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RESUMO 

A metilação de ilhas CpG em regiões regulatórias de vários genes tem sido 

descrita como um processo importante no silenciamento de genes supressores de 

tumor e diretamente envolvida no processo de carcinogênese de uma série de 

tumores. O estudo desses genes afetados pela metilação em tumores visa identificar 

possíveis marcadores moleculares para o diagnóstico, prognóstico e tratamento de 

tumores, além de possibilitar a descoberta de fatores importantes no processo 

biológico do câncer. Os genes MX1 e ADAM23 foram identificados como 

diferencialmente metilados em linhagens celulares provenientes de carcinoma de 

cabeça e pescoço. Neste sentido, ao estudar o perfil diferencial de metilação de 

genes em carcinomas de células escamosas de cabeça e pescoço, o gene MX1 foi 

identificado como diferencialmente expresso. Dessa forma, para elucidar a função 

destes genes no controle da carcinogênese, o presente estudo buscou identificar 

ligantes celulares das proteínas MX1 e ADAM23 por meio de rastreamentos de 

duplo-híbrido, usando bibliotecas de cDNA de cérebro fetal humano. Os 

rastreamentos com a proteína ADAM23 não geraram resultados positivos por isso 

não são aqui discutidos. Foi realizado rastreamento com a proteína MX1, que 

resultou em aproximadamente 1,0x106 transformantes, dos quais 74 foram 

confirmados pelo ensaio de duplo-híbrido e codificam para 9 ligantes já conhecidos e 

21novos ligantes prováveis de MX1. Entre esses novos ligantes prováveis estão 

proteínas que já haviam sido descritas como ligantes de MX1, incluindo a própria 

proteína MX1, o que valida os resultados obtidos com este rastreamento. Além 

disso, grande parte dos ligantes identificados são fatores envolvidos no processo de 

SUMOilação de proteínas, na formação de corpúsculos nucleares denominados 

PML-NB e uma série de proteínas relacionadas ao controle da transcrição e 

apoptose. Estes resultados ampliam o conhecimento sobre os ligantes físicos de 

MX1 na célula e sugerem vias de sinalização nas quais MX1 pode atuar, além de 

dar suporte à idéia de que MX1 possui um papel importante no controle da 

proliferação celular, como sugerido pelos resultados de metilação de MX1. 
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1. INTRODUÇÃO 
1.1. A proteína MX1 

Existe uma série de genes conhecidos por sua expressão e atuação 

dependente da indução por interferons do tipo I e III, que estão relacionados às 

atividades antiviral, antiproliferativa e antitumoral in vivo (Bromberg, 2002; Calò et 

al., 2003; Brand et al., 2005). Neste cenário, o gene MX1 (myxovirus resitance 1), 

também chamado de IFI78 (Interferon-inducible protein p78), atua como mediador 

da imunidade inata e na resistência a vírus de RNA (Haller et al., 2007b).  

A proteína MX1 é um membro da superfamília de GTPases dinaminas, 

estruturalmente organizada em domínio de ligação ao GTP (GTPase) e domínio 

central de interação (CID), em sua porção N-terminal, e domínio efetor de GTPase 

(GED), em sua porção C-terminal (Figura 1). Essa família ainda inclui a proteína 

MX1 de camundongos (mMX1) e a proteína dinamina-1 (DYN1), entre outras 

proteínas. Ainda quanto à estrutura de MX1, foi demonstrado que os domínios CID e 

GED coordenam sua homo-oligomerização, levando à formação de grânulos de 

MX1. Estes grânulos são formados em associação com membranas celulares, como 

a membrana do retículo endoplasmático, e são necessários para a atividade 

GTPase de MX1 e a manutenção da estabilidade desta proteína, uma vez que uma 

forma mutada de MX1(L612K), incapaz de formar oligômeros, não possui atividade 

de GTPase e é degradada em aproximadamente duas horas, em contraste com a 

forma selvagem que tem aproximadamente 24 horas de tempo de meia vida (Janzen 

et al., 2000; Holzinger et al., 2007; Haller et al., 2007a). 

Como mediadora da resposta imune inata desencadeada por interferons, foi 

demonstrada a capacidade de MX1 de inibir a replicação viral através do bloqueio do 

transporte dos nucleocapsídeos virais para o núcleo. Ainda, MX1 de humanos 

apresenta um amplo espectro de atividade antiviral, sendo capaz de reconhecer e 

inibir vírus de replicação citoplasmática e nuclear, entre eles os vírus pertencentes 

às famílias buniavírus, ortomixovírus, paramixovírus, rabdovírus, togavírus, entre 

outros (Haller et al., 2007b). Neste sentido, foi demonstrado que MX1 não é capaz 

de impedir a síntese de RNAs virais, o que ocorre no núcleo celular, porém os 

experimentos conduzidos mostraram que não só a síntese de proteínas virais, mas 

também a de proteínas celulares, é inibida pela presença de MX1.  
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Ainda, foi demonstrado que células expressando MX1 adquirem uma maior 

sensibilidade à morte celular induzida por Fas/FasL, irradiação UV e infecção viral, o 

que evidencia a influência de MX1 na ativação das vias apoptóticas (Mibayashi et 

al., 2002). De acordo com estas observações está o fato de que MX1 é super 

expressa em células de alguns dos grupos de complementação da Anemia Fanconi, 

o que esta relacionado ao fenótipo característico de indução de morte celular na 

medula óssea nesta doença (Li e Youssoufian, 1997).  

MX1 também se encontra metilado em carcinoma de células escamosas de 

cabeça e pescoço e de células de leucemia mielóide aguda (Desmond et al., 2007; 

Calmon et al., 2009) e teve seu silenciamento associado à progressão do câncer e 

ao fenótipo de imortalização em células tumorais (Kulaeva et al., 2003; Noser et al., 

2007). Por outro lado, a proteína MX1 é pouco expressa em carcinoma de próstata, 

onde sua expressão foi recentemente ligada à inibição do fenótipo de motilidade e 

invasão celular (Schulz et al., 2007; Mushinski et al., 2009). Consequentemente, é 

possível que baixos níveis da proteína MX1 contribuam para a resistência à 

apoptose durante o desenvolvimento neoplásico. 

 

1.2. Interferons 

Embora tenham sido descobertos há mais de 50 anos, os interferons se 

mantêm até hoje como uma das principais áreas de pesquisa. Inicialmente 

identificados como agentes antivirais, esta família de citocinas é conhecida por 

exercer um importante papel na regulação da resposta imune inata e adaptativa, no 

controle da proliferação celular, principalmente no processo apoptótico, e no 

desenvolvimento tumoral (Bonjardim et al., 2009). Atualmente os interferons são 

divididos em três sub-famílias denominadas interferons dos Tipos I, II e III. A sub-

família do tipo I compreende os interferons α, β, δ, ε, ω, κ, e τ. A sub-família do tipo 

III é composta apenas pelo interferon λ, também conhecido como interleucina IL29 

(λ1), IL-28a (λ2) e IL-28b (λ3), e possuem um “link” evolutivo com a família dos IFNs 

do tipo I. Essas sub-famílias são descritas como mediadoras da potente atividade 

antiviral e do controle da proliferação celular exercidos pelos interferons. A sub-

família do tipo II compreende somente o interferon  e está principalmente envolvida 

na modulação da resposta imune (Chawla-Sarkar et al., 2003; Caraglia et al., 2005; 
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Bonjardim et al., 2009; Li et al., 2009). 

A ação de interferons é mediada pela capacidade destes de induzir a 

expressão de uma séries de genes (>300 genes) por meio da ativação da via 

JAK/STAT (Bromberg, 2002; Calò et al., 2003; Chawla-Sarkar, 2003; Brand et al., 

2005). Nesta via, a ligação de interferons do tipo I e III aos receptores formados 

pelas proteínas IFNAR1/IFNAR2 e IL-10R2/IFNLR1, respectivamente, leva à 

fosforilação e interação de STAT1 e STAT2. O heterodímero formado interage 

fisicamente com IRF9, formando o complexo conhecido como ISG3, que através da 

interação com o elemento ISRE no DNA, promove a expressão de MX1 e de outros 

genes importantes para a resposta de imunidade inata. Ainda, nesta via, as 

proteínas STAT1, STAT3, STAT5 são fosforiladas, formando homodímeros que 

através da interação com o elemento GAS no DNA promove a expressão de uma 

série de outros genes (Aaronson, 2002; Uzé e Monneron, 2007; Lin et al., 2008; 

Sadler e Williams, 2008).  

Neste contexto, interferons induzem a apoptose celular pela ativação de 

receptores de morte celular. Resumidamente, a sensibilização de células por 

interferons leva à indução da expressão de TRAIL/Apo2L e Fas/FasL, que recrutam 

e ativam FADD. A ativação de FADD gera a ativação da cascata de caspase iniciada 

pela clivagem de pro-caspase 8 em caspase 8, a qual, assim como TRAIL, Fas/FasL 

e caspase 4, tem sua expressão induzida por interferons. Caspase 8 atua como 

protease sobre Bid, um membro pró-apoptótico da família Bcl2 de proteínas 

mitocondriais, resultando no rompimento do potencial mitocondrial e na liberação do 

citocromo C da mitocôndria para o citoplasma, onde este age como um cofator na 

estimulação da formação do complexo entre Apaf1 e caspase 9. Este complexo 

potencializa a ativação de caspase 3, que é seguida por alterações na simetria da 

membrana citoplasmática, pela clivagem de PARP, pela condensação da cromatina, 

pela fragmentação do DNA, levando à morte celular (Ruiz-Ruiz et al., 2000; Chawla-

Sarkar et al., 2001; Chen et al., 2001; De Veer et al., 2001; Chawla-Sarkar et al., 

2003; Leaman et al., 2003). 

Interferons estão entre as primeiras proteínas humanas a serem eficazes no 

tratamento do câncer, assim como, entre os primeiros produtos gerados pela 

tecnologia do DNA recombinante a serem usados em estudos clínicos (Chawla-

Sarkar et al., 2003). Neste contexto, o IFNα é uma das citoquinas mais usadas na 
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terapia de diversas neoplasias como os mielomas, melanomas, carcinomas de 

células renais, tumores de cabeça e pescoço e de células epidermóides, tendo 

emergido como um importante regulador do crescimento e diferenciação de células 

cancerosas, afetando a comunicação celular e as vias de transdução de sinal 

(Caraglia et al., 2005). 

Apesar dos efeitos benéficos dos interferons em algumas doenças malignas, 

mesmo em baixas condições de resposta, uma parte dos pacientes falha em 

responder ao tratamento. Assim, a ausência de resposta a interferons é tida como 

um importante fator no desenvolvimento neoplásico. De acordo com esta 

observação está o fato de que genes conhecidamente induzidos por interferons e 

com papel antitumoral foram descritos como diferencialmente metilados em diversas 

linhagens de células neoplásicas, as quais, após o tratamento com o agente 

desmetilante 5-azacitidina e interferons, apresentam fenótipos característicos de 

células apoptóticas, como aumento do tamanho celular e fragmentação de DNA 

(Karpf et al., 1999; Liang et al., 2002; Kulaeva et al., 2003). Assim, faz-se necessário 

um melhor entendimento dos mecanismos que mediam a ação anti-tumoral de 

interferons e dos fatores responsáveis pela ausência de resposta no tratamento de 

neoplasias. De especial interesse, faz-se necessário entender o papel que MX1 

desempenha neste processo, uma vez que seu silenciamento está relacionado a 

imortalização celular, o que provavelmente se deve à desregulação das vias de ação 

de interferons. 

 

1.3. Sistema de duplo-híbrido em levedura  
O sistema de duplo-híbrido é baseado na importante característica modular de 

uma série de fatores de transcrição eucarióticos, bastante estudados durante os 

anos 80 (Fields e Sternglanz, 1994). Esses estudos mostraram que o domínio de 

ligação ao DNA (binding domain - BD) e o domínio de ativação da transcrição 

(activation domain - AD) desses fatores podem ser separados fisicamente, 

mantendo sua funcionalidade (Brent e Ptashne, 1985; Hope e Struhl, 1986; Keegan 

et al., 1986). O domínio BD é responsável pela ligação do fator a sequências 

específicas do DNA genômico, enquanto o domínio AD recruta a maquinaria de 

síntese de mRNA para ativar a transcrição gênica. Além de não ser necessário que 

ambos os domínios BD e AD pertençam ao mesmo fator, para que a transcrição seja 
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ativada, eles não precisam estar presentes no mesmo polipeptídeo (Brent e 

Ptashne, 1985; Ma e Ptashne, 1988). Assim, se separados os domínios BD e AD de 

um fator de transcrição, a transcrição de um determinado gene não pode ser mais 

ativada. No entanto, se os domínios BD e AD forem novamente aproximados através 

da sua fusão com outras proteínas que interagem fisicamente, a ativação 

transcricional é reconstituída no local do DNA onde existe o sítio de ligação do 

domínio BD (Figura 2).  

O princípio do duplo-híbrido foi inicialmente demonstrado utilizando os 

domínios BD e AD do fator de transcrição Gal4 fundidos às proteínas, que 

conhecidamente interagem fisicamente, Snf1 e Snf4, e o gene para β-galactosidase 

de Escherichia coli como repórter da interação (Fields e Song, 1989). Gal4 contém 

dois domínios essenciais: na porção amino, um domínio de ligação a sequências 

específicas de DNA (BD) e na porção carboxila, um domínio com regiões acídicas 

que é necessário para a ativação da transcrição (AD). Os domínios são 

independentes e podem ser fusionados separadamente a outras proteínas que, 

quando interagem, reconstituem a sua proximidade natural e podem ativar a 

transcrição de genes regulados por UASG (Gal-Upstream Activating Sequences). O 

rastreamento pelo sistema de duplo-híbrido utiliza uma biblioteca genômica ou de 

cDNA fusionada ao domínio de ativação de Gal4, e a proteína em estudo fusionada 

a um domínio de ligação ao DNA, de forma que proteínas que interagem com a 

proteína de interesse possam ser identificadas através da ativação transcricional dos 

genes repórteres.. 

Atualmente, existem variações do sistema original de duplo-híbrido, 

desenvolvidos com os objetivos de aumentar a sensibilidade do método e diminuir a 

detecção de interações falso-positivas (Brachmann e Boeke, 1997). Foi 

demonstrado que o domínio de ativação da proteína Gal4 de S. cerevisiae pode ser 

fusionado à proteína ligante de DNA de Escherichia coli LexA, criando um ativador 

transcricional funcional em levedura (Brent e Ptashne, 1985). A substituição do 

domínio de ligação de DNA de Gal4 pela proteína LexA leva a uma maior 

sensibilidade do sistema, principalmente devido ao fato de LexA, por ser uma 

proteína de bactéria, não possuir nenhum sítio de ligação ao DNA de levedura, 

diminuindo a obtenção de interações falso-positivas (Gyuris et al., 1993). Nesse 

sistema, também é possível variar a sensibilidade do gene repórter através do 
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número de operadores de LexA (LexAop) utilizadas como promotor (Gyuris et al., 

1993).  

A utilização de outros domínios de ativação de transcrição diferentes de Gal4, 

como o domínio acídico da proteína B42 de E. coli (Gyuris et al., 1993), também 

oferece vantagens na diminuição da detecção de clones falso-positivos. Também 

com o objetivo de prevenir a obtenção de clones falso-positivos, podem ser 

utilizados mútiplos genes repórteres, inclusive URA3, que permite seleção negativa 

em meio 5-FOA (Brachmann e Boeke, 1997). Assim, a combinação entre as 

diferentes origens dos domínios BD e AD e a utilização de sistemas de duplo-híbrido 

com mais de um gene repórter e diferentes níveis de sensibilidade tem possibilitado 

a sua utilização para proteínas de diferentes funções celulares, e os mais variados 

tipos de interação física (Causier, 2004; Gietz, 2005). 

Como o entendimento de um sistema biológico requer a determinação da 

interação entre suas partes constituintes, e a caracterização das interações entre as 

proteínas desse sistema pode contribuir no entendimento da função específica de 

cada fator. Os diferentes sistemas de duplo-híbrido têm sido extensamente aplicados 

na detecção de interações proteína-proteína (Brachmann e Boeke, 1997), inclusive na 

determinação de redes de interações (interactomas) de diversos organismos (Parrish 

et al., 2006). 
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Figura 1. Esquema da organização estrutural da proteína MX1 de humanos e de outras 
GTPases Dinaminas. A proteína MX1 de humanos (hMX1) é comparada com as proteínas 
MX1 de camundongos (mMX1) e dinamina-1 de humanos (DYN1). Os domínios em comum 
são: (i) domínio de ligação ao GTP (azul), que contem os elementos de ligação ao GTP 
(vermelho), assim como a sequência de auto associação (SAS, verde escuro), (ii) domínio 
central de interação (CID, verde claro) e (iii) domínio efetor de GTPase (GED, amarelo) o 
qual forma um Zipper de Leucina (LZ) em GTPases MX. O sinal de localização nuclear 
(NLS, preto) está presente apenas em algumas proteínas MX1 de roedores. Os domínios 
CID/GED formam um único domínio capaz de possibilitar a interação entre MX1 formando 
oligômero. Os domínios específicos de dinaminas são: domínio pleckstrina (PH, laranja) e 
domínio rico em prolina (PRD, roxo). Modificado de Haller et al., 2007a. 

 

 

 



INTRODUÇÃO_____________________________________________________ 

 

19 

 

 

 

 

 

Figura 2. Esquema do sistema de duplo-híbrido utilizado para análise de interação 
proteína-proteína.  Os genes das proteínas X e Y clonados em vetores de expressão em S. 
cerevisiae, levam à produção de proteínas em fusão com os domínios de ativação de 
transcrição (AD, “activation domain”) e de interação a DNA (BD, “binding domain”), 
respectivamente. No caso de interação entre X e Y, é restaurada artificialmente a 
proximidade física entre os domínios AD e BD, levando à expressão de genes repórteres 
que tenham a sequência de ligação em suas regiões ativadoras de transcrição (UAS).  
Dessa forma, é possível determinar a existência de interação entre duas proteínas 
conhecidas ou rastrear ligantes de uma proteína utilizando uma biblioteca de cDNA através 
da observação da ativação da transcrição dos genes repórteres. 
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2. OBJETIVOS 
2.1. Objetivo Geral  

Identificar parceiros físicos de MX1 que contribuam para sua caracterização 

funcional. 

 

2.2. Objetivos específicos 
        Como já descrito, rastreamentos de duplo-híbrido com a proteína MX1 de 

camundongo já foram realizados, revelando parceiros físicos que se encontram 

presentes na composição dos corpúsculos nucleares. Tendo em vista que MX1 de 

humanos, que apresenta localização citoplasmática, está envolvida com diversos 

processos celulares como a indução de morte celular por apoptose (Altschul e 

Madden et al., 1997; Mibayashi et al., 2002; Haller et al., 2007b), além de ser 

expresso em carcinoma de próstata, onde sua expressão foi recentemente ligada à 

inibição do fenótipo de motilidade e invasão celular (Schulz et al., 2007; Mushinski et 

al., 2009) e que MX1 encontra-se silenciado em uma série de processos neoplásicos 

(Schulz, et al., 2007, Calmon et al., 2009), acredita-se que esta apresente outros 

parceiros físicos que determinam seu modo de atuação na célula e que o 

silenciamento de MX1 esteja envolvido com a aquisição de características 

necessárias para o desenvolvimento do tumor e progressão da doença. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
 
3.1. Material   

Os plasmídeos, as linhagens de leveduras e o oligonucleotídeos iniciadores 

utilizados nos experimentos estão apresentados nas Tabelas 1, 2 e 3, 

respectivamente. 

 

TABELA 1 – Vetores e construções plasmidiais utilizados neste estudo. 

Plasmídeo   Descrição Origem 

pCR8-TOPO 
Vetor plasmidial para geração de clone de 
entrada do sistema “Gateway” 
(SpectinomicinaR) 

Invitrogen 

pRS314 
(pSV58) 

Vetor plasmidial para clonagem e produção 
para S. Cerevisiae (ARSH4, CEN6, TRP1, 
AmpicilinaR) 

(Sikorski e 
Hieter, 
1989) 

pBTM116-AMP 
(pSV148) 

Vetor plasmidial para produção em S. 
cerevisiae de proteína isca (LexA-) (TRP1, 2μ, 
AmpicilinaR) 

(Bartel e 
Fields, 
1995) 

pACT 
(pSV149) 

Vetor plasmidial para produção em S. 
cerevisiae de proteína presa (Gal4-AD) (LEU2, 
2μ, AmpicilinaR) 

(Bartel e 
Fields, 
1995) 

pBTM116-AMP-
TIF51A 

          (pSV278) 

Construção plasmidial controle para duplo-
híbrido do sistema da linhagem L40, que 
codifica LexA-eIF5A 

(Thompson 
et al., 2003) 

pBTM116-AMP-
PUB1 

(pSV424) 

PUB1 clonado no vetor plasmidial pBTM116-
AMP 

(Apponi et 
al., 2007) 

pACT-Dys1 
(pSV558) 

Construção plasmidial controle para duplo-
híbrido do sistema da linhagem L40, que 
codifica Gal4-AD-Dys1 

(Thompson 
et al., 2003) 

 
 

pACT-Lia1 
(pVZ940) 

 
 
Construção plasmidial controle para duplo-
híbrido do sistema da linhagem L40, que 
codifica Gal4-AD-Lia1 

 
 
(Thompson 
et al., 2003) 
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pBTM116-KAN 
(pVZ993) 

Vetor plasmidial para produção em S. 
cerevisiae de proteína isca (LexA-) (TRP1, 2μ, 
KanamicinaR) 

 

pACT2 

Vetor plasmidial no qual foi gerada a biblioteca 
de cDNAs de cérebro fetal humano para 
produção em S. cerevisiae de proteína presa 
(Gal4-AD) (LEU2, 2μ, AmpicilinaR) 

Clontech 

pCMV6-XL5-MX1 
(pVZ997) 

cDNA de MX1 clonado no vetor plasmidial 
pCMV6-XL5 (AmpicilinaR) Origene 

         pCR8-MX1  
(pVZ998) 

MX1 clonado no vetor plasmidial pCR8 

Brantis-de-
Carvalho; 
dados não 
publicados 

pBTM116-KAN-MX1 
(pVZ1004) 

MX1 clonado no vetor plasmidial pBTM116-
KAN contendo “tag" de HA 

Brantis-de-
Carvalho; 
dados não 
publicados 
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TABELA 2 - Leveduras utilizadas neste estudo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

S. cerevisiae Genótipo Origem 

L40 

(SVL86) 
MATa trp1 his3 leu2 ade2 LYS2::lexAop(4x)-HIS3 
URA3::lexAop(8x)-lacZ Clontech 

VZL889 L40 transformada com a construção plasmidial (pBTM116-
KAN-MX1) Este trabalho 

VZL890 L40 transformada com a construção plasmidial pBTM116-
KAN-MX1  e com o vetor plasmidial pACT. Este trabalho 

VZL899 L40 transformada com as construções plasmidiais 
pBTM116-AMP-TIF51A (pSV278) e pACT-Dys1 (pSV558).  Este trabalho 

VZL900 L40 transformada com as construções plasmidiais 
pBTM116-AMP-TIF51A (pSV278) e pACT-Lia1(pVZ940).  Este trabalho 

 

VZL901 

 

L40 transformada com as construções plasmidiais 
pBTM116-AMP-TIF51A (pSV278) e com o vetor plasmidial 
pACT (pSV149).  

Este trabalho 

 

      VZL929 

 

L40 transformada com o vetor plasmidial pBTM116 

KAN  
Este trabalho 
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TABELA 3 – Oligonucleotídeos utilizados neste estudo. 

Oligonucleotídeo   Sequência 

SVO135 5’-TACCACTACAATGGATG-3’ 

SVO199 5’-CACGATGCACAGTTG-3’ 

VZO623 5’-TACGACGTACCAGATTACGCTATGGTTGTT 

TCCGAAGTG-3’ 

VZO624 5’- CTGGACAGAGTGTGGTTAACCGGGGAAC 

TG -3’ 
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3.2Métodos 
 
3.2.1.  Meios de cultura 

- Meio LB  -  triptona 1%; NaCl 0,5%; extrato de levedura 1% (ágar 2% para 

meio sólido). 

- Meio SOB  -  triptona 2%; extrato de levedura 0,5%; NaCl 10 mM; KCl 2,5 

mM; MgCl2 10 mM; MgSO4 10 mM. 

- M9  -  Na2HPO4 46 mM; KH2PO4 22 mM; NaCl 8,5 mM; NH4Cl 18 mM; glicose 

0,4%; prolina 20 μg/mL (ágar 1,8% para meio sólido). 

- Meio completo (YPD)  -  extrato de levedura 1%; peptona 2%; glicose 2% 

(ágar 2% para meio sólido). 

- Meio sintético (SC)  -  YNB 0,67% (sem aminoácidos); glicose 2%; 

suplementado com aminoácidos, uracila ou adenina quando necessário (ágar 2% 

para meio sólido). 

 

3.3.  Manipulação de bactérias 
 
3.3.1.  Transformação química de E. coli 

Uma cultura estacionária de E. Coli (SVB3/DH5a - F'/endA1 hsdR17(rK-mK+) 

supE44 thi-1 recA1 gyrA (Na1r) relA1 D(lacZYA-argF)U169( 80lacZDM15)) foi diluída 

em 250mL de meio SOB líquido e incubada a 37 C até atingir D.O.600nm 0,6.  A 

cultura bacteriana foi resfriada em banho de gelo por 10 minutos e centrifugada a 

3.200xg por 10 minutos a 4 C.  Posteriormente, o precipitado celular foi suspenso 

em 100mL de solução TB gelada (Pipes 10 mM pH7,0; MnCl2 55 mM; CaCl2 15 mM; 

KCl 250 mM).  As células foram incubadas por 10 minutos em banho de gelo e 

centrifugadas a 3.200xg por 10 minutos a 4 C. O sobrenadante foi desprezado e as 

células foram suspensas em 20 mL de solução TB gelada contendo 1,5mL de 

DMSO. Para armazenamento, alíquotas da suspensão congeladas em nitrogênio 

líquido e estocadas a -80 C. 

Células de E. coli competentes foram descongeladas em banho de gelo. Foram 

adicionados 50-250 ng de DNA plasmidial ou 10 μL de reação de ligação em um 

tubo de microcentrífuga contendo 100 μL de células competentes. Os tubos foram 

mantidos em banho de gelo por 30 minutos e, então, em banho-maria a 42 C por 2 
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minutos. A seguir, 1 mL de meio LB líquido foi adicionado ao tubo, o qual foi 

incubado por 1 hora a 37 C. Decorrido o período de incubação, a cultura foi 

centrifugada, o sobrenadante descartado e as células suspensas em 200 μL de meio 

LB. A suspensão foi distribuída em meio LB sólido contendo o antibiótico requerido 

para seleção de transformantes e as placas foram incubadas por uma noite a 37 C. 

 

3.3.2.  Eletroporação de E. coli 

Uma cultura estacionária de E. coli foi diluída 1:100 em 1 L de meio LB líquido 

e incubada a 37 C, sob agitação até atingir D.O.600nm 1,0-1,2.  As células foram 

coletadas por centrifugação a 3.200 xg por 20 minutos e lavadas uma vez com 500 

mL de água milli-Q estéril gelada e duas vezes com 250 mL de água gelada.  Foi 

realizada uma nova lavagem com 30 mL de glicerol 20% gelado. As células foram 

suspensas em 3 mL de glicerol 20% gelado e armazenadas em alíquotas a -80ºC. 

O volume de 2 μL da preparação de DNA plasmidial de levedura (item 3.5.2) foi 

adicionado a 40 μL de células eletrocompetentes. Estas foram transferidas para uma 

cubeta de eletroporação (0,1cm) e submetidas a um pulso elétrico com as seguintes 

constantes elétricas: voltagem 1,7 kV, resistência 200 Ω e capacitância 25 μF. Em 

seguida, as células foram removidas da cubeta com 1 mL de meio LB e incubadas a 

37 C por 1 hora sob agitação. Finalmente, as células foram plaqueadas em meio 

seletivo LB contendo o antibiótico requerido para seleção dos transformantes. A 

seguir, as placas foram incubadas a 37ºC até a obtenção de colônias. 
 

3.4.  Manipulação de leveduras 
 
3.4.1.  Transformação de alta eficiência de S. cerevisiae 

A cultura de interesse em fase estacionária foi diluída a 5,0x106 células/mL em 

10 mL de meio SC líquido pré-aquecido e incubada a 30 C até a concentração de 

2,0x107 células/mL. As células foram coletadas por centrifugação a 3.000 xg por 5 

minutos e lavadas com água milli-Q estéril. O precipitado foi suspenso em 600 μL de 

solução de acetato de lítio 100 mM e incubado por 15 minutos a 30˚C. As células 

foram novamente coletadas por centrifugação e ao precipitado foram adicionados, 

na seguinte ordem, 480 μL de 50% PEG5000, 72 μL de 1 M acetato de lítio, 50 μL 

de 2 mg/mL DNA de esperma de salmão, 10 μL da biblioteca de cDNA e o volume 
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de reação completado com 108 μL de água milli-Q estéril. O tubo foi então agitado 

vigorosamente por 1 minuto e incubado a 30˚C por 30 minutos. A suspensão foi 

incubada a 42˚C por 20 minutos, tomando-se cuidado de inverter o tubo a cada 5 

minutos para equilíbrio da temperatura. Após nova centrifugação, as células foram 

suspensas em 2 mL de água milli-Q estéril, plaqueadas em meio seletivo e 

incubadas a 30˚C até o aparecimento das colônias. 

 

3.5.  Manipulação de DNA 
 

3.5.1.  Isolamento de DNA plasmidial de bactéria (mini preparação) 

Uma colônia da bactéria de interesse foi inoculada em 3 mL de meio LB líquido 

contendo antibiótico para seleção. O inóculo foi incubado a 37 C sob agitação por 

uma noite. Após crescimento, 1 mL da cultura bacteriana foi centrifugada a 16.000 

xg por 2 minutos, o sobrenadante descartado e as bactérias suspensas em 200 μL 

de TE pH8,0 (Tris-HCl 10 mM pH8,0; EDTA 1 mM pH8,0). À suspensão foram 

adicionados 200 μL de solução SDS/NaOH (SDS 1%; NaOH 0,2 M), o conteúdo 

homogeneizado por inversão e incubado a 37 C por 5 minutos. Em seguida, foram 

adicionados 150 μL de acetato de sódio 3 M pH4,8 e a solução foi misturada várias 

vezes por inversão. Os tubos foram então centrifugados a 16.000 xg por 6 minutos, 

o sobrenadante foi transferido para novos tubos e 1 mL de isopropanol foi 

adicionado.  Após serem misturados por inversão, os tubos foram incubados a 37 C 

por 5 minutos e centrifugados a 16.000 xg por 10 minutos.  O sobrenadante foi 

descartado, o precipitado lavado duas vezes com 1 mL de etanol 75% gelado e, 

após secagem, suspendido em 50 μL de TE. 

 

3.5.2.  Isolamento de DNA plasmidial de levedura 

O volume de 1,5 mL da cultura de interesse em fase estacionária foi 

centrifugado a 16.000 xg por 1 minuto. A seguir, o sobrenadante foi desprezado, as 

células lavadas com 1 mL de água milli-Q  e suspensas em 200 μL de tampão de 

lise (Tris-HCl 10 mM pH8,0; Triton X-100 2%; SDS 1%; NaCl 100 mM; 1 mM EDTA). 

Foram adicionados 200 μL de PCI e aproximandamente 300 mg de pérolas de vidro. 

O tubo foi então agitado vigorosamente por 5 minutos e centrifugado a 16.000 xg por 

1 minuto. A fase aquosa foi transferida para um novo tubo e adicionada de igual 
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volume de isopropanol. Após centrifugação por 10 minutos a 16.000 xg o 

sobrenadante foi removido e o precipitado lavado com 500 μL de etanol 75% gelado. 

O precipitado, depois de seco, foi suspenso em 50 μL de água milli-Q. 

 

3.5.3.  Eletroforese de DNA em gel de agarose 

A eletroforese de DNA foi realizada em gel de agarose 0,8% em TAE 1X (Tris-

acetato 40 mM pH8,5; EDTA 2 mM).  À amostra de DNA, foi adicionado tampão de 

amostra 5X (Tris-HCl 10 mM pH8,0; EDTA 1 mM pH8,0; azul de bromofenol 0,125%; 

xilenocianol 0,125%; glicerol 30%; EDTA 1 mM), e aplicada no gel contendo 0,5 

mg/mL de brometo de etídeo.  O gel foi submetido à voltagem de 100 V em tampão 

TAE 1X. 

 

3.5.4.  Isolamento de fragmentos de DNA de gel de agarose 

O fragmento de DNA separado em gel de agarose 0,8% foi visualizado por 

coloração com brometo de etídeo e iluminação ultravioleta. O fragmento de interesse 

foi cortado do gel e purificado utilizando o kit “QIAquick Gel Extraction” (Qiagen), 

conforme recomendado pelo fabricante. 

 

3.5.5.  Amplificação de DNA por PCR 

As reações foram realizadas em tubos de microcentrífuga de 0,5 mL contendo 

aproximadamente 50 ng de DNA molde, 1 μM de cada oligonucleotídeo, 2 U de Taq 

HiFi DNA polimerase (Invitrogen) e 200 μM de dNTPs em tampão adequado num 

volume final de reação de 100 μL. A solução foi incubada por 3 minutos a 94 C, 

seguida de 20 ciclos de incubações a 94 C por 30 segundos (desnaturação), a 58 C 

por 40 segundos (hibridização) e a 72 C por 1 minuto (extensão).  Por último, 

seguiu-se incubação a 72 C por 10 minutos.  Quando necessário, as condições de 

hibridização e extensão foram variadas de acordo com os oligonucleotídeos 

utilizados e o fragmento de DNA a ser amplificado.  Os produtos da reação foram 

analisados por eletroforese em gel de agarose 0,8% e purificados utilizando o kit 

“QIAquick PCR Purification” (QIAGEN). 

 

3.5.6.  Manipulação enzimática de DNA 

As reações com enzimas de restrição, T4 DNA ligase, fosfatase (CIP) ou outras 
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enzimas modificadoras de DNA seguiram as especificações do fabricante New 

England Biolabs. 

 

3.5.7.  Sequenciamento de DNA  

A reação de sequenciamento foi realizada num volume final de 20 μL com 

oligonucleotídeos adequados utilizando a técnica de PCR e o Kit Big Dye Terminator 

(Applied Biosystem). As reações de amplificação foram realizadas utilizando o 

termociclador seguindo as condições: 1 ciclo – 96ºC; 25 ciclos – 96ºC por 10 

segundos, temperatura de hibridização dos oligos por 5 segundos, 60ºC por 4 

minutos; 1 ciclo – 60ºC por 5 minutos. 

O DNA foi precipitado pela adição de 2 μL EDTA 125 mM, 2 μL NaAc 3 M e 50 

μL de etanol absoluto em cada amostra, as quais ficaram cobertas com papel 

alumínio para isolar da luz. As amostras foram incubadas por 15 minutos à 

temperatura ambiente e centrifugadas a 3.000 xg por 30 minutos a 4ºC. Em seguida, 

foi descartado o sobrenadante e ressuspendido o precipitado em 70 μL de etanol 

70%. Centrifugou-se a 1.650 xg por 15 minutos, descartou-s o sobrenadante e, após 

secagem do DNA, ressuspendeu-se as amostras em 10 μL de formamida Hidi. As 

amostras foram desnaturadas a 96ºC por 5 minutos e incubadas no gelo por 2 

minutos. As amostras foram aplicadas em placas de 96 poços e colocadas no 

aparelho Sequenciador ABI Prism 3130 (Aplied Biosystems). 

 

3.6.  Análise de proteínas 
 

3.6.1.  Quantificação de proteínas 

Para a determinação da concentração protéica de extratos celulares e de 

proteínas purificadas foi utilizado o kit “BioRad Protein Assay” (BioRad), baseado no 

método de Bradford seguindo as especificações do fabricante. 

 

3.6.2.  Separação de proteínas por SDS-PAGE 

Proteínas foram separadas em gel de poliacrilamida descontínuo.  O gel de 

empacotamento continha acrilamida:bis-acrilamida (30:1) 5%; Tris-HCl 380 mM 

pH6,8; SDS 0,1%; persulfato de amônio 0,1%; 1 μL/mL de TEMED e o gel de 

separação acrilamida:bis-acrilamida (30:1) 10% ou 12%; Tris-HCl 380 mM pH8,8; 
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SDS 0,1%; persulfato de amônio 0,1%; 0,4 μL/mL de TEMED. As amostras em 

tampão de amostra para proteína (Tris-HCl 40 mM pH6,8; glicerol 8%; SDS 2%; DTT 

100 mM; azul de bromofenol 0,1%) foram incubadas a 96 C por 5 minutos e 

aplicadas no gel.  O gel foi submetido a voltagem de 150 V em tampão de corrida 

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

 

3.6.3.  Coloração de proteínas por “Coomassie Blue” 

O gel de acrilamida foi incubado em solução de Coomassie Blue R 0,25% em 

metanol 45% e ácido acético 10% por 30 minutos e descorado em solução de etanol 

50% e ácido acético 10%. 

 

3.6.4.  Western blot 

Após separação por SDS-PAGE, as proteínas foram transferidas para 

membrana de nitrocelulose (Hybond-ECL GE Healthcare) por 1 hora a 100V em 

tampão de transferência (Tris-HCl 12 mM; glicina 125 mM) em sistema de 

transferência (BioRad).  A transferência foi avaliada por coloração com Ponceau S 

(Pounceau S 1 mg/mL; ácido acético 5%) e a membrana foi incubada com tampão 

PBST (PBS pH7,4; 0,25% Tween-20) contendo 5% de leite desnatado a temperatura 

ambiente por ao menos 30 minutos.  Após bloqueio, a membrana foi incubada em 

PBST contendo 5% de leite desnatado e o anticorpo primário de interesse por 2 

horas a temperatura ambiente sob agitação branda.  Posteriormente, a membrana 

foi lavada três vezes por 5 minutos com PBST e incubada por 1 hora com anti-IgG 

de coelho conjugado com peroxidase (Sigma) na diluição de 1:5.000 em PBST 

contendo 5% de leite desnatado.  Após três lavagens de 5 minutos com PBST, a 

membrana foi tratada com reagentes quimioluminescentes (ECL-GE Healthcare) e 

utilizada na exposição de filme autorradiográfico. 

 

3.7. Rastreamento por duplo-híbrido 
Neste trabalho foi utilizado o sistema de duplo-híbrido da linhagem L40, o qual 

é baseado nas propriedades das proteínas Gal4 de levedura e LexA de procarioto e 

utiliza a linhagem L40 para rastrear uma biblioteca de cDNA de cérebro fetal 

humano clonada em fusão com o domínio de ativação de Gal4 no vetor plasmidial 

pACT2 (LEU2). Esta linhagem contém os dois genes repórteres do sistema de 
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duplo-híbrido HIS3 e lacZ. Os clones da biblioteca de cDNA que codificarem 

proteínas capazes de interagir com a proteína de interesse serão identificados pela 

capacidade de gerar ativação destes genes repórteres (HIS3 e lacZ). 

Inicialmente, o gene codificador de MX1 foi clonado no vetor plasmidial 

pBTM116-KAN, para produzir a proteína isca em fusão com a proteína de ligação ao 

DNA LexA (pBTM116-KAN-MX1). O próximo passo foi introduzir nas linhagens L40, 

já contendo a proteína LexA-MX1, o vetor plasmidial pACT vazio e testá-la para 

cada um dos genes repórteres (HIS3 e lacZ). 

A linhagem L40 contendo a proteína isca foi transformada, segundo protocolo 

descrito por Gietz (1995), com a construção plasmidial pACT2 contendo uma 

biblioteca de cDNA de cérebro fetal humano (Clontech) em fusão com o domínio de 

ativação de Gal4 (Gal4-AD). A seleção dos transformantes foi realizada em meio de 

cultura sintético sem histidina. Após o surgimento de colônias, os transformantes 

foram cultivados em meio SC-leu,-trp (seleção apenas para os plasmídeos) e então 

confirmados utilizando os fenótipos His+ e β-galactosidade+ (atividade de β-

galactosidade). 

 

3.7.1.. Análise de fenótipo de crescimento 

As linhagens a serem analisadas foram crescidas a 30ºC em 10mL de meio 

seletivo até aproximadamente 1-2x107 células/mL. Após centrifugação a 3.000 xg 

por 10 minutos e remoção do meio de cultura, as células foram suspensas na 

concentração de 2,5x108 células/mL. 200 μL da suspensão foram transferidos para 

um poço de microplaca e a suspensão foi diluída seriadamente (1:10) em meio 

líquido apropriado. Utilizando um pipetador multicanal, 4 μL da suspensão original  e 

das diluições foram aplicados nos meios de cultura de interesse. A seguir, as placas 

foram incubadas a 30ºC até a observação de crescimento. 

 

3.7.2.  Ensaio de β-galactosidase 

As linhagens de interesse foram cultivadas a 30ºC em 5 mL de meio seletivo 

até aproximadamente 1-2x107 células/mL. Após centrifugação a 3.000 xg por 10 

minutos e remoção do meio de cultura, as células foram ressuspendidas na 

concentração de 2,5x108 células/mL. 3 μL da suspensão foram aplicados sobre uma 

membrana de nitrocelulose (Amersham Biosciences) sobre meio sólido YPD, e 
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deixadas crescer durante uma noite a 30ºC. A membrana foi então transferida para 

uma nova placa de petri e as células foram lisadas por congelamento durante uma 

hora em freezer -80ºC com as células voltadas para cima. Um papel de filtro 

(Whatman) foi colocado em uma placa de petri de 100 mm e umidecido com 1,5mL 

de Tampão Z (Na2HPO4 60 mM, NaH2PO4 40 mM, KCl 10 mM, MgSO4 1 mM pH7,0) 

adicionado de X-gal (0,5 mg/mL). A membrana, com as células voltadas para cima, 

foi colocada sobre este papel de filtro e incubada a 30oC em câmara úmida até o 

desenvolvimento de coloração azul.  
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4. RESULTADOS  E DISCUSSÃO 
 
4.1. Rastreamento de duplo-híbrido utilizando a proteína MX1 
 

4.1.1. Clonagem de MX1 no vetor plasmidial de duplo-híbrido pBTM116-KAN 

O procedimento de clonagem do gene MX1 no vetor plasmidial pBTM116-KAN 

(pVZ993) foi realizado pela subclonagem do gene MX1 presente na construção 

plasmidial pCR8-MX1 (pVZ998), a partir de sua remoção com a enzima de restrição 

EcoRI. A construção plasmidial obtida (pBTM116-KAN-MX1, pVZ1004) foi testada 

para presença do inserto, pela digestão com EcoRI, liberando os fragmentos de 

aproximadamente 5,7 kb e 2,2 kb, e também checado para direcionalidade pela 

digestão com as enzimas de restrição EcoRV e PstI, liberando os fragmentos de 

aproximadamente 4,8 kb, 1,1 kb, 1,0 kb, 0,6 kb e 0,2 kb, que confirmam a direção 

correta de MX1 em relação a LexA. A figura 3A apresenta o esquema simplificado 

da clonagem de MX1 no vetor plasmidial pBTM116-KAN e a figura 3B apresenta o 

diagnóstico de restrição da construção.   

 

4.1.2. Ensaios de expressão e autoativação da isca 

Para os transformantes selecionados da linhagem L40 contendo a construção 

plasmidial pBTM116-KAN-MX1 (VZL889), foi realizado ensaio de “western blot” 

visando confirmar a expressão da proteína isca LexA-MX1. Assim, os lisados das 

linhagens L40, L40 contendo o vetor plasmidial pBTM116-KAN e três transformantes 

contendo a construção plasmidial pBTM116-KAN-MX1 foram blotados contra 

anticorpo anti-LexA (Millipore). Anticorpo anti-eIF5A de S. cerevisiae foi utilizado 

como controle deste ensaio. Como pode ser visto na figura 3C, todas as linhagens 

produzem eIF5A (~17 kDa). A linhagem L40 contendo pBTM116-KAN produz 

apenas a proteína LexA, de aproximadamente 22 kDa, e os três transformantes da 

linhagem L40 contendo pBTM116-KAN-MX1 produzem apenas LexA-MX1, de 

aproximadamente 110 kDa. Esse resultado confirma a produção da proteína isca 

LexA-MX1 pelos transformantes da linhagem L40. 

Após a checagem da produção da proteína isca, a linhagem de L40 contendo a 

construção plasmidial pBTM116-KAN-MX1 foi transformada com o vetor plasmidial 

pACT vazio, gerando a linhagem VZL890, e dois transformantes foram testados para 
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autoativação do sistema. Como pode ser visto na figura 3D, a proteína isca LexA-

MX1 (isca) não promove a autoativação e, portanto, pode ser utilizada para o 

rastreamento de duplo-híbrido.  

 

4.1.3. Rastreamento de duplo-híbrido com a isca LexA-MX1 

Para a realização do rastreamento, a linhagem L40 previamente transformada 

com a construção plasmidial pBTM116-KAN-MX1 (VZL889) foi transformada com a 

biblioteca de cDNA de cérebro fetal humano (Clontech). Após cada transformação, 

as linhagens foram plaqueadas em meio SC-leu,-trp,-his e o controle de eficiência foi 

feito em meio SC-leu,-trp, no qual foram plaqueados os volumes de 2, 5 e 10 μL da 

transformação. 

Após uma série de seis transformações, um total de 1,0x106 transformantes 

foram obtidos, gerando 157 transformantes no meio seletivo SC-leu,-trp,-his, dos 

quais, 116 foram capazes de crescer quando novamente testados para a ativação 

de HIS3 em meio SC-leu,-trp,-his e desenvolveram coloração azul quando testados 

para atividade de β-galactosidase. Tais clones foram considerados positivos para 

interação e selecionados para a etapa posterior. 

Para confirmar a ligação de ativação dos genes repórteres com a presença da 

construção plasmidial da biblioteca (presa), a linhagem L40 contendo a construção 

plasmidial pBTM116-KAN-MX1 foi re-transformada com cada construção plasmidial 

isolada da biblioteca e uma colônia isolada de cada uma das transformações foi 

submetida a teste de ativação dos genes repórteres em diluição seriada nos meios 

SC-leu,-trp e SC-leu,-trp,-his e testada para atividade de β-galactosidase. Dos 116 

clones testados, um total de 76 apresentaram crescimento em meio SC-leu,-trp,-his 

e desenvolveram coloração azul quando testados para atividade de β-galactosidase, 

caracterizando ligantes prováveis de MX1. Curiosamente, um dos clones 

selecionados (clone 2) apresentou crescimento em meio SC-leu,-trp-his e não 

desenvolveu coloração azul quando submetido a teste de β-galactosidase.  

Em seguida, as extremidades dos cDNAs presentes nos 76 clones 

selecionados foram sequenciadas, utilizando os oligonucleotídeos iniciadores 

SVO135 e SVO199, para sua identificação, que foi realizada pelo alinhamento das 

sequências obtidas juntamente à base de dados de humanos do NCBI (Tabela 4). 
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Os 76 clones obtidos no rastreamento revelaram 31 ligantes prováveis de MX1, 

sendo que 9 destes, incluindo a própria proteína MX1, já haviam sido descritas como 

ligantes de MX1. 

Para testar a especificidade das ligações das 22 proteínas ainda não descritas 

como ligantes de MX1, as respectivas construções plasmidiais isoladas da biblioteca 

foram transformadas inicialmente na linhagem L40 contendo a construção plasmidial 

pBTM116-AMP-PUB1 (pSV424), que codifica uma proteína isca (LexA-Pub1) 

diferente daquela utilizada para o rastreamento. A seguir, as mesmas construções 

plasmidiais foram introduzidas na linhagem L40 contendo o vetor plasmidial pRS314 

(CEN, TRP1, pSV58), para testar a capacidade da proteína presa de se ligar ao 

promotor de LexA no gene repórter e assim ativar a transcrição independentemente 

da proteína isca. A Figura 4 mostra os resultados obtidos com a construção 

plasmidial pBTM116-AMP-PUB1 (A) e com o vetor plasmidial pRS314 (B). Como 

pode ser visto, a construção plasmidial da proteína presa BRF2 foi capaz de ativar o 

sistema nas duas condições testadas. Dessa forma, os dois clones (68 e 89) que 

codificam a proteína BRF2 foram desconsiderados deste estudo. Assim, este 

rastreamento possibilitou o isolamento de 74 clones que codificam para 9 ligantes já 

conhecidos e 21 ligantes prováveis de MX1.  

A Figura 5 apresenta o resultado da avaliação da expressão dos genes 

repórteres HIS3 e lacZ de um clone representativo de cada um dos 30 ligantes de 

MX1 encontrados no rastreamento com a proteína isca LexA-MX1. 

Como dito acima, entre as proteínas reveladas neste rastreamento, 9 já foram 

descritas como ligantes de MX1 (Tabela 4, destacados em vermelho). Entre estes 

ligantes estão 8 proteínas DAXX, SUMO1, UBE2I, CASP8AP2, PIAS1, BRD7, TDG 

e GMEB1 que foram descritas como ligantes de MX1 de camundongos (Trost et al., 

2000; Engelhardt et al., 2001). Ainda, a proteína MX1 também foi revelada como 

ligante, resultado que está de acordo com a sua capacidade de oligomerização 

(Melén et al., 1992). O encontro de ligantes já descritos em outros estudos valida os 

resultados obtidos e garante a confiabilidade no rastreamento realizado.  

Além dos clones previamente descritos como ligantes de MX1, foram isolados 

neste rastreamento de duplo-híbrido os genes de 21 proteínas diferentes, a saber: 

RELA, DNLZ, RUSC2, ZBTB16, KIF26B, LAMA2, ZNF251, ZNF623, PSD3, 
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ZCCHC12, CBX4, KLHL35, C7orf25, CHD3, ADRM1, PLRG1, TUBA1A, HMGXB4, 

SLC25A3,  LRRC4B e HIRIP3.  

Buscando entender a correlação funcional entre todos os ligantes prováveis de 

MX1, e assim obter uma visão geral sobre o papel funcional de MX1, foi realizada  

uma análise de ontologia genética. Para este fim, foram utilizados os 30 genes 

encontrados neste rastreamento, assim como genes de 6 ligantes já descritos para 

MX1 de camundongos e humanos, mas não identificados neste rastreamento 

(Tabela 5, genes em negrito e sublinhados). A análise de ontologia genética mostrou 

que os genes estão principalmente envolvidos na regulação da transcrição, na 

regulação da apoptose, na resposta celular a estresse envolvendo danos do DNA e 

no controle do ciclo celular, o que está de acordo com o fato de que muitos desses 

genes estão envolvidos na formação de PML-NBs (Tabela 5) 

(http://omicslab.genetics.ac.cn/GOEAST/index.php). 

Somente 10 dos genes identificados neste estudo não foram correlacionados 

às funções reveladas pela análise de ontologia genética. Entre eles estão os clones 

codificantes para: ADRM1, uma proteína envolvida na desubiquitinação, durante a 

degradação de proteínas (Qiu et al., 2006). KIF26B, PSD3 e TUBA1A, envolvidas no 

transporte dependente de microtúbulos de vesículas e complexos proteicos 

(Hirokawa, 1998; Miki et al., 2003; Anders e Jürgens, 2008), LRRC4B, uma proteína 

da fenda pós-sináptica com domínio citoplasmático (Linhoff et al., 2009), KLHL35 e 

C7orf25, proteínas citoplasmáticas cujas funções são desconhecidas.  

Continuando, não foram contemplados nas funções reveladas pela análise 

ontológica os genes que codificam para: DNLZ e SLC25A3, descritas como 

componentes da membrana interna da mitocôndria (Burri, 2004; Palmieri, 2004) e 

LAMA2 uma proteína extracelular envolvida no processo de adesão celular 

(Girgenrath et al., 2005). Essas proteínas provavelmente não sejam ligantes de MX1 

por apresentarem localização celular diferente de MX1.  

Um resultado bastante interessante revelado neste rastreamento é a interação 

física de MX1 com proteínas envolvidas no processo de SUMOilação, a saber: 

SUMO1 e as enzimas de conjugação E2 (UBE2I) e ligação E3 (PIAS1, CBX4). 

Apesar de não ter sido revelado neste rastreamento, vale ressaltar que MX1 também 

interage fisicamente com a proteína de ativação E1 (UBE1I) (Engelhardt et al., 
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2001). Além disso, também foram reveladas como ligantes de MX1 as seguintes 

proteínas constituintes de corpúsculos nucleares conhecidos como “Promyelocytic 

Leukaemia Nuclear Bodies” (PML-NBs): DAXX, ZBTB16, PIAS1, SUMO1, TDG, 

ZNF623 E UBE2I. Com exceção de CBX4, ZBTB16 e ZNF623, os demais já foram 

descritos como ligantes de MX1 de camundongos (Trost et al., 2000; Engelhardt et 

al., 2001; Geiss-Friedlander e Melchior, 2007). Ainda, grande parte dos ligantes 

identificados estão relacionados com o controle da transcrição e apoptose.  

 Apesar de muitos dos ligantes revelados no rastreamento correlacionarem 

MX1 à via de modificação pós-traducional de SUMO1, não há descrição na literatura 

de que MX1 seja sumoilada ou atue diretamente na função desta via. Uma possível 

explicação para a interação entre MX1 e as proteínas da via de SUMOilação reside 

na semelhança existente entre esta e a proteína DYN1. Como descrito 

anteriormente, MX1 e DYN1 fazem parte da superfamília de GTPases dinaminas 

(Figura 1). Curiosamente, dinamina-1 também foi descrita como ligante das 

proteínas SUMO1, UBE2I (E2) e PIAS1 (E3).  Ainda, foi demonstrado que o domínio 

efetor de GTPase (GED) é o responsável pela interação entre DYN1 e estas 

proteínas. Também foi demonstrado que a interação entre DYN1 e os componentes 

da SUMOilação impede que DYN1 forme oligômeros, afetando assim seu papel no 

tráfego vesicular. Estes fatos em associação com os dados de mapeamento que 

mostraram uma semelhança entre os resíduos de aminoácidos de SUMO1 e UBE2I 

responsáveis pela interação com o domínio GED de DYN1, levantaram a hipótese 

de que a interação entre DYN1, SUMO1 e UBE2I pode ser sequencial e não 

simultânea e de que DYN1 poderia atuar como uma proteína adaptadora (E3 ligase), 

promovendo a SUMOilação de determinadas proteínas através da sua ligação com 

estas proteínas (Haller et al., 2007b; Mishra et al., 2004).  

Assim como MX1, muitas das proteínas envolvidas na formação dos PML-NBs 

são transcricionalmente induzidas pela ligação de interferons do tipo I e III a 

receptores da superfície celular. Entre estas proteínas estão PML e SP100, descritas 

como ligantes de MX1 em camundongos, o que aponta para a possibilidade da 

atuação conjunta destas proteínas no desenvolvimento das respostas celulares à 

sensibilização por interferons. Além disso, vários dos componentes dos PML-NBs 

sofrem modificação por SUMO1 ou interagem fisicamente com proteínas sumoiladas 

via “motif” de interação com SUMO1 (SIM), como a proteína DAXX, sendo que até 
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mesmo a própria formação dos PML-NBs é coordenada pela tripla SUMOilação de 

PML e também pela presença de “motifs” SIM nesta proteína, permitindo a interação 

física com os outros constituintes deste corpúsculo. Por fim, ressalta-se a 

importância do processo de formação de PML-NBs, uma vez que estes estão 

envolvidos em uma série de processos celulares como apoptose, controle de 

expressão gênica, mecanismos de reparo do DNA e resistência a vírus (Lin et al., 

2006; Bernardi e Pandolfi, 2007; Haller et al., 2007a; Krieghoff-Henning e Hofmann, 

2008).  

Os resultados obtidos no presente estudo ampliam o conhecimento sobre os 

ligantes físicos de MX1 na célula e sugerem vias de sinalização nas quais MX1 deve 

atuar. Vale ressaltar que as várias funções atribuídas a MX1, através de seus 

ligantes, são de extrema importância para o controle do desenvolvimento de 

neoplasias, além de dar suporte à idéia de que MX1 possui um papel importante no 

controle da proliferação celular, como sugerido pelos resultados de metilação de 

MX1 (Calmon et al., 2009). Ainda, as funções atribuídas a MX1 corroboraram com 

os dados que associam seu silenciamento à progressão do câncer e ao fenótipo de 

imortalização em células tumorais (Kulaeva et al., 2003; Noser, 2007). 

Desta maneira, a confirmação por outros métodos das interações descritas 

aqui e estudos adicionais sobre MX1, como aqueles que visam avaliar a sua 

influência sobre a SUMOilação e os PML-NBs, contribuirão para o entendimento de 

seu papel biológico, principalmente na regulação transcricional e na apoptose e 

elucidarão o papel de seu silenciamento no desenvolvimento neoplásico.  
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Figura 3. Caracterização da construção plasmidial pBTM116-KAN-MX1, confirmação 
da expressão e teste de autoativação. A. Esquema representativo da clonagem de MX1 

no vetor de duplo-híbrido pBTM116-KAN e dos sítios de restrição utilizados na confirmação 

da construção plasmidial pBTM116-KAN-MX1. B. Diagnóstico de restrição para a 

construção plasmidial pBTM116-KAN-MX1 com a enzima EcoRI (fragmentos esperados de 

5,7 kb e 2,2kb) ou com as enzimas EcoRV e PstI  (fragmentos esperados de 4,8 kb, 1,1 kb, 

1,0 kb, 0,6 kb e 0,2kb), e. ND = não digerido. L (ladder) = padrão de massa molecular “1kb 

Ladder Plus” (Invitrogen). C. Western blot com 18 μg do lisado da linhagem de L40, da 

linhagem L40 transformada como vetor plasmidial pBTM116-KAN (LexA) e de três 

transformantes da construção plasmidial pBTM116-KAN-MX1 (LexA-MX1) foram blotados 

com anticorpo anti-LexA e anti-eIF5A (controle). D. Teste de autoativação dos genes 

repórteres HIS3 e lacZ pela proteína isca LexA-MX1. Dois transformantes da linhagem L40 

contendo a construção plasmidial pBTM116-KAN-MX1 (LexA-MX1) e o vetor plasmidial 

pACT (AD) foram plaqueados nos meios de cultura SC-leu,-trp, SC-leu,-trp,-his e testados 

para atividade de β-galactosidase. L40/pBTM116-AMP-TIF51A + pACT-Dys1 (++), 

L40/pBTM116-AMP-TIF51A + pACT-LIA1(+) e L40/pBTM116-AMP-TIF51A + pACT (-) foram 

utilizadas como controle positivo forte, positivo fraco e negativo, respectivamente. 
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TABELA 4 – Ligantes prováveis de MX1 identificados neste estudo. 
Clone Gene1 

1 DAXX 
2 RELA 

3, 8, 47, 115, 116, 123, 140 SUMO1 
4, 15, 104 DNLZ 

10, 71 RUSC2 
11, 12, 107, 118 MX1 

19, 32, 35, 36 ZBTB16 
21, 28, 39, 43, 45, 49, 51, 57, 64, 65, 66, 70, 
88, 92, 93, 99, 100, 121, 127, 130, 132, 139, 

143, 144, 151 
UBE2I 

38 KIF26B 
40 LAMA2 
41 ZNF251 

48, 141 CASP8AP2 
52 ZNF623 
54 PSD3 
56  ZCCHC12 
60 PIAS1 
69 CBX4 
76 KLHL35 
77 C7orf25 

86, 87, 146 CHD3 
68, 89 BRF2 
90, 91 ADRM1 

98, 112 BRD7 
101 TDG 
105 PLRG1 
109 TUBA1A 
120 HMGXB4 
133 SLC25A3 
137 LRRC4B 
138 GMEB1 
153 HIRIP3 

1Os genes apresentados em vermelho já foram identificados em rastreamentos de duplo-híbrido de 
MX1 de camundongo. O gene MX1 também está em vermelho, pois já está demonstrada a 
oligomerização dessa proteína. 
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Figura 4. Avaliação da expressão dos genes repórteres (HIS3 e lacZ) dos clones 
selecionados após transformação com a construção plasmidial pBTM116-AMP-PUB1 
(A) ou com o vetor plasmidial pRS314 (B). (A) Diluições seriadas (1:10) da linhagem L40 

contendo a construção plasmidial pBTM116-AMP-PUB1 e a construção plasmidial contendo 

o cDNA selecionado pACT2-cloneX (AD # - gene) ou (B) Diluições seriadas (1:10) da 

linhagem L40 contendo o vetor plasmidial pRS314 e a construção plasmidial contendo o 

cDNA selecionado pACT2-cloneX (AD # - gene), foram cultivadas em meio SC-leu,-trp, SC-

leu,-trp,-his e testadas para atividade de β-galactosidase. L40/pBTM116-AMP-TIF51A + 

pACT-DYS1 (++), L40/pBTM116-AMP-TIF51A + pACT-LIA1(+) e L40/pBTM116-AMP-

TIF51A + pACT  (-) foram utilizadas como controle positivo forte, positivo fraco e negativo, 

respectivamente.  
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Figura 5. Avaliação da expressão dos genes repórteres (HIS3 e lacZ) de um clone 
representativo de cada ligante selecionado com a isca LexA-MX1. Diluições seriadas 

(1:10) da linhagem L40 contendo a construção plasmidial pBTM116-KAN-MX1 e o 

construção plasmidial contendo o cDNA selecionado pACT2-cloneX (AD # - gene), após re-

transformação, foram cultivadas em meio SC-leu,-trp, SC-leu,-trp,-his e testadas para 

atividade de β-galactosidase. L40/pBTM116-AMP-TIF51A + pACT-DYS1 (++), 

L40/pBTM116-AMP-TIF51A + pACT-LIA1(+) e L40/pBTM116-AMP-TIF51A + pACT  (-) 

foram utilizadas como controle positivo forte, positivo fraco e negativo, respectivamente.  
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TABELA 5 – Análise de ontologia genética dos ligantes prováveis de MX1. 

Nome Regulação da 
transcrição 

PML-
NB 

Resposta ao 
estímulo por 

danos ao DNA 
Regulação 

da apoptose 
Controle do 
cíclo celular 

DAXX X X X X X 
CASP8AP2 X   X X 

HIPK2 X    X X X   
TOPORS X X X X  

SP100 X X X     
HIRIP3 X         
ZBTB16 X X   X   
SUMO1 X X X     
UBE2I X X     X 
BLM X   X   X 
BRD7 X         

ATF7IP X     
GMEB1 X         
PIAIS1 X X    
ZNF251 X         
ZNF623 X     

ZCCHC12 X         
CBX4 X     X   
CHD3 X         

PRLG1 X        
RELA X     X   
TDG    X X     

HMGXB4         X 
RUSC2     X     
FANCA     X     

1Os genes apresentados em vermelho já foram identificados em rastreamentos de duplo-híbrido de 
MX1 de camundongo. Os genes em negrito e sublinhados já foram identificados como ligantes de 
MX1 em camundongos e humanos, mas não foram encontrados neste trabalho. 
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Figura 6. Diagrama de grupos dos ligantes prováveis de MX1 de acordo com dados de 
ontologia genética. Os ligantes de MX1 estão organizados segundo seu envolvimento com 

os processos de: Regulação da transcrição (círculo vermelho), Resposta ao estímulo por 

danos ao DNA (círculo preto), Regulação da apoptose (círculo verde) e Controle do ciclo 

celular (círculo azul). As regiões de interseção representam os clones envolvidos em mais 

de um processo. Os genes apresentados em vermelho já foram identificados em 

rastreamentos de duplo-híbrido de MX1 de camundongo. Os genes em negrito e 

sublinhados já foram identificados como ligantes de MX1 em camundongos e humanos, mas 

não foram encontrados neste trabalho. 
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5. CONCLUSÕES 
 

 MX1 se liga fisicamente, por duplo-híbrido, a proteínas componentes do 
processo de SUMOilação de proteínas e dos PML-NBs, sugerindo seu 
envolvimento no controle transcricional, na apoptose, na resposta a danos no 
DNA e no controle do ciclo celular.  
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