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RESUMO 

 

O elevado consumo de açúcar no Brasil e no mundo vem apresentando consequências 

drásticas à saúde humana, trazendo inúmeras enfermidades. Na busca de alternativas para 

a diminuição do consumo de açúcar, têm surgido diversos estudos relacionados ao 

desenvolvimento de adoçantes calóricos e não calóricos, de origem natural ou artificial. 

Dentre os compostos naturais existe um grupo de proteínas que apresentam a propriedade 

de modificar o sabor dos alimentos. Dentro dessa classe de moléculas, encontra-se a 

proteína denominada miraculina, própria da planta Richardella dulcifica, natural da 

África, a qual detém a propriedade de modificar o sabor ácido dos alimentos em doce. 

Devido esse potencial, há relatos de diversos ensaios realizados na tentativa de produzir 

a miraculina através de expressão recombinante em outros organismos. Contudo, outros 

estudos descobriram a exitência de proteínas semelhantes à miraculina em outras plantas. 

Em contrapartida, análises in silico permitiram encontrar em Citrus paradisi uma proteína 

com sequência gênica com alta similaridade àquela encontra encontrada na miraculina 

original. Sendo assim, a caracterização dessa proteína e a exploração da sua capacidade 

potencial de modificação de sabor podem resultar em alternativas não calóricas para 

adoçar comidas ácidas, contribuindo, dessa forma, para uma melhora na saúde humana. 

Portanto, objetivou-se a expressão recombinante de uma miraculina oriunda de Citrus 

paradisi, denominada Citros_Mir, em levedura Pichia pastoris e em bactéria Escherichia 

coli. A clonagem foi realizada no vetor de propagação pGEM-T. Na expressão em E. coli 

utilizou-se o vetor de expressão pET-28a e a linhagem Rosetta, além de testar as 

temperaturas de 20, 30 e 37ºC, e as concentrações finais de 0,2; 0,4 e 1,0 mM do indutor 

de expressão IPTG. A expressão em P. pastoris foi realizada com o vetor de expressão 

pPICZαC e as linhagens X-33 e KM71H. Nesse sistema, testou-se as concentrações finais 

0,75; 1; 2 e 3% do indutor de expressão metanol, concluindo que o sistema de expressão 

da levedura é mais eficiente em meio de cultivo contendo 2% de metanol. Os resultados 

obtidos mostraram que as tentativas de expressão da Citros_Mir nesses sistemas não 

foram eficientes, sugerindo a necessidade de novos testes, modificando as condições e/ou 

os sistemas de expressão.  

Palavras-chaves: miraculina; Richardella dulcifica; Citrus paradisi; miraculina de 

Citrus; adoçantes naturais; proteínas modificadoras de sabor. 
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ABSTRACT 

 

The high consumption of sugar in Brazil and in the world result in drastic consequences 

for human health, causing numerous diseases. In the search for alternatives to reduce 

sugar consumption, several studies have emerged related to the development of caloric 

and non-caloric sweeteners, of natural or artificial origin. Among the natural compounds 

there is a group of proteins that have the property of modifying the flavor of food. Within 

this class of molecules, there is the protein called miraculin, from the plant Richardella 

dulcifica, native to Africa, which has the property of modifying the acidic taste of food 

into sweet. Due to this potential, there are reports of several tests carried out in an attempt 

to produce miraculin through recombinant expression in other organisms. However, other 

studies have discovered the existence of miraculin-like proteins in other plants, although 

there is still no description of miraculin-like proteins with such property. On the other 

hand, in silico analyzes allowed finding in Citrus paradisi a protein with a gene sequence 

with high similarity to that found in the original miraculin. Therefore, the characterization 

of this protein and the exploration of its potential ability to modify flavor may result in 

non-caloric alternatives to sweeten acidic foods, thus contributing to an improvement in 

human health. Therefore, the objective was the recombinant expression of a miraculin 

derived from Citrus paradisi, called Citros_Mir, in Pichia pastoris yeast and in 

Escherichia coli bacteria. Cloning was performed in the propagation vector pGEM-T. 

Expression in E. coli occur with pET-28a expression vector and the Rosetta strain, in 

addition to testing temperatures of 20, 30 and 37ºC, and final concentrations of 0.2; 0.4 

and 1.0 mM of the IPTG expression inducer. Expression in P. pastoris was performed 

with the pPICZαC expression vector and the X-33 and KM71H strains. In this system, 

was test the final concentrations 0.75, 1, 2 and 3% of the methanol expression inducer, 

concluding that the yeast presents a better expression of proteins in a culture medium 

containing 2% of methanol. The results obtained showed that attempts to express 

Citros_Mir in these systems were not efficient, suggesting the need for new tests, 

modifying conditions and/or expression systems. 

Keywords: miraculin; Richardella dulcifica; Citrus paradisi; Citrus miraculin; natural 

sweeteners; flavor-modifying proteins. 
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1. INTRODUÇÃO  

De acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS) e o Ministério da 

Saúde, o consumo diário de açúcar no Brasil ultrapassa em 50% ao valor diário 

recomendado, que é equivalente a uma média de 80 g por dia, acarretando no aumento da 

obesidade relacionada à ingestão de açúcar e outras doenças, como o diabetes mellitus 

tipo II, doenças cardiovasculares, síndrome metabólica, entre outras (JOHNSON et al., 

2007; DINICOLANTONIO and LUCAN, 2014). Como exemplo, tem-se a sacarose, um 

dos principais açúcares utilizados na atualidade, tratando-se de um dissacarídeo composto 

por uma molécula de glicose e outra de frutose, cujo consumo em excesso está 

intimamente ligada a tais patologias (POTUKUCHI et al., 2017; ACOSTA-COTA et al., 

2018; YEH et al., 2020).  

Devido esse agravamento, esse produto começou a ser substituído por 

adoçantes artificiais, ou edulcorantes (WEIHRAUCH; DIEHL, 2004; BELTRAMI, 

DÖRING, LINDNER, 2018) e, posteriormente, substituído pelos edulcorantes não 

calóricos, como as proteínas doces (KANT, 2005). 

 

1.1 Doenças e síndromes relacionadas ao açúcar e aos adoçantes. 

 

Com base nos estudos realizados por Breda, Jewell e Keller (2018), é possível 

visualizar uma correlação entre algumas doenças com o consumo excessivo de açúcar, 

como cáries, diabetes mellitus tipo II, doenças cardiovasculares, doença hepática 

gordurosa não alcoólica, alguns tipos de câncer e desenvolvimento de demências, como 

o Alzheimer, além da síndrome metabólica (JOHNSON et al., 2007), doenças 

periodontais principalmente em adolescentes (MOREIRA et al., 2021) e agravamento de 

sintomas relacionados à doença de Parkinson (PALAVRA et al., 2021). Além do mais, 

doenças antes atribuídas unicamente ao sal, como hipertensão e doenças 

cardiometabólicas, parecem estar diretamente relacionadas, também, à ingestão de frutose 

(JOHNSON et al., 2007; DINICOLANTONIO; LUCAN, 2014). Não obstante, dentre os 

problemas relacionados à frutose, têm-se resistência à insulina, obesidade, diabetes tipo 

II, pré-eclâmpsia, doença renal crônica, acidente vascular cerebral, doença cardiovascular 

e mortalidade (JOHNSON et al., 2007).  

Os substitutos para o açúcar, como os adoçantes artificiais, foram usados com o 

intuito de minimizar esses efeitos. Porém, tem sido demonstrado que o uso exacerbado 

desses adoçantes, isto é, mais de 1680 mg diários, tem relação com um risco relativo 
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aumentado no desenvolvimento do câncer de bexiga (WEIHRAUCH; DIEHL, 2004), 

resistência à insulina (FAGHERAZZI et al., 2013), doença hepática gordurosa não 

alcoólica, diabetes mellitus tipo II e lesão hepatocelular (KAKLEAS, CHRISTODOULI, 

KARAVANAKI, 2020). Ainda, a OMS divulgou uma nova diretriz sobre o uso de 

adoçantes, orientando que os edulcorantes não devem ser utilizados como substitutos do 

açúcar visando o controle do peso corporal ou a redução de doenças crônicas não 

transmissíveis, visto que não há evidências científicas que comprovem tais benefícios 

(BRASIL, 2023). 

Com base nesses dados é evidente a necessidade do desenvolvimento de um 

substituto, eficiente na sua capacidade de adoçar os alimentos, no entanto, com 

propriedades que ofertam menos riscos à saúde humana. 

 

1.2 Adoçantes e proteínas com sabor doce. 

 

As substâncias adicionadas aos alimentos em substituição ao açúcar que 

proporcionam um sabor doce são chamadas de edulcorantes, ou adoçantes, e são divididos 

em calóricos ou nutritivos e não calóricos ou não nutritivos. Os calóricos ou nutritivos, 

são compostos por carboidratos e peptídeos bem como seus derivados, enquanto os não 

calóricos ou não nutritivos são substâncias artificiais ou naturais geralmente mais doces 

que o açúcar convencional (DUBOIS; PRAKASH, 2012). Com base em estudos de 

Dubois e Prakash em 2012, os primeiros adoçantes não calóricos identificados foram: 

sacarina, ciclamato, aspartame, acesulfame, sucralose, neotame, advantame e 

neohesperidina DC, os quais são compostos orgânicos sintéticos. Ainda destacaram oito 

adoçantes não calóricos naturais: esteviosídeo, rebaudiosídeo A, mogrosídeo V, eritritol, 

ácido glicirrízico, taumatina, brazina, e monatina, alguns nomeados de proteínas doces, 

como a Taumatina, a Brazina e a Monatina. Entretanto, existem ainda proteínas que 

induzem a doçura, mascarando o sabor ácido de comidas e bebidas, denominadas 

“proteínas modificadoras de sabor”, como as miraculinas (KANT, 2005). 

 

1.3 Miraculina: história da fruta milagrosa e características moleculares. 

 

  A planta Richardella dulcifica, também conhecida como Synsepalum 

dulcificum, nativa do Oeste africano, é um arbusto tropical de folhagem densa que produz 

frutos vermelhos, popularmente conhecidos como “frutos milagrosos” (Figura 1). Esses 
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frutos, ao serem consumidos, são capazes de alterar a percepção de sabores ácidos de 

outros alimentos consumidos após, em doces (SWAMY et al, 2014). Essa propriedade 

foi, inicialmente, atribuída, ao que se achava ser na época, uma glicoproteína (INGLETT 

et al., 1965; KURIHARA, BEIDLER, 1968; CHACÓN, 2015). Isso se confirmou mais 

tarde no estudo de Kurihara e Beidler (1968), onde essa molécula foi designada, ainda, 

como da classe de “proteínas modificadoras de sabor”. Com base no nome vernáculo 

dado ao fruto - “fruto  milagroso”, essa proteína foi então nomeada “miraculina” por 

Brouwer et al. (1968).  

 

 

Figura 1 - Fruto milagroso. Fonte: Take Care Garden, 2023. Disponível em: 

https://www.takecaregarden.com/2023/01/Fruta-do-milagre-Synsepalum-dulcificum-Fruto-

milagroso.html 

 

A miraculina é, então, uma glicoproteína que consiste em 191 resíduos de 

aminoácidos e duas cadeias de açúcar. Com base na sequência de aminoácidos e no 

conteúdo de carboidratos (13,9%), calcula-se que a massa molecular do polipeptídeo de 

cadeia única é de 24,6 kDa (THEERASILP et al., 1989; KURIHARA, 1992). 

Inicialmente acreditava-se que sua massa molecular era de 44 kDa (KURIHARA; 

BEIDLER, 1968), mas posteriormente descobriram que esse valor se tratava de sua forma 

dimérica (KURIHARA, 1992). Baseado em um ensaio de modelagem molecular da 

miraculina, Paladino e colaboradores (2008) determinaram que dois monômeros dessa 

proteína formam um homodímero composto por duas cadeias contendo resíduos de 

asparagina (Asn) N-glicosilados, ligados através de uma ponte dissulfeto, apresentando 

ainda, resíduos de histidina (His) expostos, estes indicados como importantes para sua 

atividade (THEERASILP et al., 1989; PALADINO et al., 2008) (Figura 2). Ainda, 

confirmou-se que o monômero é inativo, enquanto as conformações dimérica e 

tetramérica (estrutura que pode ser linear ou globular) são ativas, em que a posição dos 

sítios de glicosilação não interfere na atividade da proteína como ocorre em outras 

proteínas doces (ITO, et al., 2007; PALADINO et al., 2008).  
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Figura 2 - Modelo molecular 3D da miraculina. A) monômero, B) dímero, com a ponte dissulfeto 

circulada, C) forma globular, D) forma linear. Fonte: Paladino et. al (2008). 

 

A propriedade de modificação de sabor característico do fruto da R. 

dulcifica se deve exclusivamente a presença da proteína miraculina, que fica localizada 

no espaço intercelular após a maturação do fruto (HIRAI et al., 2010). O fruto per se 

não é doce (KURIHARA; BEIDLER, 1968), no entanto, ao ingerir um alimento ácido 

que diminui o pH da boca, a miraculina altera sua conformação, se tornando mais 

acessível, com maior exposição dos resíduos de histidina (KURIHARA, 1992; 

PALADINO et al., 2008; SANEMATSU et al., 2016), o que representa uma alta 

afinidade e permite a ligação aos receptores de membrana hT1R2 e hT1R3 das células 

gustativas presentes na língua, os quais são responsáveis pela percepção doce 

(KOIZUMI et al., 2011; BELTRAMI; DÖRING; LINDNER, 2018), ressaltando como 

essencial o domínio amino-terminal desses receptores (SANEMATSU et al., 2016). Em 

pH ácido é sugerido que a protonação em cascata dos resíduos das histidinas His30 da 

miraculina e do domínio hTAS1R2 do receptor hT1R2 é essencial para a interação com 

os receptores e ativação da proteína (ITO et al., 2007; KOIZUMI et al., 2011; 

SANEMATSU et al., 2016). Estudos mostraram que ácidos fracos são mais potentes 

que ácidos fortes no quesito de induzir a modificação de sabor, pois induzem a 

acidificação intracelular mais fortemente, a qual é requisitada para efetividade da 

proteína (SANEMATSU et al., 2016). Além disso, a proteína continua ligada aos 

mesmos receptores em pH neutro, agindo como antagonista, ou seja, inibindo a ativação 

dos receptores por outros adoçantes, podendo ser ativados novamente com a diminuição 
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do pH, assim, a sensação doce proporcionada pelos estímulos ácidos é mantida por 

aproximadamente 2 horas, desconsiderando as possíveis lavagens da língua 

(KURIHARA, 1992; KOIZUMI et al., 2011). Estudos comparativos entre miraculina, 

sacarose e sucralose (adoçante químico) envolvendo bebidas azedas e amargas, como 

limonadas e chá verde, mostraram que essa glicoproteína pode substituir os demais, 

proporcionando maior doçura e reduzindo a acidez rapidamente (ANDRADE et al, 

2019). Choi e Garza (2020) testaram as propriedades de quatro tipos comerciais da fruta 

milagrosa em cinco alimentos, concluindo que o grau de doçura difere em cada tipo e 

depende dos alimentos. Todas essas propriedades caracterizam a miraculina como um 

potencial substituto para adoçar os alimentos. 

 

1.3.1 Miraculinas recombinantes.  

 

Normalmente proteínas sintetizadas em sua fonte natural se apresentam 

em baixas concentrações. Nesse sentido, a produção dessas proteínas de forma 

recombinante é uma alternativa para uma produção em larga escala. Devido suas 

propriedades, a miraculina se mostra um alvo de estudo bastante importante. No entanto, 

encontram-se diversos desafios quanto ao isolamento e expressão recombinante dessa 

proteína. Em um primeiro momento, Kurihara (1992) realizou a expressão da miraculina 

em Escherichia coli, porém não testou a atividade da proteína. Matsuyama e 

colaboradores (2009) também utilizaram esse sistema bacteriano na expressão da 

miraculina homodimérica sem glicosilação, concluindo que a proteína ainda retém sua 

capacidade modificadora de sabor, porém numa proporção inferior quando comparada à 

proteína natural da Richardella dulcifica, mas se mostrou insolúvel em água, dificultando 

sua produção para a comercialização. Por outro lado, a expressão em Saccharomyces 

cerevisiae, mostrou que a atividade modificadora de sabor da proteína recombinante foi 

prejudicada pela glicosilação, pois a N-glicosilação do aminoácido asparagina, Asn42, 

que ocorre comumente nesse sistema, possivelmente causou um impedimento estérico 

entre os resíduos de aminoácidos e os receptores de sabor doce da língua (ITO et al., 

2010). A atividade foi restaurada após desglicosilação. Entretanto, a cadeia de 

carboidratos adicionada por S. cerevisiae é maior do que aquela adiciona pela P. pastoris 

na glicosilação (GRINNA e STOCHOPP, 1989), outra vantagem desse sistema de 

expressão. 
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Outro estudo comparou a N-glicosilação e as estruturas N-glicano da 

proteína nativa com a proteína recombinante produzida em tomate, afirmando que, 

mesmo em diferentes estágios de maturação, essas características se mantêm semelhantes 

e inalteradas (KAJIURA et al., 2022). 

A expressão da proteína alvo no fungo filamentoso Aspergillus oryzae, 

mostrou que a atividade modificadora de sabor da miraculina dependia tanto dos resíduos 

de histidina quanto da sua forma dimérica (ITO et al., 2007), mostrando que a 

conformação proteica nativa é intrinsecamente importante na manutenção da sua 

atividade. 

 Ademais, a expressão da miraculina recombinante em calos de cenoura 

pela transformação mediada por Agrobacterium tumefaciens foi bem sucedida, porém sua 

atividade não foi avaliada (PARK et al., 2021). A expressão da proteína em plantas 

transgênicas mostrou empecilhos, apresentando em alguns casos silenciamento, perda de 

genes, ou competição com proteínas endógenas, comprometendo os resultados da 

expressão (SUN et al., 2006; SUN et al., 2007; SUGAYA et al., 2008; BACHCHU, 2011; 

KAJIURA et al., 2018; PARK et al, 2020).  

A expressão na levedura Pichia pastoris, por sua vez, um importante 

sistema eucariótico, se mostra interessante visto que há a possibilidade de secreção da 

proteína heteróloga para o meio extracelular, contrapondo uma baixa secreção de 

proteínas endógenas, além de possuir mínima complexidade e apresentar um sistema 

capaz de realizar o processamento proteico requerido em proteínas oriundas de 

organismos complexos (KARBALAEI; REZAEE; FARSIANI, 2020).  

Considerando como exemplo a proteína doce brazeína, descoberta a partir 

da planta Pentadiplendra brazzeana Baillon, a qual também interage com os receptores 

de sabor doce TIR2 e TIR3, há relatos sobre sua produção bem sucedida em sistemas 

eucariótico e procariótico (NEIERS et. al, 2016). Duas formas naturais e uma forma 

sintética dessa proteína foram expressas em Pichia pastoris de modo recombinante e 

apresentaram maior doçura, comparável com a proteína nativa da planta, em relação à 

sacarose (POIRIER et. al, 2012). Isso tudo corrobora para a utilização do sistema da P. 

pastoris no presente projeto.  

Embora o sistema eucarioto seja o mais indicado para a produção da 

proteína em questão, há relatos da expressão tanto da miraculina recombinante de 

Richardella dulcifica, quanto de proteínas semelhantes à miraculina que foram expressas 

em microrganismos procariotos. 
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Matsuyama e colaboradores (2009) expressaram a proteína miraculina 

recombinante em Escherichia coli, a qual apresentou a propriedade de modificação de 

sabor sem ser glicosilada, visto que esse sistema não apresenta tal capacidade de 

modificação pós traducional. Entretanto, essa propriedade é menor do que a miraculina 

nativa e a miraculina recombinante glicosilada. Assim, concluíram que a glicosilação 

pode ser responsável pela conformação e estabilidade da proteína, ao passo que a 

miraculina não glicosilada se mostrou insolúvel em água. Além disso, afirmam que a 

dimerização é necessária para tal atividade. Isso embasa a capacidade de se expressar a 

proteína de interesse ativa nesse organismo.  

Posteriormente, Ohkura et. al (2018) também teve sucesso na expressão da 

proteína semelhante à miraculina, vvMLP, presente na uva (Vitis vinifera), em E. coli. A 

proteína foi analisada quanto à propriedade modificadora de sabor, averiguando que a 

semelhança da sequência de aminoácidos com a miraculina nativa não é suficiente, 

exaltando a necessidade da dimerização e da presença dos resíduos de histidina já relatada 

(ITO et. al, 2007; THEERASILP et. al, 1989). Esse resultado corrobora para a 

possibilidade de se produzir a proteína de interesse, Citros_Mir, no sistema procarioto de 

E. coli, possibilitando análises futuras a respeito da atividade modificadora de sabor da 

mesma.  

Com base nesses relatos, a possibilidade de produzir a proteína Citros_Mir 

em sistema bacteriano poderia ser uma alternativa interessante, possibilitando uma 

comparação da produção da proteína nos dois sistemas de expressão.  

Em relação à inserção da miraculina como produto comercial, Tafazoli e 

colaboradores (2019 e 2020) destacam a história conturbada da introdução de produtos 

derivados da fruta milagrosa no mercado americano, inicialmente devido à negação da 

petição enviada ao Food and Drug Administration (FDA) pela Corporação Miralin em 

1974, indicando que não havia informações suficientemente seguras para liberação da 

produção do aditivo alimentar, exigindo a interrupção do transporte do produto no país. 

Em 2009 o FDA novamente negou uma notificação da empresa My M Fruit, contrariando 

que o produto foi considerado erroneamente um suplemento dietético. Desse modo, esse 

estudo realizou análise proteômica, análise de bioinformática e um estudo sensorial, e 

provou que a miraculina é digerida normalmente pela pepsina, não apresenta potencial 

alergênico e/ou tóxico aos humanos e que a propriedade modificadora de sabor é breve e 

não tem impacto no receptor. Esses resultados resolvem as deficiências destacadas pelo 

FDA e sugerem que não há qualquer preocupação de segurança com o uso dessa proteína. 



19 
 

 Por outro lado, o consumo humano do fruto milagroso ressecado, contendo a 

glicoproteína miraculina em uma composição menor do que 2,5%, como alimento ou 

como suplemento alimentar (com ingestão máxima de 0,7 g por dia) foi aprovado na 

Europa pela Autoridade Europeia para a Segurança Alimentar (EFSA – do inglês The 

European Food Safety Authority). As análises que confirmaram a segurança alimentar 

foram: 1) identificação de possíveis moléculas alergênicas; 2) categorização do 

mecanismo celular, ou de ação; e 3) determinação da concentração de antinutrientes, 

como as proteínas lectinas, através de ensaios de hemaglutinação. A aprovação se aplica 

aos indivíduos adultos, com exceção das mulheres gestantes ou lactantes (TURCK et al., 

2021).  

 

1.4 Citrus paradisi. 

 

A Citrus paradisi é uma planta pertencente à família Rutaceae (gênero: 

Citrus spp.), sendo resultante do cruzamento genético entre as espécies Citrus maxima e 

Citrus sinensis, originária do continente asiático. A toranja, ou grapefruit, é um dos tipos 

de Citrus mais recentes, apresentando variações de acordo com a pigmentação, podendo 

ser branca ou avermelhada. (CLARKE, 2008). A espécie C. paradisi detém potenciais 

nutricionais interessantes para sua introdução em dietas, que tanto visam o 

emagrecimento quanto a saúde. Apresentando, por exemplo, uma relação com a 

obesidade e contribuição positiva aos que sofrem com a síndrome metabólica (FUJIOKA 

et al., 2006), além de propriedades antidiabéticas (FAZILAH; ARIFF; KHAYAT; 

HALIM, 2020). A maioria dos estudos envolvendo suas propriedades abordam seus 

extratos e óleos vegetais, bem como sua atividade antibacteriana (NEGI, 

JAYAPRAKASHA, 2001; DENG et al., 2020), antifúngica (ORTUÑO et al., 2006; 

VIUDA-MARTOS et al., 2008; DENG et al., 2020), e ainda, sua atividade antioxidante 

e de combate ao câncer (DENG et al., 2020). Além disso, outros estudos focam na 

naringina, um dos flavonoides mais abundantes na toranja (JOURDAN; MCINTOSH; 

MANSELL, 1985; CASTRO-VAZQUEZ et al., 2016), que se encontra em grandes 

concentrações no suco da fruta e está associada ao tratamento de várias doenças, como 

por exemplo, a síndrome metabólica. Após a ingestão, a naringina é convertida em açúcar 

e naringenina, ou seja, sua forma aglicona, composto orgânico ligado a um glicosídeo, a 

qual está relacionada ao controle da hiperglicemia e, assim, vem sendo estudada para o 

combate à diabetes, além do controle da hipertensão, entre outras síndromes (RAZAVI; 
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HOSSEINZADEH, 2019). Tem sido demonstrada a possibilidade de substituir o açúcar 

pela naringina, visto que esta se mostra, comparativamente, mil vezes mais doce que a 

sacarose comumente utilizada (PRIYA; GUPTA; SRIKANTH, 2011). Embora a 

naringina apresente essa capacidade, estudos mostram que após a ativação de 0,1 µM da 

miraculina original com 0,1M de ácido cítrico, estima-se que a doçura foi 400 mil vezes 

maior quando comparada a doçura fornecida pela sacarose, caracterizada como a 

substância natural com maior potencial de doçura (GIBBS; ALLI; MULLIGAN, 1996; 

SWIADER et al, 2019). A propriedade intrínseca presente na miraculina, capaz de alterar 

a percepção de sabor em elevadas proporções a caracteriza com um grande atrativo na 

substituição do açúcar convencionalmente utilizado.  

Em análises preliminares, realizadas por nosso grupo de estudo, 

identificou-se em C. paradisi uma sequência que corresponde a uma miraculina com 

grande similaridade à proteína encontrada em R. dulcifica, correspondente à 99,47% de 

acordo com a análise utilizando a ferramenta Basic Local Alignment Search Tool 

(BLAST) disponível no site oficial National Library of Medicine (NIH). Assim, a 

caracterização da miraculina de Citrus se faz importante, na qual se espera a obtenção da 

proteína ativa, com sua propriedade de modificação de sabor em proporções semelhantes 

à encontrada na miraculina original. 

2. OBJETIVOS 

 

O objetivo geral desse projeto foi expressar a proteína recombinante 

miraculina de Citrus paradisi em sistema de expressão de Pichia pastoris e de 

Escherichia coli. 

 

2.1 Objetivos específicos 

1. Clonar o cDNA que codifica a proteína Citros_Mir no vetor de propagação 

pGEM-T e, posteriormente, subclonagem no vetor de expressão pPICZαC; 

2. Expressar e purificar a proteína recombinante em Pichia pastoris;  

3. Clonar o fragmento que codifica a proteína Citros_Mir no vetor de propagação 

pGEMT e, posteriormente, subclonar no vetor de expressão pET-28a;  

4. Expressar e purificar a proteína recombinante em Escherichia coli; 

5. Comparar os dois sistemas de expressão em relação à expressão da Citros_Mir 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Extração de RNA e síntese de cDNA 

 

As folhas de Citrus paradise foram coletadas, imediatamente imergidas em 

nitrogênio líquido e transportadas até o laboratório sendo estocadas no freezer -80ºC. 

Essas folhas foram usadas na extração do RNA, utilizando TRIzol™ (Invitrogen), 

seguindo as instruções do fabricante. Durante a extração, as bancadas foram higienizadas 

com álcool 70%, utilizou-se pipetas, ponteiras com filtro, tubos específicos livres de 

RNAse, luvas sem talco, além de pinças, espátulas, gral e pistilos previamente 

autoclavados durante 30 minutos e mantidos por 8 horas em estufa a 100ºC. As folhas 

estocadas (300 mg) foram maceradas com nitrogênio líquido até formarem um pó fino. 

Este pó foi coletado em tubo de 1,5 mL, seguido pela adição de 1 mL de TRIzol™. Após 

homogeneização e incubação por 5 minutos a temperatura ambiente, foi adicionado 200 

µL de clorofórmio e novamente incubou-se por 3 minutos a temperatura ambiente. A 

amostra foi centrifugada durante 15 minutos, a 4ºC, numa rotação de 12.000 rcf. A partir 

disso, o conteúdo foi separado em uma camada inferior avermelhada contendo fenol-

clorofórmio, uma interfase e uma camada superior incolor aquosa, na qual se encontra o 

RNA. Foi adicionado 500 µL de isopropanol ao tubo, o qual foi invertido algumas vezes 

e, posteriormente, incubado por 10 minutos em temperatura ambiente. A amostra foi 

centrifugada por 10 min, a 4ºC, numa rotação de 12.000 rcf. Em seguida, realizou-se duas 

lavagens com 1 mL de etanol 75%. O RNA resultante foi ressuspendido em água tratada 

com DEPC (Dicarbonato de Dietila) (GREEN e SAMBROOK, 2012). O RNA extraído 

foi analisado em gel de agarose 1% contendo brometo de etídio. A quantificação e a 

avaliação da pureza foram avalizadas usando o Espectofotômetro Nanodrop. A pureza é 

dada por razões, a razão 260/280 nm indica contaminação por proteínas, com valores 

entre 1.7 e 2.0 considerados puros (GREEN e SAMBROOK, 2012). Desse modo, os 

contaminantes como, por exemplo, proteína e fenol, absorvem comprimento de onda 

igual ou próximo a 280 nm, resultando numa razão menor. A razão 260/230 nm, por sua 

vez, indicam contaminação por outros compostos, como EDTA, fenol, glicogênio, 

carboidrato ou guanidina, capazes de absorver comprimentos de onda de 230 nm. Assim, 

nessa razão considera-se puro os valores próximos a 2.0 (GREEN e SAMBROOK, 2012). 

Para a síntese de cDNA foi utilizado o kit High Capacity cDNA Reverse Transcription 

(ThermoFisher Scientific), seguindo instruções do fabricante. Para a reação, usou-se 2 µg 
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de RNA, 10x RT Buffer, 25x dNTP Mix (100mM), 10x RT Random Primers, 1 U/µL de 

Multiscribe™ Reverse Transcriptase, 100 pmol de Oligo DTV, para um volume final de 

20 µL, em um ciclo de 65ºC por 5 min; 25ºC por 10 min; 37ºC por 120 min; 85ºC por 5 

min; 4ºC. 

 Após a extração os experimentos seguiram duas linhas: uma para clonagem e 

expressão em Pichia pastoris e outra em Escherichia coli.  

 

3.2 Clonagem e expressão em Pichia pastoris  

 

3.2.1 Amplificação da ORF que codifica a Citros_Mir 

 

A ORF (do inglês – Open Reading Frame) codante da Citros_Mir foi 

amplificada pela Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) a partir do cDNA obtido das 

folhas de Citrus paradise. Os primers Primer_pPIC_Mir_Fw e Primer_pPIC_Mir_Rv 

(Tabela 1) contendo os sítios de restrição Eco RI e Xba I, respectivamente, foram 

utilizados na reação, a qual contou com: 8µL de cDNA, primer forward (5µM), primer 

reverse (5µM), Buffer (1x), dNTP (0,2 mM), MgCl2 (1,25 mM), enzima Taq DNA 

Polimerase (1U) e água autoclavada,em um volume final de 20 µL. O ciclo utilizado foi: 

98ºC por 1 min, 98ºC por 20 seg, 47ºCpor 20 seg, 72ºC por 20 seg, 72ºC por 10 min, 4ºC. 

O produto de amplificação foi analisado por eletroforese em gel de agarose 1% corado 

com brometo de etídio. 

 

Tabela 1 - Sequência oligonucleotídeos da Citros_Mir. 

Identificação Sequência de oligonucleotídeos 

Primer_pPIC_Mir_Fw 
5’ GAATTCGAAGACTTCATTAGT 

AACAACACTCTCCTTCCTT 3’ 

Primer_pPIC_Mir_Rv 
5’TGCTCTAGATACAGAGACGGAA 

ATAACATAGATCTTCCACTAT 3’ 
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3.2.2 Clonagem do fragmento que codifica a proteína Citros_Mir em vetor de 

propagação 

O produto obtido a partir da amplificação por PCR, purificado utilizando 

o kit Wizard PCR Clean Up (Promega), foi usado na clonagem com o vetor de propagação 

pGEMT (Novagen) através da reação de ligação contendo o inserto Citros_Mir (120 

ng/µL), pGEM-T (30 ng/µL), Tampão (1x), enzima T4 ligase e água nuclease free em 

um volume final de 10 µL. A reação foi incubada overnight (~16 horas) à 4ºC e 

posteriormente utilizada na transformação de células quimiocompetentes de DH5α de 

Escherichia coli, usando protocolo adaptado de Green e Sambrook (2001). A seleção das 

colônias recombinantes ocorreu em meio LB em placa de Petri contendo o antibiótico 

ampicilina em uma concentração final de 100 µg/mL e, além disso, por coloração das 

colônias brancas e azuis. Esse mecanismo ocorre pela aplicação de X-Gal (5- bromo-4-

cloro-3-indoxil-β-D-galactopiranosídeo), um glicosídeo artificial análogo à lactose, numa 

concentração de 20 mg/mL e IPTG numa concentração de 0,4 mM (isopropil β-D-1- 

tiogalactopiranósido), um indutor do operon LacZ presente em E. coli., o qual expressa a 

enzima β-galactosidase. Entretanto, as cepas utilizadas geralmente apresentam uma 

deleção nesse gene, ao passo que os vetores utilizados apresentam a sequência que 

codifica a enzima em questão. Desse modo, a bactéria que carrega esse vetor consegue 

produzir β-galactosidase, hidrolisando o X-Gal, formando o 5-bromo-4-chloro-indoxy, o 

qual forma o dímero 5,5‟- dibromo-4,4‟-dichloroindigo, composto insolúvel de pigmento 

azul. Esse vetor apresenta uma região chamada sítio de clonagem múltipla (MCS - do 

inglês, Multiple Cloning Site) contida na sequência LacZ, onde se encontra sítios de 

restrição de algumas enzimas, possibilitando a inserção do inserto e, consequentemente, 

interrompendo a sequência do gene e, assim, não produzindo β-galactosidase. Portanto, 

as colônias que carregarem o plasmídeo que contém a sequência de interesse não 

conseguem hidrolisar o X-Gal, apresentando coloração branca (PADMANABHAN, 

BANERJEE, MANDI, 2011). As placas de Petri foram incubadas por 16 horas à 37ºC 

para o crescimento das colônias e posterior discriminação visual. Das colônias brancas, 

foram selecionadas 10 para uma PCR de colônia visando confirmar o clone positivo. O 

molde utilizado para a PCR de colônias foi preparado retirando uma pequena porção de 

cada colônia com o auxílio de um palito estéril e mergulhando em um tubo de 1,5 mL 

contendo 20 µL de água autoclavada. Os tubos foram fervidos durante 10 minutos e 

centrifugados por 30 segundos. Na reação utilizou-se Pol Master Mix (Cellco) contendo 

todos os reagentes necessários, além dos oligonucleotídeos forward e reverse e 5 µL do 
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DNA molde, em um volume final de 25 µL, sujeito ao seguinte ciclo: 95ºC por 1 min; 

95ºC por 1 min; 47ºC por 1.5 min; 72ºC por 1 min; 72ºC por 10 min e 4ºC, com 35 

repetições.  

Após amplificação, os produtos foram analisados por eletroforese em gel 

de agarose 1%. As que apresentaram amplificação positiva foram utilizadas na extração 

do DNA plasmidial pGEM-T_Citros_Mir, seguindo o protocolo Fast-nEasy Plasmid 

Mini Prep Kit (Cellco). O plasmídeo foi sequenciado pelo método de Sanger 1970 para a 

confirmação de integridade e correta direção do inserto antes de seguir para o vetor de 

expressão. O sequenciamento foi realizado no LAB Multi (UNESP- Araraquara).   

 

3.2.3 Subclonagem do gene que codifica a Citros_Mir em vetor de expressão 

pPICZαC 

Após verificação da sequência, o DNA plasmidial foi submetido a uma 

reação de digestão contendo 2 µL o plasmídeo pGEM-T_Citros_Mir (100ng/µL), 1 µL 

da enzima de restrição Xba I (10U) e  1 µL da enzima de restrição Eco RI (10U),  5 µL 

do tampão Tango (2x) e 1 µL água nuclease free, completando para o volume final de 10 

µL. A reação foi mantida à 37ºC durante 3h. O produto foi analisado por eletroforese em 

gel de agarose 1% corado com brometo de etídeo. O fragmento correspondente à 

Citros_Mir foi subclonado no vetor de expressão para levedura, o pPICZαC (Invitrogen), 

o qual foi previamente digerido com as mesmas enzimas de restrição (Xba I e Eco RI). A 

reação de ligação continha a enzima T4 DNA ligase (3U) (Invitrogen), vetor pPICZαC 

(120 ng/µL), inserto de DNA (40 ng/µL), Buffer (1x) e água nuclease free, em um volume 

final de 10µL, deixada overnight (16h) à 4ºC. A reação de ligação foi usada para 

transformar células quimiocompetentes de E. coli, DH5-α, seguindo o protocolo de Grenn 

e Sambrook (2001). A seleção das colônias se deve em placas de Petri contendo meio LB 

“Low Salt” (Acumedia®) com adição de 25µg/mL do antibiótico Zeocina™ (Invitrogen). 

Algumas colônias foram selecionadas para a reação de amplificação por PCR de colônia 

de maneira similar ao descrito anteriormente, visando confirmação dos recombinantes. O 

produto foi analisado por eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de 

etídeo e um dos clones positivos foi utilizado para extração do DNA plasmidial seguindo 

protocolo do kit Fast-n-Easy Plasmid Mini-Prep (Cellco) e se obtendo a construção 

pPICZαC_Citros_Mir.  
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3.2.4 Transformação do vetor de expressão pPICZαC_Citros_Mir em células de 

Pichia pastoris 

 

                      O plasmídeo pPICZαC_Citros_Mir foi linearizado para a transformação em 

células de P. pastoris. A reação de linearização foi preparada em um tubo de 1,5 mL e 

contou com 1 µL da enzima Pme I (5U/µL) (ThermoFisher), 5 µL de Buffer B 1x, 40 µL 

do pPICZαC_Citros_Mir (50 ng/ µL) e 4 µL de água autoclavada, em um volume final 

de 50 µL. A reação foi mantida à 37ºC overnight e, após confirmação da linearização por 

eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etídeo, a reação foi parada 

expondo a amostra à 65ºC por 20 min. Posteriormente o material genético linearizado foi 

precipitado a fim de se obter uma maior concentração do plasmídeo para aumentar a 

garantia do sucesso da transformação. A precipitação se deu pela adição inicial de 5 µL 

de acetato de sódio 3M, pH5,2 (1/10 do volume final da linearização) e 137,5 µL de etanol 

absoluto gelado (2,5 vezes o volume final após adição do acetato); o tubo foi invertido 

algumas vezes e mantido por 40 min no freezer -80ºC. Depois desse período, o tubo foi 

centrifugado por 20 min a 13000 rpm e o sobrenadante foi descartado. O pellet resultante 

foi lavado uma vez com etanol 70%, seguido pela centrifugação por 3 min a 13000 rpm 

e descarte do sobrenadante, e outra vez com etanol 100% seguido do mesmo processo. O 

pellet foi seco a temperatura ambiente para evaporar o etanol residual e depois 

ressuspendido em 10 µL de água nuclease free. 

 

3.2.5 Produção das células competentes e transformação 

 

A transformação foi realizada usando células competentes de duas cepas 

de P. pastoris (X-33 e KM71H), que foram preparadas seguindo protocolo de Cregg et. 

al (2007). As células competentes de Pichia pastoris foram preparadas no mesmo dia da 

transformação e as vidrarias usadas foram lavadas com água fervida, enquanto os tubos 

usados eram novos. Um pré-inóculo de 5 mL de meio YEPD líquido foi preparado a partir 

de uma placa nova e inoculado por 8 h a 30ºC, 250 rpm. Deste, foram aliquotados 30 µL 

transferidos para um inóculo em um erlenmeyer com 50 mL de meio YEPD líquido, 

mantido overnight a 30ºC, 250 rpm, até atingir DO igual 1,2 – 1,5 a 600 nm. O inóculo 

foi transferido para um tubo, deixado 10 min no gelo e centrifugado por 10 min a 4ºC, 

1500 rcf. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido em 10 mL de YEPD 

e 2 mL de HEPES 1M, pH 7,0. Foi adicionado 250 µL de DTT 1M, para afrouxar a parede 



26 
 

celular e facilitar a entrada do DNA, incubando por 15 min a 30ºC, sem agitação. Foi 

adicionada água gelada até o volume de 50 mL e centrifugado por 10 min a 4ºC, 1500 rcf. 

O sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido em 25 mL de água gelada, 

centrifugando nas mesmas condições. O pellet foi ressuspendido em 2 mL de sorbitol 1M 

gelado e centrifugado. O pellet foi novamente ressuspendido em 100 µL de sorbitol 1M 

gelado e alíquotas foram preparadas com 40 µL do produto. Para a transformação foram 

usadas cubetas de 0,2 cm (BioRad). 10 µL do plasmídeo linearizado 

pPICZαC_Citros_Mir foram adicionados à 40 µL de células competentes, de modo que 

não formasse bolhas, e a mistura foi incubada no gelo por 5 min. O plasmídeo pPICZαC 

vazio, também linearizado, passou pelo mesmo processo a fim de servir como controle. 

A transformação foi realizada por eletroporação da cubeta contendo a 

mistura no equipamento Gene Pulser (BioRad) a 1,5 kV, 25 µF e 200 Ω. Após isso, foi 

adicionado 1 mL de Sorbitol 1M e a solução foi transferida para um novo tubo, sendo 

incubada durante 2 h, sem agitação, a 30ºC. Passado esse tempo, as células foram 

inoculadas em placas de Petri contendo meio YPDS (1% Yeast Extract, 2% Peptona, 2% 

Dextrose, 2% Ágar, Sorbitol 1M) com histidina a 0,0004% e o antibiótico Zeocina em 

concentrações crescentes.  

 

3.2.6 Seleção de cepas multicópias 

 

A seleção das células na placa de Petri contendo meio YPDS e Zeocina 

contou com concentraçãos crescentes desse antibiótico (100, 250 e 500 µg/mL), de acordo 

com o método posttransformational vector amplification (PTVA) descrito por Sunga e 

equipe (2008). Esse método seleciona cepas multicópias, ou seja, populações de 

transformantes que contêm grande número de cópias do vetor de expressão e, 

consequentemente, são mais resistentes às altas concentrações de antibiótico e podem 

apresentar grandes níveis de expressão da proteína de interesse. 

 

3.2.7 Expressão recombinante de Citros_Mir em Pichia pastoris em pequena escala 

 

As placas foram mantidas na estufa durante três dias a 30ºC até o 

aparecimento das colônias. As colônias foram selecionadas da placa com maior 

concentração de Zeocina (500 µg/mL) e usadas na expressão em pequena escala, 

objetivando avaliar a produção da proteína recombinante. Para isso, contou com uma 
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placa de cultura de 24 poços (Whatman) contendo 3 mL de meio BMGY (56 mL de base 

composta de extrato de levedura 1% e peptona 2%; 8 mL de tampão fosfato de potássio, 

pH 6,0, 1,0 M; 8 mL de YNB 13,4%; 8 mL de glicerol 10%; 160 µL de biotina 0,02%). 

Nessa placa foram inoculadas algumas colônias, ou possíveis clones, além da célula 

competente transformada com o plasmídeo pPICZαC vazio como controle. Em alguns 

casos a célula estoque (X-33 ou KM71H) também foi utilizada como controle. Em cada 

poço foi adicionado o meio contendo 100 µg/mL Zeocina™ (100 µg/mL), exceto no poço 

contendo a célula estoque, onde se adicionou meio sem antibiótico. Cada colônia foi 

picada e a quantidade coletada foi transferida para o respectivo poço com o auxílio de 

palitos estéreis e pinça estéril. A placa foi mantida a 29ºC por 48 h em uma agitação de 

300 rpm. Após este período, alíquotas de 200 µL foram retiradas de cada poço, 

contabilizando amostras sem indução (0 horas). A placa foi centrifugada a 1500 rcf por 

10 min e o sobrenadante foi descartado, adicionando em seu lugar 2 mL de meio BMMY 

(35 mL de base composta de extrato de levedura 1 % e peptona 2%; 5 mL de tampão 

fosfato de potássio, pH 6,0, 1,0 M; 5 mL de YNB 13,4%; 250 µL de metanol absoluto 

filtrado; 100 µL de biotina 0,02%). Em um primeiro momento, houve adição de metanol 

absoluto filtrado a cada 24 h para obter uma concentração final de 0,75%. Posteriormente, 

em alguns dos screening realizados com a cepa X-33, a concentração final de metanol foi 

modificada, testando as concentrações 1%, 2% e 3% em relação à expressão da proteína 

de interesse, concluindo que a concentração de 2% é a melhor para expressão. As 

expressões realizadas com a cepa KM71H seguiram com a concentração final de metanol 

de 2% (ANGGIANI, HELIANTI, ABINAWANTO, 2018; KHATRI, HOFFMANN, 

2006) (Tabela 2). 

 

Tabela 2 – Volumes de metanol adicionados a cada período do screening. 

Período (horas) 00h 24h 48h 72h 96h 120h 

Volume de meio (µL) 2000 1800 1600 1400 1200 1000 

 

Concentração 

final de metanol 

(%) 

0,75 15 µL 13,5 µL 12 µL 10,5 µL 9 µL 7,5 µL 

1 20 µL 18 µL 16 µL 14 µL 12 µL 10 µL 

2 40 µL 36 µL 32 µL 28 µL 24 µL 20 µL 

3 60 µL 54 µL 48 µL 40 µL 36 µL 30 µL 
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A cada 24 h concluídas foram retiradas alíquotas de 200 µL e adicionado 

o metanol necessário até atingir 144 h. As alíquotas foram usadas no preparo das amostras 

para análise da expressão, em cada um dos intervalos, em gel SDS-PAGE 15% (GREEN 

e SAMBROOK, 2001). Ao final do screening, o clone com maior expressão foi 

selecionado para confirmação por Western Blotting, seguindo para a expressão em larga 

escala nas mesmas condições descritas. 

 

 

3.2.8 Imunodetecção da proteína Citros_Mir expressa em pequena escala 

 

Os clones selecionados no screening que seguiram para a imunodetecção 

foram da cepa X-33. As amostras da proteína foram separadas em SDS-PAGE 15%. 

Preparou-se o tampão de transferência (2,5 g de Tris base, 4,13 g de glicina e 165 mL de 

metanol absoluto, num volume final de 975 mL). O metanol foi adicionado 

separadamente em um recipiente e a membrana de PVDF (8,0 cm por 5,4 cm) foi 

incubada na solução por 5 min. Foi realizada a montagem do aparato de transferência na 

seguinte ordem: esponja, papel filtro, gel de poliacrilamida, papel e filtro e esponja. A 

transferência das proteínas contidas no gel para a membrana, foi realizada em cuba de 

eletroforese de duas maneiras: 1) a 150 V durante 2 horas; e 2) a 40 V durante 16 horas 

(overnight).   

Posteriormente, para uma visualização prévia, a membrana foi corada com 

o corante avermelhado, Ponceau (Qhemis). A membrana foi lavada com água destilada 

para parar a reação e incubada overnight, a 4ºC, com a solução de bloqueio (2,5 g de leite 

em pó desnatado e 50 mL de TBS 1x). Após essa etapa, a solução foi descartada e a 

membrana foi lavada três vezes com TBS 1x sob agitação leve. O anticorpo primário, 

nesse caso o anti-His (Invitrogen), foi preparado nas proporções: 1:250, 1:500 e 1:10.000 

com TBS 1x, e adicionado à membrana. A reação foi mantida em agitação leve por 2 

horas para o anticorpo reagir com a proteína de interesse. Após esse período a membrana 

foi lavada três vezes com TBS 1x novamente. A aplicação do anticorpo secundário diferiu 

em relação ao método de revelação utilizado. 

No primeiro teste, o anticorpo secundário, anti-Mouse (Promega), 

conjugado com a enzima fosfatase alcalina, foi preparado na proporção 1:5000 com TBS 

1x e adicionado à membrana, o qual reage com o anticorpo primário já ligado à proteína 

de interesse. A reação foi mantida por 2 h em agitação baixa e, após isso, a membrana foi 
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lavada como anteriormente. Depois, a membrana foi recoberta com a solução reveladora 

(NBT-Bcip), a qual reage com a enzima formando um produto visível. O recipiente foi 

tampado com papel alumínio e agitado suavemente durante aproximadamente 5 a 15 min, 

até as bandas de proteínas aparecerem. A reação foi parada com água destilada e a 

membrana foi mantida entre folhas de papel para devida secagem. 

No segundo teste, o anticorpo secundário, anti-Rabbit (Merck), conjugado 

com a enzima peroxidase, foi preparado nas proporções: 1:2500 e 1:10.000 com TBS 1x 

e adicionado à membrana, o qual reage com o anticorpo primário já ligado à proteína de 

interesse. A relação das proporções dos anticorpos primário e secundário testadas pode 

ser observada na Tabela 3. A reação foi mantida por 2 h em agitação baixa e, após isso, a 

membrana foi lavada como anteriormente. Depois, a membrana incubada foi recoberta 

com uma solução composta por luminol e solução de peroxidase (na proporção de 1:1) 

para o método de revelação por quimioluminescência usando o kit Amersham (Cytiva). 

O recipiente foi tampado com papel alumínio por 5 minutos em temperatura ambiente e, 

posteriormente, a visualização foi feita pelo equipamento Chemidoc, possibilitada pela 

reação da solução reveladora com a enzima.  

 

Tabela 3 - Concentração dos anticorpos primário e secundário testados no Western Blot 

Testes I II III 

Anticorpos 1º 2º 1º 2º 1º 2º 

Proporções 1:250 1:2.500 1:500 1:10.000 1:10.000 1:10.000 

 

3.2.9 Expressão recombinante de Citros_Mir em Pichia pastoris em maior escala 

 

Uma colônia recombinante que apresentou resultado positivo na expressão 

em pequena escala (usando a cepa X-33) foi usada na expressão em maior escala. Foram 

preparados pré- inóculos com o meio BMGY (7mL de base contendo 1% de estrato de 

levedura e 2% de peptona; 1mL de gliceral 10% estéril; 1mL de tampão fosfato 1M, pH 

6,0; 1mL de YNB 13,4%; 20 µL de biotina 0,02%; e 10 µL de Zeocina 100 mg/µL), 

incubados a 30ºC durante 24 horas sob agitação de 250 rpm no Incubador Shaker Series 

(New Brunswick Scientific). Depois desse período, 10 mL do pré-inóculo foram 

adicionados em um erlenmeyer contendo o meio BMGY (350 mL de base composta por 

1% de extrato de levedura e 2% de peptona; 50 mL de glicerol 10% estéril; 50 mL de 

tampão fosfato 1M, pH 6,0; 50 mL de YNB 13,4%; e 1 mL de biotina 0,02%), incubando-
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se por mais 20 horas a 30ºC sob 250 rpm de agitação. Após esse período, a cultura foi 

centrifugada a 1500 rcf durante 5 minutos a temperatura ambiente. Foi retirada uma 

alíquota de 1 mL do sobrenadante, o que será considerada a amostra não induzida (0 h), 

e o restante foi descartado. O pellet formado foi ressuspendido delicadamente em meio 

BMMY (79 mL de base composta por 1% de extrato de levedura e 2% de peptona; 3,4 

mL de metanol absoluto filtrado (considerando concentração final de 2%); 10 mL de 

tampão fosfato 1M, pH 6,0; 10 mL de YNB 13,4%; e 200 µL de biotina 0,02%) e a cultura 

foi transferida para outro erlenmeyer, incubado a 30ºC, sob agitação de 250 rpm no 

Incubador Shaker Series, até completar 144 horas de indução. A cada 24 horas foi 

adiciona metanol absoluto a fim de manter a concentração final de 2% durante toda 

indução, o que está esquematizado na Tabela 2. A cada intervalo foram retiradas alíquotas 

de 1 mL para análise da expressão em gel SDS-PAGE 15%. Terminada a indução, a 

cultura foi centrifugada a 4000 rcf durante 10 minutos, em temperatura ambiente. O 

sobrenadante foi filtrado e o produto foi purificado por cromatografia de afinidade na 

coluna contendo resina de níquel. 

No intuito de aumentar a obtenção da proteína de interesse, em um dos 

testes o processo descrito acima foi repetido quatro vezes, ou seja, foram induzidos 400 

mL de cultura, seguindo para purificação.  

 

3.2.10 Purificação da proteína recombinante por meio de cromatografia de 

afinidade 

 

Nessa etapa o sobrenadante filtrado foi submetido a uma cromatografia de 

afinidade usando a coluna contendo íons níquel ligados a uma resina – Ni-NTA (Qiagen). 

A coluna foi equilibrada com tampão (NaH2PO4 50 mM, Tris HCl 10 mM, NaCl 100 

mM ou 500 mM, imidazol 1 M) com volume duas vezes maior do que o tamanho da 

resina (nesse caso 3 mL, então se adicionou 6 mL de tampão). Posteriormente, o 

sobrenadante filtrado foi colocado na coluna e coletado em outro tubo, o que é nomeado 

como eluato. A partir disso, frações com concentrações crescentes de imidazol foram 

sendo adicionadas à coluna para eluição da proteína e, após passagem, coletadas em 

outros tubos. Foram preparadas duas frações de cada uma das seguintes concentrações de 

imidazol: 10 mM, 25 mM, 50 mM, 75 mM, 100 mM, 250 mM, 500 mM, 750 mM e três 

frações de 1 M. Desse modo, o imidazol compete com a proteína pela interação com os 



31 
 

íons de níquel, até que a proteína vai sendo liberada conforme a molaridade das frações 

aumenta.  

Nessa fase, um dos testes realizados foi colocar na coluna todo o produto 

da expressão da proteína pelo clone 9 (400 mL) a fim de melhorar a captação da proteína 

pela resina de níquel. 

Ao final do processo, as frações coletadas foram analisadas em SDS-

PAGE 15% a fim de determinar em quais concentrações de imidazol a proteína de 

interesse foi liberada de forma mais pura, ou seja, sem contaminação com outras proteínas 

da P. pastoris. 

 

3.2.11 Diálise e concentração da proteína 

 

Essa etapa foi realizada somente com a Citros_Mir purificada a partir do 

teste de expressão de 400 mL do clone 9. As frações coletadas com a proteína mais pura 

e o eluato contendo a proteína que não se ligou à membrana foram dialisados em tampão 

PBS pH 7,4 em membrana 3500 MW (Pierce) para a retirada do imidazol e foram usados 

no protocolo de concentração da proteína.  

Para isso, utilizou-se a coluna Centriprep® 10K (Merck), um dispositivo 

de ultrafiltração que pode ser usado para concentrar, purificar, dessalinizar e filtrar 

amostras (Figura 3a). Esta coluna é composta por um recipiente de amostra com tampa, 

um coletor do filtrado com uma membrana de celulose regenerada (Ultracel®) de baixa 

adsorção e uma tampa que veda o ar, isolando a amostra (Figura 3b).  

A amostra da proteína foi colocada no recipiente coletor até completar 15 

mL e as partes do dispositivo foram encaixadas. A coluna foi submetida a uma 

centrifugação de 3000 rcf por 40 minutos e, assim, a pressão forçou os materiais de baixo 

peso molecular e os solventes a atravessar a membrana, entrando no coletor de filtrado, 

as amostras com peso molecular acima de 10 kDa permaneceram no recipiente, tornando-

as mais concentradas em um volume remanescente de 3,2 mL. Essas etapas foram 

repetidas uma segunda vez usando o volume já concentrado de 3,2 mL, centrifugando 

3.000 rcf por 10 min e obtendo um volume final concentrado de 1,2 mL. 

Obtendo a amostra concentrada da Citros_Mir, esta foi usada nos testes de 

imunodetecção pelo Western Blot, cujo protocolo foi descrito anteriormente.  
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Figura 3. Dispositivo de ultrafiltração Centriprep® 10K. (a) foto ilustrativa da coluna usada para 

concentrar a Citros_Mir; (b) partes que compõem a coluna, contendo as indicações, de baixo para cima: 

linha de preenchimento, recipiente coletor, suporte da membrana, coletor de filtrado, suporte do coletor de 

filtrado, abertura de ar, tampa de trava de torção e tampa de vedação de ar. Fonte: User Guide Centriprep® 

Centrifugal Filter Devices, Merck KGaA. 
 

3.3 Expressão recombinante em Escherichia coli 

 

3.3.1 Clonagem do fragmento que codifica a proteína Citros_Mir em vetor de 

propagação 

 

A construção pGEM-T_Citros_Mir sequenciada no projeto anterior e 

usada para expressão recombinante em Pichia pastoris foi utilizada como molde na 

amplificação do inserto, sequência que codifica a proteína Citros_Mir, com os primers 

Mirac_PET_Fw e Mirac_PET_Rv, construídos para expressão em Escherichia coli 

(Tabela 4). A reação de amplificação pela reação em cadeia da polimerase (PCR – do 

inglês, Polymerase Chain Reaction) contou com 1 µL de pGEM-T_Citros_Mir (60 

ng/µL), 25 µL de Taq Master Mix (Cellco), 2,5 µL do primer Mirac_PET_Fw (10 

pmol/µL), 2,5 µL do primer Mirac_PET_Rv (10 pmol/µL) e 19 µL de água nuclease free, 

totalizando um volume final de 50 µL. O ciclo utilizado foi: 98ºC por 1 min, 95ºC por 1 

min, 50ºC por 1 min, 72ºC por 1 min, 72ºC por 10 min, 4ºC. A amostra amplificada foi 

analisada através de eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etídio.  

 

Tabela 4 - Sequência oligonucleotídeos da Citros_Mir. 

Identificação Sequência de oligonucleotídeos 

Mirac_PET_Fw 5’ CATATGAAGACTTCATTAGTAACAACACTCTCCTTC 3‟ 

Mirac_PET_Rv 5’ GAATTCCAGAGACGGAAATAACATAGATCTTCCACTAT 3’ 
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O produto obtido a partir da amplificação por PCR, purificado utilizando 

o kit Wizard PCR Clean Up (Promega), foi usado na clonagem com o vetor de propagação 

pGEMT (Novagen) através da seguinte reação de ligação: 4 µL do inserto Citros_Mir (50 

ng/µL), 1 µL do pGEM-T (50 ng/µL), 10 µL de Tampão (2x), 1 µL de enzima T4 ligase 

e 4 µL de água nuclease free em um volume final de 20 µL. A reação foi incubada 

overnight à 4ºC e posteriormente utilizada na transformação de células 

quimiocompetentes de JM109 de Escherichia coli, usando protocolo adaptado de Green 

e Sambrook (2000). 

A seleção das colônias recombinantes ocorreu em meio LB em placa de 

Petri contendo o antibiótico ampicilina em uma concentração final de 25 µg/mL e, além 

disso, por coloração das colônias brancas e azuis. Esse mecanismo ocorre pela aplicação 

de X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indoxil-β-D-galactopiranosídeo), um glicosídeo artificial 

análogo à lactose, numa concentração de 20 mg/mL e IPTG numa concentração de 0,4 

mM (isopropil β-D-1-tiogalactopiranósido), um indutor do operon LacZ presente em E. 

coli., o qual expressa a enzima β-galactosidase. Entretanto, as cepas utilizadas geralmente 

apresentam uma deleção nesse gene, ao passo que os vetores utilizados apresentam a 

sequência que codifica a enzima em questão. Desse modo, a bactéria que carrega esse 

vetor consegue produzir β-galactosidase, hidrolisando o X-Gal, formando o 5-bromo-4-

chloro-indoxy, o qual forma o dímero 5,5‟-dibromo-4,4‟-dichloroindigo, composto 

insolúvel de pigmento azul. Esse vetor apresenta uma região chamada sítio de clonagem 

múltipla (MCS - do inglês, Multiple Cloning Site) contida na sequência LacZ, onde se 

encontra sítios de restrição de algumas enzimas, possibilitando a inserção do inserto e, 

consequentemente, interrompendo a sequência do gene e, assim, não produzindo β-

galactosidase. Portanto, as colônias que carregarem o plasmídeo que contém a sequência 

de interesse não conseguem hidrolisar o X-Gal, apresentando coloração branca 

(PADMANABHAN, BANERJEE, MANDI, 2011). As placas de Petri foram incubadas 

por 16 horas à 37ºC para o crescimento das colônias e posterior discriminação visual. 

Das colônias brancas, foram selecionadas duas para uma PCR de colônia 

visando confirmar o clone positivo. O molde utilizado para a PCR de colônias foi 

preparado retirando uma pequena porção de cada colônia com o auxílio de um palito 

estéril e mergulhando em um tubo de 1,5 mL contendo 20 µL de água autoclavada. Os 

tubos foram fervidos durante 10 minutos e centrifugados por 30 segundos. Na reação 

utilizou-se Pol Master Mix (Cellco) contendo todos os reagentes necessários, além dos 

oligonucleotídeos forward e reverse e 5 µL do DNA molde, em um volume final de 50 
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µL, sujeito ao seguinte ciclo: 95ºC por 1 min; 95ºC por 1 min; 55ºC por 1 min; 72ºC por 

1 min; 72ºC por 10 min e 4ºC, com 35 repetições. Após amplificação, os produtos foram 

analisados por eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etídio. As que 

apresentaram amplificação positiva foram utilizadas na extração do DNA plasmidial 

pGEM-T_Citros_Mir_2, seguindo o protocolo Fast-nEasy Plasmid Mini Prep Kit 

(Cellco). O DNA plasmidial foi submetido a uma reação de digestão com as enzimas de 

restrição Nde I e Eco RI. A reação contou com 4 µL do pGEM-T_Citros_Mir_2 

(300ng/µL), 1 µL da enzima Nde I (5U) e 1 µL da enzima Eco RI (5U), 5 µL do Buffer 

Orange (1x) e 39 µL água nuclease free, completando para o volume final de 50 µL. A 

clivagem foi mantida à 37ºC durante 3h. O produto foi analisado por eletroforese em gel 

de agarose 1% corado com brometo de etídeo. 

 

3.3.2 Subclonagem do gene que codifica a Citros_Mir em vetor de expressão pET-

28a 

 

A partir da clivagem, o fragmento correspondente à Citros_Mir foi 

subclonado no vetor pET-28a (Merck), o qual foi previamente digerido pelas mesmas 

enzimas (Nde I e Eco RI). A reação de ligação continha 1 µL da enzima T4 DNA ligase 

(3U) (Invitrogen), 2 µL do vetor pET-28a (50 ng/µL), 12 µL do inserto de DNA (50 

ng/µL) e 15 µL do Buffer (2x), em um volume final de 30 µL, deixada overnight (16h) à 

4ºC. A reação de ligação foi usada para transformar células quimiocompetentes de E. coli, 

JM109, seguindo o protocolo de Grenn e Sambrook (2000). A seleção das colônias se 

deve em placas de Petri contendo meio LB “Low Salt” (Acumedia®) com adição de 25 

µg/mL do antibiótico Canamicina™ (Merck) e 25 µg/mL d antibiótico Cloranfenicol™ 

(Merck). Algumas colônias foram selecionadas para a reação de amplificação por PCR 

de colônia de maneira similar ao descrito anteriormente, visando confirmação dos 

recombinantes. O produto foi analisado por eletroforese em gel de agarose 1% corado 

com brometo de etídeo e um dos clones positivos (colônia 1) foi utilizado na preparação 

de um inóculo em 5 mL de meio LB com adição de 25 µg/mL de Canamicina e 25 µg/mL 

de Cloranfenicol, mantido na incubadora shaker overnight, à 37ºC e 250 rpm. No dia 

seguinte, a cultura foi centrifugada e usada para extração do DNA plasmidial seguindo 

protocolo do kit Fast-n-Easy Plasmid Mini-Prep (Cellco) e se obtendo a construção pPET-

28a_Citros_Mir, a qual foi sequenciada.  
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3.3.3 Transformação e expressão do vetor de expressão pPET-28a_Citros_Mir em 

células de E. coli 

 

Dado o resultado do sequenciamento da construção pET-28a_Citros_Mir, 

esta foi submetida a transformação em células quimiocompetentes de E. coli, linhagem 

Rosetta (DE3), seguindo o protocolo de Grenn e Sambrook (2000). Uma colônia 

recombinante foi selecionada para preparo de um pré inóculo de 7,5 mL contendo meio 

LB e os antibióticos Canamicina e Cloranfenicol, ambos com concentração final de 25 

µg/mL, mantido a 37ºC, 250 rpm, overnight. Após esse período, o pré inóculo foi diluído 

a uma proporção 1:100 para preparo de um inóculo. Adicionou-se 1 mL em 100 mL de 

meio LB dentro de um Erlenmeyer de 500mL, para correta aeração, contendo os mesmos 

antibióticos nas mesmas condições. O inóculo foi mantido à 37ºC e 250 rpm até atingir 

uma Densidade Óptica (DO) em 600 nm de 0,4.  Após, retirou-se uma alíquota (controle 

não induzido) e iniciou-se a indução com adição 1 mL de IPTG (Isopropyl β-D-1-

thiogalactopyranoside), garantindo uma concentração final de 0,4 mM, a temperatura de 

37ºC. Alíquotas de 1 mL foram retiradas a cada 1 hora até totalizar 4 horas de indução e 

uma última alíquota foi retirada 16 h depois, as quais foram analisadas em SDS-PAGE 

15% corado com Coomassie Blue R-250 (LAEMMLI, 1970) para avaliar o melhor tempo 

de indução. 

Dada a primeira tentativa de expressão da construção pET-28a_Citros_Mir 

transformada em células quimiocompetentes de E. coli, Rosetta (DE3), seguindo o 

protocolo de Grenn e Sambrook (2000), as condições iniciais foram alteradas.  

Uma colônia recombinante foi selecionada para preparo de um pré inóculo 

de 7,5 mL contendo meio LB e os antibióticos Canamicina e Cloranfenicol, ambos com 

concentração final de 25 µg/mL, mantido a 37ºC, 250 rpm, overnight. Após esse período, 

o pré inóculo foi diluído a uma proporção 1:100 para preparo de um inóculo. Adicionou-

se 5 mL do pré-inoculo em 500 mL de meio LB em um erlenmeyer de 2 L, para correta 

aeração, contendo os mesmos antibióticos nas mesmas condições. O inóculo foi mantido 

à 37ºC e 250 rpm até atingir uma Densidade Óptica (DO) em 600 nm de 0,4. 

Posteriormente, retirou-se uma alíquota (controle não induzido) e iniciou-se a indução da 

expressão da proteína com adição de IPTG (Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside) 

(Merck). Foram testadas três concentrações finais de IPTG: 0,2 mM, 0,4 mM e 1,0 mM 

(Tabela 5). Três diferentes temperaturas de indução foram avaliadas, 20ºC, 30ºC e 37ºC, 

a fim de determinar as melhores condições para expressão da Citros_Mir (Tabela 1). 
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Alíquotas de 1 mL foram retiradas a cada 1 hora até totalizarem 4 horas de indução e uma 

última alíquota foi retirada 16 h depois. As alíquotas foram analisadas em SDS-PAGE 

15% corado com Coomassie Blue R-250 (LAEMMLI, 1970) para avaliar o melhor tempo 

de indução.  

Terminada a indução a cultura foi centrifugada a 4ºC, 7000 rpm, durante 

10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet guardado a -20ºC 

 

Tabela 5. Condições testadas na indução da expressão em Escherichia coli 

Temperatura (ºC) 20 30 37 

Concentração de 

IPTG (mM) 

 

0,2 

 

0,4 

 

1,0 

 

0,2 

 

0,4 

 

1,0 

 

0,2 

 

1,0 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

4.1 Apresentação e discussão dos resultados da expressão da Citros_Mir em Pichia 

pastoris 

 

4.1.1 Análises de integridade e pureza e quantificação do RNA extraído das folhas 

de Citrus Paradise 

 

O RNA extraído utilizando TRIzol™ (Invitrogen) foi analisado por 

eletroforese em gel de agarose 1% contendo brometo de etídeo (Figura 4), sua integridade 

foi confirmada, porém observou-se uma degradação do material, o que pode ter 

influenciado na exacerbação da quantificação. No espectofotômetro Nanodrop avaliou-

se a pureza, dada pelas razões 260/280 nm e 260/230 nm, e o RNA foi quantificado 

(Tabela 6). 

 
Figura 4 – Análise da integridade do RNA extraído das folhas de Citrus paradise. 
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Tabela 6 – Avaliação do RNA total extraído das folhas de Citrus paradise em 

relação à quantificação e pureza. 

Amostra Quantificação (ng/µL) 260/280 (nm) 260/230 (nm) 

RNA 4261,0 1,03 1,22 

 

 

A pureza do material dada pela razão 260/280 nm informa sobre a 

contaminação por compostos como proteínas, sendo os valores desejados entre 1.7 e 2.0 

(GREEN e SAMBROOK, 2012). Assim, observa-se que o RNA extraído apresentou a 

razão 260/280 nm igual a 1,03 (Tabela 6) indicando uma amostra não muito pura. Já a 

razão 260/230 nm informa sobre a contaminação por compostos como EDTA, fenol, 

glicogênio, carboidrato ou guanidina, sendo o valor desejado próximo a 2.0. A amostra 

obteve valor de 1,22 nessa razão (Tabela 6), o que poderia ser otimizado em extrações 

futuras (GREEN e SAMBROOK, 2012). Apesar disso, foi dado seguimento aos 

experimentos. 

 

4.1.2 Análise da amplificação da ORF que codifica Citros_Mir 

 

O resultado da amplificação da fase aberta de leitura (ORF, do inglês – 

Open Reading Frame) que codifica a proteína Citros_Mir por PCR, utilizando os 

oligonucletídeos específicos contendo os sítios de restrição para as enzimas Xba I e Eco 

RI, foi analisado por eletroforese em gel de agarose 1%, no qual se observou a banda na 

altura esperada de 711 pb (Figura 5). Dado o resultado, os produtos foram purificados do 

gel a fim de ser clonados no vetor de propagação pGEM-T. 
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Figura 5 – Eletroforese em gel da amplificação da ORF. Resultado da amplificação da ORF que codifica 

Citros_Mir. M) marcador de peso molecular, 1 Kb (Invitrogen); A à D) ORF Citros_Mir. 

 

 

4.1.3 Clonagem do fragmento que codifica a proteína Citros_Mir em vetor de 

propagação pGEM-T  

 

O fragmento amplificado foi usado para clonagem no vetor de propagação 

pGEM-T. A reação de ligação entre vetor e inserto foi utilizada na transformação de 

células quimiocompetentes de DH5α de Escherichia coli e resultou em colônias brancas 

e azuis. Foram selecionadas 10 colônias brancas para análise da construção pGEM-

T_Citros_Mir por PCR de colônia. Os clones recombinantes 4 e 10 foram usados em uma 

extração do DNA plasmidial pGEM-T_Citros_Mir. Para confirmação foi realizada uma 

reação de clivagem com as enzimas de restrição apropriadas. O resultado foi analisado 

por eletroforese em gel de agarose 1% e também confirmou a presença do inserto (711 

pb) no plasmídeo (3015 pb), como se observa na Figura 6. 
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Figura 6 - Eletroforese em gel do fragmento que codifica a Citros_Mir. Clivagem dos plasmídeos 

recombinantes pGEM-T_Citros_Mir. M) marcador de peso molecular, 1 Kb (Invitrogen); A, B, C e D) 

plasmídeo clivados; E) plasmídeo fechado; +) controle positivo. 

 

 

4.1.4 Sequenciamento do vetor de expressão pGEM-T_Citros_Mir 

 

Os produtos da extração plasmidial do pGEM-T_Citros_Mir de ambos os 

clones (4 e 10) foram enviados para sequenciamento. O sequenciamento contou com os 

primers: Primer reverse do plasmídeo pGEM-T M13/pUC (5’ 

AGCGGATAACAATTTCACACAGG ‘3), Primer forward do plasmídeo pGEM-T 

M13/pUC (5’ CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG ‘3), Primer_pPIC_Mir_Rv e 

Primer_pPIC_Mir_Fw. O resultado dos sequenciamos do clone 10 foi conclusivo, 

confirmando a sequência correta desejada, além de sua integridade e posição no vetor. O 

sequenciamento do clone 4 mostrou uma mutação, na qual bases nitrogenadas foram 

trocadas, modificando o códon e, consequentemente, alterando o aminoácido traduzido. 

Assim, seguiu-se com o clone 10 para as demais etapas. 

 

4.1.5 Construção do vetor de expressão pPICZαC_Citros_Mir 

 

O inserto de interesse foi obtido pela clivagem da construção 

pGEMT_Citros_Mir e subclonado no vetor de expressão pPICZαC (Invitrogen), obtendo-

se a construção pPICZαC_Citros_Mir, a qual foi usada na transformação das células 

quimiocompetentes DH5α de E. coli. Onze colônias foram selecionadas para uma PCR 
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de colônia (Figura 7) e a análise ocorreu por eletroforese em gel de agarose 1%, 

confirmando a presença do fragmento esperado (711 pb). 

Um dos clones positivos foi selecionado para extração do DNA plasmidial 

e, disso, uma segunda confirmação foi feita a partir de uma clivagem com as enzimas Xba 

I e Eco RI, confirmando a presença do inserto no plasmídeo.  

 

 

 
Figura 7 - Eletroforese em gel do PCR de colônia da 

transformação do pPICZαC_Citros_Mir em DH5α. M) marcador de peso molecular, 1 Kb (Invitrogen); 

N) controle negativo; 1 a 11) produtos amplificados Citros_Mir; +) controle positivo. 

 

4.1.6 Transformação do pPICZαC_Citros_Mir em células competentes de P. 

pastoris  

 

A transformação da construção pPICZαC_Citros_Mir em células 

competentes X-33 e KM71H de Pichia pastoris foi realizada. Dado o método 

postttransformational vector amplification (PTVA), os clones contendo multicópias do 

vetor de expressão são selecionados expondo-os às altas concentrações do antibiótico de 

resistência específico do vetor usado, cujo gene está contido na sequência (SUNGA, 

TOLSTORUKOV, CREGG, 2008). Como o vetor de expressão usado foi o pPICZαC, o 

gene de resistência nele corresponde ao antibiótico ZeocinaTM (Invitrogen). 

Assim, houve o crescimento de colônias em todas as placas, com concentrações 

crescentes de Zeocina (100, 250 e 500 µg/mL). A transformação com o plasmídeo 

pPICZαC vazio serviu como controle e também se mostrou positiva, apresentando grande 

quantidade de colônias em todas as concentrações. Para a expressão em pequena escala 
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foram selecionadas algumas colônias presentes na placa com 500 µg/mL de Zeocina, 

visando obter clones com maior número de cópias do vetor transformado. 

 

4.1.7 Expressão recombinante em pequena escala de Citros_Mir em células X-33 

 

Em relação à expressão da proteína recombinante em células X-33, o 

primeiro screening realizado contou com os primeiros 20 clones e utilizou como controle 

a célula competente X-33 de P. pastoris transformada com o plasmídeo de expressão 

pPICZαC vazio. A concentração final de metanol absoluto utilizado na indução foi de 

0,75%. Dos clones analisados, somente o clone 9 aparentou expressar uma proteína de 

tamanho próximo ao da proteína de interesse Citros_Mir (26 kDa) a partir de 120 h de 

indução, e o clone 16 aparentou expressar uma proteína similar a partir de 144 h, o que 

foi observado em SDS-PAGE 15% (Figuras 8a e 8b). Ao todo, o screening foi realizado 

com 80 clones.  

 

Figura 8 – Resultado da indução da expressão da proteína Citros_Mir em pequena escala. A) clone 9 

em 120 horas; B) clone 16 em 144 horas. M) marcador de peso molecular, 180 kDa; 0h) amostra do não 

induzido. 

 

 

26 kDa 

26 kDa 
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É determinado que a Pichia pastoris é uma levedura metilotrófica, ou seja, 

capaz de metabolizar metanol como única fonte de carbono. O metanol é oxidado, usando 

oxigênio (O2) celular, gerando como produto o formaldeído e liberando peróxido de 

hidrogênio. Essa reação é catabolizada pela enzima álcool oxidase (AOX), a qual é 

codificada, principalmente, pelo gene AOX1. O promotor desse gene é reprimido em 

outras fontes de carbono, como glicerol, e tem a expressão induzida quando a única fonte 

de carbono é o metanol. Como o peróxido de hidrogênio produzido no processo é tóxico 

para a célula, a enzima é sequestrada pelo peroxissomo. Assim, como a enzima álcool 

oxidase apresenta baixa afinidade pelo O2, sua produção é exacerbada. Esse processo é 

utilizado na expressão das proteínas heterólogas a partir do promotor do AOX1 (CREGG 

et al., 1989; CREGG et al., 2000).  

Considerando que o mecanismo de expressão da proteína de interesse 

nesse organismo usa o metanol como indutor, este é um fator essencial a ser analisado. A 

escolha da concentração final de metanol (0,75%) no primeiro screening foi embasada 

em descrições na literatura, adaptando o sugerido (0,5%) pelo manual de expressão de 

proteínas recombinantes usando os vetores pPIC e pPICZ em Pichia pastoris, 

EasySelect™ Pichia Expression Kit (Invitrogen). Entretanto, ainda no manual, também é 

relatado que a concentração final de metanol na indução pode variar até 3% em culturas 

líquidas de cepas capazes de metabolizar metanol como única fonte de carbono, sem 

causar efeitos negativos. Além disso, há estudos que analisaram a expressão proteica 

nesses organismos em diferentes concentrações de metanol, variando até 3%, e 

observaram um aumento no rendimento da proteína sob condições normais e sob 

condições limitantes de O2, sem causar malefícios à célula (ANGGIANI, HELIANTI, 

ABINAWANTO, 2018; KHATRI, HOFFMANN, 2006). 

Desse modo, outro screnning foi realizado com os clones 9 e 16, que 

aparentemente expressaram uma proteína de tamanho semelhante à Citros_Mir no 

primeiro teste, analisando a expressão nas concentrações finais de 0,75%, 1%, 2% e 3% 

de metanol. O resultado mostrou um ligeiro aumento na expressão da proteína de interesse 

em ambos os clones em 120h e 144h, nas concentrações 2 e 3% comparado com as demais 

concentrações, como é observado em gel SDS-PAGE 15% pelas bandas no tamanho 

desejado de 26 kDa (Figura 9a e 9b). 
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Figura 9 –SDS-PAGE 15% corado com Comassie azul da expressão da Citros_Mir em pequena 

escala dos clones 9 e 16 em concentrações crescentes de metanol. A) expressão em 120h; B) expressão 

em 144h. M) marcador de peso molecular, 180 kDa; 0h) amostra não induzida; A) clone 9 induzido com 

0,75% de metanol; B) clone 9 induzido com 1% de metanol; C) clone 9 induzido com 2% de metanol; D) 

clone 9 induzido com 3% de metanol; E) clone 16 induzido com 0,75% de metanol; F) clone 16 induzido 

com 1% de metanol; G) clone 16 induzido com 2% de metanol; H) clone 16 induzido com 3% de metanol. 

 

4.1.8 Análise da expressão em larga escala e purificação da proteína Citros_Mir 

em X-33 

 

De acordo com os resultados obtidos na expressão em pequena escala, 

seguiu-se para a expressão em maior escala considerando a concentração final de 2% de 

metanol absoluto durante a indução de 144 horas totais. A concentração de metanol foi 

determinada com base nos resultados obtidos e no levantamento dos dados na literatura 

já descritos (ANGGIANI, HELIANTI, ABINAWANTO, 2018; KHATRI, HOFFMANN, 

2006).  

Em relação ao clone 9, na expressão em maior escala não foi visto bandas 

de tamanho similar ao da Citros_Mir (26 kDa). Entretanto, notou-se bandas de tamanho 

próximo à 45 kDa (Figura 10A), também observadas na expressão em pequena escala 

(Figura 8), o que poderia indicar que a proteína também estava sendo expressa na forma 

dimérica. Considerando essa hipótese, observou-se que a proteína foi produzida em 48 

horas, mas que em 96 horas de indução há uma produção maior em comparação com os 
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demais períodos. O mesmo resultado foi percebido no clone 16 (Figura 10B), porém este 

apresentou menor produção da proteína quando comparado com o clone 9. 

 

 
Figura 10 – Expressão da proteína Citros_Mir em maior escala em X-33. A) Clone 9; B) Clone 16. 

M) marcador de peso molecular, 180 kDa; 0h, 24h, 48h, 72h, 96h, 120h e 144h) períodos da indução; 

Quadrado azul: dímeros da proteína Citros_Mir (~45 kDa); Quadrado vermelho: monômeros da proteína 

Citros_Mir (25,2 kDa. 

 

 Há indicações que a proteína miraculina extraída da planta Richardella 

dulcifica é uma cadeia polipeptídica simples de peso molecular de 24,600 kDa 

(THEERASILP et al., 1989), cuja forma pura é um tetrâmero e a forma desnaturada é um 

dímero, ambos presentes na planta, apresentando atividade modificadora de sabor 

(IGETA et al., 1991). Entretanto, sua forma monomérica não apresenta essa propriedade, 

ao passo que sua forma dimérica, tanto natural quanto recombinante, expressa em 

Aspergillus oryzae, apresentam dependência do pH para a ativação da atividade 

modificadora de sabor, sendo ativas em pH ácido (ITO et al., 2007), situação na qual a 

proteína se encontra mais aberta, com maior exposição dos resíduos de histidina, dados 

26 kDa 

26 kDa 
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como essenciais na atividade modificadora de sabor (ITO et al., 2007; PALADINO et al., 

2008). 

Vale ressaltar que a Pichia pastoris também aparenta expressar proteínas 

próprias no tamanho ~45 kDa, mas é possível observar mesmo no primeiro screening 

realizado (Figuras 8) que as bandas referentes à ~45 kDa aparecem em maior destaque 

tanto no clone 9 quanto no 16 em comparação aos demais clones analisados, os quais não 

apresentaram os monômeros de tamanho 26 kDa, resultado que se mantém no segundo 

screening usando concentrações crescentes de metanol (Figura 9). 

O resultado obtido na expressão em maior escala pode ser considerado um 

indicativo de que a proteína Citros_Mir também possui forma dimérica, semelhante ao 

observado sobre a forma ativa da proteína miraculina original, abrindo espaço para 

indagações a respeito da atividade da proteína de interesse. 

 

 

Figura 11 - Ensaios de purificação da expressão da proteína Citros_Mir em maior escala pelo clone 

9. M) marcador de peso molecular, 180 kDa; 0h) amostra não induzida; I) amostra induzida; E) eluato; L) 

lavagem; 10 mM: eluições da proteína contendo tampão de lise com imidazol 10 mM; 25 mM: eluições da 

proteína contendo tampão de lise com imidazol 25 mM; Quadrado azul: proteína Citros_Mir em sua forma 

dimérica (~45 kDa); Quadrado vermelho: proteína Citros_Mir em sua forma monomérica (26 kDa). 

 

A partir desses resultados a proteína Citros_Mir foi submetida a uma 

cromatografia de afinidade usando uma coluna contendo uma resina com íons de níquel 

ligados (Ni-NTA (Qiagen)). Em relação à purificação da Citros_Mir expressa pelo clone 

9, observou-se proteínas na fração correspondente ao eluato, com eluição em menor 

quantidade nas frações de 25 mM de imidazol, o que está indicado na Figura 11. Isso pode 

representar uma baixa afinidade entre a proteína e a coluna, visto que quando o 

sobrenadante é passado pela coluna, é esperado que a proteína interagisse com os íons de 

níquel, de modo que ficasse retida na coluna e posteriormente pudesse ser eluida nas 
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frações contendo imidazol (WAUGH, 2005). Nas demais concentrações de imidazol não 

se observou a proteína. 

A purificação da proteína Citros_Mir expressa em maior escala pelo clone 

16 mostrou resultado similar ao ocorrido com o clone 9. Proteínas se mostraram presentes 

principalmente no eluato, na lavagem e nas frações de 25 mM de imidazol (Figura 12). 

Analisando esses resultados, conlui-se que era necessário aprimorar o rendimento da 

expressão da proteína Citros_Mir em ambos os clones. 

 

 

Figura 12 - Purificação da expressão da proteína Citros_Mir em maior escala pelo clone 16. M) 

marcador de peso molecular; 0h) amostra não induzida; I) amostra induzida; E) fração do sobrenadante 

coletado, contendo proteínas que não tiveram afinidades com a membrana (eluato); L) fração contendo 

apenas tampão de lise sem imidazol retirando excesso de proteínas não desejáveis (lavagem); 10 mM: 

eluições da proteína contendo tampão de lise com imidazol 10 mM; 25 mM: eluições da proteína contendo 

tampão de lise com imidazol 25 mM; Quadrado azul: proteína Citros_Mir em sua forma dimérica (~45 

kDa).  

 

O método de purificação por cromatografia por afinidade de íons metálicos 

imobilizados (IMAC – do inglês, Immobilized Metal ion Affinity Chromatography) 

consiste na interação entre a cauda de histidina (His-tag) da proteína recombinante e os 

íons metálicos, como níquel ou cobre, os quais se encontram imobilizados em matrizes 

através de um ligante quelante, como o ácido nitrilotriacético (NTA) ou o ácido 

iminodiacético (IDA) (WAUGH, 2005). Desse modo, a proteína Citros_Mir foi 

purificada usando uma coluna contendo íons de níquel imobilizados em uma resina de 

ácido nitrilotriacético (Ni-NTA). Entretanto, em alguns casos pode ocorrer a purificação 

de contaminantes, ou proteínas endógenas, que também interagem com a coluna e, até 

mesmo, haver problemas com a interação da proteína de interesse. Nesses casos, alguns 

parâmetros podem ser modificados, como modificar a concentração de imidazol, 

aumentar a concentração de NaCl, diminuir adição de detergentes (SDS, por exemplo), 
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entre outros. (Structural Genomics Consortium et al., 2008; SPRIESTERSBACH et al., 

2015). 

Um problema encontrado na purificação da proteína que aparenta ser a 

Citros_Mir utilizando esse método foi sua baixa afinidade com a coluna, como é possível 

observar nas Figuras 11 e 12 nas frações correspondentes ao eluato e na lavagem. Dessa 

forma, sugere-se que a cauda de histidina poderia estar escondida devido ao enovelamento 

da proteína, não havendo contato com os íons metálicos da coluna e, assim, a proteína 

não é retira. Foi necessário modificar alguns parâmetros da purificação, como alterar as 

concentrações de imidazol e de NaCl, já citados. O cloreto de sódio é um parâmetro 

interessante a ser analisado, pois atua no relaxamento da proteína de maneira semelhante 

ao aquecimento, interagindo com a superfície da molécula e diminuindo a rigidez das 

ligações de hidrogênio (ZHANG et al., 2014). Desse modo, um aumento na concentração 

de NaCl no tampão de lise usado na purificação da proteína Citros_Mir poderia otimizar 

esse processo, expondo a cauda de histidina. 

 

4.1.9 Testes para melhorar o rendimento da expressão e purificação da Citros_Mir 

em células X-33 

 

  Novos testes de expressão foram realizados com o clone 9, afim de obter 

uma maior concentração da proteína de interesse. Nesse caso, foram induzidos 400 mL 

de cultura na expressão em maior escala. A análise ocorreu por SDS-PAGE 15%, 

exigindo bandas próximas de 25 kDa em 48h, 72h e 96h de indução (Figura 13a e 13b), 

considerando o tamanho da proteína de interesse com a cauda de histidina igual a 26 kDa, 

o que não é percebido nos controles (célula estoque X-33 e célula X-33 transformada com 

o plasmídeo pPICZαC). Além disso, bandas mais fortes foram observadas no tamanho 

de, aproximadamente, 45 kDa em comparação com as bandas dos controles nos mesmos 

períodos, reforçando a hipótese de que a proteína se apresenta na forma dimérica. Ainda, 

nas Figuras 13a e 13b mostram uma maior expressão da proteína em 96 horas em 

comparação com 48 h e 72 h, confirmando o melhor tempo de indução do clone 9. 
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Figura 13 – Novos testes de expressão da proteína Citros_Mir em maior escala em X-33. a) M- 

marcador molecular 180 kDa, 1- controle X33 expresso em 24 h, 2- controle pPICZαC expresso em 24h, 

3- clone 9 expresso em 24h, 4- controle X33 expresso em 48h, 5- controle pPICZαC expresso em 48h, 6- 

clone 9 expresso em 48h, 7- controle X33 expresso em 72h, 8- controle pPICZαC expresso em 72h e 9- 

clone 9 expresso em 75h; b) M- marcador molecular 180 kDa, 10- controle X33 expresso em 96h, 11- 

controle pPICZαC expresso em 96h, 12- clone 9 expresso em 96h, L- fração correspondente a lavagem, 

10.I à 50.I- frações em duplicata com concentrações crescente de imidazol em mM; c) M- marcador 

molecular 180 kDa, 50.II a 500.II- frações em duplicata com concentrações crescentes de imidazol em mM. 

Quadrado azul: dímeros da proteína Citros_Mir (~45 kDa); Quadrado vermelho: monômeros da proteína 

Citros_Mir (26 kDa). 
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Em relação às tentativas de melhorar o rendimento da purificação da 

proteína Citros_Mir expressa pelo clone 9, observou-se que as bandas correspondentes à 

proteína com massa molecular de 26 kDa não aparecem nas frações purificadas, mas a 

banda próxima a 45 kDa, considerada uma possível representante do dímero da proteína 

de interesse, foi observada nas frações correspondente à lavagem, frações I e II com 10 

mM de imidazol, frações I e II com 25 mM de imidazol e na fração I contendo 50 mM de 

imidazol, não sendo observada nas frações subsequentes (Figura 13b e 13c).  

Entretanto, como foi induzido um volume de 400 mL, foram realizadas 8 

lavagens da coluna e essas frações foram coletadas e analisadas em SDS-PAGE 15% 

(Figura 14) e possibilitou a visualização de bandas no tamanho de 45 kDa, referente aos 

possíveis dímeros da Citros_Mir, o que pode indicar que mesmo aumentando a 

concentração salina do tampão usado na purificação para 500 mM de NaCl, a afinidade 

da proteína à resina de níquel não foi aumentada. 

 

Figura 14 – Frações correspondentes as lavagens e frações coletadas na purificação da proteína 

Citros_Mir expressa em maior escala. M- marcador molecular 180 kDa, E1a E8- eluatos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 

7 e 8. Quadrado azul: dímeros da proteína Citros_Mir (~45 kDa). 

 

Após a purificação da suposta Citros_Mir, as frações coletadas com a 

proteína mais pura e o eluato contendo a proteína que não se ligou à membrana foram 

dialisados em e usados no protocolo de concentração da proteína. 

O resultado da concentração pelo dispositivo pode ser visto na Figura 6, 

ressaltando a montagem inicial antes da centrifugação (Figura 15a) e o volume final 

concentrado contido no recipiente após a centrifugação (Figura 15b). As frações de 

número 7 e 8, obtidas com as lavagens foram concentradas em coluna Centriprep®. As 
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amostras concentradas foram estocadas à -20ºC, também foram guardados os restantes, 

solvente e materiais que foram retidos na coluna de filtrado após a centrifugação. 

 

Figura 15 – Frações coletadas a partir da purificação da Citros_Mir em coluna Centriprep®. (a) 

montagem do dispositivo para concentração da proteína, antes da centrifugação; (b) resultado da 

concentração da proteína após centrifugação. Amostra concentrada indicada pela seta.  

 

4.1.10 Western Blot da Citros_Mir  

 

O Western blot foi realizado após os ensaios de expressão em pequena escala a 

partir do screening dos clones 9 e 16 em 120 horas e 144h, com variadas concentrações 

de metanol, porém não apresentou bandas que correspondem a proteína Citros_Mir 

(Figura 16).  
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Figura 16 – Imunodetecção da proteína Citros_Mir dos clones 9 e 16 em diferentes concentrações de 

metanol. A) clone 9; B) clone 16. M) marcador de peso molecular; 0h) amostra não induzido; 0,75%, 1%, 

2% e 3%) proteínas expressas em cada concentração de metanol; X-33) controle da célula X-33 estoque 

expresso em 2% de metanol; pPIC) controle da P. pastoris transformada com o vetor pPICZαC vazio; +) 

controle positivo de uma proteína qualquer. O quadrado vermelho destaca as bandas em 1% e 3% de 

metanol.  

 

O Western blot também foi realizado após os ensaios de expressão em 

maior escala a partir do clone 9 com 2% de metanol. O primeiro teste contou com algumas 

alíquotas da expressão tanto do clone quanto dos controles (X-33 e pPICZαC) e com as 

frações duplicatas de 25 mM de imidazol da purificação. Nesse teste foram usados as 

1:250 de anticorpo primário e 1:2500 do anticorpo secundário. O gel espelho analisado 

em SDS-PAGE 15% pode ser observado na Figura 17a. Outro teste realizado contou com 

as amostras da Citros_Mir concentrada e do restante filtrado. O gel espelho desse teste 

foi analisado em SDS-PAGE 15% e pode ser observado na Figura 17b. Esse teste foi 

utilizado a titulação de 1:500 de anticorpo primário e 1:10000 do anticorpo secundário. 

O terceiro teste contou somente com a amostra da Citros_Mir concentrada 

e com titulações de 1:10000 dos anticorpos primário e secundário. 

 

M    0h   0,75%  2%  3%    X-33    pPIC     + 

M    0h   0,75%  2%  3%    X-33 pPIC   + 

45 kDa 

45 kDa 

25 kDa 

25 kDa 

A 

B 
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Figura 17 – Géis espelhos referentes à imunodetecção da proteína Citros_Mir. (a) 1- Controle X33 

expresso em 96h, 2- controle pPICZαC expresso em 96h, 3- clone 9 não induzido (0h), 4- clone 9 expresso 

em 72h, 5- clone 9 expresso em 96h, 6- eluato 8 da purificação da proteína de interesse, 7- fração 25 mM I 

de imidazol coletada na purificação, 8- fração 25 mM II de imidazol coletada na purificação, 9- controle 

com proteína de tamanho conhecido (25kDa); (b) M- marcador de peso molecular de 180 kDa, 1- proteína 

Citros_Mir concentrada, 2- restante coletado na concentração da proteína. Quadrado azul: dímeros da 

proteína Citros_Mir (~45 kDa); Quadrado vermelho: monômeros da proteína Citros_Mir (26 kDa). 

 

Em todos os testes realizados as bandas correspondentes à proteína 

Citros_Mir não foram marcadas. Ademais, houve o aparecimento de bandas inespecíficas 

ao longo de todas as amostras de proteínas aplicadas.  

Testes adicionais vêm sendo realizados pelo grupo de pesquisa na tentativa 

de melhorar a detecção das proteínas pelo método de Western blot. A Figura 18 exibe a 

membrana do teste dois, com as colunas 1 e 2 sendo referentes à Citros_Mir. Nota-se uma 

quantidade relevante de bandas inespecíficas marcadas, além de uma membrana 

escurecida, o que foge do padrão desejado. 

 

 

Figura 18 – Membrana Western blot revelada por quimioluminescência. M- Local do marcador de 

peso molecular, 1- Citros_Mir concentrada, 2- restante coletado do filtrado, 9- controle positivo na altura 

de 25 kDa. Nos demais números foram aplicados outras proteínas trabalhadas no laboratório. 
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4.1.11 Expressão recombinante de Citros_Mir em células KM71H 

Em relação à expressão da proteína recombinante em células KM71H, a 

transformação da construção pPICZαC_Citros_Mir e do controle em células 

quimiocompetentes foi bem sucedida. Foram selecionadas 80 colônias da placa com 

maior concentração de Zeocina e expressas em pequena escala, considerando uma 

concentração final de 2% de metanol, determinado nos testes anteriores.  

Os resultados foram analisados em SDS-PAGE 12% corado com azul de 

Comassie. Assim, é possível observar algumas bandas fracas próximas a 25 kDa no clone 

3, que podem representar o monômero da proteína de interesse em 24h de expressão 

(Figura 19).  

As análises realizadas nos testes anteriores com a célula X-33 demostram 

que essas bandas podem corresponder a proteínas secretadas pela levedura, pois não 

foram detectadas pelas análises de Western blot realizadas com anticorpo anti his tag. 

 

 
Figura 19 – Analise da expressão da proteína Citros_Mir em pequena escala em 24 horas. SDS-PAGE 

15% corado com Azul de Comassie. M) marcador molecular; C) controle negativo do plasmídeo 

pPICZαC vazio; 1 a 8) clones 

 

4.2 Resultados da expressão em Escherichia coli 

 

4.2.1 Clonagem do fragmento que codifica a proteína Citros_Mir em vetor de 

propagação pGEM-T 

 

O resultado da amplificação do fragmento referente à sequência da 

Citros_Miros a partir do pGEM-T_Citros_Mir com os primers para E. coli foi positivo, 

como pode ser observado na Figura 20, com as bandas no tamanho de 705 pb. O resultado 
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da purificação do produto de PCR, correspondente ao inserto com a sequência da 

Citros_Mir, obteve uma concentração de 50 ng/µL. 

 

Figura 20 - Eletroforese em gel da amplificação do inserto que codifica a proteína Citros_Mir em 

PCR. M- marcador de peso molecular, 1 Kb (Invitrogen); 1 e 2 – produtos da amplificação; -) controle 

negativo. 

 

O amplificado foi ligado no vetor de propagação pGEM-T novamente e a 

construção pGEM-T_Citros_Mir_2 foi transformada em células competentes JM109 de 

E. coli, resultando em colônias brancas e azuis. Foi realizado um PCR de colônia de duas 

colônias brancas, obtendo o resultado abaixo (Figura 21). As bandas correspondem ao 

tamanho do inserto, 705 pb. A partir disso, as colônias foram selecionadas para extração 

do DNA plasmidial pela miniprep, obtendo amostras com concentração de 150 ng/µL e 

300 ng/µL. 

 

 

Figura 21 - Eletroforese em gel da PCR de colônia realizado a partir da transformação da construção 

pGEM-T_Citros_Mir_2 em E. coli. M- marcador de peso molecular, 1 Kb (Invitrogen); 1 e 2 – clones; 

+) controle positivo; -) controle negativo. 
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4.2.2 Construção do vetor de expressão pET-28a_Citros_Mir 

 

O inserto de interesse foi obtido pela clivagem da construção pGEM-

T_Citros_Mir_2 e subclonado no vetor de expressão pET-28a (Merck), obtendo-se a 

construção pPET-28a_Citros_Mir, a qual foi usada na transformação das células 

quimiocompetentes JM109 de E. coli. Seis colônias foram selecionadas para uma PCR 

de colônia (Figura 22) e a análise ocorreu por eletroforese em gel de agarose 1%, 

confirmando a presença do fragmento esperado (705 pb). Um dos clones positivos 

(colônia 1) foi selecionado para extração do DNA plasmidial. 

 

 

Figura 22 - Eletroforese em gel da PCR de colônia da transformação do pPET-28a_Citros_Mir em 

células competentes JM109. M) marcador de peso molecular, 1 Kb (Invitrogen); +) controle positivo; 1 a 

6) produtos amplificados Citros_Mir; -) controle negativo. 

 

4.2.3 Sequenciamento do vetor de expressão pET-28a_Citros_Mir 

 

O produto da extração plasmidial do pET-28a_Citros_Mir do clone 1 foi 

enviado para sequenciamento. O sequenciamento contou com os primers: Primer forward 

do plasmídeo pET-28a (T7) (5’ TAARACGACTCACTATAGGG ‘3); Primer reverse do 

plasmídeo pET-28a (T7) (5’ GCTAGTTATTGCTCAGCG ‘3); Mirac_PET_Fw; e 

Mirac_PET_Rv.  

Ao longo do alinhamento foi visto que algumas sequências substituem, 

deletam ou inserem bases, enquanto as demais mantém sua sequência semelhante à 

sequência de interesse correspondente a Citros_Mir, sanando as dúvidas 

levantadas pelas sequências erradas. Entretanto, notou-se que os sequenciamentos 

acusaram uma troca de base T (timina) por uma base C (citosina), alterando a trinca TTG 

para CTG. Disso, analisou-se qual aminoácido essa trinca codificava, mostrando que 

ambas se referem ao aminoácido leucina.  
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O resultado do sequenciamento foi conclusivo, confirmando a sequência 

correta desejada, além de sua integridade e posição no vetor. 

 

4.2.4 Transformação e Expressão do pET-28a_Citros_Mir em E. coli 

 

No primeiro ensaio de expressão realizado utilizou-se uma concentração 

final de 0,4 mM de IPTG a temperatura de 37ºC. A análise da expressão foi feita em SDS-

PAGE 15% (Figura 23), no qual foi não foi visualizada a banda de expressão esperada. 

Observando a Figura 23 é possível observar que não houve expressão 

recombinante da proteína Citros_Mir no teste realizado. 

 

Figura 23 –SDS-PAGE 15% corado com Comassie azul do teste de expressão da Citros_Mir em 

Rosetta (DE3). M- Marcador de peso molecular, 180 kDa; 0- amostra não induzida; 1- uma hora de 

indução; 2- duas horas de indução; 3- três horas de indução; 4- quatro horas de indução. 

 

Dado o resultado obtido no teste inicial, a concentração de IPTG e a 

temperatura foram alteradas. O segundo teste foi realizado a 37ºC com 0,2 mM e 1,0 mM 

de IPTG (Figura 24a e 24b). O terceiro teste foi realizado a 30ºC com 0,2 mM, 0,4 mM e 

1,0 mM de IPTG (Figura 25a e 25b). O quarto teste foi realizado a 20ºC com 0,2 mM, 0,4 

mM e 1,0 mM de IPTG (Figura 26a e 26b). 
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Figura 24 –SDS-PAGE 15% corado com Comassie azul do segundo teste de expressão da Citros_Mir 

em Rosetta (DE3) realizado a 37 ºC. a) contendo 0,2 mM de IPTG; b) contendo 1,0 mM de IPTG. M- 

marcador de peso molecular, 180 kDa; 0 - amostra não induzida; 1- uma hora de indução com 1,0 mM de 

IPTG; 2- uma hora de indução com 0,2 mM de IPTG; 3- duas horas de indução com 1,0 mM de IPTG; 4- 

duas horas de indução com 0,2 mM de IPTG; 5- três horas de indução com 0,2 mM de IPTG; 6- três horas 

de indução com 1,0 mM de IPTG; 7- quatro horas de indução com 1,0 mM de IPTG; 8- quatro horas de 

indução com 0,2 mM de IPTG; 9- indução overnight com 1,0 mM de IPTG; 10- indução overnight com 0,2 

mM de IPTG. 

 

Observando as figuras é possível assumir que não houve expressão 

recombinante da Citros_Mir em nenhum dos testes realizados, visto que não há diferenças 

entre as amostras induzidas e a não-induzida, tanto na região das bandas correspondente 

ao monômero (26kDa) quanto na região correspondente ao dímero (~45kDa). 
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Figura 25 – SDS-PAGE 15% corado com Comassie azul do terceiro teste de expressão da Citros_Mir 

em Rosetta (DE3) realizado a 30ºC com 0,2 mM, 0,4 mM e 1,0 mM de IPTG. M- marcador de peso 

molecular, 180 kDa; 0) amostra não induzida; 1- uma hora de indução com 0,2 mM de IPTG; 2- uma hora 

de indução com 0,4 mM de IPTG; 3- uma hora de indução com 1,0 mM de IPTG; 4- duas horas de indução 

com 0,2 mM de IPTG; 5- duas horas de indução com 0,4 mM de IPTG; 6- duas horas de indução com 1,0 

mM de IPTG; 7- três horas de indução com 0,2 mM de IPTG; 8- três horas de indução com 0,4 mM de 

IPTG; 9- três horas de indução com 1,0 mM de IPTG; 10- quatro horas de indução com 0,2 mM de IPTG; 

11- quatro horas de indução com 0,4 mM de IPTG; 12- quatro horas de indução com 1,0 mM de IPTG; 13- 

indução overnight com 0,2 mM de IPTG; 14- indução overnight com 0,4 mM de IPTG; 15- indução 

overnight com 1,0 mM de IPTG. 

 

 

Figura 26 – SDS-PAGE 15% corado com Comassie azul do quarto teste de expressão da Citros_Mir 

em Rosetta (DE3) realizado a 20ºC com 0,2 mM, 0,4 mM e 1,0 mM de IPTG. M- marcador de peso 

molecular, 180 kDa; 0) amostra não induzida; 1- uma hora de indução com 0,2 mM de IPTG; 2- uma hora 

de indução com 0,4 mM de IPTG; 3- uma hora de indução com 1,0 mM de IPTG; 4- duas horas de indução 

com 0,2 mM de IPTG; 5- duas horas de indução com 0,4 mM de IPTG; 6- duas horas de indução com 1,0 

mM de IPTG; 7- três horas de indução com 0,2 mM de IPTG; 8- três horas de indução com 0,4 mM de 

IPTG; 9- três horas de indução com 1,0 mM de IPTG; 10- quatro horas de indução com 0,2 mM de IPTG; 

11- quatro horas de indução com 0,4 mM de IPTG; 12- quatro horas de indução com 1,0 mM de IPTG; 13- 

indução overnight com 0,2 mM de IPTG; 14- indução overnight com 0,4 mM de IPTG; 15- indução 

overnight com 1,0 mM de IPTG. 
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4.5 Considerações finais e sugestões de melhorias para a expressão da Citros_Mir 

nos dois sistemas  

 

Visto que a utilização dos sistemas de expressão heteróloga de Pichia 

pastoris e de Escherichia coli não foram eficientes na produção da proteína Citros_Mir 

nos testes realizados, a busca por outras metodologias e sistemas de expressão é 

interessante. Uma alternativa que deve ser considerada em testes futuros é a otimização 

dos códons, ou seja, modificar os códons dos aminoácidos que formam a proteína 

expressa na planta Citrus paradise para códons com maior pré-disposição de ocorrer na 

levedura e na bactéria em questão.  

Sabe-se que o código genético é composto por 61 codons que codificam 

apenas 20 aminoácidos, ocorrendo códons sinônimos com trinca de nucleotídeos 

diferentes, mas que codificam o mesmo aminoácido (HERSHBERG and PETROV, 

2008). A otimização de códons considera que cada espécie apresenta uma concentração 

própria de RNA transportador, ocasionando um viés na formação das trincas de códons 

que codificam determinados aminoácidos. Desse modo, para aumentar a expressão da 

proteína de interesse em um sistema de expressão diferente é interessante criar uma 

sequência de RNA mensageiro específica para o organismo que irá produzi-la, 

substituindo um códon menos frequente, ou raro, por um de maior incidência 

(GUSTAFSSON, GOVINDARAJAN and MINSHULL, 2004; HERSHBERG and 

PETROV, 2008).  

Outra alternativa para expressar a proteína Citros_Mir seria explorar outras 

linhagens dos organismos testados. Como por exemplo, a linhagem Arctic Express (DE3) 

de E. coli expressa constitutivamente duas chaperonas de Oleispira antarctica, as quais 

são adaptadas ao frio, auxiliando significativamente no correto enovelamento de proteínas 

recombinantes produzidas ao se ligarem a elas. Tais chaperonas, Cpn10 e Cpn60, com 

cerca de 10 e 57 kDa respectivamente, são codificadas pelo plasmídeo pACYC, o qual 

também apresenta um gene que confere à linhagem resistência ao antibiótico 

Gentamicina; elas se encontram especialmente ativas em temperaturas entre 4 C e 12 C 

(FERRER et al., 2003). O uso de baixas temperaturas durante a expressão heteróloga e a 

co-expressão com chaperonas pode favorecer a estabilidade, a solubilidade e o correto 

enovelamento proteicos (JOSEPH et al., 2015), mostrando-se relevante aos interesses 

deste trabalho e que podem ser realizados para dar continuidade a esses estudos 

futuramente. 
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Outra possível alteração consiste em estender o tempo de indução da 

expressão em Pichia pastoris para além de 144 horas totais, visto que Menendez-Rey 

(2021) obteve resultados positivos na expressão da proteína recombinante miraculina de 

Synsepalum dulcificum no mesmo sistema, utilizando um tempo de indução de até 168 

horas, tempo no qual obteve o melhor resultado de expressão em todos os testes 

realizados. Em sua pesquisa também utilizou a cepa WT BG10 e uma concentração final 

de metanol absoluto de 0,5%. A expressão foi confirmada no estudo pela análise Western 

Blot utilizando anticorpos específicos anti-miraculina.  

Finalmente, análises futuras podem ser realizadas afim de identificar 

outras proteínas semelhantes à miraculina encontradas em diferentes variações de citros, 

pois, o presente trabalho se baseou na identificação preliminar somente da miraculina de 

Citrus paradise. Há relatos na literatura de grupos de pesquisa que realizam a busca de 

genes correspondentes à miraculina em diversas espécies vegetais, como é o caso do 

estudo de Souza (2015), no qual foram identificados genes miraculina em Citrus sinensis 

através de análises in silico, observando 16 genes no cultivar “Valência” e 15 genes no 

cultivar “Pera”. Os dados desse estudo ampliam as possibilidades de novos testes de 

expressão recombinante envolvendo as miraculinas de citros.  

 

6. CONCLUSÃO  

 

A expressão da proteína em sistema bacteriano utilizando células 

Escherichia coli (DE3) foram testadas em diferentes condições de crescimento 

considerando três temperaturas diferentes 20, 30 e 37 ºC. No mesmo sistema, três 

concentrações de IPTG (0,2; 0,4 e 1,0 mM) foram analisadas, porém os resultados 

mostraram que não houve expressão quando comparado com o controle não induzido. 

Duas linhagens da levedura Pichia pastoris foram testadas na tentativa de expressar a 

proteína de interesse, a linhagem X-33 e a linhagem KM71H. Os protocolos de expressão 

foram adaptados após os testes mostrarem que a levedura apresenta uma melhor 

expressão de suas proteínas em meio de cultivo contendo 2% de concentração de metanol. 

Os resultados apresentados mostraram que a expressão da Citros_Mir nessas duas 

linhagens de levedura não exibiram diferenças significas entre as bandas dos clones e dos 

controles não induzidos. Por fim, conclui-se que não se obteve sucesso na expressão da 

proteína recombinante Citros_Mir nos sistemas utilizados. Sugere-se que novos testes, 
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utilizando outros sistemas de expressão, alteração nas condições de indução e, até mesmo, 

otimização dos códons, sejam considerados.  
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