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RESUMO 

O cancro cítrico, causado pelo fitopatógeno Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac), constitui uma 

doença que afeta todos os cultivares comerciais de citros e é uma ameaça para a citricultura brasileira. A 

doença é caracterizada pela formação de pústulas, devido à hiperplasia e hipertrofia induzidas pela 

bactéria. A patogenicidade de Xac é dependente do sistema secretório tipo III, que transloca proteínas 

efetoras pertencentes à família AvrBs3/PthA para dentro da célula hospedeira. Estudos recentes mostram 

que PthAs funcionam como fatores de transcrição no hospedeiro, transativando genes específicos da 

planta que irão beneficiar a bactéria ou desencadear uma resposta de defesa. 

Com o objetivo de entender melhor o mecanismo de ação de PthAs como ativadores da transcrição, 

nosso laboratório identificou, através da técnica de duplo-híbrido, várias proteínas de laranja (Citrus 

sinensis) que interagiram com diferentes PthAs. Entre elas, destacamos uma ciclofilina (CsCyp), que 

realiza isomerização de resíduos de prolina, uma proteína com domínio tioredoxina (CsTdx), relacionada 

com interação proteína-proteína e redução de pontes dissulfeto e uma cisteína protease (CsCP), envolvida 

na resposta de defesa da planta.  

Este trabalho teve como objetivo a caracterização estrutural e funcional de CsCyp. A resolução da 

estrutura de CsCyp mostrou que CsCyp pertence ao grupo de ciclofilinas divergentes que possuem um 

loop adicional (KSGKPLH), duas cisteínas invariáveis (C40 e C168) e um glutamato (E83) conservado. 

Este último interage com resíduos do loop, estabilizando-o. A função destes elementos era desconhecida 

até o momento e o trabalho visou elucidar sua atuação na regulação da atividade PPIase da proteína. 

 Neste trabalho, verificamos que C40 e C168 formam uma ponte dissulfeto. Dados de modelagem e 

simulação suportaram a hipótese de que a formação da ponte dissulfeto induz mudanças conformacionais 

que quebram a interação do E83 com o loop divergente, levando ao fechamento do sítio ativo de CsCyp. 

O estudo descreveu portanto um mecanismo de regulação redox, que controla a atividade PPIase da 

proteína. Adicionalmente, mostrou-se que CsTdx interage com CsCyp através dos resíduos conservados 

C40 e C168, sendo críticos para tal interação. Foi mostrado também que CsCyp interage com o domínio 

C-terminal (CTD) da RNA Polimerase II (RNA Pol II), especificamente com a repetição YSPSAP. 

Surpreendentemente, através da transformação de plantas com construções para silenciamento e 

superexpressão de CsCyp, verificamos que plantas de citros com níveis reduzidos de CsCyp apresentaram 

um aumento dos sintomas do cancro cítrico quando infiltradas com Xac, enquanto que plantas com níveis 

aumentados de CsCyp apresentaram sintomas reduzidos quando infiltradas com Xac, indicando que 

CsCyp tem papel importante no desenvolvimento dos sintomas do cancro cítrico. 

Este trabalho também mostra a expressão e purificação das proteínas CsTdx e CsCP e a comprovação 

de que CsCP interage com PthAs 2 e 3 através de ensaios de duplo-híbrido. 
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ABSTRACT 

Citrus canker, caused by Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac), is a disease that affects most 

species of the genus Citrus and represents a threat to the Brazilian citrus industry. The disease is 

characterized by the formation of pustules due to hyperplasia and hypertrophy induced by the bacteria. Xac 

pathogenicity is dependent on a type III secretory system that translocates effector proteins which belongs 

to AvrBs3/PthA family inside the host cell. Recent studies showed that these proteins work as transcriptional 

factors that transactivate specific plant genes which will either benefit the bacteria or trigger defense 

response. 

To gain insights into PthA mechanism of action as transcription activators, our laboratory identified that 

PthA targeted the citrus protein complex comprising the thioredoxin CsTdx, ubiquitin-conjugating enzymes 

CsUev/Ubc13 and cyclophilin CsCyp. Also, we showed previously that the CsCyp binds the citrus 

thioredoxin CsTdx and the C-terminal domain of RNA Polymerase II (CTD), and that CsCyp complements 

the function of Cpr1 and Ess1, two yeast prolyl-isomerases that regulate transcription by the isomerization 

of proline residues of the regulatory C-terminal domain (CTD) of RNA polymerase II. 

In this work we solved the 3D structure of CsCyp in complex with its inhibitor cyclosporine A (CsA), 

showing that CsCyp is a divergent cyclophilin that carries the additional loop KSGKPLH, invariable 

cysteines C40 and C168, and conserved glutamate E83. Despite the suggested roles in ATP and metal 

binding, the function of these unique structural elements remains unknown. Here we show that the 

conserved cysteines form a disulfide bond that inactivates the enzyme, whereas E83, which belongs to the 

catalytic loop and is also critical for enzyme activity, is anchored to the divergent loop to maintain the active 

site open. In addition, we demonstrate that C40 and C168 are required for the interaction with CsTdx and 

that CsCyp binds the citrus CTD YSPSAP repeat. Our data support the model where formation of the C40-

C168 disulfide bond induces a conformational change that disrupts the interaction of the divergent and 

catalytic loops, via E83, causing the active site to close. This suggests a new type of allosteric regulation 

in divergent cyclophilins, involving disulfide bond formation and a loop displacement mechanism. 

Moreover, we present evidence that PthA2 inhibits the peptidyl-prolyl cis-trans isomerase (PPIase) 

activity of CsCyp in a similar fashion as CsA, and that silencing of CsCyp, as well as treatments with CsA, 

enhance canker lesions in Xac-infected leaves. Given that CsCyp appears to function as a negative 

regulator of cell growth and that Ess1 negatively regulates transcription elongation in yeast, we propose 

that PthAs activate host transcription by inhibiting the PPIase activity of CsCyp on the CTD. 
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CAPÍTULO I  

1. INTRODUÇÃO GERAL 

Cancro cítrico 

O Brasil é um dos maiores produtores mundial de frutas cítricas, sendo responsável por mais de 50% 

da produção mundial de suco de laranja, exportando 98% de sua produção, o que corresponde a uma 

participação de 85% no mercado mundial de exportação de suco concentrado (Rodrigues Neto & Baldini 

Ribeiro, 2002; Neves et al., 2010). A citricultura no país, em 2012, gerou divisas superiores a dois bilhões 

de dólares (CitrusBR – Associação Nacional dos Exportadores de Suco Cítrico) e estima-se que cerca de 

14 bilhões de dólares sejam movimentados anualmente em toda a cadeia produtiva de suco cítrico, 

gerando cerca de 200 mil empregos no setor (Neves et al., 2010) 

Apesar de ser o maior produtor e exportador de suco de laranja, o Brasil vem enfrentando dificuldades 

que comprometem a produção e exportação do suco de laranja, entre eles a queda do consumo do suco 

de laranja frente a outras bebidas – o suco de laranja perde 1,6% de participação no mercado de venda 

de bebidas para outros produtos, como néctares (Neves, 2010). Além da competição com outros produtos, 

a barreira tarifária, que leva a flutuação dos preços, alto custo de produção associado a fertilizantes, 

irrigação, mão de obra e pragas dos pomares afetam a produtividade brasileira, tornando o agronegócio 

uma atividade de alto risco no Brasil. As pragas e doenças foram responsáveis pela erradicação de 40 

milhões de árvores nos últimos 10 anos, sendo que a mortalidade aumentou de 4,5 para 7,3% neste 

período (Neves et al., 2010). Estes dados mostram a necessidade de medidas de controle de doenças 

como aquisição de mudas sadias, descontaminação dos materiais de colheita, pulverização com agro-

químicos, entre outros métodos rápidos de erradicação. Concomitantemente, estudos que venham a 

contribuir para controle e eliminação de pragas são altamente relevantes. 

Entre as doenças que afetam os citros, o cancro cítrico se destaca pela necessidade de manutenção 

de um controle rígido da doença, principalmente no estado de São Paulo que é responsável por 83% da 

produção brasileira de suco concentrado. A doença dissemina-se facilmente e pode atacar todas as 

variedades comerciais de citros, impondo fortes perdas aos citricultores. As árvores contaminadas devem 

ser erradicadas e queimadas, uma vez que não existe método curativo para a doença. As perdas 

econômicas para o cancro consistem também no fato de que as propriedades contaminadas ficam 

proibidas de comercializar sua produção até que o trabalho de erradicação esteja totalmente concluído 

devido à legislação internacional que regulamenta o comércio de frutas cítricas, sucos concentrados e 

seus derivados. Não adotar as medidas de erradicação impede o comércio dos produtos para países livres 

da doença (FUNDECITRUS). 

Ainda que o comércio de frutas cítricas seja regulamentado por leis que exigem rigor no controle da 

doença, uma nova resolução Estadual levou a um afrouxamento na legislação, que isenta o citricultor da 

obrigação de erradicar o talhão caso a contaminação não ultrapasse o limiar de 0,5% de plantas infectadas. 
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Anteriormente, a lei exigia que se o índice de contaminação ultrapassasse 0,5%, todas as plantas de um 

talhão deveriam ser erradicadas. Atualmente, deve-se erradicar a planta doente e todas ao seu redor em 

um raio de 30 metros do foco de contaminação. Após a mudança da lei, a incidência do cancro cítrico 

aumentou, chegando, em 2012, a 1,39% dos talhões contaminados, contra 1% em 2011 e 0,14% em 2009, 

no estado de São Paulo, mostrando a necessidade de controle mais rígido na prevenção e inspeção dos 

pomares (fonte: FUNDECITRUS – www.fundecitrus.com.br). Esses dados mostram que o afrouxamento 

na legislação teve impacto negativo na produção de laranja e no controle da doença nos últimos 2 anos. 

Existem tipos distintos de cancrose, causados pelas variantes da bactéria X. axonopodis. A separação 

dessas formas se dá no tipo de hospedeiro e características genéticas e fenotípicas das cepas, devido à 

similaridade dos sintomas (Graham et al., 2004). A cancrose A é causada pela bactéria Xanthomonas 

axonopodis pv. citri (grupo Asiático), renomeado recentemente para Xanthomonas citri subsp. citri (Xac) 

(Schaad et al., 2006). É a forma mais severa da doença, com ampla ocorrência e que afeta praticamente 

todas as variedades de citros comerciais, sendo a mais relevante do ponto de vista sócio-econômico e 

chamada de cancro cítrico. As cancroses B e C são causadas pela bactéria Xanthomonas axonopodis pv. 

aurantifolii (Xaa) (grupo da América do Sul). A cancrose B afeta principalmente o limão verdadeiro (Citrus 

limon), e a cancrose C, o limão Galego (Citrus aurantifolia) (Brunings & Gabriel, 2003; Graham et al., 2004). 

A cancrose E é causada pela bactéria Xanthomonas axonopodis pv. citrumelo (X. citrumelo), descoberta 

na Flórida, nos Estados unidos e afeta o citrumelo “Swingle” (Poncirus trifoliata x Citrus paradisi) (Graham 

& Gottwald, 1991). Foram também isoladas duas novas cepas da espécie citri – denominados de A* e AW, 

que infectam apenas Citrus aurantifolia, estando limitados ao sudeste asiático e à Flórida, respectivamente 

(Vernière et al., 1998; Sun et al., 2004). 

A bactéria é disseminada por chuvas fortes e penetra no hospedeiro através dos estômatos ou 

pequenos ferimentos na epiderme de folhas, frutos e ramos, sendo que a disseminação local também pode 

ocorrer através de podas com ferramentas contaminadas e pode ser facilitada por insetos herbívoros, 

como é o caso da larva minadora dos citros (Phyllocnistis citrella), que gera galerias nas folhas (Belasque 

Jr. et al., 2001). Dentro do hospedeiro, a bactéria cresce abundantemente no espaço intercelular. A doença 

é caracterizada pela formação de lesões circulares (water soaked) nas folhas, frutos e galhos da planta 

(Figura 1A e B). As lesões formadas são resultado da intensa divisão (hiperplasia) e crescimento 

(hipertrofia) celular induzidos pela bactéria. (Swarup et al., 1991; Duan et al., 1999; Brunings & Gabriel, 

2003). Após a proliferação da bactéria, o patógeno é liberado na superfície da planta através do 

rompimento da epiderme ou através dos estômatos (Figura 1C), estando disponível para iniciar um novo 

ciclo de infecção (Figura 1D).  
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Figura 1: (A) Sintomas do cancro cítrico em frutos. Extraído de Gottwald et al., 2002. (B) Sintomas do 

cancro cítrico em folhas. Extraído de Rodrigues Neto & Baldini Ribeiro, 2002 (C) Microscopia eletrônica 

mostrando bactérias Xac sendo liberadas através de uma abertura estomatal na superfície da planta. 

Extraído de Graham et al., 2004. (D) Ciclo de infecção do cancro cítrico. (1) Bactéria persiste como epífita 

na superfície da planta. (2) Penetração se dá através dos estômatos e feridas. (3) A bactéria coloniza o 

apoplasto e a infecção é visualizada como pontos circulares na face abaxial das folhas. (4) Lesões 

começam a crescer, gerando os sintomas característicos do cancro. (5) O rompimento da epiderme é o 

resultado da hiperplasia induzida pelo patógeno, permitindo a liberação das bactérias para o meio externo, 

iniciando um novo ciclo de infecção. Extraído de Gottig et al., 2010. 

Interação planta patógeno e mecanismos de defesa em plantas  

Plantas são organismos constantemente expostos a micróbios e para que estes causem alguma 

doença, a maioria destes micróbios devem conseguir acessar o interior da planta. Após penetrar no interior 

da planta, os micróbios enfrentam outro obstáculo: a parede celular, que apresenta receptores 
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extracelulares localizados na superfície das células e que reconhecem padrões moleculares associados a 

microrganismos/patógenos (MAMPs/PAMPs – Pathogen-Associated Molecular Patterns), que incluem 

flagelina e lipopolissacarídeos, presentes na membrana do patógeno. O reconhecimento dessas moléculas 

através destes receptores leva a uma resposta imune basal desencadeada por PAMPs (PTI – PAMPs-

Triggered Immunity) e que geralmente para a infecção antes que o microrganismo invada a planta (Figura 

2A), através da ativação de uma cascata de sinalização por MAP quinases, levando a transcrição de genes 

de defesa e produção de espécies reativas do oxigênio, além da deposição de calose para reforçar a 

parede celular, com a intenção de prevenir a infecção (Chisholm et al., 2006).  

No entanto os patógenos desenvolveram a capacidade de suprimir a resposta PTI através da 

interferência no reconhecimento da membrana plasmática ou secretando proteínas efetoras no citosol da 

célula da planta para alterar a sinalização da resposta de defesa (Figura 2B). As bactérias Gram-negativas 

adquiriram um sistema de secreção tipo III (TTSS – Type III Secretion System) (Figura 2D), que consiste 

em aproximadamente 25 proteínas, que formam uma estrutura em formato de agulha e muitas sendo 

homólogas a componentes do sistema flagelar de bactérias (Blocker et al., 2003; Tampakaki et al., 2004). 

Este conjunto de proteínas secreta ou transloca proteínas efetoras para dentro da célula hospedeira (Galán 

& Collmer, 1999; Brunings & Gabriel, 2003; Blocker et al., 2003; Chisholm et al., 2006).  

Entretanto, a co-evolução planta-patógeno levou à expressão de genes de resistência (R) na planta 

hospedeira. Esses genes são responsáveis por codificar proteínas NB-LRR, que contem domínios de 

ligação a nucleotídeos (NB – nucleotide binding) e domínios ricos em leucina (LRR – leucine rich repeat). 

O LRR está envolvido aparentemente na formação de interações proteína-proteína e no reconhecimento 

de proteínas efetoras (Gómez-Gómez & Boller, 2000; Dangl & Jones, 2001; Chinchilla et al., 2006; 

Chisholm et al., 2006, Altenbach & Robatzek, 2007; Chinchilla et al., 2007). A resposta de defesa é então 

ativada quando da associação de um efetor com proteína R correspondente (Figura 2C) e a resistência ao 

patógeno manifestada através da morte celular programada no local da infecção, inibindo o crescimento 

do patógeno. Na ausência da interação entre efetor e seu cognato, o resultado é a proliferação do patógeno 

na planta hospedeira e desenvolvimento da doença. Curiosamente, ao invés de desenvolver novas formas 

de resistência, patógeno e planta estão presos a um conflito co-evolucionário envolvendo modificações 

nos efetores e proteínas R (Chisholm et al., 2006). 
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Figura 2: Modelo para a evolução da resistência bacteriana em plantas. (A) Reconhecimento de PAMPs, 

como flagelina por receptores extracelulares tipo quinase (RLKs), que desencadeiam a resposta imune 

basal, que requer a ativação da sinalização por MAP quinases e reprogramação da transcrição por fatores 

de transcrição WRKY. (B) Bactéria patogênica utiliza o sistema de secreção tipo III para transferir efetores 

para a célula hospedeira, com a finalidade de suprimir a resposta imune basal. (C) Plantas resistentes 

apresentam proteínas que reconhecem os efetores da bactéria e restauram a resistência através da 

resposta imune associada ao efetor. Extraído de Chisholm et al., 2006. (D) Representação esquemática do 

sistema secretório tipo III de Xanthomonas axonopodis pv. citri e sua interação com a célula da planta. 

Extraído de Gottig et al., 2010. 
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Efetores tipo TAL 

Existem diversos efetores translocados pelo TTSS, entre eles os efetores tipo TAL (Transcription 

Activator-Like) são altamente estudados por modularem diretamente a transcrição do hospedeiro através 

do reconhecimento e ativação de genes específicos da planta (Boch et al., 2009; Kay & Bonas, 2009; Boch 

& Bonas, 2010). Dentro desta classe de efetores tipo TAL, os membros da família AvrBs3/PthA são os 

mais estudados e largamente distribuídos no gênero Xanthomonas e compreendem um grande número 

de proteínas conservadas evolutivamente. A proteína PthA de Xac e AvrBs3 de X. vesicatoria 

(Xanthomonas campestres pv. vesicatoria) apresentam identidade superior a 95% (Bonas et al., 1989; 

Swarup et al., 1991; Schornack et al., 2006). 

Os efetores tipo TAL são caracterizados por apresentarem um sinal de translocação via TTSS na 

região N-terminal, um sinal de localização nuclear (NLSs – Nuclear Localization Signals) e um domínio 

ácido de ativação transcricional (AAD – Acidic Transcription Activation Domain) na região C-terminal (Kay 

et al., 2007), típicos de fatores de transcrição. Possuem também um domínio central, que difere os 

membros da família AvrBs3/PthA e é composto por vários domínios de repetições (14-17) em tandem 

quase idênticos de 34/35 aminoácidos, ricos em leucina, que correspondem a ~15% do total de 

aminoácidos (Figura 3) (Yang & Gabriel, 1995; Szurek et al., 2001; Marois et al., 2002; Szurek et al., 2002; 

Kay & Bonas, 2009; Römer et al., 2009). Foi demonstrado que esta região é crítica na interação proteína-

proteína e importante para a especificidade da patogenicidade/avirulência (Yang et al., 1994; Domingues 

et al., 2010), pois a dimerização da proteína, que ocorre no citoplasma, depende desse domínio central e 

é necessária para disparar a HR (hypersensitive reaction) na planta (Yang & Gabriel, 1995; Gürlebeck et 

al., 2005; Gürlebeck et al., 2006). A região N-terminal é necessária para o reconhecimento e transporte da 

proteína pelo sistema de secreção tipo III e a região C-terminal está ligado à ativação da expressão gênica 

na célula hospedeira e deve interagir com proteínas transativadoras (Swarup et al., 1992; Yang & Gabriel, 

1995; Büttner & Bonas, 2002).  

 

Figura 3: Modelo esquemático da proteína PthA, com 1086 aminoácidos. A região N-terminal tem 290 aa, 

enquanto a região central tem 520 aa e a região c-terminal 286 aa. O domínio rico em leucina (LRR), os 

sinais de localização nuclear (NLS) e domínio de ativação (AAD) estão indicados. 

O modelo de interação Xanthomonas – Planta melhor caracterizado é aquele entre X. vesicatoria e 

seus hospedeiros, plantas de pimentão e tomate. Nesse modelo, a proteína efetora AvrBs3 é translocada 

para o interior da célula hospedeira (Figura 4), onde forma homodímeros através do domínio central, e 

interage com a proteína α-importina através do sinal de localização nuclear, sendo transportado para o 

AADLRR

NLS
Domínio Central 

Repeats

N-terminal

C-terminal
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núcleo da célula, alterando o estado transcricional do tecido infectado (Marois et al., 2002). Após sua 

translocação, a proteína AvrBs3 se liga a sequência específica de DNA, UPA box (up-regulated by AvrBs3), 

através do seu domínio central induzindo a transcrição de vários genes, os quais codificam proteínas 

envolvidas no desenvolvimento de hiperplasia e hipertrofia celular em plantas susceptíveis (Kay et al., 

2007) ou genes de resistência em plantas resistentes (Römer et al., 2009). No caso de X. vesicatoria, em 

plantas resistentes a este patógeno, AvrBs3 transativa o gene bs3 que codifica uma flavina monooxigenase 

que confere resistência à bactéria (Römer et al., 2007). 
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Figura 4: Modelo do mecanismo de ação da proteína efetora AvrBs3. (A) Estrutura do AvrBs3. (B) 

Translocação da proteína efetora para o citoplasma da célula hospedeira através do sistema de secreção 

tipo III. (C) Dimerização de AvrBs3 e interação com a α-importina através dos sinais de localização nuclear 

de AvrBs3. (D) AvrBs3 se liga diretamente a uma sequência específica do DNA, denominada UPA box, 

através de seu domínio de repetições, levando a ativação da transcrição de vários genes, entre eles o UPA 

20. Extraído de Kay & Bonas (2009).  

Recentemente, em estudos do mecanismo de ligação de AvrBs3 ao DNA, um código de 

reconhecimento específico foi encontrado e denominado código TAL (Boch et al., 2009; Moscou & 

Bogdanove, 2009). Esse código mostrou que os efetores TAL possuem resíduos de aminoácidos variáveis 

nas posições 12 e 13 dentro de cada repetição do domínio central (Figura 5A). Cada resíduo de aminoácido 

variável se liga a um único nucleotídeo do DNA, conferindo especificidade de ligação para as sequências 
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de DNA dos promotores alvos (Boch et al., 2009; Moscou & Bogdanove, 2009; Boch & Bonas, 2010) 

(Figura 5B) 

 

 

Figura 5: (A) Estrutura primária de PthA2, destacando as três porções principais da proteína. A porção N-

terminal é essencial para a transfecção através do TTSS; Região central compreende 15,5 repetições de 

34 resíduos, ricos em leucina (vermelho), responsáveis pela ligação ao DNA; Em azul, os resíduos 

variáveis (RVDs) que se ligam ao DNA; Região C-terminal, composta pelos sinais e localização nuclear 

(negrito e sublinhado) e pelo domínio ácido de ativação (verde). (B) Sequência de DNA predita como alvo 

de ligação de PthA2 de acordo com o código TAL (Boch et al., 2009; Moscou e Bogdanove, 2009). 

Proteína Efetora PthA de Xanthomonas citri 

A bactéria Xac infecta a laranja doce (C. sinensis) e utiliza o sistema de secreção tipo III para translocar 

proteínas efetoras TAL para dentro do hospedeiro. A proteína PthA (Figura 5A) é o efetor mais estudado. 

O gene pthA foi um dos primeiros genes de avirulência (avr) para o qual se demonstrou uma função no 
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desenvolvimento dos sintomas no hospedeiro, sendo necessário à bactéria para causar os sintomas do 

cancro cítrico. Quando expresso transitoriamente em folhas de citros, por bombardeamento ou por agro-

transfecção, é suficiente para causar lesões do tipo cancro, incluindo ruptura da epiderme, indicando que 

a proteína PthA é o fator principal de indução de hipertrofia celular e hiperplasia em citros (Duan et al., 

1999; Swarup et al., 1991). Por outro lado, a expressão transitória de pthA em plantas não hospedeiras 

como tabaco, feijão e algodão levam à formação de uma reação tipo HR (Duan et al., 1999). Quando PthA 

foi inserido nas cepas X. phaseoli e X. campestres pv. malvacearum, os transformantes permaneceram 

não patogênicos ao citros, entretanto levaram a HR em plantas de feijão e algodão (Swarup et al., 1992). 

Evidências adicionais confirmam o papel de PthA na patogenicidade de Xac: mutações nos genes hpr 

(hypersensitive response and pathogenicity) (Yang & Gabriel, 1995) ou pthA levaram a perda da habilidade 

de induzir câncer hiperplásico, lesões circulares e habilidade do patógeno crescer in planta (Swarup et al., 

1991). Portanto, até o momento, PthA é considerado o principal fator de patogenicidade de Xac. 

A linhagem de Xac 306 (da Silva et al., 2002) apresenta 4 variantes de PthA, que diferem entre si pelo 

número de repetições do domínio central e pelos resíduos polimórficos encontrados dentro das unidades 

repetitivas: PthA1 possui 16,5 repetições de 34 aminoácidos, PthA2 e PthA3, 15,5 repetições e PthA4, 

17,5 repetições e que é a forma correspondente à descrita por Brunings & Gabriel (2003) e considerada a 

variante essencial para indução de hiperplasia e hipertrofia (Al-Saadi et al., 2007, Domingues et al., 2010). 

Como dito anteriormente, o domínio central parece ser essencial para interações proteína-proteína e 

proteína-DNA (Gürlebeck et al., 2005; Murakami et al., 2010). Em 2010, nosso grupo publicou o primeiro 

dado estrutural de um domínio repetitivo de PthA (Murakami et al., 2010). Através das técnicas de RMN e 

SAXS, a estrutura correspondente a 1,5 repetições do domínio central do PthA2 (RD2) foi determinada e 

corrobora o modelo teórico que prediz uma estrutura de superhélice TPR (tetratricopeptide repeat) para o 

domínio central e que RD2 passa por rearranjos conformacionais na presença de DNA (Murakami et al., 

2010). Recentemente a estrutura do domínio central do efetor TAL PthXo1 (de Xanthomonas oryzae), em 

complexo com DNA alvo foi determinada e confirma os dados publicados pelo nosso grupo de que as 

repetições de 34 aminoácidos se associam para formar uma superhélice em torno do sulco maior do DNA 

e que cada repetição forma uma estrutura tipo helix-loop-helix onde os resíduos variáveis 12 e 13 se 

encontram no loop ligados ao DNA (Mak et al., 2012; Deng et al., 2012). 

Estudos tem mostrado que folhas de C. sinensis infiltradas com Xac apresentaram alteração na 

transcrição de diversos genes associados ao remodelamento e crescimento celular, incluindo genes 

envolvidos na biogênese de ribossomos, remodelamento de parede celular, trafego de vesículas, síntese 

e mobilização de auxinas e giberelinas, além de uma cisteína protease (CsCP), que teria papel na resposta 

de defesa contra o patógeno (Cernadas et al., 2008; Cernadas & Benedetti, 2009). Esses dados são 

consistentes com o fato de que PthA2 expressos transientemente em epicótilos de C. sinensis provocou 

mudanças transcricionais idênticas às desencadeadas pela infecção com Xac e aumento da expressão de 
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genes envolvidos na sinalização de auxinas e giberelinas, dois hormônios necessários para o 

desenvolvimento do cancro cítrico (Cernadas & Benedetti, 2009). 

Domingues et al (2010) mostrou que PthAs formam homo e heterodímeros entre si através das 

repetições e que também interagem com a proteína α-importina de citros. Além da interação com a α-

importina, foram identificadas outras proteínas alvo do hospedeiro que interagem com PthA, entre elas 

CsCyp, uma ciclofilina, CsTdx, uma tioredoxina e o heterodímero CsUev/CsUbc13, envolvido na 

ubiquitinação dependente de K63 e reparo de DNA e que formam um complexo (Domingues et al, 2010; 

Domingues et al. 2012). O trabalho realizado nesta tese tem, portanto, como alvo as proteínas CsCyp, 

CsTdx e CsCP, todas identificadas em estudos realizados pelo nosso grupo. 
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2. OBJETIVOS E JUSTIFICATIVA 

A citricultura é de grande importância para a economia do Brasil e a grande vulnerabilidade a pragas 

e doenças, em especial o cancro cítrico tornam de grande importância estudos realizados com esta 

doença. 

O objetivo principal deste trabalho foi contribuir no entendimento da doença através do estudo de 

proteínas do hospedeiro que foram identificadas como parceiras de interação de PthA, o principal fator de 

patogenicidade de Xac e que tem papel no crescimento celular e desenvolvimento da doença, além do 

entendimento da regulação da atividade destas proteínas. 
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como a interleucina-2 (Wang & Heitman, 2005; Gullerova et al., 2006). No fungo Cryptococcus neoformans, 

a inibição da calcineurina impede o seu crescimento em altas temperaturas (Wang & Wheitman, 2005). 

 

Figura 7: Representação da estrutura molecular da Ciclosporina A (CsA), um peptídeo cíclico, com peso 

molecular de 1202,6 Da e composta por 11 aminoácidos, sendo que cada aa é representado por uma cor 

diferente – MeBmt1 (N-metil-(4R)-4-[(E)-2-butenil]-4-metil-L-treonina), Abu2 (L-o-ácido-aminobutirico), Sar3 

(sarcosina ou N-metil-glicina), MeLeu4 (N-metil-Leucina), Val5, MeLeu6, Ala7, D-Ala8, MeLeu9, MeLeu10 e 

MeVal11 (N-metil-valina). A Ciclosporina A (CsA) é uma droga imunossupressora isolada do fungo 

Tolypocladium inflamatum, que habita o solo. Foi descoberta em 1972, nos laboratórios da Sandoz (hoje, 

Novartis), na Suiça. Os estudos iniciais mostraram que CsA era extremamente eficaz em prevenir rejeição 

de transplantas e poderia ter alguma importância no tratamento de doenças auto-imunes (Laupacis et al., 

1982).  

Em plantas, Cyps controlam transcrição, silenciamento gênico e sinalização por hormônios, e afetam 

diretamente o desenvolvimento da planta e sua interação com patógenos. (Li & Luan, 2001; Iki et al., 2012; 

Bannikova et al., 2013; Kang et al., 2013). ROC1, uma das ciclofilinas mais estudadas de Arabidopsis 

thaliana, foi descrita como um ativador eucariótico da proteína efetora AvrRpt2 de Pseudomonas syringae, 

além de afetar a sinalização hormonal e de fitocromos (Coaker et al., 2005; Trupkin et al., 2012; Ma et al., 

2013). 

Foi descrito também que quando oxidadas, com ou sem formação de pontes dissulfeto, Cyps estariam 

inativas, como foi demonstrado por Gourlay et al.(2007), sugerindo que Cyps sofrem regulação redox por 

tioredoxinas (TRX), como já comprovado em A. thaliana, na qual uma ciclofilina do cloroplasto é alvo de 

regulação redox por uma TRX, sendo que Cyp oxidada foi reduzida in vitro por TRX (Motohashi et al., 2003 

e Gourlay et al., 2007).  

Algumas Cyps pertencem a uma subfamília denominada de ciclofilinas divergentes, por apresentarem 

um loop adicional, composto por 7 resíduos de aminoácidos, com a sequência consenso **GK*LH, sendo 

que o loop é mantido no local por uma rede específica de pontes de hidrogênio com a cadeia lateral de um 

resíduo de glutamato, que é altamente conservado em posição equivalente nestas ciclofilinas. Foi 
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observado também que a grande maioria das ciclofilinas divergentes apresenta duas cisteínas 

conservadas (Taylor et al., 1998; Dornan et al., 1999; Peterson et al., 2000; Ellis et al., 2000; Taylor et al., 

2001; Sekhon et al., 2013). Ainda não se sabe exatamente a função desse loop divergente em ciclofilinas, 

mas foram postuladas três hipóteses diferentes: na primeira, o loop seria parte de sítio conservado de 

ligação ao ATP (P-loop) (Dornan et al., 1999). A segunda, supõe que a histidina do loop, juntamente com 

as cisteínas conservadas formaria um sítio de coordenação de metal; e a terceira opção seria que as 

cisteínas poderiam, através da formação de ponte dissulfeto, regular a atividade de PPIase por um 

mecanismo redox. 

Os P-loops são compostos pelas sequências A e B de Walker, encontradas comumente em muitas 

proteínas que ligam nucleotídeos (Sato et al., 1996 e Deyrup et al., 1998). O Motivo A (também chamado 

de P-loop) consiste nas sequências consensos - (G/A)XXXXGK(T/S), GXXGXXK, GXXXXGKS ou 

GXXGXGKS (X podendo ser qualquer aminoácido) - sendo que os fosfatos β- e γ- do ATP se ligam aos 

resíduos de Lys e Thr e o motivo B consiste na sequência consenso ZZZZD (sendo Z um resíduo 

hidrofóbico), responsável por interagir com o íon Mg2+ (Sato et al., 1996 e Deyrup et al., 1998). 

Além disso, Gullerova et al. (2006) descreveu que uma ciclofilina de A. thaliana tem importante papel 

na regulação da atividade da RNA Polimerase II (RNA Pol II) e no processamento de pré-mRNA através 

da modulação do estado de fosforilação do domínio C-terminal (CTD) da RNA Pol II. Coincidentemente, 

foi descrito também que Cpr1 e Ess1, duas prolil-isomerases de levedura afetam o remodelamento da 

cromatina, através da interação com dois complexos de histona-deacetilases, a transcrição basal através 

da isomerização de resíduos de prolina do domínio C-terminal (CTD) da RNA polimerase II, regulando a 

elongação e o término da transcrição em leveduras, além de regular silenciamento gênico e controlar a 

meiose (Hani et al., 1999; Morris et al., 1999; Wu et al., 2000; Wu et al., 2003; Arévalo-Rodríguez et al. 

2000; Arévalo-Rodríguez & Heitman, 2005, Krishnamurthy et al., 2009; Singh et al., 2009).  

A ciclofilina de citros (CsCyp) foi identificada como um parceiro de interação de PthA (Domingues et 

al., 2010). CsCyp é uma ciclofilina de 18 kDa, contendo um único CLD. CsCyp apresenta uma sequência 

de aminoácidos adicional compatível com o loop divergente e também os resíduos de glutamato e cisteínas 

conservados (Figura 8A), característicos de ciclofilinas divergentes, provavelmente pertencendo a este 

grupo. CsCyp é similar às ciclofilinas divergentes de A. thaliana ROC3, Triticum aestivum CypA-1 e 

Caenorhabditis elegans Cyp3, compartilhando 85, 83 e 76% de identidade, respectivamente. Ainda assim, 

compartilha ~70% de identidade com CypA de humanos e Cpr1 de levedura, que carecem do loop 

divergente, Glu conservado e uma das cisteínas também conservadas (Figura 8A). Uma análise 

filogenética mostrou que CsCyp forma um ramo com diversas Cyps de plantas (Figura 8B) ainda não 

caracterizadas e que pertencem ao grupo dicotiledôneas. É interessante ressaltar que CsCyp não é 

aparentada com a Cyp59 de A. thaliana (Figura 8), a única ciclofilina de planta a ser conhecida por interagir 

com o CTD da RNA Pol II (Gullerova et al., 2006). 
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Figura 8: (A) Alinhamento da sequência de aminoácidos de CsCyp com as proteínas AtROC3, TaCypA-

1, CeCyp3, HsCypA e ScCpr1, realizado com o programa Clustal W. As setas indicas os resíduos de 

aminoácidos que compõe o sítio ativo e responsável por ligar CsA. Os resíduos que compreendem o 

loop divergente estão em azul e sublinhado, enquanto os resíduos de cisteínas em vermelho e 

glutamato conservado em verde. (B) Análise filogenética de ciclofilinas de plantas (mono e 

dicotiledôneas), humano, nematoides e leveduras, mostrando que CsCyp forma um ramo com Cyps de 

plantas dicotiledôneas ainda não caracterizadas. CsCyp não é aparentada a Cyp59 de A. thaliana. 

Apenas o domínio PPIase de AtCyp59 foi utilizado no alinhamento. O alinhamento foi realizado com o 

programa http://www.phylogeny.fr/ (Edgar, 2004; Dereeper et al., 2008). 
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Dados recentes mostram que a CsCyp complementa os mutantes Δess1 e ΔcypA de levedura 

(Domingues et al., 2012), sugerindo então que CsCyp poderia ter papel na regulação da transcrição, 

através da isomerização dos resíduos de prolina do domínio C-terminal da RNA polimerase II (Meinhart et 

al., 2005; Gullerova et al. 2006; Xu & Manley, 2007; Poschmann et al., 2011).  

Domínio C-terminal da RNA Polimerase II 

O CTD da RNA Pol II consiste em repetições em tandem da sequência consenso YSPTSPS (Figura 

9), que tem importante papel na transcrição (Meinhart et al., 2005; Buratowsky, 2009; Jasnovidova & Stefl, 

2013). O número de repetições do heptapeptídeo e sua conservação variam entre os diferentes 

organismos – leveduras, por exemplo, possuem 26 repetições e é um dos mais conservados, com apenas 

6 das 26 repetições sendo diferentes da sequência consenso. Já em humanos, apenas 23 das 52 

repetições encontradas são conservadas (Jasnovidova & Stefl, 2013).  

 

Figura 9: Representação esquemática da subunidade maior da RNA Polimerase II. Extraído de 

Jasnovidona & Stefl (2013). 

O funcionamento do CTD é dependente de modificações pós-traducionais, sendo a fosforilação a mais 

frequente, realizada por quinases específicas. Entretanto, a isomerização dos resíduos de prolina também 

é importante, pois cria tipos de populações de peptídeos com conformação especifica, estabelecendo 

diferentes interações proteína-proteína. As PPIases são importantes para controlar a interação proteína-

proteína com isômeros específicos (Meihart et al., 2005; Buratowsky, 2009; Krishnamurthy et al., 2009; 

Jasnovidova & Stefl, 2013). 

Diferentes padrões de modificações em diferentes estágios do ciclo de transcrição altera a ligação de 

fatores de transcrição, regulando assim, o progresso da transcrição (Meinhart et al., 2005; Sobennikova et 

al., 2007; Buratowsky, 2009; Krishnamurthy et al., 2009). 

O CTD da RNA Pol II de Citrus sinensis (CsCTD) apresenta 38 repetições em tandem, das quais 15 

são conservadas (Figura 10) e possui 76% de identidade com CTD de humanos. 
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Figura 10: Alinhamento da sequência de aminoácidos de CsCTD com o CTD de Homo sapiens, realizado 

com o programa Clustal W. Os asteriscos indicam aminoácidos iguais. Os heptapeptídeos com sequência 

consenso (YSPTSPS) estão sublinhados. 

 

Com base no exposto acima, este trabalho teve, portanto, como objetivo principal testar qual das 

hipóteses de regulação sugeridas seria a responsável por controlar a atividade PPIase de CsCyp. 

Concomitantemente, elucidar o mecanismo de interação entre CsCyp e CsCTD. 
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2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Resolver a estrutura tridimensional da proteína CsCyp; 

• Confirmar atividade PPIase de CsCyp; 

• Realizar ensaios espectroscópicos com a proteína CsCyp: Dicroísmo Circular (CD), Dynamic 

Light Scattering (DLS) e Fluorescência Intrínseca do Triptofano; 

• Estabelecer a função do loop divergente; 

• Realizar mutagênese sítio dirigida nas cisteínas e glutamato conservados com a finalidade de 

descobrir sua importância na atividade PPIase de CsCyp; 

• Elucidar o mecanismo de controle da atividade PPIase de CsCyp; 

• Confirmar a interação de CsCyp com CsCTD através de ensaios de duplo-híbrido e GST-Pull 

Down; 

• Realizar ensaios de RMN com peptídeos baseados nas repetições do CsCTD para confirmar 

interação; 

• Realizar silenciamento e superexpressão do gene cyp em Citrus; 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

Várias das construções que foram utilizadas nesse trabalho já estavam disponíveis em nosso 

laboratório, entre elas, pGEX4T-1-CsTdx, pOBD-CsCyp, pET28a-6xHis-PthAs (6xHis N-terminal), 

pET28a-6xHis-PthA-5.5rep+CT2 (uma forma truncada contendo parte do domínio central com 5.5 

repetições de 34 aa, seguido da região C-terminal), pET28a-6xHis-RD2 (Domínio Interno do PthA2). 

3.1. Clonagem, expressão e purificação de proteínas recombinantes em E. coli 

3.1.1. CsCyp em pET28a 

A ORF foi amplificada a partir da biblioteca de cDNA de C. sinensis (disponível em nosso laboratório), 

com os primers Cyp_F (NdeI: 5’-CATATGCCAAACCCCAAAGTGTTC-3’) e Cyp_R (NotI: 5’-

GCGGCCGCTGATGATGGCGATC-3’), contendo sítios de restrição para facilitar a clonagem nos vetores 

de expressão. A amplificação da ORF foi realizada através de uma reação de PCR utilizando-se 200 ng 

de cDNA de C. sinensis, 20 ρmoles de cada primer Cyp_F e Cyp_R; 0,25 mM de dNTPs; 1 mM de MgCl2 

e Taq Platinum (1 U/µL), para volume final de reação de 40 µL. Foram realizados 35 ciclos de 30 segundos 

a 94°C, 30 segundos a 55°C, 1 minuto e 5 minutos a 72°C. Uma única banda foi amplificada com tamanho 

ao redor de 600 pb, correspondendo a CsCyp, que possui 519 pb. Esta banda foi extraída do gel de 

agarose (1%), purificada com o Kit de Extração de DNA (Qiagen) e ligada em vetor pGEM-T Easy 

(Promega) por 1 hora na temperatura ambiente. A ligação foi então transformada em células competentes 

de E. coli DH5α por choque térmico e plaqueada em meio LB seletivo com 100 µg/mL Amp (pGEM-T – 

resistência a ampicilina), 40 µg/mL X-Gal e 0,4 mM IPTG (isopropil β-D-tiogalactopiranosídeo) e incubadas 

em estufa 37°C por 16 horas. Os clones transformantes foram selecionados realizando-se a digestão com 

NdeI/NotI. O inserto NdeI/NotI foi extraído do gel de agarose (1%) e purificados, como descrito acima. Foi 

realizada então a ligação do inserto em pET28a com T4 DNA Ligase (Fermentas) sob incubação no banho 

a 16°C por 16 horas. A ligação foi então transformada em células competentes de E. coli DH5α por choque 

térmico e plaqueada em meio LB seletivo com 50 µg/mL Kana (pET28a – resistência a canamicina). Com 

a finalidade de selecionar os clones transformantes, foi realizado um PCR de colônia com 5 clones isolados 

com os primers T7 e pET-Rev. Os clones positivos foram confirmados posteriormente por sequenciamento 

de DNA. Em seguida, cresceu-se cultura em meio liquido LB Kana e os plasmídeos foram purificados por 

miniprep (Qiagen). Estes plasmídeos foram então transformados em células competentes de E. coli para 

expressão, BL21(DE3), por choque térmico. 

A construção foi expressa em meio LB Kana na temperatura de 30°C sob agitação constante de 200 

rpm. A cultura foi crescida até atingir a fase logarítmica – OD (optical density) a 600 nm entre 0,6 e 0,8 

unidades de absorbância e a síntese de proteína recombinante foi induzida por 3 horas com a adição de 

0,4 mM de IPTG. 

A proteína recombinante foi então purificada por cromatografia de afinidade em resina TALON 

(Clonetech). Os tampões utilizados foram: A (lise) - 20 mM Tris-HCl pH 8,0, 200 mM NaCl, 5 mM Imidazol, 
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20% Glicerol; B (lavagem) – tampão A com 15 mM Imidazol; C (eluição) – tampão A com 200 mM Imidazol. 

A lise das células foi realizada com 20 mL de tampão A + lisozima (1 mg/mL) e sonicação (20 pulsos de 

20s), a fim de aumentar a eficiência da lise. A suspensão foi centrifugada, após sonicação, a 4°C, 17.000 

rpm por 50 minutos. A fração solúvel foi filtrada (0,45 µm) e incubada com a resina TALON. Após eluição, 

a cauda 6xHis foi clivada com trombina (1u trombina por 1 mg proteína), por 12 a 16 horas a 25°C. A 

proteína clivada foi então concentrada em Centricon a 1500 g, 10°C até volume final de 1,5 mL. A proteína 

concentrada foi submetida a uma cromatografia por exclusão de peso molecular, em coluna Superdex 75 

10/300 GL (GE Healthcare) e novamente concentrada para volume final de 1 mL. A concentração final da 

proteína foi determinada pela absorbância a 280 nm, utilizando o coeficiente de extinção molar obtido na 

ferramenta ProtParm, no site Expasy (http://us.expasy.org/). A indução, solubilidade e todos os passos de 

purificação foram avaliados por gel de poliacrilamida (13%) SDS-PAGE e coloração com o corante 

Coomassie Blue. 

3.1.2. CsCTD 

O fragmento de DNA correspondente ao domínio C-terminal da RNA Pol II de citros foi amplificado a 

partir do EST de laranja doce, cedido pelo Centro APTA Citros Sylvio Moreira, utilizando os primers CTD_F 

(NdeI: 5’-CATATGCCTTATGTTGGTGGAATGGCCTTC-3’) e CTD_R (NotI: 5’-

GCGGCCGCTTAACGTGAGCTCTTGTCACC-3’) e clonado em vetor pGEM-T. Após confirmação por 

sequenciamento, foi realizada a subclonagem em vetor pGEX-4T-1 (proteína em fusão com GST) ou vetor 

pOAD, seguindo os mesmos protocolos descritos no item 3.1.1. Após a confirmação da clonagem, o 

plasmídeo foi transformado em duas cepas de células competentes de E.coli para expressão: BL21 (DE3) 

e BL21 ΔSlyD pRARE, por choque térmico.  

3.1.3. PthAs em pET28a e Formas Truncadas de PthA de Xac 

PthAs de Xac e suas formas truncadas pET28a-PthA-RD2 e pET28a-PthA-5.5rep+CT2 foram 

expressas a 25°C, 200 rpm, por 3 horas com adição de 0,4 mM IPTG. As purificações por afinidade foram 

realizadas em resina de níquel (Ni-NTA Agarose – Qiagen) ou TALON (Clonetech). Os seguintes tampões 

foram utilizados: A (de lise) – 20 mM Tris-HCl pH 8,0; 5 mM imidazol; 300 mM NaCl; 1 mM PMSF; 20% 

glicerol e 0,5 mM DTT; B (de lavagem) – 20 mM Tris-HCl pH 8,0; 15 mM imidazol; 300 mM NaCl; 1 mM 

PMSF; 20% glicerol e 0,5 mM DTT e C (de eluição) – 20 mM Tris-HCl pH 8,0; 100 mM imidazol; 300 mM 

NaCl; 1 mM PMSF; 20% glicerol e 0,5 mM DTT. A lise das células foi feita com 15 mL de tampão A e 1 

mg/mL de lisozima e sonicação (20 pulsos de 10 segundos). As suspensões foram centrifugadas a 4°C, 

14.000 rpm por 1 hora. O extrato solúvel lisado e filtrado (0.45 µm) foi aplicado em coluna de gravidade 

contendo 600 µL de resina pré-equilibrada com tampão A e fluxo de 0,3 mL/min. Foram feitas 3 lavagens 

com 2 volumes de coluna cada (tampão B) e 6 eluições com 1 volume de coluna cada (tampão C). A 

indução, solubilidade e todos os passos de purificação foram avaliadas por gel de poliacrilamida (13%) 

SDS-PAGE e coloração com o corante Coomassie Blue. 
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3.2. Mutagênese Sítio Dirigida 

Foram desenhados óligos específicos para a mutação dos resíduos Cys 40, Cys168 e Glu83 de CsCyp 

de acordo com as instruções do manual QuickChange® Site-Directed Mutagenesis Kit da Stratagene 

(Tabela 1).  

Tabela 1: Óligonucleotídeos utilizados para a mutagênese sítio dirigida em CsCyp 

 

A PCR foi realizado de acordo com instruções do kit do fabricante (Stratagene). Após a PCR, as 

amostras foram resfriadas até 37°C e incubadas com 1 µL da enzima DpnI (10 U/µL) por 1 hora a 37°C. A 

seguir, 10 µL de cada amostra foram transformados em células competentes de E. coli DH5α por choque 

térmico. Os clones positivos foram confirmados por sequenciamento e transformados em células 

competentes para expressão E. coli BL21 (DE3). 

3.3. Ensaios de GST Pull-Down 

As proteínas recombinantes (CsCyp, CsTdx e CsCTD) expressas em fusão com GST foram 

ressuspendidas em 1 mL de tampão de lise (PBS 1X pH 7,4; 1 mM de DTT), lisadas e as frações solúveis 

obtidas foram incubadas separadamente com 50 µL de resina “Glutathione Sepharose 4 Fast Flow” 

(Amersham Biosciences), previamente equilibrada com tampão de ligação (igual ao de lise), por 1 hora e 

30 minutos sob leve agitação a 4°C. Após o período de incubação, a resina foi lavada com tampão de 

ligação (30 volumes de coluna), para remoção de amostra não ligada. Em seguida, esta resina foi incubada 

com 1 mL CsCyp-6xHis, Cyp C40S-6xHis, Cyp C168S-6xHis, Cyp C40S/C168S-6xHis, ou PthA2-6xHis 

previamente expressas e purificadas por afinidade em resina Ni-NTA ou TALON (como descrito no item 

3.1.1 e 3.1.3). A incubação foi realizada por 2 horas sob leve agitação a 4°C. As amostras foram 

centrifugadas e a resina lavada com tampão de ligação (40 volumes de coluna). As proteínas ligadas à 

resina foram eluídas com tampão de amostra SDS sendo fervidas por 15 minutos a 95°C e fracionadas 

em gel SDS-PAGE 10 ou 13% para coloração com corante Coomassie blue e visualização por Western 

blot com os anticorpos Anti-GST, Anti-PthA e Anti-Cyp, como será descrito no item 3.4. Como controle 

negativo foi realizado o mesmo procedimento para a proteína GST sozinha presa à resina e incubada 

separadamente com as mesmas proteínas purificadas mencionadas acima.  

 Mutação Óligo 

Cys40 → Ser (C40S) F – GAGAACTTCCGCGCCCTCTCCACCGGCGAGAAAGGCATC 
R – GATGCCTTTCTCGCCGGTGGAGAGGGCGCGGAAGTTCTC 

Cys168 → Ser (C168S) F – CCCGTCGTGATCGCTGATTCCGGTCAATTGTCTTAGATT 
R – AATCTAAGACAATTGACCGGAATCAGCGATCACGACGGG 

Glu83 → Ala (E83A) F – GGAAACGGAACCGGAGGCGCATCAATCTACGGCTCAAAA 
R – TTTTGAGCCGTAGATTGATGCGCCTCCGGTTCCGTTTCC 

Glu83 → Ser (E83S) F – GGAAACGGAACCGGAGGCTCATCAATCTACGGCTCAAAA 
R – TTTTGAGCCGTAGATTGATGAGCCTCCGGTTCCGTTTCC 

Glu83 → Gln (E83Q) F – GGAAACGGAACCGGAGGCCAATCAATCTACGGCTCAAAA 
R – TTTTGAGCCGTAGATTGATTGGCCTCCGGTTCCGTTTCC 
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O ensaio de interação entre GST-Cyp e 6xHis-PthA2 foi realizado também na presença do seu inibidor, 

CsA (SANDIMMUN® - NOVARTIS), na proporção 1 proteína: 2 CsA. GST imobilizada na resina foi utilizada 

como controle. 

3.4. Western Blot 

As análises de Western blot foram realizadas a partir de géis de acrilamida 10 e 13%. As proteínas 

separadas pelo gel foram transferidas para membrana de PVDF (difluoreto de polivinila) em tampão de 

transferência (48 mM de Tris-base; 39 mM de glicina; 0,037% de SDS e 20% de metanol). A transferência 

foi realizada a 350 mA por 1 hora. Após a transferência a membrana foi incubada em solução bloqueadora 

(5% de leite em pó desnatado em 1X TBS-T - 20 mM de Tris-base; 150 mM de NaCl, pH 7,5; 0,05% de 

Tween 20) por 1 hora. Em seguida a membrana foi incubada com anticorpo primário em solução 

bloqueadora. Depois da incubação com anticorpo primário, a membrana foi lavada três vezes de 10 

minutos cada, sob leve agitação em solução TBS-T, e incubada com o anticorpo secundário (ECL Kit – 

Amersham Biosciences) por 1 hora. A membrana foi novamente lavada três vezes de 10 minutos em 

solução TBS-T. A detecção foi feita utilizando-se o método de quimioluminescência do Kit ECL (Amersham 

Biosciences).  

Foi utilizado o anticorpo primário Anti-GST (Sigma), na diluição de 1:5000, os anticorpos policlonais 

Anti-PthA (1:5000) e Anti-Cyp (1:3000) produzidos pela empresa Célula B – Serviço de Produção de 

Anticorpos Mono e Policlonais - e anticorpos secundários correspondentes Anti-mouse ou Anti-rabbit 

(ambos 1:3000). 

3.5. Ensaio de Atividade PPIase de Ciclofilina 

A atividade de PPIase da Cyp de citros foi determinada através de um ensaio enzimático pareado com 

a α-quimiotripsina, de acordo com Kofron et al. (1991), com algumas modificações. Neste ensaio foi 

utilizado um substrato cromogênico da α-quimiotripsina, N-Succinil-Ala-Ala-Pro-Phe-ρ-Nitroanilide (Suc-

AAPF-ρNA) (Sigma-Aldrich) ressuspendido em TFE (Trifluoroetanol) contendo 470 mM de LiCl, para 

maximizar a quantidade de peptídeo presente como isômero cis. A atividade foi medida pelo aumento da 

absorbância no 390 nm devido à liberação da ρ-nitroanilina pela clivagem proteolítica do substrato Suc-

AAPF-ρNA. O ensaio foi realizado com a temperatura controlada em 10°C. A solução aquosa do substrato 

foi preparada imediatamente antes do uso e mantida no gelo durante o procedimento. 

 Para este experimento foi utilizada a proteína recombinante CsCyp e os 6 mutantes purificados como 

descrito no item 3.1.1. Foram realizados ensaios na presença de ligantes, inibidores e possíveis proteínas 

com as quais CsCyp poderia interagir, a fim de verificar qual a alteração na atividade da proteína. A 

proteína PthA foi purificada de acordo com o item 3.1.3. A proteína BSA (Bovine-Serum Albumine) foi 

utilizada como controle negativo, para mostrar que não é qualquer proteína com resíduos de prolina que 

interage com CsCyp. Todas as proteínas usadas foram dialisadas em tampão 50 mM HEPES pH 8,0, 100 
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mM NaCl, utilizando membrana de 6-8.000 Da. As amostras foram mantidas sob leve agitação a 4°C por 

16 a 18 horas.  

As reações foram feitas em triplicata utilizando 15 nM de proteína, sendo o volume final da reação de 

1 mL. A proteína juntamente com o tampão da reação foi colocada em cubeta de quartzo, com 

comprimento óptico de 1 cm, dentro do espectro e a temperatura, estabilizada em 10°C durante 5 minutos. 

Em seguida, proteína e tampão foram incubados com 1 mg da protease α-quimiotripsina e imediatamente 

após, com 100 µM do substrato Suc-AAPF-ρNA. A catálise então se inicia logo após adição do substrato 

e a absorbância a 390 nm foi monitorada, em espectrofotômetro UV/visível, de 5 em 5 segundos durante 

5 minutos. Foi então feita uma média entre as triplicatas e os valores, plotados em gráficos da absorbância 

no 390 nm em função do tempo em segundos. 

Os dados foram processados usando a equação de primeira ordem (A390 = A1 + A0 e-kt, com k como 

constante) e a constante (kobs) derivada como descrito por Motohashi et al. (2003). Os valores kcat/Km foram 

calculados de acordo com a equação kcat/Km = (kobs – k0)/[PPI], na qual k0 é a constante de primeira ordem 

para a isomerização cis-trans espontânea (Motohashi et al., 2003). 

3.6. Ensaio de Cristalização e Resolução da Estrutura Tridimensional de CsCyp 

A proteína CsCyp purificada foi incubada com seu inibidor CsA na proporção de 1CsCyp:2CsA. Os 

ensaios de cristalização foram realizados com aproximadamente 11 mg/mL de proteína, utilizando-se a 

técnica de sitting drop com difusão de vapor. As gotas foram feitas pelo robô Honeybee Pipettor e os 

scrennings iniciais foram realizados com 6 kits, totalizando 544 condições. As placas de cristalização foram 

mantidas em um laboratório de cristalografia à 18°C e visualizadas manualmente em microscópios.  

3.6.1. Coleta e Processamento dos Dados 

Os dados de difração foram coletados na linha de difração de raios X (D03B-MX2) do Laboratório 

Nacional de Luz Síncrotron (LNLS). As coletas foram realizadas em temperatura criogênica (100 K) a fim 

de evitar danos no cristal causado pela radiação. As imagens foram coletadas num detector MAR CCD 

com distância de 110 mm entre o cristal e o detector, com intervalos de rotação de 1 grau. Quando a 

resolução do padrão de difração obtida não foi ideal para a resolução da estrutura da proteína, foi realizado 

um refinamento a partir das condições iniciais, para melhora da qualidade do cristal. 

Os dados foram processados com o MOSFILM (Leslie, 1992) e SCALA (Evans, 2005). A estrutura do 

complexo CsCyp:CsA foi determinada através de substituição molecular, com o programa Phaser, 

utilizando a estrutura da Cyp3 de C. elegans como modelo (PDB 1DYW). A estrutura foi refinada através 

do programa Phenix e a geração do mapa de densidade eletrônica usando o Coot. Todos os dados foram 

refinados para gerar Rfree e Rfactors finais e parâmetros geométricos satisfatórios. A estrutura de CsCyp 

em complexo com CsA foi depositada no PDB (código de acesso 4JJM). 
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3.7. Co-Imunoprecipitação 

Folhas de laranja doce foram maceradas em tampão de lise – PBS pH 7,4, 10 mM MgCl2, 0,1% Triton 

X-100, 10 mM EDTA (Ácido etilenodiaminotetracético), contendo inibidores de proteases (0,1 mM PMSF, 

1 mg/mL aprotinina, 1 mg/mL pepstatina e 1 mg/mL leupeptina). O lisado de células foi imunoprecipitado 

com anticorpo policlonal Anti-Cyp (1:50), anticorpo monoclonal Anti-RNA Pol II de humano, clone 8WG16 

(1:40, Santa Cruz Biotecnologia) ou com sérum pré-imune como controle. Proteínas imobilizadas em beads 

de Proteína A Sepharose (PIERCE) foram separadas por gel de poliacrilamida de SDS-PAGE e 

imunodetectadas com Anti-Cyp (1:3000) ou Anti-RNA Pol II (1:200). 

3.8. Ensaio com γ-ATP 

Para testar se a proteína CsCyp ligaria ATP, foi realizado um ensaio com γ-ATP, marcado com 32P, no 

qual 10 µM CsCyp foi incubada com tampão (20 mM Tris HCl pH8.0, 30 mM NaCl, 0,4% Glicerol) na 

presença ou ausência de 20x ATP radioativo e MgCl2. Para controle, foi utilizado BSA, na presença ou 

ausência de γ-ATP e também γ-ATP sozinho. Após incubar a temperatura ambiente, as reações foram 

aplicadas em membrana de PVDF, que foi lavada 3x com tampão e posteriormente foi realizada a 

autoradiografia. 

3.9. Ressonância Magnética Nuclear 

3.9.1. Expressão Proteína Marcada 

A proteína CsCyp e seus mutantes foram produzidos com marcação isotópica, ou seja, enriquecidos 

em isótopos estáveis (não radiativos) de carbono (13C) e nitrogênio (15N). Para marcação isotópica, a 

proteína foi expressa em meio mínimo M9 modificado contendo 15N-sulfato de amônia e 13C-glicose, 

conforme descrito por Li et al. (2002). A indução foi realizada com 0,4 mM IPTG por 4 horas a 37°C. A 

proteína contendo marcação isotópica foi purificada como descrito no item 3.1.1.  

3.9.2. Coleta de Dados RMN 

Os espectros de RMN foram adquiridos a 25°C, em dois espectrômetros diferentes: parte dos 

experimentos foram adquiridos em espectrômetro Agilent/Varian Inova operando na frequência de 599,887 

MHz para o próton (campo magnético de 14,1 T), equipado com sonda criogênica de ressonância tripla 

(HCN), do grupo de RMN do LNBio (Laboratório Nacional de Biociências). Outra parte dos experimentos, 

em espectrômetro Varian Unity Inova 900 MHz, com sonda criogênica de ressonância tripla, do grupo de 

HWB-NMR da Universidade de Birmingham, Inglaterra, em parceria com a Dra. Sara Whittaker. Os 

espectros de RMN foram analisados com um conjunto de programas de acesso aberto disponíveis no 

LNBio [NMRPipe (Delaglio et al., 1995), NMRView (Johnson & Blevins, 1994), SmartNotebook (Slupsky et 

al., 2003)]. A atribuição sequencial foi feita utilizando a amostra duplamente marcada e utilizando 

experimentos padrões de HNCACB; CBCA(CO)NH; HNCO e HN(CA)CO (Sattler et al., 1999). Como a 
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estrutura tridimensional foi resolvida através de difração de raios X, com os cristais obtidos, a utilização da 

técnica de RMN para essa finalidade não foi necessária. 

No LNBio os experimentos de RMN tiveram a finalidade fazer a atribuição sequencial da proteína e 

identificar, através de experimentos de 1H-15N-HSQC, se CsCyp interage com ATP e com os 

hexapeptídeos desenhados com base nas repetições do CTD da RNA Polimerase II de citros, visando 

elucidar de forma mais detalhada o mecanismo de interação entre CsCyp e CsCTD e se há preferência 

por alguma dessas repetições pela CsCyp. Em Birmingham, devido a maior sensibilidade do equipamento, 

foram realizados experimentos de relaxação 1H-15N-NOE heteronuclear com a proteína selvagem (CsCyp), 

na presença ou ausência de agentes redutores (DTT) ou oxidantes (GSSG), e com seus mutantes (Cyp 

C40S, Cyp C40S/C168S e Cyp E83A). 

Para investigar a possibilidade de CsCyp ligar Zn2+, espectros 1H-15N-SOFAST-HMQC foram 

adquiridos no espectrômetro 900 MHz com as amostras CsCyp, CsCyp + DTT e EDTA, CsCyp + ZnCl2, 

CsCyp + ZnCl2 + EDTA e Cyp C40S/C168S. A sequência de pulsos padrão, sofastNhmqc.c, da biblioteca 

de pulsos Biopack foi utilizada. Um espectro mais amplo na dimensão 15N (16400 Hz) com um 

deslocamento de 192 ppm, uma constante de acoplamento JNH de 22.7 Hz e um ângulo de excitação Ernst 

de 120° foram utilizados para uma ótima detecção do acoplamento da dupla ligação JNH da região do 

imidazol das histidinas no espectro (~160 ppm, ~260 ppm).  

Os espectros foram processados usando o programa NMRPipe e analisados usando o CcpNmr análise 

(Vranken et al., 2005). Precedendo a transformada de Fourier, uma função co-seno foi aplicada em ambas 

as dimensões, assim como na predição linear na dimensão indireta.  

3.10. Análise de Espectrometria de massa 

CsCyp purificada foi separada em gel SDS-PAGE 13% sob condição não desnaturante e foi digerido 

com tripsina, conforme descrito por Aragão et al. (2012). A mistura de peptídeos resultante foi reconstituída 

em 0,1% de ácido fórmico e analisada em um Espectrômetro de Massas ETD enabled LTQ Velos Orbitrap 

(Thermo Fisher Scientific) acoplado à cromatografia líquida (LC-MS/MS) por um sistema EASY-nLC 

(Proxeon Biosystem) através de uma fonte de ionização nanoeletrospray Proxeon. 

Os peptídeos foram separados em um gradiente de acetonitrila (2-90%) em 0,1% de ácido fórmico 

usando uma coluna analítica PicoFrit (20 cm X id 75 µm, 5 µm particle size) a um fluxo de volume de 300 

nL/min por 65 min. A voltagem do nanoelectrospray foi ajustada para 2.2 kV e a temperatura da fonte para 

275°C. Todos os métodos de instrumentos para o LTQ Velos Orbitrap foram ajustados no modo de 

aquisição de dados dependente. A verificação completa dos espectros de MS (m/z 300-1.600) foi adquirida 

no analisador do Orbitrap após acumulação de um valor alvo de 1e6. A resolução foi ajustada para r = 

60.000 e os 5 íons de peptídeos mais intensos com o estado de carga ≥ 2 foram sequencialmente isolados 

para um valor alvo de 80.000 e fragmentados em HCD com energia de colisão normalizada de 40%, com 

a resolução do Orbitrap ajustada para r = 7.500 para MS/MS. O limiar de sinal para desencadear um evento 
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MS/MS foi ajustado para 80.000 contagens e o tempo de ativação de 0,1 ms foi utilizado. Exclusão 

dinâmica foi ativada com uma lista de exclusão de tamanho de 400 e a duração da exclusão de 60 

segundos, com repetição de contagem de 2. Para a identificação da proteína, uma lista de picos (msf) foi 

gerada a partir dos arquivos de dados raw usando o Proteome Discoverer version 1.3 (Thermo Fisher 

Scientific) com a ferramenta de busca Sequest e a busca contra o banco de dados NCBI restrito para Citrus 

(1.430 sequências, 673.637 resíduos) utilizando carbamidometilação (+57.021 Da) como modificação 

fixada, oxidação de metionina (+15.995 Da) como modificação variável, uma clivagem perdida por tripsina 

e uma tolerância de 10 ppm por precursor e 0,02 Da por íons fragmentados e filtrado usando Xcorr cutoffs 

(+1 > 1,8, +2 > 2,5 e +3 > 3,5). 

Para a análise de cross-link, os arquivos de dados raw gerados pelo Xcalibur v2.1 (Thermo Fisher 

Scientific) foram convertidos em um formato de lista de picos (mgf) usando Proteome Discoverer version 

1.3 (Thermo Fisher Scientific). Os arquivos mgf foram analisados no software MassMatrix 

(www.massmatrix.net) (Xu & Freitas, 2007) para procurar automaticamente contra a sequência de 

ciclofilina gi|260401128|gb|ACX37092.1| (Citrus sinensis) de acordo com as instruções do software. Os 

parâmetros para análise de pontes dissulfeto foram carbamidometilação (+57.021 Da) como modificação 

fixada, oxidação de metionina (+15.995 Da) como modificação variável, procura de cross linkage com Cys-

Cys, quatro clivagens perdidas por tripsina e uma tolerância de 10 ppm por precursor e 0,02 Da por íons 

fragmentados. Resultados da busca com alta confidencia (MassMatrix pp score >70) e potenciais 

peptídeos com cross-link foram validados manualmente para íons série b e y contendo as cadeias α e β. 

3.11. Docking Molecular e Simulação 

Os estudos de docking molecular entre CsCyp e os peptídeos (YSPSAP e YSPSSP) foram realizados 

utilizando o programa Rosetta FlexPepDock (London et al., 2011). Os peptídeos foram fortemente 

encaixados no sitio ativo de CsCyp, baseado no modelo de ligação da proteína CypA com HIV-1 CA 

(Howard et al., 2003) e então submetidos a um protocolo de docking peptídeo-proteína de alta resolução, 

no qual a cadeia do peptídeo e a orientação de corpos rígidos foram otimizados por Monte-Carlo com 

abordagem de minimização. Além disso, o complexo foi refinado em 200 simulações independentes no 

FlexPepDock e ranqueadas baseado em uma pontuação genérica de energia total do átomo. 

3.12. Ensaio de Duplo-Híbrido 

Foram realizados os ensaios de duplo-híbrido para testar a interação da proteína CsCTD (clonada no 

vetor pOAD, (presa) com CsCyp, clonada no vetor pOBD (isca). 

As construções em pOBD e pOAD citadas acima foram separadamente transformadas em cepas de 

E. coli DH5α por choque térmico, plaqueadas em meio de cultura Luria Bertani (LB – 1% de peptona, 0,5% 

de extrato de levedura e 1% de cloreto de sódio) seletivo com 100 µg/mL de Amp (ambos os vetores, 

pOBD e pOAD possuem resistência a ampicilina) e crescidas em estufa a 37°C por 16 horas. Os clones 

foram repicados em meio líquido seletivo LB + Amp, a 37°C por 14-16 horas. As células foram coletadas 
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e o DNA plasmidial purificado utilizando o kit QIAprep Spin Miniprep (Qiagen), de acordo com o protocolo 

do fabricante. O mesmo procedimento foi realizado para os vetores pOAD e pOBD vazios, ou seja, sem 

insertos, que foram utilizados como controle para confirmação das interações. Os plasmídeos das iscas 

(pOBD) e presas (pOAD) purificados foram utilizados na transformação de leveduras competentes no 

ensaio de Duplo-Híbrido. 

3.12.1. Transformação de leveduras competentes de S. cerevisiae 

A linhagem PJ69-4A de Saccharomyces cerevisiae (MATa, trp1-901, leu2-3, 122, ura3-52, his3-200 

gal4Δ, gal80Δ, LYS2 : : GAL1-HIS3, GAL2-ADE2 : : GAL7-lacZ; James & Craig et al., 1996) foi usada para 

confirmar as interações por ensaio de duplo-híbrido. A transformação desta linhagem de leveduras utilizou 

o protocolo descrito por Gietz & Woods (2002). Primeiramente, a levedura foi estriada em meio YPD sólido 

(1% extrato de levedura, 2% peptona, 2% D-glicose, 2% Bacto-ágar) e incubada por 48 horas em estufa 

30°C. Foram preparados inóculos contendo a levedura selvagem (wild-type) em meio YPD líquido 

incubados por 16 horas a 30°C em shaker com agitação constante de 220 rpm. As células foram 

centrifugadas por 30 minutos a 14.000 rpm. Aos pellets foi adicionado um mix de transformação contendo 

240 µL PEG 3350 50% w/v; 30 µL LiAc 1 M; 50 µL ssDNA de esperma de salmão (2 mg/mL) fervido por 5 

minutos e resfriado em banho de gelo; 5 µL de plasmídeo pOBD-isca e água para completar o volume final 

de 360 µL. As células foram ressuspendidas com esse mix, submetidas à choque térmico à 42°C por 2 

horas e novamente centrifugadas. Os pellets foram ressuspendidos em 1 mL de água, então, alíquotas de 

100 µL foram usadas para plaquear em meio sólido SC +Ade +His +Leu -Trp (0,66% base nitrogenada 

sem aminoácidos; 2% glicose; 0,008% histidina; 0,008% leucina; 2% Bacto-ágar) e incubadas em estufa 

30°C por 4 dias. Foram crescidos inóculos a partir desta placa contendo pOBD-isca e então transformados 

novamente como o procedimento descrito, mas desta vez adicionando os plasmídeos pOAD-presa (5 µL). 

Estes duplo-transformantes foram então crescidos em meio SC +Ade +His -Leu -Trp e incubados em estufa 

30°C por 4 dias. 

3.12.2. Teste de ativação dos genes repórteres in vivo 

A linhagem de levedura utilizada contém três promotores (GAL1, GAL2 e GAL7) que direcionam a 

expressão dos genes repórteres HIS3, ADE2 e lacZ, artifício que tem se mostrado eficiente na redução de 

falsos-positivos. A partir das placas dos duplos-transformantes (pOBD-isca + pOAD-presa), 15 clones de 

cada condição foram repicados para um meio mais seletivo, agora sem histidina (marcador auxotrófico 

HIS3) e crescidos em estufa 30°C por 3 a 4 dias. Em seguida, os clones obtidos foram repicados para 

outro meio ainda mais seletivo que o anterior, sem os aminoácidos histidina e adenina (marcadores 

auxotróficos HIS3 e ADE2) e com ou sem 3-aminotriazol (3-AT) nas concentrações de 0, 3 e 5 mM. Este 

composto foi utilizado para reduzir a ativação basal de HIS3 quando são observadas interações fracas 

entre as proteínas de fusão, por ser capaz de inibir competitivamente o produto do gene HIS3. As placas 

foram incubadas na estufa a 30°C por 3 a 4 dias. Este procedimento foi repetido para cada clone isolado 
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sob três condições: pOBD-isca + pOAD-presa, pOBD-vazio + pOAD-presa, pOBD-isca + pOAD-vazio, 

sendo que as duas últimas condições citadas funcionaram como controles. 

3.13. Análises Espectroscópicas da Proteína CsCyp 

3.13.1. Dicroísmo Circular (CD) 

Os ensaios de CD, realizados em , para verificar o conteúdo de estrutura secundária da CsCyp foi 

realizado com 20 μM de proteína diluída em água. Os espectros de CD foram obtidos utilizando-se um 

espectropolarímetro J-810 (JASCO), no comprimento de onda de 200 a 260 nm, com cubeta de quartzo 

de 1 mm de caminho ótico.  

3.13.2. Dinamic Light Scattering (DLS) 

Os ensaios de DLS realizados para verificar a homogeneidade e monodispersividade da amostra, 

recomendado para ensaios cristalográficos, foram realizados logo após a purificação por gel filtração e 

utilizando-se o aparelho Protein Solutions DynaPro, na temperatura de 20°C, com 100 medidas com 10 

acumulações cada e 40 μM de proteína por amostra. 

3.13.3. Fluorescência Intrínseca do Triptofano 

Os ensaios de fluorescência foram realizados para confirmar a interação da proteína CsCyp com seu 

inibidor CsA e em qual molaridade essa interação ocorre, para auxiliar nos ensaios cristalográficos. A 

coleta de dados foi feita no aparelho Fluorímetro KI Dual Channel da (ISS Company), com excitação a 295 

nm e coleta do espectro de emissão na faixa de 310 a 420 nm, sendo que os dados foram coletados em 

intervalos de 2 nm.  

3.13.4. Calorimetria de Titulação Isotérmica (ITC) 

Os experimentos de ITC foram realizados no calorímetro VP-ITC-Microcal, do LNBio. Os experimentos 

foram realizados a 25°C, de acordo com Davis, et al. (2010). CsCyp purificada foi dialisada em tampão 50 

mM HEPES pH 8,0, 200 mM NaCl. CsCyp, foi colocada na seringa, na concentração de 100 µM e o ligante 

– CsA, na célula, na concentração final de 5 µM, preparada no mesmo tampão que a proteína. As titulações 

consistiram de injeções de 5 µL de CsCyp. Os dados coletados foram analisados com o software Oring 7. 

3.14. Fluorescência de Raio X 

Todas as medidas de fluorescência de raio X foram realizadas na linha XRF do Laboratório Nacional 

de Luz Síncrotron como descrito anteriormente (Balan et al., 2006), em colaboração com o Dr. Carlos 

Perez. Um feixe branco de 0,1 mm de altura por 5 mm de largura foi usado para excitar amostras de CsCyp 

sob condições de reflexão total. Amostras foram preparadas como descritas a seguir: 5 µL de proteína em 

solução a 8 mg/mL foi colocada em um suporte de Perspex e seca usando lâmpada infravermelha por 15 

minutos. As amostras foram medidas por 300 segundos e os espectros de fluorescência de Raio-X 

coletados foram avaliados usando o programa PyMCA (Solé et al., 2007). 
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3.15. Superexpressão e Silenciamento de Cyp de Citros 

Com o objetivo de obter plantas com silenciamento e superexpressão do gene cyp, primers específicos 

(Tabela 2) foram construídos a partir da sequência do gene para clonagem em vetor pHANNIBAL (CSIRO 

– Figura 11). Este vetor é constituído por um promotor de expressão constitutiva 35S do vírus Cauliflower 

mosaic vírus (CaMV), um íntron com função de auxiliar na formação do hairpin, e por um terminador OCS 

da Agrobacterium tumefaciens. Nas regiões entre promotor e íntron, bem como íntron e terminador, 

existem dois sítios de clonagem distintos o que possibilita a inserção do mesmo fragmento do gene a ser 

silenciado em orientação senso e antisenso, com o íntron intercalando estas sequências reverso 

complementares.  

Tabela 2: Primers utilizados nas clonagens de silenciamento e superexpressão de CsCyp 

 

 

Figura 11: Vetor de clonagem pHANNIBAL (CSIRO). 

3.15.1. Clonagem de CsCyp para Silenciamento 

Os primers do silenciamento (Tabela 2) foram desenhados manualmente e sítios de restrição 

reconhecidos pelas enzimas XhoI/KpnI (sense) e XbaI/ClaI (antisense) foram adicionados à extremidade 

5’ dos primers foward e reverse, respectivamente. A região amplificada pelos primers corresponde a 502 

pb abrangendo o domínio CLD da CsCyp e utilizou-se, como molde para a reação de PCR, o plasmídeo 

pET28a-CsCyp. Após a amplificação do fragmento, o produto de PCR foi clonado no vetor pGEM-T EASY 

(Promega) e confirmado por sequenciamento. Em seguida, realizou-se a primeira digestão desta 
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construção com as enzimas de restrição KpnI e XhoI e subclonagem no vetor pHANNIBAL. A seguir, a 

segunda digestão foi realizada com as enzimas de restrição XbaI e ClaI e consequente subclonagem no 

vetor pHANNIBAL já com o fragmento da primeira digestão. A clonagem está esquematizada na Figura 

12. 

 

Figura 12: Vetor pHANNIBAL com a construção para o silenciamento de CsCyp. 

Após a confirmação da clonagem dos fragmentos sense e antisense de CsCyp no vetor pHANNIBAL, 

prosseguiu-se com a digestão do pHANNIBAL com a enzima de restrição NotI para a liberação do cassete: 

Promotor CaMV35S – Cyp Sense – Íntron – Cyp Antisense – Terminador OCS, que foi subclonado no 

vetor pFASTBac, digerido com a mesma enzima. A seguir, todo o cassete foi removido com as enzimas 

de restrição EcoRI e HindIII e subclonado no vetor binário pCambia 1303, digerido com as mesmas 

enzimas. O vetor binário pCambia 1303 possui o gene repórter GUS (Figura 13), que permite a expressão 

da β-glucuronidase, importante para facilitar a seleção das plantas transformadas.  

 

Figura 13: Vetor de clonagem pCAMBIA 1303. 
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3.15.2. Clonagem de CsCyp para Superexpressão  

A clonagem para a construção da superexpressão de CsCyp foi realizada utilizando os primers com 

sítio para as enzimas de restrição BamHI, SacI e XhoI (Tabela 2). A região amplificada por PCR a partir 

do molde pET28a-CsCyp, corresponde a 530 pb abrangendo o domínio CLD de Cyp de citros (Figura 14). 

O produto de PCR foi clonado no vetor pGEM-T EASY e confirmado por sequenciamento. O fragmento foi 

então digerido utilizando as enzimas de restrição BamHI e SacI e subclonado no vetor pBI 121, digerido 

com BamHI e XhoI. Após confirmação da clonagem por PCR, a construção foi transferida para o vetor 

binário pCambia 1303, utilizando as enzimas de restrição EcoRI e HindIII, presentes tanto no vetor pBI121 

quanto no vetor binário pCambia 1303.  

 

Figura 14: Vetor pHANNIBAL com a construção para a superexpressão de CsCyp. 

3.15.3. Cultivo de Agrobacterium tumefaciens 

Todos os experimentos de transformação genética foram executados utilizando-se a estirpe de A. 

tumefaciens EHA 105, já disponível em nosso laboratório, transformadas com os vetores binários obtidos. 

A transformação foi feita pela técnica de eletroporação, na qual foram utilizadas cubetas de 0,2 cm de 

espessura contendo 40 µL de células descongeladas e 1 µL de DNA plasmidial. A eletroporação ocorreu 

nas condições de 2.500 volts, 25 mFD de capacidade e 200 OHM’s (Gene Pulser da BIO-RAD). Logo após 

a transformação, adicionou-se 1 mL de meio YEP às células, que ficaram sob agitação constante a 150 

rpm por 3 horas a 28°C e posteriormente foram plaqueadas em meio YEP contendo estreptomicina 100 

mg/L e higromicina 5 mg/mL. As placas foram incubadas por três dias a 28°C. Após esse período, colônias 

de A. tumecafiens transformadas foram selecionadas para a extração do DNA plasmidial e PCR para 

confirmação da clonagem. 

3.15.4. Origem e preparação do material vegetal 

Sementes de laranja doce, variedades “Hamlin”, obtidas no Centro APTA Citros Sylvio Moreira / IAC 

foram lavadas em água corrente e secas por 24 horas em temperatura ambiente, em seguida, foram 
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retirados seus tegumentos externos e desinfetadas em álcool 70% (v/v) por 1 minuto, seguido de imersão 

em hipoclorito de sódio 2,5% (v/v) e Tween-20 0,1% (v/v) por 15 minutos. Em seguida, lavadas em água 

destilada e esterilizada (três vezes) e incubadas in vitro em tubos de ensaio (150 x 25 mm) contendo 10 

mL de meio de cultura para germinação, contendo metade da concentração dos minerais nutrientes do 

meio MS (Murashige e Skoog, 1962), consistindo de 100 mg/L de mio-inositol, 25 g/L de sacarose e 6,5 

g/L de ágar.  

Após a inoculação das sementes, as culturas foram incubadas à temperatura de 27 ± 2oC, em ausência 

de luz, por um período de quatro semanas e mais 2 semanas com fotoperíodo de 16 horas de luz e 8 horas 

de escuro, estando prontas para a retirada de explantes para os experimentos de transformação. 

3.15.5. Transformação genética com Agrobacterium tumefaciens 

A preparação do inóculo de A. tumefaciens consistiu na coleta de uma colônia isolada cultivada em 

meio YEP suplementado com os antibióticos para seleção da bactéria, por 48 horas, a 28°C e inoculada 

em 50 mL de meio YEP líquido suplementado com antibióticos higromicina (0,5 mg/mL) e rifampicina (50 

mg/L) e incubada sob agitação a 200 rpm, 28°C, por 16 horas. A suspensão bacteriana foi quantificada em 

espectrofotômetro (600 nm), ajustada para a concentração de 108- 5 x 108 ufc/mL, centrifugada a 3.500 

rpm, à temperatura ambiente por 5 minutos e o pellet foi ressuspendido em meio de cultura MS líquido 

(Murashige e Skoog, 1962). 

Segmentos de epicótilo (1 cm) derivados das sementes germinadas in vitro cortados transversalmente 

foram incubados em suspensão bacteriana por 15 minutos. Após este período, os explantes foram 

colocados em papel-filtro estéril para a retirada do excesso de Agrobacterium e, em seguida, transferidos 

para o meio de co-cultivo MS (Murashige e Skoog, 1962) semi-sólido acrescido de 100 µM de 

acetoseringona (Sigma-Aldrich). Após 2 dias de co-cultivo a 27oC, mantidos no escuro, os explantes foram 

transferidos para meio seletivo de indução de gemas e brotos, suplementados com BAP, Higromicina e 

Timentin, sendo estes repicados a cada duas semanas. Os explantes que não apresentaram crescimento 

foram descartados. Após a fase de indução (60 dias), as brotações foram transferidas para frascos 

contendo 40 mL de meio MS suplementado com ANA, AIB, Espermidina e Timentin para enraizamento.  

3.15.6. Aclimatação das Plantas 

Quando as plântulas apresentaram sistema radicular bem desenvolvido, foram retiradas do meio de 

cultura e transferidas para substrato agrícola (Bioplant) estéril e mantidas por mais 10 dias nas mesmas 

condições. Após esse período, o material foi aclimatado em condições de laboratório em um sistema de 

prateleiras sob iluminação, com fotoperíodo de 12 horas de luz, utilizando lâmpadas fluorescentes de 40 

W. As plantas foram mantidas por um período de aproximadamente duas semanas em irradiância de 32-

46 µmol m-2 s-1 e posteriormente, mantidas em irradiância de 54-86 µmol m-2.s-1. As plantas permaneceram 

no laboratório por cerca de 30 dias e após este período, foram mantidas em casa de vegetação.  
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3.15.7. Analise Molecular das Plantas 

3.15.7.1. Reações de Polimerização em Cadeia (PCR) 

Folhas de plantas transformadas foram coletadas para extração de DNA. A extração foi realizada 

utilizando o Kit REDExtract-N-Amp Plant PCR (Sigma) seguindo as recomendações do fabricante.  

O DNA extraído foi usado em experimentos de PCR, com os primers GUS-F e GUS-R específicos para 

o gene gus, para detectar a sua presença na planta transformada e consequentemente, o sucesso da 

transformação.  

3.15.7.2. Ensaio enzimático GUS 

Ensaios enzimáticos para o gene gus também foram realizados submergindo discos foliares de 0,60 

cm de diâmetro em 1 mM X-Gluc, 50 mM NaH2PO4 pH 7,0 e incubados a 37oC por 24 horas. Após esse 

período, foi retirado o reagente e adicionado etanol 70% para retirada do clorofila dos discos foliares. A 

coloração azul indica atividade de gene repórter gus. 

3.15.7.3. Extração de proteínas totais de citros e análise por Western Blot 

Foram coletados 6 discos foliares de 0,6 cm de diâmetro cada. Estes foram então macerados em 400 

µL tampão de amostra 2X SDS-PAGE com corante azul de bromofenol (100 mM DTT, 2% SDS, 10% 

glicerol e 50 mM Tris-HCl pH 6,8) e as amostras aquecidas a 95°C por 10 minutos. Proteínas na fração 

solúvel e insolúvel foram centrifugadas a 14.000 rpm por 30 minutos em temperatura ambiente, resolvidas 

em gel de poliacrilamida 13% SDS-PAGE corados com Comassie blue e detectadas por Western blot, 

como descrito no item 3.4, com o anticorpo Anti-Cyp. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

CsCyp possui atividade PPIase 

A proteína CsCyp clonada em pET28a em fusão com 6xHis apresenta um peso molecular de 20 kDa 

(Figura 15) (CsCyp possui 18 kDa, acrescido de 2 kDa da 6xHis).  

 

 

Figura 15: Géis de poliacrilamida 13% SDS-PAGE representando a purificação da proteína CsCyp. A seta 

indica a proteína CsCyp solúvel com cauda 6xHis, com peso molecular total de 20 kDa. (A) Purificação por 

afinidade da proteína CsCyp. (B) Gel da clivagem da cauda 6xHis com trombina. (C) Purificação da proteína 

CsCyp por gel filtração na coluna Superdex 75 10/300 GL. PM = marcador de peso molecular (Unstained 

Protein Molecular Weigth Marker - Fermentas); I = amostra insolúvel; S = amostra solúvel; FT = Flow 

through; L = Lavagem; E1 a E10 = Eluições da amostra; E = amostra eluída da resina TALON; Cl = amostra 

clivada com trombina; Com = amostra clivada concentrada para gel filtração. F1 a F6 = Frações coletadas 

de CsCyp. 
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Análise de dicroísmo circular foi realizada para determinar se a proteína recombinante está enovelada, 

através do seu conteúdo de estrutura secundária. A Figura 16 mostra o resultado do CD (Figura 16A) e da 

deconvolução do espectro pelo site DICHROWEB (http://www.cryst.bbk.ac.uk/cdweb/html/home.html) 

(Figura 16B). A análise indicou que CsCyp apresenta 43% de estrutura secundária tipo fitas β, 38,5% 

estrutura desordenada e 17,5% de α-hélice. 

 

Figura 16: Espectro de CD da proteína CsCyp. (A) Espectro de Dicroísmo circular de 20 µM de CsCyp em 

água, coletado na faixa de 195-260 nm, 10 acumulações. (B) Deconvolução do espectro de CD de CsCyp 

(Figura 16A) pelo algoritmo CDSSTR disponível no site DICHROWEB. Os brancos foram subtraídos dos 

espectros coletados. 

A seguir, CsCyp foi submetida ao ensaio de CD na presença de seu inibidor CsA, nas proporções de 

1 CsCyp : 1 CsA e 1 CsCyp : 2 CsA, para ver o comportamento da estrutura secundária mediante a 

interação com o inibidor (Figura 17). Pode-se observar que a interação com o inibidor levou a uma leve 

alteração na estrutura secundária de CsCyp, principalmente nos picos de 209 e 225nm. 
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Figura 17: Espectros de CD da titulação da proteína CsCyp (20 µM) com CsA (0 a 40 µM), em água, coletados 

na faixa de 195-260 nm, 10 acumulações. Os brancos foram subtraídos dos espectros coletados. 

Na sequência, ensaios de fluorescência intrínseca do triptofano foram realizados, aproveitando a 

característica de emissão de fluorescência de aminoácidos aromáticos. Outra vantagem de se utilizar esta 

técnica é que CsCyp apresenta um único resíduo de triptofano, W128, localizado no sítio ativo de CsCyp, 

justamente no local de interação com CsA (Dornan et al., 1999). O resíduo W128 foi utilizado como sonda 

de interação entre CsCyp e CsA, possibilitando informações do microambiente desse aminoácido antes e 

após a interação da proteína com inibidor. 

Os ensaios de fluorescência foram realizados para comprovar a ligação da proteína CsCyp com seu 

inibidor CsA e analisar em qual concentração molar isso ocorre, para facilitar os experimentos 

cristalográficos. Os experimentos foram realizados com 2,5 μM de CsCyp e titulações de 0 a 6,5 μM de 

CsA. Na Figura 18A, o gráfico mostra aumento da intensidade de fluorescência e deslocamento do 

espectro para energias maiores (menores comprimentos de onda), indicando alteração no microambiente 

do W128 após a interação com o inibidor. Esse efeito indica um microambiente mais apolar, portanto 

comprovando essa interação. A análise do gráfico também permite verificar que a proteína se liga ao 

inibidor na proporção molar de 1 CsCyp : 1 CsA, pois quando a titulação atinge mesma molaridade (2,5 

μM de CsCyp e 2,5 μM de CsA), não há mais mudança na intensidade de fluorescência nem deslocamento 

do espectro. Quando os dados de intensidade de fluorescência normalizados são plotados vs. 

concentração de inibidor, (Figura 18B), pode-se observar claramente que quando a titulação atinge a 

concentração de 2,5 μM de CsA, não há mais mudança na intensidade de fluorescência normalizada, 

comprovando a saturação de todos os sítios de ligação do inibidor na proteína. 

37 
 





 

Figura 19: Gráfico do DLS da proteína CsCyp. O gráfico mostra a % intensidade vs. raio hidrodinâmico em 

nm (raio aproximado da proteína). A tabela indica a % de polidispersividade da amostra, o tamanho 

estimado das partículas presentes e % de intensidade e massa das partículas em solução.  

Após verificar que CsCyp apresenta estrutura secundária e que CsA se liga a CsCyp, foram realizados 

os ensaios de atividade para verificar se CsCyp é uma ciclofilina com atividade de PPIase. Neste 

experimento utilizou-se a CsCyp recombinante purificada, com concentração final de 15 nM. Na presença 

de proteínas com atividade de PPIase, a ligação prolil do substrato Suc-AAPF-ρNA é convertida mais 

rapidamente para a conformação trans, que é imediatamente clivada pela α-quimiotripsina, conduzindo a 

formação de um produto de cor amarela, o 4-nitroaniline. O gráfico abaixo mostra que CsCyp é uma PPIase 

ativa (Figura 20), pois obtém-se um aumento nos valores de absorbância a 390 nm na amostra com CsCyp 

(curva vermelha). Foi realizado também o ensaio na presença de CsA, inibidor de Cyps. O ensaio mostrou 

que a atividade de CsCyp é reduzida na presença de CsA (curva azul), indicando que CsA inibe a atividade 

de CsCyp. 
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Figura 20: Gráfico obtido no ensaio de atividade enzimática PPIase pareado com α-quimiotripsina para 

CsCyp (curva em vermelho), na presença de CsA (curva em azul), mostrando inibição da atividade PPIase 

e o tampão da reação (curva em preta). O gráfico foi gerado pelo programa ORIGIN 7. 

Em seguida, o ensaio enzimático foi utilizado para verificar se a presença de PthA e construções 

truncadas influenciariam na atividade de CsCyp. Pode-se observar que a presença das proteínas PthA2, 

Domínio interno (ID2) e 5.5rep+CT recombinantes purificadas reduzem a atividade de CsCyp (Figura 21 - 

curvas verde, vinho e roxa, respectivamente), promovendo uma queda na absorbância. Utilizou-se a 

proteína BSA como controle negativo neste ensaio (azul escuro) para mostrar que não é qualquer proteína 

contendo resíduos de prolina que são alvos de ciclofilinas ou influenciam a atividade PPIase. Estes 

resultados indicam que PthA não é alvo de CsCyp, como inicialmente postulado, mas sim que inibi a 

atividade de CsCyp. 
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Figura 21: Gráfico representando o ensaio de atividade enzimática PPIase de CsCyp (curva vermelha), na 

presença de PthA2 (curva verde), ID2 (curva marrom), 5.5rep + CT (curva roxa), CsA (curva azul clara) e o 

tampão da reação (curva preta). A proteína BSA foi utilizada como controle (curva azul escura). 

A partir dos resultados obtidos no ensaio enzimático, ensaios de interação in vitro de pull-down foram 

realizados utilizando a isca GST-CsCyp e a presa 6xHis-PthA2 (aproximadamente 100 µM de cada 

proteína) purificadas na presença de 200 µM de CsA (Figura 22). O blot com Anti-PthA mostra que quando 

CsA é adicionada, a interação entre CsCyp e PthA é eliminada. Sabendo-se que CsA se liga ao sítio ativo 

de CsCyp e a presença de CsA previne a interação entre CsCyp e PthA, é provável que a interação CsCyp 

– PthA ocorra através do sítio ativo de CsCyp e portanto CsA e PthA competem pela ligação ao sítio ativo 

de CsCyp. 
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Figura 22: Western blot com os anticorpos Anti-PthA e Anti-GST representando os ensaios in vitro de pull-

down da isca GST-CsCyp na presença de 6xHis-PthA2 e do inibidor CsA. A presença do inibidor interrompe 

a interação CsCyp-PthA2. A proteína purificada (6xHis-PthA2) e os controles estão representados nas três 

primeiras canaletas, respectivamente. As bandas correspondentes a GST-CsCyp possuem 

aproximadamente 44 kDa. 

CsCyp interage com CsCTD 

A partir dos relatos de que a prolil isomerase Ess1 interage com o CTD e que a prolil isomerase Cpr1 

complementa o mutante Ess1, tornando-se essencial na ausência de Ess1, e de que CsCyp complementa 

os mutantes de levedura para essas duas ciclofilinas (Domingues et al., 2012), resolvemos investigar a 

interação de CsCyp com o CsCTD.  

Primeiramente foi realizado um ensaio de duplo-híbrido para confirmar a interação CsCDT – CsCyp. 

O resultado do ensaio de duplo-híbrido (Figura 23), mostrou que CsCyp interage com CsCTD em todos os 

diferentes meios testados – do menos restritivo (SC +Ade –His –Leu –Trp, na ausência de 3-AT), até o 

mais restritivo (SC –Ade –His –Leu –Trp + 5 mM 3-AT). Foram realizados então ensaios de confirmação 

in vitro para a interação CsCyp – CsCTD. 
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Figura 23: Interações positivas confirmadas entre CsCyp e CsCTD em meio SC – Leu – His – Trp, +Ade 

(Figura 23A, B e C) e – Ade (Figura 23D, E e F), nas concentrações de 0, 3 e 5 mM 3-AT. 1 – pOBD-isca + 

pOAD-presa (interação); 2 – pOBD-isca + pOAD-vazio e 3 – pOBD-vazio + pOAD-isca (controles). 

Os experimentos de pull-down foram feitos imobilizando-se na resina de GST a proteína CsCTD (fusão 

com GST) e aplicando, em seguida, a CsCyp purificada. O ensaio também foi realizado na presença de 

CsA, com a finalidade de definir se a interação CsCyp – CsCTD se dá através do sítio ativo de CsCyp, 

uma vez que ciclofilinas nucleares são conhecidas por isomerizar resíduos de prolina presentes no CTD 

da RNA Pol II. CsCyp interage com CsCTD, mas não com o controle GST, confirmando o ensaio de duplo-

híbrido (Figura 24). O ensaio também mostra que a interação CsCyp – CsCTD é eliminada na presença 

de CsA, o que provavelmente indica que CsCTD é um alvo de CsCyp. 

 

 

43 
 



 

Figura 24: Western blot, com os anticorpos Anti-Cyp e Anti-GST, das interações de CsCyp purificada com 

CsCDT (canaleta 4) e CsCyp + CsA (canaleta 6). A proteína CsCyp purificada está indicada na canaleta 2. 

Os controles GST + CsCyp e GST + CsCyp + CsA estão indicados nas canaletas 5 e 7, respectivamente. 

Com o objetivo de confirmar se CsCyp está associada ao CTD in vivo (in planta), foi realizado um 

ensaio de imunoprecipitação (IP) em colaboração com a pós-doutoranda Mariane Noronha Domingues. 

Foi realizada a imunoprecipitação de CsCyp de um lisado de células de folhas de laranja doce usando um 

soro anti-CsCyp e verificamos a interação com CsCTD com anticorpo monoclonal para a subunidade maior 

da RNA Pol II de humano (Anti-Pol II - Sigma), que compreende o CTD. Como mostrado na Figura 25, o 

anti-Pol II detectou o CsCTD recombinante e também bandas de alto peso molecular no extrato de citros, 

sugerindo que reconheceu a subunidade maior da RNA Pol II de citros (~200 kDa). O anti-Pol II reconheceu 

também uma banda majoritária de ~110 kDa, que pode corresponder a um fragmento na subunidade maior 

da RNA Pol II (Figura 25). Esta banda de ~110 kDa e outras de menor peso molecular foram 

imunoprecipitadas com o soro Anti-Cyp e o Anti-Pol II, mas não com o anticorpo pré-imune. Embora a 

presença de múltiplas bandas possa indicar a degradação da subunidade maior da RNA Pol II durante o 

IP, é possível também que o soro anti-CsCyp imunoprecipitou outros componentes da maquinaria da RNA 

Pol II e que são reconhecidos pelo anticorpo anti-Pol II. Similarmente, CsCyp foi detectada na fração de 

proteínas que foram imunoprecipitadas com os soros Anti-CsCyp e Anti-Pol II, mas não com o anticorpo 

pré-imune, indicando que CsCyp está associada com CsCTD in vivo. 
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Figura 25: Western Blot da imunoprecipitação (IP) mostrando que o Anti-RNA Pol II de humanos reagiu 

com a CsCTD e com proteínas do extrato celular de citros tratado (Input 1) com DNase I ou não (Input 2), 

incluindo uma banda majoritária de ~110 kDa. O sérum Anti-Pol II detectou várias bandas na fração de 

proteínas que foram imunoprecipitados pelo Anti-Cyp e Anti-Pol II sérum, mas não pelo sérum pré-imuno 

de CsCyp (controle). O sérum Anti-Cyp também detectou a CsCyp recombinante e a CsCyp que foi 

imunoprecipitada pelos sera Anti-Cyp e Anti-Pol II, mas não pelo sérum pré-imune de CsCyp. 

A Figura 26 apresenta o modelo de interação proteína-proteína proposto com base nos 
resultados obtidos. 

 

Figura 26: Modelo de interação proteína-proteína, ilustrando como efetores TAL podem estar associados 

com componentes da maquinaria de transcrição basal da célula hospedeira. O CTD desenovelado com 

heptapeptídeos fosforilados pode funcionar como um esqueleto para reunir um complexo multiprotéico, 

incluindo CsCyp, CsTdx e CsUev/CsUbc13. Quando ligado ao DNA alvo, o efetor se associa ao complexo 

multiproteíco através do domínio de ligação ao DNA e com o CTD através do LRR. O PthA inibe a atividade 

PPIase de CsCyp, causando modificações no status de fosforilação do CTD, auxiliando no recrutamento 

de outros co-fatores, modulando a transcrição no hospedeiro. 
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A partir de todos os resultados indicando que CsCyp interage com CsCTD, peptídeos foram 

desenhados e sintetizados com base nas hepta-repetições presentes no CsCTD. Sabe-se que o CTD é 

composto por repetições de 7 aminoácidos, sendo que a sequência consenso é YSPTSPS e algumas 

repetições ocorrem em regiões específicas do CTD. Além disso, sabe-se que essas repetições sofrem 

isomerização em suas prolinas e fosforilação em resíduos de tirosina e serina (Meinhart et al., 2005; 

Buratowsky, 2009; Krishnamurthy et al., 2009; Jasnovidova & Stefl, 2013), sendo responsáveis assim por 

controlar as etapas da transcrição. No total foram desenhados 4 hexapeptídeos: três com base nas 

repetições do CsCTD – Pep1 (YSPSSP), Pep2 (YSPTSP) e Pep3 (YSPSAP). O quarto peptídeo 

desenhado (Pep4 - FGLDLP) foi utilizado como controle, já que foi comprovado interagir com CypA de 

humanos por Piotukh et al. (2005) e é encontrado em diversas proteínas, entre elas, no capsídeo do vírus 

HIV. 

Os peptídeos desenhados foram diluídos em água e experimentos de ressonância magnética nuclear 

foram conduzidos com a finalidade de verificar quais as modificações que a interação com esses peptídeos 

causam na proteína CsCyp, através de experimentos de 1H-15N-HSQC e se há preferência por algum 

peptídeo específico. 

A primeira coleta de RMN realizada foi para assinalar os aminoácidos de CsCyp (Figura 27). 

 

Figura 27: Espectro 1H-15N-HSQC da proteína CsCyp com atribuição sequencial. Os números indicam o 

número do aminoácido correspondente ao sinal no espectro. 
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A seguir, como método de comparação, foi realizada a titulação (Tabela 3) de CsCyp com CsA (Figura 

28), com a finalidade de obtermos as modificações nos deslocamentos químicos para a interação de 

CsCyp com uma molécula que se liga ao seu sítio ativo. Pode-se observar que onze dos treze aminoácidos 

do sítio ativo apresentaram mudança em seu deslocamento químico, inclusive os resíduos R62 e Q70, 

considerados importantes/essenciais para a interação proteína-ligante (Howard et al., 2003; Ke & Huai, 

2004). 
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Tabela 3: Titulação da CsCyp com CsA para ensaios de RMN 

 

 

Figura 28: (A) Sequência de aminoácidos da proteína CsCyp, sendo os marcados em roxo, os resíduos 

que sofreram alteração conformacional devido a interação com CsA e em verde, os resíduos do sítio ativo 

que sofreram alteração conformacional devido a interação com CsA. (B) Espectro 1H-15N-HSQC da 

sobreposição de CsCyp (rosa claro) com CsCyp + CsA (roxo escuro). 
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A seguir foram realizadas as titulações (Tabela 4) com os 4 peptídeos separadamente. A Figura 29 

mostra a sobreposição dos espectros 1H-15N-HSQC da proteína CsCyp e da interação de CsCyp com os 

peptídeos 01 (YSPSSP – Figura 29A e B) e 02 (YSPTSP - Figura 29C e D), nas diversas titulações. Pode-

se observar que CsCyp interage fracamente com os dois peptídeos, sendo que apenas 2 aminoácidos 

apresentam alguma mudança no deslocamento químico (marcação em azul - Figura 29B e D).  

Tabela 4: Titulação da CsCyp com os Peptídeos para ensaios de RMN 
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Figura 29: Espectro 1H-15N-HSQC de CsCyp (vermelho claro) sobreposto com os espectros 1H-15N-HSQC 

das titulações de CsCyp com o peptídeo. (vermelho escuro) (A) Titulação de CsCyp com Peptídeo 01. (B) 

Resíduos com mudança no deslocamento químico após interação com o peptídeo 01 (em azul). (C) 

Titulação de CsCyp com Peptídeo 02. (D) Resíduos com mudança no deslocamento químico após 

interação com o peptídeo 02 (em azul).  

Entretanto, o peptídeo 03 (YSPSAP) e o peptídeo controle (FGPDLP) interagiram fortemente com 

CsCyp (Figura 30). Em ambos os casos a maioria dos resíduos que sofreram alteração pertencem ao sítio 

ativo da proteína. Para o peptídeo 03, o KD da interação calculado foi de 59 µM, o que segundo Piotukh et 

al. (2005), pode ser considerado fisiologicamente relevante. A interação de CsCyp com o peptídeo controle 

teve KD = 104 µM, sendo que esta interação já era esperada, por ter sido descrita por Piotukh et al. (2005).  

A interação CsCyp-CsA teve KD = 27 ηM (Figura 31), avaliada através da técnica de ITC e apresentou 

valor condizente com os obtidos em outros estudos de ciclofilinas com CsA (Davis et al., 2010). 
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Figura 30: Titulação de CsCyp com os peptídeos YSPSAP e FGPDLP. (A) Espectro 1H-15N-HSQC de CsCyp 

(vermelho claro) sobreposto com os espectros 1H-15N-HSQC das titulações de CsCyp com YSPSAP 

(vermelhos mais escuros). (B) Espectro 1H-15N-HSQC de CsCyp (vermelho claro) sobreposto com os 

espectros 1H-15N-HSQC das titulações de CsCyp com FGPDLP (vermelhos mais escuros). Em ambos os 

espectros, as setas indicam a direção das mudanças dos deslocamentos químicos dos aminoácidos. Os 

aminoácidos marcados pertencem ao sítio ativo. As regiões em destaque na figura mostram o sinal de 

alguns aminoácidos que apresentaram mudanças no deslocamento químico e foram usados para calcular 

o KD da interação. 
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Figura 31: Interação de CsCyp com CsA avaliada através da técnica de ITC, mostrando as injeções (painel 

superior) e os dados integrados (painel inferior), adequado para um modelo de um único sítio de ligação. 

Para investigar mais a fundo a base molecular da preferência pelo peptídeo YSPSAP, estudos de 

docking foram realizados. Os resultados mostraram que a substituição de alanina (YSPSAP) para serina 

(YSPSSP) na posição +2 é prejudicial para o reconhecimento e ligação do peptídeo devido a um 

microambiente hidrofóbico neste subsítio, formado pelos resíduos I64, F67 e W128 de CsCyp (Figura 32). 

Qualquer resíduo polar neste subsítio, como serina, é provável desfavorecer ou impedir a ligação do 

peptídeo ao sítio ativo da proteína. Esta idéia está em acordo com os experimento de RMN no qual CsCyp 

foi titulado com os peptídeos e também de acordo com os dados da literatura, que mostram que resíduos 

polares na posição +2 afeta negativamente a ligação de peptídeos lineares a CypA (Piotukh et al., 2005). 
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Figura 32: Estudos de Docking molecular entre o hexapeptídeo YSPSSP e CsCyp. (A) Representação da 

superfície eletrostática do sítio ativo com o peptídeo encaixado, ilustrando os subsítios. (B) Interação entre 

os resíduos do sítio ativo e o peptídeo (carbono em verde). Os resíduos hidrofóbicos que formam o 

subsítio +2 são representados em azul.  

Foi portanto, demonstrado que CsCyp se liga com maior afinidade ao peptídeo YSPSAP em relação 

a peptídeos mais abundantes, como YSPTSP e YSPSSP, encontrados no CTD de citros. O valor de KD 

para a ligação de YSPSAP a CsCyp é similar ao encontrado para o peptídeo FGPDLP para a CypA humana 

(Piotukh et al., 2005). Apesar do fato de o docking molecular oferecer uma boa explicação para a 

seletividade de ligação e que CypA liga preferencialmente sequência GP (Gly-Pro) (Howard et al., 2003; 

Piotukh et al., 2005), é importante notar que peptídeos com glicina na posição -1 se ligam a Cyps com alta 

afinidade e que funcionam, na verdade, como inibidores, como é o caso do peptídeo FGPDLP (Howard et 

al., 2003; Piotukh et al., 2005). Devido à conformação peculiar que a glicina assume na posição -1, foi 

sugerido que a ligação sub-ótima de sequências poderiam ser, de fato, melhores substratos para 

isomerização (Howard et al., 2003). Portanto, não podemos eliminar a possibilidade de os peptídeos 

YSPTSP e YSPSSP não serem substratos de CsCyp. 

CsCyp apresenta estrutura tridimensional geral conservada  

A seguir, a proteína foi então incubada com CsA, na proporção 1 CsCyp : 2 CsA e submetida aos 

ensaios de cristalização. Os cristais começaram a se formar após 48 horas da montagem das placas, na 

condição contendo 100 mM Bis-tris-propano pH 7,0, 1200 mM Citrato de sódio (Figura 33A). Como após 

10 dias, não houve crescimento dos mesmos nem modificação no seu formato, eles foram então levados 

à linha de luz MX2 e através do padrão de difração, pode-se constatar de que se tratava de cristais de 

proteína, mas como não estavam bem formados, difrataram a menos de 3 Å de resolução, tornando difícil 

a resolução da estrutura. Foi feito então um refinamento, através da técnica de seeding, utilizando os 

cristais já formados, nas mesmas condições de cristalização iniciais. Após 24 horas, podia-se observar 

pequenos cristais, que atingiram tamanho bom para serem levados a linha de luz após 7 dias (Figura 33B 

e C). Os dados de difração foram coletados na linha MX2, sendo que os parâmetros utilizados na coleta 

BA
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estão listados na Tabela 5. O padrão de difração (Figura 33D) obtido permitiu a coleta de todos os dados 

necessários para a resolução da estrutura, sendo que o cristal difratou até 2.09 Å de resolução. 

 

Figura 33: Cristais obtidos nos ensaios de cristalização. (A) Cristais obtidos no screening inicial, na 

condição 100 mM Bis-tris Propano pH 7,0, 1200 mM Citrato Na. (B) e (C) Cristais obtidos no refinamento, 

na mesma condição de cristalização inicial. D) Padrão de difração de raio X obtido pela difração do cristal 

proveniente do refinamento. Resolução máxima obtida foi de 1.88 Å. 

Após a difração, os dados coletados foram processados inicialmente pelos programas MOSFILM e 

SCALA, sendo que as informações obtidas após o processamento se encontram na Tabela 5. A estrutura 

foi resolvida por substituição molecular, utilizando a estrutura da Cyp3 de C. elegans como modelo (PDB 

1DYW), através do programa Phaser e depositada no banco de dados PDB (Protein Data Bank) sob o 

código de acesso 4JJM. O cristal apresenta um dímero por unidade assimétrica, sendo que cada 

monômero possui uma molécula de inibidor no seu sitio ativo e possui 3 dímeros por cela unitária. Os 

refinamentos foram realizados utilizando-se os programas Coot e Refmac5, sendo que as estatísticas do 

refinamento encontram-se na Tabela 5. 
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Figura 34: Estrutura Tridimensional da Cyp de Citrus sinensis, mostrando o barril beta formado por 8 fitas 

β, fechado por 2 α-hélices, sendo a folha β1 composta pelas fitas β3, β4, β5 e β6, e a folha β2, pelas fitas β1, 
β2, β7 e β8. Pode-se observar também a hélice 310. 

O sítio ativo de CsCyp é totalmente conservado, como na maioria das ciclofilinas, sendo composto por 

13 resíduos: Arg62, Phe67, Met68, Gln70, Gly79, Ala108, Asn109, Ala110, Gln118, Phe120, Trp128, 

Lys129 e His133 (Figura 35).  

 

Figura 35: Resíduos de aminoácidos que compõe o sítio ativo e o sítio de ligação a CsA de CsCyp. O sítio 

ativo é composto de 13 resíduos de aminoácidos, altamente conservados. 

As interações com o inibidor CsA se dão principalmente por 6 pontes de hidrogênio diretas e 1 ponte 

salina. As pontes de hidrogênio (Figura 36), ocorrem entre Arg62 (NH1) – MLE10 (O) (Figura 36A), Arg62 
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(NH2) – MLE10 (O) (Figura 36A), Gln70 (NE2) – BMT1 (O) (Figura 36B), Asn109 (N) – MVA11 (O) (Figura 

36C), Asn109 (O) – ABA2 (N) (Figura 36B) e Trp128 – MLE9 (Figura 36D). A ponte salina se dá entre 

His133 (ND1) – MVA11 (O) (Figura 36C). Ocorrem também pontes de hidrogênio indiretas, mediadas por 

moléculas de água presentes no sítio ativo. 

 

Figura 36: Interações entre CsCyp e CsA através de pontes de hidrogênio e pontes salinas. (A) Pontes de 

hidrogênio – Arg62 (NH1) - MLE10 (O), com 3,14 Å e Arg62 (NH2) - MLE10 (O), com 2,83 Å. (B) Ponte de 

hidrogênio - Gln70(NE2) - BMT1(O), com 3 Å e Asn109 (O) - ABA2 (N), com 2,79 Å. (C) Ponte de hidrogênio 

- Asn109 (N) - MVA11 (O) com 3,4Å e ponte salina – His133 (ND1) - MVA11 (O), com 3,9 Å. (D) Ponte de 

hidrogênio Trp128 (NE1) - MLE9 (O), com 2,81 Å. A linha tracejada indica a distância entre os átomos dos 

resíduos marcados. 

CsCyp apresenta um loop divergente (Figura 37A) de 7 resíduos - 48KSGKPLH54 localizado acima do 

sítio ativo e que ocorre apenas nas ciclofilinas pertencentes ao subgrupo denominado ciclofilinas 

divergentes, incluindo a Cyp3 de C. elegans (Dornan et al., 1999), e outras Cyps de parasitas e plantas, 

entre elas A. thaliana (Dornan et al., 1999; Laxa et al., 2007) e T. aestivum (Sekhon et al., 2013). É 

interessante que proteínas que apresentam este loop apresentam também dois resíduos de cisteínas (C40 

e C168 em CsCyp) e um resíduo de Glu (Glu83) altamente conservados em posição homóloga.  

O loop divergente é mantido no local por uma rede específica de pontes de hidrogênio entre o grupo 

carboxil da cadeia lateral do E83 e os grupos amida dos resíduos K48 e S49 (2,6 e 3,2 Å, respectivamente) 

e o grupo hidroxil da cadeia lateral do S49 (2,3 Å) (Figura 37B). Na estrutura de Cyp3 de C. elegans 

(Dornan et al., 1999), a interação entre E83 e os átomos de nitrogênio da cadeia principal são conservados 
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(2,8 e 3,2 Å), entretanto, o resíduo S49 adota uma conformação diferente e forma uma ponte de hidrogênio 

com uma molécula de água vizinha. As cisteínas C40 e C168 se encontram na forma reduzida, mas com 

seus grupos tiol a uma distância de 5,4 Å (Figura 37C).  

 

Figura 37: Detalhes da estrutura de CsCyp e ciclofilinas divergentes – em azul escuro, o loop divergente, 

destacando a interação entre os resíduos K48 e S49 e o E83 (roxo), invariável em ciclofilinas com loop. 

Em azul claro, os resíduos de cisteínas conservadas em ciclofilinas divergente: C40 e C168. (B) Pontes de 

hidrogênio entre E83 (verde) e K48 e S49 (rosa). (C) Distância de 5,4 Å entre C40 (azul claro) e C168 (azul 

escuro). 

Não se sabe exatamente a função do loop divergente e resíduos conservados nas ciclofilinas 

divergentes, mas Dornan et al (1999) propôs três hipóteses diferentes: 1° - o loop seria parte de um 

sítio de ligação do ATP; 2° - as cisteínas conservadas, juntamente com o resíduo His54 do loop 

divergente poderiam formar um sítio de coordenação de metal e 3° - os resíduos de Cys poderiam 

estar relacionados com a sinalização de resposta ao estresse oxidativo, uma vez que parece ser 

possível a formação de pontes dissulfeto entre as cisteínas conservadas e que a ciclofilina oxidada 

não apresenta atividade PPIase (Dornan et al., 1999; Gourlay et al., 2007) (Figura 38). 
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Figura 38: Esquema das hipóteses para a função do loop divergente e das cisteínas e glutamato 

conservados. 

P-loop teórico de CsCyp não liga ATP 

CsCyp possui duas sequências de aminoácidos que poderiam compor um P-loop ou sítio de ligação 

ao ATP. O P-loop é composto de duas sequências – os motivos A e B, sendo o primeiro responsável por 

ligar o ATP e com a sequência 42GEKGIGKS49 e o segundo motivo, ligaria Mg2+, com sequência 
163VVIAD167. A Figura 39 ilustra os experimentos realizados para comprovar se CsCyp interage com ATP 

através do P-loop teórico. 

 

Figura 39: Esquema dos experimentos realizados para elucidar se CsCyp interage com ATP através do P-

loop teórico. 

A Figura 40 mostra os motivos A e B na estrutura de CsCyp. É interessante notar que o motivo A 

possui dois resíduos de aminoácidos que também compõe o loop divergente (K48 e S49, em marrom). 
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Figura 40: P-loop teórico na estrutura de CsCyp. Em vermelho e marrom os resíduos 42GEKGIGKS49 (K48 

e S49 fazem parte do loop divergente), que compõe o motivo A do P-loop. Em azul os resíduos 

163VVIAD167, que compõe o motivo B. Em roxo, o restante dos resíduos do loop divergente. 

Foi realizado um ensaio com γ-ATP (ATP marcado com 32P no fosfato gama) para verificar se CsCyp 

teria a propriedade de ligar ATP. Na Figura 41, pode-se observar que a proteína se ligou ao ATP tanto na 

presença quanto na ausência de MgCl2 e que o ATP não interage com BSA (usado como controle negativo) 

e também não reage com a membrana de PVDF utilizada no experimento. Entretanto, não se pode 

confirmar que é uma interação específica, pois o ATP pode estar ligado a qualquer região da proteína.  

 

Figura 41: Ensaio com γ-ATP. Após a revelação, pode-se observar que CsCyp interagiu com o γ-ATP, tanto 

na presença quanto ausência de MgCl2. 

A seguir, para confirmar os resultados do ensaio com ATP radioativo, ensaios de RMN com CsCyp 

titulada com ATP + Mg2+ foram realizados. A Tabela 6 mostra as quantidades da titulação da proteína com 

ATP. 
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Tabela 6: Titulação da CsCyp com ATP + Mg2+ para ensaios de RMN 

 

A Figura 42 mostra a sobreposição dos espectros 1H-15N-HSQC de CsCyp e da interação CsCyp com 

ATP, nas diversas titulações. Pode-se observar que a interação é fraca, sendo que poucos aminoácidos 

do sítio ativo (A108, N109, F120, W128, L129 e H133) sofreram alguma modificação no seu deslocamento 

químico e os resíduos R62 e Q70, que são considerados alguns dos principais resíduos responsáveis pela 

interação com ligantes, não apresentaram mudanças significativas no seu deslocamento químico. Os 

resíduos que se esperava interagir com o ATP + Mg2+ – 42GEKGIGKS49 e 163VVIAD167, não sofreram 

nenhuma modificação no deslocamento químico. Além disso, foi calculado um KD > 1000 µM, mostrando 

que a interação é inespecífica. Todos esses dados descartam a hipótese de que o loop divergente poderia 

ser um sítio de ligação de ATP e mostram que ATP interage fraca e inespecificamente com CsCyp através 

de seu sítio ativo.  

 ATP + Mg2+ CsCyp Proporção 
ATP : CsCyp 

1 6,8 µM 340 µM 1 : 50 

2 34 µM 340 µM 1 : 10 

3 170 µM 340 µM 1 : 2 

4 340 µM 340 µM 1 : 1 

5 680 µM 340 µM 2 : 1 

6 1700 µM 340 µM 5 : 1 

7 3400 µM 340 µM 10 : 1 
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Figura 42: (A) Sequência de aminoácidos da proteína CsCyp, marcados em azul claro, os resíduos que 

sofreram alteração conformacional devido a interação com ATP, em verde, os resíduos do sítio ativo que 

sofreram alteração conformacional e em amarelo, resíduos do sítio ativo que não sofreram alterações 

conformacionais. B) Espectro 1H-15N-HSQC de CsCyp (vermelho claro) sobreposto com os espectros 1H-
15N-HSQC das titulações de CsCyp com ATP (vermelhos mais escuros). 

CsCyp não possui sítio de ligação de metal 

A segunda hipótese levantada é de que os resíduos de cisteína 40 e 168, juntamente com o resíduo 

H54 formariam um sítio de coordenação de metal, que também regularia a atividade da proteína (Dornan 
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et al., 1999). A Figura 43 ilustra as etapas seguidas para elucidar se CsCyp possuía um sítio de ligação 

de metal. 

 

Figura 43: Esquema dos experimentos realizados para elucidar se CsCyp possuí um sítio de coordenação 

de metal.  

Com a finalidade de verificar se CsCyp seria regulada por íons de metais, os ensaio de atividade 

enzimática PPIase foram realizados na presença de cobre, zinco e manganês. Com a exceção do CuSO4 

(Figura 44 e Tabela 7), que inibiu a atividade de CsCyp e que é conhecido por induzir a formação de pontes 

dissulfeto em ciclofilinas (Motohashi et al., 2001; Gourlay et al., 2007), nenhum outro metal testado, 

incluindo Zn2+ e Mn2+ afetou a atividade PPIase de CsCyp (Figura 44 e Tabela 7).  
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Figura 45: Fluorescência de Raio X de CsCyp purificada mostra a presença de vários elementos nas 

amostras. Nenhum pico majoritário foi observado na proteína selvagem em comparação com as proteínas 

mutantes, indicando que CsCyp não se liga a nenhum metal específico. BSA foi utilizado como controle. 

Ainda tentando verificar se CsCyp ligaria metal, ensaios de 1H-15N-SOFAST-HMQC foram realizados, 

com enfoque no imidazol da cadeia lateral dos resíduos de His com as amostras CsCyp + DTT + EDTA, 

CsCyp + ZnCl2 e CsCyp + ZnCl2 + EDTA. 

A Figura 46A mostra os espectros sobrepostos e os cinco anéis imidazólicos das histidinas de CsCyp 

podem ser observados. O pequeno deslocamento químico observado entre as amostras é, provavelmente, 

em decorrência de uma diferença de pH entre as amostras (ΔpH ~0,2). Por outro lado, os espectros se 

sobrepõem muito bem, sem diferenças significantes no deslocamento químico entre as amostras, 

indicando que Zn2+ não se liga aos anéis imidazol das hisitidinas de CsCyp. É interessante notar que um 

anel de histidina se encontra em um ambiente estrutural significantemente diferente dos outros, como 

mostrado pelo deslocamento químico no 15N, ressonando a 183 ppm e 225 ppm, respectivamente. 

Provavelmente este anel de histidina está protonado no átomo Nε2 do nitrogênio e coordenado com algum 

elemento não identificado (exceto Zn2+) no átomo Nδ1 do nitrogênio, que não é observado no mapa de 
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densidade eletrônica da difração por Raios X. Nenhum dos anéis imidazólicos foram inequivocadamente 

sequencialmente assinalados.  

A Figura 46B mostra os espectros de CsCyp e Cyp C40S/C168S sobrepostos e os cinco anéis 

imidazólicos das histidinas podem ser observados em ambas as amostras. Não há diferenças estruturais 

significantes envolvendo os anéis imidazólicos das histidinas devido a troca das cisteínas 40 e 168 por 

serina. Dois anéis de histidina sofreram um pequeno efeito devido às mutações, possivelmente por 

estarem localizados próximos aos resíduos de cisteína na estrutura. Removendo as cisteínas que 

formariam a tríade de coordenação de metal, este não poderia mais se ligar ao sítio de ligação de metal. 

Devido à falta de mudanças significativas da região dos anéis das histidinas nos dois espectros, 

fornecemos evidência adicional de que nenhum anel imidazólico de histidina está diretamente envolvido 

na ligação de metal em CsCyp, e portanto, His54 não compõe um sítio de ligação a metal, juntamente com 

Cys40 e Cys168, como sugerido por Dornan et al. (1999). 

 

Figura 46: (A) Espectro 2JNH – CsCyp + DTT + EDTA (azul claro), CsCyp + Zn2+ (preto) e CsCyp + Zn2+, seguido 

da adição de EDTA (vermelho). (B) Espectro 2JNH – CsCyp (roxo) e Cyp C40S/C168S (laranja). As linhas 

pretas correlacionam as ressonâncias dos átomos em um mesmo anel imidazólico. O padrão de correlação 

indica em qual estado tautomérico as cadeias laterais adotam (Pelton et al., 1993). O deslocamento químico 

secundário observado entre as duas amostras é um reflexo da diferença no ambiente estrutural e não estão 

relacionadas com o pH. 
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CsCyp possui uma ponte dissulfeto responsável por regular sua atividade 

A partir dos dados obtidos com a estrutura e de dados já publicados, foram formuladas hipóteses da 

função do loop divergente e dos resíduos conservados. A terceira hipótese é de que os resíduos de cisteína 

40 e 168, em condições oxidativas formariam uma ponte dissulfeto, levando a inatividade da proteína. A 

proteína reduzida estaria, portanto, ativa. Este dado é sustentado pelo fato de os resíduos estarem 

próximos na estrutura reduzida e por CsCyp interagir com CsTdx, que possui um domínio tioredoxina 

(Domingues et al., 2010), proteína conhecida por reduzir pontes dissulfeto de outras proteínas. A Figura 

47 ilustra os experimentos realizados para elucidar se CsCyp sofre regulação REDOX. 

 

Figura 47: Ilustração dos experimentos realizados para elucidar se CsCyp sofre regulação REDOX. 

Foram realizados ensaios de espectrometria de massa na tentativa de encontrar uma ponte dissulfeto 

entre as cisteínas. Os primeiros ensaios foram realizados utilizando-se o espectrômetro MALDI-TOF 

'Ultraflextreme', Bruker da Escola de Ciências do Câncer, da Universidade de Birmingham, Inglaterra, em 

colaboração com o Dr. Douglas Ward.  

Inicialmente, foi realizada uma predição de clivagem de CsCyp com tripsina utilizandoa ferramenta 

Peptide_Mass (expasy.org) (Tabela 8). Como se pode observar, o fragmento esperado que contém o 

resíduo da C40 possui massa de 721,36 Da e o fragmento contendo o resíduo C168, 1444,74Da. Caso 

haja formação de ponte dissulfeto entre esses resíduos, o esperado é um fragmento de ~2163,1Da. 
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Tabela 8: Predição de Fragmentos gerados da digestão de CsCyp com Tripsina 

 

Nos espectros obtidos a partir da clivagem da CsCyp selvagem, foram localizados os fragmentos de 

721,36 Da (Figura 48A) e o de 1444,74 Da (Figura 48B). Surpreendentemente, detectou-se também o 

fragmento de 2163,1 Da (Figura 48C). Infelizmente, devido ao tempo e limitações encontradas, não foi 

possível realizar a validação da ponte dissulfeto. 
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Figura 48: Espectros provenientes da espectrometria de massa com a amostra CsCyp selvagem. (A) 

Espectro mostrando o pico de 721,36 Da (marcado com o asterisco), correspondente ao fragmento que 

contém o resíduo C40. (B) Espectro mostrando o pico de 1444,74 Da (marcado com o asterisco), 

correspondente ao fragmento que contém o resíduo C168. (C) Espectro mostrando o pico de 2163,1 Da, 

correspondente à soma dos dois fragmentos contendo os resíduos C40 e C168, indicando a formação da 

ponte dissulfeto entre estes dois resíduos. 

No retorno ao Brasil, ensaios de espectrometria de massa foram realizados no LNBio, em 

espectrômetro de massas ETD enabled LTQ Velos Orbitrap (Thermo Fisher Scientific). Após a corrida, foi 

realizada uma análise de peptídeos e de Cross-link e foram identificados os peptídeos na forma reduzida, 

separadamente (Figura 49A e B) e a ponte entre os resíduos C40 e C168 (Figura 49C). A validação foi 

feita manualmente. 
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Figura 49: Espectro fragmentação iônica dos peptídeos (A,B) reduzidos e (C) cross-link. Os espectros 

MS/MS foram validados manualmente para as séries b e y para os peptídeos reduzidos e para as cadeias 

α e β. 

Os dados da espectrometria de massas indicam que temos uma mistura de duas populações na 

amostra de CsCyp purificada – uma população na forma reduzida e outra na forma oxidada. 

Mediante esses dados, procedeu-se com a mutação dos resíduos C40 e C168 para serina, gerando 

três mutantes: Cyp C40S, Cyp C168S e Cyp C40S/C168S. Foi realizado então o ensaio PPIase para ver 

se uma população homogênea levaria a mudanças na atividade PPIase encontrada anteriormente. 

A Figura 50 e a Tabela 9 mostram o ensaio PPIase dos três mutantes em comparação com a amostra 

de CsCyp selvagem e os valores de kcat/Km calculados a partir dos dados do ensaio PPIase. Pode-se 

observar que nos três casos, a atividade dos mutantes é maior que a atividade da proteína selvagem, o 

que corrobora mais ainda a hipótese de termos uma mistura de proteína oxidada e reduzida na amostra 

selvagem purificada. É interessante também que o duplo mutante (Cyp C40S/C168S) possui atividade 

PPIase maior que todas as outras proteínas testadas, e proporcionalmente é o mais afetado na presença 

de CsA (Figura 50C e Tabela 9). 
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Figura 50: Gráficos obtidos no ensaio de atividade enzimática PPIase de CsCyp e mutantes Cys. (A) Cyp 

C40S. (B) Cyp C168S. (C) Cyp C40S/C168S. Todos os três gráficos apresentam atividade das proteínas na 

presença e ausência de seu inibidor CsA. 

Tabela 9: Valores de kcat/Km do ensaio PPIase 

 

Mostrado então que CsCyp apresenta formação de pontes dissulfeto e que os mutantes tem atividade 

PPIase maior, foi realizado um ensaio de GST Pull-down com CsTdx para identificar se CsTdx interage 

com CsCyp através dos resíduos C40 e C168, como postulado. A Figura 51 mostra que CsTdx interage 

com CsCyp, mas mais fracamente com o mutante Cyp C40S e que não há interação com os mutantes 

C168S e com o duplo mutante, indicando que CsTdx interage sim com CsCyp através dos resíduos C40 

e C168, provavelmente sendo responsável por regular a atividade de CsCyp, através da quebra da ponte 

dissulfeto e redução das cisteínas, ativando CsCyp. 
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Figura 51: Western blot, com os anticorpos Anti-CYP e Anti-GST, das interações de CsCyp purificada e 

seus mutantes com CsTdx. (A) CsTdx + CsCyp (canaleta 4) e CsTdx + Cyp C40S (canaleta 7). As proteínas 

purificadas CsCyp e Cyp C40S estão indicadas nas canaletas 3 e 6, respectivamente. Os controles GST + 

CsCyp, GST + Cyp C40S estão indicados nas canaletas 5 e 8, respectivamente. (B) CsTdx + Cyp C168S 

(canaleta 2) e CsTdx + Cyp C40S/C168S (canaleta 5). As proteínas purificadas Cyp C168S e Cyp 

C40S/C168S estão indicadas nas canaletas 1 e 4, respectivamente. Os controles GST + Cyp C168S, GST + 

Cyp C40S/C168S estão indicados nas canaletas 3 e 6, respectivamente. 

A partir dos dados da formação da ponte dissulfeto, passamos a olhar para o loop divergente para 

tentar elucidar se possui algum papel na regulação de CsCyp. Como se sabe que o E83 é altamente 

conservado em ciclofilinas com o loop divergente e atua estabilizando o mesmo, foi postulado que a 

formação da ponte dissulfeto alteraria a interação do E83 com o loop e isto causaria o fechamento do sítio 

ativo. Foi realizada então a mutação do resíduo E83 para alanina (E83A), serina (E83S) ou glutamina 

(E83Q) – as duas primeiras mutações quebrariam a interação com o loop e fechariam o sítio ativo da 

proteína. A mutação para glutamina mimetizaria a interação do loop com o E83, podendo ainda a proteína 

ter atividade PPIase. 

A Figura 52 mostra os resultados do ensaio PPIase, no qual pode-se ver que o mutante E83A (Figura 

52A e Tabela 10) não possui atividade PPIase e o mutante E83S (Figura 52B e Tabela 10) possui atividade 

PPIase bem reduzida, quase igual a CsCyp inibida com CsA, como esperado e ambos os mutantes não 

são afetados pela CsA, indicando que esta não consegue se ligar ao sitio ativo dos mutantes. O mutante 

E83Q (Figura 52C e Tabela 10) apresenta uma leve queda na atividade PPIase, em comparação com a 

proteína selvagem e é levemente afetado por CsA, indicando que a mutação mimetiza a situação que 

ocorre na proteína selvagem. 
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Figura 53: (A) Espectro 1H-15N-HSQC da CsCyp (preto) sobreposto com o espectro 1H-15N-HSQC do mutante 

Cyp E83A (vermelho). Os resíduos marcados correspondem a resíduos do sítio ativo, loop divergente e 

cisteínas e glutamato conservados. (B) Gráfico mostrando a diferença do deslocamento químico entre o 

mutante E83A e a proteína selvagem. A ausência de barra em alguns aminoácidos indica que estes 

aminoácidos não foram identificados no HSQC do mutante E83A, provavelmente por estarem além da escala 

de detecção do experimento. (C) Gráfico do ensaio de relaxamento 1H-15N-NOE Heteronuclear, comparando 

CsCyp ao mutante E83A, mostrando que o mutante apresenta regiões mais flexíveis quando comparado 

com o mutante. (D) Estrutura tridimensional de CsCyp em complexo com CsA (esperas azul claras) 

evidenciando os resíduos de CsCyp (G79, A108, N109 e Q118 – esferas verdes) que apresentaram diferenças 

no seu deslocamento químico no mutante E83A, comparado com a proteína selvagem. O loop divergente 

(rosa) e o E83 (verde) estão destacados. 

A hipótese levantada então foi que a quebra da interação entre o loop divergente e o resíduo 83 levaria 

a um colapso da fenda do sítio ativo, impedindo a interação de CsCyp com CsA, como observado no 

ensaio de PPIase. 

Para verificar se a formação da ponte dissulfeto levaria ao fechamento do sítio ativo, como postulado, 

foram realizados ensaios de simulação. Os experimentos mostraram que o processo envolvido na 

formação da ponte dissulfeto parece ser um mecanismo redox conservado denominado 2-Cys, observado 

no ciclo catalítico de peroxiredoxinas (Hall et al., 2011). Neste grupo de enzimas, a cisteína localizada na 

hélice (equivalente a C40 em CsCyp) é denominada de cisteína peroxidática. Quando está cisteína se 

encontra no estado reduzido, a hélice adota a conformação totalmente enovelada (Fully Folded - FF) 

(Figura 54A), enquanto, em condições oxidativas (ponte S-S), adota a conformação localmente 

desenovelada (Locally Unfolded - LU) (Figura 54B), que é necessária para a formação da ponte dissulfeto 
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entre a cisteína peroxidática e a outra cisteína, denominada cisteina resolvedora (C168 de CsCyp). 

Portanto, análogo a peroxiredoxinas, a transição FF → LU em CsCyp, mediada ou estabilizada pela 

formação da ponte dissulfeto entre C40 e C168 causaria mudanças significantes na conformação do loop 

divergente, como previsto pelo nosso modelo (Figura 54C). De acordo com este modelo, a transição dos 

estados FF para LU levaria a uma quebra da interação entre o resíduo E83 e o loop divergente, levando o 

loop ao qual o resíduo E83 pertence (segmento 73-DFTAGNGTGGE-83), a causar um estreitamento do 

sítio ativo (Figura 54D e E). Sugerimos então, que o loop a qual o E83 pertence, funcionaria como um loop 

catalítico, rico em resíduos de glicina e que a remoção do ponto de ancoramento com o loop divergente, 

provocaria um deslocamento, alterando o canal do substrato (Figura 54D, E e F). O fato de que o mutante 

E83A não se liga a CsA e mostra perturbação no deslocamento químico do resíduo G79 e em três resíduos 

catalíticos vizinhos ao loop catalítico suporta o nosso modelo. Portanto, o modelo não apenas explica 

porque os mutantes E83A e E83S tem atividade PPIase reduzida e não são inibidos por CsA, mas também 

oferece uma explicação para o controle redox da atividade de CsCyp. 
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Figura 54: Representação esquemática do mecanismo 2-Cys envolvido na regulação da atividade de 

ciclofilinas divergentes. (A) CsCyp no estado reduzido, com a hélice que contém o resíduo C40 no estado 

Totalmente Enovelado (FF). (B) CsCyp no estado oxidado, com a mesma hélice no estado Desenovelado 

Localmente (LU), que é requerido para a formação da ponte dissulfeto. (C) Rearranjo estrutural induzido 

no loop divergente devido à formação da ponte dissulfeto, que causa a quebra da interação do loop com 

o E83, resultando em uma perturbação no loop catalítico, inativando a enzima. Área de superfície 

molecular indicando a fenda do sítio ativo nos estados (D) reduzido e (E) oxidado. (F) Sobreposição das 

áreas de superfície nos dois estados com a CsA ligada ao sítio ativo. As mudanças no canal de ligação do 

substrato agem como uma barreira física ao reconhecimento e ligação de CsA ou substrato.  

Foram realizados também, em Birmingham, experimentos de relaxação 1H-15N Heteronuclear NOE 

com a proteína selvagem (CsCyp) na presença ou ausência de agente redutor (DTT) ou oxidante (GSSG) 

e com seus mutantes (Cyp C40S, Cyp C40S/C168S). A Figura 55 mostra os resultados obtidos nestes 

experimentos. Pode-se observar que no geral, não há grandes diferenças na flexibilidade da proteína na 

presença de agentes oxidantes ou redutores quando comparada com os mutantes.  

78 
 



 

Figura 55: Gráficos dos experimentos de 1H-15N Heteronuclear NOE. (A) CsCyp na presença de ausência 

de DTT e GSSG. (B) CsCyp e mutantes Cyp C40S e Cyp C40S/C168S. 

CsCyp atua como regulador negativo de crescimento 

Os dados de interação de CsCyp com PthA e CsCTD sugerem que a inibição de CsCyp por PthA 

promoveria o desenvolvimento dos sintomas do cancro cítrico. Com o objetivo de testar esta hipótese, 

folhas de laranja doce foram infiltradas com uma suspensão de Xac na presença ou ausência de CsA. 

Surpreendentemente, encontramos que na presença de CsA, os sintomas do cancro aumentaram em 

comparação com sua ausência, de maneira dose-dependente (Figura 56). Adicionalmente, as pústulas 

das folhas infiltradas com Xac + CsA se desenvolveram mais rapidamente (10 dias após a infiltração com 

a bactéria) do que as infiltradas apenas com Xac (20 a 30 dias após a infiltração). Como CsA sozinha não 

afetou o crescimento de Xac em meio de cultura, nossos dados mostram que CsA estimula o 

desenvolvimento do cancro cítrico, suportando a ideia de que PthA inibe a atividade CsCyp in vivo. 

A B
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Figura 56: Efeito de CsA no desenvolvimento do cancro cítrico. Folhas de laranja doce infiltradas com 

Xac (~ 2 x 104 células) na presença ou ausência de CsA a 0,1 ou 0,5 mM. Lesões do cancro começaram a 

se desenvolver uma semana após a infiltração da bactéria e ficaram mais pronunciadas após 14 dias de 

inoculação, quando as fotos foram tiradas. (A) e (B) Folha infiltrada com suspensão de Xac + 0,1 ou 0,5 

mM de CsA ou Xac sozinha (controle). CsA aumentou substancialmente a formação de pústulas e o 

desenvolvimento dos sintomas, quando comparado com o controle. (C), (D) e (E) O efeito de CsA no 

desenvolvimento do cancro é dose-dependente, devido a 0,5 mM CsA induzir maior formação de pústulas 

do que 0.1 mM ou na ausência de CsA. Extraído de Domingues et al., 2012. 

Com o objetivo de investigar mais a fundo esta hipótese, resolvemos silenciar e superexpressar CsCyp 

em plantas de laranja doce. Diversas plantas transgênicas carregando a construção do silenciamento 

foram isoladas e analisadas por Western Blot (Figura 57A) para a presença de CsCyp. Como mostrado na 

Figura 57, três plantas independentes foram positivas no ensaio de GUS para a construção do 

silenciamento e mostram níveis significantemente mais baixos de CsCyp quando comparadas as plantas 

controles, não transformadas, indicando que o silenciamento foi efetivo. Mesmo crescendo normalmente 

e não apresentando nenhum fenótipo diferente das plantas controles, estas plantas apresentaram maior 

desenvolvimento dos sintomas do cancro quando desafiadas com Xac (Figura 57B e C). Estes resultados 

mostram que CsCyp está envolvida no desenvolvimento do cancro e funciona como regulador negativo ou 

atenuador de crescimento celular. 
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Figura 57: (A) Western Blot com anticorpo Anti-Cyp, do extrato total de proteínas das plantas 

transformadas. Os discos mostram as plantas identificadas como transformadas através do ensaio de 

GUS. Em azul, o gel corado com Comassie Blue, mostrando a quantidade de proteínas totais aplicadas no 

gel, baseando-se pela subunidade maior da rubisco. Como a quantidade de proteínas totais das plantas 

transformadas são maiores ou iguais as da planta controle, pode-se confirmar o silenciamento gênico. 

Por último tem-se o filme revelado, mostrando as quantidades de CsCyp produzidas pelas plantas. 

Controle positivo - proteína CsCyp recombinante. Controles 01 a 03 – plantas não transformadas. Plantas 

RNAi 01 a 03 – plantas positivas no ensaio de GUS. (B) Plantas infiltradas com 2 x 104 células do patógeno 

Xac. As plantas controle são plantas não transformadas e susceptíveis a doença. As plantas Cyp RNAi 01 

a 03 são plantas identificadas como transformadas e com níveis reduzidos de Cyp. (C) Plantas infiltradas 

com menor densidade de células (103). 
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Ao contrário do silenciamento, as plantas transformadas com a construção da superexpressão 

apresentaram características fenotípicas diferentes (Figura 58A). Testes preliminares analisaram 5 plantas 

transformadas quanto ao nível de Cyp – três delas (plantas 02, 04 e 05) apresentaram níveis aumentados 

de Cyp e um desenvolvimento mais lento (Figura 58A e B) do que aquelas com níveis normais ou reduzidos 

de Cyp (Figura 58A e B). As plantas com níveis aumentados de CsCyp apresentaram uma redução no 

desenvolvimento dos sintomas do cancro quando infiltradas com Xac em comparação com a planta 

controle e com plantas transformadas mas com níveis normais ou reduzidos de CsCyp. Estes dados 

evidenciam, novamente, que CsCyp é um regulador negativo de crescimento. Dessa forma, PthAs tem 

papel importante na indução de hipertrofia e hiperplasia por inibir a atividade de CsCyp. 

  

 

Figura 58: (A) Plantas transformadas com a construção para superexpressão de Cyp. (B) Western Blot 

com anticorpo Anti-Cyp, do extrato total de proteínas das plantas transformadas. Em azul, o gel corado 

com Comassie Blue, mostrando a quantidade de proteínas totais aplicadas no gel, baseando-se pela 

subunidade maior da rubisco. Como a quantidade de proteínas totais das plantas transformadas são 

menores ou iguais as da planta controle, pode-se confirmar a superexpressão gênica. Por último tem-se 

o filme revelado, mostrando as quantidades de Cyp produzidas pelas plantas. Controle positivo - proteína 

CsCyp recombinante. Controle – planta não transformada. Plantas 01 a 06 – plantas testadas para 

superexpressão. (C) Plantas infiltradas com 2 x 104 células do patógeno Xac. As plantas controle são 

plantas não transformadas e susceptíveis a doença. As plantas 02, 04 e 05 são plantas identificadas como 

transformadas e com níveis aumentados de Cyp. 
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5. CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 

O objetivo principal deste trabalho era caracterizar estrutural e funcionalmente a proteína CsCyp, que 

apresenta participação no desenvolvimento do cancro cítrico. 

 CsCyp é uma ciclofilina clássica, apresentando atividade de PPIase e inibida por CsA; 

 CsCyp pertence a subfamília chamada de ciclofilinas divergentes que apresentam um loop 

divergente, dois resíduos de cisteínas invariáveis e um glutamato conservado; 

 As cisteínas conservadas formam uma ponte dissulfeto, responsável por regular a atividade 

PPIase de CsCyp; 

 CsCyp interage com CsTdx através dos resíduos de cisteína conservados, visto que a mutação 

destes resíduos para serina eliminam a interação entre as duas proteínas; 

 O loop divergente é estabilizado pela interação com o glutamato conservado; 

 A formação de ponte dissulfeto causa uma alteração conformacional na proteína, 

desestabilizando a interação do glutamato com loop divergente, levando a um fechamento do sítio 

ativo e perda da atividade PPIase; 

 A forma reduzida de CsCyp possui atividade PPIase, enquanto a forma oxidada, com ponte 

dissulfeto, se encontra inativa; 

 CsCyp não apresenta sítio de ligação a metal, como anteriormente sugerido; 

 CsCyp se liga ao CsCTD, com maior afinidade à repetição YSPSAP; 

 PthA e CsA competem pela ligação ao sítio ativo de CsCyp, sendo que PthA inibe a atividade de 

CsCyp; 

 Plantas de citros com níveis reduzidos de CsCyp apresentam aumento significativo das lesões 

do cancro quando infiltradas com Xac, enquanto plantas com níveis aumentados de CsCyp 

apresentam redução dos sintomas do cancro quando infiltradas com Xac, indicando que CsCyp 

tem participação no desenvolvimento dos sintomas; 

De forma geral, nossos dados permitem concluir que CsCyp é uma ciclofilina divergente, regulada por 

um mecanismo REDOX e que CsTdx tem participação nessa regulação. CsCyp seria uma proteína 

acessória da maquinaria transcricional, sendo inibida por PthA para evitar o término precoce da transcrição 

e funcionando como regulador negativo da RNA Polimerase II, já descrito para Ess1 e PinI de levedura e 

humano, respectivamente, e portanto, como regulador negativo de crescimento. 
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APÊNDICE I – ESTUDO DA PROTEÍNA Tdx DE Citrus sinensis 

1. INTRODUÇÃO 

Tdx (Tetratricopeptide Domain-containing Thioredoxin)  

Tdx (Tetratricopeptide domain-containing thioredoxin) são proteínas descritas somente em plantas 

(Vignols et al., 2003) e compostas por um domínio tioredoxina (TRX) no C-terminal e um domínio TPR 

(tetratricopeptide repeat) no N-terminal, tendo função de redutase dissulfeto e chaperona, respectivamente 

(Kim et al., 2010).  

CsTdx é uma proteína de 37 kDa, que possui ~70% de identidade com Tdx de A. thaliana e Vitis 

labrusca (Figura 59). Estas duas proteínas também apresentam um domínio TRX similar ao de tioredoxina 

citosólicas e são responsáveis por mediar à regulação redox através da redução de grupos sulfidril (Webb 

et al., 2001), além de um domínio TPR (Lee et al., 2009). 

 

Figura 59: Alinhamento da sequência de aminoácidos de CsTdx com as proteínas Tdx de A. thaliana, 

Nicotiana tabacum, Glicina max, Vitis labrusca e Ricinus communis, realizado com o programa MultiAlin 

(Corpet, 1988). 

Tioredoxinas são proteínas pequenas responsáveis pela oxi-redução de cisteínas de proteínas, 

modificando a conformação destas proteínas em resposta a alterações do estado redox celular, 

protegendo a célula de danos oxidativos e mantendo o citoplasma no estado reduzido (Pan & Bardwell, 

2006; Meyer et al., 2008). Possuem diversas funções na célula, entre elas de regulação de fatores de 

transcrição (como o NF-κB), redução de proteínas, inibidor de apoptose e catalisador de enovelamento de 

proteínas (Powis & Montfort, 2001; Berndt et al., 2008). TRX possui um domínio catalítico (sítio ativo) que 
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catalisa a redução de pontes dissulfeto de suas proteínas alvo. Este sítio ativo é composto pela sequência 

conservada Trp-Cys-X-X-Cys (X normalmente sendo Gly, Pro ou Ala) (Watson et al., 2003; Pan & Bardwell, 

2006; Berndt et al., 2008). O domínio TRX da CsTdx possui o domínio catalítico conservado (Figura 60) e 

compartilha ~65% de identidade com VlTdx e AtTdx e AtTRX. 

 

Figura 60: Alinhamento de sequência de aminoácido do domínio TRX de C. sinensis com TRX de plantas 

proximamente relacionadas – Vitis labrusca Tdx, A. thaliana Tdx, TRX-1 e TRX-2 e Nicotiana tabacum Tdx. 

Em verde, o domínio catalítico de TRX altamente conservado. 

O domínio TPR é composto por uma sequência de 34 aminoácidos presente em tandem de 3 a 16 

motivos, está envolvido em diversas interações proteína-proteína e são importantes para a formação de 

complexos multiprotéicos, característicos de chaperonas (Das et al., 1998; Lee et al., 2009). O complexo 

Hsp70/90 interage domínios TPR responsáveis pela interação proteína-proteína, que atuam como co-

chaperona e auxiliam no enovelamento de proteínas (Yang et al., 2005; Cliff et al., 2006). A proteína CsTdx 

possui 3 repetições do motivo TPR (Figura 61) (McDonough & Patterson, 2003). O domínio TPR de CsTdx 

possui ~70% identidade com domínios TPR de Tdx de plantas e ~56% de identidade com TPR de 

mamíferos. 

 

Figura 61: Alinhamento da sequência de aminoácidos do domínio TPR de CsTdx com o domínio TPR de 

Tdx de A. thaliana, Vitis labrusca e com o domínio TPR de Homo sapiens e Mus musculus. 

Considerando que CsTdx tem função de redutase dissulfeto, que CsTdx interage com CsCyp (Figura 

62) e que CsCyp contém dois resíduos de cisteína (C40 e C168) que formam pontes dissulfeto, foi 

levantada a hipótese de que CsTdx teria o papel de reduzir as cisteínas 40 e 168 de CsCyp, quebrando a 

ponte dissulfeto e tornando a proteína ativa, através do sítio catalítico de redultase dissulfeto do domínio 

TRX.  

Estes dados levantam a hipótese de que CsTdx seria, portanto, importante para regular a atividade de 

CsCyp, especialmente após um estresse oxidativo, auxiliando portanto no crescimento celular. 
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Figura 62: Interações positivas confirmadas com a isca CsCyp com as presas pOAD-CsTdx, pOAD-TPR e 

pOAD-TRX, em meio SC – Leu – His – Trp, – Ade e – Ade com 5 mM 3-AT. 1 – pOBD-isca + pOAD-presa 

(interação); 2 – pOBD-isca + pOAD-vazio e 3 – pOBD-vazio + pOAD-isca (controles). Extraído de Domingues 

et al., 2010. 
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2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

O objetivo inicial deste projeto era resolver a estrutura da proteína CsTdx e sua participação no 

desenvolvimento do cancro cítrico. 

• Expressar e purificar a proteína CsTdx, os domínio TPR e TRX; 

• Realizar ensaios espectroscópicos com a proteína CsTdx: Dicroísmo Circular (CD) e Dynamic 

Light Scattering (DLS); 

• Resolver a estrutura de CsTdx. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1. Clonagem, expressão e purificação de proteínas recombinantes em E. coli 

Várias das construções que foram utilizadas nesse trabalho já estavam disponíveis em nosso 

laboratório, entre elas, pET28a-CsTdx e pGEX4T-1-CsTdx. 

3.1.1. CsTdx em pET28a e pGEX4T-1 

O clone Tdx já se encontrava clonado nos vetores pET28a, em fusão com 6xHis, e pGEX4T-1 (GE 

Healthcare), o qual expressa o alvo em fusão com GST (Glutationa-S-Transferase) e transformados em E. 

coli para expressão, BL21 (DE3). As construções também foram transformadas nas cepas de E. coli para 

expressão a baixas temperaturas, Arctic Express (Agilent Technologies) e BL21 origami, cepa que não 

contem tioredoxinas. As construções foram expressas em 100 mL de meio LB Kana (50 μg/mL), para 

pET28a ou LB Amp (100 μg/mL), para pGEX4T-1 (possui resistência a ampicilina), nas temperaturas de 

37, 30 e 25 e 12°C (esta última apenas para a cepa Arctic Express). As culturas foram crescidas até 

atingirem a fase logarítmica – OD600nm entre 0,6 e 0,8 unidades de absorbância e a síntese de proteína 

recombinante foi induzida por 3 horas com a adição de 0,4 mM de IPTG. A exceção foi para a expressão 

em Arctic Express, na qual a cultura foi crescida por 3 horas a 30°C e então foi transferida para um shaker 

a 12°C e a síntese da proteína recombinante foi induzida por 24 horas com adição de 1 mM de IPTG. 

A proteína recombinante foi então purificada – para a fusão com 6xHis, a lise das células foi realizada 

utilizando-se tampão 20 mM Tris-HCl pH 8,0, 200 mM NaCl, 10 mM Imidazol, 20% Glicerol + lisozima (1 

mg/mL) e sonicação (20 pulsos de 20s), a fim de aumentar a eficiência da lise. A suspensão foi 

centrifugada, após sonicação, a 4°C, 17.000 rpm por 50 minutos. A fração solúvel foi filtrada (0,45 µm) e 

a proteína purificada por afinidade, utilizando a resina TALON (Clonetech). A seguir, a cauda 6xHis foi 

clivada com trombina (1 u trombina por 1 mg proteína), por 12 a 16 horas a 4°C. A proteína clivada foi 

então concentrada em Centricon a 1500 g, 10°C até volume final de 1.0 mL. A proteína concentrada foi 

submetida a diversos tipos de purificação: cromatografia por exclusão de peso molecular, em coluna 

Superdex 75 16/60 (GE Healthcare), troca iônica nas colunas Mono S e Mono Q e cromatografia em coluna 

Hiprep 26/10 desalting 5 mL. 

As proteínas em fusão com GST foram purificadas utilizando PBS 1x (140 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 

mM Na2HPO4, 1,8 mM KH2PO4) + Nonidet P40 1% + lisozima (1 mg/mL) e sonicação (20 pulsos de 20s) e 

resina GST imobilizada em PBS. A eluição foi realizada com PBS 1x com 50 mM Glutationa Reduzida. A 

indução, solubilidade e todos os passos de purificação foram avaliadas por gel de poliacrilamida (12%) 

SDS-PAGE e coloração com o corante Coomassie Blue. 

3.1.2. CsTdx em pMT-BiP-V5-His 

O clone Tdx foi subclonado para o vetor pMT-BiP-V5-His (Invitrogen), para expressão em células de 

inseto S2 (Drosophila Schneider 2 cells - Invitrogen), a partir do vetor pOAD, nos sítios de restrição 
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NcoI/NotI. Após digestão com essas enzimas, vetor e inserto foram extraídos do gel de agarose (1%), 

purificados com Kit de Extração de DNA (Qiagen) e ligados com T4 DNA ligase sob incubação no banho 

a 16°C por 16 horas. Esta ligação foi transformada em células competentes de E. coli DH5α por choque 

térmico, plaqueadas em meio LB seletivo com 100 μg/mL Amp (pMT-BiP-V5-His possui resistência a 

Ampicilina) e incubada em estufa 37°C por 16 horas. Para selecionar clones transformantes, foi realizado 

um PCR de colônia com 10 clones isolados com os primers MT/BGH foward e reverse. Os clones 

transformantes foram então confirmados por sequenciamento de DNA. O clone foi então digerido no sítio 

BglII e purificado do gel e foi então feita uma reação com a enzima Klenow, para gerar extremidades 

abruptas, por 15 a 30 minutos a 37°C e a enzima foi inativada. O clone foi então religado por reação com 

a enzima T4 DNA ligase, transformados e os clones transformantes foram selecionados como já descrito 

acima. Em seguida, a cultura foi crescida em meio líquido LB Amp e o plasmídeo purificado por midiprep 

(kit Plasmid Maxi Kit - Qiagen), de acordo com o protocolo do fabricante. Após confirmação da clonagem, 

o plasmídeo foi usado para transfectar células S2 para expressão. 

3.1.3. TPR em pET28a e pGEX4T-1 

O DNA correspondente ao domínio TPR foi amplificado a partir de uma biblioteca de cDNA de citros e 

clonado no vetor pGEM utilizando os primers Tdx_F (NdeI: 5’-CATATGTCCGACTCTGTTAAG-3’) e 

TPR_R (SalI: 5’-GTCGACTATTCAACCTTCTTGAG-3’). O DNA foi subclonado no vetor pET28a, nos sítios 

de restrição NdeI/SalI. Após a digestão com essas enzimas, o vetor e inserto foram extraídos do gel de 

agarose (1%), purificados com Kit de Extração de DNA (Qiagen) e ligados com T4 DNA ligase sob 

incubação no banho a 16°C por 16 horas. A construção foi transformada em células competentes de E. 

coli DH5α por choque térmico, plaqueadas em meio LB seletivo com 50 μg/mL Kana e incubada em estufa 

37°C por 16 horas. Para selecionar clones transformantes, foi realizado um PCR de colônia com 10 clones 

isolados com os primers T7/pETR foward e reverse. Os clones transformantes foram então confirmados 

por sequenciamento de DNA. Em seguida, a cultura foi crescida em meio líquido LB Kana e o plasmídeo 

foi purificado por miniprep (kit Plasmid Maxi Kit - Qiagen), de acordo com o protocolo do fabricante e então, 

transformado em células competentes de E. coli para expressão em BL21 (DE3), por choque térmico. 

A construção em fusão com 6xHis foi expressa em meio LB Kana, na temperatura de 30° e purificada 

seguindo o protocolo descrito no item 3.1.1.  

3.1.4. TRX em pET28a e pGEX4T-1 

O cDNA do domínio TRX foi subclonado nos vetores pET28a e pGEX4T-1, a partir do clone Tdx em 

pGEX4T-1. O plasmídeo Tdx-pGEX4T-1 foi digerido com as enzimas EcoRI/NotI, liberando uma banda 

referente ao domínio TRX, que foi clonada nos vetores pGEX4T-1 e pET28a. Os passos seguintes foram 

os mesmos já descritos no item 3.1.3. A expressão foi realizada nas temperaturas de 37 e 30°C. A 

purificação da proteína recombinante seguiu o protocolo descrito no item 3.1.1.  
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3.2. Análises Espectroscópicas 

3.2.1. Análises de Dicroísmo Circular (CD) 

Os ensaios de CD, para verificar o conteúdo de estrutura secundária das proteínas CsTdx e TPR foram 

realizados com diversas concentrações de proteína. Os espectros de CD foram obtidos utilizando-se um 

espectropolarímetro J-810 (JASCO), no comprimento de onda de 200 a 260 nm, com cubeta de quartzo 

de 1 mm de caminho ótico.  

3.2.2. Análise de DLS 

Os ensaios de DLS realizados para verificar a homogeneidade e monodispersividade da amostra, 

recomendado para ensaios cristalográficos, foram realizados utilizando-se o aparelho Protein Solutions 

DynaPro, na temperatura de 20°C, com 100 medidas com 10 acumulações cada e 40 μM de proteína por 

amostra. 

3.3. Transfecção em Célula S2 

A transfecção foi realizada utilizando células de inseto S2 (Invitrogen) cultivadas em meio SF900II 

SFM ou Express V (Invitrogen), sem antibiótico, por pelo menos 10 dias, em garrafas de 75 cm2. As células 

foram replicadas 24 horas antes da transfecção, na concentração de 1x106 células em garrafa de 25 cm2, 

em 5 mL de meio SF900II SFM ou Express V. Foram preparadas as soluções de transfecção A, com 2 μg 

do DNA de interesse + 0,1 μg de pCohygro (plasmídeo de seleção, resistente a higromicina), em 500 μL 

de meio e solução B, com 20 μL de Cellfectin Reagent (Invitrogen) em 500 μL de meio. Foram então 

seguidas as recomendações do protocolo de transfecção da Cellfectin Reagent. Após 48 horas da 

transfecção, as células foram centrifugadas e meio novo, contendo 600 μg/mL de higromicina B foi 

adicionado. A síntese da proteína recombinante foi então realizada utilizando sulfato de cobre, em diversas 

concentrações (100 μM a 1,5 mM) e acompanhada por 24 a 72 horas após a transfecção. As células foram 

coletadas após 72 horas de indução e então lisadas com protocolo recomendado pela Invitrogen. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÕES 

Expressão e Purificação de CsTdx 

A Figura 63 mostra a purificação de CsTdx em diversas condições testadas. Em todos os testes 

realizados, a proteína tem alto nível de degradação, dificultando sua purificação. Outros testes também 

foram realizados, mas em todos os casos não foi possível obter quantidades significativas de proteína pura 

para permitir ensaios cristalográficos. O fato de se ter alto nível de degradação pode ser devido a uma 

proteína de planta sendo expressa em bactéria, que não apresenta modificações pós-traducionais que 

podem ser essenciais para o enovelamento correto da proteína. 

 

Figura 63: Testes de Purificação da proteína CsTdx. A proteína Tdx solúvel com 6xHis tem peso molecular 

aproximado de 39 kDa. (A) Purificação em resina TALON, da proteína expressa na cepa BL21 (DE3). (B) 

Clivagem do 6xHis com trombina. (C) Purificação de CsTdx por gel filtração. (D) Purificação da proteína 

CsTdx em resina TALON, expressa na cepa BL21 ΔSlyD pRARE. (E) Clivagem da 6xHis com trombina e 

Desalting. (F) Purificação da proteína Tdx em resina TALON, expressa na cepa BL21 ΔSlyD pRARE, com 
tampão 50 mM HEPES pH 8,5, 300 mM NaCl, 1 mM PMSF, 1 mM Benzamidina, 5 µg/mL Pepstatina, 2,5 

µg/mL Leupeptina, 2,5 µg/mL Aprotinina, 2 mM DTT e Imidazol. (G) Clivagem da 6xHis com trombina e 

cromatografia de troca iônica nas colunas Mono S e Mono Q. PM = marcador de peso molecular (Unstained 
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Protein Molecular Weigth Marker - Fermentas); I = amostra insolúvel; S = amostra solúvel; FT = Flow 

Through; L = Lavagem; E = Eluições da amostra; Cn = Amostras concentradas; Cl = clivagem da 6xHis a 

16°C; S1 a S5 = Frações 10 a 14 da Troca Iônica em coluna Mono S; Q1 = Eluição da troca iônica em coluna 

Mono Q. 

Devido a impossibilidade de conseguir proteína pura e em quantidade através da expressão em 

sistema bacteriano, foi feita então a clonagem do CsTdx em vetor para expressão do sistema S2 de células 

de inseto. Como a célula de inseto produz modificações pós-traducionais, como células de planta, 

poderíamos obter maiores quantidade de CsTdx e evitar as degradações obtidas no sistema bacteriano. 

Foram feitas várias tentativas de transfecção, mas em nenhuma delas foi observada a produção da 

proteína recombinante CsTdx, (Figura 64). O vetor utilizado possui um sinal para secretar a proteína 

quando corretamente expressa e esta deveria ser localizada no meio de cultura. Mesmo após a lise celular, 

não foi detectada CsTdx. 

 

Figura 64: Expressão da proteína CsTdx no vetor pMT-BiP-V5-His na célula de inseto S2 a 27°C, com 

sulfato de cobre. PM = marcador de peso molecular (Unstained Protein Molecular Weigth Marker - 

Fermentas); M1 = amostra do meio de cultura da placa controle; L1 = amostra da lise celular da placa 

controle; M2 = amostra do meio de cultura da placa 01; L2 = amostra da lise celular da placa 01; M3 = 

amostra do meio de cultura da placa 02; L3 = amostra da lise celular da placa 02. 

Expressão e Purificação dos domínios TPR e TRX 

A proteína CsTdx é composta de dois domínios, como já citado anteriormente. Como não foi possível 

obter proteína CsTdx em grande quantidade, sem degradação ou impurezas, foi realizada a clonagem dos 

domínios separadamente para tentar realizar ensaios de cristalografia com os domínios separados. 

O domínio TPR apresenta 23 kDa e foi expresso em BL21 (DE3) e purificado conforme descrito no 

item 3.1.3. A Figura 65 mostra a purificação da proteína TPR. Foi obtido cerca de 8 mg/mL de proteína 

TPR praticamente pura, que foi enviada para ensaios cristalográficos. Apesar de inúmeras tentativas, não 

conseguimos obter cristais de proteína. 
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Figura 65: Purificação do domínio TPR em resina TALON. A proteína TPR solúvel com cauda 6xHis tem 

peso molecular aproximado de 25 kDa. (A) Purificação da proteína TPR por cromatografia de afinidade. 

(B) Testes de clivagem da 6xHis com trombina. (C) Gel filtração em coluna superdex 75 10/300 GL. PM = 

marcador de peso molecular (Unstained Protein Molecular Weigth Marker - Fermentas); NI = Amostra Não 

Induzida; In = Amostra induzida com IPTG; I = amostra insolúvel; S = amostra solúvel; FT = Flow Through; 

L = Lavagem; E1 a E5 = Eluições da amostra; Cl1 = teste de clivagem a 25°C; Cl2 = teste de clivagem a 

16°C; Cl3 = teste de clivagem a 4°C; Cn = amostra concentrada, injetada na coluna de gel filtração; F1 a 

F5 = frações coletadas na gel filtração. 

O segundo domínio da CsTdx é o TRX, que possui aproximadamente 19 kDa. A proteína foi expressa 

em fusão com 6xHis (Figura 66A) e GST (Figura 66B). Em ambos os casos, não foi possível observar 

proteína purificada em maiores níveis. Pode-se observar ainda alto nível de degradação, mostrando a 

instabilidade do domínio e indicando que provavelmente este domínio é o mais instável dos dois, ou o que 

requer modificações pós-traducionais essenciais para seu enovelamento correto, impedindo assim tanto a 

purificação do domínio sozinho, quanto da proteína CsTdx como um todo. 
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Figura 66: Purificação do domínio TRX em resina TALON. A proteína TRX solúvel com cauda 6xHis tem 

peso molecular aproximado de 21 kDa e em fusão com GST, 44 kDa. (A) Purificação do domínio TRX, com 

6xHis, em resina TALON. Pode-se observar que a proteína quase não foi expressa. (B) Purificação do 

domínio TRX, com GST, em resina de glutationa. A proteína apresenta alto nível de degradação. PM = 

marcador de peso molecular (Unstained Protein Molecular Weigth Marker - Fermentas); NI = Amostra Não 

Induzida; In = Amostra induzida com IPTG; I = amostra insolúvel; S = amostra solúvel; FT = Flow Through; 

L = Lavagem; E = Eluições da amostra. 

 

Análises Espectroscópicas 

Dicroísmo Circular 

As proteínas purificadas CsTdx e TPR foram submetidas a ensaios de dicroismo circular e os gráficos 

obtidos mostram que ambas as proteínas se encontram enoveladas (Figura 67). CsTdx apresenta 

predominância de estrutura secundária de α-hélice (Figura 67A), o que é condizente com estruturas 

tridimensionais de domínios TRX e TPR, encontrados no PDB, nos quais TPR é composto por quase que 

exclusivamente α-hélices (Figura 67B) e TRX apresenta uma mistura de α-hélices e folhas β. 
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Figura 67: Espectros de Dicroísmo circular coletados na faixa de 195-260 nm, 10 acumulações. (A) CsTdx, 5 

µM em água. (B) TPR, 10 µM em água. 

DLS 

O ensaio de DLS também foi realizado logo após a purificação de proteína TPR, mostrando que esta 

se encontrava pura e monodispersa (Figura 68). O raio hidrodinâmico obtido foi de 2,3 nm e o peso 

molecular estimado foi de 23 kDa, bem próximo ao esperado para o domínio TPR, que seria 18 kDa. Esta 

análise indicou 24,8% de polidispersividade, sendo que o recomendado para ensaios cristalográficos é 

abaixo de 20%. A intensidade e massa de 100% indica que, excetuando-se o tampão presente na amostra, 

a proteína desejada se encontra pura. Mesmo com a polidispersividade levemente acima do indicado para 

ensaios cristalográficos, está foi a melhor amostra obtida e optou-se por realizar os ensaios de 

cristalização. 
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Figura 68: Gráfico do DLS do domínio TPR. O gráfico mostra a % intensidade por raio hidrodinâmico em 

nm (raio aproximado da proteína). A tabela indica a % de polidispersividade da amostra, o tamanho 

estimado das partículas presentes e % de intensidade e massa das partículas em solução. 

A proteína CsTdx e seus domínios apresentaram degradação, mesmo após adição de coquetel de 

inibidores de proteases, impedindo assim uma análise estrutural e funcional desta proteína. Houveram 

tentativas de cristalizar o domínio TPR sozinho, mas não houve formação de cristais, possivelmente devido 

a impurezas na amostra ou concentração não ideal de proteína.  
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5. CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 

Os objetivos do trabalho foram a caracterização estrutural e funcional de CsTdx e seus domínios TPR 

e TRX. Devido a problemas de solubilidade e degradação destas proteínas, não foi possível realizar grande 

parte dos experimentos propostos inicialmente. Os resultados obtidos a partir deste trabalho permitiram as 

seguintes conclusões: 

 CsTdx apresenta estrutura secundária com predominância de α-hélices, resultado esperado por 

ser composta por dois domínios – TPR, rico em α-hélices e TRX, composto por uma mistura de 

α-hélices e folhas β; 

 O domínio TRX é altamente instável e apresenta altos níveis de degradação. 
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APÊNDICE II – ESTUDO DA PROTEÍNA CISTEÍNA PROTEASE DE Citrus sinensis 

1. INTRODUÇÃO 

Cisteínas Proteases (CPs) pertencem a um grupo de proteínas envolvidas na percepção, sinalização 

e ativação da resposta de defesa em plantas (Van Der Hoorn & Jones, 2004). A Cisteína protease isolada 

de citro, CsCP (Figura 69), pertence à família Papaína cisteína protease (C1), que usualmente possuem 

de 23 a 30 kDa e que utilizam um resíduo de cisteína para clivar ligações peptídicas em proteínas. O sítio 

catalítico é composto pela cisteína catalítica presente na fenda de ligação do substrato. Essa classe de 

cisteína proteases é produzida com um pró-peptídeo inibidor dobrado na fenda de ligação do substrato e 

que precisa ser proteoliticamente removido para ativar a protease (Taylor et al., 1995; Shindo & Van Der 

Hoorn, 2008). 

A proteína CsCP foi primeiramente identificada em screenings de duplo-híbrido utilizando PthA3 como 

presa. A forma não processada e inicialmente isolada de CsCP apresenta o pro-peptídeo inibidor e 38 

kDa. A forma processada (CPpep) e com atividade de protease apresenta 23 kDa. CsCP contém os 

resíduos de aminoácidos conservados típicos do sitio ativo de proteases eucarióticas e seis cisteínas que 

formam três pontes de cistinas (Figura 69A), uma tríade catalítica que é necessária para ativar a resposta 

de hipersensibilidade na protease Rc3 de tomate (Krüger et al., 2002; Roden et al., 2004). A CsCP possui 

61, 59 e 57, 52 e 50% de identidade com A. thaliana CP, Lonicera japônica CP, Nicotiana tabacum CP, 

Rc3 de tomate e papaína, respecitivamente. 

 

99 
 



 

Figura 69: (A) Alinhamento da sequência de aminoácidos de CsCP com cisteína protease de A. thaliana, 

Lonicera japonica, Nicotiana tabacum, Rc3 de tomate (Licopersicom esculentum) e Papaína da Carica 

papaya. O pro-peptídeo inibidor em negrito e sublinhado, o domínio peptidase em azul, os resíduos do sítio 

ativo (amarelo) e as seis cisteínas que formam a tríade catalítica (verde). (B) Representação esquemática 

mostrando os domínios CsCP. A proteína de Citrus isolada pertence à família Papaína cisteína protease, 

apresentando um domínio majoritário Peptidase C1 (rosa) com atividade de proteólise e peptidólise. Um 

domínio N-terminal (azul) inibidor I29 (cathepsin propeptide inhibitor domain) atua como um pro-peptídeo 

inibidor. 
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Segundo Cernadas et al. (2008), folhas de laranja doce infiltradas com Xac apresentaram altos níveis 

de expressão da CsCP (Figura 70) enquanto que as infiltradas com Xaa (não patogênica à laranja) 

mostraram níveis de expressão basais, como no controle (folha infiltrada com água). Por outro lado, 

quando o limão galego foi infiltrado com Xaa ou Xac (planta susceptível a ambos os patógenos), a 

expressão de CsCP foi bastante elevada se comparado com o controle (folha infiltrada com água). 

Portanto, a CsCP pode estar associada com o desenvolvimento dos sintomas do cancro. 

 

Figura 70: Níveis de Expressão de CsCP em plantas de laranja doce e limão galego infectadas com Xac 

ou Xaa em 48hpi, determinado por qPCR (Extraído de Cernadas et al., 2008). 

Consistente com essa hipótese, CsCP é homóloga a proteína Rc3 de tomate (Lycopersicon 

esculentum), que é necessária para suprimir auto-necrose em tomate e que tem participação na resposta 

de defesa contra o fungo Cladosporium fulvum (Krüger et al., 2002). Segundo Rooney et al. (2005), a 

inibição da atividade da Rc3 pelo Avr2 de C. fulvum leva a uma resposta de hipersensibilidade, sugerindo 

que o aumento dos níveis de CP de citros pode estar associado com susceptibilidade à doença. Segundo 

Joosten & De Wit (1999), muitas proteínas de avirulência de C. fulvum, incluindo Avr4 e Avr9 sofrem um 

processamento proteolítico na planta, que poderia ser realizado por cisteínas proteases, com finalidade de 

ativar essas proteínas efetoras e assim, ser um fator importante para o desenvolvimento da doença. 

Tem-se, portanto, duas hipóteses para a função de CsCP durante a infecção: CsCP pode ser parte do 

sistema de defesa de citros, ativando a resposta contra infecção ou CsCP age como ativador da proteína 

efetora, processando proteoliticamente a mesma após transferência para a célula da planta. 
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2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Expressar e purificar a proteína CsCP e o domínio CPpep; 

• Confirmar atividade de protease de CsCP e CPpep; 

• Realizar ensaios de Dicroísmo Circular (CD) com CsCP e CPpep; 

• Confirmar a interação de CsCP com PthAs 1 a 4 através de ensaios de duplo-híbrido. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1. Clonagem, expressão e purificação de proteínas recombinantes em E. coli 

Várias das construções que foram utilizadas nesse trabalho já estavam disponíveis em nosso 

laboratório, entre elas, pET28a-CsCP (6xHis N-terminal), pGEX4T-1-CsCP (GST N-terminal), pOBD-

PthA1-∆N, pOBD-PthA2-∆N, pOBD-PthA3-∆N, pOBD-PthA4-∆N e pOAD-CsCP. 

3.1.1. CsCP em pET28a e pGEX4T-1 

O clone CsCP já se encontrava subclonado nos vetores pET28a em fusão com 6xHis, e pGEX4T-1 

(GE Healthcare), em fusão com GST e transformados em E. coli para expressão, BL21 (DE3). As 

construções também foram transformadas nas cepas de E. coli Arctic Express e BL21 origami. As 

construções foram expressas e purificadas como descrito no item 3.1.2. O protocolo de expressão desta 

proteína seguiu os mesmos passos do item 3.1.2, mas foi realizada somente a purificação por 

cromatografia de afinidade. Foi realizada também uma purificação desnaturante com 7M ureia, segundo o 

protocolo de Bethune et al. (2006): após a expressão, a cultura foi ressuspendida em tampão de lise (200 

mM Fosfato de Sódio pH 7,0, 200 mM NaCl, 2,5 mM DTT, 1,5 mM Benzamidina, 2,5 mM EDTA, 2 mg/mL 

Pepstatina, 2 mg/mL Leupeptina e 30% Glicerol) e adicionou-se 1 mg/mL Lisozima, sonicando a amostra 

na sequência. Após nova centrifugação, o pellet foi lavado 2x com água MilliQ autoclavada e na sequência 

ressuspenso em tampão desnaturante (50 mM Tris HCl pH 8,0, 7 M Ureia, 2 mM β-mercaptoetanol) e 

incubada com resina TALON por 2 horas a 4°C, sob agitação constante. A resina foi lavada e a proteína 

eluida com o tampão desnaturante com 200 mM Imidazol. A proteína eluida foi então dialisada overnight 

a 4°C, em tampão 100 mM Tris HCl pH 8,0, 5 mM EDTA, 15% Glicerol e 2 mM β-mercaptoetanol.  

3.1.2. CP domínio peptidase em pET28a e pGEX4T-1 (CPpep) 

A proteína CsCP apresenta dois domínios, como já especificado no item 1. Foi feita então, a 

subclonagem do domínio peptidase, a partir do cDNA inteiro da CsCP, nos vetores pET28a, pGEX4T-1 e 

pOAD, nos sítios de restrição NdeI/NotI, sendo o procedimento de clonagem utilizado igual ao descrito no 

item 3.1.3. As construções foram então transformadas nas cepas de E. coli para expressão, BL21 (DE3), 

Arctic Express e BL21 origami. As construções foram expressas e purificadas como descrito no item 3.1.1. 

e 3.1.5.  

3.2. Ensaio de Duplo-Híbrido 

Foi realizado o ensaio de duplo-híbrido para testar a interação das proteínas CsCP e CPpep (clonadas 

no vetor pOAD, como presa) com PthA 1 a 4, clonados no vetor pOBD. As etapas e procedimentos 

realizados estão descritas no Capítulo II, item 3.11. 
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3.3. Análises Espectroscópicas 

3.3.1. Análises de Dicroísmo Circular (CD) 

Os ensaios de CD, para verificar o conteúdo de estrutura secundária das proteínas CsCP e CPpep 

foram realizados com diversas concentrações de proteína. Os espectros de CD foram obtidos utilizando-

se um espectropolarímetro J-810 (JASCO), no comprimento de onda de 200 a 260 nm, com cubeta de 

quartzo de 1 mm de caminho ótico, com as proteínas diluídas em água. 

3.4. Ensaio de Atividade de CP recombinante  

A atividade de protease de CsCP e CPpep foi determinada utilizando-se o Protease Assay Kit 

(Calbiochem®), desenvolvido para quantificar a atividade de diversas proteases através da quebra da 

FTC-caseína em FTC-peptídeos pela protease e a quantificação é feita por medições de absorbância 

(Figura 71). 

 

Figura 71: Esquema de ação do kit Protease Assay utilizado para o ensaio enzimático da proteína CP.  

As amostras (CPpep e CsCP) foram então diluídas, quando necessário, para concentração final de 1 

mg/mL. Foi preparado também Papaína, uma cisteína protease, como controle positivo, também na 

concentração de 1 mg/mL. Tripsina a 1 mg/mL já é fornecida juntamente com o kit, para controle positivo.  

O protocolo seguiu o recomendado pelo fabricante do kit: adicionar em tubo de 1,5 mL – 50 µL FTC-

caseína, 50 µL tampão de incubação (20 mM Acetato de Sódio pH 5,0, 1 mM EDTA e 5 mM Cisteína HCl 

– tampão recomendado para cisteínas proteases), 100 µL amostra ou H2O (esta para o branco). 

A mistura foi incubada a 37°C por 24 horas. Após esse período, foi adicionado 500 µL TCA 5% (ácido 

tricloroacético). As amostras foram vortexadas e incubadas a 37°C por 10 minutos. O TCA foi precipitado 

por centrifugação, a 12000 g por 5 min. Foram coletados 400 µL do sobrenadante e transferidos para um 

novo tubo, ao qual foi adicionado 600 µL de Assay Buffer e a absorbância foi lida a 492 nm. Foram feitas 

duplicatas de cada amostra. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÕES 

Expressão e Purificação de CsCP e CPpep 

A proteína CsCP possui 38 kDa e é composta de dois domínios – um domínio peptidase, com atividade 

enzimática e um domínio inibidor, responsável pela inatividade da proteína quando ela não é requisitada 

na célula. O domínio inibidor tem capacidade de auto-clivagem que ocorre em condições propicias e libera 

o domínio peptidase ativo. A proteína CsCP foi expressa em diversas condições e em diferentes cepas, 

mas em todos os casos a proteína se apresentou na fração insolúvel (Figura 72). 

 

Figura 72: Expressão da proteína CsCP em fusão com 6xHis, com peso molecular de 40 kDa e em fusão 

com GST, com peso molecular de 66 kDa. (A) Proteína expressa a 30°C, em fusão com 6xHis. (B) Proteína 

expressa a 37°C, em fusão com GST. (C) Proteína expressa a 25°C, em fusão com GST. PM = marcador 

de peso molecular (Unstained Protein Molecular Weigth Marker - Fermentas); NI = amostra não induzida; 

In = amostra induzida; I = amostra insolúvel; S = amostra solúvel.  

Foram então realizados testes somente com o domínio peptidase (CPpep). A Figura 73 mostra que o 

CPpep também se apresenta na forma insolúvel. 
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Figura 73: Expressão da proteína CPpep em fusão com 6xHis, com peso molecular de 25kDa (A) Proteína 

expressa a 30°C. (B) Proteína expressa a 25°C. PM = marcador de peso molecular (Unstained Protein 

Molecular Weigth Marker - Fermentas); NI = amostra não induzida; In = amostra induzida; I = amostra 

insolúvel; S = amostra solúvel. 

As proteínas foram então purificadas em condições desnaturantes, na presença de 7 M de ureia, de 

acordo com o descrito por Bethune et al. (2006) (Figura 74). 

 

Figura 74: Purificação desnaturante das proteínas CsCP e CPpep. A proteína CsCP com 6xHis tem peso 

molecular total aproximado de 40 kDa e a CPpep com 6xHis tem peso molecular total aproximado de 25 

kDa. PM = marcador de peso molecular (Unstained Protein Molecular Weigth Marker - Fermentas); E1 a 

E3 = Eluições da proteína CsCP. E4 a E6 = Eluições da proteína CPpep. 
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Análises Espectroscópicas - Dicroísmo Circular 

As proteínas CsCP e CPpep purificadas foram submetidas a ensaios de dicroismo circular para 

verificar se a renaturação ocorreu de forma correta e a proteína foi re-enovelada. Os gráficos obtidos 

(Figura 75A e B) mostram que as proteínas provavelmente se encontram parcialmente enoveladas.  

 

Figura 75: Espectros de Dicroísmo circular coletados na faixa de 195-260 nm, 30 acumulações (A) CsCP, 

4.5 µM em água. (B) CPpep, 11 µM em água. 

Ensaio Enzimático da Cisteína Protease 

O ensaio enzimático foi realizado para averiguar se CsCP e CPpep possuem atividade de protease. A 

Tabela 11 mostra a quantidade de proteína utilizada em cada amostra do ensaio. A Figura 76 mostra os 

valores de absorbância encontrados para cada amostra, sendo que a média entre as duplicatas já foi 

estabelecida e o valor de absorbância de cada amostra já foi subtraído do branco. Pode-se observar que 

os reagentes do kit estão totalmente funcionais, pois as amostras com tripsina e papaína estão agindo sob 

o substrato. As proteínas recombinantes CPpep e CsCP não possuem praticamente nenhuma atividade, 

visto que sua absorbância é praticamente igual as dos brancos. Estes dados indicam que nenhuma das 

duas proteínas recombinantes estão ativas. Provavelmente o tampão de ativação utilizado não é o correto, 

levando a não-ativação da proteína, pois durante a preparação das amostras, é necessário incubar a 

protease com um tampão de ativação, que possui um pH ideal para que a protease esteja ativa. No caso 

da CsCP, este tampão também é necessário para que ocorra a auto-clivagem da proteína, liberando o pró-

peptídeo inibidor e tornando, consequentemente, a proteína ativa. O tampão utilizado foi o indicado pelo 

fabricante do kit para cisteínas proteases e este tampão funciona para algumas cisteínas proteases, pois 

a Papaína mostrou atividade de protease. 
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Tabela 11: Quantidade de proteína nas amostras do ensaio enzimático das proteínas CsCP e CPpep 

 

 

Figura 76: Ensaio enzimático das proteínas CsCP e CPpep. 

Duplo-Híbrido 

O ensaio de duplo-híbrido foi realizado para confirmar o screening inicial de duplo-híbrido, no qual 

CsCP foi identificada pela primeira vez e para verificar se CsCP e CPpep interagem com as quatro 

variantes de PthA. A Figura 77 mostra as interações das proteínas PthA1, 2, 3 e 4 com as presas pOAD-

CsCP e pOAD-CPpep e seus respectivos controles, em meio SC – Ade – His – Trp – Leu, na ausência e 

presença de 3AT (3 e 5mM), após 4 dias de crescimento em estufa 30°C A presa pOAD-CsCP mostrou 

interação positiva com as iscas PthA2 e PthA3, na placa com 0 mM 3-AT (Figura 77A), mas conforme a 

estringência aumenta (3 e 5 mM 3-AT – Figura 77B e C), as interações vão deixando de ser estáveis. 

Também é possível observar que os controles negativos (1C a 5C) não estão auto-ativando os genes 

repórteres. Por outro lado, a proteína CPpep interagiu com a isca PthA3 (Figura 77D, E e F), em todas as 

condições testadas, sendo possível observar que os controles negativos (1C a 5C) não estão auto-ativando 

os genes repórteres. É importante notar que quando o peptídeo inibidor é retirado, a interação entre CP e 

PthA é mais forte, mostrando que o peptídeo inibidor realmente age inibindo a atividade da CP. Esses 

dados também nos remete a hipótese de que talvez PthA iniba a atividade de CsCP ou seja processada 

pela mesma. 
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Figura 77: Interações positivas confirmadas com a isca: PthA1, PthA2, PthA3 e PthA4 com as presas – 

pOAD-CsCP e pOAD-CPpep em meio SC –Ade –His –Trp –Leu, nas concentrações de 0, 3 e 5 mM de 3-AT. 

(A), (B) e (C) – Interação dos PthAs 1 a 4 com CsCP, na presença de 0, 3 e 5 mM 3-AT. (D), (E) e (F) - 

Interação dos PthAs 1 a 4 com CPpep, na presença de 0, 3 e 5 mM 3-AT. Os números 1 a 4 representam as 

iscas PthA (1 a 4, respectivamente) interagindo com a presa. Os números 1C a 5C são os controles 

negativos pOBD-vazio+pOAD-Presa, pOBD-PthA1+pOAD-vazio, pOBD-PthA2+pOAD-vazio, pOBD-

PthA3+pOAD-vazio, pOBD-PthA4+pOAD-vazio, respectivamente. 

Devido aos problemas de solubilidade da CsCP e do domínio peptidase (CPpep) e sua inatividade 

mediante tentativas de reenovelamento após purificação desnaturante, os experimentos para testar se 

PthA seria clivado por CsCP ou se CsCP seria inibida por PthA não foram realizados. 
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5. CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 

Os objetivos do trabalho eram a caracterização da interação de CsCP com as quatro variantes do 

PthA. Devido a problemas de solubilidade desta proteína, não foi possível realizar grande parte dos 

experimentos propostos inicialmente. Os resultados obtidos a partir deste trabalho permitiram as seguintes 

conclusões: 

 CsCP apresenta dois domínios – um domínio peptidase e um domínio inibidor; 

 CsCP interage preferencialmente com PthAs 2 e 3, enquanto que CPpep, somente com o PthA3, 

corroborando os dados do primeiro screening de duplo-híbrido, que detectou CsCP como parceira 

de interação de PthA3; 

 CsCP e CPpep reenoveladas não apresentaram atividade de cisteína protease, provavelmente 

por estarem desenoveladas ou parcialmente enoveladas. 
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7. ANEXO I – ARTIGO PUBLICADO EM JULHO DE 2012 NA REVISTA PLOS ONE, 

NO QUAL PARTICIPO COMO CO-PRIMEIRA AUTORA. 
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8. ANEXO II – ARTIGO ACEITO PARA PUBLICAÇÃO EM MAIO DE 2013 NA 

REVISTA PLANT PHYSIOLOGY, NO QUAL PARTICIPO COMO PRIMEIRA 

AUTORA. 
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9. ANEXO III – ARTIGO PUBLICADO EM MARÇO DE 2011 NA REVISTA JBC 

(JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY), NO QUAL PARTICIPO COMO 

QUARTA AUTORA. 

 Realizei os experimentos contidos nas figuras 02 e 04. 
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