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RESUMO 
As tiorredoxinas peroxidases (TPx), constituem um grupo de proteínas antioxidantes 
que vêm sendo bastante estudadas pela sua atuação na decomposição de diversos tipos 
peróxidos, como o H2O2, peroxinitritos e peróxidos orgânicos. A capacidade de 
decomposição de peróxidos pelas TPx está relacionada a presença de uma cisteína 
conservada denominada de cisteína peroxidásica (CysP). A maioria das TPx possuem 
uma segunda cisteína (cisteína de resolução - CysR) a qual forma um dissulfeto com 
CysP após a decomposição de um peróxido. Adicionalmente, à atividade peroxidásica, 
algumas TPx possuem atividade de chaperona molecular e também estão envolvidas em 
processos de sinalização de crescimento celular induzidos por hidroperóxidos. Já foi 
demonstrado que a isoforma citosólica de TPx de Schizosaccharomyces pombe é capaz 
de interagir diretamente com uma MAPK (Sty1) através da formação de um dissulfeto 
misto entre as proteínas, que é estabilizado quando a CysR é substituída por um resíduo 
de serina. Entretanto, nenhuma interação deste tipo foi descrita para outros organismos. 
Em Saccharomyces cerevisiae ocorre uma isoforma de TPx no núcleo (nTPx) e a 
revisão da literatura demonstra a relevância desta proteína na manutenção do 
silenciamento dos telômeros e decomposição de peróxidos orgânicos no núcleo. Estudos 
em escala proteômica utilizando espectrometria de massa e duplo híbrido indicam a 
associação de nTPx com MAP quinases, entretanto, apesar de sua localização e 
participação em processos biológicos de relevância, trabalhos relacionados com nTPx 
são escassos. Estudos em escala proteômica relataram a interação física entre nTPx e as 
proteínas Mec3, Gts1, Pcl1 e Dog2 relacionadas a sinalização celular ou manutenção do 
silenciamento telomérico. No entanto, não foram efetuados estudos pontuais visando 
confirmar estas interações como também averiguar a possibilidade das interações entre 
nTPx e as proteínas supracitadas serem estabelecidas através de dissulfetos mistos. Este 
trabalho teve por objetivo a avaliação de interações previamente descritas na literatura 
entre nTPx e Mec3, Pcl1 e Dog2 por meio da expressão e purificação destas proteínas e 
avaliação in vitro de interações como também in vivo através de ensaios de duplo 
híbrido. Diversos esforços com diferentes abordagens foram efetuados, entretanto não 
foi possível a superexpressão de Mec3, Pcl1, Dog2, indicando um efeito tóxico destas 
proteínas sobre as linhagens utilizadas. Por outro lado, obtivemos grande sucesso na 
superexpressão de nTPx e nTpxC112S (8 mg e 10 mg por litro de cultura de células) em 
linhagens de Eschericchia coli BL21 (DE3) C43, o que representa a primeira vez que 
estas proteínas foram expressas sem trucamentos. Também foi possível expressar na 
mesma linhagem a proteína Gts1. Estes resultados abrem a possibilidade de estudos 
posteriores visando a determinação de suas estruturas tridimensionais, por metodologias 
como cristalografia de raios-X ou ressonância magnética nuclear (RMN). Por fim, os 
resultados de interação in vivo utilizando a técnica de duplo híbrido em levedura, 
confirmaram a interação entre nTPx e Mec3, Gts1 e Dog2. Entretanto ao contrario dos 
resultados descritos na literatura, não foi detectada interação entre nTPx e Pcl1, 
reforçando que experimentos pontuais são necessários em adição aos experimentos de 
larga escala. 

Palavras-chave: Tiorredoxinas Peroxidases. Crescimento Celular. Silenciamento  
Telomérico. 
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ABSTRACT 
 

The thioredoxin peroxidase (Tpx) is a group of antioxidant proteins that has been 
widely studied due to its role in the decomposition of different peroxides such as H2O2, 
peroxynitrite and organic peroxides. The ability of peroxide decomposition by Tpx is 
related to the presence of a conserved cysteine called peroxidatic cysteine (CysP). Most 
Tpx has a second cysteine (resolving cysteine - CysR) which forms a disulfide with CysP 
after peroxide decomposition. In addition to the peroxidase activity, some Tpx have 
molecular chaperone activity and are also involved in signaling of cell growth induced 
by hydroperoxides. It has been demonstrated that the Tpx cytosolic isoform of 
Schizosaccharomyces pombe is able to interact directly with MAPK (Sty1) via mixed 
disulfide, which is stabilized when the CysR is replaced by a serine residue. 
Saccharomyces cerevisiae have a nuclear isoform of Tpx (nTPx) and review of the 
literature shows the importance of this protein in maintaining the telomere silencing and 
decomposition of organic peroxides in the nucleus. Scale proteomic studies using mass 
spectrometry and two-hybrid indicate the nTPx association with MAP kinases. 
However, despite its location and participation in biological processes of relevance, 
works related to nTPx are scarce. Scale proteomics studies reported the physical 
interaction between nTPx and Mec3, Gts1, Pc1 and Dog2. These proteins are related to 
cell signaling or maintenance of telomeric silencing. However, no specific studies were 
performed to confirm these interactions and if they are established by mixed disulfides. 
This study aimed to evaluate the interactions previously described in the literature 
between nTPx and Mec3, Pcl1, Dog2 and Gts1 through the expression and purification 
of these proteins and in vitro evaluation of interactions as well as in vivo tests using 
two-hybrid. Several efforts were made with different approaches, nevertheless it was 
impossible overexpression of Mec3, Pcl1, Dog2, indicating a toxic effect of these 
proteins on the strains used. Furthermore, we found great success in overexpression of 
nTPx and nTpxC112S (8 mg and 10 mg per liter of cell culture) in Eschericchia coli strain 
BL21 (DE3) C43. This is the first time that these proteins were expressed in native 
form. It was also possible to overexpress the Gts1 protein in the same strain. These 
results could lead for new approaches in future studies in order to determine these three-
dimensional structures, by methods such as X-ray crystallography or nuclear magnetic 
resonance (NMR). Finally, the results obtainedusing the technique of two-hybrid yeast 
confirmed the interaction in vivo among nTPx and Mec3, Gts1, Dog2. However, 
opposing the results described in the literature, no interaction was detected between 
nTPx and PCL1, emphasizing the necessity of specific experiments in addition to the 
large-scale ones. 
Key Words – Thioredoxin Peroxidase. Cell Growth. Telomeric silencing. 
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1 INTRODUÇÃO  
 

 

1.1 Espécies Reativas de Oxigênio  
 
 

Espécies reativas de oxigênio (EROs) são produzidas durante o 

metabolismo normal de organismos aeróbicos e, em determinadas condições, seus 

níveis podem aumentar consideravelmente gerando uma condição de estresse oxidativo 

(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007). Quantidades elevadas de EROs podem causar 

danos a biomoléculas e estão relacionadas a processos biológicos normais ou deletérios 

e doenças genéticas degenerativas como o mal de Alzheimer, processos inflamatórios, 

diabetes, câncer e envelhecimento. Segundo Stadtman e colaboradores (1990), a 

presença destas espécies, mesmo em pequenas quantidades, representa risco para a 

célula em virtude da sua grande capacidade de danificar componentes celulares.  

EROs tais como o radical ânion superóxido (O2
●-), peróxido de 

hidrogênio (H2O2) e o radical hidroxila (●OH) são formados durante o metabolismo 

aeróbico normal (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007). A cadeia de transporte de 

elétrons mitocondrial é a principal fonte de ATP nas células e, portanto, é essencial para 

a vida aérobia. Entretanto, durante a produção de energia, um pequeno número de 

elétrons "vaza" como radical ânion superóxido (O2
●-) e peróxido de hidrogênio (H2O2) e 

dados na literatura apontam que cerca de 0,1 a 5% de todo o produto da cadeia 

transportadora de elétrons escapa na forma de O2
●- e H2O2. Estas moléculas podem 

receber elétrons através de reações com metais divalentes, pela reação de Fenton (1) ou 

diretamente pela reação de Haber Weiss (2) e formar o radical hidroxila (●OH) que por 

sua vez é altamente reativo e conseqüentemente extremamente tóxico para a célula 

(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007).  

(1) Fe3+ O2
●-  Fe2+ + O2    Reação de Fenton 

(1) Fe2+ + H2O2  Fe3+ + OH- + ●OH  

(2) H2O2 + O2
●-  O2 + ●OH+ OH-  Reação de Haber-Weiss 

A figura 1 representa a cadeia transportadora de elétrons de mamíferos e 

os complexos responsáveis pelo transporte. 
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Figura 1. Cadeia transportadora de elétrons de mamíferos. Os elétrons entram na cadeia 
transportadora por diferentes pontos. Nos complexos I e II, os elétrons oriundos do catabolismo de ácidos 
graxos e do glicerol 3-fosfato são transferidos para a ubiquinona (Q). A ubiquinona desloca-se na 
membrana interna da mitocôndria transferindo os elétrons para o complexo 3. O citocromo C (C), 
transfere os elétrons para o complexo IV e ocorre a etapa final da cadeia, onde os elétrons são transferidos 
para o oxigênio, aceptor final, gerando H2O. Compilado de COX e MICHAEL (2011). 

 

Durante muito tempo acreditou-se que a produção de EROs era, em 

princípio, prejudicial para as células (RHEE e col., 2006). No entanto pesquisas têm 

demonstrado que a sinalização celular por EROs existe e é essencial para a vida. Este 

tipo de sinalização é denominada sinalização redox (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 

2007; WITENBOURN, 2008; LUKOSZ e col., 2010). As EROs possuem uma ampla 

gama de ação por causa de sua capacidade de interagir com quase todas as moléculas 

biológicas, sendo que seu modo de ação é também dependente da localização de suas 

moléculas-alvo (LUKOSZ e col., 2010). Estudos demonstraram que algumas EROs 

endógenas como o H2O2 são produzido nas células de forma transiente em resposta à 

ativação de receptores da superfície celular e tem sido reconhecido como um importante 

mensageiro intracelular sendo capaz de ativar e inativar fatores de transcrição, canais de 

membrana, enzimas metabólicas e também modular vias dependentes de cálcio e 

fósforo, principalmente através de oxidações de resíduos de aminoácidos que contém 

tióis como metioninas e cisteínas (KANG e col., 2005; RHEE e col., 2006; 

WINTERBOURN, 2008; WINTERBOURN e HAMPTON, 2008). No caso das 

cisteínas estas oxidações podem resultar em uma ampla variação no estado redox. Estes 

incluem o tiolato (-S-) através de uma transição de um elétron, ácido sulfênico (-SOH) e 

dissulfeto (-S-S) por uma transição de dois elétrons, ácido sulfínico (-SO2H) por uma 

transição de quatro elétrons e eventualmente, ácido sulfônico (-SO3H) por uma transição 

de seis elétrons (FORMAM e col., 2010). Esta variação pode atuar na 

ativação/repressão ou mesmo na modulação da atividade enzimática, como também 
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promove a formação de dissulfetos intra e/ou intermoleculares que estão relacionadas a 

transições estruturais entre formas oligoméricas distintas, que podem ter grandes 

implicações na função de proteínas e complexos proteicos (HALL e col., 2009). Embora 

a concentração de H2O2 gerado no nível intracelular em resposta à estimulação seja da 

ordem de micromolar, a sua presença mesmo por um curto período de tempo representa 

um risco à célula, pois pode ser convertido em espécies radicalares tóxicas como o ●OH 

e O●- que podem danificar componentes celulares (KANG e col., 2005; RHEE, 2006).  

 

 

1.2  Proteínas Antioxidantes: Tiorredoxinas Peroxidases 
 

 

Proteínas antioxidantes utilizam diversas formas de catálise para a 

decomposição de EROs. Uma das mais importantes e muito estudadas atualmente são as 

proteínas que apresentam o aminoácido cisteína em seus sítios ativos e possuem 

mecanismo catalítico baseado na oxidação e redução do grupo tiól presente na cadeia 

lateral deste aminoácido (FORMAM e col., 2010; FERRER-SUETA e col., 2011; 

NAGYE col., 2011).  

Dentre as enzimas que degradam H2O2 utilizando cisteínas, damos um 

papel de destaque às tiorredoxinas peroxidases (TPx), também conhecidas como 

peroxirredoxinas (Prx) (RHEE e col., 2005). Essa classe de proteínas foi descrita 

inicialmente em Saccharomyces cerevisiae por Kim e colaboradores (1985) e foi 

denominada de Thiol specific antioxidant protein 1 (Tsa1), pois foi sugerido que a 

especificidade por tióis se devia à suposta capacidade de inativação de EROs centrados 

no enxofre. Posteriormente foi demonstrado que Tsa1 é uma peroxidase dependente de 

tiól, assim sua especificidade por tióis se devia ao fato que somente esses redutores 

regeneram sua forma oxidada (RHEE e col., 2005). A importância desta proteína como 

antioxidante foi evidenciada em ensaios específicos de pressão oxidativa incubando a 

levedura em 100% O2, ou por ensaio na presença de Fe3+, resultando em um aumento na 

síntese de Tsa1, chegando até 0,7% do total de proteínas solúveis produzidas, ou seja, 

uma das proteínas solúveis mais abundantes da célula. Em seguida, foi evidenciado que 

o redutor fisiológico de Tsa1 era a proteína tiorredoxina (Trx), que será detalhada 

posteriormente, esta proteína também recebeu a denominação de tiorredoxina 

peroxidase citosólica I (cTPxI) (PARK e col., 2000). Inicialmente as tiorredoxinas 
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peroxidases foram identificadas em microrganismos e posteriormente em diversos 

organismos, desde Archea até plantas e mamíferos (TRIVELLI e col., 2003; RHEE e 

col., 2005; FLOHÉ e HARRIS, 2007).  

Em nível celular estas proteínas apresentam várias isoformas podendo ser 

encontradas nos mais diversos compartimentos celulares. Em S. cerevisiae, as isoformas 

cTPxI, II e III estão localizadas no citossol, mTPx na mitocôndria e nTPx localizada no 

núcleo (PARK e col., 2000). Alguns trabalhos apontaram que a eficiência catalítica para 

decomposição de H2O2 das TPx (~105 M-1 s−1) eram menores que a da catalase (~106 

M−1 s−1) ou glutationa peroxidase (~108 M−1 s−1). Mas estudos recentes têm 

demonstrado que a eficiência catalítica das TPx podem alcançar 107 M-1 s-1 

(PARSONAGE e col., 2005; OGUSUCU e col., 2006; HORTA e col., 2010). Além de 

decompor H2O2 já foi demonstrado que as TPx são capazes de decompor com elevada 

eficiência catalítica peróxidos de nitrito, peróxidos orgânicos e até mesmo peróxidos de 

aminoácidos e proteínas (PARK e col., 2000; MUNHOZ e NETTO, 2004; REINARTZ 

e col., 2008; HORTA e col., 2010).  

Em S. cerevisiae cTPxI apresenta na fase log de crescimento celular 

cerca de 378000 moléculas por célula (mol/cel), cTPxII apresenta 4820 (mol/cel), 

cTPxIII 16228 (mol/cel), mTPx apresenta 4510 (mol/cel) e nTPx 1840 (mol/cel) 

(GHAEMMAGHAMI e col., 2003). A título de comparação, enzimas antioxidantes 

muito estudadas como a catalase citosólica, catalase peroxissomal e a glutationa 

peroxidase citosólica estão presentes em menor proporção que cTPxI (320, 600 e 8000 

mol/cel, respectivamente) o que demonstra que as isoformas compartimentalizadas 

(mTPx e nTPx) possuem uma abundância significativa. Neste contexto, as TPx 

aparentam ter papel de grande importância para a célula em virtude de diversas 

características como representação, abundância e eficiência catalítica.  

 

1.3 Características Catalíticas e Estruturais das TPx 
 

 

Diferente de outras proteínas envolvidas no combate ao estresse 

oxidativo, as tiorredoxinas peroxidases não possuem grupamentos prostéticos, mas 

possuem um resíduo de cisteína em seus sítios ativos (SA), denominada de cisteína 

peroxidásicas (CysP), envolvido diretamente na redução dos peróxidos (NETTO e col., 

2006). A grande maioria das TPx já descritas possui um segundo resíduo de cisteína, 
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denominada de cisteína de resolução (CysR) e ambas estão envolvidas no ciclo catalítico 

(RHEE e col., 2005; HALL e col., 2010; NAGYE e col., 2011; WOOD e col., 2003, 

HORTA e col., 2010).  

De acordo com suas características estruturais e pelo número de cisteínas 

presentes no sítio ativo, as TPx podem ser divididas em três classes: 1-Cys, que 

possuem somente uma cisteína em seu sítio ativo; as 2-Cys típicas, que possuem duas 

cisteínas e durante o ciclo catalítico formam um dissulfeto intermolecular; e as 2-Cys 

atípicas, que também possuem dois resíduos de cisteína, mas diferentemente das 

anteriores formam uma ponte dissulfeto intramolecular (WOOD e col., 2003). As 

diferentes classes de TPx são representadas na figura 2. Recentemente foi proposta uma 

nova classificação que leva em conta aspectos estruturais do sítio ativo e divide as TPx 

em seis subfamílias (AhpC-Prx1, TPx, BCP-PrxQ, Prx5, Prx6 e AhpE) (NELSON e 

col., 2011). 

 

Figura 2. Classificação das TPx. Classificação das TPx conforme o número de cisteínas presentes no 
sítio ativo: A) 1- Cys TPx: compreende as tiorredoxinas peroxidases que possuem apenas uma cisteína em 
seu sítio ativo. Seu sistema redutor é pouco estudado, segundo Monteiro (2007), essa classe de proteínas 
pode ser reduzida por ácido ascórbico. B) 2-Cys TPx. Possuem duas cisteínas em seus sítios ativos, uma 
cisteína peroxidásica (em preto) e uma cisteína de resolução (em cinza). B1) 2-Cys TPx Típica. 
Apresenta-se em forma de dímero, em sua forma oxidada forma ligação dissulfeto entre a cisteína 
peroxidásica de um monômero com a cisteína de resolução de outro monômero. B2) 2-Cys TPx Atípica. 
Apresenta-se na forma de monômero e forma ligação dissulfeto entre a cisteína peroxidásica e a cisteína 
de resolução. 

 

Nas TPx após a redução dos peróxidos ocorre a oxidação do resíduo 

catalítico, sendo necessário que estas proteínas tenham seus resíduos de cisteína 

reduzidos para que possam degradar uma nova molécula de peróxido (Figura 3). Com 

exceção das formas 1-Cys, para as quais foi recentemente demonstrado que podem ser 

reduzidas também por ácido ascórbico (MONTEIRO e col., 2007), a grande maioria das 

TPx são reduzidas por uma proteína de baixo peso molecular, altamente conservada 

durante a evolução, denominada de tiorredoxina (Trx). Os elétrons necessários para a 
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redução das TPx são oriundos também de resíduos de cisteínas presentes nos SA das 

Trx (YOSHIOKA, 2006). Após a transferência de equivalentes redutores as cisteínas de 

Trx se tornam oxidadas em dissulfeto e são reduzidas pela enzima TrxR utilizando 

elétrons provenientes do NADPH (OLIVEIRA e col., 2010). O sistema redutor 

composto por Trx, TrxR e NADPH é denominado de sistema tiorredoxina. A figura 3 

ilustra a transferência de elétrons entre peróxidos (ROOH), TPx, Trx e TrxR. 

 
Figura 3. Redução de hidroperóxidos e relação com o sistema redutor das TPx. TPx na forma 
reduzida reage com um peróxido liberando H2O, no caso da redução de H2O2, ou um álcool, no caso de 
peróxidos orgânicos, tornando-se oxidada formando uma ligação dissulfeto entre as duas cisteínas de 
TPx. TPx oxidada é reduzida por Trx e volta a sua forma reduzida. Trx oxidada é reduzida pela proteína 
TrxR (Tioredoxina redutase) com elétrons provenientes de NADPH. 

 

Com exceção das 2-Cys atípicas todas as TPx se encontram na forma de 

dímeros obrigatórios (WOOD e col., 2003; OLIVEIRA e col., 2007). Entretanto, 

algumas TPx 2-Cys típicas em determinadas condições podem formar estruturas mais 

complexas, como decâmeros, através da organização de cinco dímeros (2[5]) (WOOD 

e col., 2003; OLIVEIRA e col., 2007; ARANE col., 2009). A função celular destes 

oligômeros era desconhecida, até 2004 quando Jang e colaboradores demonstraram em 

seus estudos novas funções celulares e atividades das TPxs em leveduras. Quando os 

níveis de peróxidos estão moderados cTPxI e cTPxII se comportam como peroxidases, 

mas em condições de alto estresse oxidativo e/ou choque térmico estas proteínas 

apresentam atividade de chaperona molecular, com conseqüente eliminação da atividade 

peroxidásica. Esta atividade apresentada por cTPxI foi de 3 a 5 vezes mais eficiente do 

que as descritas para chaperonas reconhecidamente eficientes como -cristalina e 

Hsp16.5 (JANG e col., 2004). Esta mudança na atividade é efetivada através de uma 

reorganização estrutural, obtida através oligomerização dos dímeros formando 

decâmeros do tipo [2]5 e estruturas de maior peso molecular (Figura 4). Quando as 

doses de peróxidos são muito altas, a reorganização é regulada pela hiperoxidação da 

cisteína peroxidásica com formação de cisteína ácido sulfínico (CysP-SO2H) ou cisteína 
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ácido sulfônico (CysP-SO3H). Este processo acarreta na perda da atividade peroxidásica 

dessas proteínas, pois estes intermediários não podem ser reduzidos por Trx. Entretanto, 

Biteau e colaboradores (2003) demonstraram que a forma hiperoxidada (CysP-SO2H) 

pode ser reduzida (CysP-SH) através da ação da sulfirredoxina (Srx), uma proteína de 

baixo peso molecular dependente de ATP, Mg2+ e um tiól, a qual pode restaurar a 

capacidade peroxidásica de TPx. Entretanto, a oligomerização por choque térmico ainda 

é pouco compreendida. Cabe salientar que posteriormente ao trabalho inicial, já foi 

detectada a atividade de chaperona de TPx de diferentes organismos, incluindo humanos 

(MOON e col., 2005; CHUANG e col., 2006; KUMSTA e col., 2009; AN e col., 2010). 

Adicionalmente, nas formas decaméricas de TPx também já foi detectada atividade 

peroxidásica (JANG e col., 2004; HALL e col., 2009). 

Devido às características apresentadas, foi proposto o monitoramento do 

estado de oligomerização das TPx como marcador celular de resposta ao estresse 

oxidativo e térmico (LIM e col., 2008). Os motivos da agregação de proteínas devido ao 

choque térmico estão diretamente ligados à desnaturação parcial ou total das proteínas e 

como conseqüência, ocorre à exposição dos sítios hidrofóbicos de diferentes proteínas 

levando a agregações não específicas (JANG e col., 2004). Adicionalmente sob 

condições de estresse oxidativo os tióis presentes na superfície da proteína podem 

contar para a formação de dissulfetos inespecíficos entre proteínas, o que também 

resulta em agregação (DALLE-DONNE e col., 2007; THORPE e COPPOCK, 2007). 

Leveduras mutantes ctpxI são sensíveis a choques de temperatura e acumulam 

proteínas agregadas quando ocorre choque térmico (JANG e col. 2004). Neste contexto, 

a atuação das TPx como chaperonas parece ter grande importância uma vez que 

recentemente foi detectada forte interação entre TPx e ribossomos (TROTTER e col., 

2008; SIDERI e col., 2010). 

 

A) B) C)
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Figura 4. Diferentes estruturas quaternárias apresentadas por Tpx 2-Cys tipicas. A).Formação de 
uma estrutura dimérica. B) Junção de cinco estruturas diméricas formando um decâmero. C) Conexão de 
decâmeros formando uma super chaperona. As imagens superiores A e B foram geradas por PyMOL 
(http://www.pymol.org/) e imagem C compilada de Meissner e col. 2004. As imagens inferiores 
representam as estruturas quaternárias de cTPxI observadas por microscopia eletrônica de transmissão 
(TEM). A barra de escala (em branco) equivale a 10nm. Imagens inferiores foram compilada de Jang e 
col., 2004. 

 

 

1.4 Transdução de Sinal  
 

 

Por muitos anos o peróxido de hidrogênio (H2O2) foi visto como um 

subproduto do metabolismo aeróbico. Em razão do poder oxidante do H2O2, assumiu-se 

que quanto mais rápida fosse sua eliminação, melhor seria para o metabolismo celular. 

Atualmente sabe-se que as células produzem H2O2 para mediar diversas respostas 

fisiológicas, tais como a proliferação celular, diferenciação e migração (RHEE, 2005). 

Umas das fontes de produção de EROs nas células se dá pela ação das enzimas NADPH 

oxidases, conhecidas como Nox (LAMBETH e col., 2004). Essas enzimas apresentam 

ampla distribuição nos tecidos e promovem a redução do oxigênio molecular a radical 

ânion superóxido a custas de elétrons doados por NADPH, então o superóxido pode ser 

convertido em H2O2 pela enzima superóxido dismutase (LAMBETH e col., 2004). 

Recentemente, um novo papel para as TPx tem sido demostrado onde 

essas enzimas consomem H2O2 em baixas concentrações, mas acabam sendo inativadas 

em altas concentrações, sendo oxidadas a cisteína ácido sulfínico (WINTERBOURN e 

HAMPTON, 2008). Assim, sua atividade como antioxidante é colocada em discussão, 

pois as tiorredoxinas peroxidases atuam como antioxidantes em determinadas 

condições. Desta forma, postulou-se que as TPx podem estar envolvidas em transdução 

de sinais redox (WINTERBOURN e HAMPTON, 2008). 

Acredita-se que a forma de ação dos oxidantes, ocorre levando a eventos 

de oxidação e redução de tióis protéicos (HALL e col., 2009). A oxidação de tióis de 

proteínas pode alterar sua atividade, sua forma e, conseqüentemente, suas características 

de ligação aos seus substratos ou mesmo na interação com outras proteínas. Entretanto, 

para se alcançar os critérios de sinalização, é necessário que ocorra a oxidação 

preferencial de proteínas e resíduos específicos e o processo necessita ser rápido e 

reversível (WINTERBOURN e HAMPTON, 2008). No entanto, para que a mensagem 

seja interpretada corretamente, é necessário que os níveis de H2O2 sejam extremamente 
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regulados, uma vez que a hiperoxidação ou mesmo a hipoxidação dos alvos celulares 

poderia tornar todo o processo comprometido. Desta forma, a modulação de seus níveis 

é de suma importância para que ocorra uma resposta celular adequada nos processos em 

que participa (STONE e col., 2006; FORQUET e col., 2008).  

Em Schizosaccharomyces pombe, a proteína Sty1 (uma MAP quinase) e 

seu ativador Wis1 (MAPKK) são necessárias para o controle do ciclo celular e, assim 

como seus correspondentes em mamíferos (JNK e p38, respectivamente), são ativados 

por estresse osmótico, térmico e oxidativo, sendo que esta via é regulada negativamente 

por Trx (LIU e col., 2000). Recentemente, Veal e colaboradores (2004) demonstraram 

que SpcTPxI, proteína equivalente a PrxII de mamíferos, responde pela ativação de Sty1 

por meio da formação de uma ponte dissulfeto misto entre Sty1-SpcTPxI, através da 

Cys35 de Sty. Os autores observaram que a cisteína peroxidásica (CysP
48) está 

diretamente envolvida neste processo uma vez que substituição deste resíduo por uma 

serina impossibilita a formação do complexo. De forma contrária, células expressando 

SpcTPxI carreando uma substituição CysSer na cisteína de resolução (CysR
169), 

apresenta uma grande elevação do número de complexos Sty-SpcTPxI, quando 

comparados com o tipo selvagem. Adicionalmente a expressão heteróloga de cTPxIC170S 

de S. cerevisiae também leva ao aparecimento de complexos protéicos entre Sty-

SpcTPxI, o que demonstra a conservação desta via em S. cerevisiae (VEAL e col., 

2004). 

S. cerevisiae possui o fator Hog1 (High osmalarity glycerol 1) que 

corresponde a Sty1 de S. pombe, apresentando 82% de identidade (90% de 

similaridade). Esta proteína foi inicialmente descrita pela observação que hog1 

apresenta grande atraso no crescimento em meios hiperosmóticos. Posteriormente, a 

proteína foi caracterizada como uma MAPK que está envolvida em diversas vias de 

sinalização, e sua deleção afeta largamente a expressão gênica e a progressão do ciclo 

celular em G1 e G2 (WESTFALL e col., 2004). Também em S. cerevisiae, foi descrito 

um mecanismo semelhante de regulação Sty1-cTPxI para o ativador de transcrição 

Yap1 (Yeast activator protein 1). Yap1 está largamente envolvido em eventos de 

ativação de transcrição de diversas proteínas envolvidas na resposta celular ao estresse 

oxidativo, incluindo as TPx (WU e col., 1994; LEE e col., 1999). Nesta levedura, o 

ativador de transcrição forma uma ponte dissulfeto transitória com GPx3 (uma tiól 

peroxidase relacionada com as TPx) durante os eventos de ativação gênica promovida 

por Yap1 (DELAUNAY e col., 2002). Cabe ressaltar que recentemente as GPx estão 
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sendo consideradas como uma nova classe de TPx (HORTA e col., 2010). Bozonet e 

colaboradores (2005) demonstraram que SpTPxI de S. pombe é essencial para a 

manutenção da atividade de Pap1, o fator de transcrição equivalente a Yap1 de S. 

cerevisiae. Os autores também demonstraram que o papel de SpTPxI é dependente de 

um gene homólogo à sulfiredoxina de S. cerevisiae e de mamíferos, demonstrando 

dados adicionais à regulação descrita para S. cerevisiae e mamíferos (CHANG e col., 

2004; JANG e col., 2004).  

Iwai e colaboradores (2010) descreveram que cTPxIII de levedura 

também está envolvida na ativação de fatores de transcrição. Foi constatado que cTPxIII 

possuindo uma substituição na cisteína localizada na posição 120 pode interagir 

covalentemente com Cad1, um fator de transcrição da família Yap1 que contém dois 

domínios que são semelhantes aos domínios em Yap1: um domínio bZIP e um domínio 

carboxi-terminal rico em cisteínas. Esta ligação dissulfeto ocorre entre a cisteína 62 de 

cTPxIII e Cad1 e é fortemente induzida por peróxidos orgânicos (tert-

butilhidroperóxido – t-BOOH) e resulta na indução da transcrição da proteína Hsp82, 

que possui função de chaperona molecular (IWAI e col., 2010). Já foi descrita também 

interações entre cTPxIII de S. cerevisiae e Yak1, uma serina treonina quinase envolvida 

no controle de crescimento celular, e também com Cka1, um componente da 

holoenzima caseína quinase envolvida no crescimento e proliferação celular (HO e col., 

2002; KROGAN e col., 2006).  

Como pode ser observado acima, os trabalhos da literatura atual apontam 

envolvimento das TPx 2-Cys típicas na transdução de sinal. Entretanto, os estudos de 

interações em escala proteômica também apontam relações de TPx 2-Cys atípicas com 

proteínas envolvidas no crescimento celular. Contudo, não há nenhum trabalho que 

relata interações entre 2-Cys atípicas com proteínas reguladoras do ciclo celular por 

meio de interações covalentes, através de dissulfetos mistos como descrito entre cTPxI 

de S. pombe e StyI. 

 
 

1.5 Tiorredoxina Peroxidase Nuclear  
 

 

A tiorredoxina nuclear (nTPx) possui dois resíduos de cisteínas, um 

localizado na posição 107 (Cys107) e outro na posição 112 (Cys112) e é classificada como 
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uma 2-Cys TPx atípica, pois forma um dissulfeto intramolecular (CHA e col., 2003; 

CHOI e col., 2005), ainda, de acordo com a nova classificação pertence à subclasse 5, 

uma das menos estudadas até o presente momento (NELSON e col., 2010). Estudos 

comparativos sobre a atividade peroxidásica de nTPx para H2O2, t-BOOH (tert-

butilhidroperóxido) e Cu-OOH (hidroperóxido de cumeno) demonstraram que nTPx 

possui maior atividade na decomposição de alquil hidroperoxidos (Cu-OOH > t-BOOH 

> H2O2) (CHA e col., 2003; CHOI e col., 2005). Esses dados indicam que nTPx possui 

maior afinidade por substratos hidrofóbicos e volumosos. Esta atividade de alquil 

hidroperóxido redutase também já havia sido relatada para outra tiorredoxina peroxidase 

de levedura, cTPxIII, que atua no citoplasma (PARK e col., 2000). 

Como mencionado anteriormente, S. cerevisiae possui em sua fase log de 

crescimento 1840 unidades de nTPx, uma quantidade significativa para uma proteína 

localizada somente no núcleo, quando comparada a outras proteínas com função 

antioxidante como a catalase (CAT) que se localiza no citoplasma e possui 319 

moléculas por célula na fase log de crescimento e a glutationa peroxidase (GPx) 

localizada no citoplasma e núcleo e apresentando 2010 moléculas por célula na fase log 

de crescimento (GHAEMMAGHAMI e col., 2003). Várias funções têm sido 

relacionadas à nTPx, tais como papel no silenciamento telomérico, regulação das 

dimensões do telômero e também na decomposição de alquil-hidroperóxidos durante a 

fase log de crescimento celular (SINGER e col., 1998; CHA e col., 2003; IZAWA e 

col., 2003). Segundo Singer e col. (2003), a super expressão de nTPx tem um forte 

efeito sobre o silenciamento telomérico e sobre o crescimento do telômero. Segundo 

estes mesmos autores, nTPx pode não ser exigida pela telomerase, mas possivelmente 

deve interagir com algum fator exigido neste processo. A função de nTPx no 

metabolismo telomérico já foi cogitada uma vez que inicialmente ela foi chamada de 

Dot5 (disrupter of telomeric silencing), e depois foi caracterizada como uma 

tiorredoxina peroxidase (PARK e col., 2000). 

Em leveduras, quando células são cultivadas em um meio liquido rico, 

onde a maior fonte de carbono são carboidratos fermentáveis, ocorrem duas fases 

distintas de crescimento, seguidas por uma fase estacionária na qual as células deixam 

de se dividir (CHA e col., 2003). Na primeira fase as células satisfazem suas 

necessidades energéticas principalmente por fermentação (CHA e col., 2003) e a 

segunda fase de crescimento é iniciada quando a fonte de carbono fermentável se esgota 

e as células deixam de produzir energia através da fermentação e passam a respirar 
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consumindo o etanol produzido durante a fase fermentativa. Este processo resulta em 

grandes mudanças fisiológicas, principalmente pela maior produção de EROs devido a 

ativação da cadeia de transporte de elétrons e, conseqüentemente, ocorre a ativação de 

genes que respondem por proteínas antioxidantes, dentre estas proteínas a nTPx (CHA e 

col., 2003). Estudos revelam que a atividade transcricional de nTPx não é ativada 

durante a primeira fase exponencial de crescimento. Portanto, isso sugere a 

possibilidade de que o gene de nTPx pode ser induzido na fase diaúxica de crescimento 

celular atuando como uma alquil hidroperoxidase (CHA e col., 2003). 

A grande diversidade de funções atribuídas a nTPx pode estar 

relacionada à sua capacidade de interações com outras proteínas responsáveis por 

diversas funções celulares, como crescimento celular, resposta a choque térmico, 

silenciamento telomérico e regulação do tamanho do telômero (IZAWA e col., 2003; 

CHA e col., 2003). Desta forma interações com diferentes proteínas podem conferir a 

nTPx uma ampla variedade de funções celulares. Estudos proteômicos de larga escala 

revelam a detecção de diversas proteínas capazes de efetuar interações com nTPx (HO e 

col., 2002; ITO, e col., 2001; PTACEK e col., 2005; KROGAN e col., 2006). A 

avaliação dos resultados revela a interação com importantes fatores relacionados a 

eventos como crescimento celular e silenciamento telomérico (Tabela 1). 

 

 

 

Tabela 1. Proteínas que interagem com nTPx.  

 

 A seguir os fatores apresentados acima são detalhados.  

 
Mec3  

 

Proteína Função Referência

Mec3 
Crescimento Celular
Silenciamento Telomérico 
Check Point de DNA

Corda e col., 1999
Torre-Ruiz e Lowndes, 1999 
Majka e Burgers, 2003

Gts1
Crescimento Celular 
Chaperona Molecular

Yaguchi e Tsurugi, 2003

Pcl1 Crescimento celular
Espinoza e col, 1994
Iwaki, e col, 2004

Dog2
Estresse oxidativo
Estresse osmótico  Tsujimoto, e col. 2000
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Mec3 é uma proteína de localização nuclear envolvida em processos 

celulares de reparo de DNA, controle do crescimento celular e silenciamento telomérico 

(WEINERT e col., 1994; CORDA e col., 1999; TORRE-RUIZ e LOWNDES, 1999; 

MAJKA e BURGERS, 2003).  

Em células eucarióticas os cromossomos devem estar totalmente 

replicados e íntegros antes que a mitose se inicie (WEINERT e col., 1992). Neste 

contexto, existe um controle negativo da mitose denominado de verificação do DNA 

(DNA checkpoint) (WEINERT e col., 1992). Neste controle de ciclo celular, a mitose é 

interrompida em determinados pontospara que ocorram os reparos necessários para a 

continuação do ciclo celular (WEINERT e col., 1992). A proteína Mec3 funciona em 

complexo com os fatores nucleares Rad9, Rad17 e Rad24, todos envolvidos no controle 

do ciclo celular e reparo de danos ao DNA (WEINERT e col., 1992). Segundo Weinert 

e colaboradores (1992) as células de levedura possuem dois pontos importantes de 

checkpoint, sendo um no início da fase S e outro no início da fase G2 da mitose. Na fase 

G2 são exigidos seis fatores para que a célula fique retida nesta fase e ocorra a 

reparação do DNA (Rad9, Rad17, Rad24, Mec1, Mec2 e Mec3). Já para a célula entrar 

na fase S são essenciais as proteínas Mec1 e Mec2.  

Umas das funções relatadas para Mec3 é o seu envolvimento no processo 

de silenciamento telomérico (CORDA e col., 1999; LONGHESE e col., 2000), 

indicando que os processos de crescimento celular e silenciamento telomérico podem 

estar intensamente relacionados. Os dados na literatura apontam o envolvimento de 

proteínas de reparo de DNA, como Mec3, na manutenção dos telômeros (CORDA e 

col., 1999, LONGHESE e col., 2000). Além da enzima telomerase, os telômeros 

apresentam proteínas em íntima relação com DNA telomérico, que fornecem tanto 

efeito de proteção dos telômeros como também atuam impedindo o acesso da 

telomerase após a replicação da célula (GRANDIN e CHARBONNEAU, 2007). 

Estudos recentes demonstraram a interação de Mec3 com Ste1, uma proteína requerida 

para silenciamento telomérico e integridade do telômero (CORDA e col., 1999). Esses 

autores demonstraram que deleções de Mec3 levam a um aumento de cerca de 100pb no 

tamanho dos telômeros. Mec3 e Ste1 possivelmente possuem papel indireto na 

regulação do tamanho dos telômeros através da ativação da expressão de genes 

envolvidos neste processo ou mesmo de forma direta através da interação com outros 

fatores protéicos (CORDA e col., 1999; LONGHESE e col., 2000). Longhese e 

colaboradores (2000) demonstraram que não apenas Mec3, mas Rad9, Rad17, Rad24 e 
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Mec1 também possuem grande importância na manutenção dos telômeros, o que indica 

que além do checkpoint de DNA estas proteínas possuem grande importância na 

manutenção da integridade telomérica.  

 

Pcl1  
 
Pcl1 é uma proteína envolvida na regulação do crescimento celular em 

situação de privação de nutrientes e também possui papel importante na regulação do 

ciclo celular entre a fase G1 e S (ESPINOZA e col, 1994; IWAKI e col, 2004). Pcl1 faz 

parte de uma ampla família de proteínas CDKs, conhecida como família Pcls, as quais 

são divididas em duas subfamílias baseadas na similaridade das seqüências da região do 

sítio ativo Pho80 e Pcl (MEASDAY e col., 2002; HUANG e col., 2007). A subfamília 

Pho80 é composta pelas proteínas Pho80, Pcl6, Pcl7, Pcl8 e Pcl10, e possuem grande 

importância na regulação do metabolismo em resposta a alterações ambientais 

(MEASDAY e col., 2002; HUANG e col., 2007). Já a segunda subfamília compreende 

as proteínas Pcl1, Pcl2 e Pcl9. Essas proteínas possuem maior expressão na fase G1 do 

ciclo celular. Pcl9 e Pcl2 são expressas em maior quantidade no final da fase M e início 

da fase G1, sendo que Pcl2 é expressa até o final da fase G1 e Pcl1 é expressa no final 

desta fase. Esses dados indicam que Pcl9 tem um papel no início da fase G1, já Pcl1 e 

Pcl2 aparentam ter um papel redundante na regulação do ciclo celular no final da fase 

G1 (MEASDAY e col., 2002; HUANG e col., 2007). 

Futcher (1996) relata a participação de 11 ciclinas no ciclo celular de S. 

cerevisiae. As proteínas Cln1, 2, 3, 4, 5 e 6 se ligam a Cdc28 e ativam eventos do ciclo 

celular. As proteínas Pcl1 e Pcl2 se ligam e ativam a Pho85. As diferentes ciclinas 

presentes em um organismo muitas vezes sobrepõem suas funções, o que acaba 

tornando seu papel celular controverso. De uma forma mais simplificada a proteína 

Cln3, principal fator responsável acompanhamento do crescimento da célula, ativa a 

transcrição dos fatores de transcrição SPF e MPF, que ocasionam a transcrição de Cln1, 

Cln2, Pcl1, Pcl2, Clb5, Clb6 e muitos outros genes envolvidos na síntese da parede 

celular e na replicação de DNA. Cln1 e Cln2 são as principais proteínas envolvidas no 

início da fase star, ponto onde a célula obrigatoriamente entra na fase S (FUTCHER, 

1996). Cln1 e Cln2 são provavelmente auxiliados por Pcl1, Clb5 e Clb6, sendo que 

estas duas últimas são as principais responsáveis pelo início da fase S, mas também 

apresentam sobreposição de funções com Cln1 e Cln2 na fase G1 e com Clb3 e Clb4 na 
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fase G2/M. Clb3 e Clb4 são os principais responsáveis pelos primeiros eventos da 

mitose como a formação do fuso mitótico enquanto que Clb1 e Clb2 são os principais 

responsáveis pelos eventos de final da mitose e alongamento do fuso mitótico 

(FUTCHER, 1996). 

 
Dog2  

 
A proteína Dog2 é um membro da família das proteínas fosfatases de alto 

peso molecular, e está envolvida em processos celulares de respostas ao estresse 

oxidativo e osmótico. Dog2 é encontrada no citoplasma e núcleo e células na fase log de 

crescimento apresentam em média 2400 moléculas desta proteína (NORBECK e col., 

1996; RANDEZ-GIL e col., 1995; TSUJIMOTO e col., 2000).  

Tsujimoto e colaboradores (2000) demonstraram a importância de Dog2 

em resposta ao estresse oxidativo e osmótico, através do aumento da expressão quando 

submetidas a estresse oxidativo com t-BOOH e também por estresse osmótico. Dog2 é 

regulado em resposta ao estresse osmótico pelos fatores de transcrição Snf1, Psb2 e 

Hog1. Hog1 é uma quinase que é fosforilada por Psb2, resultando na resposta ao 

estresse osmótico. Mutantes para os fatores Pbs2 e Hog2 possuem a expressão 

diminuída de Dog2 quando expostas a estresse osmótico. Já mutantes Snf1 e Hog1 

possuem total perda da expressão de Dog2 o que sugere que estas proteínas 

cooperativamente transmitem sinal de estresse osmótico para o promotor de Dog2 

(TSUJIMOTO e col., 2000). A exposição a gradientes hiperosmóticos induz as células à 

expressão de proteínas que regulam as respostas celulares a esse tipo de estresse 

(NORBECK e col., 1996). Enquanto os estudos proteômicos de larga escala revelam a 

associação entre Dog2 e nTPx, vale a pena relembrar que o homólogo em S. pombe 

Hog1 (Sty1) é capaz de formar dissulfeto misto com a forma citosólica de TPx (spTPx) 

(VEAL e col., 2004), o que pode sugerir uma grande intimidade desta via com 

diferentes TPx.  

 
Gts1  

 
A proteína Gts1 está relacionada à resistência ao calor na fase 

estacionária quando a célula encontra-se em crescimento aeróbio e também está 

envolvida no crescimento celular, estando envolvida na determinação do momento da 

mitose (YAGUCHI e TSURUGI, 2003). O nome Gts1 deriva de repetições dos 
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aminoácidos glicina, treonina e serina presentes na proteína, sendo descrita inicialmente 

por Mitsui e col. (1994) os quais relataram o envolvimento de Gts1 no crescimento 

celular. Quando o gene desta proteína é deletado as células de S. cerevisiae iniciam o 

processo de brotamento prematuramente, ocasionando a formação de células menores. 

Já quando ela é super expressa na célula, o brotamento é retardado e células 

anormalmente grandes são formadas, o que indica que Gts1 possui grande importância 

na sincronia do crescimento celular (MITSUI e col., 1994). 

Yaguchi e colaboradores (1996) estudaram diferentes funções da proteína 

Gts1, tolerância à temperatura, esporulação e tempo de vida das células e se referem a 

Gts1 como uma proteína pleiotrófica, isto é com diferentes funções celulares. Foi 

constatado neste estudo que Gts1 possui função na resistência a choque térmico na fase 

estacionária de crescimento celular. Isso foi determinado através da comparação entre 

linhagens de S. cerevisiae Δgts1, selvagem e uma linhagem que super expressa Gts1 e 

constatou-se que através da análise da taxa de crescimento após choque térmico de 50ο 

C que a linhagem que super expressava Gts1 obteve uma maior taxa de crescimento 

quando comparado ao tipo selvagem e a Δgts1. Neste mesmo estudo também se 

constatou que Gts1 possui uma influência sobre o processo de esporulação de S. 

cerevisiae, pois quando super expressa, aumenta a esporulação. Também foi relatada a 

influência na longevidade de S. cerevisiae, sendo que linhagens Δgts1 apresenta um 

tempo de vida inferior ao apresentado pela levedura selvagem e pela linhagem que 

super expressa Gts1 (YAGUCHI e col., 1996). 

Adicionalmente, a proteína Gts1 também está envolvida na ativação da 

transcrição das proteínas Hsp104 e Tps1. Enquanto que Hsp104 possui atividade de 

chaperona, a função metabólica de Tps1 é restringir a quantidade de glicose que vai 

para a via glicolítica, assim esta proteína seria umas das responsáveis pela transição do 

metabolismo fermentativo para o metabolismo respiratório (XU e col., 2007). Os 

processos de ativação da transcrição de Tps1 ocorrem através de interações entre Gts1 e 

a proteína Snf1, a qual atua como um sensor metabólico em eucariotos, e regula 

diversas reações metabólicas dependendo do estado energético da célula (XU e col., 

2007).  

Coletivamente, os dados presentes na literatura apontam importantes 

funções de proteínas envolvidas em eventos como resistência a choque térmico, 

ativação de fatores de transcrição e controle do ciclo celular. Entretanto, estas interações 

foram detectadas somente por experimentos em larga escala e a confirmação cuidadosa 
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destas interações é bastante desejável uma vez que os processos relacionados possuem 

elevada importância biológica. Adicionalmente, estudos recentes demonstram interação 

direta de TPx, ou proteínas relacionadas (GPx), com fatores de transcrição e MAPK 

através de dissulfetos mistos transitórios (DELAUNAY e col., 2002; VEAL e col., 

2004; IWAI e col., 2010). Cabe-se ressaltar que nos complexos detectados a 

substituição da CysR por um resíduo de Ser leva a estabilização dos complexos gerados 

e sugere que CysR seja necessária para a redução do dissulfeto misto entre TPx e seu 

alvo biológico. Entretanto, apesar da aparente importância de nTPx, nenhum estudo 

abordando este tipo de interação foi descrito na literatura até o momento.  
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2 OBJETIVO GERAL  
 
 

Este trabalho teve por objetivo a confirmação de interações entre nTPx e 

as proteínas envolvidas na sinalização celular relacionadas a crescimento ou 

manutenção do silenciamento telomérico Mec3, Gts1, Pcl1 e Dog2, os quais foram 

observados por experimentos em escala proteômica. Também foi objetivo desta 

investigação constatar se as interações descritas são efetuadas através de dissulfetos 

mistos entre nTPx e os fatores supracitados. Dados da literatura apontam associações 

transitórias entre TPx e fatores de transcrição e MAPK que se tornam estáveis com a 

substituição de CysR. Desta forma foi gerado o mutante nTPxC112S e expresso em 

sistemas heterólogos assim como as proteínas nTPx, Mec3, Gts1, Pcl1 e Dog2, visando 

ensaios de co-purificação após estresse oxidativo por peróxidos. A obtenção de 

complexos unidos por dissulfetos mistos poderia permitir experimentos de cristalização 

e determinação da estrutura 3D dos complexos, permitindo uma análise detalhada das 

interações moleculares. Também foi nosso objetivo utilizar construções em sistema 

duplo híbrido para avaliar in vivo se as interações ocorrem por meio de dissulfetos. 

 
 

2.1 Objetivos Específicos  
 
 

1) Clonagem, expressão e purificação de nTPx; 2) Obtenção, expressão e purificação do 

mutante nTPxC112S; 3) Clonagem, expressão e purificação de Mec3, Gts1, Pcl1 e Dog2; 

4) Co-purificação de nTPx/nTPxC112S com Mec3, Gts1, Pcl1 e Dog2; 5) Identificação 

dos peptídeos envolvidos nas ligações através de espectrometria de massa; 6) 

Experimentos de duplo híbrido envolvendo nTPx/nTPxC112S e Mec3, Gts1, Pcl1 e Dog2. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS  
 

 

3.1 Reagentes 
 

 

Peptona, triptona, extrato de levedura, NaCl, ágar, etanol, isopropanol, 

ácido acético, glicose, brometo de etídeo, acrilamida, bisacrilamida, persulfato de 

amônia, TEMED, acetato de lítio, polietileno glicol 3350, dimetil sulfóxido, ampicilina, 

canamicina, IPTG, X-gal, X-α-gal foram adquiridos junto a Sigma e Merck. Enzimas de 

restrição, marcadores de peso molecular, agarose, Taq DNA polimerase, High Fidelity 

DNA polimerase, T4 DNA ligase, oligonucleotídeos, areobasidina, foram adquiridos 

junto a Invitrogen, GE Healthcare, Fermentas, New England BioLabs e Clontech.  

 

3.2 Meios de Cultura e Linhagens de Bactérias e Leveduras 

 
a) Meios de cultura para bactérias: 

 

1- LB: 0,5% de NaCl, 0,5% de extrato de levedura, 1% de peptona. Quando o meio 

foi utilizado para seleção de mutantes foram adicionado ampicilina a100 µg/ml + 2 

µg/ml de X-Gal.  

2- SOC: 0,3% de extrato de levedura, 2% de triptona, 10 mM de NaCl, 2,5 mM de 

KCl, 10 mM de MgCl2, 10 mM de MgSO4 e 20 mM de glicose.  

 

b) Meios de Cultura para Leveduras: 

 

1- YPD: extrato de levedura 1%, triptona 2% e glicose 2%. 

2- Meio Mínimo (SD) (-Leu/-Trip): 20 mg/l hemisulfato de adenina, 20mg/l de 

arginina HCl, 20mg/l de histidina monobásica HCl, 30mg/l de isoleucina, 30mg/l de 

lisina HCl, 20mg/l de metionina, 50mg/l de fenilalamina, 200 mg/l de treonina, 30mg/l 

de tirosina, 20mg/l de uracila, 150mg/l de valina, 0,17% de fonte básica de nitrogênio 

sem aninoácidos, 2% de glicose e 0,5% de (NH4)2SO4.  
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*Os meios de cultura sólidos foram preparados adicionando-se ágar em 

uma concentração final de 2%. 

 

c) Linhagens de Escherichia coli  

 

1. E. coli DH5: F’ - F’ (Z80dlacZ_(lacZ)M15)_(lacZYA-argF)U169 recA1 endA1 

hsdR17 (rk
-,mk)  

2. E. coli BL21 (DE3): [F- , amp T, hsdSb (rB
- mb

-), gal, dcm (DE3);  

3. E. coli XL1Blue: (genótipo: recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac 

[F´ proAB lacIqZΔM15 Tn10 (Tetr)]). 

4. E. coli Origami (DE3): Δara–leu7697 araD139 ΔlacX74 galE galK rpsL 

ΔphoAPvuIIphoR F'[lac + (lacIq)pro] gor522::Tn10 (Tetr) trxB::kan (DE3)  

5. E. coli BL21 (DE3) C43: F– ompT gal dcm hsdSB(rB- mB-)(DE3). 

 

d) Linhagens de Saccharomyces cerevisiae 

 

1. S. cerevisiae BY4741: Mat a; His31; Leu20; Met150:Ura30; 

2. S. cerevisiae Y2HGold: MATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200, gal4Δ, 

gal80Δ, LYS2: GAL1UAS – Gal1TATA–His3, GAL2UAS – Gal2TATA – Ade2 

URA3::MEL1UAS–Mel1TATA AUR1-C MEL1: 

3. S. cerevisiae Y187: MATa, ura3-52, his3-200, ade2-101, trp1-901, leu2-3, 

112,gal4Δ, gal80Δ, met–,URA3 : : GAL1UAS – Gal1TATA – LacZ, MEL1 

 

e) Plasmídeos  

 

1. Clonagem: pTZ57r/t (Fermentas);  

2. Expressão: pET15b (Novagen); 

3. Duplo Híbrido: pGADT7 e pGBKT7 (Clontech); 

 

 

3.3   Extração de DNA genômico de S. cerevisiae 
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O DNA foi extraído da linhagem de S. cerevisiae BY 4641 pelo método 

do fenol/clorofórmio conforme AUSUBEL e colaboradores (1998).  

 

 

3.4 Amplificação dos Genes por PCR  
 

 

Os oligonucleotídeos utilizados foram desenhados a partir de seqüências 

dos genes presentes nos bancos de dados específicos para S. cerevisiae 

(http://www.yeastgenome.org/) e são apresentados na tabela 1. Para a clonagem 

direcional dos genes nTPx, Dog2, Pcl1 e Mec3 foram inseridas seqüencias adaptadoras 

para as enzimas de restrição Nde I e Bam HI, já para o gene Gts1 foram inseridos 

seqüências adaptadoras para as enzimas Nde I e Xho I , pois este gene possui um sítio 

para Bam HI no seu interior. 

 

Tabela 1. Oligonucleotídeos 

Oligonucleotídeos Seqüência ** 

Específicos  
nTPxF 5’ CGCGATCCATATGATGAGGTTTAGGAGTTCTTCCCATAGC 3’ 

nTPxR 5’ CGCAAGCTTGGATCCGGAAATGTAAAATTCAATCAGCTTG 3’ 

MEC3F 5’ CGCGATCCATATGATGAAATTAAAATTGATAGTAAATGG 3’ 

MEC3R 5’ CGCAAGCTTGGATCC TTACAAGCCCTTCGATCTTGC 3’ 

GTSIF 5’ CGCGATCCATATGATGGCGCCCATCTTTAGAAATTACC 3’ 

GTSIR 5’ CGCAAGCTTGGATCCTCAAGCTGATTGAATTTTACATTTCC 3’ 

PCL1F 5’ CGCGATCCATATGATGTGTGAATACAGCAAGGCTC 3’ 

PCL1R 5’ CGCAAGCTTGGATCCTTAAAACCCATGTTGACTC 3’ 

DOG2F 5’ CGCGATCCATATGATGCCACAATTTTCAGTAGATC 3’ 

DOG2R 5’ CGCAAGCTTGGATCCTTAATCTCTCGTCAAAGGG 3’ 

Mutagênicos   

nTPxC112SF  5’ TCTCCACCATCTTCTTTCAATGGG 3’ 

nTPxC112SR 5’ CCCATTGAAAGAAGATGGTGGAGA 3’ 

Seqüenciamento  

T7 Promoter 5’ TAATACGACTCACTATAGGG 3’ 
T7 Terminator 5’ TGCTAGTTATTGCTCAGGCGG 3’ 

*Os nucleotídeos sublinhados representam sítios de restrição. *Os nucleotídeos em 
vermelho representam os códons substituídos (CysSer). 

 

As reações de amplificação foram efetuadas em volume final de 50l e 

consistiram em: 5l de tampão sem magnésio (10×); 5l MgCl2 (25mM); 4l DNPs 

(2,5mM); 5,0 l DNA molde (100 ng/l); 2,5l iniciador direto (15 pmol); 2,5 l 
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iniciador reverso (15 pmol); 0,5 l High Fidelity DNA-polimerase (5U/l) e 25,5l 

H2O Mili-Q. A amplificação foi realizada em termociclador Eppendorff Mastercycle, 

sendo que o programa ótimo para a amplificação consistiu de desnaturação inicial de 4 

minutos a 95ο C seguido de 30 ciclos de: 15 seg/ 95οC, 15 seg/ 60οC e 1 mi/68οC. Os 

produtos das amplificações foram submetidos à eletroforese em gel de agarose 0,8% 

contendo brometo de etídeo (0,5 g/ml) e foram visualizados e foto documentados 

utilizando o transluminador UV acoplado ao documentador ImageQuant 150 (GE 

Healthcare).  

 

 

3.5  Reação de ligação com pTZ57r/t  
 

 

Após a reação de amplificação, as amostras foram purificadas em kit de 

purificação GeneJETTM Gel Extraction Kit (Fermentas), seguindo as orientações do 

fabricante e as reações de ligação com o plasmídeo pTZ57r/t foram realizadas na razão 

molar de 4:1, sendo adicionados 4 equivalentes de amplificado para 1 equivalente de 

vetor. Para um correto escalonamento da reação a concentração de inserto/plasmídeo foi 

calculada utilizando a seguinte fórmula.  

 
Vetor(ng) x Tamanho do Fragmentos(kb) x razão molar inserto : plasmídeo = ng de inserto            
          Tamanho do vetor (kb)     
 

As reações de ligação foram efetuadas em volume de 20 l e consistiram: 

2,0 l tampão (10x); inserto (0,52 pMol de volume final); 0,5 l DNA ligase (5 U/l); 

1l plasmídeo pTZ57r/t (55 ng/l) e H2O Mili-Q para completar volume. As reações de 

ligação foram então incubadas a 22οC por uma hora e as amostras foram dialisadas por 

30 minutos em membrana de diálise VSWP25 (Millipore). 

 

 

3.6 Obtenção dos transformantes em E.coli DH5α 

 

 

Bactérias E. coli DH5α  eletrocompetentes foram preparadas conforme 

descrito por AUSUBEL e col. (1998). Em 40 µl de E. coli eletrocompetentes foram 

adicionados 5 l (~25 ng) do plasmídeo pTZ57r ligado ao gene de interesse. A 
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eletroporação foi realizada em eletroporador Eppendorf 2550, utilizando cubetas de gap 

0,2 mm. Posteriormente as bactérias foram cultivadas a 37C/1h em meio SOC e em 

seguida as culturas foram plaqueadas em meio LB/ampicilina/X-gal. As placas foram 

acondicionadas a 37οC/16h. As colônias brancas foram isoladas e cultivadas em 5 ml de 

meio LB/ampicilina a 37οC/16hs/250rpm.  

 

 

3.7 Mini preparação plasmidial 
 

 

A metodologia utilizada para extração de todos os plasmídeos neste 

estudo foi à lise alcalina, descrita AUSUBEL e col., (1998). 

 

 

3.8 Dupla digestão Bam HI e Nde I 

 

 

Os plasmídeos pTZ57r ligados aos genes de interesse foram submetidos a 

reação de clivagem com as enzimas Bam HI e Nde I. Para a digestão utilizou-se de 1-

10g de DNA plasmidial. Apesar de muitas tentativas não foi possível a recuperação 

dos insertos após a digestão, então se optou pela digestão do produto de amplificação 

com Bam HI e Nde I e ligação direta do inserto no plasmídeo de expressão pET15b. A 

reação de digestão foi efetuada em volume final de 50l consistindo de: 10l de tampão 

(2×); 37 l DNA amplificado (~20ng/l ); 2,5 l Bam HI (5 U/l); 2,5 l Nde I (5U/l) 

e 25,5 l H2O Mili-Q. Após esse procedimento os produtos da amplificação foram 

submetidos à eletroforese em gel de agarose 0,6% contendo brometo de etídio (0,5 

g/ml) e extraídos do gel com o auxílio de um bisturi estéril sob luz UV (=365nm). As 

amostras foram purificadas utilizando o kit de purificação GeneJET Gel Extraction Kit 

(Fermentas), seguindo as instruções do fabricante. O produto da purificação foi 

quantificado através de eletroforese em gel de agarose 0,8%, contendo brometo de 

etídeo (0,5 g/ml) e utilizando padrões com massas moleculares de concentrações 

conhecidas. As digestões foram utilizadas então para a ligação com o plasmídeo de 

expressão pET15b e plasmídeos de duplo híbrido (pGADT7 e pGBKT7). 
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3.9 Reação de ligação em pET15b 
 

 

Após a reação de dupla digestão os genes foram ligados a plasmídeos de 

expressão pET15b gentilmente cedidos pela Dr. Karen Fulan Discola (USP/SP). A 

reação de ligação foi realizada na razão molar de 8:1, inserto/vetor, respectivamente. 

Para um correto escalonamento da reação a concentração de inserto/plasmídeo foi 

utilizada a fórmula apresentada para ligação dos genes com o plasmídeo pTZ57r/t. A 

reação foi realizada em volume de 20 l e constituiu de: tampão 2,0 l (1×); 1,0 l 

plasmídeo pET15b (50 ng/l); inserto variável (~100ng); 0,5 l DNA ligase (5 U/l) e 

H2O Mili-Q para completar o volume. As reações de ligação foram então incubadas a 

20οC/1h e dialisadas por 30 minutos em membrana de diálise VSWP25 (Millipore) e 

utilizados para transformar linhagens de E. coli DH5α, conforme a metodologia 

apresentada previamente para pTZ57r. A seleção dos clones foi realizada em placas 

LB/ampicilina as colônias foram inoculadas em 5ml de meio LB/ampicilina e após 

crescimento (37C/16hs/250rpm) à uma alíquota de 50 l foi adicionado 50 l de 

glicerol estéril ([  ] final 50 %) para preservação em biofreezer (-80C). O restante da 

cultura foi utilizada para mini preparação plasmidial conforme descrito anteriormente.  

 

 

3.10 Triagem dos transformantes  

 

 

A triagem dos transformantes foi realizada por PCR. A reação de PCR 

utilizando como DNA molde o plasmídeo pET15b teve volume final de 10 l e 

consistiu de: 1l de tampão sem magnésio (10×); 1l MgCl2 (25mM); 1l DNPs 

(2,5mM); 1,0 l DNA molde (100 ng/l); 0,5l iniciador direto (15 pmol); 0,5 l 

iniciador reverso (15 pmol); 0,1 l Taq DNA-polimerase (5U/l) e 4,9l H2O Mili-Q. A 

reação foi realizada em termociclador Eppendorff Mastercycle, seguindo os seguintes 

parâmetros: desnaturação inicial de 4 minutos a 95οC, seguido de 30 ciclos de 

15seg/95οC, 15seg/60C e 2min/72ο C.  
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3.11 Mutação sítio dirigida de nTPx 

 

 

Após a confirmação por PCR da ligação entre pET15b/nTPx foi realizada 

a reação de mutação de nTPx do códon cisteína na posição 112. A mutação foi realizada 

por reação de PCR com iniciadores específicos que substituem o códon da cisteína 

(TGT) por serina (TCT), utilizando o Kit QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit 

(Stratagene). O volume da reação de mutação foi de 50l, sendo: 2,5 µl tampão (10 ); 

1 µl DNTPs (10 mM); 0,5l iniciador direto (15 pmol); 0,5 l iniciador reverso (15 

pmol); 0,5 µl PfuUltra HF DNA polimerase (5 U/µl) e 3 µl plasmídeo pET15b/nTPx 

(50 ng).  

Após a reação de amplificação a amostra foi submetida à digestão com 

10 U da enzima Dpn I, para degradação dos plasmídeos originais metilados (sem a 

mutação) ou híbridos hemimetilados (contendo a mutação em somente uma das fitas) a 

37οC/1h. Posteriormente os plasmídeos foram dialisados utilizando membrana de diálise 

VSWP25 (Millipore) e 5 µl foram utilizados para eletroporação de E. coli XL1 Blue, 

seguindo a metodologia apresentada anteriormente. Posteriormente as bactérias foram 

plaqueadas em meio LB/ampicilina e cultivadas a 37C/16h. As colônias foram isoladas 

e cultivadas em meio LB/ampicilina a 37C/16h/250rpm. Os plasmídeos foram isolados 

conforme descrito anteriormente e foi realizada uma eletroforese em gel de agarose 

0,8% contendo brometo de etídeo (0,5 g/ml) para verificar a integridade dos 

plasmídeos. 

 

 

3.12 Sequenciamento dos plasmídeos  

 

 

Os plasmídeos ligados aos genes nTPx, Dog2, Pcl1, Mec3, Gts1 e 

nTPxC112S foram extraídos por meio do método de hidrólise alcalina, amplificados 

conforme descritos anteriormente utilizando oligonucleotídeos específicos para cada 

gene e os produtos das amplificações foram utilizados em reações de sequenciamento. 

Para as reações de sequenciamento foi utilizado o Kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle 

Sequencing (Applied Biosystems).   
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A reação foi realizada em 10µl e consistiu de: 2 µl Big Dye terminator; 

1µl Tampão Big Dye; 1 µl iniciador (T7 direto/reverso); 23 ng produto de PCR; água 

Milli-Q para completar o volume. A reação de sequenciamento foi realizada no 

termociclador Mastercycle (Eppendorf). O programa consistiu em uma desnaturação 

inicial a 95ºC/1min e 25 ciclos de 96ºC/30segs, 50ºC/5segs e 60ºC/4min. Após a reação 

de sequenciamento foram adicionamos 15 µl da reação (10 µl da reação de 

sequenciamento + 5 µl de água Milli-Q) na microplaca com SephadexTM G-50 Fine 

DNA Grade (GE Healthcare), as amostras foram centrifugadas por 5min/2100rpm e 

coletadas em microplacas. Em seguida, foram aquecidas a 95ºC por 15 minutos para 

secagem, ressuspendidas e submetidas para sequenciamento no Centro de Estudos do 

Genoma Humano da USP-SP (http://genoma.ib.usp.br/) em sequenciador ABI 3730 

DNA Analyser (Applied Biosystems). 

 

 

3.13 Transformação em E. coli BL21 (DE3), BL21 (DE3) C43 e Origami (DE3) 

 

 

Linhagens de E. coli BL21(DE3), BL21 (DE3) C43 e Origami (DE3) 

eletrocompetentes foram preparadas segundo AUSUBEL e col. (1998). A 

transformação foi realizada por eletroporação conforme descrito anteriormente. Para a 

expressão das proteínas foram preparados 1 ml de pré-inóculo em meio LB contendo o 

antibiótico apropriado (levando em conta a linhagem e o plasmídeo utilizado). O pré-

inóculo foi cultivado a 37οC/16h/250rpm. Posteriormente este foi inoculado em 50 ml 

de meio LB/antibiótico e incubado a 37οC/250rpm até atingir a DO600 entre 0,6 - 0,8. 

Neste momento foram adicionados 1 mM de IPTG, para indução da expressão das 

proteínas, e as culturas então foram acondicionadas a 37οC/3h/250rpm. Logo após a 

indução as culturas foram transferidas para tubos de 50 ml e centrifugadas a 

4οC/20min/3000rpm. O sobrenadante foi descartado e as amostras foram ressuspendidas 

em 25 ml de H2O Milli-Q autoclavada e centrifugadas a 4οC/20min/3000rpm. O 

sobrenadante foi descartado e a cultura ressuspendida em 10 ml de H2O Milli-Q 

autoclavada e centrifugada a 4οC/20min/3000rpm. O sobrenadante foi descartado e as 

células foram ressuspendidas em 20 ml de tampão fosfato (20 mM de fosfato de sódio, 



38 
 

0,15 M de NaCl, pH=7,4) contendo 10 mM de PMSF e 0,2 mM de azida sódica. O 

rompimento das células bacterianas foi realizado através de sonicação em sonicador 

Fisher Scientific Model 100 (30% de amplitude) e o ácidos nucléicos removidos por 

meio de tratamento com sulfato de streptomicina ([ ]final = 1%) por 15 minutos em 

banho de gelo. Após este tratamento o produto de rompimento das células foi 

centrifugado a 4οC/20min/3000rpm. O sobrenadante e os precipitados foram coletados 

separadamente e uma alíquota da parte solúvel e uma da parte insolúvel foram 

submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida 12%, para verificar em qual das 

fases as proteínas estão sendo expressas. Para este procedimento a fase insolúvel foi 

ressuspendida em 1 ml de craking buffer (60 mM TrisCl pH 6.8, 1% (v/v) 2-

mercaptoetanol, 1% (v/v) dodecil sulfato de sódio, 10%(v/v) glicerol e 0,01% (v/v) azul 

de bromofenol) e mantida a 100οC/5mim. Após esse processo 10 µl da fase insolúvel e 

10 µl da fase solúvel foram reduzidos com 500 mM DTT a 4οC/30min, fervidas e 

submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida 12%. Para as proteínas nTPx e 

nTPxC112S foram realizadas expressões em escala maior utilizando 500 ml de meio e 10 

ml de pré inóculo. 

 

 

3.14 Purificação das proteínas recombinantes 
 

 

A purificação das proteínas foi realizada através de cromatografia de 

afinidade por metais imobilizados (IMAC) em colunas His-trap (GE Healthcare) de 

volume 1 ml. Primeiramente a coluna foi lavada com 15 ml de H2O Milli-Q seguida 

pelo carregamento da coluna com níquel através da passagem de 3 ml de NiSO4 (0.1 

M). Após estes procedimentos a coluna foi lavada com 5 ml de H2O Milli-Q, seguido de 

3 ml de Start Buffer (20 mM de fosfato de sódio, 0,15 M de NaCl e 50 mM de 

imidazol), em seguida foram aplicados 10 ml do extrato proteico seguido de alíquotas 

de 3 ml de soluções com concentrações crescentes de imidazol (100, 150, 200 e 

500mM) até atingir a concentração final de 500 mM de imidazol. Neste processo foram 

recolhidas alíquotas de 1,5 ml em tubos eppendorf e 100 µl de cada alíquota foram 

utilizados para avaliar a presença de proteínas com o reagente de Bradford. Alíquotas de 

10 µl foram reduzidas com DTT (500 mM de concentração final) e foram submetidas à 
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eletroforese em gel de poliacrilamida 12%. Após a padronização da purificação as 

proteínas foram purificadas em cromatógrafo ÄKTAPrime (GE Healthcare). 

 

3.15 Ensaio de atividade de nTPx através da oxidação do DTT 
 

Para determinar se a proteína nTPx expressa está possuindo atividade 

peroxidásica foi realizado um ensaio de atividade através da oxidação do DTT. Esse 

procedimento foi realizado conforme Iyer e Klee, 1973. As condições experimentais 

utilizadas foram: (Branco) 1mM de azida, 100 mM de DTPA, 10 mM de hepes, 10mM 

de DTT, 1mM de H2O2. (Reação) 1mM de azida, 100 mM de DTPA, 10 mM de hepes, 

10mM de DTT, 1mM de H2O2  e 12,5 µM de nTPx. A oxidação do DTT foi monitorada 

espectrometricamente a 310nm. 

 

 

3.16 Construção dos plasmídeos de duplo híbrido 

 

 

Os plasmídeos pGADT7 e pGBKT7 (Clontech) foram eletroporados em 

DH5α para propagação conforme descrito anteriormente para os plasmídeos pET15b. A 

extração dos plasmídeos foi realizada através de midi preparação alcalina conforme 

SAMBROOK e RUSSELL, 2001. 

 

 

3.17 Reação de digestão de pGADT7 e pGBKT7 
 

 
Os plasmídeos pGADT7 e pGBKT7 foram digeridos com as enzimas de 

restrição Bam HI e Nde I conforme descrito anteriormente para o plasmídeo pTZ57r. 

Para estes procedimentos foram utilizadas enzimas da empresa New England Biolabs. A 

reação foi realizada em volume de 50 l e consistiu de: 5l tampão (1x); 5l plasmídeo 

(200ng); 2 l Bam HI (20 U/l); 1,5l Nde I (20 U/l) e 36,5 l H2O Mili-Q. Após a 

reação de dupla digestão os plasmídeos foram submetidos à eletroforese em gel de 

agarose 0,6% contendo brometo de etídio (0,5 g/ml) e extraído do gel com o auxílio de 
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um bisturi estéril sob luz UV ( 365nm). As amostras foram purificadas utilizando kit 

de purificação GeneJET Gel Extraction Kit (Fermentas), seguindo as instruções do 

fabricante. Os produtos das purificações foram quantificados através de eletroforese em 

gel de agarose 0,8%, contendo brometo de etídeo (0,5 g/ml) e utilizando padrões com 

massas moleculares de concentrações conhecidas. A reação de ligação foi realizada na 

razão molar de 10:1, amplificado/vetor, respectivamente, seguindo a fórmula indicada 

anteriormente para as construções utilizadas para expressão das proteínas. O volume da 

reação foi de 20 l e consistiu de: 2,0 l tampão (1×); 5l inserto (20ng/l); 1l 

plasmídeo (50ng/l); 0,5 l DNA ligase (5 U/L) e 11,5l H2O Mili-Q.  

A reação de ligação foi efetuada a 4οC/12hs e as amostras foram 

dialisadas por 30 minutos em membrana de diálise VSWP25 (Millipore) e utilizados 

para transformar linhagens de E. coli DH5α, conforme a metodologia apresentada 

previamente. Após a seleção de clones em placas LB/antibiótico, as colônias foram 

inoculadas em 5 ml de meio LB/antibiótico e após crescimento (37C/16h/250rpm) à 

uma alíquota de 50 l foi adicionado 50 l de glicerol estéril ([ ] final 50 %) e foi 

utilizada para preservação em biofreezer (-80 C). O restante da cultura foi utilizada 

para mini preparação plasmidial conforme descrito anteriormente nesta seção. Para a 

confirmação das ligações plasmídeos/inserto foram realizadas reações de digestão com a 

enzima Nde I. A reação foi realizada em 50µl e consistiu de: 5l tampão (1x); 5l 

plasmídeo (200ng); 1,5l Nde I (20 U/l) e 38,5 l H2O Mili-Q. Também foi realizado 

o sequenciamento dos plasmídeos conforme descrito para os plasmídeos pET15b. 

 

 

3.18 Preparo de células competentes de S. cerevisiae  

 

 

Para obtenção de células competentes de S. cerevisiae as linhagens 

Y2HGold e Y187 foram inicialmente cultivados em placas de meio YPD ágar. Uma 

colônia foi então transferida para 10 ml de meio YPD e as culturas foram mantidas a 

30°C/16h/250rpm. Após esse período as culturas foram transferidas para 200 ml de 

meio YPD e para adição da quantidade ideal de células foi adicionado pré inoculo até a 

cultura apresentar DO600nm de 0,1. O inóculo foi então mantido a 30°C/250rpm até 

atingir DO600nm de ~0,7. Em seguida as células foram transferidas para tubos de 50 ml e 
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centrifugadas a 4°C/15min/6000rpm. As células foram lavadas com 100 mM de solução 

de acetato de lítio (CH3COOLi) (40 ml para cada 100 ml de cultura) e foram novamente 

centrifugadas. O sobrenadante foi descartado e novamente lavado com solução de 100 

mM de acetato de lítio (20 ml para cada 100 ml de cultura) e centrifugado a 

4°C/15min/6000rpm. O sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas 

em solução de CH3COOLi 100mM com 15% de glicerol (0,03% do volume inicial). 

Então as células foram transferidas para tubos de 1,5 ml, congeladas a -80° C e 

mantidas a esta temperatura até o momento da transformação. 

 

 

3.19 Transformação das linhagens de S. cerevisiae  
 

 

A transformação das células de S. cerevisiae foi realizada conforme 

descrito no manual Yeastmaker Yeast Trasformation (Clontech). Às células 

competentes de S. cerevisiae foram adicionados 200 ng de plasmídeo e gentilmente 

agitadas. Em seguida, foram adicionados 500 µl de solução PEG/CH3COOLi (PEG 

3350 40%, tampão TE 1 e CH3COOLi a 100 mM). A cultura foi então incubada a 30ο 

C/30min e em seguida foram adicionados 20 µl de DMSO e as células foram incubadas 

novamente a 42οC/15min. As células foram então centrifugadas por 15seg/2000rpm. O 

sobrenadante foi desprezado e as células foram ressuspendidas em meio YPD Plus 

(Clontech) e incubadas a 30οC/90min. Transcorrido esse período a cultura foi 

centrifugada por 15seg/12000rpm, o sobrenadante foi descartado e as células 

ressuspendidas em 1ml de solução de NaCl 0,9%. Foram feitas então diluições seriadas 

de 1/10, 1/100 e 100 µl das culturas foram plaqueadas em meio SD/Leu- (linhagens 

Y187) e SD/Trp- (linhagens Y2HGold). As placas foram incubadas a 30ο C por cerca de 

três dias, até o aparecimento de colônias. 

 

 

3.20 Cruzamento das Linhagens Y2HGold e Y187 
 

 

Para a obtenção de células de S. cerevisiae contendo os plasmídeos isca e 

presa na mesma célula foram seguidas as instruções do Matchmaker Gold Two-Hybrid 
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System (Clontech). Colônias de ambas as linhagens de S. cerevisiae, Y2HGold e Y187, 

contendo os plasmídeos isca e presa foram inoculadas em 2 ml de meio YPDA 2 

(Clontech) e incubadas a 30οC/250rpm/24h. Após o período de 20h foram coletadas 

amostras das culturas e observadas em microscópio óptico no aumento de 40  para 

verificar se havia a formação de células diplóides. Após a formação de diplóides as 

culturas foram diluídas para 1:10 e 1:100 e plaqueadas em meio SD/Leu-/Trp- para 

seleção de células contendo os dois plasmídeos. 

 

 

3.21 Confirmação da interação entre as proteínas  

 

 

Para determinar a existência de interação entre as proteínas as colônias 

que cresceram em meio SD/Leu-/Trp- foram transferidas para meio SD/Leu-/Trp- 

contendo 40µg/ml de X-α-Gal. 

  



43 
 

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

 

4.2 Extração do DNA genômico de S. cerevisiae  

 

 

A extração do DNA genômico da levedura S. cerevisiae foi realizado 

conforme descrito na seção Materiais e Métodos. Utilizou-se neste procedimento a 

linhagem de levedura S. cerevisiae BY4741 pertencente ao banco de cepas de levedura 

de nosso laboratório (Figura 5). A determinação da concentração do DNA genômico foi 

realizada por análise de intensidade do brilho em gel de agarose através de comparação 

com fragmentos de DNA de concentração conhecida. O rendimento médio foi de 80 

ng/l e os DNAs genômicos obtidos por esta metodologia foram utilizados para a 

amplificação dos genes que codificam as proteínas nTPx, Mec3, Pcl1, Dog2 e Gts1. 

 

Figura 5. Resultado da extração de DNA genômico de S. cerevisiae. Resultado de eletroforese em gel 
de agarose 0,8 % em TAE 1 contendo os resultados da extração de DNA de S. cerevisiae. As lanes 2 a 6 
representam diferentes amostras. Na lane 1 foi aplicado o marcador de peso molecular  /Hind III (1g) 
(Fermentas). 

 
 

4.3 Amplificação dos Genes  

 

 

A reação de amplificação nas etapas de padronização foi efetuada 

utilizando Taq DNA polimerase conforme descrito na seção Materiais e Métodos. 

Analisando as temperaturas de hibridização dos oligonucleotídeos para os genes de 

nTPx, Mec3, Pcl1, Dog2 e Gts1 foi concluído que teoricamente a hibridização ideal 

aconteceria entre as temperaturas de 50οC e 60οC. Foram testadas diferentes 

temperaturas de hibridização dos iniciadores. Temperaturas entre 50 - 55οC não 
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apresentaram resultados satisfatórios. Uma possível razão para isto é o fato de que os 

oligonucleotídeos utilizados para a amplificação pudessem estar formando estruturas 

secundárias em virtude de seu tamanho acentuado (34 - 40 bases) em decorrência da 

necessidade de adaptadores contendo sítio de restrição para a clonagem direcional.  

Adicionalmente, temperaturas de hibridização acima de 60οC também 

não resultaram em uma amplificação adequada para nenhum dos genes envolvidos neste 

trabalho (dados não apresentados). Curiosamente, apesar dos oligonucleotídeos 

específicos para cada gene apresentarem diferentes temperaturas de hibridização, o 

melhor resultado para todos eles foi obtido utilizando temperatura de 60οC (Figura 6). 

Como mencionado anteriormente, para os ensaios iniciais de padronização foi utilizada 

a enzima Taq DNA polimerase (Fermentas) e para amplificações utilizadas para a 

inserção nos plasmídeos foi utilizada a enzima High Fidelity DNA polimerase 

(Fermentas). A escolha desta enzima se deve a baixa ocorrência de mutações durante o 

processo de amplificação quando comparada a polimerase de Thermus aquaticus. 

 
 

Figura 6. Resultado da amplificação dos genes nTPx, Mec3, Dog2 , Pcl1 e Gts1. Resultado de 
eletroforese em gel de agarose 1 % em TAE 1 contendo os resultados de reações em cadeia da 
polimerase com temperatura de hibridação a 60οC. A) nTPx (lane 2), Mec3 (lane 3), Dog2 (lane 4) e Pcl1 
(lane5). B) Gts1 (lane2). Na lane 1 de A e B foi aplicado o marcador de peso molecular  /Hind III (1 g) 
(Fermentas).  
 

 

4.4 Ligação dos genes em pTZ57r/t 

 

 

Após a amplificação as amostras foram purificadas e foram efetuados 

testes de clonagem no plasmídeo pTZ57r/t (Fermentas). Os amplificados foram ligados 

ao plasmídeo como apresentado na seção Materiais e Métodos e utilizados para 
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transformar linhagens em E. coli DH5α eletrocompetentes. Os transformantes que 

continham o plasmídeo foram selecionados através de resistência a ampicilina e os 

plasmídeos que continham os genes de interesse foram selecionados através da 

capacidade de degradação de X-gal. Após a seleção das supostas bactérias 

transformantes para os genes de interesse, as mesmas foram cultivadas em meio liquido 

e os plasmídeos foram extraídos através da técnica de lise alcalina. 

A confirmação dos transformantes foi realizada através da técnica de 

PCR, utilizando como DNA molde da reação os plasmídeos dos supostos 

transformantes para os genes. Após a triagem dos mutantes por PCR, foram realizadas 

novas preparações plasmidiais para realização da reação de dupla restrição com as 

enzimas Bam HI e Nde I e posterior ligação ao plasmídeo de expressão pET15b. Nesta 

etapa do trabalho não se obteve sucesso uma vez que não foi possível realizar a reação 

de dupla restrição. Por motivos desconhecidos sempre ocorreu efeito star nas amostras 

ou não ocorria digestão. Efeito star se refere a digestões inespecíficas das enzimas de 

restrição, as quais ocorrem quando a enzima reconhece e cliva locais inespecíficos do 

DNA. Foram feitas diversas tentativas de dupla digestão do plasmídeo pTZ57r em 

diferentes condições, com tempos de reação variando entre 15min e 2hs e diferentes 

lotes e fornecedores de enzimas de restrição. Entretanto, nenhuma condição se revelou 

satisfatória, não sendo possível a recuperação dos genes clonados para posterior ligação 

no plasmídeo de expressão pET15b.  

 

 

4.5 Ligação dos genes nTPx e Dog2 em pET15b 

 

 

Uma vez que a dupla digestão do plasmídeo pTZ57r-nTPx e pTZ57r-

Dog2 não foi possível, optou-se pela ligação direta a partir do produto de PCR dos 

genes de nTPx e Dog2 no plasmídeo de expressão pET15b. Desta forma, foi realizada a 

digestão do amplificado de nTPx com as enzimas de restrição Bam HI e Nde I. 

Inicialmente foi estabelecido o tempo ideal da reação de restrição de 200ng de 

amplificado. A figura 7 representa os tempos testados, demonstrando que em nenhum 

dos tempos foi constatada a degradação do inserto, indicando que o tempo de 2 horas de 

digestão poderia ser aplicado. 
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Figura 7. Resultado de dupla digestão de produto de PCR nTPx com Bam HI e Nde I por diferentes 
períodos de tempo. Resultado de eletroforese em gel de agarose para determinação do tempo de digestão 
de produtos de PCR de nTPx. As lanes 2, 3, 4 e 5 representam diferentes tempos de reação (15 minutos, 
30 minutos, 1 hora e 2 horas, respectivamente). Na lane 1 foi aplicado o marcador de peso molecular 
/Hind III (1g) (Fermentas). 

 
 
Após a padronização do tempo de reação, os amplificados dos genes 

nTPx e Dog2 foram digeridos com as enzimas de restrição Bam HI e Nde I por duas 

horas e o produto da digestão foi ligado ao plasmídeo pET15b, previamente digerido 

com Bam HI e Nde I. Os plasmídeos ligados aos insertos foram utilizados para 

transformar linhagens de E. coli DH5α eletrocompetentes, e as células forma plaqueadas 

em meio LB/ampicilina para seleção dos transformantes. Colônias selecionadas foram 

inoculadas em meio LB/ampicilina líquido e os plasmídeos extraídos. Para a 

confirmação da presença dos genes de nTx e Dog2 no plasmídeo pET15b foi realizada 

triagem dos mutantes por PCR. As reações foram realizadas conforme apresentado na 

seção Materiais e Métodos. Após a constatação da digestão e ligação direta de nTPx e 

Dog2 no plasmídeo de expressão pET15b, o mesmo processo foi utilizado para os genes 

Mec3, Pcl1 e Gts1. Para a confirmação da integridade dos genes, os plasmídeos 

pET15b-nTPx, pET15b-Dog2, pET15b-Mec3, pET15b-Pcl1 e pET15b-Gts1, foram 

seqüenciados e os produtos submetidos a análise. A figura 8 representa a análise de 

trechos dos sequenciamentos através de alinhamento utilizando o programa BlastX.  
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Figura 8. Alinhamento dos sequenciamentos dos genes Dog2, nTPx, Mec3, Pcl1 e Gts1 ligados ao 
plasmídeo pET15b. A) Representa o alinhamento do gene Dog2, B) Mec3, C) nTPx, D) Pcl1 e E) Gts1. 
Os alinhamentos foram realizados utilizando o programa BlastX. (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/BlastX). 
No banco de dados de genes utilizado pelo programa BlastX a proteína nTPx está anotada como Dot5. 

 

 

4.6 Expressão das Proteínas nTPx e Dog2 

 

 

Após a confirmação da integridade das construções, os plasmídeos 

pET15b-nTPx e pET15b-Dog2 foram utilizados para transformar a linhagem de 

expressão E. coli BL21 (DE3) conforme descrito na seção Materiais e Métodos e foram 

realizadas a primeiras tentativas de expressão. Inicialmente a indução foi realizada 

adicionando-se ao meio IPTG na concentração final de 1 mM e as bactérias foram 

mantidas a 37οC/3h/250rpm. A figura 9 mostra o resultado típico de experimentos de 

expressão utilizando as condições descritas acima. É possível constatar que não houve a 

superexpressão das proteínas, que possuem ~29 kDa (nTPx) e ~32 kDa (Dog2). As 

amostras aplicadas correspondem à fração solúvel do extrato proteico total.  

D)

E)
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Figura 9. Teste de expressão das proteínas nTPx e Dog2. Resultado de eletroforese em gel de 
poliacrilamida 12%, corado com coomassie blue, contendo o produto de procedimentos para expressão de 
nTPx (lane 2) e Dog2 (lane 3) utilizando os parâmetros: 37οC/3hs/1mM IPTG em linhagens de E. coli 
BL21 (DE3). Na lane 1 foi aplicado o marcador de peso molecular PageRuler Plus Prestained Ladder 
(Fermentas). As amostras foram previamente reduzidas com DTT (50mM de concentração final). 

 
Com o intuito de promover a expressão das proteínas, novas tentativas de 

expressão foram realizadas, onde se optou pela diminuição da concentração do IPTG 

(0,3 mM), a temperatura foi reduzida para 20οC e aumentou-se para 16 horas o tempo 

de indução. Esta estratégia tem por objetivo diminuir a velocidade de expressão, o que 

pode resultar no enovelamento adequado da proteína, aumentando assim a sua 

solubilidade. A figura 10 mostra o resultado da SDS-PAGE da tentativa de expressão de 

nTPx e Dog2 (figura 10, lanes 2 e 3 respectivamente). Foram também submetidas à 

eletroforese amostras da fase insolúvel do extrato protéico, pois havia a possibilidade 

das proteínas apresentarem-se insolúveis (figura 10, lanes 4 e 5 respectivamente). Mas o 

resultado da eletroforese demonstra que as proteínas também não foram expressas 

nessas condições nem na fração insolúvel do extrato proteico total. 

 

Figura 10. Teste de expressão das proteínas nTPx e Dog2 a 20οC. Resultado de eletroforese em gel de 
poliacrilamida 12%, corado com coomassie blue contendo alíquotas das frações solúveis dos resultados 
dos procedimentos para expressão de nTPx (lane 2) e Dog2 (lane 3) utilizando os parâmetros: 
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20οC/16hs/0,3mM IPTG em linhagens de E. coli BL21 (DE3). Nas lanes 4 e 5 foram aplicadas as frações 
insolúveis para nTPx e Dog2, respectivamente. Na lane 1 foi aplicado o marcador de peso molecular 
PageRuler Plus Prestained Ladder (Fermentas). As amostras foram previamente reduzidas com DTT 
(50mM de concentração final/30min/RT). 

 

Após a constatação que as proteínas não estavam sendo expressas ou 

estavam sendo expressas em quantidades muito reduzidas optou-se pela tentativa de 

utilização da linhagem de E. coli BL21 (DE3) C43. Essa linhagem foi isolada de BL21 

(DE3) e apresenta resistência a proteínas tóxicas (MIROUX e WALKER, 1996). Os 

plasmídeos pET15b-nTPx e pET15b-Dog2 foram utilizados para transformar a 

linhagem de BL21 (DE3) C43 conforme descrito na seção Materiais e Métodos e a 

expressão foi realizada a 37οC/250rpm/3h com 1 mM de IPTG. Podemos constatar 

através da figura 11 que a proteína nTPx foi expressa em uma quantidade considerável, 

por outro lado a proteína Dog2 não apresentou expressão. 

 

Figura 11. Expressão de nTPx e Dog2 em BL21 (DE3) C43. SDS PAGE 12%, corado com coomassie 
blue. Resultado de procedimento de expressão utilizando os parâmetros 37οC/3hs/1mM de IPTG das 
proteínas nTPx (lane 2) e Dog 2 (lane 3) em linhagens de E. coli BL21 (DE3) C43. Na lane 1 foi aplicado 
o marcador de peso molecular PageRuler Plus Prestained Ladder (Fermentas). As amostras foram 
previamente reduzidas com DTT (50mM de concentração final//30min/RT). 

 
Após a expressão de nTPx foi realizada a purificação da amostra 

conforme descrito na seção Materiais e Métodos (figura 12). Analisando a eletroforese 

pode-se constatar que foi possível purificar a proteína nTPx, mas a maior quantidade de 

proteína pura eluiu com uma concentração de imidazol de 150 mM. Testes de 

purificação de nTPx foram realizados em cromatógrafo ÄKTA Prime (GE Healthcare) e 

foram obtidos ótimos resultados alcançando rendimento de ~10mg por litro de cultura 

com alto grau de pureza. 

 

nTPx

1            2         3
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Figura 12. Purificação de nTPx por meio de cromatografia de afinidade. SDS PAGE 12%, corado 
com coomassie blue contendo o resultado da purificação de nTPx através de IMAC em gradiente de 
imidazol. Na lane 2 foi aplicado o extrato protéico total. As lanes 3-9 representam as amostras coletadas 
com diferentes concentrações de imidazol: 100mM (lanes 3 e 4), 150mM (lanes 5 e 6), 200mM (lanes 7) 
e 500mM (lanes 8 e 9). Na lane 1 foi aplicado o marcador de peso molecular PageRuler Plus Prestained 
Ladder (Fermentas). As amostras foram previamente reduzidas com DTT (50mM de concentração 
final//30min/RT). 

 
 

4.7 Ensaio de atividade de nTPx através da oxidação do DTT 
 

 

Para a determinação da atividade de nTPx foi realizado um ensaio de 

oxidação do DTT, este experimento, avalia de forma indireta se a proteína expressa 

estava sendo enovelada corretamente, uma vez que a atividade enzimática depende do 

correto enovelamento. A figura 13 representa o resultado deste ensaio.  

 

Figura 13. Avaliação da decomposição de peróxido de hidrogênio por meio da oxidação do DTT. Os 
gráficos representam o ensaio utilizando peróxido de hidrogênio. Os ♦ apresentam a reação contendo a 
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proteína nTPx e os ▪ representam o branco da reação, sem a presença de proteína. O eixo X representa o 
tempo (seg) e o eixo Y representa a absorbância (Ǻ). 

Através do ensaio de oxidação do DTT foi possível constatar que a 

proteína nTPx expressa neste estudo possui atividade peroxidásica. No experimento 

realizado o DTT substitui o sistema redutor de nTPx sendo capaz de regenerar sua 

forma reduzida. Como pode ser observado na figura o DTT também possui a capacidade 

de degradação de H2O2, mas sua atividade é menor que a apresentada por proteínas 

antioxidantes. O DTT reage com cisteínas oxidadas de proteínas regenerando sua forma 

reduzida, ao reagir esta molécula forma um dissulfeto e fica cíclica, o qual absorve a 

310nm. 

 

 

4.8 Mutação Sítio Dirigida de nTPx  
 
 
Com o intuito da realização dos experimentos de análise de interações 

por dissulfeto foi realizada uma mutação sítio específica para a substituição da cisteína 

da posição 112 da proteína nTPx por uma serina. Este experimento foi realizado 

conforme descrito na seção Materiais e Métodos, os plasmídeos foram propagados em 

E. coli XL1 Blue, extraídos por lise alcalina e submetidos a sequenciamento, o resultado 

deste procedimento é apresentado na figura 14. 
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Figura 14. Resultado de seqüenciamento e análise do plasmídeo pET15b-nTPxC112S. Resultado do 
seqüenciamento do plasmídeo pET15b-nTPxC112S utilizando primer T7 promoter (forward). A) 
Eletroferograma gerado com a utilização do programa Chromas 
(www.technelysium.com.au/chromas.html). O quadro em vermelho no eletroferograma indica a 
substituição do códon TGT que codifica o aminoácido cisteína pelo códon TCT que codifica o 
aminoácido serina. B) Alinhamento de sequenciamento de plasmídeo pET15b-nTPxC112S utilizando o 
programa BlastX (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/BlastX). No banco de dados utilizado pelo programa 
BlastX a proteína nTPx está anotada como Dot5. 

 
Após a confirmação da mutação foram realizados os primeiros 

experimentos de expressão da proteína nTPxC112S. Como para a proteína nTPx foi 

obtido resultado positivo de expressão na linhagem de E. coli BL21 (DE3) C43, esta 

mesma linhagem foi testada para a expressão da proteína nTPxC112S. A expressão foi 

realizada a 37οC/3hs, e a indução foi realizada com 1 mM de IPTG. A figura 15 

representa a expressão e purificação da proteína nTPxC112S, pode-se constatar pelo 

resultado que a proteína foi expressa em uma quantidade muito significativa e eluindo 

majoritariamente nas frações de 500mM de imidazol. Experimentos de purificação 

A)

B)
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foram realizados em ÄKTA Prime (GE Healthcare) e foram conseguidos bons 

resultados, com rendimento de aproximadamente 8 mg/L. 

 

Figura 15. Resultado dos procedimentos de purificação de nTPxC112S. SDS PAGE 12%, corado com 
coomassie blue contendo o resultado da purificação de nTPx C112S através de IMAC por gradiente de 
imidazol. Na lane 1 foi aplicado o marcador de peso molecular PageRuler Plus Prestained Ladder 
(Fermentas). Lane 2 contém o eluído proteico em concentração 100 mM, lanes 3 e 4 concentração de 
150mM, lanes 5 e 6 concentração de 200mM e a Lanes 7, 8 e 9 concentração de 500mM de imidazol. As 
amostras foram previamente reduzidas com DTT (50mM de concentração final/30min/RT). 

 

 

4.9 Experimentos de Expressão das Proteínas Mec3, Dog2, Pcl1 e Gts1  
 

 

Os primeiros experimentos de expressão das proteínas Mec3 (~57,5 kDa) 

e Pcl1 (~36,8kDa) foram realizados em E. coli BL21 (DE3), também foram realizados 

novos experimentos de expressão de Dog2 (~31,8 kDa) (as massas estimadas levam em 

conta a presença da cauda de histidinas a qual é inserida quando as proteínas são 

expressas utilizando o vetor pET15b). As condições de expressão testadas inicialmente 

foram de 37οC por 3 horas e a indução foi promovida pela adição de 1 mM de IPTG. A 

figura 16 demonstra o resultado da tentativa de expressão das proteínas. A análise da 

eletroforese indica que não houve expressão das proteínas, nem na fase solúvel e nem 

na fase insolúvel do extrato proteico.  
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Figura 16. Resultado de indução da expressão das proteínas Dog2, Mec3 e Pcl1 em BL21(DE3). 
Resultado de eletroforese em gel de poliacrilamida 12%, corado com coomassie blue. Na lane 1 foi 
aplicado o marcador de peso molecular PageRuler Plus Prestained Ladder (Fermentas), seguida das 
frações solúveis da expressão a 37οC das proteínas Dog2 (Lane 3), Mec3 (Lane 4), Pcl1 (Lane 5) e 
frações insolúveis de Dog2 (Lane 6), Mec3 (Lane 7), Pcl1 (lane 8). As lanes 2 (fração solúvel) e 9 (fração 
insolúvel) representam o controle de expressão realizado com a linhagem E. coli BL21 (DE3) sem 
plasmídeos. As amostras foram previamente reduzidas com DTT (50mM de concentração 
final/30min/RT). 

 
Foram também realizados experimentos de purificação das proteínas 

através de cromatografia de afinidade por metais imobilizados (IMAC), uma vez que as 

proteínas poderiam estar sendo expressas em quantidades diminutas, o que poderia 

dificultar sua detecção no extrato proteico total. Para tanto, após a purificação por 

IMAC as alíquotas coletadas no gradiente de imidazol foram concentradas 40 , com o 

objetivo de detectar baixas quantidades de proteínas recombinantes expressas. A figura 

17 representa os resultados das purificações, confirmando assim que não foi possível 

com a utilização da linhagem de E. coli BL21 (DE3), a expressão das proteínas Pcl1, 

Dog2 e Mec3. 
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Figura 17. Resultado de purificação por IMAC do extrato proteico de linhagens de E. coli BL21 
(DE3) carreando plasmídeos (pET15b) para a expressão das proteínas Mec3, Pcl1 e Dog2. SDS 
PAGE 12%, corado com coomassie blue contendo os resultados de testes de purificação das proteínas 
recombinantes Mec3, Pcl1 e Dog2 induzidas em E. coli BL21 (DE3) e purificadas através de IMAC em 
gradiente de imidazol. As lanes representam as amostras das proteínas eluídas coletadas em diferentes 
concentrações de imidazol. Na lane 1 foi aplicado o marcador de peso molecular PageRuler Plus 
Prestained Ladder (Fermentas). Lanes 2 e 3 concentração de 100mM de imidazol, lanes 4 e 5 
concentração de 150mM, lanes 6 e 7 concentração de 200mM e a lane 8 concentração de 500mM. 
Previamente a aplicação das amostras a alíquota eluída na concentração de imidazol de 500mM foi 
concentrada ~40× em coluna Vivaspin 10 kDa (GE) para possibilitar a visualização de uma quantidade 
reduzida de proteína. As amostras foram previamente reduzidas com DTT 50mM de concentração final 
por 30min/RT. 

 

Também foram realizados experimentos onde foi diminuída a 

temperatura de expressão (20οC), aeração (150rpm), concentração de IPTG (0,3mM) e 

aumento do tempo de indução (16h). Estes experimentos também não apresentaram 

resultados satisfatórios. Somente em uma ocasião foi observada a expressão de um 

produto protéico com massa similar a proteína Mec3 na fração insolúvel do extrato 

protéico, entretanto, foram feitas diversas tentativas de reprodução destes resultados, 

mas o resultado não se repetiu (figura 18). 
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Figura 18. Resultado de indução da expressão das proteínas Pcl1, Mec3 e Dog2 em linhagens de E. 
coli BL21(DE3) a 20ο C. Resultado de eletroforese em gel de poliacrilamida 12%, corado com coomassie 
blue, da indução de expressão das proteínas recombinantes a 20οC/150rpm/16hs utilizando 0,3mM de 
IPTG. Na lane 1 foi aplicado o marcador de peso molecular PageRuler Plus Prestained Ladder 
(Fermentas). Frações solúveis da indução de linhagens contendo plasmídeos de expressão para Dog2 
(lane 3), Pcl1 (lane 4) e Mec3 (lane 5). Frações insolúveis da indução de linhagens contendo plasmídeos 
de expressão para Dog2 (lane 7), Pcl1 (lane 8) e Mec3 (lane 9). As lanes 2 (fração solúvel) e 6 (fração 
insolúvel) representam o controle de expressão realizado com a linhagem E. coli BL21 (DE3) sem a 
presença de plasmídeo. As amostras foram previamente reduzidas com DTT (concentração final de 
50mM/30min/RT). 

 

 

4.10 Indução da expressão em linhagem E. coli BL21 (DE3) C43 

 

 

Foram também conduzidos experimentos de expressão para as proteínas 

Dog2, Pcl1 e Mec3 utilizando a linhagem de E. coli BL21 (DE3) C43, a qual expressou 

em quantidades satisfatórias as proteínas nTPx e nTPxC112S. Apesar de diversas 

abordagens variando concentração de IPTG, tempo, temperatura e aeração também não 

foram obtidos resultados positivos para a expressão das proteínas (Figura 19).  

 
Figura 19. Resultado de indução da expressão das proteínas Pcl1, Mec3 e Dog2 em linhagens de E. 
coli BL21(DE3) C43. Resultado de eletroforese em gel de poliacrilamida 12%, corado com coomassie 
blue de linhagens contendo os plasmídeos pET15b-Dog2, pET15b-Mec3 e pET15b-Pcl1 após indução a 
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20οC/16h/0,3mM IPTG. Na lane 1 foi aplicado o marcador de peso molecular PageRuler Plus Prestained 
Ladder (Fermentas). As amostras foram aplicadas na seguinte ordem: Dog2 fração solúvel (lane 4), Dog2 
fração insolúvel (lane 5), Mec3 fração solúvel (lane 6), Mec3 fração insolúvel (Lane 7), Pcl1 fração 
solúvel (Lane 8) e Pcl1 fração insolúvel (Lane 9). As lanes 2 (fração solúvel) e 3 (fração insolúvel) 
representam o controle de expressão realizado com a linhagem de E. coli BL21 (DE3) C43 sem a 
presença de plasmídeos. As amostras foram previamente reduzidas com DTT (concentração final de 
50mM/30min/RT). 

 
Para confirmar que as proteínas não foram expressas, mesmo em pequena 

quantidade na linhagem BL21 (DE3) C43, foram realizados experimentos de 

purificação por IMAC em gradiente de imidazol seguida por concentração das amostras, 

conforme descrito anteriormente. A figura 20 apresenta o resultado deste procedimento 

revelando que não houve expressão das proteínas.  

’ 

Figura 20. Resultado de purificação por IMAC do extrato proteico de linhagens de E. coli 
BL21(DE3) C43 carreando plasmídeos (pET15b) para a expressão das proteínas Pcl1, Mec3 e 
Dog2. SDS PAGE 12%, corado com coomassie blue contendo o teste de purificação das proteínas Mec3, 
Pcl1 e Dog2 induzidas em E.coli BL21 (DE3) C43 através de IMAC usando diferentes concentrações de 
imidazol. As lanes representam as amostras das proteínas coletadas em diferentes concentrações de 
imidazol. Na lane 1 foi aplicado o marcador de peso molecular PageRuler Plus Prestained Ladder 
(Fermentas). Nas lanes 2 e 3, concentração de 100mM, lanes 4 e 5, concentração de 150mM, lanes 6 e 7, 
concentração de 200mM e a Lane 8 concentração de 500mM. Previamente a aplicação das amostras a 
alíquota eluída na concentração de imidazol de 500mM foi concentrada ~40× em coluna Vivaspin 10 kDa 
(GE) para possibilitar a visualização de uma quantidade reduzida de proteína. As amostras foram 
previamente reduzidas com DTT (50mM de concentração final/30min/RT). 
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4.11 Expressão em E. coli Origami (DE3) 

 

 

Após a tentativa de expressão em BL21 (DE3) C43 foram realizados 

experimentos de expressão utilizando a linhagem de E. coli Origami (DE3). Esta 

linhagem apresenta mutações nos genes que codificam a tiorredoxina e glutationa 

redutase, o que permite que proteínas recombinantes formem dissulfetos estruturais 

estáveis, muitas vezes necessários para o correto enovelamento das proteínas. No caso 

deste estudo, as proteínas de interesse (Mec3, Dog2 e Pcl1) possuem várias cisteínas na 

cadeia polipeptídica, sendo que pode haver a necessidade da formação de dissulfetos 

para a manutenção de uma estrutura tridimensional estável. Foram novamente testadas 

diferentes condições de indução da expressão. A figura 21 revela típico resultado do 

experimento de expressão das proteínas Mec3, Dog2 e Pcl1 utilizando como condições 

temperatura de 20οC, agitação de 150 rpm e concentração de IPTG de 0,3 mM. Como é 

possível averiguar nesta figura, as proteínas não foram expressas.  

 

Figura 21. Teste de expressão das proteínas Mec3, Pcl1 e Dog2 em Origami (DE3). Eletroforese em 
gel de poliacrilamida 12%, corado com coomassie blue, contendo o resultado da indução de expressão a 
20οC/16h/0,3mM de IPTG das proteínas Mec3 fração solúvel (lane 3), Pcl1 fração solúvel (lane 4), Dog2 
fração solúvel (lane 5), Mec3 fração insolúvel (lane 6), Pcl1 fração insolúvel (lane 7) e Dog2 fração 
insolúvel (lane 8). As lanes 2 (fração solúvel) e 9 (fração insolúvel) representam o controle de expressão 
realizado com a linhagem E. coli Origami (DE3) sem plasmídeo. Na lane 1 foi aplicado o marcador de 
peso molecular PageRuler Plus Prestained Ladder (Fermentas). As amostras foram previamente 
reduzidas com DTT (50mM de concentração final/30min/RT). 
 

Para constatar que as proteínas realmente não foram expressas na 

linhagem de E. coli Origami (DE3) foram realizados experimentos de purificação por 

IMAC seguida de concentração das amostras, conforme discutido anteriormente, para 

determinar se as proteínas não estavam sendo expressas em quantidades relativamente 

baixas, a figura 22 revela os resultados das purificações. 
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Figura 22. Resultado de purificação por IMAC do extrato proteico de linhagens de E. coli Origami 
(DE3) carreando plasmídeos para a expressão das proteínas Pcl1, Mec3 e Dog2. SDS PAGE 12%, 
corado com coomassie blue contendo o teste de purificação das proteínas recombinantes Mec3, Pcl1 e 
Dog2 induzidas em E. coli Origami (DE3) através de IMAC usando diferentes concentrações de imidazol. 
As lanes representam as amostras das proteínas coletadas em diferentes concentrações de imidazol. Na 
lane 1 foi aplicado o marcador de peso molecular PageRuler Plus Prestained Ladder (Fermentas). Nas 
lanes 2 e 3, concentração de 100mM, lanes 4 e 5, concentração de 150mM, lanes 6 e 7, concentração de 
200mM e a Lane 8 concentração de 500mM. Previamente a aplicação das amostras a alíquota eluída na 
concentração de imidazol de 500mM foi concentrada ~40× em coluna Vivaspin 10 kDa (GE) para 
possibilitar a visualização de uma quantidade reduzida de proteína. As amostras foram previamente 
reduzidas com DTT (50mM de concentração final). 
 

Experimentos expressão da proteína Gts1 foram realizados 

posteriormente aos das proteínas Mec3, Pcl1, Dog2 e nTPx pois esta proteína apresenta 

um sítio de restrição no interior do gene para a enzima Bam HI. Com o intuito da 

expressão desta proteína foram desenhados oligonucleotídeos contendo sítios de 

restrição para as enzimas Xho I e Nde I. A ligação do gene de Gts1 foi realizada da 

mesma forma ao das outras proteínas deste estudo, o gene foi digerido com as enzimas 

de restrição Xho I e Nde I e ligado ao plasmídeo de expressão previamente digerido com 

estas mesmas enzimas. Após a confirmação da ligação de Gts1 com o plasmídeo 

pET15b foi realizado primeiro experimento de expressão de Gts1, a figura 23 representa 

esse experimento.  
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Figura 23. Resultado de indução da expressão da proteína Gts1 em BL21(DE3). Resultado de 
eletroforese em gel de poliacrilamida 12%, corado com coomassie blue, da indução de expressão da 
proteína Gts1 a 37οC/250rpm/3hs utilizando 1mM de IPTG. Na lane 1 foi aplicado o marcador de peso 
molecular PageRuler Unstained Protein Molecular Weight Marker (Fermentas). Fração solúvel da 
indução da expressão de Gts1 (lane 3). Fração insolúvel da indução da expressão de Gts1 (lane 3). As 
lanes 2 (fração solúvel) e 4 (fração insolúvel) representam o controle de expressão realizado com a 
linhagem E. coli BL21 (DE3) sem a presença de plasmídeos. As amostras foram previamente reduzidas 
com DTT (concentração final de 50mM/30min/RT). 
 

Analisando-se a imagem pode-se constatar que não há aparentemente a 

presença de nenhuma proteína super expressa na faixa de massa molecular esperada 

(~46kDa) indicando que esta proteína também não estaria sendo expressa. Entretanto, o 

processo de purificação do extrato total por IMAC revela que uma proteína de ~25 kDa 

é eluída da coluna de purificação em concentrações altas de imidazol (500mM). A 

figura 24 A demonstra o resultado do processo de purificação de Gts1. 

 

Figura 24. Resultado dos procedimentos de purificação de Gts1. A) SDS PAGE 12%, corado com 
coomassie blue, contendo o resultado da purificação de Gts1 através de IMAC por gradiente de imidazol. 

116 kDa

66.2 kDa

45 kDa

35 kDa

25 kDa

18.4 kDa

14.4 kDa

1             2            3            4            5

14.4 kDa

18.4 kDa

25 kDa

45 kDa

66.2 kDa

116 kDa

35 kDa

10 kDa

15 kDa

20 kDa
25 kDa

30 kDa

40 kDa

50 kDa

60 kDa
70 kDaA) B)

1          2          3         4         5         6        7            8         9 1           2       



62 
 

Na lane 1 foi aplicado o marcador de peso molecular PageRuler Unstained Protein Molecular Weight 
Marker (Fermentas). Lane 2 contém o extrato proteico total. Lane 3 o eluído proteico em concentração 
100mM de imidazol, lanes 4 concentração de 150mM, lanes 5 concentração de 200mM e as lanes 7, 8 e 9 
concentração de 500mM de imidazol. B) SDS PAGE 12%, corado com coomassie blue contendo o 
resultado dos procedimentos de concentração da purificação de Gts1 onde adicionalmente ao PMSF foi 
utilizado também o coquetel de inibidores de proteases durante o processo de sonicação seguido por 
purificação por IMAC em gradiente de imidazol.através de IMAC por gradiente de imidazol. 

Várias tentativas de expressão, purificação e utilização de outra 

construção plasmidial foram realizadas na tentativa da obtenção da proteína no peso 

esperado de ~46 kDa. Foram levantadas duas hipóteses para explicar o esse fenômeno: 

i) no processo de clonagem, durante a amplificação, poderia ter ocorrido uma mutação 

introduzindo um códon de terminação na parte interna do gene que poderia vir a 

explicar a expressão de uma proteína de peso molecular inferior ao esperado; ii) 

possibilidade da proteína estar sofrendo hidrólise e o produto observado em SDS-PAGE 

representar apenas um fragmento da proteína. A primeira hipótese foi descartada, pois a 

análise dos seqüenciamentos revelou que não há códons de terminação no interior do 

gene. Para analisarmos a segunda possibilidade foram realizados experimentos de 

expressão onde a purificação foi efetuada com a utilização do coquetel de inibidores de 

próteses ProteoBlock Protease Inhibitor Cocktail (Fermentas) adicionalmente ao PMSF 

(Figura 23B). Esse procedimento também não apresentou resultados positivos sendo 

que a proteína purificada por IMAC continuou apresentando um peso molecular abaixo 

do esperado. 

Dados da literatura revelam que a proteólise de proteínas recombinantes 

é algo bastante recorrente. Como exemplo, Choi e col. (2005) não obtiveram nTPx na 

sua forma completa, somente foi possível a expressão de uma forma truncada de 

nTPxC107S/C112S sem a presença dos primeiros 56 resíduos N-terminais em razão de 

proteólise dos resíduos iniciais da proteína. Tendo em vista o sucesso da expressão no 

trabalho desenvolvido aqui de nTPx e nTPxC112S foi realizado um experimento de 

expressão de Gts1 na linhagem E. coli BL21 (DE3) C43.  



63 
 

 
Figura 25. Resultado de indução da expressão da proteína Gts1 em BL21(DE3) C43. Resultado de 
eletroforese em gel de poliacrilamida 12%, corado com coomassie blue, da indução de expressão da 
proteína Gts1 a 37οC/250rpm/3hs utilizando 1mM de IPTG. Na lane 1 foi aplicado o marcador de peso 
molecular PageRuler Unstained Protein Molecular Weight Marker (Fermentas). Fração solúvel da 
indução da expressão de Gts1 (lane 3). Fração insolúvel da indução da expressão de Gts1 (lane 5). As 
lanes 2 (fração solúvel) e 4 (fração insolúvel) representam o controle de expressão realizado com a 
linhagem E. coli BL21 (DE3) C43 sem a presença de plasmídeos. As amostras foram previamente 
reduzidas com DTT (concentração final de 50mM). 
 

 

Após os procedimentos de expressão e purificação (também utilizando 

adicionalmente ao PMSF o coquetel de inibidores) foi possível constatar a expressão 

eficiente de Gts1 nesta linhagem (Figura 25).  

 
Figura 26. Resultado dos procedimentos de purificação de Gts1. SDS PAGE 12%, corado com 
coomassie blue contendo o resultado da purificação de Gts1 através de IMAC por gradiente de imidazol. 
Na lane 1 foi aplicado o marcador de peso molecular PageRuler Unstained Protein Molecular Marker 
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(Fermentas). Lane 2 contém o extrato proteico total. Lane 3 o eluído proteico em concentração 100 mM, 
lanes 4 concentração 200mM e a Lanes 5, 6 e 7 concentração de 500mM de imidazol. As amostras foram 
previamente reduzidas com DTT (50mM de concentração final). 

 
Como pode ser observado na imagem foi possível a super expressão da 

proteína Gts1 com massa molecular de ~46 kDa. Apesar da obtenção da proteína após 

muitas tentativas de expressão não foi possível a realização de experimentos de 

formação de complexos entre nTPxC112S e Gts1 uma vez que mesmo utilizando a 

linhagem de E. coli C43, após os procedimentos de gel filtração (para a retirada do 

DTT) e concentração as amostras apresentaram uma drástica redução das quantidades 

de proteína obtida.  

Como conclusões destes experimentos, foram efetuadas diversas 

abordagens alterando as condições de expressão ou linhagens de E. coli, no entanto não 

foi possível a expressão de Mec3, Pcl1 e Dog2. Em razão de não foi possível averiguar 

in vitro o estabelecimento de supostos complexos protéicos através de dissulfetos mistos 

entre nTPx e os fatores descritos acima, os quais estavam previstos inicialmente no 

projeto. Os resultados obtidos indicam que não ocorreu expressão das proteínas Mec3, 

Pcl1 e Dog2 nem mesmo na fase insolúvel, o que indica que estas proteínas possam ser 

tóxicas para as células e expressão destas, mesmo em quantidades pequenas, pode levar 

a morte da celular. Contribuindo para esta suposição está o fato de que todas as 

proteínas estão relacionadas com a modulação de processos envolvidos com o 

crescimento celular. Corroborando com esta hipótese, com exceção de nTPx cujos os 

resultados serão discutidos a seguir, até o presente momento não existe nenhum trabalho 

na literatura onde foi efetuada a super-expressão heteróloga em bactérias de Mec3, Pcl1 

ou Dog2, o que reforça a hipótese de que estas proteínas possam ser tóxicas as células, 

mesmo em linhagens mais resistentes a produtos tóxicos de expressão como no caso da 

E. coli BL21 (DE3) C43 (linhagem que proporcionou resultados satisfatórios para a 

expressão de nTPx e nTPxC112S).  

Em relação a outros sistemas de expressão heteróloga, cabe ressaltar que 

somente para Pcl1 existem trabalhos onde foi possível a expressão desta proteína em S. 

cerevisiae. Apesar desta possibilidade, não foram executados ensaios de expressão em 

levedura, uma vez que reconhecidamente a expressão de proteínas em células de S. 

cerevisiae promove modificações pós-traducionais, em especial a glicosilação, 

acentuada das proteínas recombinantes (INNIS e col., 1983). Desta forma, uma vez que 

o nosso grupo de pesquisa possui como principais interesses a caracterização estrutural 
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de proteínas e complexos através da metodologia de difração de Raios-X, não nos 

pareceu pertinente à padronização da expressão das proteínas alvo deste trabalho em 

levedura. De fato, nosso objetivo foi o de promover a expressão das proteínas que 

posteriormente poderiam ser utilizados em ensaios de determinação de estrutura de 

complexos proteicos.  

Por outro lado, as proteínas nTPx e nTPxC112S obtidas neste trabalho, 

podem ser utilizadas em estudos posteriores visando a determinação de sua estrutura 

através de metodologias como a cristalografia de Raios X ou a ressonância magnética 

nuclear (RMN). Cabe ressaltar que nTPx havia sido expressa e purificada previamente 

em quantidades suficientes para a determinação de sua estrutura cristalográfica por 

outro grupo de pesquisa (CHOI e col., 2005). Entretanto, a forma de nTPx utilizada na 

determinação da estrutura foi de uma proteína variante que além de carrear substituições 

de ambas as cisteínas envolvidas no ciclo catalítico (nTPxC107S/C112S) era truncada e 

destituída dos primeiros 56 resíduos N-terminais (CHOI e col., 2005), o que torna as 

informações estruturais bastante restritas, sendo bastante importante a obtenção da 

estrutura da proteína intacta, como foi obtida neste trabalho. 

 

 

4.12 Avaliações de interações proteicas utilizando o sistema duplo híbrido  
 

 

A técnica de duplo híbrido de levedura tem sido amplamente utilizada 

para análise de interações entre proteínas, pois permite a obtenção de resultados de 

análises in vivo. Esta técnica foi desenvolvida por Fields e Song, 1989, e esses autores 

demonstraram a interação entre as proteínas Snf1 e Snf5 através da ativação do gene 

repórter LacZ pela reconstrução da sua atividade transcricional. Esse método foi 

desenvolvido baseando-se no ativador transcricional da levedura S. cerevisiae 

denominado de Gal4, o qual é constituído de dois domínios funcionais distintos e 

separados na sequencia gênica, o domínio que se liga ao DNA, denominado de DNA-

BD (DNA-binding domain) localizado na região amino-terminal da proteína. O segundo 

domínio que ativa o processo de transcrição na levedura está localizado na região 

carboxi-terminal e é denominado de AD (activation domain) (Fields e Song, 1989).  
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O principio desta técnica consiste em construir e introduzir em uma 

linhagem de levedura dois plasmídeos híbridos, um plasmídeo contendo o gene de uma 

proteína X em fusão com o domínio Gal4-BD e outro plasmídeo contendo o gene que 

codifica uma proteína Y em fusão com o domínio Gal4-AD. Caso ocorra a interação 

entre essas proteínas é reestabelecida à funcionalidade do ativador de transcrição Gal4 e 

ocorre assim a tradução de um gene repórter (Figura 27) (Fields e Song, 1989). 

Para os experimentos de duplo híbrido realizados neste trabalho foi 

utilizado o sistema MatchamakerTM Gold Yeast Two-Hybrid System (Clontech), o qual 

é amplamente utilizado em estudos de interação proteica onde se utiliza a triagem para a 

identificação de novos parceiros biológicos e também para definir domínios de 

interação. No caso deste estudo o sistema está sendo utilizado para confirmar a supostas 

interações entre nTPx e as proteínas Mec3, Pcl1, Dog2 e Gts1.  
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Figura 27. Representação do sistema duplo híbrido de levedura. A) Plasmídeos específicos são 
construídos contendo a ligação entre o GAL-DB e um gene X e GAL-AD e o gene Y, esses plasmídeos 
então são utilizados para transformar linhagens de S. cerevisiae. B) A levedura S. cerevisiae expressa 
então às proteínas fusionadas com o domínio Gal4-AD e Gal4-DB. C) Se houver algum tipo de interação 
entre as proteínas haverá a expressão de um gene repórter. 

 

O sistema utilizado é constituído basicamente de um par de plasmídeos e 

duas linhagens de levedura. O domínio Gal4-BD esta presente no plasmídeo pGBKT7-

BD e o domínio Gal4-AD está presente no plasmídeo pGADT7-AD, o mapa dos 

plasmídeos é apresentado na figura 28. Nestes casos comumente designa-se de “presa” 

o gene ligado ao plasmídeo pGADT7 (quem contém o domínio de ativação) e de isca” o 

gene ligado ao plasmídeo pGBKT7 (quem contém o domínio de ligação ao DNA).  
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Figura 28. Mapas dos plasmídeos de duplo híbrido pGADT7AD e pGBKT7 . Plasmídeos de duplo 
híbrido do sistema MatchmakerTM Gold Yeast Two-Hybrid System (Clontech), o plasmídeo pGADT7 AD 
carrega o domínio Gal4-AD e o gene de resistência a ampicilina, enquanto que o plasmídeo pGBKT7 
carrega o domínio Gal4-BD e o gene de resistência a canamicina. Ambos possuem origens de replicação 
de levedura (2) e bactérias (ori). 

 
Para a realização dos testes de interação proteica este sistema utiliza as 

linhagens de S. cerevisiae Y2HGold e Y187. A linhagem Y187 possui dois diferentes 

genes repórter para detectar a interação entre as proteínas, o gene LacZ e o gene MEL1. 

LacZ responde pela expressão de β-galactosidase quando há interação entre as proteínas 

ocasionando a degradação da X-α-gal presente no meio fazendo com que as colônias 

apresentem cor azul. O gene MEL1 codifica a α-galactosidase de levedura e sua 

expressão é controlada por Gal4p. Portanto só é expresso quando ocorre interação entre 

as proteínas fusionadas. Caso seja expresso à levedura é capaz de degradar a X-α-Gal, 

presente no meio, e faz com que as colônias se tornem azuis. Isto ocorre por conta que o 

X-α-gal precipita em um composto de cor azulada (5,5'-dibromo-4,4'-dicloro-indigo) 

que promove a coloração azul das colônias. Y2HGold possui 4 genes repórteres que são 

expressos quando ocorre interação entre proteínas fusionadas em S. cerevisiae: MEL1: 

como na linhagem Y187 codifica para a proteína α-galactosidase que ao ocorrer a 

interação entre as proteínas de interesse promove a degradação da X-α-gal; AURI1-C: 

gene que codifica a enzima fosforil-ceramida sintetase, a expressão desta proteína 

ocorre em resposta a interação entre as proteínas de interesse permitindo que a linhagem 

de S. cerevisiae sobreviva em meio que contenha o antibiótico aureobasidina A, que é 

altamente tóxico as células; ADE2, a linhagem de Y2HGold não é capaz de crescer em 

meio mínimo que não contém adenina, porém quando a interação entre as proteínas o 

gene ADE2 é expresso permitindo o crescimento das células em meio que não possui 

adenina; HIS3: Y2HGold não é capaz de sintetizar histidina, então não é capaz de 

crescer em meio mínimo com a carência deste aminoácido. Em resposta a interação 

entre proteínas ocorre à expressão de His3 permitindo a biossíntese de histidina pela 

célula (User’s Manual, Clontech).  
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Para os ensaios de duplo híbrido os plasmídeos pGADT7 e pGBKT7 

foram propagados através da transformação em E. coli DH5α e foram padronizadas as 

reações de digestão com as enzimas de restrição Nde I e Bam HI. Inicialmente foram 

testadas as enzimas de restrição da empresa Fermentas, mas estas enzimas ocasionavam 

alto efeito star não proporcionando uma digestão apropriada dos plasmídeos. Com o 

intuito de diminuir esse efeito foi adicionado BSA para aumentar a densidade proteica 

da reação, simulando o ambiente celular, e diminuir o efeito star, mas esse 

procedimento apresentou-se pouco expressivo. Então se optou pela utilização das 

enzimas de restrição da empresa New England Biolabs, as quais apresentaram um bom 

desempenho.  

Após a reação de dupla digestão com as enzimas Bam HI e Nde I os 

plasmídeos foram ligados aos genes nTPx, nTPxC112S, Dog2, Pcl1, Mec3 e Gts1. Para 

esse procedimento os genes de nTPx, Dog2, Gts1, Pcl1 e Mec3 foram amplificados por 

PCR e digeridos por enzimas de restrição conforme procedimento efetuado para a 

ligação dos respectivos genes com o plasmídeo de expressão pET15b, como descrito 

anteriormente. A construção dos plasmídeos foi realizada utilizando-se como isca as 

proteínas nTPx e nTPxC112S (ligados ao plasmídeo pGBKT7) que expressa em S. 

cerevisiae estas proteínas em fusão com o domínio de GAL4-AD que é o domínio de 

ligação ao DNA. Já os genes que codificam as proteínas Pcl1, Dog2, Mec3 e Gts1 

foram ligados ao plasmídeo pGADT7, produzindo assim, em S. cerevisiae as proteínas 

em fusão com o domínio GAL4-BD, domínio este reconhecido pela RNA polimerase. O 

esperado quando foi utilizado o mutante nTPxC112S no ensaio de duplo híbrido é que 

caso a interação ocorra e se ela for efetuada através de um dissulfeto misto com CysP 

(uma vez que a CysR foi substituída por serina) ocorresse o estabelecimento de interação 

mais duradoura em razão da interação covalente. O que resultaria em uma cor mais 

intensa das colônias quando comparado com o mesmo experimento utilizando nTPx 

selvagem. 

Após a reação de ligação os plasmídeos foram utilizados para 

transformar linhagens de E. coli DH5α para propagação. Para a confirmação da ligação 

do gene de nTPx com o plasmídeo pGBKT7 e dos genes Mec3, Dog2, Pcl1 e Gts1 com 

pGADT7 foram realizadas reações de digestão com a enzima Nde I (Fermentas) 

utilizando como controle da reação plasmídeos sem insertos, e após triagem os 

plasmídeos recombinantes foram seqüenciados e os resultados foram analisados 

utilizando o programa BlastX (figura 29). A figura 30 demonstra a ligação entre 
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nTPxC112S e o plasmídeo pGBKT7 evidenciando (quadro em vermelho) o local onde 

ocorre a substituição da cisteínas por uma serina.  

 
Figura 29. Alinhamento de trechos dos sequenciamentos dos genes, nTPx, Dog2, Pcl1, Gts1 e Mec3, 
ligados ao plasmídeo de duplo híbrido. A) Representa o alinhamento do gene nTPx, B) Dog2, C) Pcl1, 
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D) Gts1 e E) Mec3. Os alinhamentos foram realizados utilizando o programa BlastX. 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/BlastX). No banco de dados utilizado pelo programa BlastX a proteína 
nTPx está anotada com o nome de Dot5 e a proteína Mec3 como DNA Damage Checkpoint Protein.  

 

 

Figura 30. Eletroferograma do sequenciamento do plasmídeo pGBKT-nTPxC112S. Resultado do 
sequenciamento do plasmídeo pGBKT7-nTPxC112S utilizando primer T7 promoter (forward). A) 
Eletroferograma gerado com a utilização do programa Chromas 
(www.technelysium.com.au/chromas.html). O quadro em vermelho no eletroferograma representa o 
códon alterado para a substituição de CysR por um resíduo de serina. Alinhamento de resultado de 
sequenciamento de plasmídeo pGBKT-nTPxC112S utilizando o programa BlastX 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/BlastX. O quadro em vermelho também representa a substituição do códon 
TGT (cisteína) pelo códon TCT (serina).  

 

Após a confirmação da ligação os plasmídeos pGBKT7-nTPxC112S, 

pGBKT7-nTPx e pGBKT-53 (controle positivo) foram utilizados para transformações 

independentes na linhagem S. cerevisiae 2YHGold e plaqueados em meio SD/Trp-. Os 

plasmídeos pGADT7-Dog2, pGADT7-Mec3, pGADT7-Gts1, pGADT7-Pcl1, pGADT-

T (controle positivo) e pGADT7 sem a presença de inserto (controle negativo) foram 

utilizados para transformações independentes na linhagem em Y187 e os transformantes 

foram plaqueados em meio SD/Leu-. As placas contendo as transformações foram 

incubadas a 30ο C até a detecção de colônias. 

As linhagens de S. cerevisiae Y2HGold e Y187 se apresentam na forma 

haplóide (n), então um cruzamento entre as duas linhagens produz uma linhagem 

diplóide (2n) que contém os dois plasmídeos. Para estes experimentos as linhagens 

Y2HGold contendo os plasmídeos “isca” foram cruzadas com as linhagens Y187 

contendo os plasmídeos “presa”.  
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Inicialmente foram avaliadas as interações entre nTPx ou nTPxC112S e os 

fatores Mec3 e Dog2. Para tanto, haplóides 2YHGold contendo os plasmídeos 

pGBKT7-nTPx ou pGBKT7-nTPxC112S (iscas) foram cruzadas com linhagens haplóides 

Y187 contendo os plasmídeos e pGADT7-Mec3 ou pGADT7-Dog2 (presas), para a 

produção de linhagens diplóides e avaliação das interações protéicas. 

O controle positivo utilizado foi o fornecido pelo kit do sistema duplo 

híbrido (controle positivo do sistema Matchmaker Gold Two-Hybrid System Clontech). 

Neste controle é realizado o cruzamento de linhagens haplóides Y2HGold e Y187 

contendo os plasmídeos pGBKT7-53 (isca) e pGADT7-T (presa), respectivamente. Os 

insertos fusionados representam a proteína p53 de ratos, que é utilizada como isca e seu 

antígeno T, que reconhecidamente efetuam uma interação extremamente forte gerando 

coloração azul intensa das colônias. Como controle negativo dos experimentos se 

utilizou como “presa” os plasmídeos pGBKT7-nTPx e como “isca” foi utilizado o 

plasmídeo pGADT7 sem inserto. Os detalhes dos cruzamentos estão descritos na seção 

Materiais e Métodos. 

A figura 31 contém os resultados dos experimentos de interação para a 

interação entre nTPx / Mec3 e nTPx / Dog2. A análise dos resultados revela que não foi 

possível detectar interação entre as proteínas nTPx-Dog2 e nTPx-Mec3. No caso dos 

testes de interação entre nTPx × Dog2 e nTPx × Mec3 esperava-se que as colônias 

apresentassem coloração azul, e quando foi utilizada nTPxC112S foi investigada a suposta 

interação dissulfeto estável entre essas proteínas, pois a troca da cisteína de resolução 

por uma serina possibilitaria a estabilização do complexo formado e assim a expressão 

constitutiva de α-galactosidase ocasionado coloração azul mais intensa. Esses resultados 

demonstram que essas proteínas não apresentam nenhum tipo de interação, pois mesmo 

interações não covalentes são identificadas por essa técnica.  

 
Figura 31. Resultado dos ensaios de duplo híbrido para avaliação de interações nTPx × Mec3 e 
nTPx × Dog2. Ensaio de duplo híbrido entre as proteínas nTPx × Mec3 e nTPx × Dog2. As leveduras 
foram cultivadas por ~96 horas em meio SD/Leu-/Trp-/X-α-gal 40µg/ml. A) representa o controle positivo 
do sistema Matchmaker Gold Two-Hybrid System Clontech com células diplódes de S. cerevisiae obtido 
a partir do cruzamento de linhagens haplóides contendo os plasmídeos pGBKT7-p53 (2YHGold) e 
pGADT7-T (Y187). B) Controle negativo utilizando linhagem diploide de levedura contendo os 
plasmídeos pGBKT7-nTPx e pGADT7 (plasmídeo sem inserto). Experimentos de interação proteica em 
linhagens diplóides de levedura contendo os plasmídeos pGBKT7-nTPx e pGADT7-Mec3 (C); pGBKT7-
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nTPxC112S e pGADT7-Mec3 (D); pGBKT7-nTPx e pGADT7-Dog2 (E) e pGBKT7-nTPxC112S e pGADT7-
Dog2 (F).  

 

Neste momento foram aventadas duas possibilidades: i) os resultados 

poderiam ser produto de artefato metodológico ou ii) a interação entre nTPx e Mec3, 

Gts1, Pcl1e Dog2 ocorreria em um momento mais tardio do ciclo celular. Corroborando 

com a segunda hipótese levantada, os trabalhos demonstram que nTPx é requerida 

principalmente na fase diáuxica de crescimento da levedura (CHA e col., 2003) e 

diversos estudos apontam que durante a fase respiratória da levedura, são produzidas 

grandes quantidades de EROs em razão da ativação da cadeia de transporte de elétrons. 

De forma geral a maior quantidade de EROs ocasiona um aumento significativo da 

peroxidação lipídica. Desta forma postulamos que a presença de peróxidos de lipídeos 

poderia promover a interação entre nTPx e os supostos alvos biológicos. Cabe lembrar 

que a interação entre cTPxIII e o fator de ativação transcricional Cad1, a qual ocorre 

através de um dissulfeto misto, é altamente dependente da presença de peróxidos 

orgânicos no interior da célula (IWAI e col., 2010). Tendo em vista o resultado para 

essas interações foram realizados novos experimentos na presença de peróxido 

orgânico, no caso t-BOOH a uma concentração de 2mM.  

Para tanto, previamente aos experimentos, foi testado se o peróxido 

orgânico poderia influenciar positivamente ou negativamente os ensaios de duplo 

híbrido. Para tanto foram utilizadas linhagens diplóides de levedura contendo os 

plasmídeos pGBKT7-p53 ou pGBKT7-T, e os resultados revelem que a adição de t-

BOOH  ao meio seletivo não influenciou na interação do controle positivo. Como 

controle negativo dos experimentos foi realizado um ensaio onde se utilizou como 

“presa” os plasmídeos pGBKT7-nTPx ou pGBKT7-nTPxC112S e como “isca” foi 

utilizado o plasmídeo pGADT7 sem inserto. Como pode se constatar pela figura 32 não 

houve a expressão do gene MEL1 quando se utiliza uma levedura diploide contendo o 

plasmídeo pGBKT7-nTPx ou pGBKT7-nTPxC112S e o plasmídeo pGADT7 sem a 

presença de inserto. Uma vez que não foram detectadas diferenças fenotípicas entre 

células diplóides contendo os plasmídeos os plasmídeos pGBKT7-nTPx ou pGBKT7-

nTPxC112S e pGADT7, nos experimentos subsequentes foi utilizada somente as linhagens 

contendo plasmídeos pGBKT7-nTPx e pGADT7. 
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Figura 32. Resultado dos controles negativos e positivos utilizados nos ensaios de duplo híbrido de 
em meio seletivo contendo t-BOOH. A) representa o controle positivo do sistema Matchmaker Gold 
Two-Hybrid System Clontech com células diplódes de S. cerevisiae obtido a partir do cruzamento de 
linhagens monoplóides contendo os plasmídeos pGBKT7-p53 (2YHGold) e pGADT7-T (Y187). Em B) e 
C) são apresentados os controles negativos da ativação de MEL1 utilizando linhagens diplóides de 
levedura contendo os plasmídeos pGBKT7-nTPx e pGADT7 (plasmídeo sem inserto). (B) e pGBKT7-
nTPxC112S e pGADT7. (C). As leveduras foram cultivadas por ~96 horas em meio SD/Leu-/Trp-/40µg/ml 
X-α-gal /2mM de t-BOOH.  

 

A figura 33 revela o resultado do experimento de duplo híbrido para 

averiguação de interação entre nTPx ou nTPxC112S com Mec3. Os resultados revelam 

que ocorreu a degradação X-α-gal presente no meio de cultura, indicando a interação 

entre nTPx e Mec3, confirmando os dados da literatura de experimentos de larga escala 

(Ito e col., 2001). Entretanto, é possível notar que a coloração azulada está presente 

somente em células superficiais, onde a fonte de carbono é restrita e, portanto 

acreditamos que a interação esteja ligada a entrada de S. cerevisiae na fase estacionária. 

Além disso, constata-se que a interação entre essas proteínas provavelmente não ocorre 

através de interação dissulfeto (covalente), pois não se verificou diferença nítida de 

intensidade de coloração entre nTPx e nTPxC112S. 

 
Figura 33. Resultado de ensaio de duplo híbrido para nTPx × Mec3. A) Controle positivo de 
interação representada pela linhagem diploide de levedura contendo os plasmídeos pGBKT7-p53 e 
pGADT7-T. B) Controle negativo (linhagem diploide contendo os plasmídeos pGBKT7-nTPx e 
pGADT7). C) Linhagens diplóides de levedura contendo os plasmídeos pGBKT7-nTPx e pGADT7-
Mec3. D) Linhagens diplóides de levedura contendo os plasmídeos pGBKT7-nTPxC112S e pGADT7-Mec3. 
Após o cruzamento e seleção as leveduras foram cultivadas por ~96 horas em meio SD/Leu-/Trp-/40µg/ml 
X-α-gal /2mM de t-BOOH. 
 
 

Experimentos semelhantes utilizando nTPx com o “isca” e Dog2 como 

“presa”, revelam uma leve diferença nos resultados. Neste caso foi possível detectar 

leve interação entre nTPx e Dog2, pois a quantidade de precipitado azul é bastante baixa 

A) B) C)

A) B) C) D)
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(pela degradação de X-α-gal. Entretanto, ocorreu uma pequenadiferença de intensidade 

da coloração azul das colônias, indicando que neste caso pode estar ocorrendo uma 

interação dissulfeto entre a CysP de nTPx e uma das cisteínas de Dog2, pois quando se 

utilizou o mutante nTPxC112S ocorreu uma pequena intensificação da coloração o que 

indica que pode estar ocorrendo estabilização do dissulfeto e formação de complexo 

entre nTPx e Dog2, o que tornaria a expressão do gene MEL1 constitutiva (Figura 34). 

Levando em conta esta pequena diferença novos experimentos serão necessários para 

determinar se a interação de nTPx e Dog2 ocorre através da estabilização de um 

dissulfeto.  

 
Figura 34. Resultado dos ensaios de duplo híbrido para nTPx × Dog2. A) Controle positivo de 
interação (linhagem diploide contendo plasmídeos pGBKT7-p53 e pGADT7-T. B) Controle negativo 
(linhagem diploide contendo os plasmídeos pGBKT7-nTPx e pGADT7). C) Linhagens diplóides de 
levedura contendo os plasmídeos pGBKT7-nTPx e pGADT7-Dog2. D) Linhagens diplóides de levedura 
contendo os plasmídeos pGBKT7-nTPxC112S e pGADT7-Dog2. Após o cruzamento e seleção as leveduras 
foram cultivadas por ~96 horas em meio SD/Leu-/Trp-/40µg/ml X-α-gal /2mM de t-BOOH. 
 

 

Os experimentos de duplo hibrido para a avaliação de interações 

protéicas entre nTPx e Gts1 também apresentou resultado positivo. Os resultados 

obtidos para esta interação foram semelhantes aos obtidos para nTPx e Mec3, pois não 

houve diferença de intensidade na coloração azul, quando se compara nTPx e nTPxC112S 

(figura 35C e 35D, respectivamente) o que indica, novamente, que as interações entre 

essas proteínas não ocorrem através de interações dissulfeto.  

 
Figura 35. Resultado dos ensaios de duplo híbrido para nTPx × Gts1. A) Controle positivo de 
interação (linhagem diploide contendo plasmídeos pGBKT7-p53 e pGADT7-T. B) Controle negativo 
(linhagem diploide contendo os plasmídeos pGBKT7-nTPx e pGADT7). C) Linhagens diplóides de 
levedura contendo os plasmídeos pGBKT7-nTPx e pGADT7-Gts1. D) Linhagens diplóides de levedura 
contendo os plasmídeos pGBKT7-nTPxC112S e pGADT7-Gts1. Após o cruzamento e seleção as leveduras 
foram cultivadas por ~96 horas em meio SD/Leu-/Trp-/40µg/ml X-α-gal /2mM de t-BOOH 

 

A) B) C) D)

A) B) C) D)
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Finalmente, os resultados obtidos para as interações entre nTPx e Pcl1 

revelam resultados bastante contrastantes aos obtidos para as demais interações 

analisadas. Como pode ser visto na figura 35, os resultados de duplo híbrido não 

indicam nenhuma interação entre nTPx e Pcl1, uma vez que não foi detectada 

decomposição de X-α-gal independente da utilização de nTPx (figura 36C) ou 

nTPxC112S (figura 36D) como “presa”. De fato, a comparação fenotípica indica que as 

linhagens contendo os plasmídeos apresentaram um fenótipo indistinguível ao 

apresentado pelo controle negativo de interação. Desta forma os resultados são 

totalmente contrários aos obtidos previamente em experimentos envolvendo 

microarranjos de proteínas (PTACEK e col., 2005). Entretanto, a análise efetuada por 

Ptacek e col. (2005), utilizando microarranjos de proteína consistiu na fosforilação 

prévia de Pcl1, e de proteínas expressas em leveduras antes de sua fixação nos 

microarranjos proteicos. Portanto, é muito provável que a não detecção de interações 

tenha ocorrido por conta que Pcl1 fundida a Gal4, não se apresentou fosforilada.  

 
Figura 36. Resultado dos ensaios de duplo híbrido para nTPx × Pcl1. A) Controle positivo de 
interação (linhagem diploide contendo plasmídeos pGBKT7-p53 e pGADT7-T. B) Controle negativo 
(linhagem diploide contendo os plasmídeos pGBKT7-nTPx e pGADT7). C) Linhagens diplóides de 
levedura contendo os plasmídeos pGBKT7-nTPx e pGADT7-Pcl1. D) Linhagens diplóides de levedura 
contendo os plasmídeos pGBKT7-nTPxC112S e pGADT7-Pcl1. Após o cruzamento e seleção as leveduras 
foram cultivadas por ~96 horas em meio SD/Leu-/Trp-/40µg/ml X-α-gal /2mM de t-BOOH. 

 

Outra possibilidade que deve ser levada em consideração em 

experimentos que utilizam a técnica de duplo híbrido e a possibilidade de mudanças 

conformacionais na estrutura proteica. Essas mudanças podem ser ocasionadas pela 

fusão da proteína com o domínio de Gal4 e assim há a possibilidade de não detecção de 

interações, pois quando ocorre à fusão pode haver mudanças conformacionais que 

culminam na perda de interação.  

 

A) B) C) D)
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5  CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 
 

Este projeto de pesquisa teve como objetivos a avaliação de interações 

protéicas, descritas previamente na literatura em estudos em escala proteômica, entre a 

isoforma nuclear de tiorredoxina peroxidase (nTPx) e os fatores nucleares Mec3, Dog2, 

Gts1 e Pcl1, os quais estão envolvidos nos processos de crescimento celular e 

silenciamento telomérico. Também foi objetivo deste estudo avaliar se as interações 

poderiam ser efetuadas através de dissulfetos mistos com CysP de nTPx, como descrito 

previamente para outras isoformas de TPx de S. cerevisiae e S. pombe. Desta forma este 

trabalho teve como objetivo um maior entendimento das relações entre nTPx e as 

proteínas supracitadas e a formação e detecção de dissulfetos mistos intramoleculares 

poderia permitir estudos posteriores de determinação da estrutura de complexos 

protéicos entre nTPx e os fatores nucleares Mec3, Dog2, Gts1 e Pcl1 por meio de 

cristalografia de raios X. Para atingir estes objetivos foram seguidas duas frentes: 1) A 

obtenção do mutante nTPxC112S e a clonagem, expressão e purificação de nTPx (e 

nTPxC112S) e Mec3, Dog2, Gts1 e Pcl1, para avaliação in vitro das interações; 2) Ensaios 

de duplo híbrido utilizando como “presa” nTPx ou nTPxC112S, para avaliar in vivo as 

interações e se estas poderiam ser estabilizadas através de um dissulfeto misto quando 

utilizada construções de nTPxC112S. 

No que concerne aos ensaios envolvendo experimentos de duplo hibrido 

os resultados para interações entre nTPx e Mec3, Dog2 e Gts1, os resultados obtidos 

neste trabalho estão acordo com o descrito previamente na literatura em experimentos 

de larga escala. No entanto não foi verificada diferença de intensidade da coloração das 

colônias quando se utilizou nTPx ou nTPxC112S, o que indica fortemente que as 

interações entre nTPx e os alvos biológicos não ocorrem por meio de um dissulfeto 

misto com a cisteína peroxidásica de nTPx. Somente a interação entre nTPx e Pcl1 não 

foi detectada pelo método de duplo híbrido, entretanto os dados da literatura revelam 

que a interação é somente detectada quando Pcl1 se encontra fosforilada.  

Com relação à expressão das proteínas Dog2, Pcl1 e Mec3 não foi 

possível estabelecer condições de expressão das proteínas. Os resultados obtidos 

indicam que não ocorreu expressão das proteínas de Mec3, Pcl1 e Dog2 nem mesmo na 

fase insolúvel, o que indica que estas proteínas possam ser tóxicas para as células. Em 
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relação a Gts1, após diversas abordagens, foi possível à expressão da proteína utilizando 

a linhagem de E. coli BL21 (DE3) C43, entretanto esta proteína se mostrou bastante 

instável, sofrendo séria degradação durante os procedimentos de purificação por IMAC, 

não permitindo também a realização de ensaios de formação de complexos unidos por 

dissulfetos mistos. No entanto, cabe salientar que a expressão obtida neste trabalho 

representa a primeira vez que Gts1 recombinante é expressa e abre perspectivas para 

uma expressão e purificação eficiente desta proteína.  

Ainda neste sentido, acreditamos que uma das principais contribuições 

deste estudo residiram na expressão e purificação eficiente das proteínas nTPx e 

nTPxC112S em E. coli BL21 DE3 C43 o qual permite sua futura utilização na 

determinação de sua estrutura 3D. Cabe ressaltar que nTPx havia sido expressa e 

purificada previamente em quantidades suficientes para a determinação de sua estrutura 

cristalográfica por outro grupo de pesquisa. Entretanto, a forma de nTPx utilizada na 

determinação da estrutura foi de uma variante protéica que além  de carrear 

substituições de ambas as cisteínas envolvidas no ciclo catalítico (nTPxC107S/C112S) era 

truncada e destituída dos primeiros 56 resíduos N-terminais (CHOI e col., 2005), o que 

torna as informações estruturais bastante restritas.  
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