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RESUMO 

Este trabalho apresenta os resultados de expressão, purificação e espectroeletroquímica obtidos 

para a hemeproteína sensora FixL do organismo Rhizobium etli (ReFixL). Além disso, os dados 

de espectroeletroquímica permitiram a correlação entre os valores de potenciais da reação redox 

do centro metálico de Fe presente no grupo heme com a atividade quinase da proteína ReFixL. 

A proteína ReFixL, expressa e purificada em sua forma met-ReFixL(FeIII), apresenta valor de 

massa aproximada de 70 kDa (ReFixL). Os valores dos potenciais redox das proteínas em 

estudo foram determinados por titulação espectroeletroquímica em solução tampão (pH 8 ou 

9,5) contendo mediadores redox que permitiram uma variação de potencial de −500 a + 500 

mV vs ENH. Tais experimentos foram realizados para a proteína livres de coordenação e 

quando ligada (coordenação ao átomo de Fe do grupo heme) às moléculas de oxigênio (O2), 

monóxido de carbono (CO), cianeto (CN−) e imidazol; todas relevantes no processo de 

ativação/inativação da atividade quinase da proteína ReFixL. Os perfis espectroscópicos da 

proteína ReFixL indicam que esta se liga a CO e O2 em seu estado reduzido e à imidazol e CN− 

no seu estado oxidado, sendo observados, respectivamente, os seguintes valores de potencial: 

+21, −51, −57 e −156 mV vs ENH. A desativação da atividade quinase da proteína ReFixL é 

observada quando da ligação com as moléculas de O2, imidazol e CN−, cujos processos redox 

apresentam valores negativos de potencial. O deslocamento negativo de potencial em relação à 

proteína no estado reduzido e não ligado (deoxi-ReFixL; +19 mV vs ENH) indica que as 

mudanças conformacionais induzidas pelos ligantes afeta o potencial de redução de forma mais 

significativa que o caráter doador ou receptor de densidade eletrônica dos ligantes. Os valores 

de potencial observados para a proteína ligada ao ligante O2 não corresponde ao esperado 

baseado na termodinâmica da reação, uma vez que se esperava um deslocamento positivo de 

potencial para ligantes que se ligam ao estado reduzido da proteína. Os resultados sugerem que 

as mudanças conformacionais que seguem devido a inativação da atividade quinase quando a 

proteína se liga a O2, tem um efeito no ambiente do grupo heme que de alguma forma 

desestabiliza o estado reduzido da proteína, contrabaleanceando a estabilização normalmente 

causada por um ligante ao estado reduzido.  

 

Palavras-chave: Bioeletroquímica. Proteína FixL. Espectroeletroquímica. Heme proteína. 

Sistema de dois componentes.  

  



 
 

 

ABSTRACT 

This work presents the expression, purification and spectroelectrochemistry results obtained for 

the sensor hemeprotein FixL from Rhizobium etli (ReFixL). In addition, the 

spectroelectrochemistry data allowed the correlation between the potential values of the redox 

reaction of the Fe metal center presented in the heme group with the kinase activity of the 

ReFixL protein. The ReFixL protein, expressed and purified in its met-ReFixL(FeIII) form, 

showed molecular mass value of about 70 kDa (ReFixL). The values of the redox potentials of 

the studied protein was determined by spectroelectrochemical titration in buffer solution (pH 8 

or 9.5) containing redox mediators that allowed to cover a potential range from −500 to + 500 

mV vs ENH. Such measurements were performed for the proteins free of coordination and 

bonded (coordination to the Fe atom of the heme group) to oxygen (O2), carbon monoxide (CO), 

cyanide (CN−) and imidazole molecules; all of them relevant in the activation/inactivation 

kinase activity in the case of ReFixL. The spectroscopic profiles of the ReFixL protein 

supported these species were bound to CO and O2 in the reduced state and to imidazole and 

CN− in the oxidized state, being observed, respectively, the following potential values: +21, 

−51, −57 and −156 mV vs ENH. The inactivation of the kinase activity of the ReFixL protein 

is observed upon binding to O2, imidazole and CN− molecules, whose redox potentials show 

negative values. The negative potential shift in relation to the reduced non-bonded state of the 

protein (deoxy-ReFixL; +19 mV vs ENH) indicates the reduction potential is more affected by 

conformational changes induced by the ligands than the electron density donor/acceptor 

character of the ligands do. The potential values observed for Fe-O2 do not follow the expected 

based on its thermodynamics, assuming the expected potential shift would have been positive 

for ligands that bind to reduced state FeII. Our results suggest that conformational changes that 

follow due to kinase activity switching off upon O2
 binding have some knock-on effect on the 

heme environment, that destabilize the FeII state and conterbalances the FeII stabilization 

normally caused by a ligand to the reduced form.  

 

Keywords: Bioelectrochemistry. FixL Protein. Spectroelectrochemistry. Heme based protein. 

Two component system. 
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1 INTRODUÇÃO 

Nas últimas décadas diversas hemeproteínas têm sido extensivamente estudadas, e a 

elas atribuídas as mais variadas funções biológicas, tornando cada vez mais evidente a 

importância chave desta classe de proteínas em todos os reinos da natureza. Estas proteínas 

possuem um grupo prostético heme (ferro-protoporfirina IX), um dos mais encontrados na 

natureza, ilustrado na Figura 1. 1-4.  

Diante da diversidade de enovelamentos em que o grupo heme se encontra é possível 

presumir  sucessivas evoluções estruturais passadas por estes sistemas, de forma que uma 

mesma espécie química seja responsável pelas mais diversas funções. Este cofator está presente 

em diversos sistemas envolvidos em processos de transferência de elétrons, transporte e 

armazenamento de oxigênio, catálise, sensores de pequenas moléculas5. Sua abundância na 

natureza se deve a sua versatilidade funcional guiada por algumas propriedades que podem 

variar dependendo do sistema em que se encontra, como: variações na estrutura de coordenação 

do centro metálico (número e natureza de ligantes axiais coordenados), tipo de enovelamento 

em que está inserido, distribuição de grupos hidrofílicos/hidrofóbicos em seu microambiente, 

causando distorções na conformação de resíduos aminoácidos à sua volta, gerando afinidades 

bastante diversas de ligação deste grupo prostético a ligantes endógenos ou exógenos de cada 

sistema 6-10. 

O grupo heme consiste de quatro anéis pirrólicos ligados por grupos metil (α, β, γ, δ) 

formando uma porfirina e associada a um átomo de ferro (II ou III) no centro do plano 

coordenado aos quatro átomos de nitrogênio dos anéis pirrólicos. O grupo heme tipo b e c 

apresentam como substituintes grupos metila nas posições 1,3,5 e 8, grupos vinil nas posições 

2 e 4, e grupos propionatos nas posições 6 e 7, que geralmente interagem eletrostaticamente 

com resíduos de aminoácidos da proteína. Além dos substituintes mencionados o grupo heme 

pode ainda possuir vários tipos de resíduos de aminoácidos coordenados ao átomo de ferro 

como ligante axial, também mencionando como ligante proximal 11. Três resíduos de 

aminoácidos são encontrados comumente nesta posição: histidina em globinas e peroxidases, 

tirosina em catalases e cisteína em cloroperoxidases e citocromo P450 mono-oxigenase 12. Para 

o grupo heme tipo b certamente a ligação do átomo de ferro ao ligante proximal é importante 

para o ancoramento deste cofator à proteína, entretanto, não é fundamental, como mostrado por 

Barrick13, que substituiu o resíduo histidina proximal por um resíduo glicina e adicionou 

imidazol livre ao meio de cultura durante a expressão da mioglobina na bactéria Escherichia 



20 

 

coli. Apesar disto a proteína incorporou o grupo heme tipo b. As mesmas substituições foram 

realizadas por McRee e colaboradores para a proteína citocromo c peroxidase14 , onde se obteve 

o mesmo comportamento. 

Figura 1 —  Grupo prostético Heme (ferro-protoporfirina IX) tipo a, b, d1, c e o. Na estrutura 

do grupo heme tipo c encontram-se representados em vermelho o motivo comumente 

conservado CXXCH que se liga aos grupos vinis nas posições 2 e 4 do grupo heme. Os 

aminoácidos “XX” são altamente variáveis, todos os aminoácidos foram encontrados ocupando 

estas posições, exceto por cisteínas.  

 

Fonte: O autor  

 A diferença mais marcante entre os grupos heme do tipo b e c se deve ao fato que o 

tipo b se liga não-covalentemente à proteína. Enquanto o grupo heme tipo c se liga 
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covalentemente a proteína via ligações tioéter entre resíduos de cisteína e grupos vinil nas 

posições 2 e 4 da porfirina. Outros grupos heme menos comuns são os tipos d1, a e o 

encontrados em citocromo cd1 nitrito redutase, citocromo c oxidase e redutases bacterianas, 

respectivamente 12, 15. O grupo heme tipo o possui um grupo hidroxi-farnesil no lugar do grupo 

2-vinil presente no grupo heme tipo b. O grupo heme tipo a possui um grupo hidroxi-etil-

farnesil também na posição 2 e um grupo formil na posição 8. Além de possuir diferentes 

substituintes o grupo heme d1 possui ligações saturadas em seus anéis pirrólicos.  

 

1.1 Hemeproteínas sensoras  

Um papel importante desempenhado por hemeproteínas sensoras é a regulação de 

respostas adaptativas, tendo como sinal moléculas gasosas.  Em sistemas de hemeproteínas 

sensoras há um domínio1 sinalizador contendo o grupo heme, o qual regula um domínio 

funcional, geralmente na mesma proteína. Assim, estas proteínas modulam respostas 

adaptativas baseado na flutuação nos níveis de sua molécula sinalizadora, comumente O2, NO 

ou CO. Desta forma estes gases têm sido classificados como mensageiros biológicos. A maior 

parte destes sensores são constituídos por um domínio sensor heme N-terminal e um domínio 

funcional C-terminal.É importante ressaltar que os domínios nos quais o grupo heme se 

encontra nos diversos sistemas de hemeproteínas sensoras são bastante distintos entre si, assim 

como o domínio funcional acoplado a eles. Tais domínios sensores podem também ser 

encontrados em sistemas que não possuem o grupo heme utilizando assim outras estratégias de 

detecção de sinas biológicos.  

O mecanismo de funcionamento de vários sistemas de hemeproteínas sensoras têm 

sido estudados4, 6, 16-19. Estas hemeproteínas sensoras foram classificadas em famílias de acordo 

com o domínio em que o grupo heme se encontra, são elas: PAS (Period, Arnt, and Sim), GCS  

globina (globin coupled sensor), CooA (CO oxidation Activator), HNOB (heme-NO-binding), 

GAF (cGMP-specific phosphodiesterases, adenylyl cyclases and Fh1A), LDB (ligand binding 

domain)4. Para cada uma destas famílias há ainda uma sub-divisão em relação ao tipo de 

domínio funcional com os quais o domínio sinalizador encontra-se acoplado para transdução 

de sinal. Estes domínios funcionais possuem atividades enzimáticas distintas moduladas pelo 

 
1 Domínio: cadeias polipeptídicas que seguem um padrão estrutural, independentemente estável e possui função 

específica no metabolismo proteico. Geralmente, os domínios conservam sua estrutura terciária nativa mesmo 

quando isolados. Um determinado domínio pode ser encontrado em diversos sistemas proteicos com funções 

distintas.  
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grupo heme (Ex. histidina-quinase, nucleotídeo ciclase, fosfodiestarase, etc) ou outras 

atividades não enzimáticas 20. O domínio funcional pode atuar em funções tais como a interação 

DNA-proteína ou proteína-proteína, sendo reguladas pelo grupo heme 21. Estas hemeproteínas 

sensoras são encontradas em sistemas reguladores de fixação de nitrogênio, formação de 

biofilmes, aerotaxis, patogenicidade, degradação de RNA, entre outros 8, 22, 23.  

Para que estas proteínas desempenhem a função efetiva de sensor, o sistema deve I) se 

ligar ao seu sinal (ligante exógeno) em uma faixa de concentração apropriada ou fisiológica 

para ativar/desativar a proteína; II) ativar/desativar a atividade funcional da proteína ao se ligar 

ao seu sinal; III) discriminar sinais falsos quando fisiologicamente necessário e alterar sua 

conformação ao se ligar ao seu sinal verdadeiro 4.  

No organismo o sistema sensor está sujeitoà presençade diversos ligantes, não havendo 

quimicamente nada que impossibilite sua ligação ao grupo heme. Portanto, o sistema sensor 

precisa se ajustar de forma a excluir falsos sinais in vivo. A proteína sGC é um exemplo disto. 

Esta proteína é sensora de NO, detectando-o em níveis subnanomolares, e o faz através de sua 

capacidade de discriminar NO (e CO) mesmo na presença altos níveis de O2, que poderia atuar 

como competidor eventualmente saturando seu sítio de ligação 4. Entretanto, em um sistema 

sensor de O2 com baixas concentrações de NO e CO, por exemplo, o organismo não precisaria 

ter essa funcionalidade para prevenir saturação com NO ou CO. Portanto, a interação de um 

ligante ao sítio de ligação do grupo heme não indica que este seja o sinal verdadeiro daquele 

sensor, e sim a resposta adaptativa final atribuída a este sensor, como a expressão de genes que 

codificam enzimas necessárias para a sobrevivência daquele organismo em determinada 

condição ou interação com outra proteína, dentre outras funcionalidades desempenhadas por 

estes sensores. O fator de transcrição CooA, por exemplo, é certamente um sensor de CO, uma 

vez que na presença deste ligante o sensor induz a expressão de genes necessários para que o 

microorganismo Rhodospirullum rubrum metabolize CO como uma fonte de carbono 3, 24-26.  

É importante ressaltar que até mesmo o fato de a atividade catalítica do sensor ser 

desativada por um certo ligante, isso não é indicativo definitivo de que este seja o sinal 

verdadeiro do sistema. Nos sistemas R. rubrum CooA e E. coli Dos (EcDos, DosP) a oxidação 

do grupo heme inativa a atividade catalítica destes sistemas, entretanto, não se pode a partir 

dessa observação afirmar que estes seriam sensores redox, pois não há evidências de que estes 

sistemas sofram oxidação in vivo.  Um outro exemplo disto são os sistemas FixL, que são 

sensores de O2, sendo desativadas por este, porém, são desativados também na forma oxidada 

por CNˉ, apesar deste não estar presente na célula e obviamente não desencadear a expressão 
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dos genes atribuída a estes sistemas 21, 27. Entretanto, é fundamental para o entendimento do 

mecanismo do sensor estudar estes ligantes ou condições que ativam/inativam os sistemas 

hemeproteínas sensoras mesmo sem desencadear as respostas adaptativas atribuídas à eles, a 

fim de determinar o que ocorre quimicamente quando a proteína encontra-se inativa, o que 

desencadeia a formação de uma nova conformação da proteína 2, 3, 26, 28-30.  

 

1.2 Sistemas de dois components  

As proteínas histidina quinase (HQ) são amplamente encontradas em organismos 

procariotos e em certos eucariotos, onde formam os sistemas de transdução de sinal de dois 

componentes, juntamente com o seu regulador de resposta (RR). Sistemas de dois componentes 

não estão presentes em mamíferos, devido a isto são considerados potencial anitobióticos16. O 

protótipo regulador de resposta possui dois domínios: domínio receptor e domínio de saída de 

sinal, que é bastante variável devido à vasta gama de funcionalidades que os sistemas de dois 

componentes podem estar envolvidos. Em muitos sistemas são sítios de ligação à DNA ou RNA 

e participam da ativação/repressão de genes específicos. Entretanto podem também atuar em 

interações proteína-proteína, proteína-ligante, ou ainda como enzimas16, 31-35.  Em alguns 

sistemas o regulador de resposta é composto apenas de domínio receptor, onde este desempenha 

também o papel do domínio de saída de sinal,  como é o caso das proteínas CheY e Spo0F 16, 

36. Sistemas de dois componentes são os principais envolvidos em respostas a sinais ambientais 

em bactérias, controlando uma série de processos fisiológicos, como comunicação célula-

célula, respostas adaptativas e patogêneses37. Estes sistemas em geral possuem dois elementos 

funcionais, entretanto alguns sistemas não são fiéis ao termo pois possuem mais de dois 

componentes, como é o caso do sistema DevS/DosT/DevR da Mycobacterium tuberculosis 37, 

38.  

A proteína histidina quinase atua como um sensor de moléculas especificas que levam 

a ativação ou desativação da atividade quinase. Normalmente, são proteínas compostas por um 

domínio sensor, contendo um grupo heme que detecta o sinal e um domínio histidina quinase 

que responde a este sinal. Ao reconhecer a presença do ligante, a proteína histidina quinase 

transmite esta informação para a proteína reguladora de resposta através do processo de 

fosforilação, tornando-a ativa ou não, e esta desencadeará reações na célula 2, 16, 32, 34.  

 A composição do sistema de dois componentes, natureza do sinal externo e reação 

desencadeadas na célula podem ser bastante diversas. Sistemas como FixL/FixJ, por exemplo, 
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possuem na FixL um domínio sinalizador (PAS), onde o grupo heme se encontra, responsável 

por modular a atividade enzimática do domínio funcional (histidina quinase) e no regulador de 

resposta, FixJ, constituído de um domínio receptor e, normalmente, outro domínio de 

associação ao DNA. Na família das hemeproteínas sensoras GAF temos um sistema dito de 

dois componentes composto por três proteínas, DevS/DosT/DevR, sendo os sensores DevS e 

DosT capazes de usar o mesmo regulador de resposta DevR, estas proteínas são também 

conhecidas como DosS/DosT/DosR, respectivamente. A proteína DevS possui três grandes 

domínios, sendo dois deles GAF seguidos pelo domínio funcional quinase; sendo que o 

primeiro domínio GAF é o responsável pela sinalização molecular contendo o grupo heme.Nas 

hemeproteínas histidina quinases até então estudadas a sinalização molecular se dá pela ligação 

reversível aos seus ligantes, tais como O2, NO e CO. Ao se ligar (ou dissociar) a estas moléculas 

devem ocorrer alterações conformacionais inicialmente no microambiente do grupo heme 

induzidas pela interação do grupo heme com estes ligantes e propagada a outros domínios. 

Alterações conformacionais desempenham um papel muito importante na regulação de 

atividade fisiológica de sistemas proteicos, particularmente de sistemas sinalizadores, 

proporcionando uma diferente rede de interações entre os resíduos aminoácidos, que pode 

provocar a interação de resíduos importantes para a transdução de sinal.  

A transdução de sinal nos sistemas de dois componentes se dá por meio da reação de 

fosforilação, que envolve três transferências do grupo fosforil (PO3
2-) e dois intermediários 

fosfo-proteína, ilustrados na Figura 2. Uma característica intrínseca dos sistemas de dois 

componentes é o uso de grupos fosfo-histidina e fosfo-aspartato como elementos de transdução 

de sinal. Proteínas quinase são fosfotransferases que quando em seu estado ativo catalisam a 

transferência de um grupo γ-fosforil do trifosfato de adenosina (ATP) para um resíduo histidina, 

seguida por uma reação de transferência do grupo γ-fosforil do resíduo histidina do sensor HQ 

para um resíduo aspartato do seu cognato regulador de resposta. O grupo fosforil transferido 

para os resíduos aminoácidos possui um pKa 6,7, portanto, possui uma carga 2- em pH neutro. 

Assim, um ânion divalente é gerado na estrutura proteica quando um aminoácido neutro 

(histidina/aspartato) é fosforilado. A estrutura terciária de uma proteína é mantida por ligações 

de hidrogênio e interações de Van Der Waals, portanto, a formação de um resíduo aminoácido 

carregado e adição de átomos extremamente eletronegativos à cadeia polipeptídica pode alterar 

significativamente a conformação alostérica da proteína na região onde a reação ocorre 

estabelecendo novas interações laterais na proteína, o que é um dos fatores responsável pela 

ativação do regulador de resposta e consequentes reações posteriores33.  



25 

 

Figura 2 — Esquema ilustrativo da sequência de transferências do grupo fosforil (PO3
2-). HQ: 

histidina quinase, P: fosforil, RR: regulador de resposta, Pi: fosfato inorgânico. 

 

 Fonte: O autor.  

Nas proteínas quinase de organismos eucariotos a fosforilação ocorre em resíduos 

tirosina, serina ou treonina 39. A Figura 3, apresenta um esquema da sequência de passos 

ocorridos no sistemas de dois componentes sistemas procariotos. Nesta representação tem-se 

todos os domínios das proteínas representados no interior da célula (citoplasma), como é o caso 

da proteína FixL (organismo Rhizobium etli eBradrhizobium japonicum). Entretanto alguns 

sistemas podem possuir parte de sua estrutura, especialmente o domínio sensor, localizada no 

exterior celular. 

Figura 3 — Esquema ilustrativo do sistema de dois componentes. A figura apresenta os 

principais passos do sistema de dois componentes, onde um sinal extracelular é recebido pelo 

domínio sensor na proteína histidina quinase causando uma mudança conformacional, assim 

ativando/desativando a reação de autofosforilação ocorrida no resíduo histidina do domínio 

funcional seguida pela transferência do grupo fosforil para o resíduo aspartato do domínio 

receptor do regulador de resposta, tornando ativo/inativo para regulação gênica e subsequente 

desfosforilação 
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  Fonte: O autor. 

 

1.2.1 Arquitetura de domínios  

Proteínas histidina quinase apresentam diferentes organizações modulares. Em cada 

caso utilizando domínios de entrada de sinal (sensores) que determinam os sinais/estímulos 

detectados pelo sistema em questão. O protótipo proteína histidina quinase é homodimérico 

constituído de domínio sensor extracitosólico presente entre dois segmentos transmembranares, 

como exibido na Figura 4. Cada promotor possui duas hélices transmembranares (TM1 e 

TM2). Seguidas pelo domínio HAMP (assim nomeado por ser comumente encontrado em 

Histidine kinases, Adenylyl cyclases, Methylaccepting chemotaxis proteins e Phosphatases). 

Este domínio conecta TM2 ao domínio DHp (do inglês, dimerization and histidine 

phosphorylation domain), onde se encontra o resíduo histidina conservado a ser fosforilado. 



27 

 

Figura 4 —Ilustração da transdução de sinal de um sistema de dois componentes. a) em um 

protótipo sistema de dois componentes o domínio CA se liga ao ATP, possibilitando a reação 

de uma substituição nucleofílica SN2 ocorrida no γ-fosfato do ATP, onde o nucleófil nucleófilo 

em proteínas histidina quinase é um átomo de nitrogênio (posição 1 ou 3) do anel imidazólico 

de um resíduo histidina presente no domínio DHp. O grupo fosforil é transferido para um 

resíduo aspartato no domínio receptor do regulador de resposta, ativando o domínio de saída de 

sinal; b) modelo de uma proteína híbrida histidina quinase, onde a transferência do grupo 

fosoforil ocorre intramolecularmente, devido a presença de um domínio receptor, semelhante 

ao presente no regulador de resposta.  

  Fonte: O autor. 

O domínio catalítico (CA, catalytic and ATP binding domain), que se liga ao ATP e 

proporciona a transferência do grupo γ-fosfato do ATP para o resíduo histidina no DHp é 

conectado a este por hélice na posição C-terminal do domínio DHp. Juntos, os domínios DHp 

e CA são comumente chamados de domínio histidina quinase ou quinase catalytic core. Em 

uma outra configuração, menos comum para o domínio histidina quinase, o resíduo histidina 

conservado se encontra em um domínio designado HPt (histidine phosphotransfer) e um outro 

domínio é responsável pela dimerização. Esta configuração é encontrada em 5% dos sistemas 

identificados na base de dados SMART (conjunto de análise de 10000 proteínas histidina 
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quinase)31. A maior parte destas proteínas são relacionadas a sistemas de chemotaxis e se 

assemelham à proteína CheA.  

Aproximadamente 25% das proteínas histidina quinase identificadas apresentam ainda 

uma outra variação de configuração modular, onde além de seus domínios usuais possuem um 

domínio receptor semelhante ao domínio receptor de seu regulador de resposta na posição C-

terminal e um domínio HPt para múltiplas reações de fosfotransfência. O domínio HPt pode ser 

independente ou não do restante da proteína histidina quinase. Esta configuração permite que 

após a autofosforilação do resíduo histidina ocorra uma reação de fosfotransferência 

intramolecular para o aspartato no domínio receptor, seguida pela transferência do grupo γ-

fosforil para um resíduo histidina no domínio HPt e a partir deste para o domínio receptor da 

proteína reguladora de resposta, que afetará a resposta de saída da proteína, criando assim um 

esquema sofisticado de fosfo-relay His-Asp-His31, 40.  

 

1.3 Estrutura e função de domínios 

1.3.1 Domínio sensor 

O domínio sensor é responsável por modular a atividade quinase. Este domínio pode 

estar localizado no citoplasma, membrana ou região extracitoplasmática. Normalmente, este 

domínio se encontra na posição N-terminal da proteína. Na maior parte das proteínas quinase o 

domínio sensor se encontra na região extracitoplasmática, entre duas hélices transmembranares, 

as quais transmitem a percepção de sinal extracelular através da membrana para os domínios 

citoplasmáticos, iniciando a regulação da atividade quinase. Sensores extracitosólicos possuem 

sequências bastante diversificadas. Apesar disto suas estruturas normalmente seguem um dos 

seguintes padrões: combinação de hélices α e folhas β, múltiplas hélices ou β-sanduíche41, 42. 

No caso de proteínas histidina quinase que possuem regiões transmembranares o domínio 

sensor se encontra em posição N-terminal do primeiro segmento transmembranar ou após o 

último segmento transmembranar e antes do domínio histidina quinase. Algumas proteínas 

histidina quinase são encontradas integralmente no citoplasma. Os domínios sensores 

citoplasmáticos destas proteínas normalmente não possuem muitos motivos conservados ao 

longo das famílias. Alguns enovelamentos são, todavia,  comumente encontrados em domínios 

sensores citoplasmáticos, tais como: PAS,GAF ou PHY. Estes domínios foram nomeados 

devido a ocorrência nos sistemas: Period circadian, Aryl hydrocarbon receptor nuclear 

translocator, and Single-minded,  cGMP-regulated nucleotide phosphodiesterases, Adenylate 
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cyclases and the bacterial transcriptional regulator Fh1A e Phytochrome. A maior parte dos 

domínios PAS são módulos sensores de oxigênio, redox ou luz, variando de acordo com o 

cofator incorporado na estrutura. Estes domínios podem mediar interações proteína-proteína ou 

se ligar à moléculas pequenas 26, 43.  

O domínio PAS é um domínio pequeno, aproximadamente 100 aminoácidos, e possui 

poucos aminoácidos conservados em sua estrutura. Sendo identificado apenas dois motivos 

denominados S1 e S2 boxes, como pode ser visto no alinhamento feito para as proteínas do tipo 

FixL na Figura 5. O primeiro domínio PAS cuja estrutura de raios-X foi determinada tratava-

se da proteína PYP (Photoactive Yellow Protein), em que apenas a S1 box foi conservada25, 29, 

44.  

Figura 5 — Alinhamento das sequência do domínio heme-sensor das proteínas Bradyrhizobium 

japonicum Ryzobium etli FixL e Ryzobium meliloti FixL Os motivos conservados estão 

destacados nos retângulos vermelhos e os resíduos conservados e importantes para transdução 

de sinal encontram-se destacados em azul. O alinhamento foi processado no website 

http://www.ebi.ac.uk , utilizando a ferramenta Clustal Omega.  

      S1 box 

BjFixL      RETHLRSILHTIPDAMIVIDGHGIIQLFSTAAERLFGWSELEAIGQNVNILMPEPDRSRH 

ReFixL      REAHLSSILDTVPDAMVVIDHKGTVLSFSKAAEKLFGMPSDQICGRNVSNLMPNPYRDAH 

RmFixL      RDAHLRSILDTVPDATVVSATDGTIVSFNAAAVRQFGYAEEEVIGQNLRILMPEPYRHEH 

        S2 box 

BjFixL      DSYISRYRTTSDPHIIGIGRIVTGKRRDGTTFPMHLSIGEMQSGGEPYFTGFVRDLTEHQ 

ReFixL      DGYIDHYIETGEKRIIGYGRVVTGQRADGSQFPMELHVGEATANGERIFTGFVRDLTSRF 

RmFixL      DGYLQRYMATGEKRIIGIDRVVSGQRKDGSTFPMKLAVGEMRSGGERFFTGFIRDLTERE 

 

BjFixL      QTQARLQE--- 

ReFixL      KIEEDLRQAQK 

RmFixL      ESAARLEQ--- 

 

     Fonte: O autor. 

O domínio PAS da proteína BjFixL do organismo Bradyrhizobium japonicum foi o 

primeiro em que se encontrou ambos os motivos conservados. Entretanto não estão envolvidos 

no mecanismo regulatório da proteína. Possivelmente, os motivos conservados agem apenas na 

manutenção do enovelamento característico do domínio PAS 2, 25, 43.  

A estrutura do domínio GAF é bastante conservada com 5 fitas β antiparalelas 

circundadas pela primeira e última hélice α e do outro lado por alguns loops e hélices curtas, 

como pode ser visualizado na Figura 6. O grupo heme é ligado no centro das fitas β, com o 

plano do anel porfirínico perpendicular às fitas β. O domínio PAS possui a mesma topologia 
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com as fitas β centrais, entretanto, diferentes hélices circundando-as. Outra diferença entre os 

domínios é a forma como o grupo heme se liga às fitas, com o plano paralelo às fitas β. 

Figura 6 — Estrutura tridimensional do domínio sensor do N-terminal para C-terminal 

coloridos de acordo com o esquema de cores ROYGBIV. a) FixL do organismo 

Bradyrhizobium japonicum (PDB: 1LSW), b) DevS do organismo Mycobacterium tuberculosis 

(PDB: 2W3F) e c) DosT do organism organismo Mycobacterium tuberculosis (PDB: 2VZW). 

O grupo heme encontra-se destacado em modelo de traços.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: O autor. 

 

1.3.2 Domínio histidina quinase  

O domínio histidina quinase possui aproximadamente 350 aminoácidos e  6 motivos 

altamente conservados, como pode ser visto no alinhamento para algumas proteínas HQ na 

Figura 7. Dentre estes motivos apenas o H box se encontra no domínio DHp e todos os outros 

se encontram no domínio CA como sítios de ligação ao ATP. Uma exceção a isto é a proteína 

CheA do organismo Thermotoga maritima em que o motivo H box se encontra em um domínio 

auxiliar de fosforilação, HPt, próximo ao N-terminal 36.  

 

 

 

 

c) 

DosT 

a) b) 

DevSDevS 
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Figura 7 — Alinhamento das sequência dos domínios histidina quinase das proteínas FixL, FixL, PhoQ, 

PrrB, EnvZ, HK853, DesK e DevS. Os motivos conservados estão destacados nos retângulos vermelhos 

(Processado no website http://www.ebi.ac.uk , utilizando a ferramenta Clustal Omeg) 

         Dα1       H box                  Dα2 

CheA      ----------VISQTVRVDIEKLDNLMDLMGELV------------------------IA 26 

ReFixL    ----------GLAHDFNNLLTVISGNLEM----IEDKLPPGSLRDILREAQAAAQDGAIL 46 

BjFixL    ----------ALAHELNQPLAAISNYMKGSRRLLAGSSDPNT--PKVESALDRAAEQALR 48 

RmFixL    ----------TLAHELNQPLSAIANYSHGCTRLLRDMDDAVA--TRIREALEEVASQSLR 48 

PhoQ      ----------DLTHSLKTPLAVLQSTLRSLRSEKMSVS-------D---AEPVMLEQISR 40 

PrrB      ----------VSSHELRTPLTAMRTNLEVLSTLD--LP-----DDQRKEVLNDVIRTQSR 43 

EnvZ      ----------GVSHDLRTPLTRIRLATEMMSEQDGYLA-----ESINKDI--------EE 37 

DesK      ----------RDLHDTLGQKLSLIGLKSDLARKLIYKDP--EQAARELKSVQQTARTSLNE 48 

DevS      -VLTDRDRIARDLHDHVIQRLFAIGLALQGAVPH-ERNP--EVQQ-RLSDVVDDLQDVIQE 56 

 

                    βA            α1             
CheA      RSRILETLKKYNIKELDESLSHLSRITLDLQNVVMKIRMVPISFVFNRFPRMVRDLAKKM 86 

ReFixL    TGQLL----AFGRRQP------------------LNPKHADLGQLVTGFADLL-RRTLGE 83 

BjFixL    AGQIIRRLRDFVARGE------------------SEKRVESLSKLIEEAGALGLAGAREQ 90 

RmFixL    AGQIIKHLREFVTKGE------------------TEKAPEDIRKLVEESAALALVGSREQ 90 

PhoQ      ISQQIGYYLHRASMRGGTLL---------------SRELHPVAPLLDNLTSALNKVYQ-- 83 

PrrB      IEATLSAL---ERLAQGELST------------SDDHVPVDITDLLDRAAHDAARI---- 84 

EnvZ      CNAIIEQFIDYLRTGQ---E--------------MPMEMADLNAVLGEVIAAESGYER-- 78 

DesK      VRKIV----------------------SSMKGIRLKDELINIKQILEAADIMFIYE---- 82 

DevS      IRTTI----------------------YDLHGAS--QGITRLRQRIDAAVAQFADSGLRT 92 

 

      β1           βB               α2                N box   β2 
CheA      NK-EVNFIMRGEDTELDR-TFVEEIGEPLLHLLRNAIDHGIEPKEERIAKGKPPIG---T 141 

ReFixL    DI-KLSTIIDGSDLSVLV--DSSQLQNAILNIALNARDAMPKGGSATTTISRVHLDADYA 140 

BjFixL    NV-QLRFSLDPGADLVLA--DRVQIQQVLVNLFRNALEAMAQSQRRELVVTNTP------ 141 

RmFixL    GV-RTVFEYLPGAEMVLV--DRIQVQQVLINLMRNAIEAMRHVDRRELTIRTMP------ 141 

PhoQ      -RKGVNISLDISPEISFV-GEQNDFVEVMGNVLDNACKYC-----LEFVEIS-------- 128 

PrrB      -YPDLDVSLVPSPTCIIV-GLPAGLRLAVDNAIANAVKHGG----ATLVQLS-------- 130 

EnvZ      ---EIETALYPGSIEVKM--HPLSIKRAVANMVVNAARYG-----NGWIKVS-------- 120 

DesK      ---E---EKWPENISLLNE---NILSMCLKEAVTNVVKHSQ----AKTCRVD-------- 121 

DevS      ---S---VQFVGPLSVVDSALADQAEAVVREAVSNAVRHAK----ASTLTVR-------- 134 

 

   β3   G1 box            α3  F box    
CheA      LILSARHEGNNVVIEVEDDGR--GIDKEKIIRKAIEKGLIDESKAATLSDQEILNFLFVP 199 

ReFixL    KMYPEVRSGNFVLVTMTDTGM--GMTEEVR------------------------KRAIEP 174 

BjFixL    ------AADDMIEVEVSDTGS--GFQDDVI------------------------PNLFQT 169 

RmFixL    ------ADPGEVAVVVEDTGG--GIPEEVA------------------------GQLFKP 169 

PhoQ      ----ARQTDEHLYIVVEDDGP--GIPLSKR------------------------EVIFDR 158 

PrrB      ----AVSSRAGVEIAIDDNGS--GVPEGER------------------------QVVFER 160 

EnvZ      ----SGTEPNRAWFQVEDDGP--GIAPEQR------------------------KHLFQP 150 

DesK      ----IQQLWKEVVITVSDDGTFKGEENSFS------------------------------ 147 

DevS      ----VK-VDDDLCIEVTDNGR--GLPDE-F------------------------------ 156 

 

     ATP-lid            G2 box    α4       β4                     G3 box   β5 
CheA      GFSTKEK-VSEVSGRGVGMDVVKNVVESLNGSISIESEKDK-GTKVTIRLPLTL 251 

ReFixL    FFTTKEV----GSGTGLGLSMVYGFVKQSGGHLQLYSEVGR-GTTVRIYLPAVA 223 

BjFixL    FFTTKDT----GMG--VGLSISRSIIEAHGGRMWAESNASG-GATFRFTLPAAD 216 

RmFixL    FVTTKAS----GMG--IGLSISKRIVEAHGGEMTVSKNEAG-GATFRFTLPAYL 216 

PhoQ      GQRVDTL----RPGQGVGLAVAREITEQYEGKIVAGESMLG-GARMEVIFGRQH 207 

PrrB      FSRGSTA---SHSGSGLGLALVAQQAQLHGGTASLENSPLG-GARLVLRLPGPS 210 

EnvZ      FVRGDSAR--TISGTGLGLAIVQRIVDNHNGMLELGTSERG-GLSIRAWLPVPV 201 

DesK      --------------KGHGLLGMRERLEFANGSLHIDTENGT---KLTMAIPNNS 184 

DevS      --------------TGSGLTNLRQRAEQAGGEFTLASVPGASGTVLRWSAPLSQ 196 

 

Fonte: O autor. 
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O enovelamento do domínio histidina quinase é diferente dos conhecidos para 

proteínas quinase homólogas que se fosforilam em resíduos serina, treonina ou tirosina, 

sugerindo que seu mecanismo seja também diferente destas proteínas, comumente encontradas 

em organismos eucariotos 16, 34.  

 

1.3.3 Domínio DHp (dimerization and histidine phosphorylation domain) 

A sequência do DHp contem o fragmento H box, que é o que define as proteínas 

histidina quinase, além de participar do processo de dimerização. Este resíduo é o sítio de 

autofosforilação da proteína histidina quinase. É um resíduo altamente conservado. O domínio 

DHp antecede o domínio CA, normalmente, é composto de aproximadamente 120 aminoácidos. 

Várias estruturas deste domínio foram determinadas, a Figura 8 apresenta algumas delas. 34, 41. 

Figura 8 — Estrutura tridimensional do domínio DHp coloridos do N-terminal para C-terminal 

no esquema de cores ROYGBIV. a) EnvZ do organismo Escherichia coli (PDB: 1JOY), b) 

Spo0F do organismo Bacillus subtilis e c) DesK do organismo Bacillus subtilis (PDB: 3EHF). 

O sítio de fosforilação histidina encontra-se destacado em modelo de traços na estrutura. As 

estruturas do domínio DHp das proteínas Spo0F e DesK são parte da estrutura completa do 

domínio histidina quinase (domínios DHp e CA) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

           Fonte: O autor.  
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 A estrutura deste domínio é conservada na maior parte das proteínas HQ que tiveram 

sua estrutura determinada, consiste de duas hélices Dα1 e Dα2, que se dobram e assumem uma 

configuração anti-paralela, comumente chamada de helical hairpin, formando assim quatro 

hélices. Entretanto, apresentam algumas particularidades em termos de comprimento, 

orientação e pequenas irregularidades das hélices. Estas pequenas diferenças são o que gera as 

especificidades de cada um destes sistemas. A estrutura do domínio DHp da proteína EnvZ da 

bactéria E. coli foi determinada por RMN 45 e mostra que suas hélices são relativamente retas 

em relação a outras proteínas desta família, como Spo0B, Desk e HK853. Entretanto até mesmo 

a proteína EnvZ apresenta uma torção na hélice Dα1 causada por um resíduo prolina. Esta 

torção é conservada em todas as proteínas histidina-quinase que tiveram sua estrutura 

determinada, até mesmo aquelas que não possuem resíduo prolina na posição equivalente.  O 

sítio de fosforilação na proteína EnvZ (His243) é exposto ao solvente e encontra-se no meio da 

hélice Dα1, que possui uma flexibilidade maior que a hélice Dα2.  

 

1.3.4 Domínio CA (Catalytic and ATP binding domain) 

O domínio CA se liga ao ATP antes que este transfira o grupo fosforil para o resíduo 

histidina presente no domínio DHp. A sequência do domínio CA possui alguns motivos 

altamente conservados nas proteínas HQ: N, G1, F, G2 e G3 (Figura 7). A estrutura 

tridimensional destes domínios também é altamente conservadas. As estruturas secundárias α e 

β se alternam formando um enovelamento de duas camadas, uma formada pelas 5 fitas β e a 

outra pelas 3 hélices α. A estrutura deste domínio é semelhante a estrutura dos domínios ATPase 

das proteínas DNA gyrase B, MutL e Hsp90 33, 34. O sítio de ligação da molécula de ATP se 

encontra na extremidade do domínio se ligando aos motivos conservados N, G1, F, G2 e G3.  

Os motivos G1, F e G3 box interagem com adenosina e os motivos N e G2 box interagem tanto 

com adenosina como com o tri-fosfato-Mg2+
.
 O ATP lid interage apenas com os grupos fosfatos 

e cátion divalente16, 39. 

A estrutura do domínio quinase (DHp e CA) da proteína PhoQ (E.coli) em um 

complexo com AMPPNP (adenosine 5’-(β, γ-imino)-triphosphate) foi resolvida por Marina e 

colaboradores 39, o que elucidou muitos detalhes quanto ao funcionamento deste domínio em 

proteínas histidina quinase. A região entre os resíduos 429-439 forma o que tem sido 

denominado ATP-lid, que é fundamental para a ligação do domínio CA com ATP e também 

interação da molécula de ATP com o DHp para as reações de transferência do grupo fosforil. 

O ATP lid  é um fragmento hidrofóbico que se fecha por meio de interação de alguns resíduos 
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deste fragmento a grupos presentes na molécula de ATP, estabilizando-a em seu sítio de ligação. 

Quando não há molécula de ATP ligada a este domínio esta região apresenta uma conformação 

aberta. Este comportamento é possível devido à alta flexibilidade dos resíduos presentes nesta 

região indicada pelo alto fator B desta sequência de resíduos (51,4 Å) em comparação com fator 

B médio do restante do domínio CA (23,4 Å). A Figura 9e exibe a estrutura do domínio CA 

da proteína DesK colorida em um gradiente de cores de azul a verde em função do seu fator B, 

retratando a discrepância dos valores de fator B para o ATP lid  em relação ao restante do 

domínio.Os autores relacionaram esta alta mobilidade do ATP lid aos resíduos conservados de 

glicina. 

Figura 9 — Estrutura tridimensional de domínios CA coloridos do N-terminal para C-terminal 

no esquema de cores ROYGBIV a) DesK do organismo  Bacillus subtilis (PDB: 3EHG), b) 

PhoQ do organismo Escherichia coli (PDB: 1ID0), c) PrrB do organismo Mycobacterium 

tuberculosis (PDB: 1YS3), d) DevS do organismo Mycobacterium tuberculosis (PDB: 3ZXO) 

e e) DesK colorida de acordo com fator B, demonstrando a variação deste fator utilizando 

esquema de cores ROYGBIV. As proteínas DesK e PhoQ foram cristalizadas ligadas a ATP e 

AMPPNP, respectivamente. Estes compostos são exibidos em modelos de traços. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: O autor. 
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http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=1773
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O motivo ATP lid se inicia com o resíduo fenilalanina da F box e seu resíduo C-

terminal é um resíduo hidrofóbico (Leu-446 na PhoQ e Met-507 na CheA), estes dois resíduos 

interagem entre si formando um cluster hidrofóbico juntamente com os resíduos Ile-428, Leu-

446 e Ile-460 na proteína PhoQ, na proteína CheA também foi observado este cluster 

hidrofóbico formado nesta região da ATP lid, entretanto, os aminoácidos presentes são Leu-

486, Phe-487 (F box), Met-507 e Met-521. Na proteína EnvZ uma estrutura similar também foi 

identificada sendo formada pelos resíduos Phe-387, Leu-386, Ile-408 e Leu-420. Entre as 

proteínas FixL o resíduo fenilalanina da F box é conservado apenas nas proteínas RmFixL e 

BjFixL (Phe-448 e Phe-454, respectivamente), na proteína ReFixL o alinhamento das 

sequências mostra a presença de um resíduo também hidrofóbico, Ile-447 na posição 

equivalente. As estruturas tridimensionais das proteínas PhoQ e CheA mostram que apesar da 

diferença entre aminoácidos presentes no cluster hidrofóbico a distância entre resíduos 

equivalentes no ATP lid das duas proteínas é de apenas 10 Å e ambas exibem uma conformação 

fechada, indicando que a diferença na composição dos resíduos presentes neste loop não afeta 

sua função 36. Isto sugere que este cluster hidrofóbico é uma característica conservada nas 

proteínas histidina quinase, apesar de não ser sempre composto pelos mesmos resíduos 36, 41, 46.  

O íon γ-fosfato se liga a cadeia polipeptídica por meio de ligações de hidrogênios à 

átomos da cadeia lateral dos resíduos Gln-443 e Arg-439 do ATP-lid e Lys-392 e Tyr-393 da 

N box. O β-fosfato se liga ao resíduo Arg-434 também por meio de ligação de hidrogênio.  Com 

base nas observações quanto a sítios de ligação da molécula de ATP Marina e colaboradores 39 

substituíram os resíduos Lys-392, Arg-434 e Arg-439 por alanina a fim de verificar a 

importância destes resíduos na clivagem/estabilização do estado de transição da ligação do γ-

fosfato ao ATP. As substituições foram feitas no domínio quinase como um todo, ou seja, na 

presença do domínio DHp. A substituição da lisina por alanina proporcionou um aumento 

significativo no Km (40x) e um efeito menor no kcat (diminuição da constante catalítica em 10x), 

sugerindo que este resíduo tem papel importante em termos de ligação ao substrato e catálise. 

O efeito em kcat ao substituir a Arg-434 por alanina foi maior, com uma diminuição de duas 

ordens de magnitude na constante, enquanto, para o Km esta substituição não provocou alteração 

significativa, sugerindo papel crítico deste resíduo na atividade catalítica, os autores sugerem 

que o grupo guanidina deste resíduo possa atuar na estabilização do estado de transição ou ainda 

que este grupo protone o β-fosfato. Interessantemente, a substituição da Arg-439 (que se liga 

diretamente ao grupo abandonador γ-fosfato) não causou alteração significativa no Km ou kcat. 

Os resíduos destacados como fundamentais no mecanismo de fosforilação da proteína PhoQ 
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são de certo modo conservados nas proteínas FixL e DevS como resíduos que por semelhança 

química podem desempenhar a função dos resíduos mencionados. Por exemplo, na proteína 

PhoQ os resíduos Arg nas posições 434 e 439 sendo aparentemente importantes em termos de 

catálise e ligação ao ATP nas proteínas ReFixL, RmFixL e DevS são substituídos por treonina 

e glicina, respectivamente, podendo desempenhar funções similares nestas proteínas. 

Entretanto a formação do ATP lid nas proteínas FixL, assim como a definição de resíduos 

importantes para catálise da transferência de grupo fosforil do ATP para o resíduo histidina no 

domínio DHp e determinação de resíduos que se ligam a ATP no domínio CA só serão 

elucidados quando a estrutura tridimensional deste domínio da proteína for resolvida. O 

alinhamento das sequências destas proteínas e similaridades funcionais às proteínas aqui citadas 

são apenas indicativos destes motivos e semelhante comportamento.  

A proteína DevS e DosT tiveram a estrutura de seus domínios DHp e CA resolvidas. 

Cho e colaboradores 47 estudaram diferentes formas truncadas da proteína DevS e DosT e 

confirmaram a previsão dada pelas sequências de ambas as proteínas de que não possuem o 

motivo ATP-lid presente na maior parte das proteínas histidina quinase, indicando que o 

mecanismo de ligação do ATP à estas proteínas ocorre de forma diferenciada. As estruturas 

cristalinas mostram que o domínio CA apresenta uma estrutura fechada impossibilitando a 

ligação do ATP. Foram estudadas formas das proteínas contendo o domínio histidina quinase 

completo (CA e DHp) e uma forma truncada contendo apenas o domínio CA. Os autores 

verificaram a atividade quinase das proteínas por meio de ensaios de fosforilação, as formas 

das duas proteínas foram utilizadas na presença de domínio DHp extra. Para ambas as proteínas 

apenas a forma contendo os domínios CA e DHp na mesma estrutura foi capaz de fosforilar o 

resíduo histidina no domínio DHp. Os autores sugerem que para que ATP se ligue ao sítio de 

ligação no domínio CA e a autofosforilação ocorra deve haver uma mudança de conformação 

do loop que conecta a folha β3 e hélice α3, e esta mudança de conformação é provocada pela 

interação com o domínio DHp (quando na mesma molécula). 

 

DevS tem um alto grau de flexibilidade e possui um resíduo carregado negativamente 

próximo ao sítio de ligação do ATP, Glu-537. Portanto, este resíduo poderia rotacionar e 

interagir com um resíduo positivo em suas proximidades. Os autores propõe que isto seria 

desempenhado pelo resíduo Arg-440 próximo a His-395 (sítio de fosforilação na DHp). Para 

mostrar isto os autores substituíram os resíduos Arg-440 e Glu-437 nos domínios DHp e CA, 

respectivamente, por um resíduo de cisteína. Assim, se houvesse formação de pontes disulfeto 
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indicaria que estes resíduos são suficientemente próximos para interagir entre si. Desta forma, 

a função de proteger ATP de sofrer reações desnecessárias, que não fosforilação do resíduo 

histidina, desempenhada pelo fragmento ATP-lid em outras proteínas HQ; na proteína DevS 

este controle seria feito pela interação com o resíduo DHp assim uma alteração de conformação 

provocada favoreceria o ATP a se ligar ao domínio CA. Este efeito mimetizaria a função da 

ATP-lid. 

 

1.3.5 Reguladores de resposta 

As proteínas reguladoras de resposta dos sistemas de dois componentes apresentam 

sequência e estrutura bem conservadas entre as proteínas já estudadas, sugerindo um 

mecanismo de sinalização e transcrição semelhante entre os sistemas. Normalmente, os 

reguladores de resposta são proteínas pequenas, de aproximadamente 100 aminoácidos. O 

alinhamento das sequências de diversos reguladores de resposta apresenta regiões altamente 

conservadas em toda a classe, como pode ser visto na Figura 10. Um resíduo aspartato 

altamente conservado na fita β3 é o fosfo-aceptor. Nas estruturas tridimensionais de diversos 

reguladores de resposta foi identificado um enovelamento (αβ)5 conservado, Figura 11, que é 

formado alternando-se α-hélices e β-fitas com as β-fitas organizando-se na região interna deste 

microambiente, formando um core central hidrofóbico. Este core hidrofóbico é circundado 

pelas hélices α1 e α5 de um lado e α2, α3 e α4 do outro. A maior parte dos resíduos conservados 

estão na extremidade C-terminal das fitas β1, β3 e β4. A hélice α1 está envolvida na ligação do 

RR à HQ. A estrutura e posição desta hélice é conservada em todos os RR, entretanto, no que 

diz respeito a sequência de aminoácidos os resíduos conservados são apenas os hidrofóbicos 

envolvidos no empacotamento do core hidrofóbico das fitas β. O sítio de fosforilação é 

localizado em um cluster acídico próximo ao C-terminal da fita β1 e β3. Na proteína CheY os 

carboxilatos de cadeias laterais deste cluster estão envolvidos na coordenação do cátion 

divalente, Mg2+ ou Mn2+, que é essencial para reação de fosforilação. Estruturas do íon Mg2+ 

coordenado à proteína CheY mostram uma coordenação octaédrica do cátion envolvendo o 

Asp-57 (fosfo-aceptor), Asp-12, Asp-59 e três moléculas de H2O 48. A região α4-β5-α5 tem 

sido apontada como sendo importante para o desempenho da função do regulador de resposta 

34.  
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Figura 10 — Alinhamento da sequência de reguladores de resposta da subfamília OmpR/PhoB 

(PhoP, Prra e MtrA do organismo Mycobacterium tuberculosis (Mtb), DrrB do organismo 

Thermotoga maritima (Tm) e PhoB do organismo Escherichia coli (Ec)) e da subfamília 

NarL/FixJ (Spo0F do organismo Bacillus subtillis (Bs) e FixJ do organismo Rhizobium meliloti 

(Rm)). Resíduos idênticos estão marcados em – resíduos altamente conservados na subfamília 

OmpR/PhoB estão marcados em – e resíduos moderadamente conservados em todas as 

sequências estão destacados em --. O alinhamento foi processado no website 

http://www.ebi.ac.uk , utilizando a ferramenta Clustal Omega.  

                                                        β1                    α1                β2          α2 

PhoP_Mtb MRKGVDLVTAGTPGENTTPEARVLVVDDEANIVELLSVSLKFQGFEVYTATNGAQALDRA 

PrrA_Mtb -------------MDTGVTSPRVLVVDDDSDVLASLERGLRLSGFEVATAVDGAEALRSA 

DrrB_Tm  ------------------MMWKIAVVDDDKNILKKVSEKLQ-QLGRVKTFLTGED--FLN 

MtrA_Mtb ---------------MDTMRQRILVVDDDASLAEMLTIVLRGEGFDTAVIGDGTQALTAV 

PhoB_Ec  ------------------MARRILVVEDEAPIREMVCFVLEQNGFQPVEAEDYDSAVNQL 

Spo0F_Bs -----------------MMNEKILIVDDQYGIRILLNEVFNKEGYQTFQAANGLQALDIV 

FixJ_Rm  -----------------MTDYTVHIVDDEEPVRKSLAFMLTMNGFAVKMHQSAEAFLAFA 

 

                       β3                    α3                          β4                  α4         β5 
 

PhoP_Mtb RETRPDAVILDVMMPGMDGFGVLRRLRAD--GIDAPALFLTARDSLQDKIAGLTLGGDDY 

PrrA_Mtb TENRPDAIVLDINMPVLDGVSVVTALRAM--DNDVPVCVLSARSSVDDRVAGLEAGADDY 

DrrB_Tm  DEEAFHVVVLDVMLPDYSGYEICRMIKET--RPETWVILLTLLSDDESVLKGFEAGADDY 

MtrA_Mtb RELRPDLVLLDLMLPGMNGIDVCRVLRAD---SGVPIVMLTAKTDTVDVVLGLESGADDY 

PhoB_Ec  NEPWPDLILLDWMLPGGSGIQFIKHLKRES-TRDIPVVMLTARGEEEDRVRGLETGADDY 

Spo0F_Bs TKERPDLVLLDMKIPGMDGIEILKRMKVI--DENIRVIIMTAYGELDMIQESKELGALTH 

FixJ_Rm  PDVRNGVLVTDLRMPDMSGVELLRNLGDL--KINIPSIVITGHGDVPMAVEAMKAGAVDF 

 

                            α5 
 

PhoP_Mtb VTKPFSLEEVVARLRVILRRAGKGNKEPRNVRLTFADIELDEETHEVWKAGQPVSLSPTE 

PrrA_Mtb LVKPFVLAELVARVKALLRRRGSTATSSS-ETITVGPLEVDIPGRRARVNGVDVDLTKRE 

DrrB_Tm  VTKPFNPEILLARVKRFLEREKKG-------LYDFGDLKIDATGFTVFLKGKRIHLPKKE 

MtrA_Mtb IMKPFKPKELVARVRARLRRNDDE----PAEMLSIADVEIDVPAHKVTRNGEQISLTPLE 

PhoB_Ec  ITKPFSPKELVARIKAVMRRISPMAVE---EVIEMQGLSLDPTSHRVMAGEEPLEMGPTE 

Spo0F_Bs FAKPFDIDEIRDAVKKYLPLKSN------------------------------------- 

FixJ_Rm  IEKPFEDTVIIEAIERASEHLVAA----EADVDDANDIRA-------------------- 
 

      Fonte: O autor. 

A maior parte dos RR’s da subfamília OmpR/PhoB formam dímero ao longo da região 

α4-β-5α5 quando no estado ativo. O alinhamento de suas sequências mostra também que esta 

porção é variável em termos de sequência, como pode ser observado na Figura 10. A sequência 

da hélice α5 é razoavelmente conservada na família OmpR/PhoB, o que não acontece na família 

NarL/FixJ. O comprimento das hélices e fita desta região varia entre as diferentes proteínas.  

A ativação do RR pela reação de fosforilação desencadeia alterações conformacionais na região 

α4-β-5α5 acompanhadas por movimentos em dois resíduos chave, o segmento conservado 
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Thr/Ser na região C-terminal da fita β4 e Tyr/Phe no meio da fita β5. Na proteína não-

fosforilada o resíduo Thr/Ser está orientado para lado contrário ao resíduo Asp aceptor e o 

resíduo Thr/Phe encontra-se orientado para lado externo da fita β5. Ao ser fosforilado o resíduo 

Thr/Ser se move na direção do resíduo fosfo-Asp formando ligações de hidrogênio. O 

reposicionamento deste resíduo move também o loop β4-α4 e a hélice α4, tornando a 

conformação do resíduo Thr/Phe mais energeticamente favorável. Um resíduo Lys também 

conservado na família OmpR/PhoB forma uma ponte salina com o grupo fosforil 

proporcionando um deslocamento do loop β5-α5. Este resíduo lisina também forma ponte salina 

com o Asp fosfo-aceptor da proteína PhoP (Mtb) não-fosforilada. Aliado ao pequeno 

deslocamento que este resíduo proporciona na proteína fosforilada isto sugere que este resíduo 

é mais importante na estabilização do sítio ativo que em termos de alosterismo. As estruturas 

tridimensionais para os domínios receptores da Spo0F, PhoB, e DrrB encontram-se ilustradas  

Figura 11. 

Em todos os reguladores de resposta o resíduo correspondente a Asp-13 em CheY é 

precedido por um resíduo acídico, usualmente um aspartato (ou glutamato) e sucedido por um 

outro resíduo acídico. A transferência do fosforil do fosfo-amidato (fosfo-histidina) envolve um 

ataque nucleofílico pelo fosforil-aceptor (aspartato) no átomo de fósforo combinado com um 

ataque eletrofílico pelo próton. A configuração de resíduos aminoácidos no microambiente do 

RR CheY proveria ambos o nucleófilo fosfo-aceptor (íon carboxilato, Asp) e um próton de 

aspartato ou glutamato não ionizado 33.  

O resíduo fosfo-aspartato possui baixa estabilidade tanto em meios ácidos como 

alcalinos. A energia livre de hidrólise é bastante negativa, o que levou alguns autores a 

assumirem que a energia liberada pela hidrólise do fosfo-Asp seja gasta para efetuar as 

mudanças conformacionais necessárias para ativar o fator de transcrição, o que o difere do 

sensor histidina-quinase que ao se fosforilar altera a atividade da proteína apenas por efeitos 

eletrostáticos locais 34. 
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Figura 11 — Estrutura tridimensional de domínios receptores coloridos do N-terminal para C-

terminal no esquema de cores ROYGBIV. a) Spo0F do organismo Bacillus subtilis (PDB: 

1PEY), b) PhoB do organismo Escherichia coli (PDB: 1B00), c) DrrB do organismo 

Thermotoga maritima (PDB: 3NNS).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

          Fonte: O autor. 

 

1.4 Proteínas histidina quinase FixL 

O sistema de dois componentes FixL-FixJ foi reportado pela primeira  vez como sensor 

de oxigênio em 1991 49, quando Gilles-Gonzalez e colaboradores coexpressaram os genes das 

proteínas FixL e FixJ do organismo Rhizobium meliloti em um mesmo plasmídeo. As proteínas 

foram expressas em sistema heterólogo utilizando como célula de expressão a bactéria 

Escherichia  coli.  

A proteína FixL possui um cofator heme tipo b em um de seus domínios PAS. Em 

condições de aerobiose o oxigênio inibe a atividade quinase da proteína FixL. O mecanismo de 

inativação da proteína se inicia com alterações conformacionais no microambiente do grupo 
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heme ocasionadas quando este grupo se liga ao O2, CNˉ e imidazol. O mecanismo pelo qual 

esta informação é transmitida para o domínio quinase ainda não foi totalmente elucidado.   

O sistema FixL-FixJ é um sistema sensor de oxigênio onde estas proteínas regulam 

adaptação microaeróbica por meio da interação do fator de transcrição gênica FixJ com 

sequências de DNA específicas que induzem a expressão de genes necessários à sobrevivência 

do organismo em hipóxia e desempenho de suas funções. Este sistema pode desempenhar três 

funções, que não são necessariamente mútuas nestes organismos, I) habilitar o organismo a 

sobrevivência sob privação de oxigênio por meio da expressão de genes que codificam oxidases 

necessárias para respiração microaeróbica 50, II) restringir a expressão de genes para a fixação 

de nitrogênio (nix e fix) em condições aeróbias, e III) limitar a expressão de genes de enzimas 

de denitrificação a condições de hipóxia. Assim, a condição de anaerobiose leva este organismo 

a induzir a expressão de um ou mais genes. A proteína RmFixL desempenha as duas primeiras 

funções listadas, enquanto a proteína BjFixL desempenha apenas a primeira e terceira função. 

A função mais comumente desempenhada por estes sistemas é a expressão de genes que 

codificam oxidases para respiração aeróbica3.  

Os sistemas FixL dos organismos Bradyrhizobium japonicum e Rhizobium meliloti 

têm sido largamente estudados e auxiliaram na resposta de várias questões importantes quanto 

ao comportamento de hemeproteínas pertencentes a classe de sistemas de dois componentes 9, 

50-52, 53. BjFixL e RmFixL compartilham de várias similaridades estruturais, entretanto, 

apresentam algumas diferenças como em termos de organização de domínios, afinidades à 

ligantes e fatores que inativam sua atividade quinase. BjFixL catalisa a reação de 

autofosforilação seguida pela transferência do grupo fosforil para o seu regulador de resposta 

BjFixJ tanto em sua forma deoxi (FeII) como no estado met (FeIII), enquanto a forma oxy (FeII-

O2) e cianomet (FeIII-CN) são estados desativados da proteína 54. Por outro lado, RmFixL é ativa 

apenas no estado deoxi, e assim como para BjFixL no estado oxi e cianomet o sensor quinase 

encontra-se inativo. Curiosamente, na forma met-RmFixL o sensor quinase catalisa a reação 

autofosforilação do seu resíduo histidina, mas não catalisa a reação de transferência deste para 

o resíduo aspartato no RR. Estruturalmente, não há razão clara para que isto ocorra, uma vez 

que não há diferença significativa na conformação da proteína em suas formas deoxi e met, 

assim como ocorre para BjFixL, apesar de existir outro domínio PAS na BjFixL inexistente na 

RmFixL. Entretanto esta peculiaridade não tem relevância do ponto de vista fisiológico já que 

no citoplasma celular a proteína existe apenas em sua forma reduzida 3. Em relação a 

organização dos domínios, BjFixL é uma proteína solúvel que contém dois domínios PAS 
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seguidos por um domínio histidina-quinase e seu grupo heme está localizado no segundo 

domínio PAS. Enquanto RmFixL possui um segmento transmembranar seguido por um 

domínio PAS e histidina-quinase. Porém, RmFixL tem sido estudada sem este segmento 

transmembranar, como uma proteína solúvel truncada. Uma ilustração desta organização de 

domínios é exibida na Figura 12. Para ambas as proteínas o grupo heme está ligado a um 

resíduo histidina como ligante axial e possuem dois importantes resíduos arginina (R206 e R220 

na BjFixL e R200 e R214 na RmFixL) envolvidos na transdução de sinal e ligação do grupo 

heme ao oxigênio.  O mecanismo de transdução de sinal da FixL tem sido associado a mudanças 

conformacionais no microambiente do grupo heme (resíduos distais), alterando contatos com 

grupos propionatos e levando a diferença de distorsão do anel porfirínico.  

Figura 12 — Organização de domínios em na proteína FixL do organismo a) Rhizobium etli, 

b) Bradyrhizobium japonicum e c) Sinorhizobium meliloti. Organização de domínios gerado 

pelo website http://smart.embl-heidelberg.de/. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    Fonte: O autor. 

A primeira estrutura cristalina das proteínas FixL foi determinada por Gong e 

colaboradores 43. Os autores determinaram a estrutura cristalina da proteína BjFixLH2 (domínio 

 
2 BjFixLH: forma truncada da proteína FixL do organismo Bradyrhizobium japonicum contendo apenas o 

segundo domínio PAS da proteína FixL, onde o grupo heme se encontra.  
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hémico) nos estados met-BjFixLH (FeIII), em que a proteína encontra-se ativa, e cianomet-

BjFixLH (FeIII-CN), que assim como O2 inativa a atividade quinase da proteína.  

A característica estrutural dominante da proteína BjFixLH são as 5 fitas β antiparalelas 

que acomodam o grupo heme. Os autores descrevem a estrutura como uma luva de mão 

esquerda em que os dedos seriam formados pelas fitas β (resíduos 155–168 and 235–255), a 

palma pelas hélices α (resíduos 170-215) e o dedo polegar pelas fitas β (resíduos 220-234). A 

única distorção a este modelo seria a hélice α C-terminal que se liga ao domínio quinase, que é 

uma região rica em resíduos glutamina, comumente chamada Q-linker. Os elementos estruturais 

foram nomeados de acordo com suas posições na sequência da proteína e estrutura secundária 

associada, Figura 13. Os autores atribuíram a este enovelamento o fato de o domínio PAS 

assumir diferentes funções com diferentes cofatores sendo ancorados a esta estrutura em 

diferentes sistemas sensores em que é encontrado (ex. bacteria, archae e eukarya) 29. 

Figura 13— Nomenclatura proposta para elementos da estrutura tridimensional do domínio 

heme-PAS da proteína BjFixL(PDB: 1LSW). 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

   Fonte: O autor. 

O microambiente do grupo heme é primariamente hidrofóbico, com os resíduos Val-

188, Met-192, Tyr-203 e Ile-204 orientando a His-200 proximal que se liga ao átomo central 

de ferro na posição axial. O interior hidrofóbico do sítio ligante é circundado por Leu-236 e Ile-

238 na fita β Hβ e por Ile 215. Apesar da hidrofobicidade do microambiente este se torna 

acessível para grupos hidrofílicos por meio de um canal com 3 moléculas de H2O interagindo 

com o resíduo Arg-220.  
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Ao se ligar a cianeto os grupos da cadeia lateral dos resíduos distais Leu-236 e Ile-238 

se movem para acomodar o ligante. As maiores alterações detectadas na conformação da 

proteína com o cianeto se mostram na região do loop FG (Ser-211 a Ile-215). Ao se ligar a 

cianeto o anel porfírinico sofre também alterações em sua planaridade. Esta alteração é 

transmitida ao restante da proteína por meio de uma rede de  interações entre os grupos 

propionatos do grupo heme e os resíduos His-214, Ile-215, Arg-206 e Thr-210 (His-214 e Ile-

215 pertencentes ao FG loop e Arg-206 e Thr-210 pertences à hélice Fα). O resíduo His-214é 

conservado em todas as proteínas FixL, como histidina ou arginina, como pode ser observado 

no alinhamento das sequências do domínio heme-PAS das proteínas FixL exibido na Figura 5. 

Ambos os resíduos possuem um nitrogênio protonado que pode formar ponte salina com o 

grupo propionato. De fato, este resíduo interage com ambos os propionatos e passa por 

alterações quando cianeto se coordena ao grupo heme.  O nitrogênio Nδ1 do anel imidazólico 

do resíduo His-214 forma ponte salina com o propionato 7, alternando apenas entre oxigênios 

no mesmo grupo quando alternando da forma met para cianomet-BjFixL. Ambos os oxigênios 

do propionato 6 formam ligações de hidrogênio com His-214 quando na forma met-BjFixL. Ao 

se ligar ao cianeto um dos oxigênios passa a formar ligação de hidrogênio com o nitrogênio do 

resíduo Arg-206 da hélice Fα, que na forma met-BjFixL forma ligação de hidrogênio e 

interações iônicas com o carbonil da cadeia principal e carboxilato de cadeia lateral do resíduo 

Asp-212, respectivamente. Ao se ligar ao cianeto, o resíduo Arg-206 perde a interação iônica 

com o carboxilato do resíduo Asp-212, pois passa a interagir com o propionato 6. E devido à 

perda de interação com o Asp-212, o resíduo Arg-206 sofre uma rotação que proporciona uma 

ligação de hidrogênio com o carbonil do resíduo Thr-210, desta forma gerando uma 

comunicação de uma das extremidades da hélice Fα com o FG loop.  apresenta os rearranjos 

estruturais ocorridos no grupo heme quando coordenado à cianeto e oxigênio. Todas as 

alterações conformacionais mencionadas quando analisadas na forma global do FG loop estão 

provocando um afastamento deste loop em relação ao grupo heme, gerando uma conformação 

aberta 55.  
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Figura 14— Rearranjos estruturais do grupo heme da proteína a) BjFixL (PDB: 1DRM ) em 

decorrência da associação dos ligantes b) CN- (PDB: 1LT0 )e c) O2 (PDB 1DP6 ). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: O autor. 

Baseando-se nestas alterações conformacionais localizadas quando se passa de um 

estado ativo (met-BjFixLH) para um estado inativo (cianomet-BjFixL) os autores propuseram 

que o mecanismo de sinalização do grupo heme para domínio funcional histidina quinase pode 

estar relacionado à interação entre o domínio histidina quinase e o FG loop. Esta proposta vem 

sendo estudada nos últimos anos. Em estudo posterior Gong e colaboradores 54 fizeram um 

alinhamento por meio de mínimos quadrados de todas as estruturas então estudadas e constatou 

que o Cα de todas as estruturas possuem uma variação de posicionamento de 0,2 Å, exceto pelos 

Cα presentes no FG loop, onde a variação de posição é de ~2,0 Å. No mesmo estudo os autores 

determinaram a estrutura cristalina da proteína BjFixLH ligada ao seu sinal fisiológico O2 e 

comprovaram que as alterações na conformação dos grupos propionatos, resíduos do FG loop 

e Arg-206 são também observadas neste sistema e ocorrem em maior magnitude que na forma 

cianomet-BjFixL 43
.     
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 Uma outra diferença marcante nas estruturas da cianomet-BjFixLH e oxi-BjFixLH é a 

existência de um ligante distal na estrutura da forma oxi-BjFixL. Os autores observaram que na 

forma oxi-BjFixL o grupo guanidina do resíduo Arg-220 (Gβ) rotaciona em direção ao 

microambiente do grupo heme e forma uma ligação de hidrogênio com o ligante O2. Esta 

interação requer uma rotação de 170º em torno do eixo da ligação Cα-Cβ 
54

.  Simultaneamente, 

provocada pela alteração conformacional ocorrida no FG loop o grupo carbonil do resíduo Ile-

218, que na forma met- BjFixL está voltado para o solvente, rotaciona em direção ao 

microambiente do grupo heme formando uma ligação de hidrogênio com uma molécula de 

H2O. Esta molécula de H2O também forma uma ligação de hidrogênio com um dos nitrogênios 

do grupo guanidina da Arg-220. Possivelmente esta interação atua na estabilização deste 

resíduo, o qual é conservado em todas as proteínas FixL conhecidas e é o único resíduo polar 

no microambiente do grupo heme 30. Na forma cianomet-BjFixLH Gong e colaboradores 54 não 

observaram a formação de nenhuma ligação de hidrogênio com o ligante CNˉ, o microambiente 

distal seria formado apenas por resíduos hidrofóbicos: Ile-215, Ile-216, Val-222, Met-234, Leu-

236 e Ile238. Entretanto em publicação posterior o mesmo grupo de pesquisa motivado pelos 

indícios da contribuição deste resíduo Arg-220 na regulação da atividade quinase revisou sua 

estrutura cristalina. Neste estudo foi possível observar a quebra da ponte salina entre Arg-220 

com o propionato 7 do grupo heme e formação da ligação de hidrogênio entre um dos 

hidrogênios do grupo guanidina da Arg-220 com o ligante CNˉ 55.  

A fim de determinar a importância do resíduo Arg-220 na regulação de sinal da 

proteína BjFixL Dunham e colaboradores 30 estudaram uma forma mutante da proteína onde o 

resíduo Arg-220 foi substituído por um resíduo alanina, este mutante foi nomeado R220A 

BjFixL. Esta proteína teve as menores afinidades por O2 (Kd= 1,5 mmol L-1) e CNˉ (Kd= 16 

µmol L-1) já determinadas para domínios heme-PAS 30. Por outro lado, a mutação não 

influenciou na afinidade da proteína por CO ou NO. Em se tratando de atividade catalítica a 

proteína R220A BjFixL foi 3-4 vezes mais ativa que BjFixL em ambos os estados de oxidação. 

Ao se ligar a CNˉ a proteína R220A BjFixL apresentou um fator de inibição da atividade 

catalítica de apenas 2 vezes frente a um fator de inibição de 50 vezes para BjFixL. Todavia, 

devido à baixa afinidade, a forma oxi R220A BjFixL não se formou em quantidade apreciável 

impedindo a medida da atividade catalítica na forma saturada, somente sendo possível comparar 

com a forma ligada a cianeto. Curiosamente, CO e NO provocam um fator de inibição de 2 

vezes, enquanto na proteína BjFixL não apresentam qualquer influência. Estruturalmente, a 

retirada do resíduo arginina provocou a perda da comunicação entre grupo heme e FG loop. Na 
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forma não ligada da proteína R220A BjFixL no estado férrico esta não apresentou interação de 

resíduos presentes na região distal do grupo heme com seus propionatos e na forma ligada a 

CNˉ ou O2 não foi observada qualquer interação destes ligantes com resíduos distais do grupo 

heme, por consequência houve uma perda de interações entre resíduos distais com o FG loop. 

Desta forma, a perda das interações dos ligantes que possivelmente inativam a proteína (R220A 

BjFixL) provocou uma resposta global nas interações sofridas pela proteína culminando na 

fraca inativação da atividade catalítica da proteína por ligantes reconhecidamente desativadores 

deste sistema. Devido a apolaridade do ligante O2 a associação deste ligante ao grupo heme não 

deveria ser afetada de forma tão significativa apenas devido a formação de uma ligação de 

hidrogênio com um resíduo arginina. Além disto, o fato de ter sido observada inibição da 

atividade catalítica, mesmo que muito menor que na proteína BjFixL, para a proteína R220A 

BjFixL mostra que arginina é importante na regulação da atividade, mas não é o único fator 

desencadeante das alterações conformacionais necessárias à desativação da proteína.  

Uma possível causa da necessidade de uma interação do resíduo Arg-220 com o ligante 

seria a estabilização do ligante frente ao microambiente altamente hidrofóbico por meio de 

efeito estérico, desta forma estabilizando o estado inativo da proteína 55.  

Enfatizando a influência de fatores estéricos na ligação ao grupo heme Gong e 

colaboradores 54 determinaram a estrutura da proteína BjFixL em sua forma ligada a imidazol. 

Assim como nas formas met-BjFixL e cianomet-BjFixL a forma imz-BjFixL mostra alterações 

conformacionais na região do FG loop.  Uma molécula de água localizada na região distal 

estabelece ligações de hidrogênio com o resíduo Ile-218 e com anel imidazólico do ligante 

distal, enquanto o grupo guanidina do resíduo Arg-220 encontra-se direcionado para fora do 

microambiente do grupo heme. Como esperado a ligação do imidazol requer uma reorganização 

da estrutura da proteína para acomodação do ligante. Esta reorganização é estabelecida 

essencialmente pelos resíduos Ile-215 e Ile-238. O FG loop por sua vez é afastado do grupo 

heme devido ao deslocamento do resíduo Ile-215.  

Na tentativa de verificar a importância da ligação de hidrogênio formada entre o 

nitrogênio do imidazol e H2O Hao e colaboradores 55 utilizaram metil-imdazol como ligante, 

uma vez que no lugar do hidrogênio ligado ao nitrogênio do anel imidazólico tem-se um grupo 

metil, impossibilitando a ligação de hidrogênio com a H2O. Inicialmente foi proposto que a 

ligação de hidrogênio entre o nitrogênio do imidazol e a mesma molécula de H2O que interage 

Ile-218 (FG loop) estaria contribuindo para uma rede de interação que possibilitaria 

comunicação entre o grupo heme e FG loop, de forma análoga ao que ocorre com Arg-220 nas 
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formas oxi e cianomet-BjFixLH. Entretanto a estrutura determinada para a proteína MeIm-

BjFixL revela que apesar de não haver formação de ligação de hidrogênio com o anel 

imidazólico com a molécula de H2O a alteração conformacional observada no FG loop para a 

forma Imz-BjFixL é mantida, indicando que esta alteração não é essencial para alteração 

conformacional.    

Foi proposto anteriormente por Gilles-Gonzalez e colaboradores 50 que a propriedade 

que regularia a atividade catalítica da proteína FixL seria a alteração de estado de spin do átomo 

de ferro do grupo heme. Os autores relataram que compostos de alto spin gerariam a 

conformação ativa da proteína e compostos de baixo spin gerariam a conformação inativa. Isto 

foi suportado por alguns anos por evidências de que O2, CNˉ e imidazol inativam a proteína 3, 

43, 50, 54. Entretanto a atividade catalítica da proteína BjFixL foi determinada em sua forma CO-

BjFixL e NO-BjFixL por Hao e colaboradores 55. Foi observado que a proteína permanecia no 

estado ativo, apesar de ambos serem ligantes de campo forte e gerarem compostos de baixo 

spin. As estruturas da proteína na forma CO-BjFixL e NO-BjFixL corroboram com os ensaios 

de atividade enzimática. Para ambas as estruturas não foram observadas alterações 

conformacionais no FG loop e o resíduo Arg-220 permanece na mesma posição em que se 

encontra na proteína não ligada.     

1.4.1 FixL híbrida do Rhizobium etli 

Mais recentemente, uma nova FixL do organismo Rhizobium etli (ReFixL) começou a 

ser estudada. Esta se trata de uma hemeproteína sensora e histidina quinase híbrida, que 

adicionalmente aos domínios citados anteriormente para proteínas FixL, possui um domínio 

receptor bastante similar ao de seu substrato FixJ na posição C-terminal. Portanto, este sistema 

promove a autofosforilação do resíduo histidina seguida pela transferência do grupo fosforil 

para o resíduo aspartato em seu domínio C-terminal, assim, tornando possível o estudo de 

ambos os fenômenos na mesma proteína. A estrutura desta proteína ainda não foi resolvida, 

entretanto, por meio de alinhamento das sequências das proteínas ReFixL e BjFixL (resíduos 1-

490) observou-se que as proteínas são 49,5% similares e 33% idênticas. Resíduos conhecidos 

por influenciar na afinidade da proteína BjFixL por O2  foram conservados na proteína ReFixL, 

sendo eles His-193, His-199, His-280, Arg-213, análogos aos resíduos Arg-206, His-200, His-

291 e Arg-220 na proteína BjFixL, respectivamente. No domínio receptor foi conservado o 

resíduo Asp-573, encontrado na posição 55 e 54 nos RR BjFixJ e RmFixJ, respectivamente. 

Similarmente à BjFixL, esta proteína é solúvel e contêm dois domínios PAS seguidos, onde no 

segundo encontra-se um grupo heme, assim como nos outros sistemas FixL.  
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Dentre as proteínas FixL, ReFixL é a que se tem menos informações a respeito. Dentre 

os poucos estudos realizados destaca-se o trabalho de Sousa e colaboradores 23, onde foi feito 

um estudo comparativo das formas nativa (ReFixL), uma forma truncada da proteína (∆PAS1 

ReFixL), onde foi retirado o primeiro domínio PAS1 e a forma mutante D573N ReFixL, onde 

o resíduo Asp-573, possível resíduo fosforilado pelo resíduo fosfo-histidina, foi substituído por 

um resíduo aspargina não fosforilável. As três formas estudadas da proteína são homodiméricas 

em seus estados ativo e inativo, indicando que as alterações conformacionais regulatórias não 

influenciam na estrutura quaternária da proteína. A proteína ReFixL se comporta de forma 

similar à outras proteínas FixL, entretanto, com algumas particularidades observadas. ReFixL 

mostrou a mais baixa afinidade por oxigênio vista para um sensor de oxigênio (Kd=738 µmol 

L-1). Porém, apesar da baixa afinidade por oxigênio, ReFixL apresenta excelente regulação por 

oxigênio, mesmo em ar, onde ele se mostra apenas 26% saturada com O2, e a atividade histidina 

quinase é totalmente desativada. Na presença dos ligantes NO e CO, a proteína é facilmente 

saturada, entretanto, a regulação de sinal por estes ligantes é muito baixa, mantendo a proteína 

basicamente ativa. A remoção do domínio PAS1 (forma ∆PAS1) e substituição do resíduo Asp-

573 (forma D573N) por aspargina influenciou positivamente na afinidade da proteína por 

oxigênio, com um aumento de 8 e 2 vezes, respectivamente, o que levou os autores a afirmarem 

que os domínios PAS1 e domínio receptor C-terminal devem interagir de alguma forma 

diretamente com o domínio heme-PAS. Uma outra diferença importante entre os sistemas 

BjFixL e ReFixL seria a presença de um resíduo histidina na região distal do grupo heme da 

proteína ReFixL, enquanto na BjFixL esta posição é ocupada por um resíduo arginina. No 

sistema DosP na E coli esta posição também é ocupada por um resíduo histidina, entretanto, a 

afinidade da proteína por O2 é aproximadamente10  vezes maior que a da proteína ReFixL, 

portanto, este não pode ser o único fator determinante desta diferença de afinidades 10. 

A remoção do domínio PAS1 aboliu a reação de fosforilação da proteína, enquanto a 

substituição do resíduo Asp-573 por aspargina apenas tornou a reação de autofosforilação 

pronunciadamente mais lenta que na forma nativa, sendo também perdida regulação. Desta 

forma, os autores concluiram que a remoção do grupo PAS1 manteve a proteína na sua forma 

inativa com perda de sua capacidade de regulação, bem como a mutação D573N, entretanto 

neste último caso a proteína foi mantida majoritariamente na sua forma ativa. 

1.5 Eletroquímica de sistemas hemeproteínas sensoras 

Uma propriedade importante das hemeproteínas que não tem sido bem explorada é seu 

potencial de redução padrão, E0. Para estudos de potencial em sistemas biológicos normalmente 
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utiliza-se a nomenclatura denominada por Leonor Michaelis para potencial de meia altura Em 

(midpoint potential), diferente da usada para sistemas químicos, E0
, devido as condições para 

potencial de redução padrão não serem aplicáveis a estes sistemas. Deste ponto em diante esta 

nomenclatura será utilizada neste documento para potencial de redução de proteínas. Na família 

PAS apenas BjFixL e EcDOS tem seus potenciais de redução conhecidos, e estes foram 

determinados apenas para o domínio heme-PAS isolados 7, 9. Ballandi e colaboradores 9 

determinaram o Em da proteína BjFixLH e suas formas mutantes. As mutações foram escolhidas 

de forma a modificar as interações eletrostáticas no resíduo Arg-220, assim, este resíduo foi 

substituído pelos resíduos isoleucina (R220I), ácido glutâmico (R220E), glutamina (R220Q) e 

histidina (R220H). Os perfis espectroscópicos dos mutantes foram muito semelhantes ao da 

proteína BjFixLH, exceto para o mutante R220H, que apresentou o comprimento de onda 

máximo da banda Soret no estado oxidado em 408 nm em pH 7,4, que remete a possível 

coordenação de uma molécula de H2O. Curiosamente, os autores observaram que em pH 3,8 o 

perfil assemelhava-se ao da proteína BjFixLH. De fato, os dados de espectroscopia de 

ressonância Raman mostram que possivelmente em pH 7,4 a proteína encontra-se coordenada 

à uma molécula de H2O e o resíduo His-220 deprotonado formando uma ligação de hidrogênio 

com água 9. Entretanto em pH 3,8 o resíduo encontra-se protononado e não há formação da 

ligação de hidrogênio, desestabilizando a ligação levando a forma pentacoordenada. O Em 

determinado para este mutante foi 40 mV, que assemelha-se ao da proteína SWMb, que 

similarmente encontra-se hexa-coordenada no estado férrico e penta-coordenada no estado 

ferroso 19. O Em medido para as formas BjFixLH, R220I, R220Q, R220E BjFixL foram de 68 

mV, 38 mV, 41 mV e 24 mV, respectivamente. Assim, a substituição do resíduo arginina 

positivamente carregado pelos resíduos neutros de isoleucina e glutamina provocaram uma 

diminuição do potencial de aproximadamente 30 mV. Enquanto a substituição pelo resíduo de 

ácido glutâmico provocou uma diminuição de cerca de 45 mV no potencial de redução da 

proteína, sendo atribuído a deprotonação do ácido glutâmico.  

O estudo eletroquímico destes sistemas é particularmente relevante para embasar seu 

papel como sensores. Além disto, informações importantes em relação ao microambiente e 

ligantes axiais do grupo heme podem ser obtidas utilizando técnicas eletroquímicas 6, 7, 56-58. 

Apesar da maior parte dos sistemas de hemeproteínas sensoras possuírem em sua estrutura um 

grupo heme do tipo b, pode existir uma diferença significativa em seu potencial de redução. 

Estas diferenças dependem largamente da coordenação da estrutura, número de ligantes, tipos 

de ligante axial, hidrofibicidade/hidrofilicidade do microambiente do grupo heme, interações 
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do grupo heme com resíduos aminoácidos, distorções e efeito estérico. Adicionalmente, o grupo 

heme desencadeia mudanças conformacionais que são fortemente relacionadas com o 

enovelamento do sensor, o que possivelmente causa variações em seu potencial de redução. 

Portanto, o entendimento desta relação é fundamental para a elucidação do mecanismo de 

transdução de sinal. Apesar disto, apenas alguns estudos eletroquímicos foram realizados para 

sistemas de hemeproteínas sensoras, e a maior parte deles apenas para o domínio isolado do 

grupo heme, o que pode ter diferença significativa em relação a proteína inteira, especialmente 

quando esta encontra-se ligada a determinados ligantes que causam mudanças conformacionais 

no domínio quinase. Entretanto, a determinação do potencial de redução destes sistemas, 

especialmente sistemas maiores que 10 kDa, não é simples quando comparada a estudos 

eletroquímicos de moléculas inorgânicas ou orgânicas. Devido ao seu tamanho,  a difusão de 

uma proteína a superfície eletródica é bastante limitada, refletindo seus baixos coeficientes de 

difusão, geralmente com 1 ou 2 ordens de magnitude menores que moléculas pequenas. Com 

isto o acompanhamento da reação de transferência de elétrons heterogênea é comprometido 

pelo controle difusional. Uma alternativa é a adsorção da proteína à superfície eletródica 

modificada a fim de favorecer a interação da proteína com o eletrodo59, 60. Esta medologia é 

comumente chamada de eletroquímica direta ou PFV (Protein Film Voltametry). Nesta 

metodologia é empregada uma quantidade muito pequena de proteína (normalmente menor que 

1 pmol/cm2)59, o que é bastante atrativo nesta linha de pesquisa, uma vez que a obtenção de 

proteínas é bastante dispendiosa em custo e tempo. O filme da proteína normalmente é estável 

e pode ser utilizado por horas para aquisição de dados, em alguns casos com o apropriado 

armazenamento pode ser utilizado por dias 61.  O sucesso desta metodologia nem sempre é 

atingido. Algumas dificuldades típicas encontradas são: orientação da proteína de forma que a 

reação de transferência de elétrons ocorra, quantidade de proteína adsorvida ser suficiente para 

observação de corrente (especialmente para sistemas não-catalíticos), estabilidade do filme, 

alteração de propriedades da proteína pelo eletrodo e no caso de sistemas enzimáticos, que o 

substrato e produto da enzima não sejam eletroativos. Uma abordagem viável em casos que não 

é possível o estudo do potencial de redução da proteína por reação de transferência de elétrons 

heterogênea é o uso de moléculas de baixa massa molecular como mediadores redox, que sao 

capazes de sofrer reação de transferência de elétrons heterogênea com a superfície eletródica e 

reação de transferência de elétrons homogênea com a proteína em solução, estabelecendo 

rapidamente o equilíbrio. Todavia, esses agentes devem ser estáveis em sua forma reduzida e 

oxidada,estabelecer equilíbrio de transferência de elétrons homogênea rápida com a proteína, 

não possuírem intensas bandas espectroscópicas na mesma região das bandas da proteina e 



52 

 

possuírem potencial de redução próximo ao da proteína em estudo. A Figura 15 apresenta uma 

ilustração do uso de mediadores redox. 

Os mediadores historicamente mais utilizados para este fim são moléculas orgânicas 

como benzoquinonas, naftoquinonas, diaminas aromáticas, viologênios 62, 63. A maior parte 

destes mediadores sofrem reação de transferência de dois elétrons, com exceção dos 

viologênios, que possuem sua reação de dois elétrons com um grande intervalo entre o potencial 

do primeiro e segundo processo redox, sendo possível estabilizar apenas o primeiro processo 

de 1 elétron 62. Do ponto de vista prático é mais vantajoso que se tenha um mediador com uma 

reação de transferência de elétrons simples, pois se considerarmos o termo pré-logarítimico da 

equação de Nernst (59 mV/n) têm-se a variação de potencial de ±59 mV em relação ao E0
 do 

mediador para cada variação de 10 vezes na razão das concentrações das formas  

oxidada/reduzida do mediador. Este valor define a faixa de potencial na qual um mediador é 

capaz de estabilizar o potencial da solução. Enquanto um mediador com processo de 

transferência de dois eletrons possui uma faixa de estabilização de potencial de apenas 29,5 mV  

± em torno de seu E0
 
63, 64. Em uma titulação espectroeletroquímica deve-se manter sempre o 

menor número possível de mediadores, respeitando-se suas devidas faixas de trabalho. Com 

isto torna-se mais vantajoso o uso de mediadores com transferência de apenas 1 elétron.  

Figura 15 — a) Ilustração comparativa de uma reação de transferência de elétrons para 

moléculas pequenas e proteínas e b) Ilustração do uso de mediadores para estudo de reação de 

transferência de elétrons de proteínas. 
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Uma nova classe de mediadores vem sendo utilizada nos últimos anos, que são 

baseados em compostos de coordenação. Normalmente, estes compostos sofrem reação de 

transferência de elétrons simples. São facilmente utilizados em soluções aquosas, com faixa de 

potencial determinada pela reação de oxidação da água e redução de prótons em pH de interesse 

biológico. Bernhardt e colaboradores 64 sintetizaram complexos metálicos de cobalto e ferro 

(Figura 16), cujos processos redox abrangem uma faixa de aproximadamente 1000 mV (415 

mV a -555 mV). Uma característica interessante destes complexos é que os ligantes utilizados 

são macrocíclicos, diminuindo a possibilidade de interações laterais com a proteína ou 

substituição de ligantes em ambos os estados de oxidação do complexo, o que prejudicaria a 

reversibilidade do processo.  Uma vantagem adicional dos complexos utilizados são suas baixas 

absortividades na região do visível. A maior parte das suas transições são pouco intensas do 

tipo d-d (ε < 1 000 mol-1Lcm-1), enquanto cromóforos como grupo heme, flavinas, clusters Fe-

S possuem ε > 10 000 mol-1Lcm-1 60. Isto possibilita sua utilização em relativamente altas 

concentrações em relação à proteína em questão, o que não é possível quando se utiliza 

mediadores orgânicos. Desta forma esses compostos tornam-se bastante úteis na determinação 

do potencial de redução de proteínas com baixa absortividade molar.  

Figura 16 — Mediadores redox reportados por Bernhardt e colaboradores 64e seus respectivos 

potenciais redox em pH 7,0. 

 

Fonte: Referência 60 
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Entre os compostos da série pode-se observar que há um intervalo de potencial (+150 

a -150 mV) que não foi bem coberto pelos mediadores reportados. Em publicação recente 

Bernhardt e colaboradores sintetizaram novos complexos para a série preenchendo o intervalo 

citado. Foram utilizados complexos de CoIII com doadores N3S3. O potencial destes complexos 

foi ajustado para a faixa de potencial desejada por meio da substituição de ligantes axiais para 

o complexo [Co(XMeN3S3sar)]n+ (X= ̣ ̶ NO2, ̶ Cl,  ̶NH2, ̶ OH e ̶ NMe+
3), que satisfatoriamente 

cobrem a região de potencial +200 a -200 mV60.  

Os mediadores citados podem ser utilizados em potenciometria ou 

espectroeletroquímica, onde a proteína é gradativamente reduzida/oxidada por meio da 

aplicação de potencial utilizando a técnica de cronoamperometria e, simultaneamente, 

determina-se a concentração da espécie oxidada e reduzida utilizando uma técnica 

espectroscópica como espectroscopia UV-Vis, resonância paramagnética eletrônica (EPR) ou 

dicroísmo circular64.  

Na presença das espécies reduzida e oxidada, a medida da absorbância da solução torna 

possível a determinação das concentrações das espécies, cuja coexistência é determinada pela 

presença de um ou mais ponto isosbéstico. Uma combinação das leis de Nernst e Lambert-Beer 

leva à uma equação em que a absorbância da solução é função do potencial da solução 64,57.
   

Considerando-se um sistema com reação de transferência de elétrons simples entre as 

espécies oxidada (ox) e reduzida (red) 

 

𝑜𝑥 + 1𝑒 ̅ ⇌ 𝑟𝑒𝑑      Equação 1 

 

Para este sistema a absorbância em qualquer comprimento de onda é uma medida da 

concentração relativa das espécies oxidada e reduzida se aplicada a lei de Lamber-Beer, em que 

a concentração e coeficiente de extinção das espécies oxidada e reduzida são referentes ao 

mesmo comprimento de onda. A presença de um ou mais pontos isosbésticos suporta a equação 

abaixo: 

 

𝐴𝑏𝑠 =  𝜀𝑜𝑥𝑐𝑜𝑥 +  𝜀𝑟𝑒𝑑𝑐𝑟𝑒𝑑   Equação 2 

 

A concentração total da espécie é dada pela soma das formas oxidada e reduzida 

 

𝑐𝑡𝑜𝑡 =   𝑐𝑜𝑥 + 𝑐𝑟𝑒𝑑    Equação 3 
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A equação de Nernst relaciona as concentrações das espécies oxidada e reduzida com o 

potencial da solução e seu potencial formal 𝐸0′:  

 

𝐸 =  𝐸0′ + 
59

𝑛
𝑙𝑜𝑔 

𝑐𝑜𝑥

𝑐𝑟𝑒𝑑
   Equação 4 

 

Rearranjando a equação 4:  

 

𝑐𝑜𝑥 =  𝑐𝑟𝑒𝑑10𝑛(𝐸−𝐸0′)/59    Equação 5 

 

Substituindo a equação 5 em 2 

𝐴𝑏𝑠 = (𝜀𝑜𝑥 10
𝑛(𝐸−𝐸0′)

59 +  𝜀𝑟𝑒𝑑)𝑐𝑟𝑒𝑑  Equação 6 

Substituindo a equação 5 em 3 temos 

 

𝑐𝑟𝑒𝑑 =  
𝑐𝑡𝑜𝑡

10𝑛(𝐸−𝐸0′)/59+1
    Equação 7 

 

Substituindo equação 7 em 6 

 

𝐴𝑏𝑠 =
(𝜀𝑜𝑥10𝑛(𝐸−𝐸0′)/59+ 𝜀𝑟𝑒𝑑)𝑐𝑡𝑜𝑡

1+ 10𝑛(𝐸−𝐸0′)/59
  Equação 8 

 

Os produtos 𝜀𝑜𝑥𝑐𝑡𝑜𝑡  𝑒 𝜀𝑟𝑒𝑑𝑐𝑡𝑜𝑡 representam os limites de absorção quando a proteína se 

encontra totalmente oxidada, ou reduzida, respectivamente. Substituindo na equação 8 temos:  

 

𝐴𝑏𝑠 =
𝐴𝑏𝑠𝑜𝑥10𝑛(𝐸−𝐸0′)/59+ 𝐴𝑏𝑠𝑟𝑒𝑑

1+ 10𝑛(𝐸−𝐸0′)/59
  Equação 9 

 

    

Em uma titulação espectroeletroquímica partindo do valor de potencial aplicado, E, e 

os valores das absorbâncias registrados  para espécies oxidada (Aox) e reduzida (Ared) e com os 
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valores de 𝑐𝑡𝑜𝑡, 𝜀𝑜𝑥 𝑒 𝜀𝑟𝑒𝑑 conhecidos  torna-se possível calcular os valores de 𝐸0′e n por ajuste 

não linear, isto foi feito utilizando uma plataforma no excel (Reactlab-Redox) 65.  
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2 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS  

 

O mecanismo de transdução de sinal da FixL tem sido associado, majoritariamente, às 

mudanças nos contatos de resíduos distais com os grupos heme os quais, concomitantemente, 

experimentam distorções no grupo heme. Estudos espectroscópicos e eletroquímicos66 com 

outras hemeproteínas sensoras mostraram comportamento similar, onde resíduos aminoácidos 

em contato com o grupo heme são sensíveis à ligação com ligantes gasosos. Para proteínas 

FixL, todavia, poucos estudos eletroquímicos foram realizados e, dentre estes, apenas com o 

domínio heme isolado, ou seja, a proteína nativa não foi estudada o que pode levar, inclusive, 

a conclusões errôneas, uma vez que não foram considerados os efeitos de mudanças 

conformacionais promovidos pela presença de outros domínios sobre os valores de potenciais6, 

9, 66, 67. Na verdade, a ligação do gás sinalizador ao grupo heme desencadeia alterações 

conformacionais que aparentemente estão fortemente ligadas com contatos entre domínios do 

sensor e possivelmente interações domínio-domínio23. Tais alterações devem afetar o potencial 

de redução, tornando o entendimento desta relação uma etapa fundamental para o conhecimento 

do mecanismo de transdução de sinal. 

O objetivo deste trabalho é estudar a proteína FixL do organismo Rhizobium etli livre de 

coordenação, bem como ligada a diferentes moléculas. Para tanto foram utilizadas técnicas 

espectroscópicas e eletroquímicas, usando mediadores redox, cujos espectros são obtidos à 

medida em que a proteína é gradualmente reduzida/oxidada sob a aplicação de um determinado 

valor de potencial. 

Especificamente, foram os seguintes os objetivos contemplados: 

 

(i) Expressão heteróloga (em Escherichia coli, cepa MC1061) da proteína FixL do 

organismo Rhizobium etli a partir do plasmídeo pRET31 utilizando a técnica de 

DNA recombinante;  

(ii) Isolamento e avaliação da pureza das proteínas ReFixL; 

(iii) Determinação, por titulação espectroeletroquímica, dos potenciais redox da proteína 

ReFixL nas formas não ligadas e ligadas às moléculas: O2, CO, CN− e imidazol e 

verificação de sua relação com atividade quinase da proteína;  

3 MATERIAIS E MÉTODOS 
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O processo de clonagem do gene da proteína ReFixL foi feito no laboratório da 

Professora Marie Alda Gillez-Gonzalez (University of Texas Southwestern Medical Center) e 

gentilmente cedido ao nosso laboratório.  

 

3.1 Transformação das células Escherichia coli (MC1061) 

Foi realizada a transformação química das células de Escherichia coli (cepa MC1061), 

que consiste na inserção do plasmídeo na célula bacteriana. Vale ressaltar que todo o processo 

foi realizado com soluções devidamente esterilizadas. As esterilizações foram feitas por 

autoclavagem, pressão de 1 atm à 121 ºC, por 15 minutos, utilizando um autoclave Phoenix. 

Todos os reagentes utilizados no procedimento de transformação foram de procedência Sigma-

Aldrich. Antes do processo de transformação faz-se necessário tornar as células da bactéria 

competentes. Isto é feito por meio do crescimento de 50 mL de cultura da bactéria E. coli em 

meio Lauria-Bertani (LB), que é constituído de triptona 10 g L-1, extrato de levedura 5 g L-1 e 

NaCl 10 g L-1. Esta solução foi mantida em uma incubadora Tecnal TE420 à 37° C, à uma 

rotação de 225 rpm. Quando a cultura atingiu uma densidade de células adequada (A600nm ~0,5, 

aproximadamente 4h) foi transferida para um tubo de Falcon e resfriada em gelo por 10 min. 

Após isto a cultura foi centrifugada a uma rotação de 2500 rpm (rotor Sigma de ângulo variável 

Sigma 11650) por 10 min a 4°C em uma centrífuga Sigma 16-6K. O sobrenadante foi 

descartado e as células resuspendidas em 15 mL de TRIS pH 7,0 10 mmol L-1 e CaCl2 50 mmol 

L-1. Esta mistura foi resfriada em gelo por 15 min, centrifugada a uma rotação de 2500 rpm 

(rotor Sigma de ângulo variável Sigma 11650), à 10 ºC por 10 min e resuspendida em 4 mL de 

TRIS pH 7,0 10 mmol L-1 e CaCl2 50 mmol L-1. Este processo é responsável por tornar a célula 

permeável para a captação do plasmídeo no processo de transformação.  

As células bacterianas foram transformadas com plasmídeo pRET31. Foram 

homogeneizados 195 µL de células competentes e 5 µL de plasmídeo. Esta mistura foi resfriada 

em gelo por 30 min, em seguida, aquecida à exatamente 42°C por 2 min, e imediatamente 

transferido para banho de gelo. Este choque térmico aliado ao uso do CaCl2 anteriormente, é 

responsável por tornar a membrana das células permeável ao plasmídeo. Feito isto foram 

adicionados 800 µL de meio LB e esta mistura incubada a 37°C à um agitação de 225 rpm por 

1h. Ao término do período de incubação o meio de cultura contendo as células transformadas 

foi centrifugado à uma rotação de 2500 rpm (rotor Sigma de ângulo fixo Sigma 12130) à 4°C 
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por 10 min, o sobrenadamente descartado, as células resuspensas em 150 µL de meio LB e 1,5 

µL de ampicilina 100 mg mL-1, de procedência Sigma-Aldrich. Esta mistura foi uniformemente 

espalhada em placas de meio de cultura sólido LB agar 40 g L-1 (procedência MO BIO) e 

ampicilina 0,1 mg mL-1. As placas foram incubadas à 37°C por 16h para crescimento de culturas 

de bactéria contendo o plasmídeo de interesse. Uma colônia foi recolhida e aplicada em novas 

placa de LB ágar contendo 0,1 mg mL-1 de ampicilina realizando procedimento de restreak, e 

incubadas à 37°C por 16h para crescimento de culturas de bactéria contendo o plasmídeo de 

interesse. 

 

3.2 Produção da proteína ReFixL  

Uma cultura de células contendo o plasmídeo da proteína ReFixL foi incubada a 37ºC 

em 50 mL de meio LB contendo o antibiótico de seleção ampicilina 0,1 mg mL-1 à uma agitação 

de 225 rpm em erlenmeyer de 250 mL para garantir oxigenação. A solução foi mantida em 

incubadora Tecnal TE420 por 16h. Após o tempo de incubação o meio de cultura foi 

centrifugado à 4500 rpm (rotor Sigma de ângulo variável Sigma 11650) à 25 °C por 15 min e 

as células precipitadas foram resuspendidas em 2 mL de meio de cultura LB contendo 

ampicilina 0,1 mg/mL, esta solução foi utilizada como inóculo para crescimento em biorreator 

de applikon 5L, Figura 17, que permite controle de oxigenação, temperatura, pH, adição de 

soluções de alimentação e agitação.  Na Tabela 1 foram detalhadas todas as soluções utilizadas 

na fermentação e os detalhes de esterilização. As soluções de meio de cultura LB 25 g L-1, 

KH2PO4 0,18 mol L-1 e Na2HPO4 0,34 mol L-1 foram esterilizadas diretamente no biorreator, por 

isso o maior tempo de esterilização. Algumas soluções foram esterilizadas por meio de filtração 

devido à instabilidade dos componentes à temperatura de esterilização por autoclavagem.  

Antes da esterilização do biorreator o eletrodo de pH foi devidamente calibrado 

utilizando dois pontos de calibração, soluções padrão pH 4,0 e 7,0, de procedência Dinâmica®. 

Após esterilização do biorreator todas as linhas e conexões dos eletrodos de pH e oxigênio 

foram conectados para polarização dos eletrodos por um período de 7h. Em seguida foi feita 

calibração do eletrodo sensor de oxigênio, onde a solução foi saturada com O2 de pureza 99,5% 

para referência 100% de O2 e em seguida saturado com argônio de 99,998 % para referência de 

0% de O2, ambos de procedência White Martins. 
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Figura 17 — Biorreator Applikon-5L. 

 

   Fonte: O autor. 

 

Após a calibração do eletrodo sensor de oxigênio foram adicionados 10 mL de 

ampicilina 100 mg mL-1, 8mL de solução traços de metais e 4 mL de C6H5FeO7 40,2 mmol L-

1. O processo de fermentação foi iniciado com a adição do inóculo contendo a cultura de células 

E. coli com o plasmídeo da proteína ReFixL preparado previamente. Neste momento a 

oxigenação foi mantida a uma taxa de 7%, temperatura a 37º C, pH 7,0 e a glicose foi checada 

constantemente a fim de não permitir que fosse totalmente consumida. A checagem da glicose 

foi feita utilizando uma fita indicadora diastix de procedência Bayer, quando o nível de glicose 

começara a diminuir se iniciava a alimentação do meio de cultura por meio da adição controlada 

de solução contendo 200 mL de glicose 50%, 100 mL de solução de triptona 200 g L-1 e extrato 

de levedura 100 g L-1, 10 mL de solução traços de metais e 5 mL de [Fe(cit)3]
3+ (citrato férrico)  

40 mmol L-1. Vale ressaltar que a glicose foi utilizada tanto por ser uma fonte de carbono como 

por ser um repressor de expressão do promotor tac. Ou seja, a produção da proteína só foi 

iniciada quando atingidada uma densidade de células ideal por meio da interrupção da 

alimentação do meio de cultura com solução de glicose.  

Durante todo o crescimento das células contendo o plasmídeo o pH do meio de cultura 

foi controlado por meio da adição de NH4OH 50%. O crescimento das células foi avaliado por 

meio de centrifugação de alíquotas do meio de cultura e checagem da densidade de células por 

pesagem. A densidade de células ideal para início da produção da proteína é de 20 g/L. O 

momento ideal para interrupção da repressão de expressão gênica pela glicose pode também ser 
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monitorado por espectroscopia UV-vis, cuja a densidade ótica medida em 600 nm deve ser de 

aproximadamente 0,6, caso esteja sendo realizado em agitador orbital tipo shaker. Ao atingir 

esta densidade celular a alimentação com glicose é interrompida, aguardando-se que toda 

glicose presente seja consumida, iniciando a expressão gênica e produção da proteína 

Durante a expressão da proteína a temperatura foi mantida a 30 ºC e a solução de 

alimentação de glicose foi substituída por uma mistura contendo 300 mL de glicerol 50%, 150 

mL de triptona 200 g L-1 e extrato de levedura 100 g L-1, 15 mL de solução traços de metais, 

7,5 mL de [Fe(cit)3]
3+ (citrato férrico) 40 mmol L-1. O processo de produção ocorre por 

aproximadamente 16 h, e para verificar se a proteína foi produzida foram retiradas amostras do 

meio de cultura, centrifugadas e a cor das células precipitadas checadas durante todo o processo. 

Devido a proteína produzida possuir o grupo prostético heme as células isoladas possuem tom 

avermelhado. Quando se observou mudança de coloração do precipitado celular a fermentação 

foi interrompida e a cultura celular coletada e centrifugada a 12000 rpm (rotor Sigma de ângulo 

fixo Sigma 12500) por 30 min para remoção do meio de cultura. A massa do precipitado celular 

variou de 80-100g. A partir deste momento não há necessidade de manter materiais ou soluções 

esterilizadas. 
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Tabela 1 — Soluções utilizadas na produção da proteína ReFixL, concentrações e detalhes de 

esterilização. A alternância das cores na tabela indica soluções diferentes. 

Composição Procedência  concentração  Forma de esterelização  

Meio de cultura LB*  Sigma-Aldrich 25 g L-1 121 ºC, 1 atm por 45 min 

meio de cultura YT**  Fisher   121 ºC, 1 atm por 15 min 

Ampicilina Sigma-Aldrich 0,2 mol L-1 
filtrada (filtro 0,22 

µm)*** 

KH2PO4 Sigma-Aldrich 0,18 mol L-1 
121 ºC, 1 atm por 45 min 

Na2HPO4 Sigma-Aldrich 0,34 mol L-1  

Solução Traços de metais        

ZnSO4.7H2O Sigma-Aldrich 1,5 mmol L-1 

121 ºC, 1 atm por 15 min 

MnSO4.7H2O Sigma-Aldrich 0,78 mmol L-1 

H3BO3 Sigma-Aldrich 0,47 mmol L-1 

NaMoO4.2H2O  Fisher 0,22 mmol L-1 

CoCl2.6H2O  Sigma-Aldrich 0,2 mmol L-1 

KI  Spectrum  0,5 mmol L-1 

CuSO4.5H2O Sigma-Aldrich 0,5 mmol L-1 

H2SO4 Vetec  0,25 mol L-1 

C6H5FeO7  Alfa Aesar 40,2 mmol L-1 
filtrada (filtro 0,22 

µm)*** 

glicose  Sigma-Aldrich 50% 
filtrada (filtro 0,22 

µm)*** 

Glycerol Sigma-Aldrich 50% 121 ºC, 1 atm por 15 min 

NH4OH Vetec  50% - 
 * meio de cultura LB: triptona, extrato de levedura e NaCl na proporção 2:1:2 

** meio de cultura YT: triptona e extrato de levedura na proporção de 2:1, a concentração usual 

do YT é 20 g L-1, entretanto no processo de fermentação foi utilizada 20 vezes esta concentração 

(400 g L-1) 

*** filtros Millipore 0,22 µm 

 

3.3 Purificação das proteína ReFixL  

Uma vez que as células bacterianas podem produzir milhares de proteínas diferentes 

faz-se necessário lançar mão de propriedades físicas e químicas para separar a proteína de 

interesse das demais também produzidas pelo organismo. A proteína pode ser separada com 

base em propriedades como: solubilidade, tamanho, carga iônica, propriedades de adsorção e 

afinidade 70, 71. O primeiro passo da purificação é a extração da proteína, como esta se encontra 

no citosol foi feito o rompimento da parede celular e extração do extrato bruto. Este rompimento 
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é realizado com o uso de sonicação e lisozima, que é uma enzima que catalisa a digestão da 

parede celular. Foi utilizado um sonicador do tipo sonda de procedência Sonics vibracell. Após 

as células contendo a proteína ReFixL serem recolhidas ao fim do processo de fermentação as 

células foram resuspendidas em tampão para lise celular na proporção de 2 mL de solução para 

cada 1g de células. A composição da solução utilizada para lise celular encontra-se descrita na 

Tabela 2. 

Após resuspensão a solução é mantida à temperatura ambiente por 5 min e em seguida 

transferida para banho de gelo e são iniciados ciclos de sonicação por 30  e 59 s de repouso por 

40 a 60 min até que a solução antes bastante viscosa comece a tornar-se fluída e a cor vermelha 

intensificada devido ao rompimento das parede e membrana bacteriana dando acesso ao citosol, 

onde a proteína foi produzida. Durante o processo de sonicação a temperatura foi mantida em 

~10 ºC.  Após sonicação a solução foi centrifugada a 20 000 rpm (rotor Sigma de ângulo fixo 

Sigma 12256-H) à 4 ºC por 40 min para remoção dos fragmentos celulares insolúveis. O 

sobrenadante foi recolhido e adicionada solução do agente redutor 2-mercaptoetanol 5 mmol L-

1.  

Tabela 2 — Composição da solução para lise celular. 

Composição Procedência  Concentração 

tampão TRIS (pH 8,0)  Sigma-Aldrich 50 mmol L-1 

NaCl Sigma-Aldrich 137  mmol L-1 

KCl  Amresco 5  mmol L-1 

Glicerol Sigma-Aldrich 5% 

EDTA  Sigma-Aldrich 1 mmol L-1 

2-mercaptoetanol Sigma-Aldrich 10 mmol L-1 

PMSF Sigma-Aldrich 0,17 mg mL-1 

Lisozima Sigma-Aldrich 0,1 mg mL-1 

 

Este extrato foi então submetido a diversos tratamentos que separaram a proteína em 

frações com base nas propriedades físicas e químicas mencionadas anteriormente. A primeira 

propriedade utilizada para purificar a proteína foi a solubilidade, a maior parte das proteínas 

globulares tendem a aumentar a solubilidade quando a força iônica aumenta, fenômeno 

denominado salting in, devido a diminuição da interação proteína-proteína. Porém, quando a 

concentração salina atinge valores muito elevados (maiores que 1 mol L-1) o efeito é reverso, 

pois as moléculas de sal começam a competir com a proteína por moléculas de água para 
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solvatação, e então, a proteína torna-se insolúvel, salting out.  A proteína precipitada é separada 

daquelas em solução por centrifugação em baixa velocidade, para que não ocorra precipitação 

de proteínas contaminantes.  Diferentes proteínas requerem diferentes concentrações salinas 

para tornarem-se insolúveis em um meio, e isto é dependente também da temperatura e pH. O 

(NH4)2SO4 tem sido o sal mais utilizado no processo de salting out, devido a sua alta 

solubilidade mesmo a baixas temperaturas (3,9 mol L-1 em água a 0 ºC)70, efeito estabilizante 

para algumas proteínas e previne proteólise.  O processo de salting out foi realizado utilizando 

solução estoque (NH4)2SO4 4 mol L-1(Saturated Ammonium Sulphate-SAS), que foi adicionada 

ao sobrenadante de forma que a concentração final do (NH4)2SO4 fosse 1,6 mol L-1.  Esta 

solução foi centrifugada a 20 000 rpm (rotor Sigma de ângulo fixo Sigma 12256-H) à 4 ºC por 

30 min. O precipitado foi coletado e se a solução sobrenadante ainda apresentasse cor vermelha 

seria adicionada solução estoque (NH4)2SO4 4 mol L-1 de forma que sua concentração final 

fosse 2 mol L-1.  

Após o processo de salting out iniciou-se o uso de métodos cromatográficos para 

separar a proteína de interesse das contaminantes. O primeiro método utilizado foi a 

cromatografia de interação hidrofóbica, em que é feita a separação seletiva da proteína com 

base na interação de regiões hidrofóbicos à ligantes imobilizados covalentemente à matriz 70-72. 

Neste trabalho foi utilizada resina fenil  SEPHAROSE como matriz (agarose com ligações 

covalentes cruzadas modificadas com grupo fenil). Assim, a proteína foi separada das proteínas 

contaminantes por meio de interações hidrofóbicas não específicas. Para eluição foi utilizado 

etileno glicol (os detalhes experimentais da purificação encontram-se detalhados no esquema 

da Figura 18).  
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Figura 18 — Esquema ilustrativo das etapas de purificação da proteína ReFixL. 

Fenil sefarose (procedência: GE) 

 equilíbrio (SAS 10%) 

 2 a 5 volumes de coluna (VC) SAS 5% 

 Eluição: 20-30% etileno glicol 

 

Diálise TRIS (pH 8,0) 10 mmol L-1  

DEAE (troca aniônica, procedência: GE) 

 Equilíbrio TRIS 10 mmol L-1   Resina DEAE       Resina                         

                                                                                      Sefarose                Superdex 200 

Eluição: gradiente de concentração                   

 

             (50 a 250 mmol L-1 NaCl + TRIS 10 mmol L-1, pH8,0) 

Superdex 200  

(cromatografia de exclusão molecular, procedência:Amersham Biosciences)  

Tampão de equilíbrio: TRIS (pH 8,0) 10 mmol L-1+ NaCl 150 mmol L-1 

As frações foram combinadas em função de sua razão de pureza e checadas por  

espectrometria Uv-Vis e eletroforese.  

Fonte: O autor. 

 

As frações coletadas foram checadas por espectroscopia UV-vis e combinadas de 

acordo com sua razão de pureza, 𝑅𝑧 =
𝐴280 𝑛𝑚

𝐴𝑆𝑜𝑟𝑒𝑡
, para em seguida ser aplicada em coluna de 

troca aniônica. A resina utilizada foi a DEAE sefarose. Esta resina foi empregada devido à 

proteína ReFixL estar carregada negativamente no pH de trabalho 8,0, em decorrência dos seus 

valor teórico de pI 5,8 73 . A proteína foi eluída por meio de um gradiente de concentração de 

NaCl, utilizando tampão TRIS (pH 8,0) 10 mmol L-1 e NaCl 50 a 250 mmol L-1. Após coleta 

das frações a proteína foi checada por espectroscopia UV-vis e combinadas de acordo com sua 

razão de pureza. As melhores frações foram combinadas e aplicadas em resina de exclusão 

molecular superdex 200, que se baseia no tamanho molecular da proteína para eluição. Portanto, 

diferenciando a proteína de interesse das demais contaminantes com base no seu tamanho. A 

resina possui poros que abrangem uma faixa de tamanho molecular relativamente pequena. As 

moléculas maiores que os poros sendo eluídas primeiro por não passarem por estes. Já 
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moléculas menores que o limite de exclusão passam pelos poros na ordem de suas massas 

moleculares.  

A pureza da proteína foi avaliada também por eletroforese em gel desnaturante de 

poliacrilamida (SDS-PAGE, polyacrylamide gel electrophoresis). O gel é formado pela 

polimerização de acrilamida e N,N’-metilenobisacrilamida, catalisada por radicais livres 

provenientes do persulfato de amônio (𝑆2𝑂8
2− → 2𝑆𝑂4

− ∙). A migração da proteína ocorre de 

acordo com sua razão carga-massa. O método utilizado foi o SDS-PAGE, onde o surfactante 

SDS (dodecilsulfato de sódio) se liga à proteína em quantidade proporcional à sua massa 

molecular, levando a proteína a sua forma desnaturada devido a associação às cadeias 

hidrofóbicas da proteína. Com isto SDS contribui com uma grande carga negativa, tornando a 

carga da proteína insignificante. Assim, diferentes proteínas são separadas apenas em razão da 

sua massa molecular. O gel foi preparado utilizando o sistema de montagem BIO-RAD e para 

aplicação de potencial foi utilizada fonte FB300 Fisher scientific. O tamanho dos poros é 

controlado pela porcentagem de acrilamida no gel, para ambas as proteínas foi utilizado gel de 

acrilamida 10%. Os componentes do gel foram homogeneizados de acordo com as quantidades 

descritas e deixados em repouso por 20 min para polimerização.   

Tabela 3 — Composição de géis utilizados para eletroforese (SDS-PAGE). Todos os 

reagentes utilizados foram de procedência Sigma-Aldrich. 

Composição dos géis  
Gel de alinhamento, 

µL 
Gel de separação, µL 

Tampão de alinhamento 

(TRIS pH 8,8 0,375 mol L-1) 
450   - 

Tampão de separação   (TRIS 

pH 6,8 0,125 mol L-1) 
 - 1250  

Acrilamida/Bisacrilamida 

37:1 
225 1250 

 SDS 10% 18 50 

 Persulfato de amônio 10% 13,5 38 

TEMED 

(tetrametiletilenodiamina) 
2 2,5 

H2O 1110 2450 

Foram retiradas alíquotas das frações da proteína ReFixL aplicadas em cada coluna e 

estas amostras foram analisadas por eletroforese. As amostras foram previamente desnaturadas 
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na presença do tampão amostra (descrito naTabela 4) e aquecidas à 100 ºC por 4 min. Estas 

soluções foram aplicada nos poços do gel de acrilamida e aplicado potencial de 150 V por 40-

60 min. Em seguida, o gel foi retirado do suporte e corado em solução azul de Coomassie 

5g/L(procedência Sigma-Aldrich), ácido acético glacial 7,5 % (procedência Vetec) e metanol 

45% (procedência Vetec) por 30 min sob agitação para visualização das bandas da proteína em 

estudo. O excesso da solução corante foi retirado lavando-se o gel exaustivamente em solução 

descorante contendo ácido acético glacial 7,5% e metanol 45%.  Após isto foi registrada uma 

foto do gel utilizando um fotodocumentador BIO-RAD.   

Tabela 4 — Composição do tampão amostra para desnaturação da proteína. 

Composição Procedência  Concentração  

tampão TRIS pH 

6,7 
Sigma-Aldrich 0,125 mol L-1 

SDS Sigma-Aldrich 4% 

Glicerol  Sigma-Aldrich 1 mmol L-1 

2- mercaptoetanol Sigma-Aldrich 0,7 mol L-1 

Azul de bromofenol   0,2 mg mL-1 

 

3.4 Espectroeletroquímica 

A titulação espectroeletroquímica consiste na aplicação de potencial e 

acompanhamento dos processos redox da espécie eletroativa por uma técnica espectroscópica 

a qual esta espécie responda. No presente estudo, a técnica utilizada foi espectroscopia UV-vis. 

Foi utilizada para isto uma cubeta espectroeletroquímica (OTTLE-optically transparent thin-

layer, de caminho ótico de 0,1 cm, de procedência) com uma malha de ouro ou platina como 

eletrodo de trabalho, um fio de platina como eletrodo auxiliar e Ag׀AgCl/Cl- saturado(196 mV 

vs ENH) como eletrodo de referência. Todos os potenciais descritos neste trabalho foram 

convertidos para o potencial versus eletrodo normal de hidrogênio (ENH). A cubeta utilizada 

neste trabalho foi uma OTTLE (Bioanalytical Systems Inc., BASi), assim como os eletrodos, 

feitos sob medida para os encaixes da cubeta. A Figura 19 apresenta uma ilustração desta 

cubeta. 
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Figura 19 — Cubeta utilizadas nos experimentos de titulação espectroeletroquímica. 

  

 

 

 

 

 

 

Fonte: O autor. 

Foram utilizados preferencialmente compostos de coordenação com ligantes 

macrocíclicos como mediadores, entretanto, alguns dos sistemas estudados apresentaram 

reação redox fora da faixa de potencial de trabalho destes mediadores, desta forma fez-se 

necessário o uso de mediadores comerciais para estes sistemas. Os mediadores Fe(NOTA), 

[Fe(tacn2)]Cl3, [Co(NMe3)2sar]Cl5, [Co(CLME-N4S2-sar)]Cl3, [Co(AMME-N5S-sar)]Cl3, 

[Co(sep)]Cl3, [CoAMMEsar)]Cl3, Co(AMN4S2sar)]Cl4 e [Co(trans-diammac)](ClO4)3 foram 

sintetizados de acordo com procedimentos publicadas na literatura 60, 74. Além destes foram 

utilizados os mediadores 2,5-dihidroxibenzoquinona (procedência Lancaster), [Ru(CN)6]Cl4, 

Ferrocenemetanol e hidroquinona, todos de procedência Sigma-Aldrich. A solução eletrolítica 

foi composta de tampão TRIS (pH 8,0) 35 mmol L-1 e NaCl 100 mmol L-1 como eletrólito de 

suporte. Para o sistema ReFixL na presença de cianeto foi necessária a realização da titulação 

espectroeletroquímica em pH 9,5. Os mediadores e ligantes utilizados em cada sistema serão 

especificados nos próximos itens. Os mediadores utilizados, seus respectivos potenciais versus 

eletrodo normal de hidrogênio e concentrações nas quais foram utilizados encontram-se 

descritos na Tabela 5. Cada mediador foi associado a uma letra para fim de simplificação da 

descrição das soluções eletrolíticas detalhadas adiante.  
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Tabela 5 — Mediadores eletroquímicos, valores de potencial de redução, E0’, e concentrações 

utilizadas. 

Mediador Potencial, mV vs NHE  Concentração, µmol L-1 

a) [Co(NMe3)2sar]Cl5 +10 100 

b) 2,5-Dihidroxibenzoquinona -60 5 

c) [Co(CLME-N4S2-sar)]Cl3 -134 100 

d) [Co(AMME-N5S-sar)]Cl3 -220 100 

e) [Co(sep)]Cl3
 -296 100 

f)  [CoAMMEsar)]Cl3 -380 100 

h)  [Co(trans-diammac)](ClO4)3 -551 100 

 

3.4.1 Proteína ReFixL 

A proteína ReFixL foi armazenada na sua forma met-ReFixL, sendo evidenciado pela 

banda Soret em 395 nm e banda β em 500 nm com ombro à sua direita relativo a banda α 23. O 

potencial de redução da proteína foi determinado na ausência de ligantes e na presença dos 

ligantes CO, O2, imidazol e CNˉ. Todas as titulações foram feitas no sentido redutivo e 

oxidativo, iniciando-se com a forma oxidada da proteína met-ReFixL 15 µmolL-1. As titulações 

em ambiente anaeróbico foram realizadas em câmara anaeróbica Belle Technology (O2 < 10 

ppm) a 25 ºC, exceto pelo sistema na presença de CN¯, onde foi utilizado gás argônio para 

garantir a ausência de O2 no meio. As faixas de potencial e mediadores foram otimizados para 

cada sistema, com os intervalos de potencial aplicado sempre de 50 mV e 25 mV quando 

próximo do valor de Em de cada sistema. Cada potencial foi aplicado por 8 min. Antes de se 

iniciar a titulação espectroeletroquímica para cada sistema foi aplicado um potencial de 300 

mV por 20 min para garantir que a proteína se encontrava totalmente em seu estado oxidado.  

Os mediadores utilizados em cada sistema foram escolhidos de acordo com seus 

potenciais e estudos iniciais de potencial de redução para a proteína ReFixL em cada sistema. 

A Tabela 6 apresenta a composição das soluções para todos os sistemas.  

O gás CO utilizado neste sistema foi sintetizado por meio da adição de ácido sulfúrico à 

ácido fórmico, ambos de procedência Sigma-Aldrich. Na saída do gás foi acoplado um trapping 

contendo sílica gel, de procedência Sigma-Aldrich, para retirada da umidade. O monóxido de 

carbono se coordena ao grupo prostético heme em sua forma reduzida.  
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Tabela 6 — Descrição das condições utilizadas para as titulações espectroeletroquímicas 

realizadas para a proteína ReFixL. 

condições deoxi CO  O2/ar O2 imz CN- 

Ambiente  Anaeróbico Aeróbico Aeróbico  Aeróbico  Anaeróbico  Anaeróbico  

pH 8,0 8,0 8,0 8,0 8,0 9,5 

mediadores  a,b,c,d,e a,c,d,e a,c,d,e a,c,d,e a,c,d,e a,c,d,e,f,g 

eletrodo de 

trabalho  
Au Au Au Au Au Pt 

Potencial 

inicial  
250 mV 250 mV 300 mV 400 mV 300 mV 200 mV  

Potencial 

final  
-200 mV -250 mV -200 mV  -200 mV -250 mV -500 mV 

Concentração 

do ligante  
NA 0,93 mmolL-1 0,29 mmol L-1 1,25 mmol L-1 200 mmol L-1 1 mmol L-1  

Forma ligada  NA FeII FeII FeII FeIII FeIII 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1  Rhizobium etli FixL 

 

4.1.1 Purificação  

A proteína ReFixL foi obtida em sua forma holo, ou seja, com seu grupo prostético 

heme tipo b, onde o átomo de ferro central é coordenado ao anel tetrapirrólico no eixo equatorial 

e no eixo axial ao resíduo His-193. O espectro da proteína ReFixL ao final da purificação, 

exibido na Figura 20, é composto por três bandas, a banda Soret em 395 nm, a banda referente 

aos resíduos aromáticos triptofano, fenilalanina e tirosina em 278 nm e a banda β em 500 nm 

com ombro à sua direita referente a banda α.  O comprimento de onda de 395 nm para a banda 

Soret é característico do estado met-ReFixL (FeIII) penta-coordenado de alto spin. As bandas β 

e α são associadas a transições π → π* (a1u, a2u → eg (π*) do anel porfirínico. A banda α é 

menos intensa e ocorre, geralmente, como um ombro da banda β que, normalmente, ganha 

intensidade através do acoplamento com modos vibracionais envolvidos nas transições 

associadas à banda Soret18. O efeito de ligantes axiais nestas bandas é evidenciado em 

complexos de baixo spin. Outra evidência do estado férrico de alto spin é a região onde a banda 

β se encontra e a ocorrência da banda α como apenas um ombro da banda β.  Na presença de 

agente redutor, K4[Fe(CN)6], a banda Soret se desloca para 432 nm e a banda β para 560 nm 

juntamente com a banda α formando apenas um ombro à sua direita, estes comprimentos de 

onda são característicos do grupo heme no seu estado deoxi-ReFixL (FeII) penta-coordenado de 

alto spin18.  

Após eluição nas colunas cromatográficas citadas em Materiais e Métodos, item 3.4, 

a pureza da proteína foi verificada utilizando espectroscopia obtido na região do UV-Vis e 

eletroforese de gel desnaturante (SDS-PAGE). Para avaliação da pureza por espectroscopia 

UV-Vis foi calculada a razão dos valores de absorbância para as bandas em 278 nm e 395 nm 

(
𝐴278

𝐴395
) para cada fração coletada durante todo o processo de purificação. A banda em 278 nm é 

utilizada como referência das proteínas totais presentes (ReFixL+contaminantes) e a banda 

Soret como referência da proteína ReFixL. Sendo assim, quanto menor esta razão mais pura a 

proteína. As razões determinadas foram de ~1,1; 0,7 e 0,57 após eluição nas colunas de fenil 

sefarose, DEAE e superdex 200, respectivamente. A Figura 20 exibe o perfil espectroscópico 
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da proteína na forma purificada e uma fotografia do gel de eletroforese desnaturante, onde 

foram analisadas alíquotas após cada etapa cromatográfica. 

Figura 20 — Verificação da pureza da proteína ReFixL após os passos de purificação. a) 

Espectro obtido na região do UV-Vis registrado em solução contendo ReFixL 30 µmol L-1 e 

tampão TRIS10 mmol L-1 (pH 8,0) e b) Gel desnaturante de poliacrilamida (SDS-PAGE) ao 

final dos passos de purificação da proteína ReFixL. Poços: 1fração precipitada com sulfato de 

amônio; MP-Marcador molecular padrão (New England Labs); 2- fração coletada da coluna 

fenil sefarose; 3- fração coletada da coluna de troca iônica DEAE e 4- fração coletada da coluna 

de filtração em gel Superdex 200.   

a)                                                  b) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Fonte: O autor. 

Como pode ser observado na fotografia do gel de poliacrilamida, Figura 20b (poço 1), que 

apresenta as bandas das proteínas presentes ainda no primeiro passo do processo de purificação resultante 

da precipitação com sulfato de amônio. Neste poço foi verificado a presença de diversos contaminantes 

de diferentes massas moleculares, sendo estas proteínas co-expressas na célula, ainda assim a banda mais 

intensa se refere a massa da ReFixL. Estes contaminantes foram seletivamente retirados das amostras 

protéicas por meio dos passos consecutivos de purificação cromatográfica utilizando as colunas fenil 

sefarose, DEAE e Superdex 200, como pode ser observado no acompanhamento destas frações por 

eletroforese após cada coluna utilizada, Figura 20b. Ao final das etapas de purificação (poço 4, Figura 

20b) foi observada a presença de uma banda concentrada ligeiramente acima da banda do marcador 

molecular de 58 KDa e abaixo do marcador molecular de 80 KDa. Esta banda foi atribuída a proteína 
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FixL do organismo Rhizobium etli, que é um homodímero em que cada unidade molecular possui massa 

de 70 kDa 23, cuja integridade e pureza foram confirmados. 

 

4.1.2 Espectroeletroquímica 

 

O potencial de redução de uma proteína determina a energia livre de Gibbs (G) 

necessária para a interconversão entre os dois estados de oxidação. A complexidade de uma 

proteína torna possível que um mesmo cofator presente em sistemas diferentes tenha potenciais 

que variam na faixa de 800 mV 75. Isto ocorre em sistemas protéicos devido à gama de fatores 

que podem contribuir para o ajuste deste potencial de acordo com o que o sistema precisa para 

desempenhar suas funções. Moore e colaboradores 76 consideraram que há três contribuições 

para a energia livre de Gibbs de uma reação redox em uma proteína. ∆Gcen, associada à diferença 

de energia livre de Gibbs entre os dois estados redox resultante de ligantes associados aos 

diferentes estados redox, ∆Gel,  que resulta de interações eletrostáticas entre o centro redox e 

grupos polares dos resíduos aminoácidos e solvente 75 e ∆Gconf,  que se refere à alterações de 

energia devido a mudanças conformacionais quando alterado o estado redox da proteína.  

Tendo em vista a forma como a transdução de sinal ocorre em sistemas FixL e o que 

desencadeia este processo, foram determinados os potenciais redox para a proteína ReFixL na 

ausência e presença dos ligantes CO, O2 (em ar e O2 puro), imidazol e cianeto. Estas espécies 

foram escolhidas por influenciar, comprovadamente, a atividade do domínio funcional histidina 

quinase4. Estudos publicadosna literatura utilizando [γ-32P] ATP mostraram que nos estados 

oxi-ReFixL e cianomet-ReFixL, a proteína tem sua atividade quinase inativada23. Não há relatos 

quanto a atividade enzimática da proteína ReFixL ligada ao imidazol. Estudos realizados para 

a proteína BjFixL, entretanto, mostraram que este ligante não causa inibição significativa 

quanto cianeto ou O2(Ij= 4,7 para imidazol, If= 47 para cianeto e If > 100 para O2), sendo o fator 

de inibição Ij relacionado a transferência do grupo fosforil para o resíduo aspartato no regulador 

de resposta, é razão da atividade do estado não ligado e atividade do estado ligado77. Já para a 

proteína RmFixL, o ligante imidazol inibiu a atividade enzimática de forma mais eficaz que o 

ligante O2 (Ij >260 para imidazol, If = 2 para cianeto e If > 100 para O2)
78. Dentre os sistemas 

FixL, apenas a proteína BjFixL teve seu potencial de redução determinado; ainda assim, apenas 

para o domínio hémico isolado9. Desta forma, foi determinado o potencial de redução da 

proteína em diversas formas, em que a proteína tem sua atividade quinase ativa e inativa, a fim 

buscar correlacionar a atividade enzimática com o potencial de redução.  
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4.1.2.1 deoxi-ReFixL  

Experimentos foram realizados visando a determinação do potencial de redução da 

proteína ReFixL em ambiente anaeróbico e na ausência de ligantes. A solução eletrolítica foi 

composta da proteína ReFixL 15 µmol L-1, os mediadores [Co((NMe3)2sar)]Cl5 100 µmol L-1, 

2,5-dihidroxibenzoquinona 5 µmol L-1, [CoCLME-N4S2-sar)]Cl3 100 µmol L-1
, [CoAMME-

N5S-sar)]Cl3 100 µmol L-1e [Co(sep)]Cl3 100 µmol L-1, tampão TRIS (pH 8,0) 35 mmol L-1
 e 

NaCl 100 mmol L-1
. Neste trabalho evitou-se a utilização de mediadores orgânicos devido às 

possíveis interferências no espectro eletrônico, como mencionado no subitem 1.5. Os primeiros 

experimentos, todavia, não apresentaram reprodutibilidade, apesar dos potenciais calculados 

estarem sempre na faixa compreendida entre + 10 mV e -134 mV, cujos extremos correspondem 

aos valores de potenciais de meia-onda dos mediadores [Co((NMe3)2sar)]Cl5 e [CoCLME-

N4S2-sar)]Cl3, respectivamente. Lançou-se mão, então, do uso do mediador orgânico 2,5-

dihidroxibenzoquinona que preenche a lacuna de potencial entre os dois mediadores citados 

acima, desta forma a melhor cobrir o potencial na faixa de interesse. Para minimizar qualquer 

interferência que pudesse ocorrer devido ao uso do mediador orgânico, o mesmo foi adicionado 

em concentração vinte (20) vezes inferior aos mediadores inorgânicos. O ajuste das razões de 

concentração proteína/mediador foi feito caso a caso. Quando não há interferências dos 

mediadores, suas concentrações podem ser superiores a da proteína, contribuindo para que o 

equilíbrio 𝑅𝑒𝑑 ⇆ 𝑂𝑥 + 𝑒 ̄seja estabelecido mais rapidamente 60 . Este aspecto é relevante do 

ponto de vista biológico devido ao menor risco de desnaturação da proteína durante o tempo do 

experimento, além de prover uma idéia mais real da reversibilidade do sistema, já que o 

mediador não pode ser o limitante da reação de transferência de elétrons.  

Os experimentos com a proteína ReFixL na ausência de ligantes foram realizados em 

câmara anaeróbica. Inicialmente, a proteína encontrava-se em sua forma met-ReFixL. Durante 

a titulação redutiva foi observada sua conversão em deoxi-ReFixL e, em seguida, recuperado o 

estado inicial met-ReFixL após titulação oxidativa. Ambas as formas são estados ativos da 

proteína quinase ReFixL23. Para este sistema, foi utilizado como eletrodo de trabalho uma malha 

de ouro. Aplicou-se um potencial de 300 mV por 20 min a fim de assegurar que a proteína se 

encontrava totalmente na forma met-ReFixL. Feito isto, foi registrado um espectro do estado 

inicial da proteína. O espectro apresentou os mesmos valores máximos para as bandas Soret, α 

e β que a forma isolada da proteína. O potencial foi variado de250 mV à -100 mV em intervalos 
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de 50 mV e de 25 mV quando próximo do valor de Em do sistema em estudo. O tempo de 

aplicação do potencial foi otimizado em 8 minutos, visto não serem observadas alterações 

espectrais após esse período. Este tempo foi fixado para todos os experimentos com a proteína 

ReFixL após otimização para cada sistema. Os espectros obtidos encontram-se apresentados na 

Figura 21a.  

Figura 21 — Titulações espectrofotométricas para ReFixL na ausência de ligantes. a) espectros 

UV-Vis registrados durante titulação redutiva e oxidativa para deoxi-ReFixL 15 µmol L-1 na 

presença de [Co((NMe3)2sar)]Cl5 100 µmol L-1, 2,5-dihidroxibenzoquinona 5 µmol L-1, 

[CoCLME-N4S2-sar)]Cl3 100 µmol L-1, [CoAMME-N5S-sar)]Cl3 100 µmol L-1 e [Co(sep)]Cl3 

100 µmol L-1, tampão TRIS (pH 8,0) 35 mmol L-1
 e NaCl 100 mmol L-1; inset: perfil absorbância 

(em 432 nm) versus potencial aplicado para proteína durante titulação redutiva (•) e oxidativa 

(∆)  e b) Espectro calculado para forma reduzida deoxi-ReFixL (azul) e forma oxidada met-

ReFixL (preto).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: O autor.  

Como evidências da conversão da espécie oxidada para reduzida da proteína foram 

observados deslocamentos das bandas Soret, α e β, além do surgimento de pontos isosbésticos. 

Nestes espectros, observou-se o deslocamento da banda Soret de 395 nm para 432 nm. As 

bandas α e β permaneceram como uma combinação e deslocaram-se de 500 nm para 560 nm. 

Foram observados pontos isosbésticos nos comprimentos de onda 414, 541 e 609 nm. Após a 

estabilização do espectro da espécie totalmente reduzida, a titulação foi realizado no sentido 

oxidativo mantendo-se a mesma faixa de potencial: de -100 mV a 400 mV. 
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Na Figura 21b são exibidos os espectros calculados dos estados totalmente reduzido 

e oxidado da proteína ReFixL na ausência de ligantes que foram obtidos utilizando o programa 

Reactlab Redox 65. Estes espectros são calculados com base nos espectros parciais da titulação 

espectroeletroquímica. Ambas as formas, reduzida e oxidada, apresentam características 

consistentes com estado penta-coordenado de alto spin do grupo heme tipo b18, 79. O potencial 

de redução foi determinado para a proteína ReFixL em sua forma não ligada utilizando análise 

global dos espectros obtidos em uma faixa espectral de 350 a 700 nm em ambas as titulações, 

redutiva e oxidativa. O potencial calculado, Em, para a proteína ReFixL na ausência de ligantes 

foi de +19 mV, sendo, portanto, ~50 mV inferior àqueles publicados para as proteínas BjFixLH 

(68 mV)9 e Ec DOS (67 mV) 6 que foram as únicas espécies com grupo heme incorporado em 

domínio PAS que tiveram seus potenciais determinados 6, 9, 56. Ressalte-se, porém, que os 

potenciais para as proteínas BjFixLH e Ec DOS não correspondem aos valores das formas 

nativas, visto que os experimentos foram realizados apenas para o domínio hémico isolado6,9.  

Além do valor de Em para a proteína ReFixL na ausência de ligantes, foram calculados, também, 

os valores dos potenciais de redução, Ered, e de oxidação, EOx. Os valores não apresentaram 

diferença significativa, indicando a reversibilidade do processo, como pode ser observado no 

inset da Figura 21a, descartando histerese.Vale ressaltar que dentre os sistemas estudados este 

é o único no qual o potencial medido não envolve associação/dissociação de qualquer ligante, 

estando o ferro pentacoordenado em ambos estados redox.  

As proteínas BjFixL, ReFixL e Ec DOS apresentam valores de potencial de redução 

que refletem uma relativa estabilidade do estado férrico, especialmente quando comparados a 

sistemas como citocromo c (260 mV) 80. Em comum estes sistemas possuem o grupo heme tipo 

b no domínio PAS e histidina quinase como domínio funcional. Por outro lado, citocromo c é 

uma proteína de transferência de elétrons que possui como cofator um grupo heme do tipo c.  

 

4.1.2.2 CO-ReFixL 

No intuito de determinar o potencial de redução da proteína ReFixL em uma forma 

ativa, porém coordenada a um ligante axial, foi realizada a titulação espectroeletroquímica da 

proteína em solução saturada de CO. Uma solução contendo os mediadores 

[Co((NMe3)2sar)]Cl5 100 µmol L-1, [CoCLME-N4S2-sar)]Cl3 100 µmol L-1
, [CoAMME-N5S-

sar)]Cl3 100 µmol L-1, [Co(sep)]Cl3 100 µmol L-1, tampão TRIS (pH 8,0) 35 mmol L-1
 e NaCl 

100 mmol L-1 foi submetida à borbulhamento de CO por 10 min a fim de garantir sua saturação 
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(0,93 mM, 25 ºC) 81. O fluxo de CO foi mantido por meio da injeção periódica de CO na cubeta. 

A proteína foi adicionada à solução eletrolítica em sua forma isolada, met-ReFixL. O espectro 

inicial foi obtido após  20 min de aplicação de potencial de 300 mV a fim de garantir que toda 

a proteína se encontrasse no estado férrico. O experimento foi realizado em atmosfera aeróbica 

em vista da baixa afinidade da proteína por O2 frente à sua afinidade por CO23. A titulação 

espectroeletroquímica foi feita por meio da aplicação de potencial na faixa de 250 a -250 mV, 

nos sentidos oxidativo e redutivo, com incrementos de potencial de 50 mV e de 25 mV quando 

próximo ao valor de Em da proteína, nesta condição. A Figura 22a apresenta as titulações 

redutiva e oxidativa da proteína ReFixL na presença de CO e seu inset exibe o perfil de 

absorbância versus potencial aplicado para ambas as titulações. 

A Figura 22 apresenta os espectros calculados para as formas totalmente oxidada e 

reduzida da proteína ReFixL na presença de CO, com base nos espectros registrados durante a 

titulação espectroeletroquímica. A titulação foi iniciada com a proteína na forma met-ReFixL e 

à medida que o potencial foi aplicado na direção negativa foi observado o surgimento de uma 

banda intensa em 426 nm referente a forma ligada da proteína, CO-ReFixL. Quando na forma 

met-ReFixL a banda β não apresentou um máximo bem definido, encontrando-se na região de 

500 nm e a medida que a proteína foi reduzida visualizou-se uma maior definição das bandas α 

e β, em 571 e 542 nm, respectivamente. Este perfil das bandas α e β é uma característica 

marcante de compostos de baixo spin, consistente com a coordenação ao ligante de campo forte, 

CO.  
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Figura 22 — Titulações espectrofotométricas para ReFixL na presença do ligante CO.  a) 

espectros UV-Vis registrados durante titulação redutiva e oxidativa para CO-ReFixL 15 µmol 

L-1 na presença de [Co((NMe3)2sar)]Cl5 100 µmol L-1, [CoCLME-N4S2-sar)]Cl3 100 µmol L-1, 

[CoAMME-N5S-sar)]Cl3 100 µmol L-1 e [Co(sep)]Cl3 100 µmol L-1, tampão TRIS (pH 8,0) 35 

mmol L-1
 e NaCl 100 mmol L-1, solução saturada com CO (0,93 mmol L-1)81; inset: perfil 

absorbância (em 426 nm) versus potencial aplicado para proteína durante titulação redutiva (•) 

e  oxidativa (∆)  e b) Espectro calculado para forma reduzida CO-ReFixL (azul) e forma oxidada 

met-ReFixL (preto). 

 

 

  

 

 

 

 

 

Fonte: O autor.  

O espectro em preto na Figura 22b, referente a proteína oxidada, exibe a banda Soret 

em 395 nm com um pequeno ombro remanescente em 426 nm, indicando a presença do estado 

ferroso CO-ReFixL. A forma CO-ReFixL possui absortividade molar muito superior à forma 

met-ReFixL (ε = 126 mmol-1L cm-1 para met-ReFixL e ε = 202 mmol-1L cm-1 para CO-ReFixL), 

que na verdade é uma característica comum em heme proteínas 18, 26, 82. A discrepância nos 

valores torna possível a visualização da forma ligada a CO mesmo em concentrações muito 

menores que a da forma met-ReFixL. Apesar de não atingir a conversão total ao estado met-

ReFixL, a medida de potencial é confiável, uma vez que o patamar do máximo da espécie 

oxidada foi atingido e o equilíbrio é mantido entre as formas met-ReFixL e CO-ReFixL. 

Adicionalmente não se observou histerese sendo as curvas oxidativas similares as redutivas. 

Os valores calculados para os potenciais redox dos sistemas estudados na presença de 

ligantes apresentam contribuições das respectivas reações acopladas de associação/dissociação 

dos ligantes. Do ponto de vista termodinâmico, a formação de um complexo pode influenciar 
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positiva ou negativamente no potencial de redução de um sistema. A formação de um complexo 

mais estável quando o metal se encontra em seu estado oxidado favorece a oxidação do metal, 

tornando o potencial de redução do complexo mais negativo quando coordenado ao ligante e a 

formação de um complexo mais estável com o estado reduzido do metal torna o potencial de 

redução do complexo coordenado mais positivo. Isto ocorre devido aos diferentes graus de 

afinidade dos ligantes pelos estados reduzido e oxidado de um centro metálico M, que resulta 

em uma dependência do valor de potencial com as constantes de afinidade, como pode ser visto 

na  Equação 10 83: 

𝐸(𝑀𝐿) =  𝐸0′
+  

0,059

𝑛
 𝑙𝑜𝑔 

𝐾𝑜𝑥

𝐾𝑟𝑒𝑑
  Equação 10 

em que E(ML) é o potencial de redução da espécie na presença de um ligante L, E0’ o potencial 

formal da espécie na ausência de ligante, Kox e Kred são as constantes de dissociação das espécias 

oxidada e reduzida, respectivamente, na presença do ligante L. Para simplificação todos os 

potenciais determinados nestetrabalho foram são chamados Em.  

A elevada afinidade da proteína no estado ferroso por CO (Kd = 8 µmol L-1)23 resulta 

em um complexo bastante estável. Seria esperado, portanto, variações significativas de 

potencial no sentido positivo em relação a proteína na sua forma não ligada deoxi-ReFixL. Este 

comportamento foi, de fato, observado para o citocromo P450 CYP2C9 (FeII) em que o 

potencial de redução foi deslocado 49 mV no sentido positivo em relação a forma não ligada 

80. Entretanto, para a proteína ReFixL, o valor de Em determinado para a forma CO-ReFixL foi 

calculado em 21 mV, ou seja, apenas 2 mV mais positivo que a forma não ligada. Este 

deslocamento é considerado insignificante comparado à diferença de afinidade por CO das 

formas reduzida e oxidada da proteína. Entretanto, devido a complexidade de sistemas proteicos 

diversos fatores podem influenciar os valores de potencial de redução, contrabalançando a 

contribuição das constantes de afinidade de formação dos complexos finais. A proteína 

guanilato ciclase solúvel, por exemplo, experimenta uma variação positiva de potencial de 22 

mV induzida pela ligação com YC-1. Este ligante atua como um ativador da atividade 

enzimática da proteína, provocando mudanças conformacionais na estrutura secundária da 

mesma, apesar de não se ligar diretamente ao centro metálico. O efeito alostérico observado, 

porém, leva à alteração na segunda esfera de coordenação do centro metálico, responsável pela 

variação do valor de potencial 84. Como a estrutura da proteína ReFixL ainda não foi 

determinada, as análises em termos de mudanças conformacionais são realizadas em termos 

comparativos com as estruturas resolvidas das proteínas BjFixL e RmFixL30, 43, 54, 82. Estas 
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proteínas, conforme mencionado anteriormente, apresentam elevada similaridade em termos de 

sequências de aminoácidos. Vale salientar que mesmo para estes sistemas não há estruturas 

resolvidas para a proteína nativa, apenas para o domínio heme-PAS. As estruturas para este 

domínio foram determinadas na ausência e presença dos ligantes O2, CO, NO, CNˉ e imidazol21, 

43, 54, 55, 82.  

A Figura 23 exibe algumas estruturas cristalinas determinadas para a proteína CO-

BjFixL, met-BjFixL, oxi- BjFixL e cianomet- BjFixL para fins de discussão de correlação.  

Figura 23 — Estruturas cristalinas da proteína BjFixL nas formas a) CO-BjFixL, destacada em 

linha pontilhada vermelha (PDB 1XJ2), b) met-BjFixL (PDB 2VV6), c) oxi-BjFixL (PDB 

1DP6) e d) cianomet-BjFixL (PDB 1LT0).  

a)                                     b) 

 

 

 

 

 

 

           c)                                                               d) 

 

 

 

 

Fonte: Referência85. 

A proteína CO-BjFixL foi cristalizada em três diferentes grupos espaciais R32 (uma 

molécula independente na unidade assimétrica), C2 (duas moléculas independentes) e P1 

(quatro moléculas independentes). Portanto, no total há 7 estruturas determinadas para este 

estado82.Os aminoácidos alifáticos Ile-215, Ile-238 e Leu-236 encontram-se destacados nas 
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Figura 23 a) a d). Em uma análise global, pode-se observar que estes três aminoácidos 

apresentam diferentes conformações em 6 das 7 estruturas disponíveis.  Interessantemente, 

outras 5 estruturas disponíveis da proteína BjFixL foram analisadas, sendo elas formas ligadas 

e não ligadas nos estados férrico e ferroso, respectivamente, e observou-se que em 4 das 5 

estruturas estes aminoácidos não mudam de conformação. Pode-se deduzir, desta forma, que 

estes aminoácidos hidrofóbicos apresentam uma flexibilidade marcante quando na forma CO-

BjFixL frente à uma inegável rigidez de outras formas da proteína. Key e colaboradores 82 

sugeriram que a alteração na planaridade do grupo heme da proteína BjFixL causada pela 

coordenação do sexto ligante, diferentemente das formas oxi-BjFixL e cianomet-BjFixL, é 

transmitida ao FG loop por meio da ligação de hidrogênio formada entre propionato 6 e Ile-

216, enquanto Arg-220 e o propionato 7 não sofrem alterações quando o grupo heme se liga a 

CO. Os autores82 detectaram deslocamentos dos resíduos Ile-215, Ile-216 e Gly-217 em 

decorrência das interações ocorridas. As alterações ocorridas no FG loop, porém, não são da 

mesma magnitude daquelas observadas quando a proteína se liga a CNˉ ou O2, o que corrobora 

com o fato de CO não provocar perda significativa da atividade quinase da proteína, mantendo-

a praticamente enzimaticamente ativa. Assim, há um rearranjo significativo destes resíduos 

quando CO-BjFixL se oxida a met-BjFixL ou quando na forma deoxi-BjFixL. Estas alterações 

podem estar relacionadas a rearranjos de moléculas de solvente que estabilizam o estado férrico, 

contrabalançando a estabilização gerada pela alta afinidade do estado ferroso por CO, assim 

contribuindo para um potencial menos positivo que o esperado diante da forte afinidade do 

estado ferroso com o ligante CO. De fato, estudos reportados na literatura para citocromo c 

mostraram que uma maior exposição do grupo heme ao solvente causam um deslocamento 

negativo de potencial, estabilizando o estado o férrico 86.  

 

4.1.2.3 oxi-ReFixL 

O potencial de redução da proteína ReFixL foi determinado na presença de seu ligante 

fisiológico, O2. Inicialmente, a titulação espectroeletroquímica foi realizada em ar à 20 oC, cuja 

saturação de O2 em solução é de  0,286 mmol L-1 81. A composição da solução utilizada foi 

ReFixL 15 µmol L-1, [Co((NMe3)2sar)]Cl5 100 µmol L-1, [CoCLME-N4S2-sar)]Cl3 100 µmol L-

1
, [CoAMME-N5S-sar)]Cl3 100 µmol L-1, [Co(sep)]Cl3 100 µmol L-1, tampão TRIS (pH 8,0) 35 

mmol L-1
 e NaCl 100 mmol L-1. O espectro inicial da proteína correspondeu a forma met-

ReFixL. Para garantir que o átomo de ferro estivesse totalmente em seu estado férrico, antes de 

iniciar a titulação redutiva foi aplicado um potencial de 300 mV por 20 min. Em seguida, a 
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titulação espectroeletroquímica foi realizada no sentido redutivo e oxidativo a fim de verificar 

a reversibilidade e histerese do processo. A faixa de potencial utilizada foi de 200 a -300 mV 

em intervalos de 50 mV e de 25 mV quando próximo do valor de Em. Os espectros registrados 

após aplicação de cada potencial são apresentados nas a. A b ilustra os espectros calculados 

para as formas reduzida e oxidada da proteína, baseados nos espectros experimentais. 

 

Figura 24 — Titulações espectrofotométricas para ReFixL na presença do ligante O2 (em ar). 

a) espectros UV-Vis registrados durante titulação redutiva e oxidativa em ar para oxi- ReFixL 

15 μmol L-1 na presença de [Co((NMe3)2sar)]Cl5 100 μmol L-1, [CoCLME-N4S2- sar)]Cl3 100 

μmol L-1, [CoAMME-N5S-sar)]Cl3 100 μmol L-1 e [Co(sep)]Cl3 100 μmol L-1, tampão TRIS 

(pH 8,0) 35 mmol L-1 e NaCl 100 mmol L-1, solução saturada em oxigênio (0.286 mmol L-1 à 

20 oC); inset: perfil absorbância (em 428 nm) versus potencial aplicado para proteína durante 

titulação redutiva (•) e oxidativa (Δ) e b) Espectro calculado para forma reduzida oxi-ReFixL 

(azul) e forma oxidada met-ReFixL (preto). 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: O autor. 

À medida que o potencial foi aplicado no sentido negativo, a banda Soret se deslocou 

de 395 nm para 428 nm, sendo perceptível a diferença entre os espectros das formas deoxi-

ReFixL (Figura 21) e oxi-ReFixL. Outra característica espectral marcante da forma oxi é a 

separação e o deslocamento das bandas α e β. Apesar da baixa resolução, é possível observar 

que a banda α (569 nm) é melhor resolvida, comparativamente ao estado não ligado, enquanto 

a banda β se deslocou de 500 para 554 nm. Como mencionado previamente, a separação das 

bandas α e β é característica do grupo heme hexa-coordenado em configuração de baixo spin 

18. A assimetria da banda Soret observada no espectro da forma oxi-ReFixL (espectro em azul, 
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b e a baixa definição das bandas α e β devem-se à baixa afinidade da proteína ReFixL por O2 e 

consequente formação da mistura deoxi-ReFixL e oxi-ReFixL quando a proteína é reduzida. De 

fato, a saturação da forma oxi-ReFixL em ar e oxigênio puro é de apenas 26% e 63%, 

respectivamente 23. Assim, como esperado para o ligante CO, esperar-se-ia uma variação 

positiva de potencial para o ligante O2. A variação observada, entretanto, foi de -31 mV em 

relação ao estado não ligado da proteína. Devido à baixa saturação de oxigênio ligado o 

experimento foi realizado também em oxigênio puro a fim de determinar se o efeito no potencial 

seria mais pronunciado. A solução eletrolítica teve a mesma composição do sistema utilizado 

em ar. Antes da adição da proteína ReFixL, porém, a solução contendo mediadores, tampão 

TRIS (pH 8,0) e NaCl foi submetida a borbulhamento de O2 (saturação de 1,2 mmol L-1 a 25 

ºC) por 10 min para garantir sua saturação. Em seguida, a proteína foi adicionada à solução e o 

fluxo de O2 foi mantido na parte superior da cubeta. A faixa de potencial aplicado foi de 400 a 

-200 mV e tempo de aplicação de cada potencial foi o mesmo do experimento realizado em ar. 

Os espectros registrados após aplicação de cada potencial e os espectros calculados para as 

formas oxidada e reduzida da proteína são apresentados nas Figura 25a e b, respectivamente.  

As alterações espectrais observadas na presença de O2 puro, embora semelhantes às 

mencionadas na presença de ar, foram mais pronunciadas conforme esperado devido à 

concentração de O2. A banda Soret, por exemplo, apresentou um deslocamento, de 395 nm para 

426 nm. No estado reduzido, essa banda apresenta intensidade próxima daquela correspondente 

ao estado met devido, provavelmente, a maior concentração da forma oxi-ReFixL, cujo 

coeficiente de absortividade molar é maior que a forma deoxi-ReFixL. As bandas α e β 

apresentaram deslocamentos para 570 e 550 nm, respectivamente. Adicionalmente, a banda 

Soret da proteína no estado reduzido na presença de O2 apresentou-se mais fina que a banda 

registrada em ar. Este perfil se assemelha aquele relatado por Sousa e colaboradores 23 para a 

proteína ∆PAS1-ReFixL que atinge 93 % de saturação na forma oxigenada.   
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Figura 25 — Titulações espectrofotométricas para ReFixL na presença do ligante O2 (em O2) 

a) Espectros UV-Vis registrados durante titulação redutiva e oxidativa em O2 puro para oxi-

ReFixL 15 µmol L-1 na presença de [Co((NMe3)2sar)]Cl5 100 µmol L-1, [CoCLME-N4S2-

sar)]Cl3 100 µmol L-1, [CoAMME-N5S-sar)]Cl3 100 µmol L-1e [Co(sep)]Cl3 100 µmol L-1, 

tampão TRIS (pH 8,0) 35 mmol L-1
 e NaCl 100 mmol L-1, solução saturada em oxigênio (1,25 

mmol L-1 a 25 oC); inset: perfil absorbância (em 426 nm) versus potencial aplicado para proteína 

durante titulação redutiva (•) e  oxidativa (∆)  e b) Espectro calculado para forma reduzida oxi-

ReFixL (azul) e forma oxidada met-ReFixL (preto).  

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: O autor. 

Assim como para o experimento realizado em ar, o valor do potencial de redução 

determinado para a proteína ReFixL na presença de O2 apresentou uma variação negativa em 

relação ao estado não ligado da proteína. Além disso, devido à maior concentração da proteína 

na forma oxi-ReFixL, o deslocamento foi mais pronunciado que para o experimento realizado 

em ar, Em = -51 mV, resultado em um deslocamento negativo de 70 mV em relação a forma 

não ligada. Este comportamento corrobora com o sistema anterior (CO-ReFixL) no sentido de 

que a regulação de potencial neste sistema não se dá apenas pela sua afinidade com os ligantes 

coordenados ao grupo heme e sim à uma série de fatores, tais como ligações de hidrogênio e 

interações hidrofóbicas que ocorrem no microambiente do grupo heme, além de efeitos 

estéricos de resíduos aminoácidos e efeitos de solvatação, dentre outros. De fato, foi reportada 

na literatura uma diferença marcante na afinidade da proteína ReFixL por oxigênio e inativação 

da atividade quinase causada pela retirada do domínio PAS vizinho ao domínio heme-PAS23 

que, aparentemente, não teria efeito significativo no mecanismo de sinalização da proteína. 

Assim, a complexidade dos rearranjos que podem ocorrer neste sistema dificulta a nomeação 
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dos fatores responsáveis pelos deslocamentos de potencial registrados. A proteína BjFixL 

possui dois resíduos arginina importantes para a regulação de sinal (Arg-206 e Arg220) que 

protagonizam uma série de interações eletrostáticas e ligações de hidrogênio com o ligante ou 

resíduos proximais no microambiente do grupo heme. A importância destes resíduos foi 

estudada por meio de mutações feitas na proteína BjFixL, que mostraram a influência na 

afinidade por ligantes e regulação da atividade quinase9, 30, 53, 87. Na proteína ReFixL o resíduo 

arginina é conservado na posição 213 e o resíduo Arg-206 se conserva parcialmente como um 

resíduo passível de sofrer as mesmas interações, His-193. Para a proteína BjFixL 43, após se 

ligar a O2, o resíduo Arg-220 perde sua ponte salina com um dos oxigênios do propionato 7 do 

grupo heme e passa a formar ligação de hidrogênio com o ligante axial O2. Se este 

comportamento for considerado para a proteína ReFixL, esta interação, possivelmente, 

enfraquece a ligação Fe-O2 devido a retirada de densidade eletrônica, desestabilizando o estado 

ferroso e induzindo, consequentemente, deslocamento de potencial mais negativo que o 

esperado.   

Apesar da baixa afinidade da proteína ReFixL por seu ligante fisiológico, a regulação 

da atividade quinase por este ligante é bastante eficaz. O mesmo comportamento é observado 

para outras proteínas FixL. Sousa e colaboradores 51 propuseram um modelo de efeito memória 

para a proteína BjFixL, baseado na observação de que a atividade quinase remanescente quando 

a proteína encontra-se parcialmente oxigenada (64% em ar e 88% em O2) é de apenas 2% e 

0,08%, respectivamente.  Curiosamente, quando uma proteína do tipo FixL se liga a oxigênio, 

ou a ligantes que mimetizam seu papel como inibidor da atividade quinase, o microambiente 

do grupo heme sofre alterações conformacionais em sua estrutura secundária. Estas alterações 

são transmitidas ao domínio quinase que, por sua vez, experimenta mudanças conformacionais 

que inativam a proteína. Quando ocorre uma diminição na concentração de O2 o complexo 

BjFixL-O2 se dissocia e o grupo heme volta para sua conformação ativa (deoxi). O domínio 

quinase, entretanto, apresenta resposta lenta com respeito a velocidade de associação ao O2. O 

modelo memória proposto explica a não lineriade entre concentração da forma deoxi-BjFixL e 

atividade quinase por meio do maior tempo de recuperação (Trec) da conformação ativa do 

domínio quinase frente ao tempo de meia vida do estado deoxi-BjFixL (Tdeoxi ) em uma certa 

concentração de O2.   

 

4.1.2.4 imz-ReFixL 
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Com o objetivo de estudar efeitos estéricos no microambiente do grupo heme e sua 

influência no potencial de redução do sistema por meio de interações eletrostáticas e ligações 

de hidrogênio, foi determinado o valor de Em para a forma ligada da proteína imz-ReFixL. 

Sabendo que o ligante imidazol se liga ao grupo heme no seu estado férrico, a titulação 

espectroeletroquímica para este sistema foi realizada em uma câmara anaeróbica. Nesta 

condição, evita-se, também, a coordenação do ligante O2 à proteína no estado ferroso. Foram 

utilizados como mediadores [Co((NMe3)2sar)]Cl5 100 µmol L-1, [CoCLME-N4S2-sar)]Cl3 100 

µmol L-1
, [CoAMME-N5S-sar)]Cl3 100 µmol L-1, [Co(sep)]Cl3100 µmol L-1, como eletrólito de 

suporte utilizou-se tampão TRIS(pH 8,0) 35 mmol L-1 e NaCl 100 mmol L-1. A proteína ReFixL 

15 µmol L-1 foi adicionada à esta solução e um espectro inicial foi registrado, onde verificou-

se que a proteína estava em sua forma met-ReFixL. À esta solução foi adicionada uma alíquota 

do ligante imidazol de forma que sua concentração na cubeta fosse 200 mmol L-1. A solução de 

imidazol foi preparada em tampão TRIS (pH 8,0) 35 mmol L-1 e NaCl 100 mmol L-1. Como a 

proteína isolada encontra-se na forma met, ao ser adicionada à solução, a mesma se ligou 

rapidamente ao imidazol devido à alta concentração deste ligante, evidenciado pelo 

deslocamento da banda Soret de 395 para 415 nm. Para se certificar de que no início da titulação 

espectroeletroquímica a forma deoxi-ReFixL não estava presente foi aplicado um potencial de 

400 mV por 20 min. Em seguida, a titulação foi iniciada no sentido redutivo com aplicação de 

potencial na faixa de 300mV a -250 mV em intervalos de 50 mV e 25 mV quando próximo do 

valor de Em do sistema. Durante a titulação redutiva, a proteína foi gradativamente convertida 

à sua forma deoxi-ReFixL. Uma vez que não se observou qualquer alteração espectral, o sentido 

da titulação foi invertido a fim de recuperar a forma imz-ReFixL. A faixa de aplicação de 

potencial para a titulação oxidativa foi a mesma da titulação redutiva. Na Figura 26asão 

apresentados os espectros registrados após aplicação de cada potencial (inset o perfil de 

absorbância (λ432 nm) vs potencial aplicado) e na Figura 26b os espectros calculados para as 

formas imz-ReFixL e deoxi-ReFixL.  
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Figura 26 — Titulações espectrofotométricas para ReFixL na presença do ligante imidazol a) 

espectros UV-Vis registrados durante titulação redutiva e oxidativa em câmara anaeróbica para 

imz-ReFixL 15 µmol L-1 na presença de imidazol 200 mmol L-1,  [Co((NMe3)2sar)]Cl5 100 

µmol L-1, [CoCLME-N4S2-sar)]Cl3 100 µmol L-1, [CoAMME-N5S-sar)]Cl3100 µmol L-1e 

[Co(sep)]Cl3 100 µmol L-1, tampão TRIS (pH 8,0) 35 mmol L-1
 e NaCl 100 mmol L-1; inset: 

perfil absorbância (em 432 nm) versus potencial aplicado para proteína durante titulação 

redutiva (•) e  oxidativa (∆)  e b) Espectro calculado para forma reduzida deoxi-ReFixL (azul) 

e forma oxidada imz-ReFixL (laranja). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: O autor. 

 

No espectro inicial verificou-se que a proteína tinha o perfil da sua forma met-ReFixL 

com a banda Soret em 395nm, banda β em 500 nm e a banda α como um ombro da banda β. 

Quando adicionou-se imidazol (200 mmol L-1), rapidamente se observou a formação da forma 

imz-ReFixL, evidenciada pelos deslocamentos da banda Soret para 415 nm e da banda β para 

535 nm com um ombro à sua direita correspondente à banda α. Apesar de se formar um 

complexo de configuração de baixo spin quando o grupo heme se liga ao imidazol, as bandas α 

e β não são bem resolvidas. Este resultado é atribuído ao caráter π-aceptor do imidazol que 

aumenta a intensidade da banda β impossibilitando a definição da banda α, de menor 

intensidade. Ao se iniciar a titulação redutiva, a banda Soret em 415 nm se desloca 

gradativamente para 432 nm, que corresponde ao perfil do estado deoxi-ReFixL. Quando não 

foram observadas alterações espectrais relativas ao aumento da concentração da espécie deoxi, 

o sentido da aplicação de potencial foi invertido e observou-se a recuperação da forma imz-
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ReFixL. Apesar da titulação envolver dissociação/associação de ligante, não foi observada 

histerese significativa, como pode ser visto no inset da Figura 26a. O potencial determinado 

para a forma imz-ReFixL foi de -57 mV, ou seja, uma variação de -76 mV em relação a forma 

não ligada. Neste caso, o deslocamento é consistente com o esperado em termos de afinidade 

com ligante, ou seja, uma vez que o ligante imidazol se liga ao maior estado de oxidação do 

ferro, espera-se uma variação negativa de potencial devido à estabilização do estado oxidado. 

Vale ressaltar que, juntamente com O2 e CNˉ, o ligante imidazol é uma das espécies que 

induzem maiores alterações conformacionais no microambiente do grupo heme para BjFixL. O 

deslocamento do FG loop provocado por alterações nas interações ocorridas no microambiente 

do grupo heme quando este se liga ao imidazol é da mesma magnitude daquele reportado para 

a forma oxi-BjFixL 54. Este ligante, entretanto, não interage com o resíduo Arg-220 como as 

formas oxi e cianomet da proteína BjFixL. O resíduo Ile-218, que na forma met-BjFixL 

encontra-se direcionado ao solvente, apresenta rotação do grupo carbonil na forma imidazólica 

e forma ligações de hidrogênio com moléculas de água. Já o resíduo Arg-220 se posiciona para 

fora do microambiente do grupo heme. Nas formas oxi e cianomet, há formação de ligações de 

hidrogênio entre moléculas de H2O e o grupo guanidina do resíduo Arg-220 estabilizando, 

possivelmente, este resíduo para uma interação efetiva com o ligante. O fato de não ter ocorrido 

interação do resíduo Arg-220 com o ligante imidazol, corrobora com a prerrogativa de que 

vários fatores influenciam na inativação da atividade quinase da proteína por um ligante.  Na 

coordenação do ligante imidazol foi identificado, também, o reposicionamento dos resíduos Ile-

238 e Ile-215, sendo o maior deslocamento observado para o resíduo Ile-215 que se encontra 

no FG loop, enquanto o resíduo Ile-238 encontra-se na região hidrofóbica (mais flexível quando 

a proteína se liga a CO). De uma forma global, o efeito alostérico provocado pela ligação dos 

ligantes mencionados apontam para uma forte contribuição destes para a inativação da atividade 

quinase da proteína BjFixL. Independente desta rede de interações ser a mesma ou não para a 

proteína ReFixL, provavelmente o mecanismo é similar e leva ao mesmo fim: o 

proporcionamento da interação entre os diferentes domínios da proteína de forma que a 

sinalização molecular ocorra. Portanto, a similaridade de comportamento destas proteínas em 

termos de ligantes inativadores da atividade quinase, afinidades com os mesmos e conservação 

de resíduos importantes no mecanismo de sinalização da proteína torna fundamental o uso de 

estruturas disponíveis da proteína BjFixL como suporte para a interpretação de novos 

resultados. 
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A escassez de estudos eletroquímicos para sistemas de hemeproteínas histidina 

quinase dificulta a associação do que é conhecido até o momento em termos de mecanismo de 

sinalização molecular e potenciais redox para as diferentes formas dos sistemas. Entretanto, 

alguns estudos para a proteína BjFixL feitos em duas publicações diferentes por Balland e 

colaboradores 9, 53 retrata a importância funcional do resíduo Arg-220 por meio da substituição 

deste (o único resíduo carregado no microambiente do grupo heme), de forma a modificar 

propriedades eletrostáticas sem grandes alterações estéricas.  Os resíduos utilizados na posição 

220 foram glutamina, ácido glutâmico, isoleucina e histidina, gerando os mutantes R220Q, 

R220E, R220I e R220H, respectivamente. Os autores9, 53 observaram uma diminuição 

significativa na afinidade por oxigênio para os mutantes R220Q e R220I, enquanto o mutante 

R220E não se liga à O2 e R220H tem uma afinidade maior por O2 que a forma nativa da proteína. 

Estes resultados são condizentes com os dados para a proteína na forma nativa, uma vez que 

este ligante pode gerar interações semelhantes à arginina no microambiente do grupo heme. Os 

valores dos potenciais redox para os sistemas foram calculados apenas para os mutantes na 

forma deoxi-BjFixL e, ainda assim, foi possível observar variações nestes parâmetros, com uma 

diminuição de 68 mV para 41, 38, 24 e 40 mV para os mutantes R220Q, R220I, R220E e 

R220H, respectivamente.  

 

4.1.2.5 cianomet-ReFixL 

Cianeto é um ligante interessante a ser estudado para sistemas FixL uma vez que induz 

as mesmas alterações conformacionais no estado férrico que o O2 induz no estado ferroso, por 

consequência inativando a proteína43, 55, 87. Além disso, o estado ferroso oxi-ReFixL e férrico 

cianomet-ReFixL são isoeletrônicos87. Os estudos iniciais com cianeto foram realizados 

utilizando uma malha de ouro como eletrodo de trabalho, assim como todos os outros sistemas 

estudados neste trabalho. O processo, entretanto, não apresentou reversibilidade visto que, após 

a redução da proteína não foi possível recuperar a forma cianomet-ReFixL. Este resultado foi 

atribuído à diminuição da concentração de CNˉ em consequência da formação do complexo 

[Au(CN)2]ˉ durante a aplicação de potencial. Assim, fez-se necessário a utilização de uma 

superfície eletródica inerte ao eletrólito contendo íons cianeto. Utilizou-se para tanto, uma 

malha de platina como eletrodo de trabalho, já que a platina é inerte à oxidação na presença de 

CNˉ na faixa de potencial utilizada neste trabalho. Além disso, neste experimento, fez-se 

necessário o uso de valor de pH diferente (9,5) dos demais a fim de evitar a protonação do 

ligante (pKa = 9,2) e posterior diminuição de concentração por evaporação devido à volatilidade 
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da espécie formada, HCN. 81. Para efeito de comparação foi realizada a titulação 

espectroeletroquímica da proteína ReFixL em pH 9,5 na ausência de CNˉ.  

Assim como o ligante imidazol, a espécie CNˉ se liga ao estado férrico do grupo heme. 

Desta forma, a solução eletrolítica foi submetida a borbulhamento de argônio por 20 min. A 

atmosfera anaeróbica foi mantida com fluxo de argônio na parte superior da cubeta a fim de 

evitar a coordenação de O2 ao grupo heme. A titulação espectroeletroquímica foi realizada em 

uma faixa de potencial maior que nos outros sistemas, de 200 a -500 mV em intervalos de 50 

mV e de 25 mV quando próximo do valor de Em. Devido à aplicação de potenciais mais 

negativos, foram utilizados os seguintes mediadores: [Co((NMe3)2sar)]Cl5 100 µmol L-1, 

[CoCLME-N4S2-sar)]Cl3 100 µmol L-1
, [CoAMME-N5S-sar)]Cl3 100 µmol L-1, [Co(sep)]Cl3 

100 µmol L-1, [Co(AMMEsar]Cl3100 µmol L-1 e [Co(trans-diammac)](ClO4)3 100 µmol L-1
. 

Como eletrólito de suporte foi utilizado tampão TRIS(pH 9,5) 35 mmol L-1 e NaCl 100 mmol 

L-1. À esta solução foi adicionada a proteína ReFixL 15 µmol L-1 e registrado um espectro 

inicial do sistema, onde verificou-se que a proteína estava em sua forma met-ReFixL. Em 

seguida, foi adicionado KCN 1 mmol L-1
,
 preparado em TRIS (pH 9,5) 35 mmol L-1 e NaCl 100 

mmol L-1. Na Figura 27a são exibidos os espectros registrados após estabilização de cada 

potencial (inset: sobreposição do perfil absorbância (λ=432 nm) versus potencial aplicado para 

as titulações redutiva e oxidativa) e na Figura 27b  os espectros calculados para a espécie 

totalmente reduzida (deoxi-ReFixL) e oxidada (cianomet-ReFixL).  

Imediatamente após a adição de KCN observou-se a formação de uma banda intensa 

e fina em 421 nm, devido a conversão da proteína à forma cianomet-ReFixL. Em seguida, 

iniciou-se a aplicação de potencial no sentido negativo e a proteína foi gradualmente convertida 

à forma deoxi-ReFixL, conforme evidenciado pelo deslocamento da banda Soret de 421 nm 

para 432 nm. O ligante cianeto, tal como imidazol, possui um forte caráter π-aceptor. Essa 

característica implica no aumento de intensidade da banda β em relação a banda α, diminuindo 

a definição desta18. Ao reduzir a proteína, a banda β apresentou deslocamento de 533 nm para 

556 nm.  
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Figura 27 — Titulações espectrofotométricas para ReFixL na presença do ligante CNˉ. a) 

espectros UV-Vis registrados durante titulação redutiva e oxidativa em câmara anaeróbica para 

cianomet-ReFixL 15 µmol L-1 na presença de KCN 1 mmol L-1,  [Co((NMe3)2sar)]Cl5 100 µmol 

L-1, [CoCLME-N4S2-sar)]Cl3 100 µmol L-1, [CoAMME-N5S-sar)]Cl3 100 µmol L-1, 

[Co(AMMEsar]Cl3100 µmol L-1 e [Co(trans-diammac)](ClO4)3 100 µmol L-1, tampão TRIS 

(pH 9,5) 35 mmol L-1
 e NaCl 100 mmol L-1; inset: perfil de absorbância (em 432 nm) versus 

potencial aplicado para proteína durante titulação redutiva (•) e  oxidativa (∆)  e b) Espectro 

calculado para forma reduzida deoxi-ReFixL (azul) e forma oxidada cianomet-ReFixL (laranja). 

Obs.: Neste caso o eletrodo de trabalho utilizado foi uma malha de platina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: O autor. 

 

O potencial de redução determinado para a proteína em sua forma cianomet-ReFixL 

foi de -156 mV. Como pode ser visto no inset da Figura 27a o processo não apresenta histerese 

significativa. O deslocamento de potencial relativo à proteína na sua forma pentacoordenada 

em pH 9,5 foi de -145 mV.  Assim como para a forma imz-ReFixL, o deslocamento de potencial 

foi o esperado termodinamicamente, uma vez que ele se trata de um ligante para a forma 

oxidada, com a magnitude do deslocamento de potencial sendo relacionada às constantes de 

ligação para cada caso. De fato, este deslocamento é refletido pelas constantes de ligação 

reportadas na literatura para CNˉ e imidazol a proteína ReFixL, com a constante de ligação ao 

ligante CNˉ sendo aproximadamente 100 vezes maior que a constante de ligação ao imidazol 

23. A mesma tendência nas constantes de ligação foi observada para as proteínas BjFixL e 

RmFixL 3, 88. Os valores dos potenciais redox destas proteínas na presença de ligantes, todavia, 
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não foram determinados. O ligante cianeto, da mesma forma que o ligante O2, induz alterações 

conformacionais significativas que levam ao estado inativo da proteína. 

 

4.1.3 Potencial de redução versus atividade quinase  

A função fisiológica da proteína ReFixL é modulada pela associação/dissociação de 

O2. A proteína, todavia, é capaz de se ligar a espécies que atuam como falsos sinalizadores, ou 

seja, se ligam à proteína e induzem mudanças conformacionais necessárias para desativar a 

atividade quinase do sistema, mesmo não fazendo parte do sistema in vivo, como é o caso dos 

ligantes imidazol e CNˉ. Por outro lado, há espécies, como o ligante CO, que se ligam à proteína 

sem alterar significativamente sua estrutura nem a atividade quinase. Em sua forma met-ReFixL 

a proteína apresenta atividade quinase. Assim, sua reação de redução não apresenta alteração 

em sua atividade quinase, o mesmo é observado para proteína BjFixL e com base em suas 

estruturas cristalinas este comportamento é atribuído à similaridade em suas estruturas54. Os 

experimentos de espectroeletroquímica realizados neste trabalho mostraram que os valores dos 

potenciais redox dos sistemas estudados não são afetados simplesmente pelos valores das 

constantes de afinidade da proteína aos ligantes, mas sim, talvez mais fortemente, por fatores 

conformacionais que parecem contradizer a tendência termodinâmica. Balland e colaboradores 

9 observaram a influência das interações ocorridas no microambiente da proteína BjFixL em 

termos de potencial de redução por meio de mutações no resíduo Arg-220. Foi observada uma 

diminuição nos valores de potencial quando este resíduo foi substituído por resíduos de 

glutamina, isoleucina, ácido glutâmico e histidina, que possibilitaram diferentes interações de 

hidrogênio no microambiente do grupo heme. Correlacionando os valores dos potenciais com 

a atividade quinase da proteína ReFixL nos diferentes estados pode-se observar uma 

dependência entre os dois fatores. A Figura 28 exibe as tendências de atividade quinase em 

relação ao potencial.  
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Figura 28 — Gráfico de barras relacionando atividade quinase da proteína ReFixL e seu 

potencial de redução da nas formas deoxi-ReFixL, CO-ReFixL, oxi-ReFixL (em ar), oxi-ReFixL 

(em O2), imz-ReFixL e cianomet-ReFixL.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte:  Referência 85 

O gráfico de barras ilustrado na Figura 28 indica que os ligantes que desativam a 

atividade quinase induzem um deslocamento negativo nos valores de potencial de redução. Esse 

comportamento é atribuído à estabilização do estado férrico do grupo heme. Já os ligantes que 

mantêm a atividade quinase, induzem valores positivos de potencial. A tendência observada é 

curiosa do ponto de vista termodinâmico, particularmente da físico-química inorgânica, uma 

vez que se esperaria que ligantes com capacidade  retiradora (CO e O2) que se ligam 

exclusivamente na forma reduzida de Fe2+ induzissem um deslocamento positivo nos valores 

de potencial em decorrência do aumento de estabilidade do estado reduzido do centro metálico. 

Pode-se concluir, portanto, que as alterações conformacionais que levam ao estado inativo da 

proteína geram uma maior exposição ao solvente e induzem deslocamentos negativos nos 

valores de potenciais.  
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5 CONCLUSÕES 

 

A proteína FixL do organismo Rhizobium etli foi expressa e purificada. Ao fim do 

processo de purificação da proteína foi possível identifica-la em sua forma met-ReFixL 

evidenciada por seu espectro UV-Vis e testes de reatividade realizados com agentes redutores 

e oxidantes.  A proteínas foi expressa em sua forma holo e em sua forma nativa. Por meio de 

análises de eletroforese de gel desnaturante a proteína ReFixL apresentou massa aproximada de 

70, consistente com o reportado na literatura. A proteína foi obtida com alto grau de pureza por 

meio de sucessivas etapas cromatográficas como verificado por espectroscopia de UV-Vis e 

eletroforese de gel desnaturante (SDS-PAGE). Ao fim da purificação a proteína ReFixL 

apresentou razão de pureza de aproximadamente 0,57.  

O potencial de redução da proteína ReFixL na sua forma não ligada e diversas formas 

ligadas foi determinado por titulação espectroeletroquímica. A forma férrica da proteína  

ReFixL mostrou-se mais estável que o estado férrico do domínio heme da proteína BjFixL, 

apresentando  potencial de redução  49 mV mais baixo. Os perfis espectroscópicos dos sistemas 

investigados mostraram que a proteína se liga a CO e O2 em seu estado reduzido e ao imidazol 

e CN− no seu estado oxidado. Baseando-se nas afinidade dos ligantes com o centro metálico, 

termordinamicamente esperava-se um deslocamento positivo no potencial da proteína quando 

coordenada a CO ou O2 devido a estabilização da forma reduzida e um deslocamento negativo 

no potencial de redução da proteína quando coordenada aos ligantes imidazol e CN−. O 

deslocamento negativo de potencial nas formas cianomet-ReFixL e imz-ReFixL fora observado 

como previsto, havendo deslocamento de -76 mV na presença de imidazol e -175 mV na 

presença de cianeto. Todavia, quando FixL se coordena ao CO, que não altera 

significativamente a atividade quinase da proteína, apesar da alta afinidade da proteína por este 

ligante no estado reduzido, o potencial foi deslocado apenas +3 mV em relação a forma não 

ligada, deoxi-ReFixL. Adicionalmente, na presença de O2, contrariamente ao esperado, houve 

um deslocamento do potencial de redução da proteína no sentido negativo em -70mV. Ao 

analisar estes sistemas e o efeito provocado na atividade quinase, os ligantes que 

reconhecidamente desativam a atividade quinase da proteína, como O2, CN− e imidazol 

apresentaram potenciais mais negativos que as formas da proteína que possuem atividade 

quinase, deoxi-ReFixL e CO-ReFixL. Os resultados apresentados mostram que o potencial de 

redução da proteína ReFixL não foi afetado apenas pela coordenação dos ligantes ao centro 

metálico, mas também pelas alterações conformacionais que estes causam quando levam a 
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proteína a um estado inativo. Estas alterações conformacionais ocorrem via redes de interação 

entre resíduos aminoácidos no microambiente do grupo heme por meio de pontes salinas e 

ligações de hidrogênio. Possivelmente, a diferença de potencial entre as proteínas ReFixL e 

BjFixL estão relacionadas a resíduos aminoácidos não conservados em ambas as proteínas, 

apesar de não se descartar a possibilidade de ser devido ao uso de domínio isolado versus 

proteína nativa. 
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