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Resumo 

 

OKUDA, E. K. Estudo dos mecanismos de transporte celular das subunidades do 

complexo exossomo em Saccharomyces cerevisiae. 2020. 161. Dissertação de 

Mestrado. Programa de Pós-Graduação em Ciências (Bioquímica). Instituto de 

Química, Universidade de São Paulo, São Paulo. 

 

O exossomo é um complexo multiproteico envolvido em processamento e degradação 

de vários tipos de RNA em eucariotos. Este complexo está presente tanto no núcleo 

quanto no citoplasma da levedura. O complexo exossomo possui duas subunidades 

catalíticas: Rrp6, a qual é exclusivamente nuclear; e Rrp44, que possui domínios 

endonucleolítico e exonucleolítico, sendo essencial para a sobrevivência da célula. O 

objetivo do presente trabalho foi analisar a localização do complexo exossomo e as 

vias de transporte de suas subunidades para o núcleo celular, com foco na subunidade 

Rrp44. Para tal, a principal técnica empregada neste trabalho foi a microscopia de 

fluorescência, através da qual foram feitas análises utilizando-se diversas cepas 

mutantes e fusões proteicas com GFP e com mCherry. Os resultados apresentados 

mostram uma localização subnucleolar do complexo exossomo quando suas 

subunidades são expressas em níveis endógenos, sob controle dos seus próprios 

promotores, em fusão com GFP. As subunidades Rrp6 e Rrp44 localizam-se no 

núcleo mesmo quando superexpressas. Já outras subunidades do complexo, como 

Rrp41 e Rrp43, apresentam forte sinal citoplasmático na mesma condição de 

expressão. Ademais, pudemos identificar os possíveis sinais de localização nuclear 

da subunidade Rrp44, reconhecidos pelas carioferinas essenciais Srp1 e Kap95, 



 
 

responsáveis pelo transporte nuclear de Rrp44. Os resultados obtidos neste trabalho 

mostram que o exossomo de levedura está principalmente localizado no núcleo e 

concentrado no nucléolo, o que tem grande importância no estudo funcional deste 

complexo.  

 

Palavras-chave: Rrp44, Exossomo, Localização, Transporte Nuclear. 

 



 
 

Abstract 

Okuda, E. K. Study of the cellular transport mechanism of Exosome complex subunits 

in Saccharomyces cerevisiae. 2020. 161. Master Thesis – Graduate Program in 

Biochemistry. Instituto de Química, Universidade de São Paulo, São Paulo. 

Exosome is a multiprotein complex responsible for processing and degradation of 

many classes of RNAs in eukaryotic cells. This complex localizes both to the nucleus 

and cytoplasm. Exosome complex has two catalytic subunits: Rrp6, which is 

exclusively nuclear; and Rrp44, that has endonucleolitic and exonucleolitic domains, 

being essential for cell growth. The aim of this project was to analyze the localization 

of the exosome and the nuclear transport pathways of its subunits, focusing on Rrp44. 

For that, the main technique used was fluorescent microscopy, which allowed the 

analysis in several different strains and protein fusions with GFP and mCherry. The 

results show a subnucleolar localization of the exosome complex when its subunits are 

expressed at endogenous levels, under control of their own promoters, fused to GFP. 

Interestingly, the subunits Rrp6 and Rrp44 still localize to the nucleus when 

overexpressed, whereas other exosome subunits, such as Rrp41 and Rrp43 show 

strong signals in the cytoplasm when they are overexpressed in the same conditions. 

Moreover, we could identify the putative nuclear localization signals of Rrp44, which 

are recognized by the essential karyopherins Srp1 and Kap95, the main karyopherins 

affecting the nuclear transport of Rrp44. The results of this work show that the yeast 

exosome is mainly localized to the nucleus and concentrated in the nucleolus, which 

is particularly important for the functional study of this complex. 

 

Keywords: Rrp44, Exosome, Localization, Nuclear transport. 
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Introdução 

 

1. O Complexo Exossomo 

O exossomo é um complexo multiproteíco identificado inicialmente na levedura 

Saccharomyces cerevisiae (Mitchell et al., 1997), que catalisa o processamento e a 

degradação 3’-5’ de diferentes tipos de RNAs em diferentes compartimentos celulares 

em todos os eucariotos estudados. O exossomo é bastante conservado, mantendo 

sua similaridade desde levedura até humanos, com pequenas diferenças (Lingaraju 

et al., 2020; Wasmuth and Lima, 2012; Zinder and Lima, 2017). 

 

1.1. Estrutura e Subunidades do Exossomo 

O exossomo é um complexo multiproteíco, composto por 10 subunidades no 

citoplasma (core + Rrp44) e 11 subunidades no núcleo (core + Rrp44 + Rrp6). Esse 

complexo possui um core, o qual é composto por um anel hexamérico de RNase PH 

e um cap trimérico, localizado acima do anel (Januszyk and Lima, 2014; Wasmuth and 

Lima, 2012). A maioria das subunidades do exossomo de levedura é chamada de 

proteínas Rrp (ribossomal RNA processing), enquanto que em humanos, a maioria 

das subunidades é denominada EXOSC (Exosome component) (Morton et al., 2018). 

O anel de RNase PH no core do exossomo é formado por seis proteínas (Rrp41, 

Rrp45, Rrp46, Rrp43, Mtr3 e Rrp42) e contém um canal central com o diâmetro exato 

para acomodar um RNA de fita simples (Januszyk and Lima, 2014). Nenhuma das 

proteínas do core possui atividade catalítica, entretanto, todas elas são essenciais 

para célula e são de suma importância para a coordenação da atividade catalítica das 

subunidades Rrp44 e Rrp6. As subunidades do anel do exossomo são muito 
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semelhantes às subunidades da RNase PH encontrada em bactérias, entretanto, 

enquanto a RNase PH é cataliticamente ativa, o anel do exossomo não possui 

atividade catalítica. O cap, parte do core que se encontra em cima do anel, é composto 

por 3 outras proteínas (Rrp40, Csl4 e Rrp4). As subunidades Rrp4 e Rrp40 possuem 

domínios S1 e KH de interação com RNA, enquanto Csl4 possui apenas o domínio S1 

(Januszyk and Lima, 2014; Wasmuth and Lima, 2012; Zinder and Lima, 2017). A 

subunidade Rrp6 é uma exonuclease com atividade hidrolítica distributiva e é descrita 

como exclusivamente nuclear e não é essencial para a célula de levedura (Allmang et 

al., 1999; Burkard and Butler, 2000; Zinder and Lima, 2017). 

 

 

 

 

Figura 1. O complexo exossomo. A. Esquema do complexo exossomo, com suas subunidades 
representadas em cores diferentes e identificadas. As subunidades Csl4, Rrp40 e Rrp4 compõem o 
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cap, as subunidades Rrp43, Rrp46, Rrp45, Rrp41, Rrp42 e Mtr3 compõem o anel de RNase PH, e as 
subunidades Rrp6 e Rrp44 são as subunidades cataliticamente ativas do complexo, ligadas em lados 
diferentes do core. B. Esquema da visão lateral do exossomo, com o anel do complexo representado 
em tons de azul, o cap, em tons alaranjados, Rrp6 em vermelho e Rrp44 em lilás. C. Estrutura do 
complexo exossomo, mostrando a subunidade catalítica Rrp44 na parte inferior do core, e a subunidade 
catalítica Rrp6 na parte superior do core (Makino et al., 2013). 
 

 

1.1.1. A subunidade Rrp44 

A subunidade cataliticamente ativa do exossomo Rrp44, está presente tanto no 

núcleo quanto no citoplasma. Rrp44 possui cinco domínios: um  domínio N-terminal 

Pilus-forming N-terminus (PIN), o qual contém o sítio ativo da atividade 

endonucleolítica; dois domínios cold-shock (CSD1 e CSD2); um domínio central com 

atividade exonucleolítica (RNB); e um domínio S1 no seu C-terminal (Januszyk and 

Lima, 2014; Wasmuth and Lima, 2012; Zinder and Lima, 2017).  

A subunidade Rrp44 se liga a região inferior do core do exossomo, sendo seus 

domínios PIN e CSD1 os responsáveis pela interação direta de Rrp44 com as 

subunidades Rrp41, Rrp45 e Rrp43. Quando Rrp44 se associa ao core do exossomo, 

esta subunidade apresenta uma diminuição na sua ligação a RNAs e na sua atividade 

exonucleolítica, mostrando a importância do core do exossomo na regulação da 

atividade de Rrp44 (Januszyk and Lima, 2014). Além disso, tanto a atividade 

endonucleolítica quanto a atividade exonucleolítica dessa subunidade são 

dependentes da integridade do canal central do exossomo, uma vez que mutações 

que levam à oclusão do canal central acarretam na diminuição da ligação a RNAs e 

da atividade RNase (Wasmuth and Lima, 2012). 

Em levedura, existe apenas uma Rrp44, mas em outros eucariotos, existem duas 

ou três isoformas de Rrp44, com atividades diferentes e restritas a regiões 

subcelulares diferentes. Em humanos, existem três isoformas de Rrp44, as quais são 
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conhecidas como hDis3, hDis3L1 e hDis3L2. hDis3 e a hDis3L1 associam-se ao core 

do exossomo e contêm todos os cinco domínios observados em levedura, embora 

hDis3L1 não apresente atividade endonucleolítica detectável. hDis3L2 não possui o 

domínio PIN e não interage com o core do exossomo (Januszyk and Lima, 2014; 

Wasmuth and Lima, 2012).  

 

1.2. Função do Complexo Exossomo 

O exossomo é um complexo com atividade endonucleolítica e exonucleolítica 3’-

5’, o qual exerce um papel chave na maquinaria de controle de qualidade de RNAs. 

Esse complexo degrada vários tipos de RNAs, tanto no núcleo quanto no citoplasma, 

e também é responsável pela maturação, na direção 3’-5’, de extremidades 3’ de 

diversos precursores de diferentes tipos de RNAs (Houseley et al., 2006; Januszyk 

and Lima, 2014). 

O exossomo nuclear é responsável pela maturação de RNAs e degradação de 

precursores aberrantes de diversos tipos de RNAs, incluindo pre-mRNAs, pre-tRNAs 

e pre-rRNAs. No núcleo, o exossomo está envolvido na maturação 3’ de pequenos 

RNAs nucleolares (snoRNAs), pequenos RNAs nucleares (snRNAs), na formação do 

RNA ribossomal 5.8S, na degradação da sequência espaçadora 5’-ETS do pré-rRNA, 

e no controle de qualidade dos rRNAs. No citoplasma, a única função conhecida do 

exossomo é o turnover, a partir da extremidade 3’, de mRNAs normais, regulando 

seus níveis. O exossomo também é capaz de degradar RNAs defeituosos, 

participando de duas vias de degradação diferentes: nonsense-mediated decay 

(NMD) e non-stop decay (Houseley et al., 2006; Zinder and Lima, 2017).  O nonsense-

mediated decay é o processo pelo qual a célula destrói mRNAs cuja tradução foi 

prematuramente interrompida devido à presença de um códon nonsense na região 
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codificadora. Já a via de degradação non-stop decay é a via de degradação de mRNAs 

que não contêm um códon de terminação da tradução. O exossomo citoplasmático 

também degrada os fragmentos 5’ de mRNA  frutos da via de degradação no-go decay 

(NGD)  (Houseley et al., 2006), que tem como alvo mRNAs nos quais a síntese de 

proteína foi bloqueada devido a parada do ribossomo. Esses mRNAs são clivados 

endonucleoliticamente, e os produtos são degradados pelo exossomo e pela RNase 

Xrn1 (Harigaya and Parker, 2010). 

 

Figura 2. Diferentes funções do complexo exossomo. O complexo exossomo está presente 
tanto no núcleo quanto no citoplasma dos eucariotos. Em ambos os compartimentos, o complexo 
exerce diversas funções. No citoplasma, sua função está mais relacionada a vias de degradação de 
RNAs. No núcleo, além da degradação, o exossomo exerce função na maturação de RNAs. (Lingaraju 
et al., 2020). 

 

 

Diversos tipos de RNAs são substrato do exossomo, por isso, o exossomo 

depende de proteínas auxiliares que ajudam no reconhecimento dos possíveis RNAs 

alvos. Essas proteínas que guiam o complexo são chamadas de cofatores do 
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exossomo (Ogami et al., 2018). No núcleo, o principal cofator do exossomo é chamado 

de complexo TRAMP (Trf-Air-Mtr4 polyadenylation complexes), o qual possui uma 

helicase e uma poli-A polimerase na sua composição, sendo responsável pela 

poliadenilação de RNAs alvos, levando a sua degradação pelo exossomo. A adição 

de uma cauda curta (~7 resíduos) de poli-A aos RNAs alvo parece ser importante para 

endereçá-los ao exossomo, ademais a interação do complexo TRAMP com o 

exossomo aumenta a eficiência da degradação (Houseley et al., 2006). 

No citoplasma, todas as atividades conhecidas do exossomo requerem os mesmos 

cofatores: o complexo Ski, composto pelas proteínas Ski2, Ski3 e Ski8; e a proteína 

Ski7. A Ski2 é uma helicase homóloga a Mtr4, já Ski3 e Ski8 são homólogas a outros 

componentes do complexo TRAMP (Houseley et al., 2006). Já a proteína Ski7 é 

responsável por mediar a interação do complexo Ski com o exossomo. O complexo 

Ski contribui principalmente para o turnover de mRNAs e degradação de mRNAs 

aberrantes (Zinder and Lima, 2017). O complexo Ski se liga ao exossomo via Ski7 

para participar da degradação de mRNAs 3’-5’, por meio da associação com o aparato 

de tradução (Januszyk and Lima, 2014). 

 

2. Maturação do RNA ribossomal e o nucléolo 

O ribossomo 80S de eucariotos é composto por duas subunidades desiguais, as 

quais possuem juntas quatro rRNAs diferentes e por volta de 80 proteínas 

ribossomais. A subunidade menor 40S possui o rRNA 18S e 33 proteínas ribossomais. 

A subunidade maior 60S possui os rRNAs 25S/28S, 5.8S e 5S e, na maioria dos 

eucariotos, 47 proteínas ribossomais. A montagem do ribossomo se inicia no nucléolo 

da célula, aonde o DNA ribossomal é transcrito em um longo precursor pre-rRNA 

(conhecido como 35S em levedura), no qual acontece a montagem ordenada de 
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proteínas ribossomais no pre-rRNA, e concomitantemente, o processamento em 

espécies maduras do rRNA. As etapas seguintes da maturação do RNA ribossomal 

acontecem no núcleo e é finalizado no citoplasma (Klinge and Woolford, 2019; 

Kressler et al., 2017). 

A maioria dos passos de maturação do RNA ribossomal acontecem no nucléolo 

(Klinge and Woolford, 2019; Kressler et al., 2017), o qual pode ser dividido em três 

subcompartimentos: o centro fibrilar (FC), o componente fibrilar denso (DFC) e 

componente granular (GC). O subcompartimento FC contém o DNA ribossomal, 

sendo a região na qual é transcrito em RNA; o DFC é onde ocorre parte do 

processamento do pre-rRNA; e o GC é o local no qual a partícula pre-ribossomal 

começa a ser montada (Léger-Silvestre et al., 1999; Strom and Brangwynne, 2019). 

Devido à resolução dos microscópios, os primeiros dados obtidos acerca dos 

subcompartimentos nucleolares foram em microscópios eletrônicos (Léger-Silvestre 

et al., 1999; Strom and Brangwynne, 2019). Mais recentemente, com a evolução da 

microscopia de fluorescência, alguns grupos conseguiram mostrar os 

subcompartimentos nucleolares sobrepondo o sinal de fluorescência de proteínas de 

diferentes estágios da síntese do rRNA. Esses grupos sugerem a existência de 

diversas sub-regiões, ou fases líquidas, que são imiscíveis e por isso permanecem 

separadas mesmo estando no mesmo subcompartimento do nucléolo (Feric et al., 

2016; Yao et al., 2019).  

 

3. Funções alterativas associadas ao complexo exossomo 

A contribuição do complexo exossomo na maturação do RNA ribossomal é 

bastante estudada e bem estabelecida. Recentemente, foram descobertas diferentes 

doenças relacionadas a mutações em diferentes subunidades do complexo em 
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humanos, e a hipótese de funções individuais das subunidades começou a ganhar 

mais força (Morton et al., 2018). 

Mutações nas subunidades estruturais EXOSC3 (Rrp40) e EXOSC8 (Rrp43) estão 

relacionadas a doença hipoplasia pontocerebelar, e mutações na subunidade 

EXOSC2 (Rrp4) parecem estar relacionadas a uma nova síndrome que afeta 

diferentes tecidos. A maioria das mutações identificadas são mutações missense, 

levando a uma alteração de um aminoácido conservado numa região de sequências 

evolutivamente conservadas (Morton et al., 2018). Um estudo recente mostrou que 

mutações em EXOSC5 (Rrp46) também podem causar problemas cerebrais, atrasos 

no desenvolvimento e fraqueza motora em recém nascidos (Slavotinek et al., 2020). 

Já a subunidade catalítica Dis3 (Rrp44), havia sido descrita inicialmente como 

associada à separação de cromossomo durante a mitose (Ohkura et al., 1988) e mais 

tarde à promoção da divisão celular (Kinoshita et al., 1991). Esta subunidade vem 

ganhando notoriedade por sua função na proliferação celular e por ter sido identificada 

como um dos genes mais mutados em estudos genômicos de mieloma múltiplos 

(Zinder and Lima, 2017). Um outro estudo mostrou que a outra subunidade catalítica 

do complexo, Rrp6, também possui função independente do exossomo. Desta vez 

utilizando-se levedura como organismo de estudo, foi mostrado o papel de Rrp6 em 

promover a sobrevivência durante o estresse por calor. Essa sua função é descrita 

como independente de sua atividade catalítica e de sua associação ao restante do 

complexo, mas o mecanismo pelo qual Rrp6 deve agir ainda não foi descoberto (Wang 

et al., 2020). 
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4. O transporte nuclear 

O núcleo é o principal componente que define uma célula eucariótica. Esse 

compartimento é responsável pela separação do material genético do restante da 

célula (Wilson and Dawson, 2011). A separação da transcrição de genes da tradução 

de mRNAs em proteínas é um mecanismo poderoso quando se trata do controle da 

expressão gênica. Por outro lado, devido à separação física entre a transcrição e a 

tradução, há a necessidade da existência de um mecanismo de transporte eficaz, que 

permita a passagem seletiva de proteínas e RNAs (Stewart, 2007). 

O envelope nuclear é a barreira física pela qual os RNAs e proteínas precisam 

atravessar para chegar aos seu compartimento de destino. O envelope nuclear é 

composto por duas bicamadas fosfolipídicas, que se encontram somente em regiões 

específicas, as quais permitem a comunicação entre o citoplasma e o núcleo da célula 

(Stewart, 2007).  

Os portais que permitem a passagem de moléculas entre o núcleo e o citoplasma 

são chamados de complexo do poro nuclear (NPC). Os NPC são transportadores 

bidirecionais, altamente seletivos que permitem a passagem de diversos tipos de 

moléculas (Wente and Rout, 2010).  

Em levedura, o NPC tem por volta de 66MDa, e permite a passagem de duas 

principais maneiras: por difusão ou por translocação facilitada. Um dos fatores que 

influenciam a seletividade do poro nuclear é o tamanho das moléculas a serem 

transportadas. Em condições fisiológicas, macromoléculas maiores que ~40kDa não 

são capazes de difundir para o núcleo. Inversamente, íons metálicos, pequenos 

metabolitos e moléculas mais leves que ~40kDa em massa ou ~5nm em diâmetro 

conseguem atravessar o poro nuclear relativamente livres (Wendler and Enenkel, 

2019; Wente and Rout, 2010). 
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A estrutura do complexo do poro nuclear é bastante conservada, sendo que em 

levedura, esse complexo tem aproximadamente 100nm de diâmetro e 40nm de 

comprimento. O core do NPC consiste de um cilindro simétrico, perpendicular ao 

envelope nuclear, composto por diferentes anéis os quais permitem que o NPC se 

ancore firmemente ao envelope nuclear. No interior dos anéis do NPC reside o canal 

central, com 40nm de diâmetro, através do qual todo o tráfico núcleo-citoplasmático 

acontece (Aitchison and Rout, 2012).  

As proteínas que compõem e permanecem no core do complexo do poro nuclear 

são conhecidas como nucleoporinas (Nups) (Wente and Rout, 2010). Um subconjunto 

de nucleoporinas conhecidas como FG-nucleoporinas, as quais contêm repetições de 

sequências dos aminoácidos fenilalanina e glicina, são importantes tanto para o 

movimento através do NPC quanto para a exclusão de outras macromoléculas do 

canal central do NPC. As FG-nucleoporinas (FG-Nups) contêm de 20 a 30 dessas 

repetições FG, separadas por sequências de resíduos hidrofílicos (Aitchison and Rout, 

2012; Wente and Rout, 2010). Essas repetições, encontradas tanto nas faces 

citoplasmática e nuclear do NPC, quanto no interior do seu canal central (Aitchison 

and Rout, 2012), caracterizam regiões intrinsicamente desordenadas (IDRs) das FG-

Nups. Por possuírem IDRs, essas nucleoporinas acabam formando uma malha por 

meio das interações hidrofóbicas das suas repetições de fenilalanina. Essa malha 

assemelha-se a um hidrogel, que preenche o canal do poro nuclear (Wente and Rout, 

2010; Yoshimura and Hirano, 2016). As cadeias laterais da fenilalanina das repetições 

FG são capazes de se ligar às cavidades hidrofóbicas encontradas na superfície de 

proteínas que mediam o transporte nuclear. Essa interação é fraca, e portanto, 

suficientemente transiente para permitir um transporte rápido do complexo proteína-

carreadora:proteína-carga através do poro (Stewart, 2007). 
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 Para superar a barreira de permeabilidade imposto pelo poro nuclear, 

moléculas maiores interagem com fatores de transporte solúveis, permitindo sua 

importação para o núcleo. De forma geral, NPC são capazes de transportar cargas de 

até 39 nm de diâmetro. Macromoléculas maiores ainda podem ser translocadas 

através do NPC, como mRNPs (mRNAs acoplados às proteínas), que podem chegar 

a algumas milhares de centenas de daltons (Aitchison and Rout, 2012; Wente and 

Rout, 2010).  

O proteassoma é um exemplo de um complexo multiproteíco, contendo 40 

subunidades, que precisa ser transportado através do poro nuclear. Quando as 

células de levedura se encontram na fase exponencial, o proteassoma encontra-se no 

núcleo da célula. Durante longos períodos quiescentes, nos quais os níveis de ATP 

declinam muito devido à falta de nutrientes, a holoenzima é desassociada e levada 

para o citoplasma (Wendler and Enenkel, 2019).  

 As teorias vigentes sobre o transporte nuclear do proteassoma sugerem que a 

exportação do complexo seja feita com ele desmontado em 19S RP (complexo 

regulatório) e 20S CP (partícula do core), ou até em subcomplexos menores. O 

mecanismo de exportação do proteassoma permanece desconhecido. Já no 

citoplasma, os dois subcomplexos se agregam e permanecem armazenados nos 

Grânulos de armazenamento do proteassoma (PSGs) (Wendler and Enenkel, 2019). 

Quando a célula deixa o estado quiescente, o proteassoma precisa ser transportado 

para o núcleo novamente. Acredita-se que o complexo possa ser importado em 

subcomplexos ou até inteiro. É possível que a holoenzima seja transportada inteira 

uma vez que, apesar do proteassoma ter 45nm de comprimento, ele possui 15nm de 

diâmetro, o que permitiria sua passagem através do poro nuclear (Synowsky et al., 

2009; Wendler and Enenkel, 2019).  
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4.1. Carioferinas: as proteínas responsáveis pelo transporte 

nuclear 

Existem diferentes vias pelas quais uma proteína pode ser importada para o 

núcleo, mas todas elas possuem as mesmas características: a proteína responsável 

pelo transporte reconhece sua proteína carga no citoplasma, elas são translocadas 

para o núcleo através do poro nuclear, e a proteína carga é, então, liberada no núcleo. 

O grupo de proteínas solúveis que facilita esse movimento entre núcleo e 

citoplasma é chamado de carioferinas (kaps), sendo as importinas as responsáveis 

pela importação nuclear, e as exportinas, pela exportação (Fiserova and Goldberg, 

2010; Lange et al., 2007). As proteínas endereçadas ao núcleo são reconhecidas 

pelas importinas por meio do seu sinal de localização nuclear (NLS) (Stewart, 2007). 

A via clássica/canônica é a via de importação nuclear mais bem caracterizada 

(Lange et al., 2007), sendo capaz de transportar entre cem a mil cargas por minuto 

por NPC (Stewart, 2007). Essa via tem como proteínas responsáveis pelo transporte 

nuclear um heterodímero de carioferinas que é capaz de reconhecer a proteína carga 

e levá-la para o núcleo. Esse heterodímero é composto por uma carioferina α e uma 

carioferina β. 

As carioferinas α são conservadas em todos os eucariotos (Tewari et al., 2010). 

Essas carioferinas são compostas por uma série de sequência Armadillo (ARM), 

fazendo com a que proteína tenha uma forma côncava. Na parte interna da superfície 

côncava, encontra-se uma matriz rica em triptofano, ácido aspártico e ácido glutâmico, 

que compõem o sítio de ligação ao sinal de endereçamento presente nas proteínas 

carga (Stewart, 2007). O N-terminal das importinas α contém o domínio de ligação à 

importina β (domínio IBB), responsável por essa ligação.  O domínio IBB contém um 
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cluster de resíduos básicos similar a um sinal de endereçamento para o núcleo, e que 

pode se ligar ao sítio de ligação à NLS. Portanto, além de conectar a importina α à 

importina β, o domínio IBB tem uma função autorregulatória, pois quando não ligado 

à importina β, compete com a proteína carga pelo sítio de ligação ao NLS da própria 

importina α, ajudando na liberação da proteína carga (Stewart, 2007). A levedura 

Saccharomyces cerevisiae contém somente uma carioferina α, a importina Srp1 (Yano 

et al., 1994). 

As carioferinas β são as que mais contribuem para o transporte nuclear. Em 

levedura, existem 14 membros da família de carioferinas β, as quais mediam o 

transporte ou para dentro ou para fora do núcleo. Apenas a carioferina Msn5 é capaz 

de realizar ambos, importação e exportação (Chook and Süel, 2011; Fiserova and 

Goldberg, 2010; Soniat and Chook, 2015). As carioferinas β são compostas quase 

que inteiramente por repetições HEAT, cada uma formada por duas hélices 

antiparalelas, A e B, que formam um hairpin helicoidal (Andrade et al., 2001; Soniat 

and Chook, 2015). A matriz das hélices anfifílicas das repetições HEATs está 

organizada por interações hidrofóbicas fracas, isso confere propriedade flexível e 

elástica às repetições HEATs, permitindo grandes mudanças conformacionais por 

interação com outras proteínas (Andrade et al., 2001; Yoshimura and Hirano, 2016). 

Durante o transporte nuclear, as carioferinas β são capazes de interagir fracamente 

com as repetições FG das proteínas do NPC. Dessa forma, as carioferinas conseguem 

romper a interação hidrofóbica entre as nucleoporinas, abrindo a malha presente no 

interior do NPC (Yoshimura and Hirano, 2016). Essas carioferinas também são 

capazes de interagir com a RanGTP, que controla a direção do transporte (Soniat and 

Chook, 2015). A maioria das carioferinas β é capaz de reconhecer diretamente alguns 
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NLSs e transportar a proteína carga para o núcleo, independente da carioferina α, 

numa via de transporte alternativa (Chook and Süel, 2011). 

Considerando o número de proteínas transportadoras presente numa célula e o 

número de proteínas nucleares, é plausível o fato de que as carioferinas são capazes 

de reconhecer mais de um alvo, e também mais de um sinal de endereçamento 

nuclear. Mas isso acontece também com as proteínas cargas, que podem ser 

reconhecidas por mais de uma carioferina, como no caso das histonas, que são 

transportadas por diversas importinas (Fiserova and Goldberg, 2010). 

 

4.2. O mecanismo de transporte nuclear 

O início da via clássica de transporte nuclear é caracterizado pela ligação da 

proteína carga ao heterodímero carioferina α – carioferina β, sendo a carioferina α a 

responsável por reconhecer o cNLS presente na proteína carga. Essas três proteínas 

são, então, transportadas para o núcleo através do poro nuclear. Dentro do núcleo, 

RanGTP se liga a importina β causando uma mudança conformacional na proteína, 

forçando a dissociação das carioferinas α e β. Uma vez que o heterodímero é 

separado, o domínio IBB da carioferina α, que conectava essa à carioferina β, começa 

a competir com a proteína carga pelo seu próprio sítio de ligação ao NLS, facilitando 

a liberação da proteína carga por meio de um mecanismo auto inibitório (Stewart, 

2007). 

Depois do complexo de importação ser desmontado, as importinas precisam ser 

transportadas novamente para o citoplasma. A carioferina β é reciclada complexada 

ao RanGTP, enquanto a importina α é transportada ativamente pela CAS (Cse1 em 

S. cerevisiae) complexada ao RanGTP (Wente and Rout, 2010). A proteína CAS é 

estruturalmente muito semelhante à importina β, e é conhecida como Kap109. Para 
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que haja a formação do complexo de exportação da carioferina α é crucial que o 

domínio IBB esteja ligado ao sítio de ligação ao NLS da importina α, ou seja, que a 

proteína carga tenha sido liberada no núcleo, evitando assim, que a importina α 

retorne ao citoplasma ainda ligada à proteína carga (Stewart, 2007). 

Uma vez que a importina β:RanGTP e CAS:RanGTP:importina α encontram-se no 

citoplasma, a RanGAP (junto com a proteína acessória RanBP1, que remove a 

RanGTP da importina β) estimula a hidrólise do GTP, liberando as importinas para um 

novo ciclo (Stewart, 2007). 

 

 

 

 
Figura 3. Esquema representativo da via clássica de transporte nuclear. A carioferina α, 
responsável pelo reconhecimento do NLS clássico está representada e verde; a carioferina β, que se 
liga a carioferina α interagindo com o seu domínio IBB, está representada em rosa; e a proteína carga 
está representada em vinho. A carioferina α, ligada à carioferina β, reconhece o NLS na proteína carga. 
O trímero é transportado para o núcleo, onde a RanGTP se liga à carioferina β, liberando-a. A 
carioferina α se solta da proteína carga, liberando a proteína carga no núcleo. A carioferina α se liga a 
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uma outra carioferina β (CseI em levedura), sendo transportada de volta para o citoplasma. No 
citoplasma, a hidrólise do GTP (auxiliado pela RanGAP), libera as carioferinas para um novo ciclo de 
importação nuclear. 

 

A RanGTP é a responsável pelo direcionamento do transporte nuclear. Essa 

proteína se encontra cem vezes mais concentrada no núcleo quando comparada ao 

citoplasma. A diferença de concentrações acontece pois a RanGAP, responsável pela 

hidrólise do GTP, é uma proteína citoplasmática, enquanto a  RanGEF RCC1, 

responsável pela troca do GDP pelo GTP, encontra-se no núcleo (Kim et al., 2017). 

Além da forma clássica de transporte nuclear, a carioferina β também é capaz de 

reconhecer NLS e interagir diretamente com a proteína carga. Essa forma de 

transporte nuclear é então, uma via alternativa à via clássica, e é a forma pela qual a 

maior parte das carioferinas β realizam o transporte. O que difere por qual via e qual 

carioferina será a responsável pelo transporte nuclear de determinada proteína é o 

seu sinal de localização nuclear. 

 

4.3. Sinal de localização nuclear 

O primeiro passo para o transporte nuclear é a diferenciação entre as proteínas 

que devem ser transportadas para o núcleo das que devem permanecer no 

citoplasma. As carioferinas são capazes de reconhecer as proteínas endereçadas ao 

núcleo por meio do Sinal de Localização Nuclear (NLS) presente na sequência destas 

(Lange et al., 2007). 

Os NLS clássicos (cNLS) são assim chamados pois são reconhecidos pela 

carioferina α, sendo importados ao núcleo pela via clássica de transporte nuclear. 

Esses NLS são compostos por um (monopartido) ou dois (bipartido) trechos básicos, 

ricos em lisinas (K) e argininas (R). A sequência dos NLSs monopartidos é curta (5-7 

resíduos) e bastante básico (Kim et al., 2017; Lange et al., 2007; Marfori et al., 2011). 
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A natureza compacta e polar desses NLSs pode favorecer a sua localização na 

superfície de loops, onde o sinal é acessível (Chook and Süel, 2011). 

Diferente dos NLS clássicos, os PY-NLS possuem uma estrutura maior e mais 

variações na sua sequência, mesmo assim, as carioferinas β são capazes de 

reconhecer diretamente esses NLSs por meio de múltiplas interações fracas. Os PY-

NLS são compostos por um motivo RX2-5PY no seu C-terminal e motivos básicos no 

seu N-terminal, variando de proteína para proteína. Normalmente, os PY-NLS são 

levados para o núcleo pela carioferina β Kap104 (S. cerevisiae) ou Kapβ2 (humanos) 

(Chook and Süel, 2011; Kim et al., 2017; Soniat and Chook, 2015). Kap104 é uma 

carioferina não essencial em levedura e, além de ser importante para os PY-NLS, é 

capaz de importar outras proteínas as quais não possuem as características de um 

PY-NLS (Soniat and Chook, 2015).  

Os NLSs ricos em lisina são NLS não muito longos (menores que 25 aminoácidos), 

mais complexos e mais diversos que os NLSs clássicos. Apesar dos vários NLSs já 

identificados, não foi possível identificar uma sequência consenso. Os NLS ricos em 

lisinas são reconhecidos pela carioferina β essencial Kap121 ou pela carioferina β não 

essencial Kap123. As duas carioferinas são responsáveis pelo transporte de diversas 

proteínas ribossomais e das histonas H3 e H4, uma servindo de rota alternativa ao 

transporte realizado pela outra (Chook and Süel, 2011). 

Algumas outras carioferinas β são conhecidas por transportarem diretamente suas 

proteínas-carga, mas pouco se sabe sobre os NLSs das proteínas carga. Esse é o 

caso da carioferina Kap108 ou Sxm1, que também auxilia na importação das proteínas 

ribossomais; e da Kap114, que media a importação das histonas H2A e H2B, fatores 

de transcrição TBP (TATA- binding protein) e TFIIB (Chook and Süel, 2011). 
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5. Localização do Complexo Exossomo 

Na levedura S. cerevisiae, o exossomo é um complexo tanto nuclear quanto 

citoplasmático, tendo uma das subunidades catalíticas, Rrp6, como subunidade 

exclusivamente nuclear (Kilchert et al., 2016).  

Os primeiros estudos de localização do exossomo foram feitos em S. cerevisiae, 

utilizando-se algumas subunidades do complexo. No ano de 1999, dois grupos 

diferentes publicaram artigos avaliando a localização do exossomo. Zanchin et al. 

mostrou por meio de experimentos de microscopia utilizando GFP-Rrp43 

superexpressa, que essa subunidade estava concentrada no núcleo da célula, mas 

também presente no citoplasma (Zanchin and Goldfarb, 1999). Já Allmang et al. 

analisaram a localização das subunidades Rrp4 e Rrp6 superexpressas através de 

imunolocalização. Os resultados mostraram que o sinal proveniente de Rrp6 era 

nuclear, enquanto que Rrp4 apresentava um sinal nuclear, mas também estava 

presente no citoplasma. Experimentos de coimunoprecipitação usando ProtA-Rrp4 

corroboraram aqueles resultados, mostrando dois complexos: um nuclear, com Rrp6, 

e outro citoplasmático, sem Rrp6 (Allmang et al., 1999). 

 

  

 

Figura 4. O tamanho do complexo exossomo. A estrutura apresentada acima foi retirada do PDB 

(Protein Data Bank – 5G06), e medida a partir do programa pymol. O exossomo possui por volta de 13 
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nm de altura (considerando a subunidade Rrp44), e 8 nm de largura, o que permitiria a passagem do 

complexo montado pelo poro nuclear. https://www.rcsb.org/structure/5G06.  

 

A localização do complexo exossomo também foi avaliada em Drosophila 

melanogaster (Graham et al., 2006), organismo no qual a imunolocalização das 

subunidades do exossomo foi feita de duas maneiras: por meio de anticorpos 

específicos contra as subunidades do complexo expressas em condições endógenas, 

e por meio de anticorpo anti-FLAG para as subunidades fusionada ao FLAG no seu 

C-terminal, sob controle de um promotor induzível. No caso de D. melanogaster, os 

fenótipos observados para as subunidades do exossomo variam bastante de acordo 

com a subunidade. Algumas subunidades, como Mtr3 e Rrp40, foram observadas no 

citoplasma da célula e ao redor do núcleo. Outras subunidades, como Rrp46, Rrp4, 

Rrp42 e Csl4, encontravam-se no citoplasma, mas também em grânulos. As 

subunidades Rrp44 e Rrp41 apresentaram localizações restritas, ou no citoplasma ou 

no núcleo, sendo Rrp44 predominantemente nuclear e Rrp41 predominantemente 

citoplasmática. A subunidade Rrp6 encontrava-se enriquecida no nucléolo e no 

núcleo, mas não no citoplasma (Graham et al., 2006). 

Em um outro trabalho usando D. melanogaster como modelo, analisou-se 

localização da subunidade Rrp44 (dDIS3). Este estudo avaliou a localização de Rrp44 

full-length e mutantes de deleção, fusionados ao FLAG no seu C-terminal, sob controle 

de um promotor induzível. A subunidade full-length apresentou um fenótipo 

predominantemente nuclear (90% das células), enquanto os mutantes de deleção sem 

seu C-terminal mostraram um fenótipo predominantemente citoplasmático. Ademais, 

mutantes de deleção do N-terminal de dDIS3 também mostraram que essa região é 

importante para localização nuclear desta proteína, mostrando que a localização desta 

subunidade é baseada num balanço entre seu N-terminal (abrangendo uma região um 

https://www.rcsb.org/structure/5G06
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pouco maior que seu domínio PIN) e seu C-terminal (um porção de 54 aminoácidos, 

localizada após o domínio S1) (Mamolen et al., 2010). 

Os estudos em D. melanogaster levantam pontos interessantes sobre a existência 

de subcomplexos e funções restritas às subunidades, as quais poderiam estar agindo 

individualmente. Para entender um pouco mais da dinâmica de interação do 

complexo, Hernández et al. (2006) avaliou a composição do exossomo de levedura 

por meio de experimentos de espectrometria de massa, fazendo uso de agentes 

desnaturantes para testar a força de interação do complexo. O exossomo de levedura 

é encontrado, principalmente, na forma montada, ou seja, as 10 subunidades podem 

ser recuperadas juntas numa proporção 1:1. Entretanto, quando testadas as forças de 

interação entre as subunidades, é possível observar subcomplexos como os dímeros 

Rrp42:Mtr3, Rrp41:Rrp45 e Rrp43:Rrp46. Alguns outros subcomplexos, como 

Rrp45:Rrp46, Rrp41:Rrp40:Rrp45:Rrp46, Rrp40:Rrp45, Csl4:Rrp43 e 

Casl4:Rrp43:Mtr3 também foram encontrados, o que ajudou na montagem do mapa 

de interação das subunidades do exossomo (Hernández et al., 2006). Mesmo sendo 

um complexo grande, o exossomo poderia ser transportado para o núcleo já montado, 

uma vez que que o poro nuclear permite a passagem de complexos até 39 nm e o 

exossomo tem 13 nm (Fig. 4).  

Em células humanas, Rrp44 ou hDis3 é majoritariamente nuclear, mas pouco 

presente no nucléolo, ademais a presença dessa subunidade no citoplasma não é 

descartada. hDis3 possui duas outras isoformas encontradas em alguns outros 

eucariotos, hDis3L1 e hDis3L2, as quais são descritas como presentes 

exclusivamente no citoplasma da célula. Além disso, ao contrário do que é observado 

para hDis3, a outra subunidade catalítica hRrp6 possui uma localização nuclear e 

enriquecida no nucléolo. Além disso, existe a possibilidade da presença de hRrp6 no 
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citoplasma das células humanas, uma vez que foi observado um sinal fraco de hRrp6 

nesse compartimento (Tomecki et al., 2010). 

 

 

Figura 5. Localização do complexo exossomo e de seus cofatores nos diferentes 
compartimentos celulares. A localização do core do exossomo (rosa) e de suas subunidades 
catalíticas está ilustrado na figura. A localização dos cofatores do exossomo também está ilustrado 
acima, dentre eles, o complexo TRAMP no núcleo e o complexo SKI no citoplasma. A. Em levedura, o 
exossomo é descrito como presente no núcleo e no citoplasma, sendo Rrp6 a única subunidade 
exclusivamente nuclear. O core e a subunidade Rrp44 estão presentes em ambos os compartimentos. 
B. Em humanos, A subunidade catalítica Rrp6 está presente por todo o núcleo, enquanto a subunidade 
Dis3 (ou Rrp44) está exclusivamente no nucleoplasma. No citoplasma, as células humanas possuem 
duas isoformas de Dis3, uma chamada de Dis3L1, que se liga ao exossomo; a outra chamada de 
Dis3L2, a qual não se liga ao complexo. Imagem retirada de (Januszyk and Lima, 2014).  

 

Recentemente, identificamos que a região N-terminal da subunidade Rrp6 do 

exossomo de S. cerevisiae é importante para seu transporte nuclear, assim como seu 

C-terminal, o qual contém a sequência NLS clássica. Além disso, Rrp6 é capaz de 

interagir com as carioferinas Srp1 e Kap95, e sua localização é afetada em mutantes 

condicionais dessas importinas, e no mutante de deleção da carioferina Sxm1 

(Gonzales-Zubiate et al., 2017). Contudo, ainda pouco é conhecido a respeito do 

transporte nuclear e da localização do complexo exossomo. Esses dados são 

relevantes para o melhor entendimento da montagem e da regulação de um complexo 
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essencial para as células, conservado em diversos organismos. Além disso, o 

entendimento do mecanismo de transporte do exossomo é importante porque o 

complexo tem como sua principal função a maturação do RNA ribossomal no nucléolo, 

o que é enfatizado pelos dados apresentados. Neste trabalho, focamos o estudo na 

localização subcelular de Rrp44 e na identificação dos mecanismos de transporte 

nuclear desta subunidade do exossomo. A elucidação dos mecanismos de transporte 

do exossomo ajuda a entender a regulação e montagem do complexo, e 

possivelmente poderá auxiliar no descobrimento de funções alternativas de 

subunidades específicas e na elucidação de mecanismo de doenças encontradas em 

humanos. 
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Objetivo Geral 

 

Estudar os mecanismos de transporte da subunidade do exossomo Rrp44 em 

Saccharomyces cerevisiae, e analisar o transporte das outras subunidades do 

exossomo na ausência das subunidades Rrp6 e Rrp44. 

 

Objetivos Específicos 

• Definir a região de Rrp44 importante para o seu transporte nuclear por meio da 

construção de mutantes de deleção de Rrp44; 

• Identificar e testar possíveis sequências NLS de Rrp44; 

• Identificar as carioferinas responsáveis pelo transporte de Rrp44 para o núcleo, 

por meio da análise da localização de GFP-Rrp44 em mutantes de carioferinas; 

• Analisar a localização de outras subunidades do exossomo nos mutantes de 

deleção de Rrp44 e Rrp6 para determinar se estas subunidades estão 

envolvidas no transporte do complexo para o núcleo. 
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Materiais e Métodos 

 

Construção de plasmídeos 

 Os oligonucleotídeos listados na tabela abaixo foram utilizados para clonagem 

plasmidial e genômica, e também para a checagem das clonagens. 

 

 
Tabela 1. Oligonucleotídeos utilizados neste estudo 

 

N° Nome Sequência Referência 

1 P187A-
Y188A 
GP for 

5'-GCTGCTGACATAAACGTCGTTCTTGTTAC-3' Este estudo 

2 P187A-
Y188A 
GP 
reverse 

5'-
GTTTATGTCAGCAGCTTTCAAGTGCTCACTATA
CCATTG -3' 

Este estudo 

3 seq 
NLS 
central 
rev 

5'-AGCTTTTTCGCATGTAGGGC-3' Este estudo 

4 RRP44-
Spe5-
pUG34 

5'-
AAAACTAGTATGTCAGTTCCCGCTATCGCCCCC
-3' 

(Okuda et al., 2020) 

5 p44-
EcoRI-
218rev  

5'-
GAATTCTTACAAGCTCTTGGTTATTATATTGGA
CTCC-3' 

Este estudo 

6 p44-
SpeI-
236for 

5'-ACTAGTCCTCAAATGGATTCTTTTGATAAAG-
3' 

Este estudo 

7 p44-
EcoRI-
475rev 

5'-
GAATTCTTATTCAATTGTACCGAGGTCTCTCAC-
3' 

(Okuda et al., 2020) 

8 p44-
SpeI-
475for 

5'-ACTAGTGAATCTGCTCAAGCTGAAACAG-3' (Okuda et al., 2020) 

9 EcoRI-
p44-
985rev 

5'-AAAGAATTCCGACCTAACTTGAACTTCGACC-
3' 

(Okuda et al., 2020) 

10 RRP44-
Eco3-
pUG34 

5'-AAAGAATTCCTATTTTAACAATAATTCTGCC-3' (Okuda et al., 2020) 

11 Sp6 5’-TATTTAGGTGACACTATAG-3’ Promega 
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12 T7 5’-TAATACGACTCACTATAGGG-3’ Promega 

13 XhoAnt
esXYZr
ev 

5'-AAACTCGAGGGTGGTATTGGAAGAGGACTC-
3' 

(Okuda et al., 2020) 

14 XhoDep
oisXYZf
or  

5'-
AAACTCGAGGCACCAAGTTCTGTTGATCCAC-3' 

(Okuda et al., 2020) 

17 F2_cor
e 

5'-TCGATGAATTCGAGCTCGTT-3' Sung et al., 2008 

18 R1_cor
e 

5'-GGTCGACGGATCCCCGGGTT-3' Sung et al., 2008 

19 Rrp41-
Checku
p 

5'-CTACCCCATTATTAGATACCAATTCA-3' Este estudo 

20 Rrp41-
Checkd
own 

5'-CCAAAATGTAACGCACTTAAGGAGA-3' Este estudo 

21 Rrp43-
Checku
p 

5'-GGAGTTAGACCCCGAATGCCAATTAC-3' Este estudo 

22 Rrp43-
Checkd
own 

5'-GTTAACGTTGACTTGAAAAACGTTC-3' Este estudo 

23 o-
R1_RP
A190 

5'-
CTTTTCTTCTGACCTTCTCCTTCAAATAAACTAA
TATTAAATCGTAATAATTATGGGACCTTTTGCCT
GCTTGAATTCGAGCTCGTTTAAAC-3' 

Darrière et al., 2019 

24 o-
F2_RP
A190 

5'-
ATTGTGGTGGGTAAATTGAACAATGTTGGTACG
GGTTCATTTGATGTGTTAGCAAAGGTTCCAAAT
GCGGCTCGGATCCCCGGGTTAATTAA-3' 

Darrière et al., 2020 

25 o-
Check-
DIS3-
up 

5'-
CAGGTGCCATTGGGTATGAACCCCTAAGTTTG
AC-3' 

Este estudo 

26 o-
Check-
DIS3-
do 

5'-
GGTTTAGTGGTAAAATCCAACGTTGCCATCGTT
G-3' 

Este estudo 

27 CD147 5'-GAGCATGATATTGCATATAGC-3' Dez & Gadal, não 
publicado  

28 CD148 5'-CAGTAACCTTTTGCCAATGGCC-3' Dez & Gadal, não 
publicado  

29 F2_Dis
3 

5'-
CGATAAGGTCGAAGTTCAAGTTAGGTCGGTGA
TGGATCCAATTACTAGCAAGCGTAAGGCAGAA
TTATTGTTAAAACGGATCCCCGGGTTAATTAA-3' 

Dez & Gadal, não 
publicado  
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30 R1_Dis
3 

5'-
ATTGACTACTTTACGATGTGTTTTATATATGAGT
TATGAATTCCTTTTCGTTTTTATATCCTGATACT
GAAGCATCTTCCATGAATTCGAGCTCGTTTAAA
C-3' 

Dez & Gadal, não 
publicado  

 

 

Para construção dos plasmídeos deste estudo, dois métodos foram 

empregados. Na construção dos mutantes de deleção, primeiro o fragmento de 

interesse foi amplificado por PCR com o par de primers correspondente, usando como 

molde o plasmídeo pUG34-Rrp44. A reação de PCR foi feita utilizando-se a enzima 

GoTaq DNA Polymerase (Promega). O fragmento foi, então, clonado no vetor pGEMT-

easy (Promega). O plasmídeo foi clivado com as enzimas de restrição EcoRI e SpeI, 

o fragmento purificado do gel de agarose por meio do Kit QIAquick Gel Extraction 

(QIAGEN) e clonado no plasmídeo pUG34. 

No caso do mutante pontual Rrp44(P187A-Y188A), o plasmídeo pUG34-Rrp44 foi 

amplificado utilizando primers contendo as duas mutações pontuais desejadas. O 

PCR foi feito com o kit CloneAmp HiFi PCR Premix (Takara). O plasmídeo foi 

circularizado por recombinação, e transformado segundo as especificações do In-

Fusion Cloning kit (Takara). 

 

 

Tabela 2. Plasmídeos usados neste estudo 

Nome Características/marcas Referência 

pFA6-mCherry-HIS3 HIS3, integrative, C-term mCherry (Bachellier-Bassi et al., 2008) 

pFA6-GFP(S65T)-
KIURA3 

URA3, integrative, C-term GFP (Sung et al., 2008) 

pRS305-Nup57-
tDimer 

LEU2, integrative, Nup57-RFP (Okuda et al., 2020) 

pFA6a-mCherry-
KIURA3 

URA3, integrative, C-term mCherry (Gadal, O., não publicado) 
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pUN-GFP-Nop1 LEU2, CEN/ARS, GFP-NOP1 (Hellmuth et al., 1998) 

pUN100-mcherry-
Nop1 

LEU2, CEN/ARS, mCherry-NOP1 (Berger et al., 2008) 

pUG34 HIS3, CEN/ARS, PMET25::yEGFP3 (Niedenthal et al., 1996) 

pUG34-Rrp6 HIS3, CEN/ARS, PMET25:: yEGFP3-
RRP6 

(Gonzales-Zubiate et al., 2017) 

pUG34-Rrp41 HIS3, CEN/ARS, PMET25:: yEGFP3-
RRP41 

(Okuda et al., 2020) 

pUG34-Rrp43 HIS3, CEN/ARS, PMET25:: yEGFP3-
RRP43 

((Okuda et al., 2020) 

pUG34-Rrp44 HIS3, CEN/ARS, PMET25:: yEGFP3-
RRP44 

(Okuda et al., 2020) 

pUG34-rrp44(1-985) HIS3, CEN/ARS, PMET25::yEGFP3-
rrp44[1-985] 

(Okuda et al., 2020) 

pUG34-rrp44∆(364-
407) 

HIS3, CEN/ARS, PMET25::yEGFP3-
rrp44∆[364-407]  

(Okuda et al., 2020) 

pUG34-rrp44(1-
363)(408-985) 

HIS3, CEN/ARS, PMET25::yEGFP3-
rrp44∆[364-407]  

(Okuda et al., 2020) 

pUG34-rrp44(1-218) HIS3, CEN/ARS, PMET25::yEGFP3-
rrp44[1-218]  

Este estudo 

pUG34-rrp44(263-
475) 

HIS3, CEN/ARS, PMET25::yEGFP3-
rrp44[263-475]  

Este estudo 

pUG34-rrp44(1-475) HIS3, CEN/ARS, PMET25::yEGFP3-
rrp44[1-475] 

Este estudo 

pUG34-rrp44(475-
1001) 

HIS3, ARS/CEN6/ PMET25::yEGFP3-
rrp44[475-1001] 

Este estudo 

YCplac33-RRP44 URA3,ARS/CEN/PGAL1::ProtA-RP44 ((Okuda et al., 2020) 

YCplac33-SRP1 GAL1::ProtA-SRP1, URA3, CEN4 (Gonzales-Zubiate et al., 2017) 

YCplac33-KAP95 GAL1::ProtA-KAP95, URA3, CEN4 (Gonzales-Zubiate et al., 2017) 

pGEX GST7,lacI, AmpR (Gonzales-Zubiate et al., 2017) 

pET28-KAP95 His::KAP95, KanR (Gonzales-Zubiate et al., 2017) 

pET29-SRP1 His::SRP1, KanR (Gonzales-Zubiate et al., 2017) 

pGEX-RRP44 GST::RRP44, AmpR (Bagatelli et al., não publicado) 

pGEMT-easy lacZ, AmpR Promega 
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Cepas de Escherichia coli e condições de crescimento utilizadas 

neste trabalho. 

As cepas de E. coli utilizadas como intermediárias de clonagem para 

construção de mutantes e para ensaios de interação proteica estão listadas na tabela 

3. As cepas bacterianas foram manipuladas de acordo com os protocolos descritos 

por Sambrook et al., 1989.  

 

 

Tabela 3. Lista de cepas de Escherichia coli 

Cepa Genótipo Referência 

DH5α 

supE44∆lacU163 
(φ80LacZ∆M15) 

hsdR17recA1 endA1 gyrA96 
thi1 relA1 

Hanahan, 1983 

BL21 CodonPlus (DE3)-RIL 

E. coli B 𝐹−ompT hsdS 
(𝑟𝐵

−𝑚𝐵
−) 𝑑𝑐𝑚+ 𝑇𝑒𝑡𝑟 galλ 

(DE3) endA Hte [argU ileY 
leuW 𝐶𝑎𝑚𝑟] 

Stratagene 

 

O cultivo das cepas bacterianas DH5α e BL21 (DE3) foi feito em meio LB ou 

2YT e suplementadas com os antibióticos ampicilina (Amp), cloranfenicol (CHL) e 

canamicina (Kan), de acordo com a seleção requerida. 

 

Tabela 4. Meios de cultura bacteriana 

Meio Composição 

LB 1% triptona; 0,5% extrato de levedura; 1% NaCl; 2% ágar 

2YT 1,6% triptona; 1% extrato de levedura; 1% NaCl 

Suplementação 

Ampicilina 100 µg/mL 

Cloranfenicol 50 µg/mL 

Canamicina 20 µg/mL 

IPTG 0,5mM 
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Transformação de células competentes (DH5α).  

 Adicionamos aproximadamente 400 ng de DNA proveniente de reação de 

ligação ou por volta de 10 ng de DNA plasmidial a 100 µl de suspensão de células 

competentes. Em seguida, foram adicionados 80 µl de tampão de transformação (0,1 

M KCl; 0,03 M CaCl2; 0,05 M MgCl2 e 7% PEG) e a transformação foi incubada 30 

minutos no gelo. As células foram submetidas a um choque térmico por incubação a 

temperatura ambiente por 10 minutos (25⁰C). Após o choque térmico, foi adicionado 

1 ml de meio LB, e as células foram incubadas por 1 hora a 37⁰C. As células foram 

coletadas por centrifugação a 12000 rpm por 1 minuto, resuspendidas em 100µl de 

meio LB e plaquedas em meio LB seletivo. 

 

Transformação de células competentes (BL21). 

 Foram adicionados 10 ng de DNA plasmidial a 50 µl de células competentes, e 

em seguida, a transformação foi incubada no gelo por 30 minutos. As células foram, 

então, submetidas a um choque térmico a 42⁰C por 2 minutos, e logo após foi 

adicionado 1 ml de meio LB e a cultura foi incubada por 1 hora a 37⁰C. As células 

foram coletadas por centrifugação à 12000 rpm por 1 minuto e plaqueadas em meio 

seletivo. 

 

Extração de DNA plasmidial de E. coli. 

 Plasmídeos foram extraídos através do Kit QIAprep Spin Miniprep (QIAGEN), 

segundo instruções do fabricante, ou através de lise alcalina, como descrito abaixo. 
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 As células bacterianas foram incubadas overnight a 37⁰C em meio LB seletivo. 

Foi coletado 1,5 ml dessa cultura celular por centrifugação a 12000 rpm por 1 minuto. 

As células foram resuspendidas em 100 µl de tampão GET (25 mM Tris-HCl, pH=8,0; 

50 mM EDTA, pH=8; e 1% glicerol). As células foram lisadas por incubação por 5 

minutos com 200 µl de solução de lise (200 mM NaOH e 1% SDS, preparado no 

momento da utilização a partir de soluções concentradas 10 vezes) e logo após foram 

adicionados 150 µl de solução 7,5 M NH4OAc. A suspensão foi centrifugada a 12000 

rpm por 10 minutos e o sobrenadante foi transferido para um tubo novo. Foram 

adicionados, então, 500 µl de isopropanol, seguido de centrifugação a 12000 rpm por 

10 minutos para que o DNA fosse precipitado.  O sobrenadante foi descartado e o 

pellet obtido foi lavado com 500 µl de etanol 70%, com agitação no vórtex por 1 minuto. 

Após centrifugação a 12000 rpm por 5 minutos, o etanol foi retirado e o DNA foi seco 

a 42⁰C por 5 minutos. Por fim, o DNA foi ressuspendido em 50 µl de TE (10 mM Tris-

HCl, pH=8,0; 1 mM EDTA, pH=8,0), incubando-o a 42⁰C por 10 minutos. 

 

Purificação de DNA em gel de agarose.  

 Fragmentos de DNA foram recuperados do gel de agarose utilizando o kit 

QIAquick Gel Extraction (QIAGEN), segundo instruções do fabricante. 

 

Preparação de DNA para Sequenciamento 

O DNA plasmidial extraído de E. Coli por meio do kit QIAprep Spin Miniprep 

(QIAGEN) foi sequenciado utilizando-se o kit BigDye terminator V3.1 Cycle 

Sequencing (AB-applied biosystems), segundo recomendações do fabricante. Foram 

utilizados 2,5 pmol de primer e 300 a 600 ng de vetor como molde da reação de 35 
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ciclos de: desnaturação à 96⁰C por 45 segundos, hibridização à 50⁰C por 30 segundos 

e extensão a 60⁰C por 4 minutos. A figura 6 ilustra a reação de sequenciamento. 

 

Figura 6. Esquema representativo da reação de sequenciamento. O esquema representa as 
temperaturas e o tempo de cada uma das etapas da reação de sequenciamento feito. 

 

A etapa final de corrida das amostras de sequenciamento foi feita pela Central 

Analítica do Instituto de Química – USP. 

 

Cepas de Saccharomyces cerevisiae e condições de crescimento 

utilizadas neste trabalho. 

 O crescimento das cepas de levedura foi realizado em meio rico (YPD) ou em 

meio mínimo (YNB). Quando em meio mínimo, o crescimento foi suplementado com 

os aminoácidos necessários (2009). 

 

Tabela 5. Meios de cultura de levedura 

Meio Componentes 

YPD (meio rico) 1% extrato de levedura; 2% peptona; 2% glicose; 2% ágar 

YNB (meio 
mínimo) 

0,7% YNB (yeast nitrogen base); 2% glicose/galactose; 2% 
ágar; suplementado com bases nitrognadas e aminoácidos 
necessários 
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aminoácidos Concentração 

Leucina 100 mg/L 

Lisina 30 mg/L 

Histidina 20 mg/L 

Metionina 20 mg/L 

Adenina 20 mg/L 

Triptofano 20 mg/L 

Uracila 20 mg/L 

 

As cepas de S. cerevisiae, utilizadas nas análises de localização, western blot 

e de interação, estão listadas na Tabela 3.  

 

Tabela 6. Linhagens de S. cerevisiae utilizadas neste trabalho 

nome Genótipo Referência 

SKI6/RRP41 
(YGR195W) 

MATa his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0 
RRP41-TAP-HIS3 

Ghaemmaghami, et 
al., 2003 

RRP6 (YOR001W) 
MATa his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0 

RRP6-TAP-HIS3 
Ghaemmaghami, et 

al., 2003 

RRP43 (YCR035C) 
MATa his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0 

RRP43-TAP-HIS3 
Ghaemmaghami, et 

al., 2003 

RPA190-Mcherry  
MATa his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0 

RPA190-mCherry-URA3(Kl) 
Dez, não publicado 

BY4742 MATa his3∆1 leu2∆0 lys2∆0 ura3∆0 EUROSCARF 

 Nup57 tDimer  
MATa his3∆1 leu2∆0 lys2∆0 ura3∆0 

NUP57-tDimer-LEU2 
Este trabalho 

Rrp6-GFP  
MATa his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0 

Rrp6 GFP-URA3 
Este trabalho 

Rrp6-mCherry  
MATa his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0 

Rrp6 mCherry-URA3 
Este trabalho 

Rrp41-GFP  
MATa his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0 

Rrp41 GFP-URA3 
Este trabalho 

Rrp41-mCherry  
MATa his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0 

Rrp41 mCherry-URA3 
Este trabalho 



54 
 

 
 

Rrp43-GFP  
MATa his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0 

Rrp43 GFP-URA3 
Este trabalho 

Rrp43-mCherry  
MATa his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0 

Rrp43 mCherry-URA3 
Este trabalho 

Rrp44-GFP  
MATa his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0 

Rrp44 GFP-URA3 
Este trabalho 

Rrp44-mCherry  
MATa his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0 

Rrp44 mCherry-URA3 
Este trabalho 

Rrp6-GFP 
RPA190mCherry  

MATa his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0 
Rrp6 GFP-URA3 RPA190mCherry-

HIS3 
Este trabalho 

Rrp41-GFP 
RPA190mCherry  

MATa his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0 
Rrp41 GFP-URA3 RPA190mCherry-

HIS3 
Este trabalho 

Rrp43-GFP 
RPA190mCherry  

MATa his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0 
Rrp43 GFP-URA3 RPA190mCherry-

HIS3 
Este trabalho 

Rrp44-GFP 
RPA190mCherry  

MATa his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0 
Rrp44 GFP-URA3 RPA190mCherry-

HIS3 
Este trabalho 

BY4741 MATa his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0 Euroscarf 

∆srp1 
YNL189w::kanMX4; his3∆1; leu2∆0; 

lys2∆0; ura3∆0; Ycplac33-GAL-A-SRP1 
Gonzales, 2017 

∆kap95  
YLR347c::kanMX4; his3∆1; leu2∆0; 
lys2∆0; ura3∆0; Ycplac33-GAL-A-

KAP95 
Gonzales, 2017 

∆rrp6 
BY4742; Mat a; his3∆1; leu2∆0; lys2∆0; 

ura3∆0; YOR001w::kanMX4 
EUROSCARF 

∆rrp44 

BY4743; MATa/MATα; ura3Δ0/ura3Δ0; 
leu2Δ0/leu2Δ0; his3Δ1/his3Δ1; 
met15Δ0/MET15; LYS2/lys2Δ0; 

YOL021c/YOL021c::kanMX4 

EUROSCARF 
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∆rrp44 -A-RRP44 

BY4743; MATa/MATα; ura3Δ0/ura3Δ0; 
leu2Δ0/leu2Δ0; his3Δ1/his3Δ1; 
met15Δ0/MET15; LYS2/lys2Δ0; 

YOL021c/YOL021c::kanMX5 
YCplac33-GAL-A-RRP44 

Okuda, 2020 

Δsxm1 
BY4742; Mat a; his3Δ1; leu2Δ0; 

lys2Δ0; ura3Δ0; YDR395w::kanMX4 
EUROSCARF 

Δkap123  
BY4742; Mat a; his3Δ1; leu2Δ0; 

lys2Δ0; ura3Δ0; YER110C::kanMX4 
EUROSCARF 

Δkap114 
BY4742 ;Mat a; his3∆1; leu2∆0; lys2∆0; 

ura3∆0; YGL241w::kanMX4 
EUROSCARF 

Δkap104 
CEN.ZI5-3B; CEN.PK; Mat a; ura3–52; 

his3∆1; leu2-3_112; trp1–289; 
YBR017c::URA3 

EUROSCARF 

 

  

Os tags GFP e mCherry foram inseridos no genoma de levedura, mais 

especificamente no C-terminal de genes de interesse deste estudo. Primeiramente, 

um cassete contendo o gene URA3 de K. lactis (marca de seleção) e o tag de GFP ou 

mCherry foi amplificado por PCR a partir do plasmídeo pFA6-GFP(S65T)-KIURA3 ou 

pFA6a-mCherry-KIURA3, respectivamente. O fragmento de PCR foi inserido a jusante 

de cada ORF contendo o TAP-tag (Ghaemmaghami et al., 2003), através do método 

Swap-tag (Sung et al., 2008). Os transformantes foram selecionados por prototrofia a 

uracila, checados por PCR genômico e por microscopia de fluorescência. A cepa 

BY4742 contendo RRP44 fusionada a GFP ou mCherry também foi construída como 

descrito anteriormente. 

 O gene RPA190 foi fusionado a mCherry nas cepas que já continham as 

subunidades do exossomo fusionadas a GFP e na cepa BY4742. A mesma estratégia 
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foi utilizada para construção do clone: primeiro o plasmídeo pFA6-mCherry-HIS3 foi 

amplificado, depois o cassete foi inserido por recombinação homóloga e selecionado 

para prototrofia a histidina, checado por PCR e por microscopia de fluorescência.  

 Para construir a cepa Nup57 t-dimer marcada no genoma, o plasmídeo 

pRS305-Nup57-tDimer foi linearizado com a enzima de restrição BglII e foi inserido 

por recombinação homóloga na cepa BY4742. A nova cepa foi selecionada para 

prototrofia a leucina e checada por microscopia de fluorescência. 

 Para as análises dos mutantes de deleção de Rrp44, os plasmídeos 

expressando GFP fusionado a cada um dos mutantes foi transformado nas cepas 

BY4742 e ∆rrp44/GAL::RRP44. Para as análises de localização de GFP-Rrp44 

selvagem, as cepas mutantes de carioferinas ∆srp1/GAL::SRP1, 

∆kap95/GAL::KAP95, ∆kap104, ∆kap123, ∆kap114 e ∆sxm1 foram transformadas 

com o plasmídeo pUG34-Rrp44. 

 

Transformação de levedura de alta eficiência. 

 Uma colônia isolada de levedura foi inoculada em 10 ml de meio seletivo ou 

rico (para a cepa selvagem), e a cultura foi incubada a 30⁰C. Após atingir uma OD600 

próxima a 0,8, foram coletados 6 ml da suspensão de células a 4000 rpm por 10 

minutos. As células foram lavadas com 2 ml de água estéril por agitação no vórtex por 

1 minuto. As células foram coletadas novamente, e resuspendidas em 200 µl de 

solução 0,1 M LiOAc em tampão TE (10 mM Tris-HCl, pH=8,0; 1 mM EDTA pH=8,0). 

Foram separados 100 µl e, a essa suspensão de células, foram adicionados 5 µg de 

DNA plasmidial e 200 µg de DNA de esperma de salmão desnaturado (Gibco). Em 

seguida foram adicionados 600 µl de solução de transformação (0,1 M LiOAc; 50% 

PEG3500 em TE) e a reação foi incubada a 30⁰C por 30 minutos. As células foram então 
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submetidas a choque térmico por incubação a 42⁰C por 15 minutos, coletadas por 

centrifugação, resuspendidas e tampão TE e plaqueadas em meio seletivo. As placas 

foram incubadas a 30⁰C por 2 dias ou até o aparecimento de colônias. 

 

Transformação rápida de levedura.  

 Uma colônia isolada foi incubada em 2 ml overnight. No dia seguinte, 200 µl de 

cultura em OD600~1,0 foram coletadas por centrifugação a 12000 rpm por 1 minuto, 

lavadas com 100 µl de TE (10 mM Tris-HCl, pH=8,0; 1 mM EDTA, pH=8). As células 

foram centrifugadas novamente e resuspendidas em 100 µl de solução de 

transformação (0,2 M LiOAc; 4% PEG; 100 mM DTT). Após a adição de 2 a 5 µg de 

DNA plasmidial, as células foram submetidas a um choque térmico por 30 minutos a 

42⁰C. Em seguida, as células foram plaqueadas em meio seletivo por dois a três dias. 

 

Teste de complementação. 

 A fim de testar a complementação dos mutantes de deleção de Rrp44, a cepa 

∆rrp44/A-Rrp44 foi transformada com cada um dos mutantes de deleção. 

Primeiramente, todas as células foram crescidas em galactose, normalizadas para 

uma OD600~0,1 e diluídas em série em água autoclavada. As células foram 

plaqueadas em três diferentes meios: YNB galactose (+Met); YNB galactose (- Met); 

e YNB glucose (-Met), e foram incubadas a 30⁰C. Cada uma das condições levou a 

expressão (gal) ou queda na expressão (glu) de Rrp44 selvagem, assim como maior 

níveis de expressão (-Met) ou menores níveis de expressão (+Met) dos mutantes de 

Rrp44. A tabela 7 resume as diferentes condições de expressão analisadas. 
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Microscopia de Fluorescência. 

As células cresceram overnight em meio seletivo. No dia seguinte, foram 

coletadas o equivalente a 1 ml de cultura de levedura numa OD600 = 0,6. As leveduras 

foram fixadas em metanol 70%, sendo primeiramente ressuspendidas em 30 µl de 

PBS, seguidos dos 70 µl de metanol gelado. As células permaneceram no gelo por 15 

minutos, e foram então centrifugadas a 2000 rpm por 2 minutos. Em seguida, as 

leveduras foram lavadas com PBS gelado (sem ressuspender) e tratadas com 100 mg 

de RNAse por 30 minutos. As leveduras foram lavadas com PBS novamente, e 

ressuspendidas em 10 µl de PBS. Para montagem da lâmina foram utilizados 4 µl de 

suspensão de células. O núcleo foi marcado com VECTASHIELD Medium with DAPI 

(VECTOR), diretamente na lâmina, sem necessidade de lavagem. As lâminas foram 

observadas usando o microscópio Nikon Eclipse Ti equipado com filtros para 

fluorescência verde (GFP-3035B-000-ZERO, Semrock) e fluorescência azul (DAPI-

1160A-000-ZERO, Semrock). O tempo de exposição variou de 1 a 3 segundos. As 

imagens foram processadas através do programa ImageJ (National Institutes of 

Health, Bethesda, MD). 

As células foram tratadas da mesma forma quando analisadas no microscópio 

confocal. As leveduras foram observadas no formato 1024 x 1024-pixel, usando o 

Tabela 7. Condição de crescimento do teste de complementação 

Meio Suplementação com 
aminoácidos 

Expressão/Inibição 

YNB Galactose Leucina, lisina e metionina Expressão de Rrp44 selvagem/Inibição dos 
mutantes de deleção 

YNB Galactose Leucina e lisina Expressão de Rrp44 selvagem/Expressão 
dos mutantes de deleção 

YNB Glicose Leucina e lisina Inibição de Rrp44 selvagem/ Expressão dos 
mutantes de deleção 
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microscópio Zeiss LSM 780 confocal laser-scanning inverted microscope (Carl Zeiss, 

Germany) localizado no Centro de Facilidades para a Pesquisa (CEFAP-USP). Para 

cada imagem final, foram obtidas 6 imagens no eixo Z, capturadas com uma objetiva 

alpha Plan-Apochromat 100×/1.46 oil differential interference contrast M27 (Carl 

Zeiss), aplicando-se um fator de zoom de 1.5. Intervalos ao longo do eixo Z foram de 

200 a 250 nm. O processamento da imagem foi feito utilizando-se zen 2011 software 

(versão 11.00.190; Carl Zeiss). 

 

Contagem dos Mutantes de Rrp44. 

 A contagem das células que apresentavam diferentes fenótipos foi feita 

analisando imagens de microscopia de fluorescência obtidas em diferentes dias. As 

imagens foram importadas no programa ImageJ e foi feita a sobreposição do sinal dos 

mutantes de deleção com seus respectivos núcleos. As células as quais não 

apresentavam sinal detectável foram descartadas da contagem e utilizadas como 

referência do background celular. Foram feitos gráficos do perfil do sinal de GFP e 

DAPI, e os gráficos foram utilizados para definição do fenótipo de cada célula. Para 

cada mutantes, houve uma contagem diferente no número total de células (Okuda et 

al., 2020). 

 

Microscopia Confocal Spinning-Disk. 

 Uma colônia foi inoculada overnight em meio rico (para as cepas sem 

plasmídeos) ou em meio seletivo (para manutenção de determinados plasmídeos). No 

dia seguinte, as células foram diluídas para OD600 ~ 0,1 e crescidas até atingirem 

OD600 de 0,5 até 0,8. As células foram centrifugadas, e a levedura foi ressuspendidas 

em meio mínimo (DIFCO) mais aminoácidos. As lâminas foram montadas e 



60 
 

 
 

observadas no microscópio de fluorescência. O ágar pad, feito para observação das 

leveduras, foi feito com 2% de agarose dissolvida no mesmo meio no qual as 

leveduras foram ressuspendidas. 

A microscopia confocal foi feita utilizando-se o sistema confocal Nipkow-disk 

(Revolution; Andor), instalado em um microscópio Olympus (IX-81), contendo uma 

unidade confocal Spinning disk (CSY22; Yokogawa), e uma câmera cooled eléctron 

multiplying charged-coupled (DU 888; Andor). O sistema era controlado usando-se o 

software IQ2 (Andor). Imagens foram adquiridas utilizando-se a objetiva 100x Plan 

Apo 1.4 NA oil immersion e uma lente twofold no caminho ótico. Os lasers utilizados 

foram diode-pumped solid-state lasers, capazes de excitar a fluorescência de GFP em 

488 nm (50 mW; Coherent) e a fluorescência de mCherry a 561 nm (50 mW; Cobolt 

jive), foi utilizado o espelho dicroico Di01-T405/488/568/647-13x15x0,5; Semrock foi 

utilizado como filtro de emissão bi-bandpass (FF01-512/630-25; Semrock), permitindo 

a detecção da fluorescência verde e vermelha. Nas nossas condições, o tamanho do 

pixel foi de 65 nm. Para quantificação do volume nucleolar, foram obtidas 40 secções 

no eixo Z com 200 nm entre cada uma das secções. Os tempos de exposição variaram 

de 0,1 a 1 segundo. As imagens foram processadas utilizando-se o programa ImageJ 

(National Institutes of Health, Bethesda, MD - https://imagej.nih.gov/ij/). 

 

 

Análise de imagem e Quantificação do Sinal do Exossomo. 

As imagens obtidas por microscopia de fluorescência foram importadas no 

programa ImageJ. A intensidade das proteínas fusionadas ao GFP foi medida e sua 

localização subnuclear foi analisada utilizando-se pipeline dedicada a análise de 

https://imagej.nih.gov/ij/
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imagens (ImageJ Macro) desenvolvida pelo técnico de microscopia confocal Sylvain 

Cantaloube (da Universidade de Toulouse), descrita abaixo: 

i. A área da célula foi determinada baseado na imagem obtida da luz visível 

graças aos seguintes passos: remoção do background (subtracting Gaussian 

Blur image – sigma = 40); segmentação das células utilizando o algoritmo do 

ImageJ Moments threshold; determinação do objeto correspondente a célula 

com Analyze Particle (função do ImageJ); separação das células em contato 

com o Plugin Adjustable Watershed  

(https://imagejdocu.tudor.lu/doku.php?id=plugin:segmentation:adjustable_wat

ershed:start).  

ii. A segmentação nuclear e nucleolar foi feita a partir do sinal de Rpa190 

fusionada ao mCherry. A proteína Rpa190 é a maior subunidade da RNA 

polimerase I, encontrando-se enriquecida no nucléolo, com um sinal mais sutil 

detectado no núcleo. Primeiramente, aplicou-se Sum Z-projection à imagem 

inicial de Rpa190-mCherry. Então, para determinar a área do nucléolo de cada 

célula, foi utilizado Wavelet filter e, finalmente, a segmentação foi feita por meio 

do algoritmo Yen threshold. Para determinar a área do núcleo, foi segmentado 

diretamente na imagem projetada em Z o algoritmo Triangle threshold.  

iii. As células foram subdivididas em nucléolo, nucleoplasma e citoplasma. O 

ImageJ macro quantificou o sinal de cada compartimento. 

 

https://imagejdocu.tudor.lu/doku.php?id=plugin:segmentation:adjustable_watershed:start
https://imagejdocu.tudor.lu/doku.php?id=plugin:segmentation:adjustable_watershed:start
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Figura 7. Resultado obtido pelo programa ImageJ Macro. O programa Macro desenvolvido por 
Sylvain Cantaloube utilizava as delimitações da célula observáveis nas imagens de contraste de fase 
para determinar a área da célula (identificado pelos círculos amarelos nos seguintes quadrantes da 
figura). A área correspondente ao núcleo e ao nucléolo foi determinada por meio do sinal proveniente 
de Rpa190-mCherry, identificadas de verde e branco respectivamente. Após ter a área de cada 
compartimento, foi possível quantificar o sinal das proteínas fusionadas ao GFP no nucléolo, no núcleo 
e em toda a célula. Os gráficos abaixo das imagens do núcleo e do nucléolo representam o sinal de 
Rpa190 em cada um dos compartimentos utilizados para segmentá-los. 

 

Todas as quantificações foram feitas relativas a uma célula controle, que não 

expressava GFP. Para calcular o enriquecimento das subunidades do exossomo, 

calculou-se a intensidade média por unidade de área de determinado compartimento 

e, então, comparou-se esse valor à intensidade média por unidade de área da célula 

inteira para cada uma das células. Para calcular a porcentagem do sinal de GFP em 

cada compartimento celular, primeiro o sinal de cada compartimento foi obtido 

(nucléolo, nucleoplasma e citoplasma) e somado para cada célula. O sinal de GFP de 

cada compartimento foi, então, dividido pela soma do sinal total de GFP de cada 

célula, e a porcentagem foi calculada.  
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Microscopia Eletrônica. 

 Com o intuito de analisar morfologicamente e funcionalmente o nucléolo, as 

leveduras cresceram em meio rico overnight, e diluídas na manhã seguinte. Após 

atingirem a fase logarítmica de crescimento, as leveduras foram coletadas e crio-

fixadas por congelamento por alta pressurização (EMPACT; Leica) e criosubstituídas 

com 0,1% de acetato de uranila em acetona por 72 horas no sistema de 

criosubstituição EM ASF2 (Leica), assim como descrito em (Normand et al., 2016). As 

células foram, então, embebidas em uma resina Lowicrul (HM-20), polimerizada a -

50⁰C. O processo de criosubstituição está descrito na tabela abaixo (Normand et al., 

2016): 

 

 

 

 

 

 

Depois de terminado o processo de criosubstituição, a resina foi seccionada em 

fatias de 100 nm, que foram depositadas em grids de níquel cobertas com colódio. As 

grids contendo os cortes da resina foram primeiramente lavadas 5 minutos em água 

autoclavada a temperatura ambiente, seguido por uma lavagem em TBS, pH=7,8 por 

5 minutos. As grids foram bloqueadas em NH4Cl 500 M em TBS por 15 minutos, e em 

seguida, bloqueadas em TBS/BSA 2%, duas vezes, por 10 minutos. Anticorpo 

 Tabela 8. Programa de Criosubstituição 
48h 0,1% acetato de uranila em acetona -90⁰C 
10h Acetona Aumento gradual da temperatura de -90⁰C 

até -50⁰C 
24h HM20 30% em acetona -50⁰C 
24h HM20 70% em acetona -50⁰C 
12h HM20 100%  -50⁰C 
8h HM20 100% -50⁰C 
48h HM20 100% -50⁰C com polimerização por UV 
20h HM20 100% Aumento da temperatura de -50⁰C para 

20⁰C (3,5⁰/h) com UV 
24h HM20 100% 20⁰C com UV 
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policlonal anti-GFP foi produz ido em coelho e sua especificidade testada por western 

blot (gentilmente cedido pelo Professor Gleizes, CBI - Toulouse/França). Duas 

diluições diferentes (1/50 e 1/300 em TVS/BSA 2%) foram utilizadas para incubação 

das grids por duas horas a temperatura ambiente. As grids foram lavadas 2 vezes por 

5 minutos em TBS/BSA 2%, e 3 vezes por 5 minutos em TBS/BSA 1%. Todas as 

lavagens foram feitas a temperatura ambiente. As grids foram, então, incubadas por 

1 hora com o anticorpo secundário (1/80 em TBS/BSA 1%) IgG anti-coelho conjugado 

com partículas de ouro de 10 nm (British-Biocell BBInternational). As grids passaram 

por seguidas lavagens como mostrado na tabela abaixo.  

Tabela 9. Lavagens das grids após incubação com anticorpo 
Repetições Tempo Solução Temperatura 

2 5 minutos TBS/BSA 1% 
Temperatura 

ambiente 
4 5 minutos TBS 
3 3 imersões Água MilliQ 

 

As grids foram, então, cobertas por uma camada de 5 nm de carbono e analisadas 

com um microscópio eletrônico 1,200 X (Jeol JEM-1400). 

 

Preparação de Extrato Celular por Hidróxido de Sódio.  

       O equivalente a 1 ml de cultura celular numa OD600 = 0,6 foi coletado por 

centrifugação a 4000 rpm por 10 minutos. O pellet foi ressuspendido em 400 µl de 

água autoclavada, e em seguida, foram adicionados 400 µl de NaOH 0,2 M, sendo 

incubado a temperatura ambiente por 5 minutos. A suspensão de células foram, então, 

centrifugadas a 12000rpm por 5 minutos e ressuspendidas em 10 µl de tampão de 

amostra 4x (0,06 M Tris-HCl, pH = 6,8; 5% glicerol; 5% SDS; 4% de 2 mM β-

Mercaptoetanol; 0,0025% azul de Bromofenol) e aquecido a 95⁰C por 5 minutos. 
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Quantificação de Proteínas pelo Método do Ácido Binciconínico 

(BCA). 

 A quantificação de proteína total em extratos celulares foi feita de acordo com 

o método colorimétrico descrito por Smith et al. 1985. Ao extrato total, foi adicionado 

1 ml de solução 5mM de CuSO4 em BCA (bicinchoninic acid solution, Sigma). A reação 

foi, então, incubada a 37⁰C por 30 minutos. Foi medida a absorbância em 562 nm e a 

concentração de proteínas no extrato foi determinada por comparação com uma curva 

padrão feita para BSA (bovine seru albumin). 

 

Separação de proteínas por SDS-PAGE 

 Os extratos proteicos foram analisados por eletroforese em gel de 

poliacrilamida, como descrito por Sambrook et a. (1989). O gel de empacotamento era 

composto de: bis-acrilamida (29:1) 5% pH = 6,8; 0,1% SDS; 0,1% persulfato de 

amônio; 1 µ/ml de TEMED. O gel de separação era composto de: bis-acrilamida (29:1) 

10 ou 8%; 380 mM Tris-HCl pH=8; 0,1% persulfato de amônio; 0,4 µl/ml de TEMED. 

O gel foi submetido a uma voltagem de 100 V em tampão de corrida Tris-glicina 1X 

(25 mM Tris-HCl ; 250 mM glicina ; 0,1% SDS). 

 

Coloração por “coomassie Blue” 

Os géis de poliacrilamida os quais foram feitos para checagem de expressão 

proteica, foram incubados em solução de Coomassie Blue R 0,25% em metanol 45% 

ácido acético 10% por 1 horas e descorados em solução de etanol 50% e ácido acético 

10%. 
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Experimentos de Imunoblot 

 Amostras proteicas foram separadas em géis de SDS-PAGE. Foram 

utilizadas duas concentrações finais de poliacrilamida para formação dos géis: 8% 

para visualizar as proteínas de maior tamanho, e 10% para visualizar as proteínas de 

tamanho menor. Após a corrida, as proteínas foram transferidas para membranas de 

difluoreto de polivinilideno (PVDF) ou nitrocelulose (NC) (GE Healthcare). A 

membrana foi incubada por 1 hora com 10 ml de solução 5% leite em pó desnatado 

(Molico) em tampão PBS (137 mM NaCl; 2,7 mM KCl; 10 mM Na2HPO4; 2 mM 

KH2PO4; pH = 7,4), lavada por 3 vezes por incubação de 10 minutos com 10ml de 

tampão PBS. Após as lavagens, a membrana foi incubada com o anticorpo primário 

diluído em solução 0,1% leite em pó em PBS, overnight a 4°C, com agitação. No dia 

seguinte, a membrana foi novamente lavada como descrita acima, seguido de uma 

incubação com anticorpo secundário diluído em PBS por no máximo 2 horas e lavada 

novamente com PBS. 

 As membranas foram incubadas em anticorpo primeiro contra GST (Sigma-

Aldrich), histidine (Sigma-Aldrich), GFP (Sigma-Aldrich), ou PGK1 (abcam) em tampão 

fosfato-salino (PBS)/Tween 20/leite em pó. Os anticorpos secundário usados  foram 

anti-coelho (IRDye 680RD) ou anti-camundongo (IRDye 800CW) conjugados com 

fluoróforo (Licor). A revelação das membranas foi feita no equipamento Odyssey® 

Imaging Systems. 

 

Teste de expressão em pequena escala.  

Para realizar teste de expressão em pequena escala, as células foram 

transformadas conforme descrito na Seção “Transformação de células competentes 

(BL21)” e inoculadas em 2 ml de meio LB, com 50 μg/ml de cloranfenicol, a 37°C 
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overnight. Para células transformadas com o vetor pGEX foram adicionados ao meio 

100 μg/ml de ampicilina e para células transformadas com pET foram adicionados 20 

μg/ml de canamicina. A partir desta cultura, 100 μL foram diluídos em 10 mL de meio 

2YT suplementado conforme descrito acima e a cultura foi incubada até OD600~ 0,6. 

Após coleta de células de 1 mL de cultura para comparação posterior (centrifugação 

por 12000 rpm por 1 minuto), foi induzida a expressão da proteína recombinante por 

adição de 0,5 mM IPTG (isopropil-β -D-tiogalactopiranosídeo). Foram coletadas 

células em intervalos de uma, quatro, seis horas após a indução e crescimento 

overnight. As células coletadas foram ressuspendidas em 50 μl de tampão de amostra 

para proteína, fervidas a 95ºC por 5 minutos e 5 μl destas amostras foram aplicados 

em SDS-PAGE. A expressão da proteína recombinante foi identificada por coloração 

com Comassie Blue, através de comparação com as bandas do extrato total de células 

não induzidas e o tempo ótimo de incubação foi determinado.  

 

Expressão em grande escala. 

Para a expressão de proteína em larga escala, após a transformação das células 

BL21, as células cresceram em uma cultura de 5 mL em LB com os antibióticos 

necessários, overnight a 37ºC. A cultura de 5 mL foi diluída em 500 mL de 2YT e 

incubada até atingir OD600~ 0,6. A expressão das proteínas recombinantes foi 

induzida de acordo com as condições ótimas determinadas e a expressão foi checada 

por SDS-PAGE conforme descrito para o teste de expressão em pequena escala. As 

células foram coletadas por centrifugação a 4000 rpm por 30 minutos a 4°C e 

congeladas. 
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Ensaio de interação proteica direta (pull-down). 

A cepa bacteriana BL21 foi transformada com os plasmídeos pGEX-RRP44, 

pET28-KAP95 e pET29-SRP1, e cada uma das proteínas recombinantes foi expressa 

de acordo com a sua condição ótima representada na tabela 7. O extrato total do tag 

GST, utilizado como controle, foi cedido pela aluna de doutorado Leidy Paola Paes 

Cepeda. 

 

Tabela 10. Condição de expressão das proteínas recombinantes 

plasmídeo Condição de expressão 

pGEX-RRP44 0,5mM IPTG, overnight à 18⁰C 

pET28-KAP95 0,5mM IPTG, por 2 horas à 37⁰C 

pET29-SRP1 0,5mM IPTG, por 2 horas à 37⁰C 

 

 

O pellet bacteriano foi ressuspendido no seguinte tampão: 20 mMTris, 150 

mMNaCl, 1 mM EDTA, 0,8% Nonidet, 1 mM DTT (Gonzales-Zubiate et al., 2017). As 

células foram, então, lisadas no equipamento emulsiFlex-C3 (Avestin), centrifugada à 

10 mil rpms, e o sobrenadante foi coletado e aliquotado.  

Para o pull-down com carioferinas incubadas ao mesmo tempo, o equivalente 

a 60 µg de GST e GST-Rrp44, provenientes do extrato total lisado, foram incubados, 

separadamente, por duas horas a 4⁰C com 60 µl de glutathione-Sepharose beads (GE 

Healthcare), e o excesso proteico foi lavado. As beads foram então incubadas com 

uma mistura dos extratos celular de His-Srp1 e His-Kap95, contendo o equivalente a 

120 µg His-Srp1 e 120 µg His-Kap95. O excesso de proteína foi lavado. As proteínas 

ligadas à resina foram eluidas com 50mM Tris, pH8 e 10 mM de glutationa reduzida. 
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Para o pull-down com carioferinas incubadas separadamente, o tampão foi 

trocado por: 20 mM TrisHCl, pH = 8; 150 mM NaCl; 2 mM MgCl2, 0,8% Nonidet, 1 mM 

DTT. (Adaptado de (Cassany and Gerace, 2009). O equivalente a 60 µg de GST e GST-

Rrp44, foram incubados, separadamente, por duas horas a 4⁰C com 60 µl de 

glutathione-Sepharose beads (GE Healthcare), e o excesso proteico foi lavado. As 

beads foram então incubadas com extrato celular contendo o equivalente à 120 µg 

His-Srp1 ou 120 µg His-Kap95, e o excesso de proteína foi lavado. As proteínas 

ligadas à resina foram eluidas com 50 mM Tris, pH = 8 e 10 mM de glutationa reduzida. 

O experimento foi analisado por western blot. 

 

Coimunoprecipitação. 

 Interação indireta das carioferinas essenciais Srp1 e Kap95 com Rrp44 foi 

realizada utilizando-se as cepas Δkap95 e Δsrp1 transformadas com pUG34 e pUG34-

Rrp44. Para cada cepa, dois litros de células foram crescidos até OD600~1, e coletadas 

no tampão Co-IP (0,1% NP40, 250 mM NaCl, 5 mM EDTA, 50 mM Tris-HCl pH = 7,5, 

0,5x Halt Protease Inhibitor Cocktail (Thermo Scientific) (Bakhrat, 2006). O extrato 

total celular foi obtido lisando as células com o equipamento Ball Mill (Retsch, Mixer 

Mill MM 200 ou Mixer Mill PM 100) e centrifugando à 40mil rpm (CP80NX Hitachi), por 

uma hora a 4⁰C. 

 O extrato proteico foi quantificado, e o equivalente à 50 mg de proteína, de 

cada extrato, foi incubado por duas horas à 4⁰C com IgG Sepharose 6 Fast Flow (GE 

Healthcare), previamente equilibrada com tampão Co-IP. A resina foi lavada seis 

vezes com 500 µl de tampão Co-IP, lavada mais duas vezes com solução aquosa de 

100mM de acetato de amônia, 0,1 M de cloreto de magnésio. A eluição foi feita 
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incubando a resina duas vezes, com 500 mM de hidróxido de amônia por 20 minutos 

(Ohmayer, 2013). O experimento foi analisado por western blot. 
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Resultados 

 

O complexo exossomo está concentrado no nucléolo. 

 Apesar do grande número de estudos envolvendo o complexo exossomo em 

diversos organismos, pouco se sabe sobre a localização subcelular e a montagem do 

complexo. Para melhor entendermos o exossomo e a correlação de sua função com 

sua localização, avaliamos a localização de quatro subunidades do exossomo por 

meio de fusão com GFP.  GFP foi inserido no genoma da levedura, em fusão com a 

ORF da subunidade escolhida. Assim, quando determinada subunidade do exossomo 

fosse expressa sob controle de seu promotor endógeno, ela estaria fusionada a GFP 

em seu C-terminal.  Foram escolhidas duas subunidades do core do complexo, Rrp41 

e Rrp43, e as duas subunidades catalíticas, Rrp6 e Rrp44. Teste de microscopia e de 

PCR foram feitos para confirmar a inserção do tag, assim como testes de crescimento 

foram feitos para analisar a possível toxicidade da fusão com GFP (dados não 

mostrados).  

Como marcador nucleolar e nuclear, a subunidade da RNA polimerase I 

Rpa190 endógena foi fusionada ao mCherry no seu C-terminal. Esta proteína 

encontra-se concentrada no nucléolo mas também está presente no nucleoplasma da 

levedura (Dauban et al., 2019). Essa dupla localização, com diferença de 

concentração, nos permitiu usar uma única proteína para distinguir nucléolo, 

nucleoplasma e citoplasma. 

As imagens de microscopia foram obtidas com um microscópio confocal 

Spinning disk, que resultou em quarenta secções da célula no eixo Z. Para avaliar da 

localização do exossomo, as secções em Z foram sobrepostas através do plugin “Z 

projection” do ImageJ e o sinal como um todo foi analisado. 
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Todas as quatro subunidades analisadas aqui apresentaram um fenótipo 

nuclear (Fig. 8). Além da localização nuclear, é possível afirmar que o exossomo está 

concentrado no nucléolo, e o sinal citoplasmático do complexo é quase indetectável, 

estando muito próximo ao background.  Para melhor avaliar se o sinal do exossomo 

citoplasmático observado nas imagens de microscopia era válido ou não, decidimos 

quantificar o sinal detectável para estimar a concentração dessas quatro subunidades 

nos diferentes compartimentos celulares. As quantificações do sinal das subunidades 

fusionadas ao GFP foram feitas utilizando-se o canal específico para o GFP, e o sinal 

total da célula foi dividido em nucléolo, nucleoplasma e citoplasma.  

 

 

Figura 8. Subunidades do exossomo fusionados ao GFP expressas endogenamente localizam 
no nucléolo. As imagens obtidas no microscópio confocal Spinning-disk laser scanning foram 
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projetadas em Z, e a localização das subunidades do exossomo fusionadas ao GFP foi avaliada. O 
sinal de Rpa190-mCherry (maior subunidade da PolI) foi utilizada como marcador nucleolar. 
 

 

Para avaliarmos a abundância das proteínas fusionadas a GFP, utilizamos uma 

correlação linear entre a intensidade do sinal de GFP e a quantidade delas em 

levedura (Ghaemmaghami et al., 2003; Huh et al., 2003). A quantificação foi feita por 

meio de um Macro do ImageJ, desenvolvido pelo especialista em microscopia Sylvain 

Cantaloube (CBI – Toulouse). O programa utilizou as imagens de contraste de fase 

para segmentar a área da célula e o sinal de Rpa190-mCherry para segmentar a área 

do núcleo e do nucléolo. As unidades de intensidade e de área são unidades 

arbitrárias e a intensidade foi calculada por cada pixel. A intensidade de cada 

subunidade foi obtida por meio da intensidade do sinal, fornecido pelo Macro, 

subtraído do background. O valor referente ao background do canal de GFP foi obtido 

nas mesmas condições que o sinal das subunidades fusionadas ao GFP, contudo, 

utilizamos uma cepa expressando Rpa190-mCherry sem nenhuma proteína fusionada 

ao GFP. Após a remoção do background, calculamos a intensidade total do sinal de 

cada subunidade em diferentes compartimentos celulares (Fig. 9). O gráfico abaixo 

mostra que, aproximadamente, 80% do sinal do exossomo está no núcleo, sendo que 

30% do sinal total está no nucléolo e 50%, no nucleoplasma.  
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Figura 9. Porcentagem do sinal das subunidades do exossomo em diferentes compartimentos. 
O sinal das subunidades do exossomo fusionadas ao GFP foi quantificado em toda a célula e separado 
de acordo com o compartimento (citoplasma, nucleoplasma ou nucléolo). A porcentagem do sinal do 
exossomo-GFP foi calculada para cada um dos compartimentos relativos ao sinal total obtido por célula. 
O sinal total apresentado no citoplasma é por volta de 20-30% do sinal total da subunidade fusionada 
ao GFP, enquanto que de 70-80% do sinal da subunidade GFP-exossomo está presente no núcleo.  
 

 

Entretanto, A figura 9 mostra a porcentagem dos valores absolutos da 

intensidade do exossomo. Para entendermos melhor a relação entre a intensidade 

obtida e a área correspondente a cada compartimento, uma vez que a área do 

citoplasma é muito maior que a área do nucleoplasma, que por sua vez é maior que a 

área do nucléolo, calculamos a intensidade média para cada compartimento. 

Subtraímos, então, o background e calculamos a intensidade média da célula como 

um todo. Para calcularmos o enriquecimento do exossomo nos diferentes 

compartimentos celulares, comparamos a intensidade média de cada compartimento 

em relação a intensidade média da célula toda. A figura 10 mostra que o exossomo 
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está presente no núcleo como um todo, mas mais concentrado no nucléolo, cinco a 

seis vezes mais concentrado que a média da intensidade celular. Esse dado está de 

acordo com as figuras obtidas na microscopia de fluorescência, que mostram o 

exossomo mais concentrado no nucléolo. Além disso, os dados de quantificação 

ajudam a confirmar a presença do complexo no citoplasma, informação que não pode 

ser obtida apenas observando as imagens de microscopia. 

 

 
Figura 10. Enriquecimento do sinal das subunidades do exossomo fusionadas ao GFP. Nós 
calculamos o enriquecimento do sinal das subunidades do exossomo em cada compartimento sobre o 
valor do sinal celular distribuído homogeneamente da respectiva subunidade. Para tal, nós calculamos 
a intensidade média de cada subunidade em cada compartimento e dividimos esse valor pela 
intensidade média de cada subunidade considerando a célula toda. Os pontos em azul representam o 
enriquecimento no citoplasma, em vermelho, no nucleoplasma, e em verde, no nucléolo.  

 

Nós também comparamos a localização de Nop1-GFP com Rpa190-mCherry 

e de Rrp44-GFP com Nop1-mCherry para validar a localização nucleolar, uma vez 

que a proteína Nop1 é nucleolar (Tollervey et al., 1991), e bastante utilizada como 
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marcador deste subcompartimento (Fig. 11). Como já esperado, o pico de maior 

intensidade de Rpa190-mCherry colocaliza com o sinal de GFP-Nop1, comprovando 

o sinal nucleolar de Rpa190. Além disso, o sinal de Rrp44 encontra-se concentrado 

na mesma região de mCherry-Nop1, comprovando que o enriquecimento do 

exossomo é de fato nucleolar. 

 

 

Figura 11. Validação da localização nucleolar de Rpa190 em comparação com Nop1. A. 
Localização de Nop1-GFP comparada à Rpa190-mCherry mostra que as proteínas colocalizam, 
validando a localização nucleolar de Rpa190. B. Localização de Rrp44-GFP referente à mCherry-Nop1 
para validar a localização nucleolar de Rrp44-GFP referente a Rpa190-mCherry. 

 

O exossomo está presente em baixos níveis no citoplasma. 

 O exossomo é um complexo descrito como nuclear e citoplasmático. Os dados 

obtidos da microscopia das quatro subunidades Rrp6, Rrp44, Rrp41 e Rrp43 

mostraram a possível existência desse complexo no citoplasma. A subunidade Rrp6 

é a única subunidade considerada exclusivamente nuclear (Allmang et al., 1999), mas 

apresentou sinal citoplasmático nas células que foram quantificadas. Para avaliarmos 

se existe a possibilidade da presença de Rrp6 no citoplasma, realizamos ensaios de 

microscopia utilizando como controle um cofator do exossomo já caracterizado como 

citoplasmático, Ski7 (Houseley et al., 2006).  
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 Para tal análise, utilizamos outra subunidade do exossomo (Rrp41) como 

parâmetro, uma vez que essa subunidade é descrita como nuclear e citoplasmática. 

A mesma condição experimental foi utilizada para todas as cepas, e todas foram 

editadas da mesma forma no programa ImageJ. Na figura 12A, as imagens foram 

editadas adequando a edição ao sinal nuclear das subunidades do exossomo. Nessa 

condição, quase não é possível detectar o sinal proveniente de Ski7-GFP. A fim de 

visualizar o sinal proveniente de Ski7-GFP, editamos as mesmas figuras aumentando 

o contraste. O sinal fraco de Ski7 pode ser visto apenas no citoplasma, confirmando 

sua localização citoplasmática. Já o sinal das subunidades do exossomo saturaram 

no núcleo, e o sinal citoplasmático das mesmas pode ser visto fracamente (Fig. 12). 

 

 

Figura 12. Localização citoplasmática das subunidades Rrp6 e Rrp41 comparadas ao cofator 
citoplasmático Ski7. A localização de Rrp6, Rrp41 e Ski7 foi analisada pelo microscópio confocal 
Spinning-disk. Todas as imagens foram obtidas e editadas juntas. Rpa190-mCherry foi utilizada como 
marcador nuclear e nucleolar. A cepa selvagem expressando apenas Rpa190-mCherry foi utilizada 
como controle para determinação do sinal de background. A. As imagens foram editadas respeitando 
a intensidade nuclear das subunidades do exossomo, o que torna o sinal de Ski7 quase não detectável 
aos olhos. B. As imagens foram editadas levando-se em consideração o sinal de Ski7, o que faz com 
que o sinal nuclear das subunidades do exossomo saturem, mas que seu sinal citoplasmático seja 
visível. 
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 Com o intuito de obter dados mais precisos em relação a possível presença de 

Rrp6 no citoplasma, analisamos as imagens pelo programa Macro do ImageJ. O 

background, obtido do canal verde de uma célula que não expressa o GFP, foi 

subtraído das quantificações obtidas. Primeiro obtivemos a intensidade do sinal de 

Ski7, Rrp6 e Rrp41. Os dados mostram que Ski7 é muito menos expressa que Rrp6, 

que por sua vez, é menos expressa que Rrp41 (Fig. 13A). Quando separamos a 

intensidade do citoplasma do restante da intensidade da célula, é possível observar 

que Ski7 possui a mesma intensidade citoplasmática que Rrp6, enquanto a 

intensidade de Rrp41 é aproximadamente o dobro (Fig. 13B). Assim sendo, nossos 

dados mostram haver a possibilidade de uma pequena quantidade de Rrp6 

permanecer no citoplasma. Contudo, os dados de microscopia ainda são preliminares 

e estudos mais profundos seriam necessários para afirmar a existência de Rrp6 no 

citoplasma. 

 

 

Figura 13. Quantificação do sinal das subunidades Rrp6 e Rrp41 comparadas ao cofator 
citoplasmático Ski7. As imagens de microscopia de fluorescência obtidas no microscópio confocal 
Spinning-disk foram sujeitas ao programa Macro do ImageJ, foi calculada a mediana das intensidades 
obtidas e os dados foram plotados no gráfico (valor arbitrário de unidades de intensidade). A. A 
intensidade total (considerando toda a área da célula) do sinal obtido de GFP-Ski7, GFP-Rrp6 e GFP-
Rrp41 mostra a diferença na expressão de cada proteína. B. A intensidade citoplasmática de GFP-Ski7, 
GFP-Rrp6 e GFP-Rrp41 mostra a proximidade na quantificação do sinal citoplasmático de Ski7 e de 
Rrp6, diferentemente de Rrp41, a qual apresenta uma quantificação do sinal citoplasmático quase duas 
vezes maior que de Ski7.  
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O exossomo está concentrado em um subcompartimento do nucléolo. 

 Os dados originais obtidos com o microscópio confocal Spinning Disk são 

arquivos contendo quarenta secções no eixo Z para o campo escolhido. Cada uma 

dessas secções tem menor intensidade e, ao mesmo tempo, mostram com um pouco 

mais de detalhe a localização do exossomo.  

 Quando cada uma das secções é observada individualmente, é possível notar, 

dependendo do ângulo da célula observada, que os sinais das subunidades do 

exossomo fusionadas ao GFP não se sobrepõem exatamente ao sinal de Rpa190-

mCherry (Fig. 14). O sinal do exossomo-GFP pode ser visto no nucléolo, entretanto 

em algumas células observamos uma pequena região na qual o sinal de GFP é um 

pouco mais fraco, e é exatamente o local no qual o sinal de Rpa190-mCherry é mais 

forte.  
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Figura 14. As subunidades do exossomo não colocalizam exatamente com a subunidade Rpa190 
da RNA polimerase I. a. Imagens das secções em Z das células expressando as subunidades do 
exossomo fusionadas ao GFP mostram que as subunidades do exossomo apresentam uma pequena 
diferença na localização quando comparadas à Rpa190-mCherry, a qual foi utilizada como marcador 
nucleolar. Comparação entre exossomo-GFP e Rpa190-mCherry foi feita pelo programa ImageJ e está 
ilustrada à direita. As linhas verdes representam as subunidades do exossomo fusionadas ao GFP, e 
as linhas em vermelho representam Rpa190-mCherry. b. Amplificação da célula expressando Rrp41-
GFP e Rpa90-mCherry para melhor visualização do subcompartimento existente no nucléolo. 
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 Na tentativa de observar essa localização com mais detalhes, realizamos 

experimentos de imunolocalização por meio da técnica de microscopia eletrônica. 

Para este experimento, utilizamos as mesmas cepas dos experimentos de 

microscopia de fluorescência, Rrp6-GFP e Rrp44-GFP com expressão endógena, que 

foram crio-fixados, imobilizados em uma resina e seccionados em cortes de 100 nm. 

Os cortes foram, então, tratados com o anticorpo primário anti-GFP, seguido pelo 

anticorpo secundário anti-coelho fusionados a partículas de ouro de 10 nm e levados 

ao microscópio eletrônico. Como controle negativo utilizamos a cepa BY4741 (com 

nenhuma proteína fusionada ao tag de GFP). Como controle positivo, utilizamos o 

anticorpo primário anti-Nhp2 na cepa Rrp44-GFP. Esse anticorpo reconhece a 

proteína Nhp2, a qual está envolvida nas etapas iniciais do processamento do pre-

rRNA e é conhecida por estar concentrada no nucléolo (Henras et al., 1998; Watkins 

et al., 1998). 
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Figura 15. Imunolocalização de Rrp44-GFP e Rrp6-GFP por microscopia eletrônica. Imagens da 
microscopia eletrônica mostram não haver diferença na concentração nucleolar de partícula de ouro 
quando comparadas à cepa selvagem. O experimento foi feito utilizando-se o anticorpo anti-GFP como 
anticorpo primário das imagens a, b e c. A imunolocalização foi feita utilizando-se anti-Nhp2 como 
anticorpo primário para imagem d. O anticorpo secundário anti-coelho fusionado a partículas de ouro 
de 10 nm, diluído 1/80 em TBS/BSA 1%, foi utilizado em todos os casos. a. Imagem referente, ao 
controle negativo BY4741 sem nenhuma proteína fusionada ao tag de GFP. b. Cepa expressando 
Rrp44-GFP. c. Cepa expressando Rrp6-GFP.d. Cepa expressando Rrp44-GFP com anticorpo primário, 
neste caso anti-Nhp2 (controle positivo). 

 

 Para testarmos a eficiência dos anticorpos, utilizamos diferentes diluições. As 

secções de Rrp44-GFP foram tratadas com anti-GFP diluído 1/300, assim como o 

controle negativo com a cepa BY4741, e Rrp6-GFP foi tratada com anti-GFP diluído 

1/50. As secções de Rrp44-GFP utilizadas como controle positivo foram tratadas com 

o anticorpo primário anti-Nhp2 diluído 1/50. O anticorpo secundário anti-coelho foi 

utilizado numa concentração 1/80.  

 As imagens obtidas mostram que existe uma maior concentração de partículas 

de ouro no nucléolo das células expressando Rrp44-GFP (Fig. 15A) e Rrp6-GFP (Fig. 

15B) quando comparadas ao seu próprio nucleoplasma. Quando analisamos o 

controle negativo, também é possível notar uma maior concentração de partículas de 

ouro no nucléolo da cepa BY4742 quando comparada ao seu próprio nucleoplasma 

(Fig. 15C). Quando comparamos o nucléolo dessas três cepas em relação ao seu 

próprio nucleoplasma e citoplasma, e levando em conta as diferentes diluições de 

anticorpos primários feitas, não é possível ver uma diferença na concentração de 

partículas de ouro no nucléolo de Rrp44-GFP, Rrp6-GFP e BY4742. Por outro lado, 

quando comparamos o nucléolo dessas três cepas com o controle positivo, é notável 

a concentração de Nhp2 no nucléolo (Fig. 15D).  

 Apesar dos dados de microscopia eletrônica das subunidades do exossomo 

serem preliminares e pouco conclusivos, é possível afirmar a existência de um 

subcompartimento no nucléolo da levedura quando analisamos os resultados de 
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microscopia de fluorescência. A proximidade de ambos os sinais do exossomo e de 

Rpa190 é coerente considerando a participação do exossomo no processamento de 

pré-rRNA.  

 

A subunidade Rrp44 provavelmente possui seu próprio NLS.  

 Os resultados anteriores nos mostraram que, a nível endógeno, o exossomo 

está concentrado no nucléolo, mas ainda não sabemos qual subunidade seria a 

responsável pelo transporte nuclear do complexo, e se o complexo é transportado já 

montado ou na forma de subcomplexos. Nosso grupo já mostrou que a subunidade 

Rrp6 possui seu próprio NLS e é transportada para o núcleo de forma independente 

do core do exossomo (Gonzales-Zubiate et al., 2017).  

 Para entendermos mais a fundo a localização e o transporte das demais 

subunidades do exossomo, a cepa selvagem BY4742 foi transformada com 

plasmídeos pUG34 contendo as subunidades Rrp6, Rrp44, Rrp41 ou Rrp43 

fusionadas a GFP no seu N-terminal e sob controle do promotor MET25. Os 

plasmídeos foram construídos previamente pelo pós-doutorando Fernando Gonzales. 

O promotor MET25 responde à presença/ausência de metionina no meio, com maior 

nível de expressão na ausência da metionina. Após a transformação, a localização 

das subunidades do exossomo foi avaliada no microscópio de fluorescência. O 

marcador DAPI foi utilizado como referência nuclear. 

 Surpreendentemente, as subunidades do exossomo apresentaram dois 

fenótipos diferentes: as subunidades catalíticas, Rrp6 e Rrp44, apresentaram uma 

localização nuclear, e as subunidades do core, Rrp41 e Rrp43, apresentaram uma 

localização tanto nuclear quanto citoplasmática (Fig. 16). Devido a estudos prévios, 

nós já sabíamos que Rrp6 localizava-se no núcleo quando superexpressa (Gonzales-
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Zubiate et al., 2017). Como mostrado aqui, Rrp44, a outra subunidade catalítica do 

complexo, também apresenta fenótipo nuclear. Por outro lado, as duas subunidades 

do core apresentaram uma localização bastante diferente quando superexpressas. 

Tanto Rrp41 quanto Rrp43 apresentam um leve acúmulo no núcleo, e seu sinal 

citoplasmático é quase tão forte quanto seu sinal nuclear, sendo que em algumas 

células, Rrp43 apresenta grânulos citoplasmáticos. 

 

 

Figura 16. Super expressão das subunidades epissomais do exossomo altera sua localização. 
Analise da localização subcelular das subunidades epissomais super expressas fusionas ao GFP na 
cepa selvagem BY4742. Quando super expressas, Rrp6 (A) e Rrp44 (B) localizam no núcleo, mas não 
é mais possível visualizar seu enriquecimento nucleolar. As subunidades Rrp41 (C) e Rrp43 (D) 
apresentam forte sina citoplasmático além do sinal nuclear.  
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 Considerando que ambas as subunidades catalíticas apresentaram fenótipo 

nuclear, decidimos testar a importância de Rrp6 e Rrp44 no transporte nuclear de 

Rrp41 e Rrp43. Para testarmos a importância de Rrp44, utilizamos a cepa 

∆rrp44/GAL::RRP44 (ver materiais e métodos), a qual possui um plasmídeo que 

contém a sequência que codifica a cópia selvagem de Rrp44 sob controle do promotor 

GAL1. Essa cepa foi transformada com os plasmídeos contendo GFP-Rrp6, GFP-

Rrp44, GFP-Rrp41 e GFP-Rrp43, e a localização das subunidades foi avaliada na 

presença (crescimento em galactose) e em baixos níveis (crescimento em glicose) de 

Rrp44. O uso de um promotor condicional se faz necessário, uma vez que Rrp44 é 

essencial para viabilidade da célula e não é possível depletá-la completamente da 

célula. Os resultados mostram que, assim como na cepa BY4742, as subunidades 

catalíticas continuam concentradas no núcleo, e as subunidades do core ainda 

apresentam forte sinal citoplasmático e um leve acúmulo no núcleo, tanto na presença 

quando em baixos níveis de Rrp44 (Fig. 17). 
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Figura 17. Deleção de Rrp44 não afeta a localização subcelular das subunidades do core Rrp41 
e Rrp43. A cepa ∆rrp44/GAL::A-RRP44 foi transformada com os plasmídeos expressando as 
subunidades Rrp44, Rrp6, Rrp41 e Rrp43 em fusão com o GFP, e incubadas em meio contendo ou 
galactose (expressão de RRp44) ou glicose (repressão de Rrp44). Todas as quatro subunidades estão 
concentradas no núcleo, entretanto o sinal citoplasmático de Rrp41 e Rrp43 também é visível. As 
imagens foram adquiridas e editadas separadamente. O sinal das proteínas fusionadas ao GFP foi 
comparado ao sinal de DAPI utilizando-se o programa ImageJ. Linha verde representam GFP e linha 
azul, DAPI. 
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Para avaliar a importância de Rrp6 no transporte nuclear das demais 

subunidades, utilizamos a cepa ∆rrp6 (ver materiais e métodos). Essa cepa é 

termossensível, ou seja, ela cresce bem em temperaturas mais baixas, como 25⁰C, 

mas não cresce bem em temperaturas mais altas, como 37⁰C. A cepa ∆rrp6 foi 

transformada com os mesmos plasmídeos pUG34 contendo as subunidades do 

exossomo, crescida em ambas as temperaturas listadas anteriormente, e então, 

analisadas por microscopia de fluorescência. Assim como visto com a cepa 

∆rrp44/GAL::RRRP44, a subunidade catalítica Rrp44 continua concentrada 

fortemente no núcleo, e as subunidades do core apresentam sinal citoplasmático, 

apresentando um sinal levemente mais forte no núcleo (Fig. 18). Deixar mais claro 

que o core vá talvez em conjunto, e que elas não conseguem ir sozinho. 
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Figura 18. Localização das subunidades do exossomo na cepa ∆rrp6. Localização das 
subunidades epissomais Rrp44, Rrp41 e Rrp43 fusionadas ao GFP na cepa ∆rrp6 crescidas à 25⁰C 
(temperatura permissiva), ou à 37⁰C (temperatura restritiva). Todas as imagens foram obtidas e 
editadas separadamente. DAPI foi utilizado como marcador nuclear. O sinal das proteínas fusionadas 
ao GFP relativo ao sinal de DAPI está ilustrado a direita. Linhas verdes representam GFP e linhas azuis, 
DAPI. 

 

 

A condição de superexpressão nos mostrou que, mesmo em altos níveis de 

expressão, Rrp44 continua concentrada no núcleo. Esse dado nos sugere que essa 

subunidade possivelmente contém seu próprio NLS, e por isso é capaz de ser 

transportada para o núcleo e se concentrar nesse compartimento. Já a 
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superexpressão de Rrp41 e Rrp43 nos mostrou que, apesar do forte sinal proveniente 

do citoplasma, essas subunidades continuam indo para o núcleo. Muito 

provavelmente, as duas subunidades do core analisadas aqui precisam de outras 

subunidades do exossomo para que possam ser transportadas para o núcleo ou até 

para se manterem estáveis no núcleo. Ainda assim, mais testes são necessários para 

compreendermos de forma mais completa o transporte nuclear do complexo. 

 

O N-terminal de Rrp44 é responsável por sua localização nuclear. 

 Os nossos resultados anteriores mostraram que, quando expressa em níveis 

endógenos, Rrp44 encontra-se concentrada no nucléolo. Quando analisamos a 

localização de GFP-Rrp44 em elevados níveis de expressão, GFP-Rrp44 se mostra 

capaz de acumular no núcleo. Os resultados obtidos sugerem que Rrp44 possua seu 

próprio NLS. Na tentativa de encontrar sequências consenso de NLSs, a sequência 

da Rrp44 selvagem foi analisada em um programa preditor de NLSs pelo pós-

doutorando Fernando Gonzales (Okuda et al., 2020), além disso a sequência da 

Rrp44 de levedura foi comparada com as de outras espécies. Foram encontrados três 

possíveis sinais de endereçamento nuclear (ver materiais e métodos) em diferentes 

regiões da proteína. 

 O primeiro NLS putativo (NLS1) está dentro do domínio PIN de Rrp44, sendo 

bastante similar aos PY-NLSs. O segundo NLS putativo (NLS2) está dentro do 

domínio CSD2, e a sua sequência foi encontrada por um programa preditor de sinais 

de localização nuclear. O terceiro NLS putativo (NLS3) está dentro do domínio S1, e 

foi caracterizado como o principal NLS da subunidade Rrp44 em D. melanogaster 

(Mamolen et al., 2010). 
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 Para avaliarmos a importância de cada um dos domínios de Rrp44 e dos 

possíveis NLS na localização nuclear dessa subunidade, construímos diferentes 

mutantes de deleção e mutantes pontuais para as sequências putativas de NLSs. Na 

figura 19 temos, primeiramente, a subunidade Rrp44 completa, com os três NLSs 

putativos representados pelas barras azul marinho dentro de seus respectivos 

domínios, e as sequências consenso estão identificadas em vermelho. Abaixo temos 

os diferentes mutantes de deleção e mutantes pontuais construídos por mim e por 

Fernando Gonzales (Okuda et al., 2020). 
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Figura 19. Representação esquemática dos mutantes de deleção e mutantes pontuais de Rrp44. 
O domínio de atividade endonucleolítica chamado de PinC está representado em cinza, o domínio de 
atividade exonucleolítica RNB está representado em laranja. Os demais domínios de interação com 
RNA (CSD1, CSD2 e S1) estão representados no esquema. A posição dos NLS putativos está 
representada em azul escuro, e sua sequência consenso está reforçada em vermelho. Os asteriscos 
sobre as barras vermelhas dos NLS indicam a posição dos mutantes pontuais. 

 

Os diferentes mutantes de deleção e pontuais de Rrp44 foram clonados no 

plasmídeo pUG34, fusionados a GFP no seu N-terminal, sob controle do promotor 

MET25. Esse plasmídeo foi transformado na cepa BY4742 e a localização de cada 

um dos mutantes foi avaliada por microscopia de fluorescência. A figura 20 mostra a 

localização de cada um dos mutantes de deleção. A sequência de Rrp44 selvagem foi 

utilizada como controle positivo, e o plasmídeo vazio, expressando GFP foi usado 

como controle. DAPI foi utilizado como marcador nuclear. É possível observar que 

alguns mutantes de deleção, como Rrp44(1-985), Rrp44(1-475), Rrp44(Δ364-407), Rrp44(1-

363)(408-985) e os mutantes pontuais Rrp44(R397A,R398T) e Rrp44(P187A,Y188A) apresentam 

fenótipo nuclear, assim como visto no controle positivo. Por outro lado, os mutantes 

Rrp44(236-475) e Rrp44(475-1001) apresentaram fenótipo citoplasmático, mais parecido 

com o que é visto no controle negativo. Um dos mutantes, Rrp44(1-218), possui dois 

fenótipos diferentes: tanto concentrado no núcleo quanto em grânulos muito próximos 

ao marcador nuclear. 
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Figura 20. Localização dos mutantes de Rrp44 mostram que o NLS1 é o mais importante para 
localização nuclear de Rrp44. A microscopia de fluorescência mostra a localização subcelular dos 
mutantes de Rrp44 expressos em células selvagens. Análise de GFP-Rrp44 relativa a DAPI utilizando-
se o programa ImageJ é mostrada à direita. As linhas em verde representam o sinal de GFP, e as linhas 
em azul, DAPI. Células expressão Rrp44(1-218) apresentou dois fenótipos, ambos representados aqui. 

 

Como houve variação dos fenótipos dos mutantes de Rrp44, nós fizemos a 

contagem da localização de cada célula expressando cada um dos mutantes 

analisados por meio da microscopia de fluorescência. Como a expressão pelo 

plasmidial é bastante heterogênea, selecionamos apenas as células que expressam 

o GFP fusionado a proteína, e a localização foi feita de forma comparativa, utilizando-
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se células que não apresentavam sinal como parâmetro para remoção do background. 

Para a contagem, foram utilizados vários campos de experimentos de 3 dias 

diferentes, seguido pelo cálculo da porcentagem de cada fenótipo. A figura 21 mostra 

a porcentagem de cada fenótipo referente aos diferentes mutantes, o que nos permite 

correlacionar os fenótipos vistos na microscopia de fluorescência (Fig. 20) com a 

população celular. O gráfico da porcentagem nos mostra que a maior parte (de 80% 

a 90%) das células expressando a proteína selvagem e os mutantes Rrp44(1-985), 

Rrp44(1-475), Rrp44(Δ364-407), Rrp44(1-363)(408-985) e os mutantes pontuais Rrp44(R397A,R398T) 

e Rrp44(P187A,Y188A) tem sinal nuclear. No caso de Rrp44(1-218), mais de 60% das células 

apresentavam fenótipo nuclear, e mais de 30% apresentavam fenótipo granular. Além 

disso, os mutantes Rrp44(236-475) e Rrp44(475-1001) tem quase todas as suas células 

(aproximadamente 98%) com um sinal espalhado por toda a área celular, sem 

apresentar uma maior concentração no núcleo.  

Os resultados de microscopia, suportados pela contagem celular mostram que 

o N-terminal é responsável pela localização nuclear de Rrp44, uma vez que os 

mutantes contendo no mínimo a região dos aminoácidos 1-218 têm localização 

nuclear. 
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Figura 21. Análise quantitativa das células expressando os mutantes epissomais de Rrp44 
fusionados ao GFP. A porcentagem de células que apresentaram sinal da fusão GFP-mutantes Rrp44 
concentrada no núcleo está representada em azul; células que apresentaram a GFP-mutante Rrp44 
concentrada no núcleo mas com um sinal citoplasmático estão representado em laranja; células que 
apresentaram a GFP-mutante Rrp44 por toda a célula estão em cinza; em amarelo estão representados 
os agregados. 
 

 

A expressão de cada um dos mutantes foi confirmada pelo ensaio de western 

blot. Utilizamos duas porcentagens diferentes de acrilamida (10% e 8%) levando em 

consideração o tamanho dos diferentes mutantes. As proteínas foram identificadas 

utilizando o anticorpo anti-GFP. O anticorpo anti-Pgk1, que reconhece a fosfoglicerato 

quinase, foi utilizado como controle interno da quantidade proteica de cada extrato. 

Na figura 22A, correspondente ao gel de 10% de acrilamida, podemos confirmar a 
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expressão do GFP vazio e dos mutantes de menor tamanho, como Rrp44(1-218), 

Rrp44(236-475), Rrp44(1-475) e Rrp44(475-1001). Já na figura 22B, além de confirmar a 

expressão de Rrp44 selvagem, é possível identificar os mutantes Rrp44(1-985), 

Rrp44(P187A,Y188A) e Rrp44(R397A,R398T), os quais apresentam bandas do mesmo tamanho 

da banda da proteína selvagem; e os mutantes Rrp44(Δ364-407) e Rrp44(1-363)(408-985), que 

apresentam bandas um pouco menores quando comparadas à de Rrp44 full-lenght. 

Além disso, os resultados nos mostraram que todos os mutantes foram clonados 

corretamente em fusão com GFP e, de forma geral, todos são expressos nos mesmos 

níveis, com exceção de Rrp44(236-475), que apresenta um sinal um pouco mais forte. O 

sinal do controle (Pgk1) mostra que os extratos tinham, mais ou menos, a mesma 

quantidade de proteína total.  

 

 

Figura 22. Expressão epissomal dos mutantes GFP-Rrp44 na cepa selvagem. O ensaio de western 
blot foi feito para determinar os níveis de expressão dos mutantes. O extrato celular total foi separado 
por SDS-PAGE e analisado por western blot com anticorpos contra GFP e Pgk1, utilizado como controle 
interno da quantidade proteica de cada extrato. A. Western blot utilizando-se gel 10% de poliacrilamida. 
B. Western blot utilizando-se gel 8% de poliacrilamida. 

 

 



97 
 

 
 

 Para verificar a capacidade dos mutantes construídos de complementar a 

função de Rrp44, utilizamos a cepa ∆rrp44/GAL::RRP44. Esta cepa não possui o gene 

endógeno de Rrp44, mas possui um plasmídeo capaz de expressar a cópia selvagem 

de Rrp44 sob controle do promotor GAL1. Essa cepa foi transformada com os mesmos 

plasmídeos contendo os mutantes de Rrp44, e realizamos testes de complementação 

do crescimento em três condições diferentes. As células foram incubadas overnight 

em meio mínimo, contendo galactose, suplementado com os aminoácidos 

necessários ao crescimento e metionina, que inibe a expressão do mutante de 

deleção. As culturas de leveduras foram, então, normalizadas para OD600~0,1, 

diluídas em série em água MilliQ autoclavada e plaqueadas. Utilizamos duas fontes 

de carbono diferentes para que as células crescessem na presença (Gal) ou em 

baixos níveis (Gli) da cópia selvagem de Rrp44, e expressando mais (-met) ou menos 

(+met) o mutante fusionado a GFP.  

Rrp44 full-length epissomal, assim como os mutantes Rrp44(1-985), 

Rrp44(P187A,Y188A) e Rrp44(R397A,R398T), complementaram o crescimento. Alguns outros 

mutantes complementaram parcialmente o crescimento, como no caso de Rrp44(Δ364-

407), Rrp44(1-363)(475-985) e Rrp44(1-475). Todos esses mutantes, que complementaram 

total ou parcialmente o crescimento da cepa ∆rrp44/GAL::RRP44, apresentaram 

fenótipo nuclear quando analisados na microscopia, o que corrobora os resultados 

descritos acima. O mutante Rrp44(1-218), apesar de se encontrar no núcleo, não é 

capaz de complementar o crescimento da levedura, assim como os mutantes 

Rrp44(236-475) e Rrp44(475-1001), os quais foram encontrados espalhados por toda célula 

nos ensaios de microscopia. Os mutantes Rrp44(364-1001) e Rrp44(Δ526-987) apresentados 

neste experimento não foram utilizados como mutantes válidos pois não apresentaram 

sinal no western blot, ou possuíam localizações ambíguas. De forma interessante, 
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quando Rrp44 está expressa em altos níveis (+Gal -Met), o crescimento das células é 

afetado negativamente. Provavelmente, a superexpressão desta subunidade 

catalítica afeta o metabolismo de RNA, inibindo no crescimento da célula. 

 

 

Figura 23. Análise da complementação dos mutantes de Rrp44 na cepa ∆rrp44/GAL::RRP44. A 
cepa condicional ∆rrp44/GAL::RRP44 foi transformada com o plasmídeo contendo os mutantes de 
Rrp44 sob controle do promotor MET25, e incubado em meio contendo galactose (expressão de Rrp44 
selvagem) ou glicose (baixos níveis de Rrp44 selvagem), na presença ou ausência de metionina (baixos 
ou altos níveis de expressão dos mutantes, respectivamente). Os mutantes Rrp44∆(364-407) e Rrp44(1-

363)(408-985) complementam parcialmente o crescimento em glicose, já os mutantes Rrp44(1-985), 
Rrp44R397A,R398T  e Rrp44P187A,Y188A complementam totalmente o crescimento em glicose, apesar da 
superexpressão de Rrp44P187A,Y188A inibir o crescimento em galactose. Os mutantes Rrp44(∆526-987) e 
Rrp44(364-1001) não apresentaram sinal no ensaio de western blot, ou apresentaram localização ambígua 
e por isso não foram mais estudados. 
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O fato da maioria dos mutantes de Rrp44 que localizam no núcleo 

complementarem total ou parcialmente o crescimento da levedura reforça a 

importância da função do exossomo no nucléolo, participando da maturação do RNA 

ribossomal (Okuda et al., 2020), sugerindo que essa seja a principal função do 

complexo na célula. O mutante Rrp44(1-218) não complementa o crescimento de Rrp44, 

porque este mutante não possui o domínio RNB, que é essencial para a função de 

Rrp44. Por outro lado, o mutante Rrp44(1-475) nos chamou atenção, uma vez que esse 

mutante está localizado no núcleo, complementa parcialmente a função, porém 

também não possui o domínio RNB. Uma das hipóteses para explicar essa 

complementação parcial do crescimento é a de que Rrp44(1-475) estaria se ligando ao 

core do complexo exossomo, e poderia influenciar positivamente a atividade de Rrp6, 

que por sua vez, poderia estar exercendo parte da função de Rrp44. 

Os resultados de microscopia anteriores mostraram que aproximadamente 

30% das células do mutante Rrp44(1-218) apresentam agregados muito próximos ao 

sinal de marcador nuclear Dapi. A fim de determinar se o mutante Rrp44(1-218) estava 

acumulando dentro do núcleo, clonamos o t-dimer (dois RFPs em sequência) no C-

terminal de Nup57, uma proteína do poro nuclear, e inserimos o plasmídeo pUG34-

Rrp44(1-218), o mesmo utilizado nos experimentos anteriores. Na figura 24A é possível 

observar o fenótipo de agregados formado por esse mutante. Os agregados estão 

muito próximo ao marcador do poro nuclear, entretanto, quando observamos com 

cuidado, é possível afirmar que estão localizados na parte mais externa ao núcleo, o 

que nos permite inferir que o mutante Rrp44(1-218) não está acumulando dentro do 

núcleo. Entretanto, quando esse mutante não forma agregados (Fig. 24B), é possível 

detectar seu sinal nuclear. Portanto, apesar de em alguns casos (~30%) esse mutante 
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se acumular em grânulos do lado de fora do núcleo, na maioria das vezes (~65%), o 

mutante Rrp44(1-218) é capaz de ser transportado e se localizar dentro do núcleo.  

 

 

 

 
Figura 24. Análise da localização do mutante GFP-Rrp44(1-218) por microscopia spinning-disk. A. 
Os agregados de Rrp44(1-218) aparecem próximos a membrana nuclear, mas do lado citoplasmático. B. 
O mutante Rrp44(1-218) aparece concentrado no núcleo. A proteína Nup57 foi utilizada como marcador 
do poro nuclear para distinguir o limite da região entre o núcleo e o citoplasma. 

  

 

Como os dados de microscopia obtidos dos mutantes de deleção de Rrp44 é 

possível afirmar que, apesar de não complementar totalmente a função da proteína 

selvagem, o N-terminal de Rrp44 é transportado para o núcleo. Portanto, o NLS1 

parece ser o mais importante para o transporte nuclear de Rrp44. Alguns estudos com 
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relação à sequência do NLS ainda são necessários para comprovar a importância do 

NLS1 no transporte nuclear de Rrp44. 

 

 

As carioferinas Srp1 e Kap95 são responsáveis pelo transporte 

nuclear de Rrp44. 

 Nossos dados mostram que Rrp44 possui seu próprio sinal de endereçamento 

nuclear, uma vez que essa encontra-se concentrada no núcleo, sendo seu N-terminal 

a região responsável por sua localização nuclear. Para entendermos um pouco mais 

sobre o mecanismo de transporte nuclear de Rrp44 em levedura, decidimos avaliar 

qual seriam as carioferinas importantes para localização nuclear de Rrp44. Para tal, 

decidimos utilizar algumas carioferinas importantes para o transporte de proteínas da 

via de maturação do RNA ribossomal, além das carioferinas responsáveis pelo 

transporte nuclear da subunidade Rrp6, e carioferinas específicas para sequência de 

NLSs específicos, como o PY-NLS.  

A fim de avaliar quais carioferinas seriam importantes para o transporte nuclear 

de Rrp44, os mutantes de deleção das carioferinas não essenciais Kap104, Kap114, 

Kap123 e Sxm1 foram transformados com o plasmídeo pUG34-Rrp44. A cepa 

selvagem BY4742 transformada com o mesmo plasmídeo foi utilizada como controle. 

As cepas foram crescidas inicialmente a 30⁰C, e depois reinoculadas em para 

crescimento a 25⁰C (temperatura permissiva) e a 37⁰C (temperatura restritiva), por 

aproximadamente 15h. A localização de GFP-Rrp44 nesses mutantes de deleção foi, 

então, avaliada por microscopia de fluorescência confocal. DAPI foi utilizado como 

marcador nuclear. 
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A localização de GFP-Rrp44 nos mutantes ∆kap123 e ∆sxm1, tanto a 25⁰C 

quanto a 37⁰C, é nuclear (Fig. 25A). Apesar de não possuirmos a marcação nuclear 

na cepa ∆kap114, é possível observar que Rrp44 está concentrada em uma única 

região, sugerindo que essa se encontra concentrada no núcleo (Fig. 25B). No caso da 

∆Kap104, a localização de GFP-Rrp44 foi analisada apenas a 30⁰C em um 

microscópio de fluorescência convencional. Nessa condição, o fenótipo de GFP-Rrp44 

se manteve nuclear (Fig. 25C). Portanto, a ausência das carioferinas analisadas não 

interfere na localização de Rrp44, o que nos sugere que nenhuma dessas carioferinas 

seja a principal rota de importação da subunidade Rrp44. 
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Figura 25. Localização de GFP-Rrp44 não é afetada em mutantes das carioferinas Kap114, 
Kap123, Kap104 e Sxm1. A. A deleção das carioferinas não essenciais Kap123 ou Sxm1 não afeta a 
localização de GFP-Rrp44. As células foram crescidas à 25⁰C ou 37⁰C pois as cepas são 
termosensíveis. A localização de GFP-Rrp44 foi analisada por microscopia confocal Laser scanning. A 
cepa selvagem foi utilizada como controle da localização. B. Análise da localização de GFP-Rrp44 na 
cepa ∆kap114. Apesar da marcação nuclear não ter sido eficiente, é possível ver o sinal de GFP-Rrp44 
concentrado em uma única região, o que não é alterado mesmo na mudança de temperatura. C. 
Localização de GFP-Rrp44 na cepa ∆kap104 à 30⁰C mostra que em condições normais, a ausência de 
Kap104 não afeta a localização de GFP-Rrp44. 

 

Para avaliarmos a importância das carioferinas essenciais Srp1 e Kap95, as 

quais se mostraram importantes para o transporte nuclear da subunidade Rrp6 

(Gonzales-Zubiate et al., 2017), nós utilizamos as cepas ∆srp1/GAL::SRP1 e 

∆kap95/GAL::KAP95 (ver materiais e métodos) e as transformamos com o plasmídeo 

pUG34-Rrp44. Como essas duas carioferinas são essenciais para o crescimento da 

célula, os mutantes possuem a ORF da carioferina correspondente clonada no 

plasmídeo YCplac33, sob controle do promotor de galactose e em fusão com Proteína 

A. Assim sendo, quando galactose era a fonte de carbono, o gene da carioferina era 

expresso, e inibido quando utilizamos glicose como fonte de carbono. 

Inicialmente, ∆srp1/GAL::SRP1  e ∆kap95/GAL::KAP95, transformadas com 

pUG34-Rrp44, cresceram overnight em meio contendo galactose e aminoácidos 

necessários. No dia seguinte as células foram reinoculadas em galactose e glicose 

mais aminoácidos necessários, e cresceram de 14h a 16h. As células foram coletadas, 

fixadas com metanol 70% e analisadas por microscopia de fluorescência.  

A figura 26A mostra a localização de GFP-Rrp44 na presença (gal) e em baixos 

níveis (gli) de Srp1. Quando comparamos as duas condições, é possível ver que o 

sinal de GFP-Rrp44 é nuclear quando Srp1 está bem expressa. Contudo, quando a 

carioferina Srp1 encontra-se em baixos níveis nas células, a localização de GFP-

Rrp44 continua nuclear, mas é possível detectar o sinal da proteína no citoplasma, o 

que sugere que Srp1 seja importante para a localização nuclear de Rrp44. Já o 
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mutante de carioferina Kap95, quando crescido em galactose, condição na qual Kap95 

é expressa, apresenta um sinal quase que exclusivamente nuclear de GFP-Rrp44. 

Entretanto, em baixos níveis de expressão de Kap95 (crescimento em glicose), é 

possível detectar o sinal citoplasmático de GFP-Rrp44, mostrando que a carioferina β 

Kap95 tem papel importante na localização nuclear de Rrp44 (Fig. 26B).  

 

 

 

Figura 26. Inibição da expressão das carioferinas afeta na localização subcelular de GFP-Rrp44. 
Imagens obtidas em um Microscópio confocal Laser scanning mostram a localização subcelular de 
GFP-Rrp44 em altos (gal) e baixos (glu) níveis das carioferinas essenciais. O sinal de GFP-Rrp44 
relativo ao sinal de DAPI foi analisado pelo programa ImageJ e está representado nos gráficos a direita. 
Em verde temos a intensidade/comprimento analisada de GFP. Em azul temos a 
intensidade/comprimento analisada de DAPI. A. Localização de GFP-Rrp44 na cepa∆srp1/GAL::SRP1. 
B. Localização de GFP-Rrp44 na cepa ∆kap95/GAL::KAP95. 
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Ensaios de western blot foram feitos para confirmar a expressão de GFP-Rrp44 

nos mutantes de carioferinas, utilizando-se anticorpo anti-GFP para identificação. As 

carioferinas Srp1 e Kap95 estavam clonadas em fusão com a proteína A, reconhecida 

por IgG. Então, para confirmar a queda da expressão de Srp1 e Kap95, comparamos 

o extrato total das células que cresceram em galactose com as células crescidas em 

glicose (Fig. 27). Podemos afirmar que o crescimento em glicose diminuiu 

notavelmente a expressão das carioferinas, o que corrobora nossos resultados de 

alteração na localização de GFP-Rrp44 nas cepas mutantes de carioferinas quando 

crescidas em glicose. O anticorpo anti-Pgk1 foi utilizado como controle interno da 

quantidade proteica de cada extrato. 

 

 

 
Figura 27. Western blot mostrando os níveis de expressão de GFP-Rrp44 e das carioferinas Srp1 
e Kap95. O western blot mostra o baixo nível de expressão das carioferinas quando crescem em glicose 
(Glu). O anticorpo anti-Pgk1 foi utilizado para controle interno da quantidade proteica de cada extrato. 
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A fim de confirmar a importância de Srp1 e Kap95 no transporte nuclear de 

Rrp44, realizamos o experimento de coimunoprecipitação. As mesmas cepas usadas 

anteriormente, ∆Srp1/GAL::SRP1 e ∆Kap95/GAL::KAP95, agora contendo ou o 

plasmídeo pUG34-Rrp44 ou o plasmídeo pUG34 vazio, foram crescidas em meio 

contendo galactose mais aminoácidos necessários. O plasmídeo pUG34-Rrp44 

expressa a Rrp44 fusionada ao GFP, e o plasmídeo pUG34 expressa GFP, e por isso, 

o último foi utilizado como controle negativo. As carioferinas epissomais estavam 

fusionadas a proteína A, que além de permitir a identificação dessas proteínas por 

western blot, também possui afinidade pela resina de IgG sepharose, o que permitiu 

a utilização dessas proteínas como isca no ensaio de coimunoprecipitação. 

Após crescimento até a fase exponencial, as células foram lisadas e os extratos 

foram incubados em IgG sepharose por 2 horas. A resina foi, então, lavada, as 

proteínas foram eluidas, e foi feito o ensaio de western blot. A figura 28 mostra o Input 

e a eluição de cada uma das cepas mutantes de carioferina com expressão de GFP 

ou de GFP-Rrp44. Podemos observar que a subunidade do exossomo Rrp44 é 

coimunoprecipitada com ambas as carioferinas, sendo que o sinal de GFP-Rrp44 

aparece mais fortemente na eluição com a carioferina Srp1, quando comparado ao 

seu sinal na eluição com Kap95. 
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Figura 28. Interação indireta de Rrp44 com as carioferinas Srp1 e Kap95. GFP-Rrp44 é 
coimunoprecipitada com ProtA-Srp1 e ProtA-Kap95. Cepas de levedura expressando ProtA-Srp1 ou 
ProtA-Kap95, e GFP ou GFP-Rrp44 foram utilizadas nos experimentos de coimunoprecipitação. ProtA-
Srp1 e ProtA-Kap95 foram imobilizadas em beads de IgG-sepharose, e as proteínas 
coimunoprecipitadas foram analisadas por western blot com anticorpo anti-GFP. Apenas o Input e as 
eluições são mostradas.  

 

A proteína GFP sozinha também é capaz de coimunoprecipitar com as duas 

carioferinas, mas com um sinal muito mais fraco. Para testar, então, se GFP estava 

de fato interagindo com as carioferinas ou se estava se ligando a própria resina de 

forma inespecífica, nós fizemos novamente o ensaio de coimunoprecipitação, desta 

vez utilizando a cepa selvagem BY4742. A cepa selvagem foi transformada com os 

mesmos plasmídeos contendo GFP e GFP-Rrp44. As células foram crescidas, desta 

vez em glicose, lisadas e o ensaio de coimunoprecipitação foi feito. A figura 29 mostra 

o Input e a eluição do ensaio. Podemos ver tanto a banda de GFP quanto de GFP-

Rrp44 no Input. Quando analisamos a eluição, podemos ver que a banda de GFP 

permanece forte, sendo detectável assim como é na coimunoprecitação na presença 

das carioferinas. Já a banda de GFP-Rrp44 quase não é visível na eluição, bem 
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diferente do que é visto com as carioferinas. Portanto, GFP está interagindo de forma 

inespecífica com a resina. Além disso, apesar de GFP-Rrp44 apresentar um fraco 

sinal quando coimunoprecipitada sem as carioferinas, seu sinal é muito mais forte 

quando GFP-Rrp44 está na presença das carioferinas Srp1 e Kap95, mostrando que 

GFP-Rrp44 está, de fato, coimunoprecipitando com ambas as carioferinas. 

 

 

Figura 29. GFP interage inespecificamente com a resina IgG sepharose. Extratos totais de 
leveduras expressando GFP ou GFP-Rrp44 foram incubadas com beads de IgG-sepharose, e após 
lavagem, as proteínas eluidas foram analisadas por western blot com anticorpo Anti-GFP. Apenas o 
Input e a eluição são mostrados acima. GFP se liga de forma inespecífica à IgG-sepharose, com uma 
afinidade maior quando comparada à GFP-Rrp44. 

 

 

Para avaliarmos a interação direta de Rrp44 com Srp1 e Kap95, decidimos 

realizar o experimento de pull-down. O plasmídeo pGEX-Rrp44, expressando Rrp44 

fusionada ao tag de GST, foi transformado na cepa BL21 de E. coli e sua expressão 

induzida com IPTG. Como controle negativo, utilizamos o pGEX vazio, expressando 

o tag de GST. A mesma cepa foi utilizada para a expressão de Srp1 e Kap95, ambas 
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fusionadas ao tag de histidina. Após a indução, as células foram lisadas, os extratos 

quantificados e o experimento de pull-down iniciado. Nós utilizamos a resina de 

glutationa sepharose, incubando primeiramente os extratos totais de GST e de GST-

Rrp44. O GST tem afinidade pela resina de escolha, o que faz com que o GST e o 

GST-Rrp44 fiquem retidos na sepharose. Após lavarmos, os extratos totais de His-

Srp1 e His-kap95 foram incubados, seguido pela lavagem e eluição. O Input e eluição 

foram, então, analisados por western blot. Para a identificação de GST e GST-Rrp44, 

foi utilizado anticorpo anti-GST; para a identificação de His-Srp1 e His-Kap95, foi 

utilizado anticorpo anti-His. 

A figura 30A mostra western do input e eluição com o anticorpo anti-GST. 

Podemos observar que GST e GST-Rrp44 estavam presentes no input, e ligaram 

corretamente na resina, uma vez que aparecem com sinal forte na eluição. Além disso, 

é possível notar que a proteína Rrp44 apresenta vários produtos de degradação, 

apresentando várias bandas de tamanhos menores quando comparada à banda 

correspondente à proteína inteira. A figura 30B mostra a mesma membrana, agora 

incubada com anticorpo anti-His. Podemos observar as bandas tanto de Srp1 quanto 

de Kap95 no input, entretanto a banda de Srp1 não está presente nas eluições. A 

ausência de Srp1 nas canaletas da eluição nos mostra que, apesar de 

coimunoprecipitar fortemente com Rrp44, as duas proteínas não se ligam diretamente. 

Quando observamos as eluições contendo Kap95, é possível notar que essa 

carioferina, ao contrário de Srp1, está presente na eluição do controle negativo (GST) 

e na eluição de GST-Rrp44. Contudo, a banda de Kap95 é notavelmente mais forte 

na interação com GST-Rrp44 do que com GST (controle negativo). 
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Figura 30. Interação direta de Rrp44 com carioferinas. GST-Rrp44 é capaz de interagir diretamente 
com Kap95. GST e GST-Rrp44 expressas em E. coli foram ligadas à resina da glutationa-sepharose e 
incubadas com extratos totais de E. coli contendo His-Srp1 ou His-kap95. Depois da lavagem, as 
proteínas ligadas a resina foram eluidas com glutationa reduzida e analisadas por western blot. A 
mesma membrana foi incubada com os anticorpos anti-GST (membrana superior) e anti-His (membrana 
inferior). 
 

 

Para entendermos melhor quantas vezes mais forte o sinal de Kap95 é em 

GST-Rrp44 em comparação com GST sozinha, quantificamos o sinal proveniente da 

membrana. Para tal, utilizamos o programa ImageJ, delimitando a área das bandas e 

as comparando. O resultado da quantificação mostra que o sinal de His-Kap95 é 6,6 

vezes mais forte com GST-Rrp44 quando comparado ao sinal apenas com GST, 

indicando que a interação entre Rrp44 e Kap95 seja direta. 
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A fim de testar se a interação de Srp1 com Rrp44 é dependente da presença 

de Kap95, nós misturamos os extratos totais de E. coli expressando as duas 

carioferinas, e realizamos o experimento de pull-down. Na figura 31A, o western blot 

com anti-GST nos mostra o input e a eluição, sendo possível ver as bandas tanto do 

controle negativo (GST) quanto GST-Rrp44. Podemos afirmar que ambas ligaram 

bem à resina, uma vez que saem na eluição. A figura 31B nos mostra a mesma 

membrana, desta vez com anticorpo anti-His. O resultado nos mostra que Srp1 e 

Kap95 estavam no Input, além disso, Kap95 continua interagindo com Rrp44 e, mais 

fracamente, com a glutationa sepharose (Fig. 31). Entretanto, a banda de Srp1 não 

aparece em nenhuma eluição, indicando que a carioferina β Kap95 não é responsável 

pela interação indireta entre Srp1 e Rrp44.  

 

 

Figura 31. Interação direta de Rrp44 não é dependente da formação do dímero carioferina α-
carioferina β. GST-Rrp44 não é capaz de interagir diretamente com Srp1 mesmo na presença de 
Kap95. GST e GST-Rrp44 expressas em E. coli foram ligadas à resina da glutationa-sepharose e 
incubadas com a mistura de extratos totais de E. coli contendo His-Srp1 e His-kap95. Depois da 
lavagem, as proteínas ligadas a resina foram eluidas com glutationa reduzida e analisadas por western 
blot. A mesma membrana foi incubada com os anticorpos anti-GST (esquerda) e anti-His (direita). 
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Dessa forma, entendemos que apesar de Rrp44 não possuir a sequência de 

um NLS clássico, é possível dizer que Srp1, a única carioferina α da levedura, 

influencia no transporte de Rrp44. É possível que, em alguns momentos, Rrp44 esteja 

acoplada à alguma proteína que seja reconhecida por Srp1, sendo transportada para 

o núcleo. Além de Srp1, a carioferina β Kap95, que na via clássica de importação 

nuclear forma dímero com Srp1, também influencia no transporte nuclear de Rrp44. 

Sua ausência leva a uma alteração forte no fenótipo de localização de GFP-Rrp44. A 

carioferina Kap95, além de coimunoprecipitar com Rrp44, é capaz de interagir 

diretamente com essa subunidade, o que nos sugere uma via direta de importação de 

Rrp44 através de Kap95.  
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Discussão 

 

 Como já descrito na literatura, o complexo exossomo de levedura é encontrado 

tanto no núcleo quanto no citoplasma (Allmang et al., 1999; Houseley et al., 2006; 

Zinder and Lima, 2017). Nos nossos estudos, nós observamos que as subunidades 

do exossomo Rrp41, Rrp43, Rrp44 e Rrp6, quando expressas em níveis endógenos, 

apresentavam uma localização quase que exclusivamente nuclear, estando 

concentradas principalmente no nucléolo. Apesar do exossomo estar relacionado a 

várias vias de maturação e de degradação de RNAs, o fato desse complexo se 

encontrar concentrado no nucléolo enfatiza a importância do complexo na maturação 

do RNA ribossomal (Klinge and Woolford, 2019; Kressler et al., 2017; Zinder and Lima, 

2017).  

Quando observamos os resultados das secções em Z das imagens de 

microscopia de fluorescência, é possível observar que o sinal do exossomo-GFP não 

colocaliza exatamente com o sinal de Rpa190-mCherry (a maior subunidade da 

Polimerase I). A existência de subcompartimentos nucleolares em levedura já era 

conhecida. Os subcompartimentos nucleolares foram descritos primeiramente 

utilizando-se microscopia eletrônica (Léger-Silvestre et al., 1999; Strom and 

Brangwynne, 2019), mais recentemente, com as melhorias implementadas na 

microscopia de fluorescência, foi possível observar a existência desses 

subcompartimentos nucleolares em eucariotos superiores por meio da fluorescência 

(Feric et al., 2016; Yao et al., 2019). Nossos resultados corroboram com a existência 

de um subcompartimento no nucléolo, que separaria a síntese do RNA ribossomal de 

algumas etapas do seu processamento. Somando-se a isso, a separação espacial 

entre a síntese do rRNA e a sua maturação por RNases é lógica considerando o poder 
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de degradação do exossomo, uma vez que se o complexo se encontrasse exatamente 

no mesmo local do início da síntese do rRNA, aumentaria a chance de degradá-lo 

indevidamente. 

Os dados de quantificação confirmam o visto nas imagens de microscopia de 

fluorescência, mostrando que o exossomo está concentrado no nucléolo. Entretanto, 

como os dados de enriquecimento do exossomo mostram quase não haver sinal do 

exossomo considerando-se a área do citoplasma, decidimos observar os dados de 

sinal absoluto por compartimento, sem considerar a área em unidade de cada 

compartimento. Neste caso, podemos observar o sinal de cada subunidade fusionada 

ao GFP proveniente de cada compartimento analisado, mostrando que 

aproximadamente 20-30% do sinal do exossomo está presente no citoplasma. Sua 

observação se torna mais difícil considerando a área do citoplasma, que é muito maior 

que a do núcleo. Contudo, o sinal nuclear ainda é o predominante (de 70-80%, sendo 

20-30% proveniente do nucléolo).  

Os dados referentes ao sinal de Rrp6 nos intrigaram, uma vez que essa 

subunidade é descrita como exclusivamente nuclear e apresentou a mesma 

porcentagem de sinal citoplasmática das demais subunidades (Allmang et al., 1999; 

Briggs et al., 1998). Nós decidimos analisar as subunidades Rrp6, Rrp41 e o cofator 

citoplasmático Ski7 por meio de microscopia de fluorescência e quantificação do sinal. 

Devido ao forte sinal nuclear de Rrp6 e Rrp41, torna-se complicado concluir apenas 

com base nas imagens de microscopia de fluorescência. Quando avaliamos a 

quantificação do sinal absoluto das subunidades considerando a célula inteira, é 

possível confirmar que Rrp41 é mais expressa que Rrp6 (Ghaemmaghami et al., 

2003), que por sua vez, é mais expressa que Ski7. Contudo, quando olhamos apenas 

para a quantificação do sinal absoluto proveniente do citoplasma, podemos afirmar 
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que a expressão de Ski7 e de Rrp6 é equivalente nesse compartimento. Esse dado é 

muito intrigante pois a subunidade Rrp6 foi caracterizada como exclusivamente 

nuclear (Allmang et al., 1999). Seria possível a existência de dois pools de exossomo, 

um interagindo com Rrp6 e outro com Ski7? Para podermos concluir sobre esses 

dados, futuros estudos serão necessários. 

Sabendo que quando expressas em nível endógeno, as subunidades do 

exossomo se concentram no nucléolo, decidimos avaliar como o complexo seria 

transportado para o núcleo. Para tal, as ORFs das subunidades Rrp6, Rrp41, Rrp43 

e Rrp44 foram inseridas no plasmídeo pUG34, sob controle do promotor MET25, 

fusionadas ao GFP no seu N-terminal pelo pós-doutorado Fernando Gonzales-

Zubiate. Os plasmídeos foram transformados nas cepas BY4742, ∆rrp6 e 

∆rrp44/GAL::RRP44. Quando avaliamos a localização das subunidades, podemos 

observar que as subunidades catalíticas Rrp6 e Rrp44 apresentam uma localização 

nuclear, enquanto as subunidades do core Rrp41 e Rrp43 apresentam sinal 

citoplasmático marcante e um sinal nuclear um pouco mais forte que seu sinal 

citoplasmático. Nós já sabíamos que Rrp6 encontrava-se concentrada no núcleo 

(Gonzales-Zubiate et al., 2017), e que esta subunidade, provavelmente não seria a 

responsável pela localização do complexo exossomo, considerando que ela não é 

essencial para levedura (Zinder and Lima, 2017). 

O mais intrigante dos resultados é a localização nuclear apresentada por Rrp44 

quando superexpressa, localização que não é obtida pelas outras subunidades 

analisadas. Isso nos mostra que Rrp44 é capaz de localizar no núcleo de forma 

independente do complexo exossomo e que, muito provavelmente, Rrp44 possui seu 

próprio sinal de localização nuclear e está sendo transportada individualmente, uma 

vez que a sua ausência não alterou a localização de Rrp41 e Rrp43 superexpressas. 
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Ademais, a localização heterogênea entre as subunidades levantou algumas 

hipóteses em relação a existência de subcomplexos do exossomo e a sua montagem 

final ocorrendo no próprio núcleo. Já haviam sido observados subcomplexos do 

exossomo por meio de espectrometria de massas (Hernández et al., 2006), mostrando 

diferenças nas forças de interação de cada subunidade. Além disso, diversos estudo 

vem mostrando a importância individual de subunidades em processos celulares e em 

diversos tipos de doenças (Morton et al., 2018; Slavotinek et al., 2020; Snee et al., 

2016; Wang et al., 2020; Weißbach et al., 2015). O fato de diferentes subunidades 

terem importância variada de acordo com o processo celular, com o tecido, e também 

com doenças distintas mostra a importância individual de cada subunidade do 

complexo. Os nossos dados de localização obtidos, nos dão indícios da existência de 

subcomplexos, e de rotas de transporte nuclear independentes. 

Para avaliarmos a capacidade de Rrp44 ser transportada para o núcleo de 

forma independente, nós construímos diversos mutantes de deleção e mutantes 

pontuais fusionados ao GFP, e avaliamos sua localização. Nossos resultados 

mostraram que o N-terminal de Rrp44 é a região mais importante para seu transporte 

nuclear, sendo que o mutante Rrp44(1-475) foi o menor mutante que apresentou fenótipo 

semelhante ao selvagem (em mais de 80% das células analisadas essa proteína 

encontrava-se concentrada no núcleo). O mutante Rrp44(1-218) também apresentou 

fenótipo nuclear em cerca de 65% das células analisadas, o que nos dá indícios de 

que a região responsável pela localização nuclear de Rrp44 esteja nessa região, 

entretanto o NLS não seria o PY-NLS uma vez que o mutante pontual continua a 

localizar no núcleo. Mais estudos são necessários para entendermos mais 

profundamente a importância do NLS1 no transporte nuclear de Rrp44. A figura 32 
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mostra o resumo dos dados obtidos nos diferentes experimentos com os mutantes de 

Rrp44.  

Quando observamos os fenótipos apresentados pelo mutante Rrp44(1-218), 

pudemos observar que 30% das células expressando esse mutante) apresentaram 

grânulos citoplasmáticos. Levando-se em consideração o fato de que o mutante de 

deleção representa apenas uma porção da proteína, e isso poderia levar a um mal 

enovelamento da mesma, os grânulos observados poderiam ser grânulos de 

degradação. Porém, para concluir que esses seriam grânulos de degradação, 

precisaríamos de um estudo mais aprofundado e marcadores específicos para o 

proteassomo. 

 

 

Figura 32. Resumo dos dados obtidos dos mutantes de deleção de Rrp44. Cada um dos mutantes 
de deleção de Rrp44 está representado acima, e os dados obtidos da localização e de crescimento 
encontram-se resumidos à direita. “N” significa Núcleo, “c” significa citoplasma, “aggr” significa 
agregados e “w” significa espalhado pela célula.   
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Uma vez que sabíamos que o N-terminal de Rrp44 é a região mais importante 

para sua localização nuclear, avaliamos a importância de diferentes carioferinas no 

transporte nuclear da subunidade Rrp44. Para tal, utilizamos mutantes de deleção de 

carioferinas essenciais e não essenciais para a célula. Assim como observado para 

Rrp6 (Gonzales-Zubiate et al., 2017), a ausência das carioferinas essenciais Srp1 e 

Kap95 influenciava na localização nuclear de Rrp44, contudo a carioferina Sxm1, que 

se mostrou importante no transporte nuclear de Rrp6, não teve efeito na localização 

de Rrp44.  

Para confirmar a importância de Srp1 e Kap95 na localização nuclear de Rrp44, 

realizamos o ensaio de coimunoprecipitação, o qual mostrou Rrp44 

coimuniprecipitando com ambas as carioferinas. Para avaliar se essa interação entre 

Rrp44 e as carioferinas poderia ser direta, realizamos o ensaio de pull-down. Este 

ensaio nos mostrou que Rrp44 é capaz de interagir diretamente com Kap95, de forma 

independente de Srp1. Por outro lado, apesar da forte interação nos ensaios de 

coimunoprecipitação, Rrp44 não foi capaz de interagir diretamente com Srp1 no 

ensaio de pull-down.  

Os resultados são coerentes com o fato de Srp1 ser uma carioferina α, sendo 

que as carioferinas α são capazes de reconhecer NLS clássicos, e Rrp44 não possui 

nenhum NLS clássico em sua sequência (Lange et al., 2007; Stewart, 2007). Portanto, 

a subunidade Rrp44 precisaria estar interagindo com algum intermediário que fosse 

reconhecido pela carioferina α para que o transporte nuclear fosse possível (Fig. 33). 

Já no caso de Kap95, como Rrp44 interage diretamente com essa carioferina β, essa 

poderia ser uma via alternativa de transporte nuclear, na qual Kap95 reconheceria 

diretamente Rrp44 e a levasse para o núcleo. A existência de vias alternativas para o 

transporte das mesmas proteínas já foi demonstrada (Chook and Süel, 2011), e 
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também foi vista com a subunidade Rrp6 do exossomo (Gonzales-Zubiate et al., 

2017). 

 

Figura 33. Modelo do transporte nuclear de Rrp44. Nossos dados mostram duas vias pelas 

quais Rrp44 é transportada. Em uma delas, Rrp44 estaria possivelmente interagindo com uma proteína 

desconhecida que possui um NLS clássico, e depois sendo transportada para o núcleo. Na outra via, 

Rrp44 seria reconhecida diretamente por Kap95, e sendo transportada para o núcleo. 
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Conclusão 

O exossomo de levedura é descrito na literatura como estando presente no 

núcleo e no citoplasma, apesar de evidências de que algumas subunidades estejam 

concentradas no núcleo. Neste trabalho, identificamos os possíveis sinais de 

localização nuclear em Rrp44, mostrando que o N-terminal de Rrp44 é importante 

para seu transporte nuclear. Além disso, identificamos as carioferinas responsáveis 

por esse transporte nuclear, mostrando a importância de Srp1 e Kap95. Analisamos 

também a localização subcelular das subunidades do core do exossomo, Rrp41 e 

Rrp43, e demonstramos que apesar de estarem presentes no citoplasma, estão 

concentradas no núcleo, e principalmente no nucléolo. O mesmo acontece com as 

subunidades catalíticas deste complexo, Rrp6 e Rrp44. Todas as quatro subunidades 

apresentaram uma localização subnucleolar diferente da observada para a RNA Pol 

I. Estes dados são de alta relevância para o entendimento da função do exossomo, já 

que este participa do processamento e controle de qualidade do pré-rRNA. Com os 

resultados obtidos aqui, mostramos que o exossomo deve ser recrutado para o 

nucléolo durante as etapas iniciais de processamento do pré-rRNA, mas 

permanecendo em um subcompartimento separado da síntese do rRNA. 
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