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RESUMO 
 

OLIVEIRA, D.C. Expressão heteróloga em Saccharomyces cerevisiae da 

translocase de membrana mitocondrial externa Tom20 de Aspergillus 

fumigatus. 2021. 94f. Dissertação (Mestrado). Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas de Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 

2021. 

 

O Aspergillus fumigatus é um fungo encontrado em todas as regiões no mundo. Nos 
últimos anos, o A. fumigatus deixou de ser apenas um fungo saprofítico de menor 
importância, para se tornar um dos principais agentes patogênicos oportunistas em 
pacientes imunossuprimidos. A atividade mitocondrial está diretamente relacionada 
com o processo de germinação dos conídios deste fungo. As mitocôndrias 
apresentam duas membranas: a membrana mitocondrial externa e a interna. A 
maioria das proteínas mitocondriais são codificadas pelo DNA nuclear, sendo 
endereçadas para as mitocôndrias após a sua síntese no citosol. Os complexos 
mitocondriais TOM (translocases de membrana mitocondrial externa) e TIM 
(translocases de membrana mitocondrial interna) são responsáveis por reconhecer e 
endereçar estas proteínas para os diferentes compartimentos mitocondriais. Um dos 
componentes do complexo TOM é a subunidade Tom20, cuja função ainda não foi 
descrita em A. fumigatus. Assim, o objetivo deste trabalho foi estudar a função do 
gene tom20 de A. fumigatus através da expressão heteróloga deste em 
Saccharomyces cerevisiae tom20+/-. Para isso, o gene Aftom20 foi clonado em vetor 
pYES2/CT pela técnica CPEC. Posteriormente, a levedura S. cerevisiae tom20+/- foi 
transformada com a construção pYES2/Aftom20. A seguir, foi realizada a indução da 
expressão do gene Aftom20 nesta levedura, sendo tal expressão confirmada por 
PCR quantitativo em tempo real. A presença da proteína recombinante nas 
mitocôndrias da levedura transformada com a construção pYES2/Aftom20 foi 
confirmada por Western Blotting. A sequência deduzida de aminoácidos desta 
proteína foi analisada apresentando 211 aminoácidos. Ao comparar a taxa de 
crescimento da levedura que expressava a proteína recombinante, com a daquela 
que não a expressava, foi constatado que não há diferença entre os crescimentos 
destas leveduras em meio fermentável. A medida do potencial de membrana 
mitocondrial de esferoplastos recombinantes de S. cerevisiae tom20+/-, evidenciou 
que nestes, o NADH induziu a formação de um potencial de membrana mitocondrial 
maior do que nos esferoplastos que não expressavam a proteína recombinante. 
Além disso, estes últimos não foram capazes de realizar a fosforilação de ADP. 
Assim, estes resultados sugerem que a proteína recombinante Tom20 de A. 
fumigatus possui função importante para a atividade mitocondrial, por realizar o 
reconhecimento de proteínas que compõem a cadeia transportadora de elétrons e a 
ATP-sintase, possibilitando seu transporte para as mitocôndrias. 
 

Palavras-chave: Mitocôndria. Aspergillus fumigatus. Tom20. Expressão heteróloga. 

Saccharomyces cerevisiae. 
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ABSTRACT 

 

OLIVEIRA, D.C. Heterologous expression in Saccharomyces cerevisiae of 

external mitochondrial membrane translocase TOM20 from Aspergillus 

fumigatus. 2021. 94f. Dissertation (Master). Faculdade de Ciências Farmacêuticas 

de Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2021. 

    

Aspergillus fumigatus is a fungus found in all regions of the world. In recent years, 

Aspergillus fumigatus is no longer just a low importance saprophytic fungus, but has 

become one of the main opportunistic pathogens in immunocompromised patients. 

The mitochondrial activity is directly related to with the conidial germination 

processes of this fungus. Mitochondria have two membranes: the outer and inner 

mitochondrial membrane. Most mitochondrial proteins are encoded by nuclear DNA, 

which are addressed to mitochondria after their synthesis in cytosol. The 

mitochondrial complexes TOM (translocase of the outer mitochondrial membrane) 

and TIM (translocase of the inner mitochondrial membrane) are responsible for 

recognize and address these proteins to the different mitochondrial compartments. 

One of TOM complex components is Tom20 subunit, but its function has not yet 

been described in A. fumigatus. Thus, the objective of this work was to study the 

function of A. fumigatus tom20 gene through its heterologous expression in 

Saccharomyces cerevisiae tom20+/-. In this sense, the Aftom20 gene was cloned into 

pYES2/CT vector by CPEC technique. Subsequently, the S. cerevisiae tom20+/- 

yeast was transformed with pYES2/Aftom20 construction. Then, the expression of 

Aftom20 gene was induced in this yeast, and this expression was confirmed by 

quantitative real-time PCR. The presence of recombinant protein in the transformed 

yeast mitochondria with pYES2/Aftom20 construction was confirmed by Western 

Blotting. The deduced amino acid sequence of this protein was analyzed, and it has 

211 amino acids. The comparison between the growth rate of the yeast that 

expressed the recombinant protein with the growth rate of the yeast that did not 

express it, showed that there is no difference between the growth of these yeasts in 

fermentable medium. The measuring the mitochondrial membrane potential of S. 

cerevisiae tom20+/- recombinant spheroplasts, evidenced that NADH induced the 

formation of a higher mitochondrial membrane potential in these spheroplasts than in 

those that did not express the recombinant protein. Furthermore, this last one was 

not able to carry out ADP phosphorylation. Therefore, these results suggest that the 

recombinant Tom20 protein from A. fumigatus has an important role in mitochondrial 

activity, performing the recognition of electron carrier chain proteins and the ATP-

synthase, enabling their transport to the mitochondria. 

 

Keywords: Mitochondria.  Aspergillus fumigatus. Tom20. Heterologous expression. 

Saccharomyces cerevisiae. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Aspergillus fumigatus 

 

O A. fumigatus é um fungo saprofítico que pode ser encontrado em todas as regiões do 

mundo. Este fungo está presente na matéria orgânica em decomposição, sendo o solo seu 

nicho ecológico natural, onde ele participa da reciclagem de carbono e de nitrogênio 

(DENNING, 1998; BRAKHAGE et al., 2002; TEKAIA; LATGÉ, 2005). Alguns estudos do 

genoma deste fungo demonstraram que a maioria das enzimas codificadas estão mais 

associadas a fungos que degradam plantas, em comparação com aqueles que degradam 

matéria orgânica animal (VAN DE VEERDONK et al., 2017). Há muito tempo, espécies do 

gênero Aspergillus estão sendo estudadas e utilizadas como recurso biotecnológico para 

produzir ingredientes alimentícios, produtos farmacêuticos e enzimas (MEYER et al., 2011; 

ARASTEHFAR et al., 2021). 

Os micélios de A. fumigatus possuem uma vida curta em laboratório. Entretanto, 

embora este fungo não cresça em temperaturas menores que 12°C, seus conídios resistem por 

um longo período a tensões causadas pelo congelamento e também a longos períodos de 

desidratação. Em nitrogênio líquido, por exemplo, os conídios são capazes de sobreviver por 

até 18 anos. Estes fatos demonstram uma das principais características biológicas do A. 

fumigatus: a capacidade de sobreviver e ser resistente a ambientes hostis (KWON-CHUNG; 

SUGUI, 2013; HAGIWARA et al., 2017).  

Existem algumas propriedades importantes do A. fumigatus que permitem que, além 

de sobreviver a ambientes hostis, ele seja a espécie de Aspergillus que mais causa infecções 

em humanos. Entre estas propriedades está o tamanho microscópico dos conídios, que 

possibilita sua penetração no sistema do trato respiratório inferior, conseguindo escapar da 

ação das forças mucociliares (BRAKHAGE; LANGFELDER, 2002; KWON-CHUNG; 

SUGUI, 2013). Além disso, a presença em abundância de ácido siálico carregado 

negativamente na superfície dos conídios auxilia na ligação deste fungo às proteínas da 

lâmina basal nos pulmões do hospedeiro (WASYLNKA et al., 2001; ARASTEHFAR et al., 

2021). Outra propriedade importante, é a presença de melanina em sua parede celular, que 

confere resistência à fagocitose e às espécies reativas de oxigênio (KWON-CHUNG; SUGUI, 

2013; ARASTEHFAR et al., 2021). 

Por serem microscópicos, os conídios de A. fumigatus são facilmente transportados 

pelo ar e inalados com frequência pelos seres humanos. Estes esporos são rapidamente 



5 
 

eliminados pelo sistema imunológico de indivíduos imunocompetentes. No entanto, isso 

geralmente não ocorre em indivíduos imunocomprometidos. Nestes últimos, o A. fumigatus é 

considerado um importante patógeno oportunista (SEGAL, 2009; ABAD et al., 2010; 

VIVEK-ANANTH et al., 2018). Outras doenças como a tuberculose e a malária possuem uma 

morbidade maior quando comparadas a aspergilose invasiva. Cerca de 12% e 0,2% dos 

pacientes morrem por tuberculose e malária, respectivamente, enquanto mais de 50% morrem 

por aspergilose invasiva (LATGÉ; CHAMILOS, 2019). 

No contexto atual da pandemia COVID-19 (coronavirus disease 2019), causada pelo 

vírus SARS-CoV-2 (síndrome respiratória aguda grave coronavírus 2), o A. fumigatus têm 

sido associado a essa doença. Recentemente, foram publicados relatos de casos relacionando a 

infecção por esse fungo em pacientes com pneumonia viral grave causada pelo SARS-CoV-2. 

Do mesmo modo, tem sido investigado se a infecção por este fungo nestes casos está 

relacionada com o aumento da mortalidade (KOEHLER et al., 2020; BLAIZE et al., 2020; 

HELLEBERG et al., 2021). Assim, se torna cada vez mais importante aprofundar os estudos a 

respeito do A. fumigatus. 

  

1.2 Características macro e microscópicas  

 

Quando cultivado em ágar glicose-peptona a 37ºC, o crescimento das colônias de A. 

fumigatus ocorre de maneira rápida. Macroscopicamente, tais colônias são geralmente 

granulares, apresentam uma coloração verde-acinzentada, e produzem abundantes conídios. 

Em relação a sua micromorfologia, essa espécie possui hifas hialinas septadas com paredes 

paralelas. Os conídios por sua vez, apresentam 2,5-3 µm de diâmetro e são produzidos em 

cadeias paralelas. As cabeças conidiais possuem aspecto de vesículas em forma de frasco, 

contendo uma série de fiálides uniseriadas que recobrem dois terços superiores de sua 

superfície (HAINES, 1995). 

O A. fumigatus é capaz de se desenvolver em temperaturas superiores a 55°C, sendo 

considerada uma espécie termo-resistente. Entretanto, ele não é capaz de crescer a 10ºC, 

diferente de outras espécies de Aspergillus que não são capazes de crescer a temperatura tão 

alta, mas são capazes de crescer a 10ºC. Além disso, ele também é capaz de se desenvolver 

em uma ampla faixa de pH. Sendo assim, estas são características que tornam mais fácil a sua 

diferenciação das outras espécies, e faz com que ele possa ser encontrado globalmente e em 

diversos ambientes (HAINES, 1995; KWON-CHUNG; SUGUI, 2013; SUGUI et al., 2014). 
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1.3 Patogênese  

 

Para que o fungo se desenvolva em tecidos hospedeiros, ele deve ser agressivo no 

momento em que o sistema imune do hospedeiro esteja debilitado. Portanto, o 

estabelecimento da infecção fúngica tem como principal fator predisponente a 

imunodeficiência do hospedeiro (LATGÉ; CALDERONE, 2002; DAGENAIS; KELLER, 

2009; VAN DE VEERDONK et al., 2017). 

O gênero Aspergillus causa várias síndromes clínicas. Mesmo sendo comum a 

inalação de conídios, uma minoria de indivíduos desenvolverá alguma doença pulmonar. Isso 

ocorre, pois apesar de ter a capacidade de provocar doenças, geralmente o A. fumigatus não 

coloniza o trato respiratório humano (KOSMIDIS; DENNING, 2015; VAN DE VEERDONK 

et al., 2017). As características clínicas, evolução e prognóstico das infecções por Aspergillus 

dependem do imunocomprometimento do hospedeiro. Além disso, fatores genéticos têm sido 

considerados para a doença (KOSMIDIS; DENNING, 2015). Portanto, as infecções fúngicas 

acometem principalmente indivíduos submetidos a terapias imunossupressoras, ou que 

possuem doenças que comprometem o sistema imunológico (BODEY; VARTIVARIAN, 

1989; ITO; LYONS, 2002; HOGABOAM et al., 2005; HOHL; FELDMESSER, 2007; 

KOSMIDIS; DENNING, 2015).   

O gênero Aspergillus compreende várias espécies oportunistas que podem causar 

Aspergilose, termo que é utilizado para denominar uma doença causada por agentes deste 

gênero. Dentre as espécies oportunistas capazes de causar doenças invasivas, estão A. 

nidulans, A. terreus, A. niger, A. flavus, e o A. fumigatus. O A. fumigatus é responsável por 

cerca de 90% dos casos de aspergilose invasiva. As demais espécies que pertencem ao 

complexo A. fumigatus também são capazes de causar aspergilose invasiva, porém com uma 

menor frequência (LATGÉ, 1999; SHAUKAT et al., 2005; LAMOTH, 2016). A aspergilose 

invasiva possui uma alta mortalidade, cerca de 30 a 95% dos casos. A inalação dos conídios é 

a principal forma de infecção por este fungo, acometendo principalmente o trato respiratório 

(RUF et al., 2018).  

Nos pacientes imunocompetentes, as manifestações clínicas mais comuns são as 

doenças alérgicas como asma, sinusite alérgica e alveolite, que ocorrem por exposição aos 

conídios ou antígenos do Aspergillus sp., sendo ausente a colonização pelo micélio (BODEY; 

VARTIVARIAN, 1989; TOMEE; VAN DER WERF, 2001). Por outro lado, em pacientes 

imunossuprimidos, as manifestações clínicas são consideradas mais graves. As três principais 

formas mais graves são aspergilose alérgica bronco-pulmonar, aspergiloma e aspergilose 
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invasiva. Essas manifestações por sua vez, envolvem o crescimento e colonização pelo 

micélio (BODEY; VARTIVARIAN, 1989; TEKAIA; LATGÉ, 2005; AGARWAL et al., 

2010; MAYR; LASS-FLORL, 2011; AGARWAL et al., 2012; AGARWAL; 

CHAKRABARTI, 2013; TRACY et al., 2016; HUANG et al., 2017). Devido ao crescente 

número de indivíduos imunossuprimidos, o A. fumigatus se apresenta como um dos principais 

agentes etiológicos responsáveis por mortes infecciosas (LAMOTH, 2016). 

Nas infecções invasivas, como a aspergilose pulmonar invasiva, os conídios atingem o 

epitélio respiratório pela inalação. A seguir, secretam metabólitos secundários, como a 

gliotoxina, que contribuem para a colonização do tecido pulmonar. (DAGENAIS; KELLER, 

2009; ABAD et al., 2010; VIVEK-ANANTH et al., 2018). Posteriormente, ocorrerão lesões 

granulomatosas nos pulmões e invasão do fungo nos vasos sanguíneos que irrigam este órgão, 

podendo resultar no surgimento de vasos trombosados. Ao atingir a corrente sanguínea, o 

fungo poderá se disseminar e afetar órgãos como o encéfalo, rins e o trato gastrointestinal. 

Desse modo, a forma disseminada da doença geralmente é aguda e fatal (TAUBITZ et al., 

2007; KRADIN; MARK, 2008; MCCORMICK et al., 2010; KOEHLER et al., 2014; 

KIZHAKEDATHIL et al.,2017).  

A aspergilose invasiva é a manifestação clínica mais grave causada por A. fumigatus, 

sendo quase sempre fatal se não tratada. Apesar disso, a maior parte dos casos de aspergilose 

podem ser tratados com anfotericina B, ou com antifúngicos azólicos (SEGAL; WALSH, 

2006; VERWEIJ et al., 2015). Apesar de haver uma redução das taxas de mortalidade devido 

ao surgimento de antifúngicos azólicos como o voriconazol, o isavuconazol (que podem ser 

utilizados como tratamento de primeira linha), e o posaconazol (que pode ser utilizado como 

profilaxia), os avanços clínicos estão ameaçados devido ao desenvolvimento da resistência a 

esses azóis em A. fumigatus (TISSOT et al., 2017; JEANVOINE et al., 2020; ARASTEHFAR 

et. al, 2021).  

Os relatos do surgimento da resistência a antifúngicos azólicos têm aumentado nos 

últimos 10 anos (CHOWDHARY et al., 2013; ROCCHI et al., 2015; VERWEIJ et al., 2016; 

GARCIA-RUBIO et al., 2017; JEANVOINE et al., 2020; ARASTEHFAR et al., 2021). Uma 

das vias pela qual o A. fumigatus pode estar desenvolvendo resistência é através da via 

adquirida pelo paciente, por meio da terapia azólica por longos períodos. Além desta, outra 

via conhecida para a aquisição de resistência é a via ambiental, através do uso de compostos 

azólicos no meio ambiente. Alguns compostos como os fungicidas azólicos, por exemplo, têm 

sido utilizados na agricultura para proteger plantas e colheitas, prevenir deterioração pós-

colheita e para preservar materiais. Estes azóis se mantêm no solo por meses, criando um 
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ambiente propício para o surgimento de cepas resistentes (VERWEIJ et al., 2016; 

JEANVOINE et al., 2020). Neste sentido, foi observado que a exposição a alguns fungicidas 

triazólicos não médicos é capaz de conferir ao A. fumigatus uma resistência cruzada aos 

triazóis médicos (ZHANG et al., 2017). 

Em relação à anfotericina B, seu uso é indicado em alguns casos como os de 

aspergilose crônica, aspergilose do sistema nervoso central, e aspergilose pulmonar invasiva 

resistente a azóis (VERWEIJ et al., 2015; ASHU et al., 2018). No entanto, além do aumento 

no número de isolados de A. fumigatus resistentes a anfotericina B, quando 

convencionalmente formulado, o uso deste medicamento pode causar muitos efeitos adversos. 

Entre os efeitos adversos estão náuseas, febres, calafrios, vômitos, nefrotoxicidade e anemia 

(TONIN et al., 2017; REICHERT-LIMA et al., 2018; ASHU et al., 2018).  Novas 

formulações de anfotericina B estão sendo criadas, a fim de diminuir os efeitos colaterais ao 

seu uso. Entretanto, tais formulações a base de lipídios possuem um alto custo, limitando o 

seu uso na rotina clínica (TONIN et al., 2017). 

Para que a infecção pelo A. fumigatus evolua para aspergilose invasiva deve ocorrer a 

germinação dos conídios, que é fundamental para o ciclo celular e para o estabelecimento da 

infecção. A atividade mitocondrial se encontra ativa desde os estágios iniciais deste processo, 

produzindo energia em forma de ATP. Dessa forma, a atividade mitocondrial está diretamente 

relacionada com o processo de germinação dos conídios. Portanto, para melhorar a 

compreensão sobre a virulência oportunista deste fungo, é necessário aprofundar os estudos 

sobre seu metabolismo (TAUBITZ et al., 2007; LATGÉ; CHAMILOS, 2019). 

 

1.4 Mitocôndrias 

 

As mitocôndrias são organelas compostas por duas membranas, uma interna e outra 

externa, que envolvem dois compartimentos, sendo eles o espaço intermembrana e a matriz 

mitocondrial (WESTERMANN, 2012). Margulis e colaboradores (1967) propuseram a teoria 

endossimbiótica das organelas, onde a mitocôndria teria se originado de uma endossimbiose 

de uma α-protobactéria, um ancestral das células eucarióticas, ocorrido a cerca de 1,5 bilhão 

de anos. Essa organela de origem bacteriana foi tolerada pela imunidade e está presente no 

citoplasma das células dos eucariotos, atuando como reguladora central em inúmeras funções 

celulares (ARCHIBALD, 2015). Assim, as mitocôndrias participam de vários processos 

celulares, entre eles metabolismo, interação com outras organelas celulares, vias de 
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sinalização e síntese de ATP (adenosina 5’-trifosfato) (HATEFI, 1985; RUNKEL et al., 

2014).   

Grande parte dos eucariotos sintetiza ATP pela respiração aeróbica, pois é o método 

mais eficiente. A mitocôndria, através da fosforilação oxidativa, sintetiza aproximadamente 

95% do ATP necessário à manutenção da estrutura e função das células (HATEFI, 1985; 

GRAHL et al., 2012). Além de ser a principal fonte de energia celular, a mitocôndria também 

está relacionada com a produção de espécies reativas de oxigênio (BERTERO; MAACK, 

2018), captação de cálcio (VERCESI et al., 2018), apoptose e autofagia (HADJ-MOUSSA et 

al., 2018; FARMER et al., 2018), regulação de células imunológicas (MEYER et al., 2018), 

regulação metabólica sistêmica (MORROW et al., 2017), metabolismo da glicose e controle 

da sensibilidade à insulina em adipócitos (VERNOCHET et al., 2014; LEE et al., 2019), 

formação de cromatina citoplasmática e inflamação na senescência através da sinalização 

retrógrada (VIZIOLI et al., 2020), regulação da função de células-tronco neurais, além de 

apresentarem diferentes funções regulatórias de acordo com o tipo celular (como células pós-

mitóticas e células cancerosas) (KHACHO et al., 2019). 

A energia redox livre oriunda da oxidação dos aminoácidos, ácidos graxos e açúcares, 

é convertida em ATP nas mitocôndrias (MITCHELL, 1961). O sistema que realiza a 

fosforilação oxidativa encontra-se na sua membrana interna. Em mamíferos, este sistema é 

composto por cinco complexos proteicos, sendo eles complexo I-IV (cadeia transportadora de 

elétrons) e o complexo V (F0F1-ATP sintase). A cadeia respiratória ou cadeia transportadora 

de elétrons, localizada nas cristas mitocondriais, é constituída por quatro complexos proteicos, 

ubiquinona e citocromo c (BOYER et al., 1977; HATEFI, 1985; LEHNINGER et al., 1993; 

GUO et al., 2017). 

Os elétrons removidos dos substratos oxidáveis, NADH e succinato, são inseridos na 

cadeia transportadora de elétrons através da ação de desidrogenases específicas, sendo elas a 

NADH desidrogenase mitocondrial (complexo I) e a succinato desidrogenase ligada a FAD 

(complexo II), respectivamente.  Os complexos I e II transferem seus elétrons a ubiquinona 

(CoQ). Em seguida, os mesmos são transferidos sequencialmente para a 

ubiquinona:citocromo c oxidorredutase (complexo III), citocromo c, citocromo c-oxidase 

(complexo IV) e por fim ao oxigênio, formando água. Em relação aos elétrons oriundos da 

beta oxidação de ácidos graxos, esses são transferidos à cadeia transportadora de elétrons pela 

ubiquinona (BOYER et al., 1977; HATEFI, 1985; LEHNINGER et al., 1993; ZHAO et al., 

2019). 
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Ao associar a hipótese quimiosmótica de Mitchell à hipótese do acoplamento 

conformacional de Boyer, entende-se que um gradiente eletroquímico de H
+
 é gerado pelo 

fluxo de elétrons através dos complexos I, III e IV. Isso porque este fluxo é acompanhado do 

bombeamento de prótons da matriz mitocondrial para o espaço intermembrana. O gradiente 

eletroquímico de H
+
 é chamado de força próton motora (p), que é originada pelo gradiente 

químico (pH) e pelo gradiente elétrico (ΔΨ). Assim, a energização das mitocôndrias com 

substratos respiratórios gera um gradiente eletroquímico de prótons, cujo potencial elétrico de 

membrana é de 0,1 a 0,2 V (negativo na matriz) e a diferença de pH é de uma unidade 

(alcalino na matriz) (MITCHELL, 1961; BOYER et al., 1977; LEHNINGER et al., 1993). 

 Quando os íons H
+
 retornam à matriz mitocondrial, uma energia é liberada induzindo 

a uma alteração na conformação do componente F1 da F0F1-ATP sintase, liberando o ATP 

formado em seus sítios catalíticos. Essa energia livre também pode ser consumida por 

proteínas desacopladoras (UCPs). Em mamíferos, o fluxo de elétrons pelo complexo I é 

acompanhado pelo bombeamento de quatro prótons, já o fluxo pelo complexo III e IV é 

acompanhado pelo bombeamento de quatro e dois prótons, respectivamente (MITCHELL, 

1961; BOYER et al., 1977; JONCKHEERE et al., 2012; ZHAO et al., 2019). 

 

1.5 Componentes da cadeia transportadora de elétrons 

 

A cadeia transportadora de elétrons possui componentes clássicos, sendo eles o 

complexo I, complexo II, ubiquinona, complexo III, citocromo c e complexo IV. Entretanto, 

fungos, plantas e alguns protozoários apresentam, além de alguns componentes clássicos, 

componentes alternativos, sendo eles NADH desidrogenases alternativas (NDH), proteínas 

desacopladoras (UCP), e oxidases alternativas (AOX) (ROSENFELD; BEAUVOIT, 2003; 

MARTINS et al., 2011- a).  

Na cadeia transportadora de elétrons, as NDH catalisam a mesma reação redox que o 

complexo I. Entretanto, essas enzimas não realizam o bombeamento de prótons para o espaço 

intermembrana, além de serem insensíveis à rotenona (inibidor do complexo I), mas sensíveis 

às flavonas (KERSCHER, 2000). É possível encontrar NDH na maioria dos protozoários e 

fungos, como por exemplo, em Saccharomyces cerevisiae (SMALL; MCALISTER-HENN, 

1998), Neurospora crassa (CARNEIRO et al., 2007) e A. fumigatus (TUDELLA et al., 2004). 

A cadeia transportadora de elétrons da S. cerevisiae, por exemplo, não possui complexo I, 

mas contêm três NDH insensíveis a rotenona. Dessas três, duas são NADH desidrogenases 

alternativas externas (Nde1 e Nde2) voltadas para o espaço intermembrana, e uma NADH 
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desidrogenase alternativa interna (Ndi1) voltada para a matriz mitocondrial (KERSCHER, 

2000; MARTINS et al., 2011- a). Assim, a NDH é um possível alvo para novos agentes 

antifúngicos, uma vez que não está presente em mitocôndrias de mamíferos (LIN et al., 2008). 

As AOXs por sua vez são enzimas oxidases alternativas resistentes a cianeto. Elas 

estão presentes nas mitocôndrias de muitos organismos, incluindo alguns fungos (como o A. 

fumigatus e ausente em S. cerevisiae), algas, todas as plantas, e alguns protozoários. A 

atividade das AOXs pode ser inibida pelo ácido salicilhidroxâmico (SHAM). Essas enzimas 

oferecem uma via alternativa de transporte de elétrons, transferindo-os da ubiquinona direto 

para o oxigênio. Dessa forma, não há transferência de elétrons pelos complexos III e IV, nem 

o bombeamento de prótons, ocorrendo uma diminuição na produção de ATP. O papel 

fisiológico das AOXs está relacionado com a resposta celular a altas temperaturas, escassez 

de nutrientes e produção de espécies reativas de oxigênio. Assim, essas enzimas possuem um 

importante papel na manutenção da homeostase redox intracelular e na prevenção do estresse 

oxidativo (JOSEPH-HORNE et al., 2001; MAGNANI et al., 2008; MARTINS et al., 2011-b; 

ROGOV; ZVYAGILSKAYA, 2015; LUÉVANO-MARTÍNEZ et al., 2019). Portanto, AOXs 

também podem ser um alvo atraente para agentes antifúngicos, devido sua ausência em 

mamíferos e sua presença em patógenos fúngicos, como o A. fumigatus, onde desempenham 

funções importantes na defesa contra o dano celular (MARTINS et al., 2011- a). 

Em relação às UCPs, são proteínas localizadas na membrana mitocondrial interna, e 

fazem parte da família de transportadores mitocondriais. Estas proteínas realizam o transporte 

de prótons pela membrana mitocondrial interna, assim, os prótons retornam a matriz sem 

passar pelo complexo V. Dessa maneira, o gradiente eletroquímico de prótons gerado pela 

cadeia transportadora de elétrons é dissipado na forma de calor. As UCPs podem ser 

encontradas em mitocôndrias de plantas, protozoários, fungos, no tecido adiposo marrom e 

em alguns tecidos não-termogênicos de mamíferos (JARMUSZKIEWICZ et al., 2010; 

MARTINS et al., 2011- a). Entretanto, apesar dessas proteínas estarem amplamente 

distribuídas em organismos eucariotos, o que inclui o A. fumigatus, elas não estão presentes 

em S. cerevisiae (EL MOUALIJ et al., 1997; JARMUSZKIEWICZ et al., 2010). As UCPs são 

inibidas por nucleotídeos de purina, e ativadas por ácidos graxos livres (JARMUSZKIEWICZ 

et al., 2010; MARTINS et al., 2011- a). 
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1.6 Complexos TOM/TIM 

 

A maioria das proteínas mitocondriais são codificadas pelo DNA nuclear. Após a 

síntese dessas proteínas no citosol, elas são endereçadas para as mitocôndrias e transportadas 

por um sistema de importação (ENDO; YAMANO, 2009; WIEDEMANN; PFANNER, 

2017). Em S. cerevisiae, por exemplo, apenas oito proteínas principais são sintetizadas nas 

mitocôndrias, sendo elas uma proteína ribossomal da pequena subunidade (Var1), e 

subunidades dos complexos respiratórios III (Cytb), IV (Cox1, Cox2, Cox3) e V (Atp6, Atp8 

e Atp9) (MALINA et al., 2018).  

Algumas proteínas mitocondriais sintetizadas no citosol são endereçadas as 

mitocôndrias por possuírem sequências sinalizadoras internas. Enquanto outras possuem uma 

pré-sequência (referido também como peptídeo sinal), sendo uma extensão clivável na 

extremidade N-terminal que sinaliza o seu endereçamento para as mitocôndrias (PALMIERI; 

PIERRI, 2010; FERRAMOSCA; ZARA, 2013; KULAWIAK et al., 2013). Assim, cerca de 

99% destas proteínas são sintetizadas como pré-proteínas (também chamadas de precursores), 

e dependem de complexos proteicos específicos para serem endereçadas e modificadas para 

sua forma nativa (ENDO; YAMANO, 2009; ARAISO et al., 2019). Aproximadamente 60% 

destas pré-proteínas mitocondriais são sintetizadas contendo pré-sequências cliváveis. Quando 

presente, geralmente a pré-sequência é composta de 15-80 aminoácidos (VÖGTLE et al., 

2009; MALINA et al., 2018).  

A mitocôndria possui duas membranas biológicas com diferentes composições 

proteicas e lipídicas: a membrana mitocondrial externa e a membrana mitocondrial interna. A 

membrana mitocondrial externa é praticamente permeável a todas as moléculas e íons e a 

membrana mitocondrial interna é praticamente impermeável, sendo que a principal forma de 

entrada de substratos para a matriz mitocondrial ocorre por transportadores mitocondriais. 

Dessa forma, cada membrana possui um complexo proteico específico para reconhecimento e 

endereçamento das proteínas mitocondriais sintetizadas no citosol (BOHNERT et al., 2007).  

O complexo denominado TOM (translocase de membrana mitocondrial externa) está 

inserido na membrana mitocondrial externa e realiza o endereçamento de proteínas do citosol 

para o espaço intermembranas ou para a membrana mitocondrial externa. Assim, aquelas cujo 

destino é algum compartimento mitocondrial interno, precisam atravessar a membrana externa 

através do complexo TOM. Os complexos TIM (translocase de membrana mitocondrial 

interna) estão inseridos na membrana mitocondrial interna e realizam o endereçamento de 

proteínas do espaço intermembranas para a matriz mitocondrial ou para a própria membrana 
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mitocondrial interna (RASSOW et al., 1999; BOHNERT et al., 2007, ELLENRIEDER et al., 

2019). 

Em leveduras e mamíferos, o complexo TOM é formado por sete proteínas 

transmembranares. As proteínas Tom40, Tom5, Tom6 e Tom7 correspondem ao núcleo do 

complexo, onde é formado um poro que realiza o transporte de cadeias polipeptídicas não 

dobradas pela membrana externa. Tom20, Tom70 e Tom22 são receptores de proteínas que 

reconhecem precursores proteicos destinados à mitocôndria. A proteína Tom20 geralmente 

realiza o reconhecimento de pré-proteínas que possuem pré-sequência na extremidade N-

terminal, enquanto Tom70 geralmente realiza o reconhecimento de pré-proteínas que contêm 

informações de direcionamento interno. Entretanto, a proteína Tom22 também colabora com a 

movimentação de pré-proteínas no poro de translocação. Além disso, o complexo TOM pode 

interagir com os complexos TIM, permitindo a transferência de pré-proteinas da membrana 

mitocondrial externa para a membrana mitocondrial interna (KÜNKELE et al., 1998; 

GEBERT et al., 2012; SHIOTA et al., 2015). 

Entretanto, em S. cerevisiae e N. crassa a proteína Tom20 não reconhece apenas os 

precursores contendo uma pré-sequência clivável em sua extremidade N-terminal, mas 

reconhecem também alguns precursores contendo sinais de direcionamento interno. Alguns 

exemplos disso são o transportador de fosfato e o translocador de ADP/ATP que, embora 

sejam reconhecidos em sua maioria pela proteína Tom70, quando a proteína Tom20 está 

ausente, a importação desses precursores é reduzida em cerca de 25%. Além disso, nem todos 

os precursores com sinal de direcionamento interno utilizam Tom70 como receptor principal, 

como é o caso da proteína porina de S. cerevisiae, que utiliza como receptor principal a 

proteína Tom20 (MOCZKO et al., 1994; PFANNER, 1998; BRIX et al., 1999; KOEHLER et 

al., 1999; MUTO et al., 2001; AVENDAÑO-MONSALVE et al., 2020). 

O TIM por sua vez possui dois complexos sendo eles TIM22, que transloca os 

precursores de proteínas de membrana interna que não possuem pré-sequência no N-terminal, 

e TIM23, que transloca os precursores que contém uma pré-sequência clivável na extremidade 

N-terminal (CHACINSKA et al., 2005). O complexo TIM23 possui cinco subunidades 

TIM17, TIM50, TIM23, TIM21 e Mgr2, que são essenciais para a formação de um canal 

condutor de proteínas, ativado pelo ΔΨ. Assim, a translocação das pré-proteínas pelo 

complexo TIM23 é conduzida pelo ΔΨ da membrana mitocondrial interna (MARTIN et al., 

1991; MALINA et al., 2018). 

Durante a translocação pelo complexo TOM, em S. cerevisiae, as pré-proteínas 

contendo sinal de direcionamento interno (proteínas hidrofóbicas) e aquelas contendo uma 
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pré-sequência, geralmente percorrem caminhos de translocação diferentes, interagindo com 

diferentes resíduos. Àqueles precursores sem a pré-sequência deixam o canal interagindo com 

as subunidades Tom5 e Tom40, e posteriormente com as chaperonas TIM e Mia40 que são 

recrutadas para que essas proteínas sejam transportadas eficientemente. Entretanto, àquelas 

contendo pré-sequência interagem com as subunidades Tom22, Tom7 e Tom40 sendo, a 

seguir, transferidas para a subunidade Tim50 e Tim23 do complexo TIM23. Dessa forma, o 

complexo TOM realiza uma classificação intramitocondrial das pré-proteínas (ARAISO et al., 

2019). 

Assim, após as pré-proteínas contendo pré-sequência serem reconhecidas pela 

subunidade Tom20 do complexo TOM e serem translocadas para o interior das mitocôndrias, 

as mesmas são direcionadas para o complexo TIM23. Posteriormente, peptidases de 

processamento mitocondrial clivam a sua pré-sequência, e as proteínas são finalmente 

direcionadas para o seu local de inserção. Essa via é chamada de via TIM23 ou via da pré-

sequência (CALLEGARI et al., 2020). 

No complexo TIM23, a proteína Tim23 constitui um receptor de pré-sequência, 

enquanto Tim17 constitui um canal que conduz as proteínas através da membrana interna. A 

proteína Tim44 auxilia na saída dessa proteína do canal, recrutando a proteína Hsp70 e a 

chaperona Mge1p, que realizam a translocação utilizando ATP. Ademais, algumas proteínas 

da família de transportadores possuem sequência de direcionamento interno e por isso são 

reconhecidas pelo receptor Tom70. Para inserir esses transportadores na membrana interna, 

após a translocação pelo complexo TOM, ocorre uma interação dos transportadores com as 

proteínas Tim9, Tim10 e Tim12. A seguir, as proteínas Tim8 e Tim13 interagem com Tim9 

auxiliando na importação dessas pré-proteínas. Tim54 juntamente com Tim22, utilizando o 

ΔΨ, realizam a inserção das proteínas transportadoras na membrana interna. A exportação de 

precursores da matriz para a membrana interna é realizada pelo complexo OXA1 (Figura 1) 

(BAUER et al., 2000). 
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Figura 1: Organização geral dos complexos TOM e TIM na membrana mitocondrial externa 

(OM) e membrana interna (IM). Abreviaturas: OM, membrana externa; IM, membrana 

interna; IMS, espaço intermembrana; 70, Hsp70; E, Mge1p. Adaptado de Bauer e 

colaboradores (2000). 

 

Em S. cerevisiae alterações no complexo TOM, como a deleção ou fosforilação de 

algumas subunidades deste complexo, podem acarretar um fenótipo de redução de 

crescimento e uma diminuição na importação de proteínas mitocondriais, tais como: 

translocador de ADP/ATP, F1ATP sintetase subunidade-, citocromo b2 (HINES et al., 1990; 

RASSOW et al., 1999; GRAD et al., 1999; RAO et al., 2012). 

Após a identificação da translocase de membrana mitocondrial externa Tom20 em          

S. cerevisiae e N. crassa foi observado que esta, juntamente com a translocase Tom22, realiza 

a translocação de pré-proteínas para a matriz e de proteínas destinadas à inserção na 

membrana externa. Assim, Tom22 auxilia Tom20 a guiar as pré-proteínas até a subunidade 

Tom40 do complexo (RAMAGE et al., 1993; MAYER et al., 1995; BRIX et al., 1997; 

BAUSEWEIN et al., 2017). Dessa forma, além de reconhecer o sinal de direcionamento dos 

precursores, a proteína Tom20 também é responsável por facilitar a ancoragem eficiente 

desses precursores ao núcleo do complexo TOM, aumentando a eficiência da importação 

(YAMAMOTO et al., 2011). 

A maior parte dos estudos envolvendo a via da pré-sequência foram realizados em 

leveduras. Porém, apesar da maquinaria principal das mitocôndrias ser conservada entre os 

eucariotos, conforme são realizados estudos sobre essa via em humanos, fica evidente que 

existem diferenças funcionais entre elas (ARAISO et al, 2019; CALLEGARI et al., 2020). 

De acordo com Firon e colaboradores (2003) existe homologia entre algumas 

proteínas de A. fumigatus e S. cerevisiae, indicando uma provável função semelhante entre 

elas. Entretanto, diversos genes que codificam componentes mitocondriais essenciais foram 

identificados em Aspergillus e não foram identificados em S. cerevisiae. Sendo assim, apesar 
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da homologia, algumas proteínas podem ter funções celulares diferentes, e alguns genes que 

não são essenciais em leveduras podem ser essenciais em A. fumigatus. 

 

1.7 Expressão Heteróloga 

 

Para expressar proteínas recombinantes, são utilizados sistemas hospedeiros de 

expressão heteróloga. Os sistemas utilizados são geralmente bactérias, fungos filamentosos e 

leveduras (BANEYX, 1999; CREGG et al., 2000; MALYS et al., 2011; VISSER, 2011). Essa 

tecnologia pode ser utilizada para clonagem e posterior expressão do gene de interesse. 

Assim, de acordo com a finalidade, seleciona-se o sistema hospedeiro mais adequado. 

(BALAMURUGAN et al., 2006). 

Apesar dos procariotos serem capazes de expressar qualquer gene, alguns 

componentes bacterianos tóxicos podem afetar o produto. Além disso, algumas vezes as 

proteínas produzidas não possuem a estabilidade biológica ou a atividade esperada. Sendo 

assim, um sistema alternativo à expressão de proteínas por hospedeiros procariotos são as 

células eucarióticas. Os eucariotos possuem diversas características genéticas, moleculares e 

bioquímicas em comum entre si, e isso contribui para que a proteína natural seja semelhante à 

proteína recombinante obtida em todas as suas propriedades (GOMES et al., 2016). 

Entre os sistemas de expressão, os que possuem o maior valor comercial são as 

leveduras, sendo mais utilizada a S. cerevisiae. Esta levedura possui alguns aspectos bem 

caracterizados como sua biologia celular, bioquímica e genética, sendo considerado um 

organismo modelo para pesquisar funções celulares (GLICK et al., 2010).  

As leveduras associam algumas vantagens do sistema de expressão procariota e do 

eucariota. As vantagens que elas possuem em comum com os sistemas procariotas envolve o 

rápido crescimento, alto nível de expressão, meio de cultura barato, fácil expansão, 

crescimento e manutenção. Entre as vantagens em comum aos sistemas eucariotas, está a de 

serem capazes de realizar a maior parte das modificações pós-traducionais, como por 

exemplo, realizar o dobramento e o processamento de proteínas (BALAMURUGAN et al., 

2006; DALY; HEARN, 2005; MATTANOVICH et al., 2012).
 
 Além disso, este sistema 

produz e secreta as proteínas intactas no meio e realiza a integração das mesmas no local 

específico (BALAMURUGAN et al., 2006; MATTANOVICH et al., 2012). Por isso, S. 

cerevisiae é utilizada com frequência para expressar diversas proteínas (GLICK et al., 2010; 

MATTANOVICH et al., 2012). 
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A transformação das células hospedeiras é realizada geralmente utilizando vetores 

híbridos, contendo sequências provenientes de leveduras e bactérias. A região proveniente de 

leveduras possui sequências que promovem a seleção de leveduras transformadas, como o 

gene para oritidina 5'-descarboxilase (URA3). A região procariótica, por sua vez, contém uma 

sequência que promove resistência específica a um antibiótico e uma origem de replicação, 

garantindo, respectivamente, a seleção e a propagação em uma bactéria hospedeira (HINNEN 

et al., 1994). 

Além da expressão heteróloga, outro método para estudar a função de um gene é a 

deleção deste e posterior análise dos mutantes que não o possuem (SMITH et al., 1995). Este 

método foi adotado anteriormente, sendo considerada a nossa primeira estratégia para estudar 

a função do gene tom20 (AFUA_6G11380) em mitocôndrias de A. fumigatus. Porém, após a 

construção do cassete de deleção e inúmeras transformações, nenhuma das colônias obtidas o 

gene em questão havia sido deletado. Este gene possivelmente é essencial para o A. fumigatus 

como ocorre em S. cerevisiae (ZHANG; REN, 2015) e, por isso, os isolados viáveis não 

continham a mutação. Um método alternativo para estudar a função dos genes é através da 

expressão heteróloga em organismos que apresentam a deleção parcial do gene. 
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2. OBJETIVOS 

 

 2.1 Objetivo geral 

 

A função da proteína Tom20 de A. fumigatus ainda não foi descrita. A proteína Tom20 

de outros organismos apresenta função importante para a atividade mitocondrial, envolvendo 

o reconhecimento de proteínas da cadeia transportadora de elétrons. Assim, o objetivo deste 

projeto é estudar a função do gene tom20 (AFUA_6G11380) de A. fumigatus através da 

expressão heteróloga deste em Saccharomyces cerevisiae tom20
+/-

. 

 

2.2 Objetivos específicos  

 

- Clonar e sequenciar o gene tom20 de A. fumigatus em vetor pET-28a. 

- Clonar e sequenciar o gene tom20 de A. fumigatus em vetor pYES2/CT. 

- Expressar o gene tom20 de A. fumigatus em S. cerevisiae tom20
+/-

. 

- Confirmar a expressão do gene tom20 de A. fumigatus na cepa S. cerevisiae tom20
+/-

 

transformada com pYES2/Aftom20, e sua não expressão naquela transformada com pYES2/CT 

vazio. Além de avaliar a taxa de expressão do gene tom20 de S. cerevisiae nas cepas S. 

cerevisiae tom20
+/- 

e S. cerevisiae tom20
+/+

. 

- Avaliar as taxas de crescimento da levedura S. cerevisiae tom20
+/-

 transformada com 

pYES2/Aftom20 e da mesma transformada com pYES2/CT vazio. 

- Realizar estudo bioenergético através da medida do potencial de membrana mitocondrial, 

utilizando esferoplastos recombinantes de S. cerevisiae tom20
+/-

. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Microrganismos 

 

3.1.1 Cultivo de Saccharomyces cerevisiae  

 

Foram utilizadas cepas BY4743 das linhagens tom20
+/-

 e tom20
+/+

 (Sinapse 

Biotecnologia Ltda). A cepa da linhagem tom20
+/-

 apresenta o seguinte genótipo: 

MATa/alpha his3Δ1/his3Δ1 leu2Δ0/leu2Δ0 LYS2/lis2Δ0 MET15/met15Δ0 ura3Δ0/ura3Δ0; 

TOM20: kanMX/TOM20. Nesta linhagem, o quadro de leitura aberto tom20 é substituído por 

um gene de resistência à geneticina, possuindo assim apenas um alelo do gene tom20. 

Enquanto a cepa da linhagem tom20
+/+ 

apresenta o seguinte genótipo: MATa/alpha 

his3Δ1/his3Δ1 leu2Δ0/leu2Δ0 LYS2/lis2Δ0 MET15/met15Δ0 ura3Δ0/ura3Δ0 

TOM20/TOM20. As mesmas foram cultivadas em 25 mL de meio YPD sólido contendo 

geneticina (200 μg/mL) por 48 horas a 30ºC. 

 

3.1.2 Cultivo do Aspergillus fumigatus 

 

A cepa de Aspergillus fumigatus utilizada foi a KU80 (pyrG
-
). O A. fumigatus foi 

cultivado em meio sólido (GARRIGUES et al., 1994), com algumas modificações. O cultivo 

foi realizado em placa de Petri contendo meio YUU sólido e incubado por 24 horas à 37ºC. A 

partir desse crescimento, obteve-se uma suspensão de conídios. Para isso, foram adicionados 

40 mL de PBS 1x sobre a placa de Petri que teve sua superfície raspada com uma pipeta de 

Pasteur. Posteriormente, o PBS contendo os conídios filtrados em lã de vidro foi recolhido em 

um tubo estéril. 

 

3.1.3 Extração de RNA de Aspergillus fumigatus 

 

A fim de realizar a extração do RNA, 50 µL de suspensão de conídios foram 

inoculados em 50 mL de meio YUU líquido, e incubados a 37°C durante 24 horas, sob 

agitação de 200 rpm. Assim, com o auxílio de uma bomba de vácuo e papel filtro (Whatman), 

filtrou-se o micélio crescido em meio YUU. Utilizando um gral contendo nitrogênio líquido, 

o mesmo foi macerado com pistilo, e 92 mg foram transferidos para um tubo de 1,5 mL. O 

RNA foi extraído como descrito por Chirgwin e colaboradores (1979) e Vogelstein e Gillespie 
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(1979), utilizando PureLink
TM

 RNA mini Kit (Thermo Fisher Scientific), seguindo as 

instruções do fabricante. 

A quantificação do RNA foi realizada por espectrofotometria em comprimento de 

onda de 260 nm, utilizando o aparelho NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific). Para 

analisar a integridade do RNA, realizou-se eletroforese em gel de agarose, sob condições 

desnaturantes. O tratamento do RNA com DNase foi realizado segundo Moore (1981), para 

isso, utilizou-se o kit RQ1 RNase-Free DNase (Promega), seguindo as instruções do 

fabricante. 

 

3.1.4 Síntese do cDNA 

 

O cDNA foi sintetizado como descrito por Houts e colaboradores (1979), utilizando 

SuperScript™ III Reverse Transcriptase (Invitrogen), de acordo com as instruções do 

fabricante. 

 

3.2 Clonagem em vetor pET-28a 

 

3.2.1. Desenho dos primers (oligonucleotídeos iniciadores) 

 

Para a amplificação do gene Aftom20 a partir do cDNA, e adição de regiões de 

pareamento com as extremidades do vetor pET-28a (vetor de expressão para organismo 

procarioto), foram utilizados os primers que estão contidos na Tabela 1. O desenho dos 

primers foi realizado com o auxílio das bases de dados Ensembl e National Center for 

Biotechnology Information- NCBI.  
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Tabela 1: Sequências dos primers utilizados para a realização da clonagem em vetor pET-

28a. 

 

As regiões em negrito representam regiões de pareamento com as extremidades do vetor pET-

28a. 

 

3.2.2 Amplificação do gene Aftom20 a partir do cDNA, através de reação em cadeia da 

polimerase (PCR)   

 

As reações de amplificação foram realizadas de acordo com Saiki e colaboradores 

(1985), utilizando Termociclador Eppendorf (Mastercycler Gradient). Para obter o gene 

Aftom20 contendo extremidades complementares ao vetor pET-28a, foi necessário realizar a 

reação em cadeia da polimerase utilizando os primers descritos na Tabela 1.  

Para isso, padronizaram-se as melhores condições de amplificação deste fragmento. 

Utilizando Easy Taq DNA polymerase 2,5 U/μL (AP111-01- Transgen), foram testadas 

diferentes temperaturas de anelamento. O ciclo de temperaturas testadas para as reações 

foram: 94ºC por 5 minutos, 30 ciclos de 94ºC por 30 segundos, 30 ciclos de 50ºC, 55ºC, 60ºC 

ou 65ºC por 30 segundos (Gradiente), 30 ciclos de 72ºC por 1 minuto e, 1 ciclo de 72ºC por 

10 minutos. 

Após a padronização, para realizar a reação de amplificação do fragmento contendo 

regiões de pareamento com as extremidades do vetor pET-28a, foi utilizada a enzima Taq 

DNA polymerase Phusion High Fidelity (F530S - Thermo Fisher Scientific) 2 U/μL, Tampão 

5x Phusion High Fidelity PCR [TAPS-HCl 25 mM (pH 9,3),  KCl 50 mM, β-mercaptoethanol 

1 mM e activated salmon milt DNA 0,75 mM], Primers Foward e Reverse 0,2 μM, dNTPs 

0,2 μM, MgCl2 2,5 mM, 100 ng de template (cDNA) e água livre de nuclease para completar 

o volume final da reação de 75 μL. 

 

 

 

Fragmento 

amplificado Sequências dos oligonucleotídeos iniciadores 

 pET28a_TOM20_F 5’ GGACAGCAAATGGGTCGCGGATCCGAATTCATGAAGACCTCAACTTTGGT 3’' 

pET28a_TOM20_R 5’ GGTGGTGCTCGAGTGCGGCCTTATTCGACGCCGTGATTGT 3’ 
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3.2.3 Eletroforese em gel de agarose 

 

A eletroforese em gel de agarose foi realizada de acordo com Sambrook e 

colaboradores (1989). Os géis foram preparados dissolvendo agarose em tampão TAE. Os 

produtos de PCR contidos no gel foram purificadas como descrito por Boom e colaboradores 

(1990), utilizando o kit QIAquick® Gel Extraction (Qiagen), seguindo as instruções do 

fabricante. 

 

3.2.4 Digestão do vetor pET-28a 

 

O vetor pET-28a (Invitrogen) foi tratado com enzimas de restrição de acordo com 

Sambrook e colaboradores (1989). Para isso, o vetor foi incubado com as enzimas EcoRI 

(ER0271- Thermo Fisher Scientific) e Not I (ER0595- Thermo Fisher Scientific), durante 3 

horas a 37ºC. O tampão utilizado foi o recomendado pelo fabricante. 

 

3.2.5 Circular Polymerase Extension Cloning (CPEC) do gene Aftom20 no vetor pET-28a 

 

Para a realização da clonagem, foi utilizada a técnica Circular Polymerase Extension 

Cloning - CPEC, de acordo com Quan e Tian (2011), com algumas modificações. A CPEC foi 

realizada com as proporções inserto/vetor 1:1 e 2:1. Determinou-se a massa do inserto 

utilizado através da multiplicação da massa do vetor pelo resultado da multiplicação do 

tamanho do inserto pela proporção inserto/vetor, dividido pelo tamanho do vetor. Para a 

CPEC 1:1 a massa de vetor utilizada foi de 200 ng e a do inserto de 19,25 ng, porém, para 

CPEC 2:1 a massa do vetor utilizada foi a mesma e a do inserto foi de 38,49 ng.  

Para as reações, utilizou-se a enzima Taq DNA polymerase Phusion High Fidelity 

(F530S- Thermo Fisher Scientific) 2 U/µL, Tampão 5x Phusion High Fidelity PCR [TAPS-

HCl 25 mM (pH 9,3),  KCl 50 mM, β-mercaptoethanol 1 mM e activated salmon milt DNA 

0,75 mM], MgCl2 1,5 mM, dNTPs 0,4 μM, vetor 200 ng,  inserto 19,25 ng (para a CPEC 1:1), 

inserto 38,49 ng (para a CPEC 2:1), DMSO 3% (v/v) e água livre de nuclease  (volume final 

25 μL). 
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3.2.6 Preparação de E. coli DH10β competente e transformação por choque térmico 

 

A preparação de bactérias competentes foi realizada segundo Hanahan (1983), com 

modificações. Para isso, inoculou-se uma colônia de E. coli DH10β em 10 ml de meio LB 

líquido e incubou-se durante 12 a 16 horas a 37ºC, sob agitação de 200 rpm. Em seguida, 2 

mL da cultura de bactérias foram transferidos para 50 mL de meio SOB, e as bactérias 

incubadas à 37°C, em agitação de 200 rpm até que fosse alcançada a DO600nm de 0,6. 

Posteriormente, a cultura foi transferida para um tubo Falcon estéril e mantida no gelo por 10 

minutos. Após este tempo, centrifugou-se a 2500 x g por 10 minutos, 4°C e o sobrenadante 

foi retirado. As células foram ressuspensas cuidadosamente em 16 mL de solução TB 

resfriada. O tubo foi mantido em gelo por 10 minutos e em seguida centrifugado a 2500 x g, 

por 10 minutos, 4°C. Novamente, as células foram resuspensas em 4 mL de solução TB 

resfriada, e foi adicionado a elas 300 µL de DMSO (D2650 - Sigma-Aldrich). O tubo foi 

incubado em gelo durante 10 minutos. Finalmente, após serem feitas alíquotas de 200 µL da 

suspensão de bactérias, as mesmas foram congeladas em nitrogênio líquido e armazenadas a -

80°C. 

A transformação das bactérias competentes foi realizada por choque térmico, segundo 

Sambrook e colaboradores (1989). Para a transformação com os produtos da CPEC 1:1 e 2:1, 

foi necessário descongelar uma alíquota dessas bactérias para cada transformação, mantendo-

as sempre no gelo. Inicialmente, transferiu-se 100 µL de cada suspensão de bactérias para um 

novo tubo, e a ele foram adicionados 5 µL do produto da CPEC. As suspensões foram 

homogeneizadas delicadamente e mantidas durante 30 minutos no gelo. Os tubos contendo as 

bactérias foram incubados por 45 segundos a 42°C e imediatamente, foram transferidos para o 

gelo, sendo mantidos lá por 3 minutos realizando o choque térmico. Posteriormente, 

adicionou-se 600 µL de meio SOC em temperatura ambiente e incubou-se as bactérias por 1 

hora a 37°C, sob agitação de 200 rpm. As mesmas foram semeadas em meio LB sólido 

contendo o antibiótico canamicina 50 µM. 

3.2.7 Amplificação do gene Aftom20 para a confirmação da transformação 

 

Para confirmar se a transformação realmente ocorreu, foi necessário realizar a 

amplificação do gene Aftom20. As colônias crescidas em meio LB sólido foram inoculadas 

em 5 mL de meio LB líquido contendo o antibiótico canamicina 50 µM e, posteriormente, 

foram incubadas durante 12 a 16 horas a 37ºC, sob agitação de 200 rpm. A PCR de colônia 
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foi realizada utilizando Termociclador Eppendorf (Mastercycler Gradient), a enzima Easy 

Taq DNA polymerase 2,5 U/μL (AP111-01- Transgen), e primers descritos na Tabela 1. 

Posteriormente, o vetor contendo o gene de interesse foi obtido a partir deste inóculo, segundo 

Marko e colaboradores (1982), utilizando o QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen), de acordo 

com as instruções do fabricante. 

 

3.2.8 Sequenciamento 

 

A amostra do vetor pET-28a contendo o gene clonado foi preparada para a reação de 

sequenciamento segundo Sanger e colaboradores (1977), utilizando as instruções do Kit Big 

Dye


 Terminator Cycle Sequencing (ABI Prism). O sequenciamento foi realizado em um 

sequenciador automático 3500 Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientific), no Laboratório 

de Sequenciamento de Ácidos Nucléicos da FCFRP-USP. 

 

3.3 Clonagem em vetor pYES2/CT e Expressão Heteróloga 

 

3.3.1 Desenho dos primers (oligonucleotídeos iniciadores) 

 

Para a amplificação do gene Aftom20 e adição de regiões de pareamento com as 

extremidades do vetor pYES2/CT (vetor de expressão para organismo eucarioto), utilizou-se 

os primers que estão contidos na Tabela 2. O desenho dos primers foi realizado com o auxílio 

das bases de dados Ensembl e National Center for Biotechnology Information- NCBI. 

Para que o gene seja expresso de maneira eficiente em vetor de expressão pYES2/CT, 

um dos primers utilizados para a amplificação do gene Aftom20 continha a sequência 

consenso KOZAK. Esta sequência modula a tradução do mRNA, o que pode ajudar a tornar 

mais eficiente a expressão da proteína na levedura (KOZAK, 1986). 
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Tabela 2: Sequências dos primers utilizados para a realização da clonagem em vetor 

pYES2/CT. 

Fragmento 

amplificado Sequências dos oligonucleotídeos iniciadores 

pYES2_TOM20_F 5' GAATATTAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCAACACAATGTCTAAGACCTCAACTTTGGT 3' 

pYES2_TOM20_R 5' CCACTGTGCTGGATATCTGCAGAATTCTTCGACGCCGTGATTGTC 3' 

As regiões em negrito representam regiões de pareamento com as extremidades do vetor 

pYES2/CT e a região sublinhada corresponde a sequência Kozak 

 

A sequência do gene Aftom20 clonada anteriormente em vetor pET-28a, serviu como 

molde para a amplificação deste gene utilizando os primers descritos na Tabela 2. Para isso, 

padronizaram-se as melhores condições de amplificação deste fragmento, utilizando 

Termociclador Eppendorf (Mastercycler Gradient) e a enzima Easy Taq DNA polymerase 2,5 

U/μL (AP111-01- Transgen). 

Após a padronização, utilizou-se a enzima Taq DNA polymerase Phusion High 

Fidelity (F530S - Thermo Fisher Scientific) 2 U/μL, Tampão 5x Phusion High Fidelity PCR 

[TAPS-HCl 25 mM (pH 9,3), KCl 50 mM, β-mercaptoethanol 1 mM e activated salmon milt 

DNA 0,75 mM], primers Foward e Reverse 0,2 μM, dNTPs 0,2 μM, MgCl2 2,5 mM, 100 ng 

de template (vetor pET-28a contendo o gene clonado) e água livre de nuclease para completar 

o volume final da reação de 75 μL. 

Após realizar a eletroforese em gel de agarose 1% (p/v), a região do gel contendo o 

produto da PCR foi purificada como descrito por Boom e colaboradores (1990), utilizando o 

kit QIAquick® Gel Extraction (Qiagen), seguindo as instruções do fabricante. 

 

3.3.2 Digestão do vetor pYES2/CT 

 

O vetor pYES2/CT (Invitrogen) foi digerido com enzimas de restrição de acordo com 

Sambrook e colaboradores (1989). Assim, o vetor foi incubado durante 3 horas a 37ºC, com 

as enzimas de restrição EcoRI (R0271- Thermo Fisher Scientific) e BamHI (ER0051 - 

Thermo Fisher Scientific). O tampão utilizado foi o recomendado pelo fabricante. 
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3.3.3 CPEC do gene Aftom20 no vetor pYES2/CT 

 

A clonagem foi realizada como descrito no item 3.2.5. A bactéria E. coli DH10β foi 

transformada com o produto da CPEC, como descrito no item 3.2.6, para a manutenção e 

propagação do plasmídeo. A fim de confirmar se a transformação realmente ocorreu, realizou-

se uma PCR de colônia para amplificação do gene Aftom20. Para isso, as colônias crescidas 

em meio LB sólido foram inoculadas em 5 mL de meio LB líquido contendo 50 µM do 

antibiótico ampicilina. Posteriormente, os inóculos foram incubados durante 12 a 16 horas a 

37ºC, sob agitação de 200 rpm.  A PCR de colônia foi realizada utilizando Termociclador 

Eppendorf (Mastercycler Gradient), a enzima Easy Taq DNA polymerase 2,5 U/μL (AP111-

01- Transgen), e primers descritos na Tabela 2.  

A seguir, o vetor contendo o gene de interesse foi obtido, segundo Marko e 

colaboradores (1982), utilizando o QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen), de acordo com as 

instruções do fabricante. O gene presente no vetor foi sequenciado como descrito no item 

3.2.8. 

3.3.4 Preparo e transformação de células de S. cerevisiae competentes 

 

As leveduras competentes foram preparadas utilizando o método de Gietz e 

colaboradores (1992). Para isso, foi inoculada uma colônia isolada da levedura S. cerevisiae 

tom20
+/-

 em 10 mL de meio YPD líquido contendo geneticina 200 μg/mL por 24 horas a 

30ºC, 200 rpm.  Posteriormente, 1 mL deste inóculo foi inoculado em 50 mL de meio YPD 

líquido e incubado a 30ºC, sob agitação de 200 rpm, até atingir uma DO600nm entre 0,4 - 0,6. 

As leveduras foram centrifugadas a 1000 x g durante 2 minutos a 25ºC e lavadas utilizando 

200 mL de tampão TE 1x estéril, pH 7,5. Em seguida, foram sedimentadas como descrito 

anteriormente e o TE foi descartado. As células foram ressuspensas em 600 μL de tampão 

TE/LiAc e incubadas por uma hora a 30ºC, sob agitação de 200 rpm.  

Assim, realizou-se 3 reações de transformação da levedura (controle negativo, 

pYES2/CT vazio e pYES2/Aftom20). Para isso, utilizou-se 200 µL das leveduras competentes 

para cada transformação, 200 µL (10 mg/mL) de DNA de esperma de salmão previamente 

desnaturado (15632-011 - Life Technologies), e 2 µg de DNA plasmidial (exceto no controle 

negativo onde o mesmo não foi adicionado). 

As misturas foram incubadas por 30 minutos a 30°C, sob agitação de 200 rpm. A 

seguir, foi adicionado 1,5 mL de solução contendo LiAc 100 mmol/L (L4158 - Sigma-
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Aldrich), PEG-3350 40% (p/v) (P3640 - Sigma-Aldrich) e tampão TE 10x. Após a 

homogeneização, incubou-as por 30 minutos a 42°C. Posteriormente, as células foram 

centrifugadas a 2500 x g durante 1 minuto, lavadas com 1 mL de tampão TE 1x estéril, 

precipitadas novamente e ressuspensas em 100 μL de tampão TE 1x. Por fim, as leveduras 

foram semeadas em 25 mL de meio de cultura seletivo SC-URA
- 

sólido [glicose 2% (p/v)] 

contendo geneticina 200 μg/mL, e incubadas durante 72 horas a 30ºC.  

3.3.5 Extração do DNA de levedura 

 

A extração do DNA das leveduras foi realizada de acordo com Malavazi e Goldman 

(2012). Para isso, as colônias crescidas em meio seletivo SC-URA
-
 sólido [glicose 2% (p/v)], 

foram inoculadas em 10 mL de meio SC-URA
-
 líquido [glicose 2% (p/v)] contendo geneticina 

200 μg/mL, e incubadas por 24 horas a 30ºC. Após este período, as leveduras foram coletadas 

por centrifugação a 3200 x g, por 5 minutos a 25ºC. 

 As células foram ressuspensas em 500 μL de tampão de extração, e adicionou-se ao 

lisado 500 μL de pérolas de vidro de 425 – 600 μm de diâmetro (G9268 - Sigma-Aldrich), 

lavadas previamente com ácido clorídrico (84421 – Fluka). A amostra foi vigorosamente 

agitada durante 10 minutos. O lisado foi transferido para um novo tubo, a ele foi adicionado 

500 μL de solução fenol:clorofórmio (v/v) (4557 - Sigma-Aldrich; 1.02445.1000 - Merck), e o 

mesmo foi agitado novamente por 10 minutos.  

Em seguida, após uma centrifugação de 2000 x g durante 10 minutos a 25ºC, a fase 

aquosa foi transferida para um novo tubo. Para a precipitação do DNA, foi adicionado 1 mL 

de isopropanol (109634 – Merck), seguido de uma centrifugação a 20800 x g por 5 minutos a 

25ºC. O sobrenadante foi descartado, o sedimento lavado com 500 μL de etanol 70% gelado 

(v/v) (100983 - Merck) e, posteriormente, centrifugado a 20800 x g por 5 minutos a 4ºC. O 

sedimento foi seco à 25ºC, e o DNA ressuspenso em água livre de nuclease.  

A determinação da concentração do DNA foi realizada espectrofotometricamente em 

comprimento de onda de 260 nm, utilizando o aparelho NanoDrop 1000 (Thermo Fisher 

Scientific).  

3.3.6 PCR para a confirmação da transformação da levedura 

 

Para confirmar a transformação das leveduras contendo o pYES2/Aftom20, amplificou-

se o gene Aftom20 a partir do DNA das mesmas extraído anteriormente. Visto isso, para 
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realizar a PCR, utilizou-se Termociclador Eppendorf (Mastercycler Gradient), a enzima Easy 

Taq DNA polymerase 2,5 U/μL (AP111-01- Transgen) e primers Foward e Reverse descritos 

na Tabela 2. As condições da PCR foram as mesmas descritas no tópico 3.3.1. Após o término 

da reação, realizou-se a eletroforese em gel de agarose 1% (p/v), para confirmar se houve 

amplificação do gene Aftom20. 

3.3.7 Indução da expressão do gene Aftom20 em S. cerevisiae 

 

Uma colônia isolada da levedura contendo a construção pYES2/Aftom20 foi coletada 

do meio SC-URA
- 
sólido [glicose 2% (p/v)] e inoculada em 45 mL meio SC-URA

-
 líquido 

[rafinose 2% (p/v)] contendo geneticina 200 μg/mL. O mesmo ocorreu com uma colônia 

isolada da levedura contendo o vetor pYES2/CT vazio, que foi utilizado como controle 

negativo. Ambos os inóculos foram incubados durante 48 horas a 30ºC, sob agitação de 200 

rpm. 

Para a indução da expressão do gene Aftom20 pelo promotor GAL1 presente no vetor 

pYES2/CT, é necessário adicionar galactose ao meio. Assim, a DO600nm de ambas as culturas 

crescidas em meio SC-URA
-
 líquido [rafinose 2% (p/v)] foram diluídas para 0,4 em 150 mL 

de meio SC-URA
-
 líquido [galactose 2% (p/v)]. A seguir, as culturas foram incubadas por 8 

horas a 30ºC, sob agitação de 200 rpm. 

3.3.8 Extração do RNA total das leveduras e quantificação  

 

Foi realizada a extração do RNA total das leveduras para que posteriormente pudesse 

ser realizado a análise da expressão do gene Aftom20, através da PCR quantitativo em tempo 

real. Para isso, foram recolhidas alíquotas das culturas das leveduras
 
transformadas com a 

construção pYES2/Aftom20 e com o vetor pYES2/CT vazio, descritas no item 3.3.7. As 

alíquotas foram recolhidas nos tempos 4 e 8 horas após a indução da expressão. 

A extração do RNA total foi realizada de acordo Shedlovskiy e colaboradores (2017). 

Para tanto, foi adicionado 80 µL de solução FAE em 1 mL das culturas com DO600nm de 2. A 

seguir, os tubos foram incubados durante 10 minutos a 70ºC. As amostras foram 

homogeneizadas, centrifugadas a 20.000 x g durante 2 minutos a 25ºC, e o sobrenadante 

coletado. A purificação do RNA total foi realizada segundo Vogelstein e Gillespie (1979) 

utilizando o RNeasy Mini Kit (Qiagen), de acordo com as instruções do fabricante. O RNA foi 

tratado com DNase, como descrito por Moore (1981), utilizando o kit RNase-Free DNase Set 

(Qiagen), seguindo as instruções do fabricante. 
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Foi realizada também a extração do RNA total das cepas S. cerevisiae tom20
+/-

 e S. 

cerevisiae tom20
+/+

, para posterior quantificação relativa da expressão do gene tom20 de S. 

cerevisiae. Para isso, leveduras das cepas S. cerevisiae tom20
+/- 

e S. cerevisiae tom20
+/+ 

foram 

cultivadas em 50 mL meio YPD líquido. Posteriormente, a extração do RNA total, bem como 

sua purificação, e o tratamento com DNase, foram realizados como descrito acima neste 

mesmo item. 

 

3.3.9 Síntese do cDNA de levedura 

 

A síntese do cDNA das amostras ocorreu segundo Houts e colaboradores (1979) 

utilizando o kit SuperScript™ III Reverse Transcriptase (Invitrogen), de acordo com as 

instruções do fabricante. 

 

3.3.10 PCR quantitativo em tempo real (qPCR-Real Time) 

 

A análise da expressão do gene Aftom20 através da PCR quantitativo em tempo real 

foi realizada conforme Livak e Schmittgen (2001). O intuito desta análise foi confirmar a 

expressão do gene Aftom20 na levedura S. cerevisiae tom20
+/-

 transformada com 

pYES2/Aftom20, e a não expressão deste mesmo gene na levedura transformada com 

pYES2/CT vazio. Além disso, também foi realizada quantificação relativa da expressão do 

gene tom20 de S. cerevisiae nas cepas S. cerevisiae tom20
+/-

 e S. cerevisiae tom20
+/+

. A 

finalidade desta análise foi a de demonstrar a menor expressão deste gene na cepa S. 

cerevisiae tom20
+/- 

quando comparada com a cepa S. cerevisiae tom20
+/+

. 

Visto isso, a quantificação da expressão do gene tom20 de S. cerevisiae e de A. 

fumigatus foi realizada em um aparelho PCR em tempo real Mastercycler® ep realplex 

(Eppendorf), utilizando o sistema de sondas TaqMan. Os primers e sondas utilizados podem 

ser encontrados no site https://www.thermofisher.com/br/en/home.html, com os códigos de 

acesso Sc04120471_s1(β-tubulina de S. cerevisiae), Sc04125487_s1 (tom20 de S. 

cerevisiae) e APMFZZG (tom20 de A. fumigatus). As sequências dos genes da β-tubulina de 

S. cerevisiae, do tom20 de S. cerevisiae e do tom20 de A. fumigatus, estão depositadas no 

GenBank com os números de acesso YFL037W, YGR082W e AFUA_6G11380, 

respectivamente. 

A fim de corrigir as variações que possam ocorrer na concentração inicial de mRNA, 

as amostras foram normalizadas utilizando o gene da β-tubulina expresso constitutivamente. 

https://www.thermofisher.com/taqman-gene-expression/product/Sc04120471_s1?CID=&ICID=&subtype=
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As reações foram efetuadas três vezes e todas em triplicata. O cDNA foi adicionado ao 

reagente Taq-Man® Universal Master Mix II (Applied Biosystems) e aos primers e sondas 

(cujos códigos de acesso foram indicados acima). Através do método 2
–ΔΔCT

, os valores de CT 

obtidos foram utilizados para calcular a expressão do mRNA de cada gene alvo em relação ao 

controle endógeno, e posteriormente, para avaliar a variação da expressão entre os grupos. 

 

3.3.11 SDS-PAGE (eletroforese em gel de poliacrilamida – dodecil sulfato de sódio) 

 

A fim de demonstrar a expressão da proteína recombinante Tom20, realizou-se SDS-

PAGE e Western blotting. Para tanto, a expressão da proteína recombinante Tom20 foi 

realizada novamente como descrito no item 3.3.7. Sendo assim, a levedura de S. cerevisiae 

tom20
+/- 

contendo o vetor pYES2/Aftom20 e aquela contendo o vetor pYES2/CT vazio foram 

inoculadas em 15 mL meio SC-URA
-
 líquido [rafinose 2% (p/v)] acrescido de geneticina 200 

μg/mL. Os inóculos foram incubados durante 48 horas a 30ºC, sob agitação de 200 rpm. A 

seguir, a DO600nm  de ambas as culturas foram diluídas para 0,4 em 50 mL do meio SC-URA
-
 

líquido [galactose 2% (p/v)], e incubadas durante 8 horas a 30ºC, sob agitação de 200 rpm. 

Foram recolhidas alíquotas dessas culturas nos tempos 0, 4 e 8 horas após a indução da 

expressão, e suas DO600nm determinadas. 

 Posteriormente, as células foram centrifugadas a 1500 x g durante 5 minutos a 4ºC, e 

ressuspensas em 500 μL de água MilliQ estéril. A seguir, as amostras foram centrifugadas a 

20000 x g durante 5 minutos, a 4ºC. Os sedimentos celulares foram coletados, e ressuspensos 

em 500 µL de Breaking buffer. Logo após, as amostras foram centrifugadas a 1500 x g, 

durante 5 minutos a 4°C, e o sobrenadante foi descartado. As células foram novamente 

ressuspensas e diluídas em Breaking buffer até atingir uma DO600nm de 0,5-1,0. Foram 

adicionadas pérolas de vidro de 425 – 600 μm de diâmetro (G9268 - Sigma-Aldrich), lavadas 

previamente com ácido clorídrico (84421 – Fluka). A amostra foi homogeneizada 

vigorosamente durante 30 segundos, seguido de 30 segundos no gelo. Este processo foi 

realizado 10 vezes durante 10 minutos para lisar as células.  

Em seguida, o lisado foi centrifugado a 20000 x g por 10 minutos a 25ºC, e o 

sobrenadante contendo as proteínas foi transferido para um novo tubo. A concentração das 

proteínas foi determinada como descrito por Smith e colaboradores (1985), por meio do kit 

BCA
TM 

Protein Assay (Thermo Fisher Scientifc), seguindo as recomendações do fabricante, 

utilizando como padrão a albumina de soro bovino (BSA). Foi adicionado tampão de amostra 

para SDS-PAGE em 30 μg de proteínas, e as mesmas foram desnaturadas pelo aquecimento 
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durante 5 minutos a 98ºC. O gel de poliacrilamida - SDS foi preparado segundo Laemmli 

(1970). O tampão de corrida utilizado foi o Tris-Glicina 1x pH 8,3. A corrida eletroforética 

foi realizada em voltagem constante de 90 V durante 1 hora e 30 minutos. 

 

3.3.12 Western Blotting 

 

Para detectar a expressão da proteína recombinante Tom20 por Western Blotting 

(TOWBIN et al., 1979), utilizou-se o anticorpo Anti-V5 (R960-25 - Thermo Fisher Scientifc) 

na diluição de 1:5000. Sendo assim, após a eletroforese, as proteínas foram transferidas para 

uma membrana de PVDF. Para a transferência, foi montado um sistema “sanduíche” onde o 

gel e a membrana foram colocados entre papéis de filtro e esponjas. O sistema foi colocado 

em uma cuba eletroforética com tampão de transferência, e aplicou-se uma corrente de 350 

mA por 90 minutos.  

Em seguida, uma etapa de bloqueio foi realizada incubando a membrana com as 

proteínas em TBS-T contendo Blotting-Grade Blocker 5% (p/v) (1706404 - Bio-Rad), durante 

1 hora a 25ºC, sob agitação. Posteriormente, foi realizada a incubação com o anticorpo 

primário anti-V5 (diluição 1:5000), durante 16 horas a 4°C, sob agitação. Logo após, a 

membrana foi lavada três vezes com TBS-T, durante 5 minutos a 25ºC. Utilizando anticorpo 

secundário anti-mouse marcado com peroxidase (A9044 - Sigma-Aldrich), na diluição 

1:10000, a mesma foi incubada durante 1 hora a 25ºC, sob agitação.  

A seguir, a membrana foi novamente lavada três vezes com TBS-T como descrito 

acima. A revelação ocorreu utilizando ECL e H2O2. A incubação da membrana com essa 

solução ocorreu durante 30 segundos. A marcação dos anticorpos foi visualizada em aparelho 

ChemiDocTM MP System (Bio-Rad). 

 

3.3.13 Produção de esferoplastos de S. cerevisiae e isolamento de mitocôndrias 

 

A fim de demonstrar a presença da proteína expressa nas mitocôndrias das células, as 

mitocôndrias foram isoladas após 8 horas da indução da expressão e, posteriormente, foram 

realizados SDS-PAGE e Western Blotting. Visto isso, antes de isolar as mitocôndrias, foi 

realizada novamente a indução da expressão, de acordo com o item 3.3.7. Para isso, tanto a 

levedura contendo a construção pYES2/Aftom20, como aquela contendo o vetor pYES2/CT 

vazio, foram inoculadas em 225 mL de meio SC-URA
-
 líquido [rafinose 2% (p/v)] contendo 

geneticina 200 μg/mL. Ambos os inóculos foram incubados durante 48 horas a 30ºC, sob 
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agitação de 200 rpm. A seguir, a DO600nm  de ambas as culturas foram diluídas para 0,4 em 

750 mL de meio SC-URA
-
 líquido [galactose 2% (p/v)]. As culturas foram incubadas durante 

8 horas a 30ºC, sob agitação de 200 rpm. 

Os esferoplastos foram obtidos e as mitocôndrias isoladas de acordo com Glab e 

colaboradores (1990), com modificações. Para isso, as células das leveduras transformadas 

com pYES2/Aftom20 e com pYES2/CT vazio foram centrifugadas a 3000 x g por 5 minutos a 

25ºC, e recolhidas do meio de cultura SC-URA
-
 líquido [galactose 2% (p/v)]. Em seguida, o 

sedimento celular foi lavado duas vezes com 50 mL de água deionizada e centrifugado a 3000 

x g por 5 minutos a 25ºC. As células foram ressuspensas em tampão de pré-incubação, sendo 

que, para cada 1 g de células úmidas adicionou-se 4 mL deste tampão. A seguir, as mesmas 

foram incubadas durante 30 minutos a 33ºC, sob agitação de 100 rpm. 

Após a incubação, as células foram centrifugadas a 3000 x g por 5 minutos, a 25ºC. As 

mesmas foram lavadas com 50 mL água deionizada e com 25 mL de tampão de digestão, 

sendo centrifugadas após cada lavagem sob as mesmas condições descritas anteriormente. A 

seguir, as células foram ressuspensas em tampão de digestão (2 mL de tampão para cada 1 g 

de células úmidas) e adicionados 2,0 mg de liticase (L4025 - Sigma-Aldrich) por grama de 

células iniciais e DTT 2 mmol/L (43819 - Sigma-Aldrich). A solução foi incubada durante 50 

minutos, a 33ºC, sob agitação de 100 rpm. A digestão da parede celular foi acompanhada 

realizando a leitura da DO600nm após a diluição das células em água destilada (1:200). Neste 

caso, a queda da densidade óptica indicou a lise celular em água. Assim, ocorreu a produção 

dos esferoplastos de S. cerevisiae. 

Para coletar os esferoplastos, a suspensão foi centrifugada a 9000 x g, durante 5 

minutos a 4°C. Em seguida, as células foram lavadas duas vezes utilizando 25 mL de tampão 

de digestão gelado e novamente foram centrifugadas sob as mesmas condições. A fim de lisar 

as células, as mesmas foram ressuspensas em tampão de lise gelado, PMSF 2 mmol/L (P7626 

- Sigma-Aldrich) e PIC (P8215- Sigma-Aldrich). A proporção do tampão utilizada foi de 1,5 

mL de tampão para cada 1 g de célula inicial, e a de PIC foi de 1 mL para cada 20 g de células 

(p/v). 

A lise das células foi realizada utilizando um homogeneizador de tecido tipo Dounce 

com cerca 10 movimentos de fricção, e posteriormente, as mesmas foram centrifugadas a 

2000 x g durante 5 minutos a 4ºC. Em seguida, coletou-se o sobrenadante e o centrifugou a 

18000 x g, durante 20 minutos, a 4ºC. Delicadamente, o precipitado (contendo as 

mitocôndrias) foi ressuspenso em tampão de ressuspensão para mitocôndrias gelado, sendo 

utilizado 1 mL de tampão para cada grama de células iniciais. Após uma centrifugação a 2000 
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x g durante 5 minutos a 4ºC, o sobrenadante foi coletado e centrifugado a 12000 x g durante 

20 minutos a 4ºC. O precipitado foi ressuspenso em 50 L de tampão de ressuspensão para 

mitocôndrias. 

Para extrair as proteínas mitocondriais, foram adicionados à amostra 3L de PIC 

juntamente com 30 L de CelLytic
™

 M (C2978 - Sigma-Aldrich) e, após homogeneização, a 

lise foi realizada em sonicador ultrassônico (Fisher Scientific). A amostra foi então 

centrifugada a 18000 x g, por 20 minutos a 4ºC, e o sobrenadante transferido para um novo 

tubo. A concentração das proteínas foi determinada como descrito por Smith e colaboradores 

(1985), com o kit BCA
TM 

Protein Assay (Thermo Fisher Scientifc), seguindo as 

recomendações do fabricante. Como padrão utilizou-se a albumina de soro bovino (BSA). 

Posteriormente, foram realizados SDS-PAGE de acordo com o item 3.3.11, e Western 

Blotting como descrito no item 3.3.12. Neste último, além do anticorpo Anti-V5 também foi 

utilizado o anticorpo anti-VDAC (ab110326 - Abcam) na diluição 1:1000 para a detecção da 

proteína mitocondrial constitutiva VDAC. 

 

3.3.14 Avaliação da taxa de crescimento das leveduras transformadas 

 

A avaliação da taxa de crescimento das leveduras transformadas foi realizada de 

acordo com Balico e colaboradores (2017), com algumas modificações. Esta avaliação foi 

executada com a finalidade de determinar se há diferença entre a taxa de crescimento da 

levedura transformada com pYES2/Aftom20, e a taxa de crescimento daquela transformada 

com pYES2/CT vazio. Assim, foram realizados ensaios de crescimento em meio SC-URA
-
 

[galactose 2% (p/v)] líquido e sólido, a 30°C. Inicialmente as células foram cultivadas em 25 

mL de meio SC-URA
-
 líquido [rafinose 2% (p/v)] contendo geneticina (200 μg/mL) durante 

48 horas a 30°C, sob agitação de 200 rpm. Posteriormente, a DO600nm das culturas foi diluída 

para 0,4 em 25 mL de meio SC-URA
-
 líquido [galactose 2% (p/v)].  

Para a avaliação do crescimento em meio sólido, foram realizadas 4 diluições seriadas 

(1:10) a partir das culturas presentes em meio SC-URA
-
 líquido [galactose 2% (p/v)] com 

DO600nm de 0,4. As diluições foram semeadas em placa de Petri contendo 25 mL de meio SC-

URA
- 
sólido [galactose 2% (p/v)], e incubadas durante 72 horas a 30°C. 

Para realizar a avaliação do crescimento em meio líquido, tais culturas presentes em 

meio SC-URA
-
 líquido [galactose 2% (p/v)] foram incubadas durante 24 horas a 30°C, sob 

agitação de 200 rpm. As curvas de crescimento destas leveduras foram determinadas através 

da dosagem das DO600nm nos tempos 0, 2, 4, 6, 8, 12 e 24 horas após a incubação. 
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3.3.15 Determinação do potencial de membrana mitocondrial 

 

O potencial de membrana mitocondrial dos esferoplastos de S. cerevisiae tom20
+/-

 

transformadas com pYES2/Aftom20 e com pYES2/CT vazio foi determinado pelo 

monitoramento das alterações na fluorescência da safranina O (S2255 - Sigma-Aldrich) em 

uma concentração final de 10 µmol/L, segundo Petrussa e colaboradores (1992). As alterações 

na fluorescência foram determinadas utilizando um espectrofluorímetro Hitachi F-7000, 

sendo os comprimentos de onda de 495 nm e de 586 nm utilizados para a excitação e para a 

emissão, respectivamente. Os esferoplastos foram preparados como descrito no item 3.3.10. A 

seguir, os mesmos foram ressuspensos e incubados em 2,0 mL de tampão de ressuspensão 

para esferoplastos a 30ºC, acrescido de MgCl2 5 mmol/L (105833 – Merck) e BSA 0,2% (p/v, 

A6003 – Sigma-Aldrich). O ΔΨ foi induzido pela adição de NADH 1 mmol/L (N4505 – 

Sigma-Aldrich). 

O ΔΨ dos esferoplastos foi titulado em 2,0 mL de tampão de titulação sem íons 

potássio a 30ºC, acrescido de MgCl2 5 mmol/L (105833 – Merck), BSA 0,2% (p/v, A6003 – 

Sigma-Aldrich) e ciclosporina A 1 µM (C3662 - Sigma-Aldrich). O substrato utilizado foi 

NADH 1 mmol/L (N8129 - Sigma-Aldrich), responsável por gerar o ΔΨ. Em seguida, foi 

adicionada a valinomicina 1 µmol/L (V0627 – Sigma-Aldrich), um ionóforo de potássio capaz 

de colapsar o ΔΨ, pois facilita o influxo eletrogênico deste cátion. Posteriormente, foi 

realizada a titulação com potássio, através das sucessivas adições de KCl (P4504 – Sigma-

Aldrich). A adição de FCCP 20 µmol/L (C2920 – Sigma-Aldrich) realizada a seguir colapsou 

completamente o ΔΨ. Após cada adição de potássio, o ΔΨ foi calculado pela equação de 

Nernst: 60 log [K
+
in] / [K

+
ex], onde [K

+
in] é a concentração de K

+
 no interior das 

mitocôndrias e [K
+
ex] é a concentração de K

+
 externa. A concentração de [K

+
in] foi 

considerada 150 mM, e a concentração de [K
+
ex] variou conforme o KCl foi adicionado ao 

meio de incubação.  

A fluorescência de safranina O varia linearmente de acordo com o potencial de difusão 

de K
+
 para o interior das mitocôndrias, por isso, foi possível estabelecer uma correlação entre 

os valores da fluorescência e do ΔΨ. Entretanto, o valor do ΔΨ obtido é um valor 

aproximado, isso porque o valor de [K
+
in] é estimado e cada variação de 20 mM em sua 

estimativa acarreta a uma pequena variação de 5 mV no ΔΨ (AKERMAN; WIKSTROM, 

1976). 
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3.3.16 Análise estatística 

 

A análise estatística foi realizada no programa estatístico GraphPad Prism 5 (EUA). O 

teste de Mann Whitney foi aplicado para analisar experimentos com dois grupos diferentes. 

p<0,05 foi considerado estatisticamente significante. 
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4. RESULTADOS  

 

Para realizar o estudo da função do gene tom20 (AFUA_6G11380) de A. fumigatus, 

foi proposta a expressão heteróloga deste gene em S. cerevisiae tom20
+/-

. Assim, este gene foi 

clonado em vetor de expressão em procarioto (pET-28a) e, posteriormente, em vetor de 

expressão em eucarioto (pYES2/CT). 

 

4.1 Clonagem em vetor pET-28a 

 

A clonagem no vetor pET-28a foi realizada com três finalidades: (1) comparar a 

sequência do gene Aftom20 clonada com a sequência presente no banco de dados; (2) 

aperfeiçoar a realização da técnica de clonagem por CPEC; e (3) obter o gene clonado em 

vetor de expressão em bactéria para, caso seja necessário, produzir anticorpos anti-Tom20. 

Para isso, foi necessário realizar a extração do RNA total e, posteriormente, a síntese de 

cDNA.  

 

4.1.1 Extração, quantificação e análise da integridade do RNA total de A. fumigatus 

 

Após a eletroforese do RNA total em gel de agarose (Figura 2), pode-se observar que 

o mesmo se encontrava íntegro e sem arrastes. Foi possível a visualização de duas bandas, 

correspondentes às frações 28s e 18s do RNA ribossômico. 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Figura 2 - Eletroforese do RNA total em gel de agarose, sob condições desnaturantes, corado 

com GelRed® Nucleic Acid Gel Stain (Sigma-Aldrich). 
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4.1.2 Padronização da amplificação do gene Aftom20 a partir do cDNA, através de 

reações em cadeia da polimerase (PCR) 

 

Para realizar a reação de PCR, utilizou-se como molde o cDNA obtido a partir da 

extração do RNA total de A. fumigatus. Os primers utilizados na reação foram os 

apresentados na Tabela 1. Assim, para determinar a melhor temperatura de anelamento dos 

primers, foram testadas as seguintes temperaturas: 50ºC, 55ºC, 60ºC e 65ºC. Após a reação, 

foi realizada a eletroforese em gel de agarose 1% (p/v), corado com GelRed® Nucleic Acid 

Gel Stain (Sigma-Aldrich), sendo esperado um fragmento de 510 pb.  

A seguir, foi possível observar que em todas as temperaturas ocorreu a amplificação 

do gene Aftom20 (Figura 3). Essas temperaturas foram escolhidas para serem testadas em 

decorrência de suas proximidades com a temperatura de melting (Tm) dos primers. Apesar de 

haver amplificação do fragmento e a presença de apenas uma banda inespecífica nas 

temperaturas de 55ºC, 60ºC e 65ºC, optou-se pela mais baixa (55ºC), por ser a mais afastada 

da temperatura de extensão da DNA polymerase Phusion High Fidelity (ThermoFischer 

Scientific). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 – Eletroforese em gel de agarose 1% (p/v) dos produtos de PCR para padronização 

dos primers da Tabela 1, corados com GelRed® Nucleic Acid Gel Stain (Sigma-Aldrich). 

Coluna 1: Marcador 1 Kb Plus DNA Ladder (10787026 - ThermoFischer Scientific); Coluna 

2-5: Gene Aftom20 amplificado utilizando diferentes temperaturas de anelamento dos primers. 
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4.1.3 Amplificação do gene Aftom20 a partir do cDNA, através de reações em cadeia da 

polimerase (PCR) 

 

Após a padronização das condições da reação, o cDNA foi submetido à reação de PCR 

para a amplificação do gene Aftom20. O produto da reação foi submetido à eletroforese em 

gel de agarose 1% (p/v). A banda de amplificação do gene de interesse apresentou-se íntegra e 

no tamanho esperado (510 pb) (Figura 4). Posteriormente o fragmento foi extraído do gel e 

purificado.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4 - Eletroforese em gel de agarose 1% (p/v) do produto da PCR para amplificação do 

gene Aftom20 a partir do cDNA, corado com brometo de etídio (E8751 – Sigma-Aldrich). 

Coluna 1: Marcador 1 Kb Plus DNA Ladder (ThermoFischer Scientific); Coluna 2: Gene 

Aftom20. 

 

4.1.4 Vetor pET-28a digerido e purificado 

 

Após a digestão do vetor pET-28a com as enzimas de restrição EcoRI e Not I, o vetor 

foi purificado, e o mesmo foi submetido a uma eletroforese em gel de agarose 1% (p/v). 

Assim, foi possível observar que a digestão do vetor ocorreu de forma esperada, gerando um 

produto de aproximadamente 5,3 kb (Figura 5). 
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Figura 5 - Eletroforese em gel de agarose 1% (p/v) do vetor pET-28a digerido e purificado, 

corado com brometo de etídio (Sigma-Aldrich). Coluna 1: Marcador 1 Kb Plus DNA Ladder 

(ThermoFischer Scientific); Coluna 2: Vetor pET-28a. 

 

4.1.5 PCR para amplificação do gene Aftom20 clonado em vetor pET-28a 

 

Para confirmar se a transformação das bactérias com os produtos da CPEC havia sido 

efetiva, foi realizada uma PCR de 10 colônias crescidas em meio LB líquido (5 delas 

transformadas com o produto da CPEC 1:1 e 5 com o produto da 2:1). Para isso, foram 

utilizados os primers descritos na Tabela 1. Como controle positivo foi utilizado DNA 

genômico de A. fumigatus (KU80, pyrG-). Os produtos da reação foram submetidos à 

eletroforese em gel de agarose 1% (p/v). As bandas apresentaram-se íntegras e no tamanho 

esperado (510 pb) (Figura 6). 

O crescimento de colônias nas placas confirmou que elas receberam o vetor pET-28a, 

pois o mesmo codifica um gene de resistência a canamicina, antibiótico que foi adicionado ao 

meio de cultura. Porém, foi necessário realizar uma reação de PCR para confirmar a inserção 

do gene Aftom20 no vetor (Figura 6). Essa reação utilizando primers específicos demonstra 

que as colônias de bactérias testadas receberam o vetor pET-28a clonado com o gene de 

interesse. 
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Figura 6 - Eletroforese em gel de agarose 1% (p/v) do produto da PCR para amplificação do 

gene Aftom20 clonado em vetor pET-28a, corado com GelRed® Nucleic Acid Gel Stain 

(Sigma-Aldrich). Coluna 1: Marcador 1 Kb Plus DNA Ladder (ThermoFischer Scientific); 

Coluna 2: Controle positivo; Coluna 3-7: Colônias 1-5 transformadas com o produto da CPEC 

1:1; Coluna 8-12: Colônias 6-10 transformadas com o produto da CPEC 2:1 

 

4.1.6 Sequenciamento do gene Aftom20 clonado em vetor pET-28a 

 

Após a obtenção do vetor contendo o gene Aftom20 clonado, a partir da colônia 8 

utilizando o QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN), foi realizado o sequenciamento deste 

gene. O resultado do sequenciamento foi comparado com a sequência do mRNA do gene 

Aftom20 de A. fumigatus AF293 (AFUA_6G11380), presente no banco de dados National 

Center for Biotechnology Information - NCBI. 

Assim, ao realizar uma análise comparativa do resultado do sequenciamento do gene 

clonado com a sequência presente no banco de dados NCBI, observou-se que ambos 

apresentam 510 nucleotídeos, não havendo divergência entre as sequências, demonstrando 

que o gene não sofreu qualquer tipo de alteração molecular (Figura 7). 
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Figura 7 - Resultado do sequenciamento do gene Aftom20, comparando com a sequência do 

mRNA presente no banco de dados do NCBI. 

 

4.2 Clonagem em vetor pYES2/CT 

 

Foram realizadas a clonagem do gene Aftom20 em vetor pYES2/CT, a transformação 

da cepa S. cerevisiae tom20
+/-

 com este vetor, e também a indução da expressão da proteína 

recombinante Tom20. Todos estes resultados serão demonstrados a seguir. 

 

4.2.1 Padronização da amplificação do gene Aftom20, a partir do fragmento clonado em 

pET-28a, através de reações em cadeia da polimerase (PCR) 

 

Para realizar a reação de PCR, utilizou-se como molde o fragmento previamente 

clonado em vetor pET-28a. Os primers utilizados na reação foram os apresentados na Tabela 

2. Para determinar a melhor temperatura de anelamento dos primers, foram testadas as 

seguintes temperaturas: 50ºC, 55ºC, 60ºC e 65ºC. A seguir, foi realizada eletroforese em gel 
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de agarose 1% (p/v), e o produto da PCR foi corado com UniSafe Dye Nucleic Acid Staining 

(R01031-Uniscience).  

As bandas correspondentes à amplificação do gene de interesse apresentaram-se 

íntegras e no tamanho esperado (510 pb) (Figura 8). Em todas as temperaturas o gene 

Aftom20 foi amplificado. Essas temperaturas foram escolhidas para serem testadas devido as 

suas proximidades com a temperatura de melting (Tm) dos primers. Apesar de haver 

amplificação do fragmento em todas elas, optou-se pela mais baixa (50ºC), por ser a mais 

afastada da temperatura de extensão da DNA polymerase Phusion High Fidelity 

(ThermoFischer Scientific). 

 

 

 

 

 

 

Figura 8 - Eletroforese em gel de agarose 1% (p/v) do produto de PCR para padronização dos 

primers da Tabela 2, corado com UniSafe Dye Nucleic Acid Staining (Uniscience). Coluna 1: 

Marcador 1 Kb Plus DNA Ladder (ThermoFischer Scientific); Coluna 2-5: Gene Aftom20. 

 

4.2.2 Amplificação do gene Aftom20, através de reações em cadeia da polimerase (PCR) 

 

Após a padronização das condições de amplificação, o vetor pET-28a contendo o gene 

de interesse foi utilizado novamente como molde na reação de PCR. O produto da reação foi 

submetido à eletroforese em gel de agarose 1% (p/v).  A banda que corresponde à 

amplificação do gene Aftom20 apresentou-se íntegra e no tamanho esperado (510 pb) (Figura 

9).  Posteriormente, o fragmento foi extraído do gel e purificado. 

 

 



43 
 

 

 

 

 

 

 

Figura 9 - Eletroforese em gel de agarose 1% (p/v) do produto de PCR para amplificação do 

gene Aftom20, corado com UniSafe Dye Nucleic Acid Staining (Uniscience). Coluna 1: 

Marcador 1 Kb Plus DNA Ladder (ThermoFischer Scientific); Coluna 2: Gene Aftom20. 

 

4.2.3 Vetor pYES2/CT digerido e purificado 

 

Assim como no vetor pET-28a, a digestão do vetor pYES2/CT foi realizada utilizando 

duas enzimas de restrição distintas. Dessa forma, após a digestão e purificação deste vetor 

com as enzimas EcoRI e BamHI juntas e separadas, o mesmo foi submetido a uma 

eletroforese em gel de agarose 1% (p/v).  

As digestões realizadas separadamente foram com o intuito de observar se as enzimas 

utilizadas estavam realmente funcionando e, dessa forma, garantir que não tenha ocorrido 

uma digestão parcial e sim total do vetor. A banda do vetor digerido com ambas as enzimas 

apresentou-se íntegra e no tamanho esperado, de aproximadamente 6,0 kb. Dessa forma, 

ambas as enzimas foram capazes de restringir o vetor pYES2/CT (Figura 10).   
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Figura 10 – Eletroforese em gel de agarose 1% (p/v) do vetor pYES2/CT digerido e 

purificado, corado com brometo de etídio (Sigma-Aldrich). Coluna 1: Marcador 1 Kb Plus 

DNA Ladder (ThermoFischer Scientific); Coluna 2: Vetor pYES2/CT sem digerir; Coluna 3: 

Vetor pYES2/CT digerido com a enzima EcoRI. Coluna 4: Vetor pYES2/CT digerido com a 

enzima BamHI. Coluna 5: Vetor pYES2/CT digerido com as enzimas EcoRI e BamHI. 

 

4.2.4 PCR para amplificação do gene Aftom20 clonado em vetor pYES2/CT 

 

Para confirmar se a transformação das bactérias com o produto da CPEC 2:1 havia 

ocorrido, foi realizado PCR para amplificar o gene Aftom20 das 6 colônias crescidas em meio 

LB líquido, utilizando os primers descritos na Tabela 2. Os produtos da reação foram 

submetidos à eletroforese em gel de agarose 1% (p/v). As bandas apresentaram-se íntegras e 

no tamanho esperado (510 pb) (Figura 11).  

O crescimento de colônias nas placas indicou que essas receberam o vetor pYES2/CT, 

pois o mesmo codifica um gene de resistência à ampicilina, antibiótico que foi adicionado ao 

meio de cultura. O resultado da PCR confirmou a ocorrência da clonagem, pois as colônias 

testadas receberam o vetor pYES2/CT clonado com o gene de interesse (Figura 11). 
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Figura 11 - Eletroforese em gel de agarose 1% (p/v) do produto da PCR para amplificação do 

gene Aftom20 clonado em vetor pYES2/CT, corado com UniSafe Dye Nucleic Acid Staining 

(Uniscience). Coluna 1: Marcador 1 Kb Plus DNA Ladder (ThermoFischer Scientific); 

Coluna 2-7: Colônias 1-6, respectivamente. 

 

Em relação a CPEC, foi utilizada uma proporção 2:1. Essa proporção foi utilizada, 

pois na clonagem em vetor pET-28a foi observado que o número de colônias de bactérias que 

cresceram após a transformação com o produto da CPEC 2:1 foi maior do que quando 

transformadas com o produto da 1:1.  

4.2.5 Sequenciamento do gene Aftom20 clonado em vetor pYES2/CT 

 

Após a obtenção do plasmídeo a partir da colônia 1, foi realizado o sequenciamento do 

gene Aftom20. O resultado do sequenciamento foi comparado com a sequência do mRNA do 

gene Aftom20 da cepa de Aspergillus fumigatus AF293 (AFUA_6G11380), presente no banco 

de dados NCBI. Não houve alteração de nenhum nucleotídeo quando comparado com a 

sequência do mRNA do mesmo gene presente no banco de dados (não apresentado). 

4.2.6 PCR para confirmação da transformação da levedura com o vetor pYES2/Aftom20 

 

Foram realizadas transformações da cepa S. cerevisiae tom20
+/-

 com vetor 

pYES2/Aftom20 e com pYES2/CT vazio. A fim de confirmar se a transformação com o vetor 

pYES2/Aftom20 realmente ocorreu, foi realizada a extração do DNA de 9 colônias crescidas 
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em meio SC-URA
-
 líquido [glicose 2% (p/v)]. Posteriormente, foi realizada a PCR para 

amplificação do gene Aftom20 utilizando este DNA como molde. Como controle negativo, foi 

utilizado o DNA extraído de leveduras transformadas apenas com o vetor pYES2/CT vazio 

crescidas em meio SC-URA
-
 líquido [glicose 2% (p/v)]. Como controle positivo, foi utilizado 

DNA genômico de A. fumigatus (KU80, pyrG-). Em seguida, foi realizada uma eletroforese 

em gel de agarose 1% (p/v) (Figura 12).  

Dessa forma, foi possível observar que todas as 9 colônias transformadas com vetor 

pYES2/Aftom20 se mostraram positivas para a transformação, havendo a presença de bandas 

com 510 pb (colunas 3 – 11; Figura 12). Conforme o esperado, não houve amplificação do 

gene Aftom20 no DNA das leveduras transformadas com o vetor vazio (colunas 12 – 13; 

Figura 12). O vetor pYES2/CT contém o marcador auxotrófico URA3, que seleciona as 

leveduras transformadas em meio deficiente de uracila. Assim, é possível afirmar também que 

a transformação com o vetor vazio se mostrou positiva, pois houve o crescimento de colônias 

em meio SC-URA
-
. 

 

Figura 12 - Eletroforese em gel de agarose 1% (p/v) do produto da PCR para amplificação do 

gene Aftom20, para confirmação da transformação da levedura, corado com UniSafe Dye 

Nucleic Acid Staining (Uniscience). Coluna 1: Marcador 1 Kb Plus DNA Ladder 

(ThermoFischer Scientific); Coluna 2: Controle positivo; Coluna 3-11: Colônias 1-9 

transformadas com vetor pYES2/Aftom20, respectivamente; Coluna 12 e 13: Colônias 1 e 2 

transformadas com o vetor pYES2/CT vazio, respectivamente. 
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4.2.7 Quantificação da expressão gênica 

 

Foi realizada a quantificação da expressão relativa do gene Aftom20, com o intuito de 

verificar a expressão deste gene na levedura S. cerevisiae tom20
+/-

 transformada com 

pYES2/Aftom20 e sua não expressão na levedura transformada com pYES2/CT vazio. A 

análise da expressão gênica confirmou a expressão do gene Aftom20 na levedura transformada 

com o vetor pYES2/Aftom20, após induzir sua expressão durante 4 e 8 horas. Além disso, 

também foi possível confirmar que não houve a expressão do gene Aftom20 na levedura 

transformada com o vetor pYES2/CT vazio, após os mesmos tempos de indução da expressão 

(Figura 13). 

 

Figura 13 - Expressão relativa do gene Aftom20. a: Expressão do gene Aftom20 na levedura 

contendo o vetor pYES2/Aftom20 (a direita) e na levedura transformada com o vetor 

pYES2/CT vazio (a esquerda), 4 horas após a indução da expressão. b: Expressão do gene 

Aftom20 na levedura contendo o vetor pYES2/Aftom20 (a direita) e na levedura transformada 

com o vetor pYES2/CT vazio (a esquerda), após 8 horas de indução da expressão. A 

expressão do gene alvo foi normalizada pela expressão do gene da β-tubulina de S. cerevisiae. 

O resultado demonstrado é representativo de três repetições similares e independentes. O teste 

estatístico utilizado foi o teste t, com pós-teste de Wilcoxon-Mann Whitney. * significa 

diferença significativa p<0,05. 

 

Além disso, foi realizada também a quantificação da expressão relativa do gene tom20 

de S. cerevisiae por PCR quantitativo em tempo real, a fim de demonstrar a menor expressão 

deste gene na cepa S. cerevisiae tom20
+/- 

quando comparada com a cepa S. cerevisiae 

tom20
+/+

. Ao analisar a expressão do gene tom20 de S. cerevisiae nessas cepas foi possível 
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observar uma expressão menor (p<0,05) na cepa S. cerevisiae tom20
+/-

 em relação à cepa S. 

cerevisiae tom20
+/+

 (Figura 14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14 - Expressão relativa do gene tom20 de S. cerevisiae. Expressão do gene tom20 de 

S. cerevisiae na cepa S. cerevisiae tom20
+/-

 (a direita) e na cepa S. cerevisiae tom20
+/+

 (a 

esquerda). A expressão do gene alvo foi normalizada pela expressão do gene da β-tubulina de 

S. cerevisiae. O resultado demonstrado é representativo de três repetições similares e 

independentes. O teste estatístico utilizado foi o teste t, com pós-teste de Wilcoxon-Mann 

Whitney. * significa diferença significativa p<0,05. 

 

4.2.8 Análise da proteína recombinante Tom20 por Western Blotting 

 

Foi realizada a indução da expressão da proteína recombinante nas leveduras 

transformadas com o vetor pYES2/Aftom20 e pYES2/CT vazio, utilizando meio de cultura 

SC-URA
-
 líquido [galactose 2% (p/v)]. Em seguida, para confirmar a ocorrência da expressão, 

foi realizado Western Blotting, onde a membrana foi marcada com o anticorpo Anti-V5. O 

vetor pYES2/CT contém o epítopo V5 na extremidade C-terminal, portanto, é possível 

detectar a proteína recombinante utilizando o anticorpo anti-V5 (Figura 15). Nesta figura, foi 

possível observar a presença da proteína recombinante (aproximadamente 23,43 kDa) na 

levedura transformada com o vetor pYES2/Aftom20, depois de induzir sua expressão durante 4 

e 8 horas (colunas 4 e 6, respectivamente). Como esperado, não foi detectada a presença desta 

proteína nos tempos 0 de ambas as leveduras (colunas 1 e 2, respectivamente), e nos tempos 

de indução 4 e 8 horas da levedura transformada com o vetor pYES2/CT vazio (colunas 3 e 5, 

respectivamente).  
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Figura 15 - Proteína recombinante Tom20 marcada com o anticorpo Anti-V5. Coluna 1: 

Levedura transformada com o vetor pYES2/CT vazio, Tempo 0. Coluna 2: Levedura 

transformada com a construção pYES2/Aftom20, Tempo 0. Coluna 3: Levedura transformada 

com o vetor pYES2/CT vazio, Tempo 4 h. Coluna 4: Levedura transformada com a 

construção pYES2/Aftom20, Tempo 4 h. Coluna 5: Levedura transformada com o vetor 

pYES2/CT vazio, Tempo 8 h. Coluna 6: Levedura transformada com a construção 

pYES2/Aftom20, Tempo 8 h. 

 

Para demonstrar a presença da proteína recombinante Tom20 de A. fumigatus nas 

mitocôndrias das células, as mitocôndrias de ambas as leveduras foram isoladas. A seguir, foi 

realizado novamente Western Blotting após 8 horas da indução da expressão. A membrana foi 

marcada com o anticorpo Anti-V5 (Figura 16) e, posteriormente, com anticorpo anti-VDAC 

(Figura 17), para detectar a proteína Tom20 e a proteína mitocondrial constitutiva VDAC 

(aproximadamente 30 kDa), respectivamente. A detecção da proteína mitocondrial 

constitutiva VDAC é importante, pois se presente, demonstra que as proteínas presentes na 

membrana são realmente proteínas mitocondriais. Além disso, foi determinado por 

densitometria as intensidades das bandas geradas através do software ImageJ®. A intensidade 

do sinal gerado pela proteína Tom20 foi normalizada dividindo-se seu valor pelo da proteína 

VDAC correspondente (Anexo E).  

Dessa forma, foi possível confirmar a presença da proteína recombinante Tom20 

(aproximadamente 23,43 kDa) nas mitocôndrias da levedura transformada com o vetor 

pYES2/Aftom20, depois de induzir sua expressão durante 8 horas (coluna 1; Figura 16). 

Conforme esperado, não foi detectada a presença desta proteína nas mitocôndrias da levedura 

transformada com o vetor pYES2/CT vazio, após 8 horas da indução da expressão (coluna 2; 

Figura 16).  

Em seguida, foi possível observar a presença da proteína VDAC em ambas as colunas, 

demonstrando assim, que as proteínas presentes na membrana eram realmente proteínas 

provenientes das mitocôndrias (Figura 17). Visto isso, estes resultados evidenciaram tanto a 

expressão da proteína recombinante Tom20 de A. fumigatus, como a sua presença nas 

mitocôndrias das leveduras transformadas com o vetor pYES2/Aftom20. 
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Figura 16 - Proteína recombinante Tom20 marcada com o anticorpo Anti-V5. Coluna 1:  

Proteínas mitocondriais das leveduras transformadas com pYES2/Aftom20. Coluna 2: 

Proteínas mitocondriais das leveduras transformadas com pYES2/CT vazio. 

 

 

 

 

 

Figura 17 - Proteína mitocondrial constitutiva VDAC marcada com o anticorpo Anti-VDAC. 

Coluna 1:  Proteínas mitocondriais das leveduras transformadas com pYES2/Aftom20. Coluna 

2: Proteínas mitocondriais das leveduras transformadas com pYES2/CT vazio. 

 

4.2.9 Análise da sequência de aminoácidos deduzida da proteína recombinante Tom20 

 

A sequência deduzida de aminoácidos da proteína recombinante Tom20 de A. 

fumigatus apresentou 211 aminoácidos e um peso molecular calculado de 23,43 kDa (Figura 

18). A análise da sequência de nucleotídeos da proteína recombinante foi realizada utilizando 

o programa SignalP 5.0, de acordo com Almagro Armenteros e colaboradores (2019), que 

prevê a presença de peptídeo sinal e do seu local de clivagem. Além disso, foi utilizado 

também o programa MEMSAT-SVM, de acordo com Nugent e Jones (2009), que prevê a 

presença de hélices transmembrana em proteínas. 
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Figura 18 - Sequência de aminoácidos deduzidos da proteína recombinante. Os aminoácidos 

sublinhados constituem uma possível hélice transmembrana, predita utilizando MEMSAT-

SVM (Anexo A). Em negrito estão indicados os aminoácidos codificados pela sequência de 

nucleotídeos do vetor pYES2/CT, dentre eles o epítopo V5 e a tag de poli-histidina (6xHis). 

 

Ao observar o resultado da análise realizada pelo preditor MEMSAT-SVM, foi 

identificada a possível presença de apenas uma hélice transmembrana (Anexo A). Assim, é 

possível que a proteína possua apenas um domínio transmembrana e, por isso, realize apenas 

uma passagem de sua cadeia polipeptídica através do interior da membrana mitocondrial 

externa. Em relação à análise realizada pelo programa SignalP 5.0, o mesmo não identificou a 

presença de um peptídeo sinal (Anexo B). Dessa forma, a proteína recombinante Tom20 de A. 

fumigatus provavelmente é direcionada para a membrana externa das mitocôndrias por um 

sinal de direcionamento interno. 

Foi realizada também uma comparação entre a sequência de aminoácidos da proteína 

recombinante Tom20 de A. fumigatus, com a sequência deduzida da proteína Tom20 de A. 

fumigatus AF293 (XP_751021.1), presente no banco de dados NCBI. Ao compará-las, esta 

última apresenta 169 aminoácidos, cuja sequência é idêntica a dos 169 primeiros aminoácidos 

da proteína recombinante Tom20 (não apresentado).  

Além disso, utilizando o programa Clustal Omega, foi realizado o alinhamento da 

sequência de aminoácidos deduzidos da proteína Tom20 de A. fumigatus (sem os aminoácidos 

codificados pelo vetor pYES2/CT), com as sequências de aminoácidos das proteínas Tom20 

de S. cerevisiae e de N. crassa (números de acesso no GenBank CAA97084.1 e EAA32584.1, 

respectivamente) que revelou os valores de identidade de 27% e 53%, respectivamente.  Além 

disso, utilizando a ferramenta CDD (Conserved Domain Database), foram identificados 

nestas sequências domínios conservados pertencentes ao mesmo cluster, sendo ele o da 

superfamília MAS20 (conhecido também como Tom20), cujo número de acesso é cl03428. A 
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comparação entre tais sequências também revelou a possível presença de um motivo TPR 

(motivo tetratricopeptídeo) na proteína Tom20 de A. fumigatus. Esse motivo possui 34 

aminoácidos, e uma sequência consenso altamente conservada entre as proteínas Tom20 de S. 

cerevisiae e N. crassa, que está presente na proteína Tom20 de A. fumigatus, sendo ela A20-

F24-A27-P32. As proteínas Tom20 de S. cerevisiae e N. crassa compartilham também o motivo 

de sequência F-X-K-A-L-X-V, que foi identificada na proteína Tom20 de A. fumigatus 

(Figura 19). 

 

Figura 19 - Alinhamento das sequências primárias de aminoácidos das proteínas Tom20 de S. 

cerevisiae e de N. crassa, com a sequência primária de aminoácidos deduzidos da proteína 

Tom20 de A. fumigatus. Os aminoácidos idênticos entre as três sequências estão destacados 

em amarelo. Os domínios conservados pertencentes à superfamília MAS20 estão enquadrados 

em preto. Os aminoácidos que compõem o motivo TPR estão destacados em negrito, e sua 

sequência consenso (A20-F24-A27-P32) em vermelho. O motivo de sequência F-X-K-A-L-X-V 

por sua vez, encontra-se sublinhado. 

 

4.2.10 Avaliação da taxa de crescimento das leveduras transformadas 

 

A fim de comparar a taxa de crescimento da levedura S. cerevisiae tom20
+/-

 

transformada com pYES2/Aftom20, com a taxa de crescimento da mesma transformada com 

pYES2/CT vazio, foram realizados ensaios de crescimento em meio SC-URA
-
 [galactose 2% 

(p/v)] líquido e sólido, a 30°C.  Assim, foram determinadas as DO600nm das culturas crescidas 

em meio líquido nos tempos 0, 2, 4, 6, 8, 12 e 24 horas após a indução da expressão. Ao 
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comparar as duas curvas de crescimento, constatou-se que não houve diferença (p>0,05) entre 

a taxa de crescimento da levedura transformada com a construção pYES2/Aftom20 e da 

transformada com o vetor vazio (Figura 20). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20 - Curva de crescimento em meio SC-URA
-
 líquido [galactose 2% (p/v)] das 

leveduras de S. cerevisiae tom20
+/-

 transformadas. A levedura transformada com a construção 

pYES2/Aftom20 está representada pela linha vermelha; a levedura transformada com o vetor 

pYES2/CT vazio está representada pela linha azul. Os resultados demonstrados são 

representativos de três repetições similares e independentes. 

 

A seguir, foi realizado o ensaio de crescimentos de ambas as leveduras em meio sólido 

após 72 horas de incubação, e seus resultados foram comparados (Figura 21).  Ao analisar o 

crescimento das leveduras transformadas em meio sólido, por densitometria utilizando o 

software ImageJ®, constatou-se que não houve diferença (p>0,05) entre suas taxas de 

crescimento, em nenhuma das diluições estudadas (Figura 21b). 

 Assim, sob as condições, diluições e meios testados, a expressão do gene Aftom20 não 

acarretou nenhuma alteração na taxa de crescimento da levedura S. cerevisiae tom20
+/-

. 
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Figura 21 - Crescimento em meio SC-URA
-
 sólido [galactose 2% (p/v)] das leveduras de S. 

cerevisiae tom20
+/-

 transformadas. a: Fotografia das culturas das leveduras S. cerevisiae 

tom20
+/-

 transformadas com a construção pYES2/Aftom20 e com o vetor pYES2/CT vazio. b: 

Análise por densitometria do crescimento das leveduras transformadas, utilizando o software 

ImageJ®. Os resultados demonstrados são representativos de três repetições similares e 

independentes. 

 

4.2.11 Determinação do potencial de membrana mitocondrial 

 

Para que ocorra a síntese de ATP pela F0F1-ATP sintase, a intensidade do potencial de 

membrana mitocondrial é essencial. Sendo assim, um importante parâmetro para se avaliar o 

processo de fosforilação oxidativa é através da medida do potencial de membrana 

mitocondrial. Dessa forma, a medida deste potencial pode indicar o quanto as mitocôndrias 

estão participando da geração de energia para as células.  

A titulação do ΔΨ, foi realizada utilizando NADH 1 mmol/L, valinomicina 1µmol/L e 

adições sucessivas de KCl, sendo a primeira adição de 0,6 mmol/L atingindo 3 mmol/L na 

última adição. O potencial de membrana foi totalmente colapsado pela a adição de FCCP 20 

µmol/L. Posteriormente, as somas de potássio adicionado em cada etapa (0,6; 1,2; 1,8; 2,4 e 

3,0 mM) foram usadas para calcular o ΔΨ de acordo com a equação de Nernst. Para construir 
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a curva, a fluorescência absoluta foi normalizada em relação à amplitude da resposta de 

fluorescência. Para isso, foi calculado ΔF/F, onde F é a intensidade da fluorescência após a 

adição de FCCP, e ΔF é F menos qualquer intensidade de fluorescência obtida. Em seguida, 

ΔF/F foi plotado como uma função do ΔΨ calculado (Figura 22).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22 - Titulação do potencial de membrana mitocondrial em esferoplastos de S. 

cerevisiae tom20
+/- 

transformados com a construção pYES2/Aftom20. A concentração de 

proteínas adicionadas foi de 0,05 mg/mL em tampão de titulação sem íons potássio. A 

titulação foi realizada monitorando as alterações na fluorescência da safranina O, na presença 

de valinomicina, após sucessivas adições de KCl. 

 

A seguir, foi realizada a determinação do ΔΨ dos esferoplastos das leveduras 

transformadas, através do monitoramento das alterações na fluorescência da safranina O, após 

a adição sequencial de NADH 1 mmol/L, ADP 400 nmol, oligomicina 2 µg e FCCP 20 

µmol/L.  

Nos esferoplastos que expressavam a proteína recombinante Tom20, a adição de 

NADH gerou um ΔΨ de 151 mV, diferente daqueles que não a expressavam onde foi gerado 

um ΔΨ menor, de 123 mV. Após a estabilização da fluorescência, foi realizada a adição de 

ADP que acarretou a uma diminuição do ΔΨ dos esferoplastos que expressavam a proteína 

recombinante. Entretanto, essa diminuição quase não foi observada naqueles que não a 

expressavam. A seguinte adição de oligomicina, por sua vez, foi responsável por restabelecer 
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o ΔΨ dos esferoplastos contendo a proteína recombinante. Por outro lado, o mesmo não 

aconteceu com aqueles que não expressavam a proteína, pois após a adição de oligomicina 

quase não houve alteração do ΔΨ. Por fim, os ΔΨ em esferoplastos de ambas as leveduras 

foram totalmente dissipados pela adição de FCCP (Figura 23).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23 - Potencial de membrana mitocondrial e fosforilação de ADP em esferoplastos de 

S. cerevisiae tom20
+/- 

transformados. a: Medida do potencial de membrana mitocondrial da 

levedura transformada com o vetor pYES2/CT vazio. b: Medida do potencial de membrana 

mitocondrial da levedura transformada com a construção pYES2/Aftom20. A concentração de 

proteínas adicionada foi de 0,05 mg/mL em tampão de ressuspensão para esferoplastos. As 

adições indicadas pelas setas foram: NADH 1 mmol/L, ADP 400 nmol, oligomicina 2 µg, 

FCCP 20 µmol/L. 
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5. DISCUSSÃO 

 

O A. fumigatus é a principal espécie responsável pelos casos de aspergilose invasiva. 

A aspergilose invasiva é a manifestação clínica mais grave causada por este fungo, podendo 

ser fatal caso não seja tratada. A evolução da infecção por A. fumigatus para aspergilose 

invasiva necessita da germinação dos conídios, sendo a atividade mitocondrial muito 

importante para esse processo (TAUBITZ et al., 2007; LATGÉ; CHAMILOS, 2019). Sabe-se 

que a maioria das proteínas mitocondriais são codificadas pelo DNA nuclear, sendo o 

complexo TOM o principal ponto de entrada dessas pré-proteínas nas mitocôndrias (ENDO; 

YAMANO, 2009; WIEDEMANN; PFANNER, 2017). Em mamíferos e alguns fungos, a 

proteína Tom20 deste complexo possui grande importância por reconhecer precursores 

proteicos que possuem pré-sequência na sua extremidade N-terminal. Entre tais precursores, 

estão alguns dos que irão compor a cadeia transportadora de elétron (KÜNKELE et al., 1998; 

GEBERT et al., 2012; SHIOTA et al., 2015). Entretanto, a função da proteína Tom20 de A. 

fumigatus ainda não foi descrita. Visto isso, este estudo visou à compreensão a respeito da 

função do gene Aftom20 através da expressão heteróloga deste em S. cerevisiae tom20
+/-

.  

Inicialmente, foi realizada a clonagem do gene Aftom20 em dois vetores distintos, o 

vetor pET-28a e o vetor pYES2/CT. Para a clonagem deste gene no vetor pET-28a, o gene 

Aftom20 foi amplificado a partir do cDNA, utilizando a Taq DNA polymerase Phusion High 

Fidelity. Foi utilizada esta enzima, pois ela apresenta uma alta fidelidade, com taxas de erros 

muito menores quando comparada a outras enzimas (DOLGOVA; STUKOLOVA, 2017). 

Além disso, ela possui um elevado rendimento, e não introduz nenhum nucleotídeo extra nas 

extremidades do produto (QUAN; TIAN, 2011). Após a clonagem do gene Aftom20 no vetor 

pET-28a, foi realizado o seu sequenciamento. A análise comparativa do resultado do 

sequenciamento, com a sequência do mRNA deste gene disponível no banco de dados, é 

fundamental para a verificação de mutações que poderiam ter sido incluídas na sequência 

clonada. Essa análise também é importante para a verificação de ocorrência de splicing 

alternativo, que acarreta na produção de diferentes isoformas da proteína, podendo alterar a 

sua localização, estabilidade e atividade enzimática.  Além disso, alterações podem introduzir 

códons de parada causando uma regulação negativa da expressão deste gene (REDDY, 2007; 

LICATALOSI; DARNELL, 2010). Entretanto, quando a análise comparativa foi realizada, 

observou-se que não há divergência entre as sequências, demonstrando que o gene não sofreu 

qualquer tipo de alteração molecular. Uma das razões pela qual foi utilizado o vetor pET-28a 

é que, se a expressão desta proteína em E. coli fosse necessária, a enzima T7 RNA polimerase 
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reconheceria uma sequência presente neste vetor. Assim, após a indução da expressão, a 

atividade e seletividade desta enzima faria com que a maioria dos recursos da célula fossem 

convertidos para que ocorresse a biossíntese da proteína de interesse, obtendo-a em grande 

quantidade. Entretanto, esta expressão não foi necessária neste estudo. 

Em relação à clonagem deste gene no vetor pYES2/CT, optou-se por este vetor por ele 

ter sido projetado para realizar a indução da expressão de proteínas recombinantes em                     

S. cerevisiae. Para tanto, o vetor contém o promotor GAL1, com este promotor, a indução da 

expressão é feita em alto nível pela galactose (GINIGER et al., 1985). Além disso, ele possui 

um peptídeo C-terminal que codifica o epítopo V5 e uma tag de poli-histidina (6xHis), que 

permite detectar as proteínas cuja expressão é induzida (SOUTHERN et al., 1991; LINDNER 

et al., 1997).  

A análise da expressão do gene Aftom20 por PCR quantitativo em tempo real, 

confirmou a sua expressão apenas na levedura S. cerevisiae tom20
+/-

 contendo a construção 

pYES2/Aftom20. Entretanto, mesmo que a expressão gênica esteja ocorrendo nesta levedura, é 

necessário investigar se, após a tradução, a proteína produzida está sendo direcionada e 

integrada nas mitocôndrias. Isso porque, modificações pós-traducionais inesperadas poderiam 

alterar as características físico-químicas e estruturais da proteína recombinante, fazendo com 

que a mesma não fosse direcionada corretamente para as mitocôndrias (MANN; JENSEN, 

2003). Neste sentido, os resultados do Western Blotting demonstraram que, mesmo com 42 

aminoácidos a mais do que a proteína Tom20 de A. fumigatus AF293 (prevista pela sequência 

de nucleotídeos presente no banco de dados), a proteína recombinante está sendo expressa e 

direcionada para as mitocôndrias. Estes aminoácidos a mais foram codificados pela sequência 

de nucleotídeos do vetor pYES2/CT, dentre eles estão o epítopo V5 e a tag de poli-histidina 

(6xHis). 

Além disso, através de PCR quantitativo em tempo real, também foi demonstrada a 

menor expressão do gene tom20 na cepa S. cerevisiae tom20
+/-

 (utilizada durante todo este 

estudo), quando comparada a cepa S. cerevisiae tom20
+/+

 (contendo os dois alelos do gene 

tom20). Dessa forma, pode-se afirmar que a deleção de um dos alelos do gene tom20 de S. 

cerevisiae realmente acarretou a uma diminuição da expressão deste gene e, 

consequentemente, a uma provável diminuição na produção desta proteína. Por isso, essa 

levedura foi utilizada para estudar, através da expressão heteróloga, a função do gene 

Aftom20.  

Em relação à análise da sequência de aminoácidos deduzida do produto primário da 

tradução da proteína recombinante, o programa SignalP 5.0 não identificou a presença de um 
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peptídeo sinal. Desta forma, existe uma alta probabilidade dessa sequência não conter um 

peptídeo sinal, mas sim um sinal de direcionamento interno, que a direciona para a membrana 

externa das mitocôndrias (CHACINSKA et al., 2009). O programa MEMSAT-SVM por sua 

vez, identificou a presença de apenas uma possível hélice transmembrana. Além disso, o 

resultado da análise sugere que a maior parte desta proteína encontra-se projetada para o 

citoplasma, possuindo apenas uma única hélice transmembrana contida na membrana externa. 

O mesmo foi constatado por Ramage e colaboradores (1993) que, após analisarem a 

sequência de aminoácidos da proteína Tom20 de S. cerevisiae, concluíram que a maior parte 

dela também está projetada para o citoplasma, além de possuir apenas uma hélice 

transmembrana contida na membrana externa. 

As hélices transmembrana estão presentes nos domínios transmembranares (TMD). Os 

TMDs são regiões hidrofóbicas de uma proteína que são inseridos preferencialmente na 

membrana celular. Estes domínios possuem uma configuração helicoidal que envolve a 

membrana, sendo a α-hélice transmembrana a mais comum (WAYNE ALBERS, 2012). 

Existe uma classe importante de proteínas de membrana mitocondrial externa que possuem 

um único TMD em sua região N-terminal. Além disso, a maioria dos polipeptídeos dessas 

proteínas encontram-se projetados para o citoplasma, contendo apenas um pequeno segmento 

N-terminal que atravessa a membrana externa (AHTING et al., 2005; WALTHER; 

RAPAPORT, 2009). Estas características também foram preditas na proteína Tom20 de A. 

fumigatus. As proteínas pertencentes a essa classe são conhecidas como proteínas sinal-

ancoradas, pois, ao invés de possuírem um peptídeo sinal (pré-sequência clivável), seu TMD e 

suas regiões flanqueadoras funcionam como sinal de direcionamento interno para direcioná-

las às mitocôndrias (SHORE et al., 1995; RAPAPORT, 2003). Dessa forma, o TMD é 

importante tanto para a ancoragem destas proteínas na membrana, como para seu 

direcionamento à mitocôndria, possuindo uma função sinal-âncora. Enquanto isso, os resíduos 

da região flanqueadora são responsáveis por auxiliar o TMD aumentando a taxa geral de 

importação. Alguns exemplos destas proteínas sinal-ancoradas são Tom70, Tom20 e Tom45 

de leveduras e mamíferos (MCBRIDE et al., 1992; KANAJI et al., 2000; RAPAPORT, 2003; 

WAIZENEGGER et al., 2003; AHTING et al., 2005; HABIB et al., 2007; RIMMER et al., 

2011; NEUPERT et al., 2015; JUN et al., 2016). Entretanto, tais proteínas não possuem 

nenhuma semelhança de sequência em seus TMDs. Assim, as informações responsáveis pelo 

seu direcionamento provavelmente não estão em uma sequência primária específica, mas sim 

estão codificadas em elementos estruturais (SHORE et al., 1995; RAPAPORT, 2003).  
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Devido ao caráter variável e não suficientemente caracterizável desses sinais de 

direcionamento interno, nas buscas efetuadas para realizar o presente estudo, não foram 

encontrados algoritmos disponíveis para a previsão destes sinais. Outros estudos também 

apresentaram a mesma dificuldade apesar da existência de diversos algoritmos para prever 

pré-sequências mitocondriais (HABIB et al., 2007). Portanto, a proteína recombinante Tom20 

de A. fumigatus provavelmente é direcionada para a membrana externa das mitocôndrias por 

um sinal de direcionamento interno, que está contido em seu TMD. Entretanto, devido à 

ausência de algoritmos preditores, para demonstrar com um bom nível de segurança a 

localização do sinal de direcionamento da proteína Tom20 de A. fumigatus seria indicado 

utilizar abordagens experimentais que analisem sinais de direcionamento mitocondrial 

(HABIB et al., 2007). 

A comparação entre as sequências de aminoácidos das proteínas Tom20 de S. 

cerevisiae, N. crassa e A. fumigatus demonstrou a presença de domínios conservados 

pertencentes à mesma superfamília MAS20. Um cluster de superfamília é um conjunto de 

modelos de domínios conservados que representam domínios evolutivamente relacionados. 

Os domínios por sua vez, são regiões funcionais que geralmente compõem as proteínas. 

Assim, quando combinados, os diferentes domínios originam as diferentes proteínas. Dessa 

forma, identificar os domínios presentes nas proteínas pode ajudar a obter informações a 

respeito das suas funções. Visto isso, os domínios conservados identificados nessas proteínas, 

são domínios pertencentes ao mesmo cluster, e geralmente são encontrados em proteínas 

Tom20, cuja função está associada com o reconhecimento e transporte de proteínas para os 

compartimentos mitocondriais (LU et al., 2020; UNIPROT CONSORTIUM, 2021). 

O alinhamento das sequências de aminoácidos das proteínas Tom20 de S. cerevisiae,   

N. crassa e A. fumigatus, demonstrou também a presença de um possível motivo TPR (motivo 

tetratricopeptídeo) na proteína Tom20 de A. fumigatus, com os mesmos resíduos consenso 

contidos nos motivos TPR das proteínas Tom20 de S. cerevisia e N. crassa. Um motivo é uma 

região curta e conservada de uma proteína. O motivo TPR consiste em 3 a 16 repetições em 

tandem de 34 resíduos de aminoácidos, embora possam ser encontrados motivos TPR 

individuais espalhados pela proteína.  Este motivo é composto por dois domínios (A e B), 

sendo encontrado em várias proteínas de organismos procariotos e eucariotos. As funções das 

proteínas contendo TPR estão relacionadas com a regulação de processos biológicos vitais 

como neurogênese, ciclo celular, síntese de RNA, dobramento de proteínas, resposta ao 

choque térmico e transporte de proteínas mitocondriais. O TPR facilita interações proteína-

proteína intra e intermoleculares, além de auxiliar na montagem de complexos multiproteicos. 
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A maioria das proteínas contêm vários motivos TPR, entretanto, em proteínas Tom20 de 

fungos e animais é encontrado apenas um (IWAHASHI et al., 1997; D'ANDREA; REGAN, 

2003; RIMMER et al., 2011). Uma possível justificativa para isso se deve ao tamanho dessas 

proteínas, como é o caso das proteínas Tom20 de S. cerevisiae e N. crassa, que são muito 

menores do que a maioria das proteínas onde TPR também foi identificado (MOCZKO et al., 

1994). Nestas proteínas, este motivo auxilia nas interações entre Tom20 e Tom70, além de 

possibilitar a associação entre Tom20 e chaperonas citosólicas (Hsp70 e Hsp90). Tais 

chaperonas e Tom20 geralmente atuam de maneira sequencial no transporte de precursores 

(HARKNESS et al., 1994; MOCZKO et al., 1994; HAUCKE et al., 1996; AVENDAÑO-

MONSALVE et al., 2020). Os motivos TPR são regiões variáveis. Apesar disso, foram 

identificados oito resíduos consenso fracamente conservados entre as proteínas, sendo eles 

W4-L7-G8-Y11-A20-F24-A27-P32.  Entretanto, nenhum desses resíduos é invariável e quando há 

alguma variação, são encontrados geralmente resíduos hidrofóbicos no lugar. Assim, a alta 

variação de sequência dos TPRs é compatível com a alta variedade de funções das proteínas 

que os contêm (LAMB et al., 1995; CERVENY et al., 2013). O motivo TPR das proteínas 

Tom20 de S. cerevisiae e N. crassa, bem como o possível motivo TPR identificado na 

proteína Tom20 de A. fumigatus, apresentam uma sequência consenso perfeita para apenas 4 

destes resíduos (A20-F24-A27-P32). Em adição, essas mesmas proteínas possuem também outro 

motivo de sequência contido no domínio B do motivo TPR (F-X-K-A-L-X-V) (RAMAGE et 

al., 1993; IWAHASHI et al., 1997). Em relação aos demais resíduos que são diferentes dos 

propostos como consenso em outras proteínas (W4-L7-G8-Y11), 3 deles são idênticos entre as 

proteínas Tom20 de S. cerevisiae, N. crassa e A. fumigatus (V4-G7-E8), apesar de apenas dois 

deles serem hidrofóbicos (V e G).  

A fim de avaliar o papel da proteína recombinante Tom20 no crescimento da levedura 

em meio fermentável, foram realizados ensaios de crescimento em meio SC-URA
-
 [galactose 

2% (p/v)] líquido e sólido, a 30°C. A seguir, realizou-se uma análise das taxas de crescimento 

das leveduras S. cerevisiae tom20
+/- 

transformadas com o vetor pYES2/CT vazio e com a 

construção pYES2/Aftom20. Ao realizar a comparação entre as taxas de crescimento de ambas 

as leveduras, observou-se que em nenhum dos meios, tempos ou diluições analisadas a 

expressão do gene Aftom20 acarretou uma melhora ou piora no crescimento da levedura S. 

cerevisiae tom20
+/-

. Em contrapartida, Moczko e colaboradores (1994) demonstraram que a 

deleção total do gene tom20 de S. cerevisiae, acarretou uma alta redução na taxa de 

crescimento desta levedura, sendo ela reduzida em 50% quando crescida em meio líquido 

contendo fonte de carbono fermentável (2% de peptona e 2% de glicose), a 30°C. Além disso, 
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essa cepa se mostrou incapaz de crescer em meio líquido contendo fonte de carbono não 

fermentável (peptona 2%, glicerol 3%). Por outro lado, Ramage e colaboradores (1993) 

corroboram com o presente estudo ao demonstrarem que o crescimento da cepa Δtom20 quase 

não sofria alteração em meios fermentáveis (líquido e sólido) contendo glicose como principal 

fonte de carbono (peptona 2% e glicose 2%), apesar de apresentar perda do seu crescimento 

em ambos os meios não fermentáveis (contendo peptona 2%, glicerol 3% e etanol 3%). Além 

disso, os autores também afirmaram que em algumas cepas é possível que os efeitos da 

deleção do gene tom20 possam ser compensados pelos níveis de expressão normais do gene 

tom70. Dessa forma, é possível que a levedura S. cerevisiae tom20
+/-

 não apresente alterações 

na sua taxa crescimento em meio fermentável mesmo após a deleção parcial do gene tom20, e 

por isso, a expressão ou não do gene Aftom20 também não acarrete a uma alteração nesta taxa 

de crescimento. 

Visto que as leveduras Δtom20 são incapazes de crescer em meio não fermentável, 

uma condição interessante a ser estudada seria uma comparação entre as taxas de crescimento 

das leveduras de S. cerevisiae tom20
+/-

 transformadas neste meio. Assim, seria possível 

avaliar o papel da proteína recombinante Tom20 no crescimento impulsionado apenas pela 

respiração. Entretanto, isso não foi possível neste trabalho, uma vez que para avaliar tal taxa 

de crescimento, o meio de cultura precisaria conter apenas fontes de carbono não 

fermentáveis, não podendo conter, neste caso, a galactose (necessária para a indução da 

expressão do gene Aftom20). Mesmo realizando o crescimento destas leveduras em meio 

fermentável contendo galactose antes de realizar a análise do seu crescimento em meio não 

fermentável, não foi observado diferença no crescimento (dados não apresentados).  

Em diversos organismos, assim como em S. cerevisiae, a proteína Tom20 auxilia no 

transporte de proteínas para o interior das mitocôndrias. Entre elas, estão algumas proteínas 

que compõem os complexos mitocondriais que participam do processo de fosforilação 

oxidativa (SOLLNER et al., 1989; MOCZKO et al., 1994, BRIX et al., 1997; YAMANO et 

al., 2008; JORES et al., 2016). Para avaliar esse processo, o ΔΨ é um parâmetro importante a 

ser determinado. Assim, a determinação do ΔΨ foi realizada utilizando o corante catiônico 

safranina O. Por ser lipofílico, este corante se acumula na membrana mitocondrial interna de 

acordo com o ΔΨ, mas sem responder ao ∆pH (ZANOTTI; AZZONE, 1980).   

O ΔΨ das mitocôndrias dos esferoplastos de S. cerevisiae tom20
+/-

 transformadas com 

pYES2/Aftom20 e com pYES2/CT vazio foi monitorado durante a fosforilação do ADP 

sustentada pela oxidação de NADH. Foi observado que o ΔΨ gerado por NADH foi diferente 

entre os esferoplastos, sendo gerado um ΔΨ maior naqueles cuja proteína recombinante 
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Tom20 estava expressa. Além disso, após a adição de ADP seguida pela adição de 

oligomicina, observou-se que os esferoplastos que não expressavam a proteína recombinante 

Tom20 não foram capazes de realizar a fosforilação de ADP. Diferente daqueles que a 

expressavam, os quais foram capazes de realizar essa fosforilação. Portanto, sem a expressão 

desta proteína o processo de fosforilação oxidativa apresentou-se prejudicado tanto pela 

geração de um potencial de membrana menor, quanto pela não fosforilação de ADP. Estes 

resultados sugerem que a função exercida pelo gene Aftom20 influencia na atividade do 

sistema que realiza a fosforilação oxidativa. Dessa forma é possível que, assim como as 

proteínas Tom20 de outros organismos, a proteína Tom20 de A. fumigatus também seja 

responsável pelo reconhecimento de outras proteínas pertencentes aos complexos deste 

sistema.  

Dentre os precursores mitocondriais que possivelmente são reconhecidos por Tom20 

devido à presença de uma pré-sequência de direcionamento clivável em sua extreminadade N-

terminal, estão os precursores que compõem o complexo II da cadeia respiratória (succinato 

desidrogenase). Em S. cerevisiae, este é o único complexo da cadeia respiratória que possui 

todas as suas subunidades codificadas pelo DNA nuclear, e por isso, dependem do complexo 

TOM para serem reconhecidas e transportadas para o interior das mitocôndrias. A perda de 

função do complexo II na levedura S. cerevisiae a torna incapaz de crescer em meio contendo 

fontes de carbono não fermentáveis (LEMIRE; OYEDOTUN, 2002). Além disso, Hua e 

colaboradores (2020) relataram que, após o uso de um composto identificado como inibidor 

da succinato desidrogenase, houve uma diminuição no ΔΨ mitocondrial no fungo Botrytis 

cinerea. Desta forma, caso este complexo tenha sua atividade inibida ou reduzida, devido o 

reconhecimento e transporte dos seus precursores estarem prejudicados, é possível que ocorra 

uma redução do ΔΨ, como foi observado nas leveduras S. cerevisiae tom20
+/-

. Assim, uma 

hipótese é que a proteína recombinante Tom20 de A. fumigatus realize o reconhecimento 

desses e de outros precursores (que também participam da fosforilação oxidativa), fazendo 

com que seu transporte e atividade sejam recuperados nas leveduras que a expressem. Sendo 

observado então, a fosforilação de ADP e um aumento do ΔΨ nestas leveduras em relação 

àquelas que não a expressa. 

Esta hipótese também é corroborada pelos estudos realizados por Moczko e 

colaboradores (1994). Após realizarem ensaios de importação de precursores de proteínas 

mitocondriais em S. cerevisiae Δtom20, estes autores evidenciaram que a proteína Tom20 

desta levedura é responsável pelo reconhecimento de outros precursores contendo pré-

sequência clivável, como a subunidade beta de F1-ATPase e citocromo c. Além de reconhecer 
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também (mesmo que em menor escala) alguns precursores contendo sinal de direcionamento 

interno, como o translocador ADP/ATP e o transportador de ADP. Neste mesmo sentido, 

Sollner e colaboradores (1989) evidenciaram em seus estudos que Tom20 de N. crassa é 

responsável por reconhecer e auxiliar no transporte de alguns precursores cliváveis como 

citocromo c1, proteína Fe/S do complexo III, subunidade 9 da F0-ATPase e subunidade beta 

da F1-ATPase.  

Yamano e colaboradores (2008) também investigaram sobre o reconhecimento e 

transporte de algumas proteínas mitocondriais, como Tim23, translocador ADP/ATP, Tim13, 

citocromo c, o precursor da Hsp60 e o da F1 –ATPase subunidade β. Além disso, analisaram 

qual a influência da proteína Tom20 de S. cerevisiae na montagem do poro Tom40. Essas 

análises foram realizadas utilizando a levedura S. cerevisiae após a deleção dos domínios dos 

seus receptores Tom20 e Tom22. Os autores concluíram que os precursores das proteínas 

Tim13 e citocromo c não dependem do reconhecimento dessas proteínas para serem 

transportados, apesar delas auxiliarem (mesmo que em pouca proporção) no transporte dos 

precursores de Tim23 e do translocador ADP/ATP. Além disso, demonstraram que Tom20 e 

Tom22 são as principais responsáveis pelo transporte dos precursores de Hsp60, F1–ATPase 

subunidade β, além de influenciar na montagem do poro Tom40 (YAMANO et al., 2008). 

Ramage e colaboradores (1993) também constataram em seus estudos que leveduras S. 

cerevisiae Δtom20 continham níveis menores de citocromo b e citocromo a3, e sugeriram que 

a perda do crescimento não fermentativo dessas leveduras possa ser devido à respiração 

defeituosa pela deficiência desses componentes.  

Portanto, como descrito acima, dentre as proteínas que em outros organismos 

dependem majoritariamente ou parcialmente da proteína Tom20 para serem reconhecidas e 

transportadas para o interior das mitocôndrias estão o citocromo b, citocromo c1 e a proteína 

Fe/S (pertencentes ao complexo III), citocromo a3 (pertencente ao complexo IV), subunidade 

β da F1–ATPase e subunidade 9 da F0-ATPase (pertencentes ao complexo V) e o citocromo c. 

Como tais proteínas participam do processo de fosforilação oxidativa e são transportadas para 

as mitocôndrias com o auxílio da proteína Tom20, é provável que elas estejam presentes em 

níveis diminuídos nas leveduras S. cerevisiae tom20
+/-

 e, por isso, foi observado um ΔΨ de 

amplitude menor nestas leveduras, bem como a não fosforilação de ADP. A incapacidade de 

realizar a fosforilação de ADP observada pode ser devido ao (1) menor ΔΨ gerado que não é 

suficiente para promover a síntese de ATP, ou a (2) uma alteração na atividade do complexo 

V (F0F1-ATP sintase), devido a uma deficiência no transporte dos precursores que o compõem 

(F1–ATPase subunidade β e F0-ATPase subunidade 9, por exemplo). Como o ΔΨ e a 
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fosforilação de ADP são recuperados quando a proteína recombinante Tom20 de A. fumigatus 

é expressa, é possível que esta proteína reconheça tais precursores, permitindo o seu 

transporte para o interior das mitocôndrias em níveis maiores, e consequentemente, o melhor 

exercício de suas funções. 

 

6. CONCLUSÕES 

 

Os resultados obtidos neste trabalho nos permite concluir que: 

- A sequência de cDNA do gene Aftom20 possui 510 nucleotídeos e, quando clonado em vetor 

pYES2/CT, codifica uma proteína de 211 aminoácidos. 

- A expressão da proteína recombinante Tom20 de A. fumigatus não influencia no 

crescimento da levedura S. cerevisiae tom20
+/-

 em meio fermentável. 

- A proteína recombinante Tom20 de A. fumigatus possui função importante para a atividade 

mitocondrial, podendo ser responsável pelo reconhecimento de proteínas que compõem a 

cadeia transportadora de elétrons e a ATP-sintase. 
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7. SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 

 

A partir das descobertas realizadas neste trabalho existem alguns estudos que podem 

ser realizados no futuro, a fim de ampliar a compreensão a respeito da função da proteína 

Tom20 de A. fumigatus. Entre eles, estão outros estudos bioenergéticos para elucidar com 

maiores detalhes a contribuição desta proteína para o metabolismo celular. Para isso, seria 

interessante realizar a medida do ΔΨ dos esferoplastos de S. cerevisiae tom20
+/-

 

transformados, após a adição de outros substratos (como succinato e TMPD/ascorbato), e de 

inibidores dos complexos que compõem a cadeia transportadora de elétrons (como flavona, 

antimicina A e cianeto). Além disso, seria importante monitorar o consumo de oxigênio 

destes esferoplastos determinando parâmetros respiratórios, e correlacionar estes resultados 

com aqueles obtidos a partir da medida do ΔΨ, para avaliar as atividades dos complexos I, II, 

III, IV e V. 

Além disso, outro estudo interessante envolveria a análise do transporte dos 

precursores que compõem os cinco complexos que realizam o processo de fosforilação 

oxidativa, para o interior das mitocôndrias. Assim, seria possível elucidar a participação da 

proteína Tom20 de A. fumigatus no reconhecimento e transporte destes precursores, e 

possivelmente, compreender melhor o motivo da sua influência no processo de fosforilação 

oxidativa. 
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9. APÊNDICES 

 

9.1 Meios de Cultivo 

9.1.1 YPD 

Peptona (LP37 – 

Oxoid) 

 ...........................................................................................................................................  2,0% (p/v) 

Extrato de levedura (212750 – BD)  ............................................................................................................................................  1,0% (p/v) 

Glicose (G8270 - Sigma-Aldrich)  ............................................................................................................................................  2,0% (v/v) 

 

As substâncias que compõem o meio, exceto a glicose, foram dissolvidas em água destilada. 

O meio foi esterilizado por calor úmido em autoclave a 120°C e 1 kgf/cm
2
 por 20 minutos. 

Para o meio sólido (YPD) foi acrescentado Ágar 2,0% (p/v) antes da autoclavagem. Para o 

uso, foi adicionado uma solução estoque de glicose 20% (p/v) previamente esterilizada. 

9.1.2 YUU 

Glicose (G8270 - Sigma-Aldrich)  ............................................................................................................................................  2,0% (p/v) 

Extrato de levedura (212750 – 

BD) 

 ............................................................................................................................................  0,5% (p/v) 

Solução de elementos traços ............................................................................................................................................. 0,1% (p/v) 

Uracila (94220 – Fluka)  ............................................................................................................................................  1,2 g/L 

Uridina (U3750 - Sigma-

Aldrich) 

 ............................................................................................................................................  1,2 g/L 

 

As substâncias que compõem o meio, foram dissolvidas  em água destilada. O meio foi 

esterilizado por calor úmido em autoclave a 120°C e 1 kgf/cm
2
 por 20 minutos. Para o meio 

sólido (YUU) foi acrescentado Ágar 1,8% (p/v) antes da autoclavagem.  
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9.1.3 LB (Lúria Bertani) 

Triptona (LP0042 – Oxoid)  ............................................................................................................................................  1,0% (p/v) 

Extrato de levedura (212750 – 

BD) 

 ............................................................................................................................................  0,5% (p/v) 

NaCl (31434 - Sigma-Aldrich)  ............................................................................................................................................  1,0% (p/v) 

 

As substâncias que compõem o meio foram dissolvidas em água destilada e o pH foi ajustado 

para 7,0. O meio foi esterilizado por calor úmido em a 120ºC e 1 kgf/cm
2
 por 20 minutos. 

Para o meio sólido foi acrescentado ágar 1,5% (p/v) antes da autoclavagem. 

9.1.4 SOC 

Triptona (LP0042 – Oxoid)  ............................................................................................................................................    2,0% (p/v) 

Extrato de levedura (212750 – 

BD) 

 ............................................................................................................................................    0,5 % (p/v) 

NaCl (31434 - Sigma-

Aldrich) 

 ............................................................................................................................................  10,0 mmol/L 

KCl (P4504- Sigma-

Aldrich) 

.............................................................................................................................................   2,0 mmol/L 

MgCl2 (105833 – Merck)  ............................................................................................................................................  10,0 mmol/L 

Glicose (G8270 - Sigma-

Aldrich) 

 ............................................................................................................................................  20,0 mmol/L 

 

O meio SOB é o meio SOC sem a adição de glicose. As substâncias que compõem, exceto 

MgCl2 e glicose, foram dissolvidas em água destilada. O meio foi esterilizado por calor úmido 

em autoclave a 120ºC e 1 kgf/cm
2
 por 20 minutos. Na hora do uso, foram adicionados MgCl2 

e glicose, a partir de soluções estoque previamente esterilizadas. 
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9.1.5 TB (Terrific Broth) 

Extrato de levedura (212750 – 

BD) 

 ............................................................................................................................................  2,4% (p/v) 

Triptona (LP0042 – 

Oxoid) 

 ............................................................................................................................................  1,2% (p/v) 

Glicerol (G7893 - Sigma-Aldrich)  ............................................................................................................................................  0,4% (p/v) 

KH2PO4 (P0662 - Sigma-Aldrich)  ............................................................................................................................................  17,0 mmol/L 

K2HPO4 (P3786 - Sigma-Aldrich)  ............................................................................................................................................  72,0 mmol/L 

 

As substâncias que compõem o meio foram dissolvidas em água destilada. O meio foi 

esterilizado por calor úmido em autoclave a 120ºC e 1 kgf/cm
2
 por 20 minutos. Após o 

resfriamento, foi adicionado ao meio uma solução estéril de KH2PO4 0,17M/K2HPO4 0,72M 

previamente esterilizada. 

9.1.6 SC-URA
-
 

Base de Nitrogênio para levedura (291940 – BD)  ............................................................................................................................................    0,67% (p/v) 

Fonte de carbono: 

Rafinose; Galactose ou Glicose 

(R0250; G0625; G8270 - Sigma-

Aldrich, respectivamente) 

 ............................................................................................................................................    2,0% (p/v) 

Arginina (A5006 - Sigma-Aldrich)  ............................................................................................................................................   0,01% (p/v) 

Adenina (A8626 - Sigma-Aldrich)  ............................................................................................................................................   0,01% (p/v) 

Cisteína (W326305- 

Sigma-Aldrich) 

 ............................................................................................................................................   0,01% (p/v) 

Leucina (L8000 - Sigma-Aldrich)  ............................................................................................................................................   0,01% (p/v) 

Lisina (L5626 - Sigma-Aldrich)  ............................................................................................................................................   0,01% (p/v) 

Treonina (T8625 - Sigma-Aldrich)  ............................................................................................................................................   0,01% (p/v) 
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Triptofano (T0254 - Sigma-Aldrich)  ............................................................................................................................................   0,01% (p/v) 

Ácido aspártico (A9256 - Sigma-

Aldrich) 

 ............................................................................................................................................   0,005% (p/v) 

Histidina (H8000 - Sigma-

Aldrich) 

 ............................................................................................................................................   0,005% (p/v) 

Isoleucina (I2752 - Sigma-

Aldrich) 

 ............................................................................................................................................   0,005% (p/v) 

Metionina (M9625 - Sigma-Aldrich)  ............................................................................................................................................   0,005% (p/v) 

Prolina (P0380 - Sigma-Aldrich)  ............................................................................................................................................   0,005% (p/v) 

Fenilalanina (P2126 - Sigma-

Aldrich) 

 ............................................................................................................................................   0,005% (p/v) 

Serina (S-4500 - Sigma-Aldrich)  ............................................................................................................................................   0,005% (p/v) 

Tirosina (8934353 - Merck)  ............................................................................................................................................   0,005% (p/v) 

Valina (V0500 - Sigma-Aldrich)  ............................................................................................................................................   0,005% (p/v) 

 

O meio SC é definido como um meio de cultura mínimo para leveduras. As substâncias que 

compõem o meio foram dissolvidas em água deionizada. O meio foi esterilizado por calor 

úmido em a 120ºC e 1 kgf/cm
2
 por 20 minutos. Após resfriado, foi adicionada a fonte de 

carbono desejada a partir de uma solução estoque estéril. O meio SC-URA
-
 tem a base 

nitrogenada uracila omitida. Para o meio sólido (SC) foi acrescentado Ágar 2,0% (p/v) antes 

da autoclavagem. 
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9.2 Soluções, tampões e reagentes 

9.2.1 Tampão salina fosfato (PBS) 

NaCl (31434 - Sigma-Aldrich)  ............................................................................................................................................    0,14 mol/L 

KCl (P4504- Sigma-

Aldrich) 

.............................................................................................................................................   2,7 mmol/L 

Na2HPO4 (S0876 - Sigma-

Aldrich) 

 ............................................................................................................................................    8,1 mmol/L 

KH2PO4 (P0662 - Sigma-Aldrich)  ............................................................................................................................................    1,5 mmol/L 

 

As substâncias que compõem o tampão foram dissolvidas em água destilada e o pH foi 

ajustado para 7,4. O tampão foi esterilizado por calor úmido em autoclave a 120ºC e 1 

kgf/cm
2
 por 20 minutos. 

9.2.2 Tampão Tris-Acetato-EDTA (TAE) 

EDTA (E5134 - Sigma-Aldrich)  ............................................................................................................................................    10,0 mmol/L 

Tris-acetato pH 8,0  ............................................................................................................................................    40,0 mmol/L 

 

As substâncias que compõem o tampão foram dissolvidas em água destilada e o pH foi 

ajustado para 8,0. Em seguida o tampão foi esterilizado por calor úmido em autoclave a 120ºC 

e 1 kgf/cm
2
 por 20 minutos. 

9.2.3 Tampão Tris-EDTA (TE) 

Tris (T6066 – 

Merck) 

 ............................................................................................................................................    10,0 mmol/L 

EDTA (E5134 - Sigma-Aldrich)  ............................................................................................................................................    1,0 mmol/L 

 

As substâncias que compõem o tampão foram dissolvidas em água deionizada e o pH foi 

ajustado para 8,5. Em seguida o tampão foi esterilizado por calor úmido em autoclave a 120ºC 

e 1 kgf/cm
2
 por 20 minutos. 
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9.2.4 Tampão TE/LiAc 

Tris (T6066 – Merck)  ...........................................................................................................................................    10,0 mmol/L 

EDTA (E5134 - Sigma-Aldrich))  ............................................................................................................................................    1,0 mmol/L 

Acetato de Litío (L4158 - Sigma-Aldrich)  ............................................................................................................................................  100,0 mmol/L 

 

As substâncias que compõem o tampão foram dissolvidas em água deionizada e o pH foi 

ajustado para 8,5. 

9.2.5 Tampão de extração de DNA para S. cerevisiae 

Tris-HCl (T6066 - Merck) pH 

8,5 

 ............................................................................................................................................  200,0 mmol/L 

NaCl(31434 - Sigma-Aldrich)  ............................................................................................................................................  250,0 mmol/L 

EDTA (E5134 - Sigma-Aldrich)  ............................................................................................................................................    25,0 mmol/L 

SDS (L4509 - Sigma-Aldrich)  ............................................................................................................................................    0,5% (p/v) 

 

As substâncias que compõem o tampão foram dissolvidas em água deionizada. 

9.2.6 Breaking buffer  

Fosfato de sódio (106578- Merck) pH 7,4  ............................................................................................................................................    50,0 mmol/L 

EDTA (E5134 - Sigma-Aldrich)  ............................................................................................................................................    1,0 mmol/L 

Glicerol (G7893 - Sigma-Aldrich)  ............................................................................................................................................    5% (v/v) 

PMSF (P7626 - Sigma-Aldrich)  ............................................................................................................................................    1,0 mmol/L 

 

 

 



88 
 

9.2.7 Tampão de amostra para SDS-PAGE 5x 

Tris-HCl (T6066 - Merck) pH 6,8  ............................................................................................................................................    0,3 mol/L 

Glicerol (G7893 - Sigma-Aldrich)  ............................................................................................................................................    50,0% (v/v) 

SDS (L4509 - Sigma-Aldrich)  ............................................................................................................................................    10,0% (p/v) 

Azul de bromofenol (B5525 - Sigma-

Aldrich) 

.............................................................................................................................................   0,05% (p/v) 

β-mercaptoetanol (M3148 - Sigma-

Aldrich) 

 ............................................................................................................................................  25,0% (v/v) 

9.2.8 Tampão de corrida Tris-Glicina pH 8,3 

Tris-HCl (T6066 - Merck) pH 8,3  ............................................................................................................................................    25,0 mmol/L 

Glicina (G8898 - Sigma-Aldrich)  ............................................................................................................................................  250,0 mmol/L 

SDS (L4509 - Sigma-Aldrich)  ............................................................................................................................................    0,05% (p/v) 

9.2.9 Tampão de Transferência 

Bicarbonato de Sódio (S6014 - Sigma-Aldrich)  ............................................................................................................................................    0,840g 

Carbonato de Sódio (07047 - Grupo Química)  ............................................................................................................................................    0,318g 

H2O  ............................................................................................................................................    1000 mL 

9.2.10 Tampão salina Tris com Tween 20 (TBS-T) 

Tris-HCl (T6066 – Merck) pH 7,6  ............................................................................................................................................    0,02 mol/L 

NaCl (31434 - Sigma-Aldrich)  ............................................................................................................................................  140,0 mmol/L 

Tween 20 (P1379- Sigma-

Aldrich) 

 ............................................................................................................................................    0,1% (v/v) 
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9.2.11 Tampão salina Tris (TBS) 

Tris-HCl (T6066 – Merck) pH 7,6  ............................................................................................................................................    0,02 mol/L 

NaCl (31434 - Sigma-

Aldrich) 

 ............................................................................................................................................  140,0 mmol/L 

9.2.12 ECL (Enhanced chemiluminescence) 

Tris-glicina pH 8,5  ............................................................................................................................................    0,10 mol/L 

Ácido p-cumárico (C9008 - Sigma-

Aldrich) 

 ............................................................................................................................................    0,22 mmol/L 

Luminol (A4685 - Sigma-Aldrich)  ............................................................................................................................................    1,25 mmol/L 

 

As substâncias que compõem o ECL foram diluídas em água MilliQ. 

9.2.13 Tampão de pré-incubação para esferoplastos de S. cerevisiae 

2-βmercaptoetanol (M3148 - Sigma-Aldrich)  ............................................................................................................................................  100,0 mmol/L 

Tris-HCl (T6066 – Merck) pH 8,5  ............................................................................................................................................   10,0 mmol/L 

 

As substâncias que compõem o tampão foram dissolvidas em água deionizada e o pH foi 

ajustado para 8,5. 

9.2.14 Tampão de digestão para esferoplastos de S. cerevisiae 

Sorbitol (S1876 - Sigma-Aldrich)  ............................................................................................................................................    1,3 mol/L 

EDTA (E5134 - Sigma-Aldrich)  ............................................................................................................................................    0,5 mmol/L 

BSA (A6003 – Sigma-Aldrich)  ............................................................................................................................................    0,2% (p/v) 

Imidazol (I0125 - Sigma-Aldrich)  ............................................................................................................................................    10,0 mmol/L 

 

As substâncias que compõem o tampão foram dissolvidas em água deionizada e o pH foi 

ajustado para 6,4. 
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9.2.15 Tampão de lise para esferoplastos de S. cerevisiae 

Sorbitol (S1876 - Sigma-Aldrich)  ............................................................................................................................................    0,3 mol/L 

EGTA (4378 - Sigma-Aldrich)  ............................................................................................................................................    0,5 mmol/L 

BSA (A6003 – Sigma-Aldrich)  ............................................................................................................................................    0,2% (p/v) 

HEPES (H3375 – Sigma-

Aldrich) 

 ............................................................................................................................................    10,0 mmol/L 

As substâncias que compõem o tampão foram dissolvidas em água deionizada e o pH foi 

ajustado para 7,2. 

9.2.16 Tampão de ressuspensão para mitocôndrias de S. cerevisiae 

Sacarose (S0389 - Sigma-Aldrich)  ............................................................................................................................................  125,0 mmol/L 

HEPES (H3375 – Sigma-Aldrich)  ............................................................................................................................................    10,0 mmol/L 

KCl (P4504- Sigma-Aldrich)  ............................................................................................................................................    5,0 mmol/L 

As substâncias que compõem o tampão foram dissolvidas em água deionizada e o pH foi 

ajustado para 7,2. 

9.2.17 Solução FAE 

EDTA (E5134 - Sigma-Aldrich)  ............................................................................................................................................   10,0 mmol/L 

Formamida (15615 - Life Technologies)  ............................................................................................................................................   98%(v/v) 

9.2.18 Tampão de ressuspensão para esferoplastos 

Sacarose (S0389 - Sigma-Aldrich)  ............................................................................................................................................  125,0 mmol/L 

KCl (P4504- Sigma-Aldrich)  ............................................................................................................................................    75,0 mmol/L 

EGTA (4378 - Sigma-Aldrich)  ............................................................................................................................................     0,5 mmol/L 

KH2PO4 (P0662 - Sigma-Aldrich)  ............................................................................................................................................     5,0 mmol/L 

HEPES (H3375 – Sigma-Aldrich)  ............................................................................................................................................     10,0 mmol/L 

As substâncias que compõem o tampão foram dissolvidas em água deionizada e o pH foi 
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ajustado para 7,2. 

9.2.19 Tampão de titulação sem íons potássio 

Sacarose (S0389 - Sigma-Aldrich)  ............................................................................................................................................  700,0 mmol/L 

EGTA (4378 - Sigma-Aldrich)  ............................................................................................................................................    0,5 mmol/L 

NaH2PO4 (S0751 - Sigma-

Aldrich) 

 ............................................................................................................................................    5,0 mmol/L 

HEPES (H3375 – Sigma-

Aldrich) 

 ............................................................................................................................................    10,0 mmol/L 

As substâncias que compõem o tampão foram dissolvidas em água deionizada e o pH foi 

ajustado para 7,2. 
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10. ANEXOS 

 

10.1 Anexo A 

 

Figura 24 - Gráfico de predição de hélices transmembranares de acordo com MEMSAT-

SVM. 
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10.2 Anexo B 

 

Figura 25 - Gráfico de predição de peptídeo sinal de acordo com SignalP 5.0. 

 

10.3 Anexo C 

 

Figura 26 - Mapa do vetor pET-28a(+). 
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10.4 Anexo D 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27 - Mapa do vetor pYES2/CT. 

10.5 Anexo E 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28 - Análise por densitometria da banda gerada pela proteína recombinante Tom20 

através do software ImageJ®, normalizada com relação à intensidade da banda gerada pela 

proteína VDAC. 



 
 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


