presença da proteína de fusão, passando de 520 nm para 482 nm 

(Tabela 37).  

Contudo, a adição do corante ANS às proteínas 6xHis-mini-HBx(19-142) (Figura 

55B) e 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142) (Figura 55C) causou um aumento de ~3,3 vezes 

na intensidade de emissão de fluorescência do corante ANS devido à sua interação com 

as regiões hidrofóbicas das proteínas parcialmente estruturadas em água. O valor do 

máximo de emissão de fluorescência do ANS foi deslocado de 519 nm (em água) para 

492 nm (na presença da proteína 6xHis-mini-HBx(19-142)), e de 518 nm (em água) para 

489 nm (na presença da proteína sem resíduos de cisteína, 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-

142)) (Tabela 37). 
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Figura 55 – Espectros de emissão de fluorescência a 25 
o
C de 2 µM das proteínas de 

fusão 6xHis-HBx(1-154) (A), 6xHis-mini-HBx(19-142) (B) e 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-

142) (C) dialisadas contra água pH 6,0, e na presença de 24 µM de ANS.  
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Tabela 37 – Dados de emissão de fluorescência a 25 
o
C de 2 µM das proteínas 6xHis-

HBx(1-154), 6xHis-mini-HBx(19-142) e 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142) dialisadas 
contra água pH 6,0 e na presença de 24 µM de ANS. 
 

ANS em água proteína em água proteína + ANS Proteína de 

fusão com 

6xHis- 
Omáx 
(nm) 

intensidade 
(u.a.) 

Omáx 
(nm) 

intensidade 
(u.a.) 

Omáx 
(nm) 

intensidade 
(u.a.) 

HBx (1-154) 520 0,817 473 0,213 482 5,777 
mini-HBx 
(19-142) 

 

519 
 

1,840 
 

480 
 

0,243 
 

492 
 

6,051 

mini-HBx 
(-Cys)(19-142) 

 

518 
 

1,187 
 

456 
 

0,042 
 

489 
 

4,008 

 

 

Os resultados obtidos com os ensaios de fluorescência com o corante ANS 

sugerem que as três proteínas de fusão encontravam-se parcialmente estruturadas em 

água, em concordância com os experimentos de dicroísmo circular realizados. A 

interação do corante apolar ANS com as regiões hidrofóbicas das proteínas de fusão foi 

possível devido à estruturação parcial destas, uma vez que em estruturas nativas o núcleo 

hidrofóbico das proteínas fica inacessível ao corante, e não seriam observadas as 

emissões de fluorescência desta molécula. 

Após a excitação a 280 nm, foi coletado o espectro de emissão de fluorescência 

da proteína 6xHis-mini-HBx(19-142) dialisada contra o tampão B, que apresentou um 

máximo de emissão em torno de ~340 nm (Figura 56). Na presença de uréia 8 M, a 

proteína 6xHis-mini-HBx(19-142) foi desnaturada, causando uma maior exposição do 

resíduo de triptofano ao solvente, com o conseqüente aumento da sua intensidade de 

emissão de fluorescência (Figura 56). 

Com a adição de concentrações crescentes de uréia à proteína 6xHis-mini-

HBx(19-142), observou-se um aumento do máximo de intensidade dos espectros de 

emissão de fluorescência, com o deslocamento do comprimento de onda de emissão de 

340 nm para ~350 nm na presença de uréia 8 M (Tabela 38). 
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Figura 56 – Espectros de emissão de fluorescência a 25 

o
C de 2 µM da proteína 6xHis-

mini-HBx(19-142) dialisada contra o tampão B e na presença de concentrações 

crescentes de uréia.  

 

 

Tabela 38 – Dados de emissão de fluorescência a 25 
o
C de 2 µM da proteína 6xHis-mini-

HBx(19-142) dialisada contra o tampão B e na presença de concentrações crescentes de 

uréia. 
 

concentração de uréia Omáx emissão (nm) intensidade (u.a.) 
0 M 339 5,772 
2 M 340 6,432 
4 M 344 6,607 
8 M 348 7,860 

 

 

Os espectros de emissão de fluorescência da proteína 6xHis-mini-HBx(19-142) 

dialisada seqüencialmente contra o tampão D mostraram que o resíduo de triptofano ficou 

menos exposto ao solvente aquoso, com a remoção da uréia durante as diálises 

seqüenciais (Figura 57). Os dados obtidos com os espectros de fluorescência da proteína 

6xHis-mini-HBx(19-142) dialisada seqüencialmente contra o tampão D foram agrupados 

na tabela 39. 
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Figura 57 – Espectros de emissão de fluorescência a 25 

o
C de 4 µM da proteína 6xHis-

mini-HBx(19-142) dialisada seqüencialmente contra o tampão D contendo concentrações 

decrescentes de uréia.  

 

 

Tabela 39 – Dados de emissão de fluorescência a 25 
o
C de 4 µM da proteína 6xHis-mini-

HBx(19-142) dialisada seqüencialmente contra o tampão D. 
 

concentração de uréia Omáx emissão (nm) intensidade (u.a.) 
8 M 343 6,100 
4 M 341 6,274 
2 M 341 6,298 
1 M 339 5,998 

0,1 M 339 6,058 
0 M 338 5,801 

 

 

Os dados da tabela 39 mostraram que a proteína adquiriu uma maior estruturação, 

durante o processo de diálise seqüencial, de modo que o resíduo de triptofano ficou 

menos exposto ao solvente, com o deslocamento do λmáx de emissão de fluorescência de 

343 nm (Figura 57, linha preta) para 338 nm (Figura 57, linha marrom). 

No caso da proteína 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142) dialisada contra água pH 6,0 

(tampão A), os espectros de emissão intrínseca de fluorescência foram coletados a 25 
o
C 
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e a 37 
o
C, após a excitação a 295 nm do resíduo de triptofano (Figura 58A). A variação 

da temperatura não influenciou o valor do máximo de emissão de fluorescência, mas a 

adição de 6 M Gdn-HCl causou o deslocamento do λmáx  de 343 para 348 nm (Tabela 40). 
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Figura 58 – Espectros de emissão de fluorescência a 25 
o
C e a 37 

o
C de 2 µM da proteína 

de fusão 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142) dialisada contra água pH 6,0 (A) e na presença 

de 100 mM NaCl (B).  
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Contudo, após a adição de 100 mM de NaCl à proteína de fusão, o resíduo de 

triptofano ficou mais “protegido” (Figura 58B), pois o λmáx  de emissão de fluorescência 

variou cerca de 5-6 nm para menores comprimentos de onda (“blue shift”) em 

comparação com o espectro de emissão de fluorescência da proteína em água (Figura 

58A).  

A variação da temperatura nos experimentos não causou uma variação no valor do 

λmáx de emissão de fluorescência do triptofano como foi mostrado na figura 58. Os dados 

obtidos dos espectros de emissão de fluorescência da proteína 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-

142) dialisada contra água pH 6,0 (tampão A) na presença de 100 mM de NaCl e de 6 M 

Gdn-HCl foram organizados na tabela 40. 

 

Tabela 40 – Dados de emissão de fluorescência a 25 
o
C e a 37 

o
C de 2 µM da proteína 

6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142) dialisada contra água pH 6,0, e na presença de 100 mM 

NaCl e de 6 M Gdn-HCl. 
 

emissão de fluorescência  

temperatura 
 

 

 

condição da amostra  
O max (nm) intensidade (u.a.) 

água pH 6,0 342 7,440 
 

25 oC 
+ 100 mM NaCl 336 10,284 

água pH 6,0 343 6,689 
 

37 oC 
+ 100 mM NaCl 338 8,316 

+ 6 M Gdn-HCl 348 4,461 
 

37 oC 
+ 100 mM NaCl + 6 M Gdn-HCl 349 5,865 

 

 

A adição de 6 M Gdn-HCl (Figura 58) causou a desnaturação da proteína 6xHis-

mini-HBx(-Cys)(19-142) e a exposição do resíduo de triptofano ao solvente aquoso. 

Desta forma, o λmáx  de emissão de fluorescência a 37 
o
C variou de 343 a 348 nm em água 

pura (Figura 58A), e de 338 nm para 349 nm na presença de 100 mM de NaCl (Figura 

58B). Os experimentos de dicroísmo circular e de emissão de fluorescência apresentaram 

uma certa coerência, e sugerem que a proteína de fusão 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142) 

encontrava-se parcialmente estruturada em solução aquosa. 
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4.11 Análise por Ressonância Magnética Nuclear 

Os experimentos de dicroísmo circular realizados com a proteína 6xHis-mini-

HBx(-Cys)(19-142) mostraram que a proteína adquiriu uma maior conteúdo de estrutura 

secundária em alfa-hélice na presença de concentrações crescentes de TFE (Figura 45, 

Tabela 27). Verificou-se também através dos espectros de CD e de fluorescência que a 

proteína de fusão apresentava uma estruturação parcial em água, e uma relativa 

estabilidade térmica. Como a proteína 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142) apresentou-se 

estável em solução aquosa e, devido à sua alta concentração (~400 µM), foi considerada a 

possibilidade de se determinar a estrutura da proteína de fusão através de técnicas de 

RMN.  

O espectro de 
1
H RMN unidimensional da proteína 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-

142) em solução aquosa a 25 
o
C (Figura 59) indicou que a amostra estava pura, sem 

contaminantes. Por outro lado, os sinais relativos aos prótons aromáticos e os NHs da 

cadeia lateral dos resíduos de aminoácidos apareceram entre 6,8 e 7,5 ppm, isolados dos 

prótons ligados ao nitrogênio da ligação peptídica, que apareceram entre 7,8 e 8,6 ppm.  

 

  9.0     8.0     7.0     6.0     5.0     4.0     3.0     2.0     1.0    0.0   

 

 

Figura 59 – Espectro de 
1
H RMN unidimensional de ~400 µM da proteína 6xHis-mini-

HBx(-Cys)(19-142) em água / 5% D2O, pH 6,0 a 25 
o
C.  

 



 126

 

A ausência de uma maior dispersão entre os sinais relativos aos prótons 

aromáticos, os NHs da cadeia lateral e os NHs da ligação peptídica pode indicar que a 

proteína não apresenta uma estruturação uniforme. Além disso, não foram observados 

sinais na região abaixo de zero ppm que são indicativos de uma proteína estruturada. 

Estes dados se mostraram coerentes com as análises obtidas através de espectroscopia de 

dicroísmo circular, uma vez que se observou um alto conteúdo de estrutura randômica 

para a proteína 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142) em água (Tabela 18). 

Como a proteína 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142) possui apenas um único resíduo 

de triptofano, observou-se um sinal em torno de 10 ppm relativo a este NH indólico. 

Ampliando-se o espectro de 
1
H RMN nesta região (dados não mostrados), observou-se 

que o sinal relativo ao único NH indólico apresentava-se duplicado, sugerindo que 

existem pelo menos duas populações de estruturas para a amostra de proteína 6xHis-

mini-HBx(-Cys)(19-142) em água pH 6,0.  

Como a adição de TFE à proteína 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142) promoveu um 

“ganho” de estrutura secundária em alfa-hélice (Tabela 27), de acordo com os 

experimentos de dicroísmo circular (Figura 45), resolveu-se adicionar 20% TFE-d3 à 

proteína em água para a aquisição de espectros de 
1
H RMN uni e bidimensionais. 

O espectro de 
1
H RMN unidimensional da proteína 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-

142) na presença de 20% TFE-d3 adquirido a 25 
o
C (Figura 60) indicou que a amostra 

estava pura. Entretanto, os sinais relativos aos prótons aromáticos e os NHs da cadeia 

lateral dos resíduos de aminoácidos apareceram entre 7,0 e 7,5 ppm, isolados dos prótons 

ligados ao nitrogênio da ligação peptídica, que apareceram entre 7,8 e 8,6 ppm, como foi 

observado no espectro de 
1
H RMN unidimensional da proteína 6xHis-mini-HBx(-

Cys)(19-142) em água (Figura 59). 

Como não foi observada uma maior dispersão entre os sinais relativos aos prótons 

aromáticos, os NHs da cadeia lateral e os NHs da ligação peptídica, a proteína deve estar 

parcialmente estruturada, mesmo na presença de 20% TFE (Figura 60). A ausência de 

sinais abaixo de zero ppm, e a pequena dispersão dos prótons poderiam ser o resultado de 

uma agregação protéica, em virtude de sua alta concentração (~330 µM). 
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Figura 60 – Espectro de 
1
H RMN unidimensional de ~330 µM da proteína 6xHis-mini-

HBx(-Cys)(19-142) em 20% TFE-d3 / 5% D2O, pH 6,0 a 25 
o
C.  

�

�

Apesar dos espectros 
1
H RMN unidimensionais adquiridos a 25 

o
C para a proteína 

6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142) terem mostrado que a proteína estava parcialmente 

estruturada em água (Figura 59) e na presença de 20% TFE (Figura 60), resolveu-se 

investigar se a variação da temperatura de aquisição do espectro e/ou a adição de sal (100 

mM NaCl) à amostra de proteína poderia alterar a sua estruturação, como sugerem os 

experimentos de dicroísmo circular (Figura 50) e de emissão intrínseca de fluorescência 

(Figura 58). Desta forma, preparou-se uma amostra da proteína 6xHis-mini-HBx(-

Cys)(19-142) em solução aquosa contendo 100 mM de NaCl, e os espectros de 
1
H RMN 

unidimensionais foram adquiridos variando-se a temperatura de 10 
o
C até 37 

o
C (Figura 

61). O valor do deslocamento químico da água foi ajustado conforme a fórmula indicada 

em material e métodos (item 3.6.4). 

A região dos espectros 
1
H RMN compreendida entre 6-10 ppm foi ampliada para 

a comparação dos sinais dos prótons aromáticos e amídicos (NH) da ligação peptídica 

(Figura 61). Conforme a temperatura foi aumentando, ocorreu uma sutil aproximação dos 

sinais dos prótons amídicos (8-8,5 ppm) dos prótons aromáticos e NH da cadeia lateral 

(6,8-7,4 ppm), o que poderia indicar uma alteração da estruturação protéica, mas a razão 
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sinal/ruído aumentou e os sinais perderam resolução quando o espectro foi adquirido a 37 

o
C.  

 

 

Figura 61 – Espectros de 
1
H RMN unidimensionais a 10 

o
C (A), 20 

o
C (B), 25 

o
C (C) e 

37 
o
C (D) de ~400 µM da proteína 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142) em água pH 6,0 

contendo 100 mM NaCl. Os deslocamentos químicos dos prótons estão indicados em 

ppm e foram referenciados de acordo com o sinal da água ajustado para cada 
temperatura. A região entre 6-10 ppm foi ampliada para a visualização dos sinais dos 

prótons aromáticos e NH da cadeia lateral (6,8-7,4 ppm) e os prótons ligados ao 

nitrogênio da ligação peptídica (8-8,5 ppm).�
 

 

Apesar dos espectros de 
1
H RMN unidimensionais adquiridos a 25 

o
C em água 

(Figura 59), ou em 20% TFE (Figura 60), ou na presença de 100 mM de NaCl em 

diferentes temperaturas (Figura 61), não terem mostrado uma boa dispersão na região dos 

prótons aromáticos e NH da cadeia lateral e na região do NH da ligação peptídica, foram 
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realizados experimentos de 
1
H RMN bidimensionais (TOCSY e NOESY). O TOCSY 

permite correlacionar os prótons que estão acoplados entre si, e separados por duas a três 

ligações covalentes, de modo que existem padrões únicos para determinados aminoácidos 

como a glicina, alanina, valina, leucina, isoleucina e treonina (Wüthrich, 1986).  

A região de impressão digital (que correlacionam os prótons NH-Hα) do espectro 

de 
1
H-TOCSY da proteína 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142) em água (Figura 62) mostrou 

uma aglomeração dos sinais relativos aos prótons. Como a proteína 6xHis-mini-HBx(-

Cys)(19-142) possui 145 resíduos, esperaria-se observar cerca de 135 sinais nesta região 

de impressão digital, uma vez que não são observados o 1o aminoácido (por ser lábil) e os 

9 resíduos de prolina (que não possui NH). Entretanto, pouco mais de 60 sinais são 

observados, o que não permite a atribuição dos prótons (Figura 62). 

 

 

 

Figura 62 – Região de impressão digital (NH-Hα) do espectro de 
1
H-TOCSY de ~400 

µM da proteína 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142) em água / 5% D2O, pH 6,0 a 25 
o
C.  
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O experimento 
1
H RMN bidimensional NOESY foi realizado para a proteína 

6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142), mas observou-se também uma grande aglomeração dos 

sinais relativos aos prótons, o que impede a atribuição dos sinais relativos a esse núcleo 

(Figura 63).  

 

 
 

Figura 63 – Região de impressão digital (NH-Hα) do espectro de 
1
H-NOESY de ~330 

µM da proteína 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142) em água / 5% D2O, pH 6,0 a 25 
o
C.  

 

 

Apesar do espectro de 
1
H RMN unidimensional da proteína 6xHis-mini-HBx(-

Cys)(19-142) em 20% TFE-d3 (Figura 60) não ter mostrado uma boa dispersão na região 

dos prótons aromáticos e NH da cadeia lateral e na região do NH da ligação peptídica, 

adquiriu-se um espectro de 
1
H-NOESY (Figura 64). A região de impressão digital do 

espectro de 
1
H-NOESY da proteína 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142) na presença de 20% 

TFE-d3 (Figura 64) mostrou que existe uma grande aglomeração dos sinais relativos aos 

prótons, o que impede a atribuição dos mesmos, assim como foi observado nos espectros 

de 
1
H-TOCSY (Figura 62) e de 

1
H-NOESY (Figura 63) da proteína de fusão em água. 
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Figura 64 – Região de impressão digital (NH-Hα) do espectro de 

1
H-NOESY de ~330 

µM da proteína 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142) em 20% TFE-d3 / 5% D2O, pH 6,0 a 25 
o
C.  

 

 

Apesar da proteína 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142) ser estável tanto em solução 

aquosa como na presença de 20% TFE, numa concentração favorável para a sua 

determinação estrutural através de técnicas de RMN, não foi possível adquirir espectros 

bidimensionais (TOCSY e/ou NOESY) que permitissem a atribuição dos prótons, uma 

vez os sinais relativos a esse núcleo estavam muito aglomerados.  

A aglomeração dos sinais observada poderia ser uma conseqüência de uma parcial 

estruturação da proteína de fusão 6xHis-mini-HBx(-Cys)(19-142) nas condições 

experimentais, e/ou de uma agregação protéica em virtude de sua alta concentração (300-

400 µM), concentração esta que é necessária para a aquisição dos espectros de RMN. 
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4.12 Modelagem molecular da proteína HBx por homologia 

Através do programa BLASTp foi possível encontrar uma proteína com estrutura 

tridimensional resolvida por cristalografia de raios-X, que apresentou 25% de identidade 

com o fragmento da proteína mini-HBx(-Cys)(7-91). A proteína lipoamida desidrogenase 

(LipDH) (código de acesso no PDB: 3lad) foi utilizada como “molde” para a construção 

do modelo do fragmento mini-HBx(-Cys)(7-91). A proteína LipDH pertence à família 

das dissulfeto oxidoredutases da qual também faz parte a enzima glutationa redutase, uma 

enzima ativa na forma dimérica que contém uma ponte de dissulfeto envolvida na catálise 

(Mattevi et al., 1991). 

O alinhamento da seqüência primária e da predição de estrutura secundária do 

fragmento mini-HBx(-Cys)(7-91) com a proteína “molde” LipDH foi manualmente 

refinado (Figura 65), e cinco modelos foram gerados utilizando-se o programa 

MODELLER. Os cinco modelos gerados para o fragmento mini-HBx(-Cys)(7-91) foram 

avaliados pelo pacote de programas PROCHECK, e apenas um modelo apresentou mais 

de 88% dos resíduos nas regiões mais favorecidas no gráfico de Ramachandran (Figura 

66). Outros parâmetros foram avaliados pelo PROCHECK (Figura 67) e o modelo da 

proteína foi visualizado pelo programa InsightII (Figura 68). 

 

 

Mini-HBx(-Cys):  7 SSGRPFSGSLGTLSSPSPSAVP-TDHGAHLSLRGLPVSAFSSAGPSALRF-TSARRMETTV 66  
         LipDH:388 ASGRAMAAN-DTAGFVKVIADAKTDRVLGVHVIGPSAAELVQQGAIAMEFGTSAEDLGMMV 447

  
Mini-HBx(-Cys): 67  NAHRMLPKVLHKRTLGLSAMSTTDL 91 
         LipDH: 448 FAHPALSEALHEAALAVSGHAIHVA 472 

 

 

Figura 65 - Alinhamento refinado manualmente das seqüências primárias do fragmento 

mini-HBx(-Cys)(7-91) e da proteína LipDH(388-472), indicando as regiões com estrutura 

secundária. Em vermelho estão representadas as regiões com estrutura secundária em 

alfa-hélice e, em azul, as regiões em folha beta. A identidade entre as seqüências 

primárias é de 25% e a similaridade é de 36%. 

�

�
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Figura 66 - Gráfico de Ramachandran que avalia a qualidade esteroquímica do modelo 

do fragmento mini-HBx(-Cys)(7-91) gerado através do programa MODELLER. Cerca de 

60 resíduos de aminoácidos (88,2%) estão nas regiões mais favorecidas, 8 resíduos 

(11,8%) estão nas regiões adicionais permitidas, e nenhum resíduo está nas regiões 

proibidas. O número total de resíduos de aminoácidos do modelo do fragmento mini-

HBx(-Cys)(7-91) é de 84. 

�

�

 

 

Figura 67 – Parâmetros das propriedades dos resíduos do modelo do fragmento mini-

HBx(-Cys)(7-91) gerado através do programa MODELLER e analisado pelo pacote de 

programas PROCHECK. A) Assinalamento da estrutura secundária do fragmento mini-

HBx(-Cys)(7-91), indicando as regiões de maior acessibilidade ao solvente (regiões azuis 

mais claras) e as mais “escondidas” (regiões azuis mais escuras). B) Detalhamento do 

gráfico de Ramachandran, indicando os resíduos localizados nas regiões mais favorecidas 

(triângulos azuis), regiões permitidas (quadrados verdes) e generosamente permitidas 

(retângulo lilás). 
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Figura 68 – Superfície de acessibilidade ao solvente e representação em fita do modelo 

do fragmento mini-HBx(-Cys)(7-91) gerado através do programa MODELLER e 

visualizado pelo programa InsightII. Em (A) está representado um lado da superfície 

acessível ao solvente, e em (B) a sua rotação em 180 graus no eixo y. Estão destacados os 

resíduos de fenilalanina (em amarelo), metionina (em vermelho), leucina e valina (em 

laranja).�
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A representação da superfície de contorno do modelo do fragmento da proteína 

mini-HBx(-Cys)(7-91) indicou que os resíduos das 3 fenilalaninas (em amarelo), das 11 

leucinas e 4 valinas (em laranja) e das 3 metioninas (em vermelho) encontravam-se 

próximos, formando uma superfície com caráter hidrofóbico (Figura 68). Através do 

programa WebLab Viewer foi possível visualizar a superfície eletrostática do modelo do 

fragmento mini-HBx(-Cys)(7-91), e observou-se que as cargas positivas (em azul) 

estavam distanciadas das cargas negativas (em vermelho) (Figura 69). 
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Figura 69 – Superfície eletrostática do modelo do fragmento mini-HBx(-Cys)(7-91) 

gerado através do programa MODELLER e visualizado pelo programa WebLab Viewer. 

Em (A) está representada superfície eletrostática do modelo gerado, mostrando as cargas 

positivas (em azul) e negativas (em vermelho). Em (B) a representação em fita do modelo 
do fragmento mini-HBx(-Cys)(7-91) inserido na superfície eletrostática.�
 

Os resíduos Ser2, Ser37 e Ser45 presentes na seqüência primária do fragmento 

mini-HBx(-Cys)(7-91) foram substituídos por resíduos de cisteína para gerar a seqüência 

primária do fragmento mini-HBx(7-91), e esta seqüência foi alinhada com a proteína 

LipDH(388-472). O alinhamento foi submetido ao programa MODELLER, que gerou 
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cinco modelos do fragmento mini-HBx(7-91) e, após avaliação pelo pacote de programas 

PROCHECK, apenas um modelo apresentou mais de 86% dos resíduos nas regiões mais 

favorecidas no gráfico de Ramachandran, e nenhum resíduo na região proibida (dados 

não mostrados). O modelo da proteína mini-HBx(7-91) foi visualizado pelo programa 

InsightII (Figura 70), e observou-se que os resíduos de fenilalanina, metionina, leucina e 

valina formam uma superfície hidrofóbica.  
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Figura 70 – Superfície de acessibilidade ao solvente e representação em fita do modelo 

do fragmento mini-HBx(7-91) gerado através do programa MODELLER e visualizado 

pelo programa InsightII. Em (A) está representado um lado da superfície acessível ao 

solvente e em (B) a sua rotação em 180 graus no eixo y. Estão destacadas as cisteínas (em 
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azul claro), fenilalaninas (em verde), metioninas (em azul royal), leucinas e valinas (em 
amarelo).�
 

Entretanto, observou-se que no modelo do fragmento mini-HBx(7-91) (Figura 70) 

os resíduos de cisteína (Cys2, Cys37 e Cys45) estavam orientados para fora, de modo que 

os resíduos de cisteína Cys37 e Cys45 encontravam-se na região de alfa-hélice (Figura 

70, em azul claro). Estes resíduos de cisteína poderiam formar pontes de dissulfeto com 

outros resíduos de cisteína presentes na outra parte da proteína HBx (que não está 

presente no modelo gerado), ou com outros resíduos de cisteína de outras proteínas, 

formando dímeros, trímeros ou oligômeros.  

Os resíduos de cisteína Cys2, Cys37 e Cys45 presentes no fragmento mini-

HBx(7-91) correspondem aos resíduos Cys26, Cys61 e Cys69 da proteína HBx(1-154) 

completa. É interessante notar que, além de estarem numa região do modelo que 

apresenta estrutura secundária em alfa-hélice, os resíduos Cys61 e Cys69 são 

conservados em várias proteínas HBx de vários hepadnavírus que infectam mamíferos 

(Gupta et al., 1995). 

Os fragmentos mini-HBx(-Cys)(7-91) e mini-HBx(7-91) que foram modelados a 

partir da proteína LipDH(388-472) compreendem os resíduos de aminoácidos 25 a 108 da 

proteína HBx(1-154) completa. Como estes resíduos estão contidos na região responsável 

pela atividade de trans-ativação da proteína HBx (Kumar et al., 1996), sua localização 

topológica nos modelos gerados poderia fornecer um embasamento para o fato da 

proteína HBx interagir com uma grande variedade de proteínas celulares, seja através da 

formação de pontes de dissulfeto, ou através do contato com as variadas proteínas através 

de sua superfície hidrofóbica. 
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5. DISCUSSÃO 

A proteína HBx possui 154 resíduos de aminoácidos, peso molecular de ~17 kDa, 

e é sintetizada na célula hepática durante o processo de infecção viral (Chen et al., 1993; 

Zoulim et al., 1994). Algumas evidências indicam que a HBx está relacionada com o 

desenvolvimento do câncer de fígado, uma vez que os camundongos transgênicos para 

HBx apresentam uma suscetibilidade extremamente alta para o desenvolvimento de 

tumores: cerca de 75% dos animais HBx-transgênicos desenvolvem o câncer de fígado 

(Kim et al., 1991). Esta descoberta está de acordo com os dados epidemiológicos, 

confirmando a existência de uma forte relação entre a infecção pelo HBV e o 

aparecimento de tumores no fígado (Hohne et al., 1990; Koike, 2002). Tais dados 

enfatizam uma função crucial da proteína HBx no estabelecimento do câncer hepático. 

Apesar de não se conhecer o papel exato da proteína HBx no desenvolvimento do 

câncer de fígado, vários efeitos em diferentes níveis de ativação gênica têm sido 

propostos para o mecanismo de ação da proteína HBx, por diferentes pesquisadores. Das 

hipóteses descritas, incluem-se a ativação citoplasmática ligada às vias de sinalização 

celular: os pontos de controle (“checkpoints”) do ciclo celular (Benn & Schneider, 1995), 

a via do fator de transcrição AP-1 (Benn et al.,1996), a via de sinalização de Ras, Raf, 

MAP quinases (Benn & Schneider, 1994) e Jak1-STAT (Lee & Yun, 1998), a transcrição 

por NF-κB dependente (Chirilo et al., 1996), os inibidores citoplasmáticos de proteínas 

relacionadas a Rel (Su & Schneider, 1996), a ativação de quinases de proteínas C (Kekulé 

et al., 1993). Entretanto, os experimentos com transfecção transiente estabeleceram que a 

HBx pode trans-ativar os seguintes promotores e enhancers virais e celulares: AP-1, AP-

2, ATF, c/EBP, sítios de ligação de NF-κB, c-fos, c-jun e Il-8, as longas repetições 

terminais do HIV-1, o vírus do sarcoma de Rous e, finalmente, o próprio enhancer I do 

HBV (Yen, 1996; Murakami, 1999). Dessa forma, as interferências simultâneas em 

processos celulares provocadas pela proteína HBx sugerem que a sua expressão confere 

vantagens para a replicação do HBV e para a proliferação celular.  

Vários estudos mostraram que a proteína HBx possui um caráter regulatório 

multifuncional, e pode ser encontrada tanto no citoplasma como no núcleo das células 

hepáticas (Henkler et al., 2001). Devido à sua ampla distribuição celular, a proteína HBx 

pode afetar a replicação e proliferação virais, direta ou indiretamente (Hildt et al, 1996), 
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interferir nos diversos processos de sinalização no citoplasma das células hepáticas (Noh 

et al., 2004), e modular a transcrição no núcleo (Lin et al., 1997; Wang & Johnson, 

1997), o que poderia levar à apotose (Papakyriakou et al., 2002; Tanaka et al., 2004) ou 

contribuir para a carcinogênese (Murakami, 1999; Koike et al., 2004).  

Como a proteína HBx não possui um domínio de ligação ao DNA de fita dupla, 

especula-se que as alterações celulares causadas pela HBx ocorram através de interações 

proteína-proteína (Murakami, 1999; Choi et al., 2004). Contudo, foi mostrado que a 

proteína HBx é capaz de interagir in vitro com o DNA de fita simples (Qadri et al., 1996) 

e com o RNA (Rui et al., 2001) de uma maneira específica. Nossos estudos mostraram 

que a região C-terminal (80-142) da proteína HBx foi capaz de interagir mais fortemente 

com o oligonucleotídeo de RNA AU-38 do que a sua parte N-terminal (5-78) (Rui et al., 

2001). Com o intuito de mapear a especificidade de ligação da região C-terminal (80-

142) da proteína HBx ao RNA, realizamos neste trabalho alguns ensaios de retardamento 

da mobilidade eletroforética, e os resultados mostraram que a proteína HBx foi capaz de 

interagir com seqüências de RNA ricas em bases “A”, “U” e “AU”, com tamanho 

superior a 21-mer.  

As seqüências ricas em bases “AU” são encontradas freqüentemente nas regiões 

3´ não traduzidas de determinados mRNAs que codificam proto-oncogenes (c-myc, c-fos) 

e que são degradados rapidamente (Jones & Cole, 1987; Zhang et al., 1993). Estudos in 

vitro mostraram que a ligação do fator celular AUF1 na região 3´ do mRNA é um sinal 

que inicia a degradação destes mRNAs, que são rapidamente reciclados (Brewer, 1991; 

Sirenko et al., 1997; Moraes et al., 2003). Nossos estudos in vitro mostraram que a 

proteína HBx foi capaz de se ligar com alta especificidade a um oligonucleotídeo de 

RNA rico em seqüências “AU”, e competiu com o fator celular AUF1 pela ligação ao 

oligonucleotídeo de RNA rico em AU (AU-38) (Rui et al., 2001). Se a proteína HBx 

competiu com o fator celular AUF1 pela ligação ao RNA in vitro, especulamos se o 

mesmo poderia ocorrer in vivo, e realizamos ensaios de cinética da taxa de degradação de 

mRNAs em cultura de células HeLa.  

Neste trabalho, a estabilização de mRNAs dos proto-oncogenes c-fos e c-myc foi 

monitorada através de estudos cinéticos da taxa da degradação de mRNAs, na ausência e 

na presença da proteína HBx, através de Northern blot. Os resultados mostraram que 
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houve uma leve estabilização dos níveis de mRNAs dos proto-oncogenes c-fos e c-myc 

na presença da proteína HBx. Em concordância com os resultados obtidos com os 

experimentos de competição de HBx com o fator celular AUF1 pelo sítio de ligação ao 

RNA, os experimentos de Northern blot poderiam sugerir que a proteína HBx causaria 

uma alteração nos níveis celulares dos proto-oncogenes c-fos e c-myc, com a 

estabilização de seus mRNAs e, assim, poderia aumentar a probabilidade de uma 

transformação celular que levaria ao desenvolvimento do câncer de fígado. Em suma, a 

expressão da proteína HBx em células humanas poderia causar a ligação da proteína HBx 

a estes mRNAs ricos em seqüências “AU”, e a substituição do fator celular AUF1. Essa 

substituição poderia causar a estabilização indireta de determinados mRNAs de proto-

oncogenes, contribuindo para o fenótipo transformador da proteína HBx. 

Além de causar uma sutil estabilização nos níveis de mRNAs dos proto-

oncogenes c-fos e c-myc em cultura de células HeLa, observou-se que a proteína HBx 

interferiu no crescimento e na viabilidade celulares. Os ensaios de monitoramento do 

crescimento de células HeLa mostraram que na presença da proteína HBx houve um 

aumento de 1,5 vezes no crescimento celular após 70 horas, em comparação com as 

células HeLa que não expressavam a proteína HBx. Além disso, a proteína HBx 

interferiu na viabilidade celular, uma vez que a linhagem de células HeLa que expressava 

a proteína HBx apresentou uma maior porcentagem de células viáveis no decorrer do 

tempo. Um resultado semelhante foi obtido com células Chang transfectadas com o 

plasmídeo expressando a proteína HBx ou não, e observou-se um maior crescimento 

celular na linhagem de células Chang que expressava a proteína HBx (Wang et al., 2004). 

Com o intuito de obter proteína HBx(1-154) em grandes quantidades para os 

ensaios estruturais, foram feitas tentativas de expressão em sistemas eucarióticos (células 

de inseto Sf9, leveduras P. pastoris) e procarióticos (bactérias E. coli). Entretanto, os 

testes de expressão mostraram que a proteína HBx(1-154) foi expressa em grandes 

quantidades na forma de agregados insolúveis (corpos de inclusão) em E. coli, como 

descrito anteriormente por outros pesquisadores (Jameel et al., 1990; Marczinovits et al., 

1997). 

Na tentativa de aumentar a solubilidade da proteína HBx(1-154), alguns resíduos 

hidrofóbicos das porções N e C-terminal foram cortados, originando a deleção mini-



 141

HBx(19-142), sem comprometer a função trans-ativadora da proteína HBx, que 

compreende os resíduos 58-140 (Kumar et al., 1996). Contudo, não foi observado um 

aumento da solubilidade da proteína truncada mini-HBx(19-142) que foi expressa em E. 

coli, talvez por causa da formação incorreta das pontes de dissulfeto intra e inter-

moleculares (Rui et al., 2001; Moura et al., 2005). Com o intuito de evitar a formação de 

pontes de dissulfeto intra-moleculares e, assim, favorecer uma maior solubilidade da 

proteína HBx, os cinco resíduos de cisteína da proteína mini-HBx(19-142) foram 

substituídos por resíduos de serina, através de técnicas de mutagênese sítio-dirigida. 

Contudo, as proteínas mutantes Cys/Ser mini-HBx(19-142) também foram 

expressas em E. coli na forma de corpos de inclusão. Após renaturação através de diálises 

consecutivas, as proteínas mutantes Cys/Ser mini-HBx(19-142) foram utilizadas nos 

ensaios de interação com o oligonucleotídeo de RNA AU-38 através de UV cross-linking. 

Os resultados mostraram que a ausência dos resíduos de cisteína da proteína HBx não 

interferiu na sua ligação com o RNA, e resolveu-se investigar se o mesmo poderia 

ocorrer na interação entre HBx e outras proteínas. 

Para verificar se os resíduos de cisteína seriam importantes para a interação de 

HBx com outras proteínas, escolheu-se estudar a interação de HBx com a proteína 

supressora de tumor p53, uma vez que esta última possui um papel importante na 

regulação do ciclo celular, nos mecanismos de apoptose e reparo de DNA (Wang & 

Harris, 1996). Além disso, a interação entre HBx e p53 tem sido extensivamente estudada 

por vários pesquisadores, de modo que a proteína HBx pode causar efeitos inibitórios 

(Wang et al., 1994) e estimulatórios (Ahn et al., 2002) sobre a função de p53 e, assim, 

promover a transformação celular que levaria ao desenvolvimento do câncer de fígado 

(Takada et al., 1995; Wang et al., 1995). 

Através de um ensaio de co-precipitação in vitro (pull down), observou-se que a 

ausência dos resíduos de cisteína na proteína HBx não interferiu na ligação desta com a 

proteína humana p53 (Moura et al., 2005). Além disso, a ausência dos resíduos de 

cisteína na proteína HBx também não interferiu na ativação do gene repórter dependente 

da ativação do promotor alvo para a proteína humana p53, em sistema de mono-híbrido 

em levedura (Moura et al., 2005). Em suma, os resíduos de cisteína da proteína HBx não 
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influenciaram na sua ligação com o RNA, nem tampouco na sua interação com a proteína 

humana p53. 

Apesar de não ter uma função definida, estudos mostraram que a proteína HBx é 

um potente trans-ativador celular (Caselmann, 1996), e apresenta um domínio de 

regulação negativa (trans-repressão) na região N-terminal (Misra et al., 2004) e um 

domínio de trans-ativação na região C-terminal (Chen & Oon, 1999). Entretanto, apesar 

de ser extensivamente estudada, a estrutura tridimensional da proteína HBx ainda não foi 

resolvida. Com o intuito de obter dados estruturais sobre a proteína HBx, várias técnicas 

espectroscópicas foram utilizadas neste trabalho, como o dicroísmo circular (CD), a 

emissão de fluorescência, e a ressonância magnética nuclear (RMN). 

Os experimentos de CD realizados com a proteína HBx dialisada contra diferentes 

tampões mostraram que a composição do tampão interferiu na estruturação secundária da 

proteína HBx, uma vez que a estrutura de um polipeptídeo é determinada pelas interações 

locais entre os resíduos de aminoácidos e pela interação destes com as moléculas do 

solvente (Damaschun et al., 1999). Dependendo das condições experimentais, diferentes 

conformações podem ser favorecidas, como no caso da proteína responsável pela doença 

do Príon, uma proteína que apresenta uma plasticidade estrutural e que pode adquirir uma 

estruturação em alfa-hélices ou folhas beta (Harrison et al., 1997). 

A análise por dicroísmo circular no UV distante mostrou que a proteína HBx 

estava parcialmente estruturada em solução aquosa, uma vez que esta estruturação parcial 

foi “perdida” na presença de uréia 6 M. Entretanto, a proteína HBx apresentou um grande 

conteúdo de estrutura randômica (random coil), independentemente das condições 

experimentais. Além disso, a proteína HBx apresentou uma relativa estabilidade térmica, 

e uma tendência à estruturação secundária em alfa-hélice na presença de concentrações 

crescentes de TFE e do oligonucleotídeo de RNA AU-38.  

Contudo, apesar dos ensaios de CD terem mostrado que a proteína HBx poderia 

adquirir uma estruturação secundária em alfa-hélice na presença de 20% de TFE, os 

espectros de 
1
H RMN uni e bidimensionais coletados na presença de TFE não se 

mostraram diferentes daqueles coletados para a amostra dialisada contra água. Nas duas 

condições, os espectros unidimensionais não apresentaram uma grande dispersão nos 

sinais relativos aos prótons amídicos, e os espectros bidimensionais de 1H TOCSY e 1H 
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NOESY mostraram uma grande aglomeração dos sinais relativos aos prótons, sugerindo 

que a proteína HBx encontrava-se pouco estruturada e/ou agregada nas condições 

experimentais. 

Os espectros de emissão intrínseca de fluorescência da proteína HBx, em conjunto 

com os resultados de CD, mostraram que o resíduo de triptofano ficou mais exposto ao 

solvente na presença de uréia 6 M, sugerindo que a proteína HBx apresentava uma 

estruturação parcial em solução aquosa. Além disso, observou-se uma maior emissão de 

fluorescência do ANS na presença da proteína HBx, corroborando o fato de que a 

proteína HBx estava parcialmente estruturada em solução aquosa, uma vez que o ANS é 

um composto apolar que interage somente com as regiões hidrofóbicas das proteínas que 

se encontram parcialmente estruturadas em solução (Uversky, 2002). 

Em suma, os experimentos de CD, fluorescência e RMN sugerem que a proteína 

HBx apresentava uma estruturação parcial em solução, mas apresentou uma alteração 

conformacional dependente das condições experimentais. Este fato poderia sugerir que a 

proteína HBx possui uma certa “plasticidade” estrutural, como a que é observada em 

várias proteínas intrinsecamente desestruturadas em solução que possuem importantes 

funções regulatórias (Dyson & Wright, 2005). 

São muitos os exemplos de proteínas e domínios de proteínas que não possuem 

uma estrutura enovelada em condições fisiológicas, mas apresentam uma conformação 

altamente flexível e randômica que adquire uma estruturação rígida na presença de um 

ligante ou substrato (DNA, RNA, proteínas, etc), como no caso da proteína supressora de 

tumor p53 (Dyson & Wright, 2002; Tompa, 2002). O domínio de trans-ativação da 

proteína p53 é intrinsecamente desestruturado em solução, e adquire uma estruturação 

após a sua interação com a onco-proteína MDM2, com o enovelamento de uma estrutura 

randômica para uma estrutura helicoidal (Kussie et al., 1996). 

As proteínas intrinsecamente desestruturadas assemelham-se a proteínas 

globulares desnaturadas, e podem apresentar extensas regiões desestruturadas (30-40 

resíduos de aminoácidos) ou serem totalmente desestruturadas (natively unfolded), com 

nenhuma ou alguma estrutura secundária (molten globule) (Fink, 2005). Em geral, a 

estrutura primária de uma proteína intrinsecamente desestruturada apresenta um número 



 144

reduzido de aminoácidos hidrofóbicos e uma grande proporção de aminoácidos 

carregados (Uversky, 2002; Dyson & Wright, 2005; Fink, 2005). 

Analisando a seqüência de aminoácidos da proteína HBx completa, observou-se a 

presença de 22 cargas localizadas em 72 resíduos da porção C-terminal da proteína 

HBx(1-154), e um pequeno número de aminoácidos hidrofóbicos. Uma alta concentração 

de cargas pode causar a repulsão das mesmas, e a ausência de resíduos hidrofóbicos 

impede o colapso hidrofóbico que levaria ao enovelamento protéico (Dyson & Wright, 

2005), conferindo uma estrutura estendida à proteína HBx. Os experimentos de CD no 

UV distante corroboram com este fato, uma vez que um grande conteúdo de estrutura 

randômica foi observado para a proteína HBx, e a sua estabilidade térmica poderia ser 

uma conseqüência da sua flexibilidade estrutural em função da ausência de uma estrutura 

rígida e compacta. A flexibilidade estrutural interfere na dispersão dos sinais dos prótons 

amídicos nos espectros unidimensionais de 1H RMN, como foi observado para a proteína 

HBx. 

Apesar de apresentarem uma alta flexibilidade intra-molecular e um baixo 

conteúdo de estrutura secundária, as proteínas intrinsecamente desestruturadas 

apresentam uma certa organização nas suas estruturas primárias, secundárias e terciárias, 

e esta organização pode ser correlacionada com as suas variadas funções. Mais de 30 

funções regulatórias têm sido atribuídas às proteínas intrinsecamente desestruturadas, 

incluindo os processos de transcrição, tradução, transdução de sinal e regulação do ciclo 

celular (Tompa, 2002; Dyson & Wright, 2005; Fink, 2005).  

A ausência de uma estrutura rígida nas proteínas pode lhes conferir vantagens 

funcionais, incluindo a habilidade de interagir com diferentes ligantes, uma vez que a 

estrutura estendida é preservada durante a formação do complexo protéico com um dos 

ligantes, permitindo o contato simultâneo com outros ligantes (Tompa, 2002). Contudo, a 

presença de regiões desestruturadas nas proteínas pode facilitar a sua rápida degradação, 

uma vez que a flexibilidade protéica pode causar a exposição dos sítios acessíveis à 

degradação proteolítica, que podem estar localizados nas regiões que apresentam uma 

conformação estendida (Fink, 2005). Por outro lado, as proteínas intrinsecamente 

desestruturadas podem ser reguladas in vivo através de sua degradação proteolítica, ou 
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moduladas através de fosforilação ou de outras modificações pós-traducionais (Wright & 

Dyson, 1999). 

Após a interação de uma proteína intrinsecamente desestruturada com o seu 

ligante (proteína, ácido nucléico, membrana, etc), as regiões desestruturadas sofrem uma 

transição para estruturas mais ordenadas, ou se enovelam em estruturas secundárias e 

terciárias mais estáveis, havendo um acoplamento dos processos de ligação e 

enovelamento (Wright & Dyson, 1999; Dyson & Wright, 2002). Dessa forma, as 

proteínas intrinsecamente desestruturadas podem adotar diferentes conformações frente a 

diferentes estímulos ou ligantes, o que permite uma interação com vários alvos, e essa 

“promiscuidade” protéica possibilita um comportamento plástico em resposta às 

necessidades celulares (Wright & Dyson, 1999; Tompa, 2002). 

Neste contexto, a proteína HBx poderia ser considerada uma proteína 

intrinsecamente desestruturada, levando-se em conta a presença de cargas na sua 

estrutura primária, a falta de uma estruturação secundária (observada através dos ensaios 

espectroscópicos), além da interação de HBx com diversas proteínas celulares e com 

ácidos nucléicos, e conseqüente modulação de vários processos celulares como a 

transcrição, transdução de sinal e regulação do ciclo celular. Além disso, os ensaios de 

CD mostraram que a proteína HBx alterou a sua estrutura secundária na presença do 

oligonucleotídeo de RNA rico em seqüências “AU” (AU-38), um provável ligante da 

proteína HBx in vitro e in vivo, como mostraram os ensaios de retardamento da 

mobilidade eletroforética e os ensaios de cinética da taxa de degradação de mRNAs em 

cultura de células HeLa. 

Sabe-se que a proteína HBx é essencial nos estágios iniciais da infecção pelo 

HBV, assim como pelo rápido estabelecimento da infecção viral in vivo (Zoulim et al., 

1994), e a sua contínua expressão nos hepatócitos poderia ser responsável pela 

transformação celular que leva à cirrose, e ao desenvolvimento do câncer de fígado 

(Arbuthnot et al., 2000; Murakami, 2001). Contudo, a proteína HBx é expressa em baixas 

concentrações nas células hepáticas, o que torna difícil a sua detecção no fígado que foi 

infectado pelo HBV (Urban et al., 1997), provavelmente devido ao seu alto turnover, em 

conseqüência às suas regiões desestruturadas que podem interagir com a maquinaria de 

degradação do proteassomo (Hu et al., 1999). 
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Como no caso de muitos processos de sinalização e de transcrição, as 

concentrações celulares das proteínas regulatórias e de suas proteínas-alvo são baixas, de 

modo que a interação entre ambas poderia ser afetada se a proteína regulatória possuísse 

uma estrutura rígida, com restrições conformacionais. Apesar de sua baixa concentração, 

a proteína regulatória, parcialmente ou totalmente desenovelada, poderia inicialmente 

interagir muito fracamente com o seu alvo e, num segundo momento, poderia se enovelar 

e interagir mais fortemente com a proteína-alvo, de acordo com o mecanismo do tipo “fly 

casting” proposto por Schoemaker e colaboradores (Schoemaker et al., 2000).  

Em suma, a flexibilidade estrutural inerente à proteína HBx favoreceria alterações 

globais ou locais na sua estrutura, em resposta a diferentes proteínas-alvo, o que poderia 

explicar a interação de HBx com várias proteínas celulares. A interação de HBx com 

diversas proteínas poderia causar interferências simultâneas em diversos processos 

celulares, desde a regulação da transcrição, processos de sinalização até os mecanismos 

de apoptose e de reparo de DNA, que podem levar ao desenvolvimento do câncer de 

fígado (Murakami, 1999; Anthony, 2001). 
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6. CONCLUSÕES 

 

• As proteínas HBx em fusão com a cauda de poli-histidina foram expressas em corpos 

de inclusão, na fração insolúvel do lisado bacteriano (E. coli), independentemente das 

condições de indução, enquanto que as proteínas GST, GST-HBx e GST-p53 foram 

expressas e purificadas da fração solúvel do lisado bacteriano; 

• Através de experimentos de EMSA e UV cross-linking verificou-se que as proteínas 

HBx interagiram com os oligonucleotídeos de RNA ricos em bases “A”, “U” e “AU”; 

• Observou-se que os resíduos de cisteína da proteína HBx não foram necessários para 

a sua interação com o oligonucleotídeo de RNA AU-38, através de UV cross-linking; 

• A proteína humana p53 interagiu com a proteína HBx contendo resíduos de cisteína 

ou não, num ensaio de co-precipitação in vitro; 

• O ensaio de ativação de gene repórter dependente da ativação do promotor alvo para a 

proteína humana p53, em sistema de mono-híbrido em levedura, mostrou que a 

proteína HBx aumentou a ativação do gene repórter, independentemente da presença 

ou ausência dos resíduos de cisteína; 

• Em cultura de células humanas HeLa, a proteína HBx causou um aumento no 

crescimento e viabilidade celulares, e uma sutil estabilização dos mRNAs dos proto-

oncogenes c-fos e c-myc através de ensaios de cinética de degradação de mRNAs; 

• Os espectros de dicroísmo circular, fluorescência e ressonância magnética nuclear 

mostraram que a proteína HBx apresentava uma estruturação parcial em solução 

aquosa; 

• O modelo da proteína HBx construído por homologia com a proteína LipDH indicou 

que os resíduos hidrofóbicos estavam expostos ao solvente, formando uma superfície 

hidrofóbica capaz de interagir com diversas proteínas; 

• A proteína HBx apresenta características de uma proteína intrinsecamente 

desestruturada, o que pode explicar em parte a sua capacidade de interagir com 

diversas proteínas e ácidos nucléicos de fita simples e, assim, modular os processos 

celulares que podem levar ao desenvolvimento do câncer de fígado. 
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Anexo 8.1 - Lista de produtos e equipamentos 
 
Produtos (ordem alfabética)    Empresa 

Actinomicina D       USB 
[α-32P] dATP        Amersham Pharmacia Biotech 
[γ-32P] dATP        Amersham Pharmacia Biotech 
BaculoGold

TM Transfection kit     Pharmingen 
colunas NAP-5      Amersham Pharmacia Biotech 
cubeta de eletroporação de 0,4 cm     BioRad 

DNA ligase        GIBCO-BRL 

DNA Sequencing kit Big Dye
TM

 Terminator  

Cycle Sequencing Read Reaction     PE, Applied Biosystems 

DOTAP        Roche 

enzima Klenow       Roche 

esperma de salmão a 2 mg/mL     Sigma 

filme X-OMAT       Kodak, Rochester, NY 

First Strand cDNA Synthesis Kit     Amersham Pharmacia Biotech 

glutationa reduzida       Amersham Pharmacia Biotech 

glutatione sepharose 4B      Amersham Pharmacia Biotec 

membrana de nitrocelulose Hybond-N    Amersham Pharmacia Biotech 
membrana de PVDF Immobilon

TM
-P     Millipore 

Maxiprep Plasmid DNA kit      QIAgen 

Midiprep Plasmid DNA kit      QIAgen 

Miniprep Plasmid DNA kit      QIAgen 

Ni-NTA (Nitrilo triacetato) Agarose Beads    QIAgen 

QIAquick Gel Extraction Kit      QIAgen 

QIAquick PCR purification kit     QIAgen 

QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit    Stratagene 

Random Primed DNA Labeling Kit     Roche 

Semi-Dry Blotting System      W.E.P. Company 

tampão de ligação 5X      GIBCO-BRL 

T4 polinucleotídeo kinase      Amersham Pharmacia Biotech 

TRIzol        GIBCO-BRL 

Western Blotting Luminol Reagent    Santa Cruz Biotechnology 

 
 

Equipamentos (ordem alfabética)    Empresa 

BioRad Gene Pulser       BioRad 
DNA ABI PRISM 377 Genetic Analyser    PE Applied Biosystems 
espectrofotômetro Ultrospec 3000     Amersham Pharmacia Biotech 

espectropolarímetro JASCO J-810     JASCO 

FPLC AKTA Purifier      Amersham Pharmacia Biotech 

Phosporimager scan Bio-Imaging Analyzer BAS-1800II  Fujifilm 

placa BAS-IP MS2325      Fujifilm 

Sonifier 450        Branson 

UV Stratalinker 2400       Stratagene 
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Anexo 8.2 - Mapas dos plasmídeos 
 

 
 
 

pCMV-Ad/HBx (subtipo ayw) 

 
 

pBluescript II KS (+/-)(Stratagene) 
 

 

pGEM-T Easy (Promega) 
 

 
psW202 (Wels et al., 1995) 

 

 
pET-28a(+) (Novagen) 

 
 

 
 

pET-44a(+) (Novagen) 

 

 
pGEX-2TK (Amersham 

Pharmacia) 

 

 
pBSV-8His (Kühn & Zipfel, 1995) 

 
 

pPIC9K (Invitrogen) 

 

 
 

pcDNA3.1/Hygro(+) (Invitrogen) 

 

 

 
pBTM116 (Clontech) 
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Anexo 8.4 - Súmula curricular 

 
Nome: Patricia Ribeiro de Moura 
Nascimento: 29/01/1973 - Newark, New Jersey/EUA 

 
Formação Acadêmica 

 
2001 - 2005 Doutorado em Biologia Funcional e Molecular (ênfase Bioquímica) 

   Instituto de Biologia, UNICAMP & LNLS - Campinas/SP 

  

 1994 - 1997 Mestrado em Química Orgânica 

Instituto de Química, UNICAMP - Campinas/SP 

  

1990 - 1993 Bacharelado em Química 

Instituto de Química, UNICAMP - Campinas/SP 

 

Experiência Profissional 
  

1999 - 2001 Técnica de Desenvolvimento Especializado 

   Laboratório Nacional de Luz Síncrotron (LNLS) - Campinas/SP 

     1997 Analista Química 

   Johnson & Johnson/Janssen-Cilag - São José dos Campos/SP 
1991 - 1993 Iniciação Científica 

   Instituto de Química, UNICAMP - Campinas/SP 

  
Produção Científica 

  
  - 4 trabalhos publicados em revistas internacionais 
  - 2 trabalhos em preparação 
  - 13 participações em congressos nacionais e 2 em congressos internacionais 
 

Experiência Didática 
 

2002 - 2004 Co-orientação de 2 alunos de Iniciação Científica - LNLS - Campinas/SP 
      1998 Plantonista de Química - Escola Barifaldi - São Paulo/SP 
      1993 Plantonista de Química, Física e Matemática - Colégio Rio Branco - Campinas/SP  

1993 - 1994 Auxiliar Didático - Instituto de Química, UNICAMP - Campinas/SP 

 
Experiência Laboratorial 

 
  - Clonagem, expressão e purificação de proteínas recombinantes 
  - Espectroscopia de macromoléculas e moléculas orgânicas 

  - Síntese e reatividade de compostos orgânicos 

  - Laboratório de Controle de Qualidade 

 

 


