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Introducao
Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac) é um fitopatdgeno que causa a doenc¢a denominada
Cancro Citrico na maioria dos cultivos comerciais, com sérios impactos econdmicos na
produgcdo de citricos em todo o mundo. O flagelo bacteriano é responsavel pela mobilidade e
suas precoces interacdes com a célula hospedeira e é um exemplo de funcionamento motor
em nivel molecular.

Proteinas flagelares sistetizadas no citoplasma sdo designadas para exportar o aparato com o
auxilio do flagelo-chaperonas especificas, e emaranhadas através do canal utilizando um
processo dependente de ATP. A chaperona necessdria para a expostagdo do FlgK do
citoplasma para o aparato secretorio que constituem o complexo flagelar, é FIgN. Assim, nds
apresentamos as investigacoes estruturais sobre a chaperona Xac FIgN, XAC1990(15046.1),
proteina com 110 residuos de aminoacidos co aproximadamente 12.12 kDA, pI de 6.75; cuja
funcéo foi confirmada recentemente.

Interagoes entre Proteinas e Ligantes

STD (Saturation Transference Difference) - NMR é um método baseado na transferéncia de
magnetizacdo de proteinas para ligantes pela saturacdo seletiva dos sinais de hidrogénio de uma
proteina. Os hidrogénios do ligante que estdo interagindo com a proteina serdo saturados através da
difusdo de spin, o que leva a produgdo dos sinais no espectro de STD. Os resultados obtidos em
experimentos de STD com Hsp100 (Proteina de Choque Térmico Humana) e ligantes ATP, ADP e

ATPyS sdo mostrados abaixo.Esta proteina foi clonada e purificada pelo grupo do Prof.Dr. Carlos

Objetivos e Parte Experimental

Nosso trabalho consiste na purificacdo e caracterizagdo estrutural da proteina XAC1990 (15046.1)
através de RMN(Ressodncia Magnética Nuclear). Apds ser clonada em pET23a, XAC1990 foi expressa
em E. coli BL21(DE3) pLysS em meio LB, a 37°C, por 2 horas. A proteina XAC1990 foi purificada por
cromatografia de troca iénica (DEAE) e no momento estamos realizando sua marcagio isotépica(”’N),
em meio minimo, otimizando a quantidade de rimfamicina e o tempo de indugéo . Neste trabalho no
também pretendemos analisar as interagcdes da XAC1990 com diversos ligantes, por exemplo,
nucleotideos ATP e ADP, pela aplicagio da técnica de STD-RMN.

A Segunda parte de nosso projeto é investigar as interagdes da Proteina de Choque Térmico (HSP90)
dalaranja com diferentes drogas, incluindo Geldanamicina.
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Discussido e Conclusio

Nos esperamos que em breve melhores condigoes de trabalho da elucidagdo estrutural por
Ressonancia Magnética Nuclear(RMN) dessa pequena proteina Xac sejam encontradas, pois FIgN é
expressa e purificada em grandes quantidades, e sua concentragdo em tampao fosfato 100mM, pH 8,é
de aproximadamente 2mM.

Em relagdo a segunda parte, a andlise de STD-RMN confirmou a interagio entre Hsp100 (Humana) e
os trés ligantes: ATP, ADP e ATPYS, com aproximadamente 100% de afinidade com os dtomos de
hidrogénio H-1’ (ribose), H-8 (adenosina) e H-2(adenosina).
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