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SHIMADA, Marcia Kiyoe. CARACTERIZACAO DAS PROTEINAS
COESINA E CONDENSINA DO PROTOZOARIO Trypanosoma cruz
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RESUMO

As proteinas coesina e condensina pertencem aidatiai$ proteinas de manutencao
estrutural dos cromossomos (do inglés, Structurainddnance Chromosome, SMC),
altamente conservadas desde leveduras até hunizssas proteinas executam importantes
funcdes no processo de divisdo celular, uma vezetpge estdo envolvidas na condensagéo
cromossOmica e na coesao das cromatides irmasteuwragirocesso de divisdo celular. Nés
identificamos os ortélogos dessas proteinas nmpoatio Trypanosoma cruZbm28c. Este
parasita apresenta algumas caracteristicas pesuliamomo limitada condensacao
cromossOmica e a manutencdo da integridade doogeveluclear durante a divisdo celular.
Isso o torna um modelo interessante para o estadofuh¢bes das SMCs. Os genes que
codificam duas, das coesinas (SMC1 and Sccl) e daasondensinas (SMC4 and Cap-D2)
foram caracterizados tanto pSoutherne Northern blotsquanto por analisen silico. Os
dados mostram qu&cSMC1 TcSccl TcSMC4e TcCap-D2séo genes de coOpia-unica no
genoma darl. cruziDm28c e sao transcritos em mRNAs. O alinhamensosgguéncias de
aminodacidos deduzidas a partir dos genes das SEITsatuzj T. brucej L. major, X. laevis
C. elegansH. sapiensS. pombee S. cerevisiaenostrou que 0os motivos conservados dessas
proteinas estdo presentes em todos os organismusom&dos acima, sugerindo que suas
estruturas foram conservadas durante a evolucapaas sao importantes para sua atividade
de ATPase e de interagcbes com DNA. Pela imunofbe@recia, as SMCs estéo localizadas no
nacleo. Além disso, a andlise do perfil de express# Western blot mostrou que as SMCs
estdo expressas nas formas epimastigotas e trigomast para as condensinas Cap-D2 e
SMC4. Enquanto as coesinas SMC1l e Sccl somenten fatetectadas no estagio
epimastigota, sugerindo que essas proteinas s&mtanfes para a replicacdo e ndo para a
diferenciacdo do parasita. Esses dados tambémtdenam hipdtese de que essas proteinas
possam participar da regulacdo funcional da creraatiodulando sua organizacdo espacial

no nucleo e, consequentemente, modulando a exprgéa&a do parasita.

Palavras-chave:Coesina, condensina, cromatiiaypanosoma cruzi



SHIMADA, Marcia Kiyoe. CHARACTERIZATION OF THE COESIN
AND CONDENSIN PROTEINS OF THE PROTOZOAN Trypanosoma
cruz. (CHAGAS, 1909) 2006. 103 pp. PhD thesis in Microbiology -
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2006.

ABSTRACT

The cohesin and condensing protein belong to thelyfaof structural maintenance of
the chromosomes (SMC) proteins, highly conservemnfryeast to humans. They play
important roles in cell division since they areadiwed in the chromosome condensation and
sister-chromatid cohesion. We have identified ttieabogs of these proteins in the protozoan
Trypanosoma cruzDm28c. This parasite presents peculiarity charesti® such as the
chromosome condensation limited and the maintenahdie nuclear envelope integrity
during the cell division, which makes it a challaggmodel to study the function of the
SMC. The genes encoding for two cohesins (SMC1 %exdl) and two condensins (SMC4
and Cap-D2) were characterized both by SouthernNorthern blots andh silico analysis.
The data show thaicSMC1 TcSccl TcSMC4and TcCap-D2are single copy genes in the
genome of thd. cruziDm28c and all of them are transcribed into mMRNAse alignment of
the deduced amino acid sequences from the SMC gdnkescruzi T. brucej L. major, X.
laevis C. elegansH. sapiensS. pombe&ndS. cerevisiashowed that the conserved motifs of
the SMC proteins are present in all the organisnesitioned above, suggesting that the
structure of these proteins was conserved duriegetiolution, which is important to their
ATPase function and DNA interactions. By immunoflegcence, the proteins are localized in
the nucleus. Furthermore, the Western blot anaktsisved that SMCs are expressed in the
epimastigote and trypomastigote form for SMC4 aag-O2 condensin. Whereas SMC1 and
Sccl cohesin could be detected only in the epigatstistage, suggesting that those proteins
are important for the replication and not for thikedentiation of the parasite. It also raises an
interesting hypothesis that SMC proteins might ipgnéte of the functional regulation of
chromatin by modulating its spatial organizatiorthe nucleus and consequently modulating

the gene expression of the parasite.

Key words: Cohesin, condensin, chromatin ahgypanosoma cruzi
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1. INTRODUCAO

1.1. O protozoarioTrypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzé um protozoario flagelado pertencente ao reindid®ap sub-
reino Protozoa, filo Sarcomastighophora, sub-fil@askighophora, ordem Kinetoplastida,
familia Trypanosomatidae (Leviret al., 1980).

T. cruzié o agente etiolégico da doenca de Chagas (Chag@8). A Organizacéo
Mundial da Saude estima que cerca de 18 milhdgsedsoas estejam infectadas, sendo 8
milhdes sé no Brasil (WHO, 2006) e cerca de 12(hdei$ estdo em risco de infec¢do na
América Latina (TDR, 2002). Essa € uma enfermidadetanto, de grande importancia na
saude publica e de grande impacto econémico elsocia

O género Trypanosoma é um dos mais importantes dentro da familia
Trypanosomatidae, pois inclui espécies de grang@ertancia na saude publica e na medicina
veterinaria comoTl. cruzi T. rhodesienseT. gambienseT. brucej T. equiperdume T.
equinum Tais protozoarios apresentam algumas caractasgbeculiares como a presenca de
um unico flagelo com axonema e uma complexa es#&ufparaxial; microtubulos
subpeliculares associados a membrana plasmati¢emedndria Unica e ramificada contendo
uma regido alargada com acumulo de DNA, denomiogwdoplasto (revisado por De Souza,

2002).
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1.2. O ciclo evolutivo dorT. cruzi

O ciclo evolutivo doT. cruzi (Fig. 1) inicia-se quando insetos Hemiptera e
familia Reduviidae com®&hodnius prolixusTriatoma infestansPanstrongylus megistrus
outros ingerem as formas tripomastigotas do parakitante o repasto sanguineo em
hospedeiros vertebrados infectados. No estdmagseéto, essas formas transformam-se em
epimastigotas que seguem para o intestino, ondenwéplicam por divisdo binaria.
Posteriormente, migram para a porcao retal ondeead@ parede e se diferenciam em
tripomastigotas metaciclicos que séo eliminados asrfezes e urina do inseto (Fig. 2). Os
tripomastigotas metaciclicos sao as formas infasti# ndo replicativas que podem penetrar
pela pele em solucdo de descontinuidade ou mucesewadir células do hospedeiro
vertebrado. Ap0s a invasao, os parasitas inicianpruotesso de transformacéo para as formas
amastigotas, as quais se replicam por divisdo ibindfm seguida, esses parasitas se
diferenciam em tripomastigotas sangiineos queilsé@mtlos na corrente sangiinea, podendo
infectar novas células ou serem ingeridos por ugeto vetor iniciando um novo ciclo
(revisado por De Souza, 2000; De Souza, 2002). Adléantransmissao vetorial, ©. cruzi
pode ser transmitido por outras vias como: tradsfusanguinea e congénita, bem como
outras menos comuns tais como a acidental em lg@ims através de transplante de 6rgaos e
via oral (Dias, 2002). A transmissao por transfusd@aoguinea é relevante, pois a migragdo de
portadores permite a disseminagdo da doenca fereed@es geogréficas tradicionais (TDR,

2002).
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Figura 1: O ciclo de vida d@. cruzinoinseto vetor e hospedeiros vertebrados. O cictani
guando o inseto vetor realiza o repasto sanguideoirdndo os tripomastigotas (formas
infectivas). No trato digestorio do vetor, 0 pamagpassa por mudancas morfologicas e
fisiol6gicas e no reto transforma-se novamentergrarhastigotas que sao eliminados através
das fezes. O homem se infecta com as formas éesqtior superficies de descontinuidade ou
mucosas. No hospedeiro, transforma-se em amasiotanas replicativas) que rompem as
células transformando em tripomastigotas sanguigeespodem invadir novas ceélulas ou

serem ingeridos novamente por um inseto vetor.
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Figura 2: Diferentes formas evolutivas db cruzino trato digestorio do inseto vetor. O

inseto ingere as formas tripomastigotas sanguingeesapresenta cinetoplasto ovalado e,
posterior ao ndcleo que é alongado. No estdmagosforma-se em esferomastigotas ( ) e
depois em epimastigotas na qual o cinetoplastocemaf de bastdo apresenta-se anterior ao
nacleo arredondado nestas formas. Ao alcancar alamgial transformam-se novamente nas

formas tripomastigotas que podem contaminar umeuso.
Fonte: de Souza (2002)
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1.3. A doenca de Chagas

A doenca de Chagas apresenta uma fase agudapomesdo ao periodo em que 0s
tripanosomas sao facilmente encontrados no samguma fase cronica que pode produzir
quadros clinicos variaveis. Embora na maioria dezey assintomatica, a fase aguda
caracteriza-se clinicamente por febre, sensacdmageeza, poliadenite, aumento de figado e
baco e lesdo na area de inoculacdo dos protozpdeneminada chagoma de inoculacéo. A
lesdo chama particular atencdo quando ocorre naoregular ou em suas imediacdes e a
reacao inflamatéria € acompanhada de edema bipalpgbe impede a abertura do olho. Isto
constitui o sinal de Romafia. Na fase crbnica dang, destacam-se, por sua gravidade, a
cardiopatia chagasica, que ocorre em 27% dos casodjlatacdes de Orgdos cavitarios,
principalmente, do aparelho digestivo (megaesofagmacolon, etc), em 6% dos infectados
e disturbios neurologicos em 3% (Rey, 2002).

O tratamento da doenca consiste basicamente ndassdrogas Nifurtimox (derivado
do nitrofurano) e benzonidazol (a base de nitroamad) e no controle dos sintomas como a
miocardite aguda e meningoencefalite. A eficaciasds drogas é de apenas 50% em
infeccdes recentes, e de baixa ou nenhuma ativelzlte chagéasicos cronicos; e, além disso,
elas causam graves efeitos colaterais aos paci¢m@R, 2002). Adicionalmente, os
processos de imunizagdo para proteger os indivislugreptiveis também sao ineficazes.

Os programas de controle de transmissdo da doemgamos paises endémicos tém
apresentado notavel sucesso. A profilaxia consisteontrole de triatomineos baseado na
aplicacdo de inseticidas residuais, triagem sidiemndos doadores de sangue (TDR, 2002) e

melhoria das condi¢des de moradia (Silveira, 2000).
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1.4.Trypanosoma cruziciclo celular

Os tripanosomatideos sdo parasitas que apresemgmmaz peculiaridades como
limitada compactacao da cromatina por ndo apresenta forma convencional de histona H1
(Spadilieroet al,, 2002b) e a preservacao da carioteca durantecesso de divisado celular
(Silveira, 2000).

Em T. cruzi o processo de divisdo celular das formas amaatige epimastigotas
(formas replicativas) é bem semelhante. Ocorre umeato gradual do tamanho do corpo do
parasita com duplicacdo dos corpusculos basaisjoirda divisdo do cinetoplasto e
modificacdo na distribuicdo da cromatina nuclear.imMérfase, parte da cromatina aglomera-
se em massas localizadas na periferia nuclearasjomalmente em regiées mais centrais do
nacleo. Com o inicio do processo de divisdo celdarlcleo torna-se, gradualmente, pouco
elétron-denso, surgindo feixes de microtubulosaimicleares e placas elétron-densas, que
podem constituir estruturas tais como os cinet@&atoservados em outros organismos. O
nacleo de redondo passa, gradualmente, de ovalaglongado. Nessa fase, inicia-se a
associagdo dos microtabulos intranucleares e amPlalétron-densas formando um tipico
fuso mitético. Em seguida, ocorre a segregacaocdmsossomos seguida da cariocinese
originando uma célula com dois nacleos. Apés estegsso, ocorre a citocinese originando
dois organismos independentes (revisado por De &a@00; Spalidiercet al, 2000a;
Spalidiero et al, 2002b). Quando a divisdo se completa, a cromagino nucléolo se
reorganizam e assumem as posi¢des vistas duramtigréase, enquanto os microtubulos

desaparecem (De Souza, 2002).
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1.5. Organizacgéao nuclear enT. cruzi

1.5.1. O nucleo

O nucleo é visto como uma estrutura altamente cedgada e organizada
(Wieslander, 2004) onde se encontram organelaseamed que ndo sdo definidas por
membranas. Nestes locais ha um continuo fluxo deeimas que associam e desassociam
rapidamente entre si e com o proprio compartim@bair & Misteli, 2000) como as regides
funcionalmente especializadas denominadas de nadEsher et al., 1991) e outros, ainda
nao caracterizadas em tripanosomatideos, c&monyelocytic Leukemia Protei(PML)
bodies, corpusculo de Cajélpiled bodies Speckle¢Cremer & Cremer, 2001).

O nucléolo é o principal sitio para sintese e msamento de RNA ribossomal em
eucariotos (Lopez-Velazquest al, 2005), sendo uma estrutura bem destacada nemucl
interfasico quando visualizado ao microscopio @ptislbertset al, 2004). Em eucariotos
superiores, o tipico nucléolo é constituido pos témponentes cujo arranjo e prevaléncia
depende da espécie, tipo celular e estado fismdodia célula. Estes componentes séo
denominados de centro fibrilar (CF), associadocalipacdo do rDNA; componente denso
fibrilar (DFC), relacionado a transcricdo do rDNAa@s primeiros estagios da biossintese do
ribossomo e componente granular (GC), onde ocasrdllttimos passos na biogénese de
ribossomos (Shaw & Jordan, 1995; LOpez-Velazgeeal., 2005) e, estdo organizados,
respectivamente, do centro para a periferia (Fishat, 1991; Shaw & Jordan, 1995).

Essa organizagdo estrutural € bem conhecida enri@osasuperiores, plantas e
leveduras. Uma analise por microscopia eletronwanacleo da forma epimastigota de
cruzi, revelou aspectos comuns a outros organismos, eopresenca de um Unico nucléolo
fibronuclear de aspecto arredondado localizaddivataente no centro do nucleoplasma.

Essa estrutura apresenta-se discretamente comgatdimada, com poucas estruturas de
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DNA em seu interior e a maior parte localizando rador do nucléolo. Somente os
componentes denso fibrilar e granular foram loealas no nucleo do parasita, enquanto o
centro fibrilar ndo foi observado (Fig. 3) (LOperfszquezet al, 2005). Esses centros
fibrilares, em vertebrados, funcionam como sitiesadcoragem para centenas de copias de
genes ribossomais, separados por espacadoresanéoritos, em torno, de 2 kb. No caso dos
tripanosomatideos, cerca de 100 coOpias de genessaimais estdo presentes e esses
espacadores sdo mais longos, 0 que conseqientgmoeet@do resultar em um agrupamento
como no caso dos vertebrados (LOpez-Velazgtet, 2005).

Uma diminuicdo da transcricdo nucleolar foi obséavaos estagios epimastigotas a
tripomastigotas eni. cruzique esta associada a gradual reducdo no tamantackimlo até
o desaparecimento dessa organela. Paralelamemigtagas nucleolares ndo se encontram
dispersas no nucleo (mesmo na auséncia de um lwdgmente) e sim agrupadas em
regides discretas no nucleoplasma (Etiasl, 2001).

Outras particulas extra-nucleolares também foragtectbdas, compostas por
proteinas nucleolares que sugerem correspondecapgsculos de Cajal (em eucariotos,

relacionado ao metabolismo de RNA nuclear) (Lopeta¥quezt al, 2005).
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Figura 3: Microscopia eletrbnica de transmissdo do materaknel intranuclear dé. cruzi.

(@) coloracdo Uranyl-lead; (b) Coloracdo Bernhargiara ribonucleoproteinas; (c)
imunolocalizagdo para DNA. Ch: cromatina; Cy: ci&gma; F: componente fibrilar; G:
componente granular; Ne: envelope nuclear; N: wid\: nucléolo; r: ribossomos. Barra:

500 nm.
Lépez-Velasqueet d. (2005)

1.5.2. A cromatina

A cromatina deT. cruzi é similarmente organizada como de eucariotos mwpsy

porém, como mencionado anteriormente, ela é memudeasada (Spadilieet al, 2002b).

As andlises pelos métodos convencionais de citbigamé&o se mostraram adequadas, pois 0s
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cromossomos sao praticamente impossiveis de sesemalizados durante os processos de
divisdo dos parasitas (Silveira, 2000).

A compactacao da cromatina ocorre de forma ah&nerdenada e controlada em
resposta a processos celulares como replicac@sctigdo, recombinacao ou reparo. Entre as
principais proteinas envolvidas na compactacdordaatina encontram-se as histonas. O
primeiro e mais fundamental nivel de compactac&sateproteinas sdo 0s nucleossomos que
sao formados por um octamero de histonas, conténds cOpias de cada uma das histonas
H2A, H2B, H3 e H4. O octamero forma um cerne pom&io redor do qual uma dupla fita de
DNA de 146 nucleotideos de comprimento se enraladodo uma estrutura solenéide de 30
nm de diametro. Pontes de hidrogénio e interacigesftibicas mantém o DNA e as proteinas
ligadas. Além disso, as histonas séo ricas em amithos com cadeias laterais basicas e suas
cargas positivas neutralizam a estrutura carregegmtivamente do DNA. Uma histona
adicional, denominada H1, apresenta um papel difer@o das histonas centrais: uma Unica
molécula de histona H1 liga-se a cada nucleossamafendo essa estrutura unida (Fig. 4)
(Heckeret al, 1994; Kornberg & Lorch, 1999; Albergs al, 2004).

Em tripanosomatideos, a cromatina é menos compactaso pode ser explicada
pelas diferencas na estrutura priméria das hist@npsesenca de variantes das histonas e/ou
modificacdes pos-traducionais de histona H1 e/aunecelas histonas. A histona H1 néo
convencional apresenta caracteristicas peculiel@g menor devido & auséncia dos dominios
globular e N-terminal caracteristico, importanteligacdo ao nucleossomo (Schlimeteal,
1995; Spadiliercet al, 2002a) e o que pode explicar a sua fraca irieragm o DNA de
tripanosomas, em comparagdo com outros eucariofzad{liero et al, 2002a).
Adicionalmente, € mais hidrofilica (Silveira, 2008)é, preferencialmente, fosforilada nos
estagios infectivos do parasita (Spadiliet@l, 2002a). O nivel de condensacao da cromatina

varia também entre as diferentes formaslTderuzi podendo estar relacionada ao nivel de
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transcricdo e de replicacdo em que se encontraas @lal, 2001; Spadilier@t al, 2002a).
Além disso, o maior nivel de compactacdo em trigiigetas que em epimastigotas pode
estar relacionado a uma expressao mais estavétdeaH1 nessas formas (Schlimatal,
1995). Na fase logaritmica os parasitas apreseni@mivel de compactacdo menor da
cromatina quando comparado com a fase estaciqi@péailieroet al, 2002b).
Sabemos que esses organismos por apresentaremclamdei vida heteroxénico

requerem uma rapida adaptacdo a mudancas ambipatiado explicar, talvez, a presenca
de cromatina na forma menos compactada para faaroneta rapida resposta celular baseado

em sinais externos (Belli, 2000).

Octameric histone core
|

10 nm

¢ R

 H1 histone

Nucleosome

(b)

Figura 4: Estrutura nucleossomal formando a fibra de 30 ainge € composto pelo cerne de

octamero de histonas e histona H1 (b).
Fonte:http://www.bio.miami.edu/dana/104/nucleosome.jpg

1.5.2. Compartimentalizacdo dos cromossomos

As estruturas nucleares, apesar de nao serem w@elasi por membranas, sao

compartimentalizadas, identificando-as como terdt@romossomal e intercromatina em
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células de mamiferos (Cremedral, 2000). Os cromossomos séo organizados nessas ttec
forma que ndo se tornem emaranhados uns com ass@igesta organizacdo é conseguida,
pelo menos em parte, pela ligacdo de dominios gsomoais a sitios especificos no envelope
nuclear ou lamina nuclear (Albegsal, 2004; Spadilieretal., 2002b; Picchi, 2006). Nesses
locais foi constatado também a existéncia de cormplele macromoléculas especificas que
sao requeridas para a replicacdo, transcrig@iicing e reparo. O conteudo do gene parece
também determinar o posicionamento do cromossonmucleo (Ferreir&t al, 1997).

Em T. cruzi a distribuicdo da cromatina no nudcleo também Ba@leatoria
apresentando definidos dominios localizados nolepgenuclear. Na forma epimastigota da
fase estacionaria, essas regides apresentam anamatamente condensada e, na fase
logaritmica ha uma menor concentracdo de heter@tnoanperiférica (Eliagt al, 2001;
Spadilieroet al, 2002b) (Fig. 5). Durante a fase S do ciclo eglgbnstatou-se também um
agrupamento dos cromossomos na periferia nucldias @ al, 2002). Esse remodelamento
da cromatina pode estar envolvido tanto no contrala expressdao génica
(silenciamento/transcricdo dos genes) (Spadilieraal, 2002b) como na replicacdo dos

cromossomos (Eliast al, 2002).
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Figura 5: Organizagcdo nuclear de formas epimastigotas enmgptigotas metaciclicos. (a e
b) epimastigotas; (c e d) tripomastigotas metauisli (k) cinetoplasto; (N) nucleo; (nu)
nucléolo; (hc) heterocromatina e (fp) bolsa flagela

Fonte: Elias et al., 2001

O nucleo d€. cruzié pequeno, medindo aproximadamenteu®nse, por iSso, poucos
dados sobre sua organizacdo podem ser obtidosstd®s microscopia 6tica (De Souza,
2002). Hoje, muitas questdes estédo sendo elucidaas utilizacdo de modernas técnicas de
biologia molecular e celular, auxiliando em uma hmelcompreensdo sobre a organizacéo
estrutural e funcional de componentes nucleare® @dinamica dos cromossomos durante o

ciclo evolutivo de tripanosomatideos.
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1.6.5. O genoma nuclear dd. cruzi

O genoma dd. cruzicepa CL Brener foi recentemente seqienciado enarnfao foi
estimado entre 106,4 e 110,7 Mb (El-Sagedl, 2005) maior do que o descrito previamente
pela eletroforese em campo alternado (PFGE, désngulse Field Gel Electrophore$isO
tamanho do DNA e o numero de cromossomos podenarvantre as cepas de cruzi
(Silveira, 2000). Analises mostraram que o0 genoagdide contém cerca de 12.000 genes
que codificam aproximadamente 22.570 proteinastipasae diversos RNAs (RNA de
transferéncia, RNA ribossomal, sequénciasgiticed leader pequenos RNAs nucleares e
nucleolares). Entretanto, cerca de 50% consisteraedééncias repetitivas, envolvidas na
expressdo de uma grande familia de proteinas defiig, retrotransposons e repeticdes
subteloméricas. As proteinas de superficie comsisies membros da superfamilia de trans-
sialidases (TS), mucinas e proteinas associadagi@are a glicoproteina de superficie gp63.
Estas sdo freqientemente especifica$.dzuzirepresentando em torno de 18% do total das
proteinas expressas no parasita. A abundanciamamgede genes que codificam proteinas
de superficie pode ser explicada pela necessidadeddptacdo a diferentes condi¢des
ambientais e fisiologicas em que o parasita pagsantk o ciclo biolégico. Em adicéo, os
genes de manutencdo do funcionamento celular (ghsirhousekeepingtambém estao
organizados em repeticdes, 0 que pode estar adsogialtos niveis de expressdo dessas
proteinas. Além disso, outras proteinas importames ciclo celular também foram
identificadas, tais como aquelas envolvidas norcegke DNA, recombinacdo homdloga,
replicacdo e meiose. O sequenciamento complet@idonga de. cruzijuntamente com o de
T. bruceie Leishmania majotbem como a andlise da organizacdo do genoma nuelea
sido importante na determinacdo de novos alvos pdeavencdo quimioterapica e na

producao de vacinas.
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1.8. As proteinas do complexo de manutencao estruall dos cromossomos (SMC)

No presente trabalho, as proteinas condensinasstnes do complexo SMC foram
identificadas e caracterizadas &mcruzi.Essas proteinas séo responsaveis pela condensacéo
dos cromossomos e segregacdo das cromatides-iurgigel o ciclo celular de procariotos e
eucariotos. Sendo assiri, cruzi € um modelo bastante interessante para investigar
comportamento das mesmas nos diferentes estagiosicttb de vida, pois apresenta
caracteristicas bastante peculiares em relacddrasoorganismos e poucas proteinas sao
conhecidas por interagirem diretamente com 0 creoms.

A primeira proteina da familia SMC foi identificadea leveduraSaccharomyces
cerevisaena qual foi observada uma alteracdo nos cromossamante a progressao da
metafase e na segregacao, utilizando mutantes gpamateina SMC1 (Strunnikogt al.,
1993). Porém, a importante funcdo dessas protefr@asorganizacdo estrutural dos
cromossomos somente foi estabelecida em estud@tigene bioquimicos realizados em
Xenopuse Caenorhabditis eleganfChuanget al, 1994; Hirano & Mitchison, 1994). As
condensinas foram primeiramente identificadas etragxde ovo deXenopusmostrando-se
essencial para a condensacdo dos cromossomoscaostifti vitro (Hirano & Mitchison,
1994).

Este complexo esta conservado desde levedurasea Bemanos. Foi encontrado
também em muitas, se ndo em todas, as espéciebaedias e arqueabactérimsplicando
que sua fundamental contribuicdo a dindmica dos\@ssomos iniciou até mesmo antes da
aquisicdo das histonas durante a evolucdo (SoppAal;2Cobbe & Heck, 2004).
Adicionalmente, acredita-se que a proteina bactripode ser considerada como uma
ancestral dos complexos SMC eucariéticos (Hirar@)52 Isto sugere que eventos de

duplicacdo deram origem a cada uma das subfandéS (Cobbe & Heck, 2004) e que
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condensina e coesina adquiriram suas funcdes bicps e celulares especializadas durante
a evolucao (Hirano, 2005). O complexo SMC5-SMC6lt@m estd bem conservado em todos
0S eucariotos cujo genoma ja foi sequenciado (Cé&dHeck, 2004).

Uma arvore filogenética derivada independentemeiitavés do alinhamento da
sequéncia N-terminal (=230 aminoacidos) e C-term{r80 aminoacidos) das proteinas
SMC, de eucariotos e procariotos, relacionadasmstiente mostrou um agrupamento bem

similar entre as analises (Fig. 6) (Melgtyal, 1998).
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Figura 6: Arvore filogenética da proteina SMC e outras distarente relacionadas.
Fonte: Melbyet al (1998)

Essas proteinas foram identificadas em muitos @gers e, portanto, cada
componente da proteina SMC possui uma denominagé® dgdentifica com as espécies as
quais pertencem. A tabela 1 apresenta a denomirtigicomponentes das proteinas SMC

nos organismos mais estudados (Losada & Hiran®)200
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Tabela 1: Componentes do complexo SMC de eucariotos
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1.8.2. As caracteristicas estruturais da proteinaNsC

As moléculas de SMC séao grandes polipeptideos cetapae 1000 a 1300 residuos
aminoacidos. As proteinas SMC apresentam cinco rdomios dominio N e C-terminal
(cada um com média de 150 residuos de aminoaceswd&d conectados por duas regides
espiraladas enmu-hélice (em ingléscoiled coi) através de um dominio globular central
denominado de dobradica (com cerca de 150 resideicminoacidos) (em inglékinge
(Fig. 7) (Melbyet al, 1998; Hirano, 2002). O holocomplexo da protedrfarmado por dois
mondmeros que se associam um com o outro (dimé@ogelo dominio da dobradica (Fig.
10B) para formar uma molécula em forma de V (F)g(Haeringet al, 2002). Os dominios
da dobradica, N e C-terminal de SMC 1-4 apresersqiiéncias altamente conservadas, ao
contrario da regiaooiled coil(Melby et al, 1998) e da dobradica para as proteinas SMC5 e 6

(Sergeantt al, 2005).

Walker A Dobradica Walker B

coiled-coil coiled-coil

Figura 7: llustracdo mostrando o mondémero da proteina SME€ @ominios

N e C-terminalcoiled coile da dobradiga.
(Fonte: Hirano, 2002)

O dominio N-terminal contém o motivo Walker A, eagto que o dominio C-
terminal contém os motivos Walker Bsgnature(motivo C) (Walkeret al, 1982; Hirano &
Hirano, 2002) (Fig. 8). Esses motivos sao altameaotservados e quando interagem, geram

um dominio com atividade de ATPase (Hiratal, 2001).
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Dobradica

Motivo C

Figura 8: llustracdo mostrando a arquitetura basica do dimi@nqroteina SMC
e os motivos Walker A, Walker B e motivo C.
(Fonte: Hirano, 2006)

O dominio N-terminal apresenta as sequéncias deoaicidos bem conservadas FKS
(11-13) e GXNGSGKSN (31-39) do motivo Walker A, passaveis pela ligacdo ao
nucleotideo, além do dipeptideo QG (143-144) (Melbgl, 1998). A regido da dobradica
apresenta um segmento que contém residuos de amim®alicina isolados, altamente
conservados entre as proteinas SMC. Bawilus subtilis cinco residuos de glicina estéo
conservados na regido da dobradica e quatro d@leseaem invariavelmente entre as
proteinas SMC bacterianas e de eucariotos (Fi®o®)esiduos de glicina sédo freqientemente

encontrados em regides que formam alcas na estrptotéica e contribuem tanto para a
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flexibilidade estrutural como para a dimerizacds dwnémeros da proteina (Hiraabal,
2001). Alem disso, esse dominio € um determinasseneial nas interacbes SMC-DNA

(Hirano & Hirano, 2002).
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Figura 9: As caracteristicas do dominio da dobradica: (thgsto superior)
apresentacao de uma predicdo do matnited coilem Bacilllus subtilis; (llustracéo
inferior) alinhamento da sequéncia da dobradica de difereng@mismos mostrando

a conservacao dos quatro residuos de glicina &gr{sco vermelho).
Fonte: Hirancet al, (2001)

O dominio C-terminal inclui em média 150 aminoasit@ extremidadeoiled coil
mas somente 80 apresentam uma significante seqiguneio identifica. Esse segmento inicia
com uma sequéncia altamente conservado LSGG (1094310 motivo assinatura (ou
motivo C) (Fig. 8) que esté presente na superfandiis ABC-ATPases incluindo os ABC
transportadores e a proteina de reparo Rad50, sssdacial para a hidrélise de ATP (revisto
por Hirano, 2006). A seguir é observado uma seqaéh®hhhhDEh-DAALD (1112-1126),
onde “h” € um aminoacido hidrofébico. O hhhhD pareorresponder ao motivo Walker B,
que pode ser definido como um residuo de acidortispérecedido por 4 residuos de

aminoacidos hidrofobicos (Melbgt al, 1998). Finalmente, o dominimiled coil ¢ uma
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estrutura enu-hélice de, aproximadamente, 300 aminoacidos @ata braco, que conecta as
regides N e C-terminal ao dominio da dobradica fylet al, 1998).

O dominio da dobradica € uma regido bastante #xXMelby et al, 1998) e isso
permite a formacédo de uma interag@ded coilintramolecular resultando em uma molécula
em forma de vara com os dominios da dobradica ecateca localizados nas suas
extremidades (Fig. 10A) (Melbgt al, 1998; Haeringet al, 2002; Hirano & Hirano, 2002;
Cobbe & Heck, 2004). Essa interacdo é bem forte@r® independentemente de ATP.
Residuos de glicina localizados na interface deediracdo sao importantes para estabilizar a
estrutura dimérica das proteinas (Hirataal, 2001). Consequentemente, essa aproximacao
do dominio N e C-terminal permite formar um sitidPase potencialmente funcional e
evolucionariamente relacionada a familia ABC (englés: ATP binding cassetde
transportadores (Saitadt al, 1994; Melbyet al, 1998; Hopfneret al, 2000; Léweet al,

2001).

(A) (B)

I e e

e

Interac&o coiled coil intramolecular Interag&o intermolecular dos monémeros

Figura 10: A estrutura monomeérica e dimérica da proteina SMEMolécula monomérica
em forma de vara; (B) Interacéo intermolecular amémero da proteina SMC.

Fonte: Haering et al. (2002)
As proteinas SMC presumivelmente descendem de uoteima bacteriana ancestral,
portanto, sugere-se uma arquitetura similar a tadgsroteinas desta familia (Haergtggal,

2002). Em procariotos, ha formacdo de homodimeuis, foi identificada apenas uma copia
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do genesmcno genoma bacteriano (Hirano & Hirano, 1998; Medityal, 1998). Em uma
subclasse de bactéria Gram-negativa inclutasicherichia coli foi identificada uma proteina
distantemente relacionada denominada MukB que equigesima funcéo equivalente (Hiraga,
2000) mas com uma sequéncia divergente (Madbyal, 1998). Diferentemente, em
eucariotos, identificou-se uma formacao heterodoaéatravés de interacbes especificas de
diferentes mondémeros das proteinas, determinanslobdamilias de proteinas SMC.

Em eucariotos seis paralogos foram encontradosafmimtrés subfamilias diferentes:
SMC1 e SMC3 (complexo das coesinas), SMC2 e SMOGMmtexo das condensinas) e
SMC5 e SMC6 (complexo envolvido no reparo de DNAegposta de checagem) (Soppa,
2001; Hirano & Hirano, 2002). Adicionalmente, cada dos heterodimeros associa, atraves
do dominio cabeca, com um distinto grupo de suladssd regulatorias ndo-SMC para formar
um complexo funcional. Em bactérias, o complexoognddo pelo homodimero e duas
subunidades ndo-SMC: ScpA (Kleisina) e ScpB. O dergpda condensina possui trés
subunidades ndo-SMC: CAP-H (Kleisina), CAP-D2 E @BRque contém as repeticoes
HEAT). O complexo das coesinas contém duas subdesdado-SMC: Sccl (Kleisin) e Scc3
e 0 complexo SMC5-SMC6 com quatro subunidades nG:MNsel-4 (Fig. 11) (Haering &
Nasmyth, 2003; Lehmann, 2005; Hirano, 2005; Hir&@®6). Em células de vertebrados e de
plantas, existem dois diferentes complexos de cwidas que sao distinguidos pelas
subunidades regulatérias ndo-SMC: condensina | (HABAP-D2 e CAP-G) e condensina
Il (CAP-H2, CAP-D3 e CAP-G2) (Onet al, 2003). Outras proteinas acessorias que também
participam da dinamica estrutural dos cromossomosnte o ciclo celular serdo mencionadas

posteriormente.
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Figura 11: O complexo das proteinas SMC e suas respectiiasiglades ndo SMC em

bactérias e eucariotos.
Fonte: Losada & Hirano (2005)

Algumas subunidades mencionadas anteriormentey@msdominios e caracteristicas
importantes nas funcdes relacionadas ao complexsuBunidades Sccl, CAP-H, CAP-H2 e
ScpA pertencem a uma familia denominada Kleisinascdominios N e C-terminal contém
um motivo dobravel bem conservado conhecido conlioehélada (em inglésvinged heli)
que é composta por trés hélices seguida de dwas3fipor onde interagem aos dominios
cabeca dos respectivos dimeros da proteina SM@af@o uma estrutura em forma de anel
(Schleiffer et al, 2003; Haeringet d., 2004). O dominio em hélice alado do C-terminal
destas proteinas parece ligar diretamente ao doroétieca da SMC1 (Haerimg al, 2004)
podendo ser o primeiro passo na formacéo da estrein anel.

Uma outra estrutura denominada de repeticdes HEAJIg|s de quatro proteinas em
que as repeticdes foram originalmente detectadsmingtin, elongation factor 3, subunidade
A da proteina fosfatase 2A e TOR1) mostrou-segntesem varias proteinas associadas aos
cromossomos, dentre elas a XCAP-D2, XCAP-G (suladed ndo SMC déenopus laev)se
Scc3 (Neuwald & Hirano, 2000). Essas repeticbesesgmtam um motivo com 30

aminoacidos repetidos e sédo estruturas em formeadeos ¢-hélice) que parecem servir
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como uma base flexivel para interagdo com outrogpooentes como, fatores de transcricao,
proteinas associadas ao microtibulo ou mesmo mdidacdo entre subunidades das
proteinas SMC (por exemplo: XCAP-D2 a XCAP-G ouewersa) ou as proteinas SMC
(Neuwald & Hirano, 2000).

Além dos componentes do complexo SMC, as protemeasssorias auxiliam
conjuntamente na dinamica das proteinas coesinesn@ensinas. A proteina acessoria
Scc2/Mis4 interage fisicamente com as coesinasreggéerida para a disseminacao das
mesmas sobre os cromossomos (Cieskal, 2000). Essas proteinas também contém
repeticbes HEAT e sugere-se que promova uma lsdrale ATP ligado aos dominios
cataliticos das coesinas e estimule a aberturandb permitindo a disseminacdo sobre o0s
cromossomos (Arumugast al, 2003). Além disso, pode também participar naihzalgdo
dindmica ou na mudanca conformacional das coedumaste ou apos a replicacdo de DNA
(Lengronneet al, 2004). Em extratos de ovdécitos Henopus essa disseminacdo parece
depender da reunido do complexo de pré-replicagés, ndo da iniciacdo da replicacédo
(Takahashiet al, 2004). Pds5 (BimD/Spo6) € uma outra proteinargodula a associacao
dindmica da coesina ao cromossomo, & conservadie degeduras a humanos e contém
multiplas repeticdes HEAT. De um modo geral, ingig participacdo desde antes da fase S
até a transicdo metéfase-anafase (Setadl, 2003). Quando o0s niveis dessa proteina
diminuem, defeitos na coesdo sédo observados mdstgue € uma proteina essencial para
viabilidade e manutencdo da coeséo (Losdal, 2005). A Ecol/Ctf7 € uma outra proteina
acessoria essencial €n cerevisiaenvolvido na formag&o das estruturas coesivasnthiea
replicacdo do DNA, mas nao para a manutencao @tath, 1999). Para as condensinas, tais
fatores de disseminacdo ou de manutencdo ainddordio identificados, mas parece que
uma fosforilacdo dependente de cdkl (quinase depéndie ciclina) diretamente estimula a

atividade dessas proteinas (Kimweh al, 1998). A proteina MCD1 (em inglésitotic
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chromosome determingntambém é requerida para a manutencdo da coesgiladensacao
dos cromossomos como mostrado em mutantedde S. cerevisiagrevisto por Heck,
1997).

As proteinas SMC, tanto coesinas como condensiq@secem apresentar
conformacdes diméricas similares até em bactéresmo na presenca de estruturas nao-
SMC, mostrando diferencas apenas nos angulos daqedrAndersoret al, 2002). O
dominio da dobradica é uma regido bastante flexjuel permite a abertura e o fechamento
dos bracos das proteinas (Hiraeb al, 2001). A condensina apresenta 0s bracos mais
estreitos tornando a regig@oiled coilmais proxima. Em contraste, o da coesina € maitaghb
apresentando uma regi&oiled coil mais afastada (Andersat al, 2002). Estas diferencas
conformacionais da estrutura parecem contribuir ras diferentes funcdes na célula
(Andersonet al, 2002) ja que as estruturas das proteinas sigiagpe todos os motivos
envolvidos na ligacdo de ATP ou dimerizacdo dosidm® cabeca sdo bem conservados
entre as proteinas SMC (Loweal, 2001). Isto é bastante intrigante e questiongusecomo

uma proteina que apresenta uma Unica arquitetde gearticipar de tantas funcdes?

1.8.4 As caracteristicas funcionais das proteinadv&

1.8.4.1 Dindmica das proteinas coesinas e condemsimlurante o ciclo celular

As modificagbes observadas na estrutura do cromass® longo do ciclo celular
(mitose ou meiose) sdo eventos que envolvem unmaterd sincronismo temporal fantastico
de toda uma rede de proteinas. As condensinasaesimas participam de fun¢des essenciais
no processo de divisdo celular. As condensinadianxna condensacdo dos cromossomos

para que 0sS mesmos nao se tornem emaranhadosne regalvidos adequadamente no



44

momento da separacdo das cromatides-irmas. Asneseatuam na coesao das cromatides-
irmas para que haja uma distribuicdo exata do nuisecromossomos para as células filhas.

De um modo geral, as coesinas associam-se aos $3omos na fase S do ciclo
celular com o auxilio de proteinas acessorias caRds5 e Scc2 e essa associacdo é mantida
através da fase G2. A conexao do dominio N e Chtatnde Sccl aos dominios cabeca da
SMC3 e SMC1, respectivamente, € essencial paraemantoesao das cromatides-irmas.
(revisto por Haeringet al, 2004). Na transicdo entre a metafase e a anaasebunidade
Sccl (que contém um sitio de clivagem no dominmrakentre os dominios N e C-terminal)
€ clivada por uma cisteina-protease chamada sep@daémannet al, 1999, 2000) que é
fortemente inibida por uma chaperona inibidora w@fase, a securina. A separase € ativada
pela destruicdo da securina por uma ubiquitinaepmatligase chamada complexo promotor
da anafase ou ciclossomo (APC/C) ligado ao sewdivCdc20 (Fig. 12A). Esse evento
causa a dissociacdo das coesinas dos cromossoonés) mantendo os dominios N e C-
terminal da Sccl ligados aos dominios cabeca da3s®#IESMC1, respectivamente (revisto
por Haeringet al, 2004).

Em leveduras, muitas coesinas permanecem associEmasromossomos até a
metafase e se dissociam no inicio da anafase (Whletaal, 1999, 2000; Summary, 2000),
por outro lado, a maior parte das coesinas, emaséhnimais, se dissocia do cromossomo
durante a profase e prometafase de uma maneirpendente da separase e é substituido
pelas condensinas. Porém, uma quantidade resi@uabekinas, suficiente para manter a
coesao, permanece associada, em particular, andes@entrémeros até o inicio da anafase
(Hirano, 2005). A desestabilizacdo das coesinasweossomos parece dependente de duas
quinases mitéticas, aurora B e polo-like kinasexXRlque atuam através de distintos
mecanismos como a fosforilagdo da histona H3 e utbmnsdade Scc3, respectivamente

(Losadaet al, 2002; Haufet al, 2005). A substituicdo das coesinas pelas conus)svista
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anteriormente € essencial para a resolucdo dasatdasrirmas, mas ndo para compactacao
das mesmas (Losaeaal, 2002).

As condensinas se disseminam pelos cromossomosteluaaprofase, ativada pela
fosforilacdo pela quinase Cdc2 e, juntamente, cermnaimas topoisomerase | (Hagstrem
al., 2002) e topoisomerase Il (Hirano, 2000; Nasm3€92), quinases dependentes de ciclina
(cdk, em ingléscyclin dependent kinape fosforilacdo de XCAP-D2 e XCAP-H direcionam
0 complexo aos cromossomos auxiliando na resol(g@densacao) das cromatides-irmas
(Kimuraet al, 1998) completando a sua funcdo na mitose. Adiasdo das condensinas dos
cromossomos ocorre no final da teléfase (Albettal, 1999; Steffenseet al, 2001). A
condensacao € um pré-requisito para uma eficieejeegacdo das cromatides-irmas. Em
mutantes para condensinas, severos fenotipos s&pvados como a falta de resolucéo dos
Cromossomos que resultam em pontes cromossomassaaggparacdo das cromatides-irmas
(Hirano, 2000; Steffensemt al, 2001). A integridade da estrutura do complexs da
condensinas necessita estar presente para a déwi@acondensacao cromossomal (Uhlmann

et al, 2001).
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Figura 12: A segregacao e condensacdo cromossdmica em easgAgte procariotos (B)

Legenda:0 =condensinas;= = coesinas
Hirano (2005)
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As bactérias, em geral, contém um Unico cromossoonmoa origem de replicacdo. Os
cromossomos sdo compactados em uma estrutura dedae nucledide. A condensacéao
dos mesmos ocorre por eventos de superenovelaragmbo proteinas histona-like (revisto
por Jensen & Shapiro, 1999). Durante a divisdolagla duplicacdo e segregacdo dos
cromossomos ocorrem simultaneamente. A segregag& cdomossomos ocorre por
decatenacédo (pela enzima topoisomerase Il) e petaipa SMC separando e condensando
(resolucéo) os cromossomos duplicados em ladodaspda célula originando no final duas
células filhas. Ha ainda controvérsia, se realmeotere o processo de coesao mediado pelas

coesinas (Fig. 12B) (Brittoet al, 1998; revisto por Jensen & Shapiro, 1999; Hir@095).

1.8.4.2 Interac&o proteina-cromossomo

Apesar das multiplas funcdes na célula, pouco d$® sobre 0s mecanismos
moleculares pelos quais as proteinas SMC agem @ade 2004). Sabe-se que o dominio
globular catalitico € uma estrutura essencial parmitir a interacdo das proteinas SMC com
0 Cromossomo, e para executar esta funcao, é @eceamda que haja uma seqiéncia integra
dos motivos Walker A, Walker B e do motivo C (Hioaet al, 2001). Como mencionado
anteriormente, os motivos Walker A e Walker B junformam um sitio de ligacdo ao ATP
(Hopfneret al, 2000). Essa ligagdo induz a interacdo dos dmisimios cataliticos com as
duas moléculas de ATP envolvidas na interface parfigie de ligacdo do ATP (Haerirg
al., 2004; Lammengt al, 2004) resultando na hidrélise de ATP promovidk pnotivo C
(Fig.13). Mutacdo em Walker A abole a ligacdo dePAdnquanto que a mutagdo no motivo
C, permite a ligacdo, porém bloqueia a interac&oddoninios cataliticos e a hidrélise de ATP

(Hirano et al, 2001). A substituicdo de &cido glutdmico no rnwtiWalker B por glicina
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estabiliza a interacdo dos dominios cataliticoss diminui a hidrélise de ATP mantendo-os
em um estado de transicao (Hirano & Hirano, 200derihget al, 2004). Esses trabalhos

concluem a importancia desses motivos no ciclo mecajuimico das proteinas SMC.
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Figura 13: A ligacédo e hidrolise de ATP disparam a interaca®laxamento dos dois

dominios cabeca SMC, respectivamente.
Fonte: Losada & Hiranet al (2005)

Ha muitas especulacdes em relacdo ao mecanisng@daassas proteinas que parece
ser altamente complexo e dinamico, possibilitandeneolvimento de diferentes arranjos e
interacBes proteina-proteina intramolecular e mmdéecular (Hirano, 2005). A interacdo
intramolecular, ou seja, de dois dominios cabeganenesmo dimero resulta na formacéo de
uma estrutura em forma de anel ou em V aproxim&w. outro lado, a interacdo
intermolecular, ou seja, de dominios cabeca deetifes dimeros resulta na formacéao de uma
variedade de estruturas como duplo anel, filameatogstruturas como roseta. E possivel
também uma interacdo entre dominicsiled coil de diferentes dimeros de maneira

independente de ATP (Fig. 14) (revisto por Hire2@)6).



48

b Intermolecular

T ———E

a Intramolecular

Interacao
cabega—cabeca
conduwzida
or ATP
| p

Ring

< [ntramolacular

]

Figura 14: Formas de interacao intramolecular e intermolealdarproteinas SMC.
Fonte: Hirano (2006)

Vimos acima as possiveis interacdes que essadmastpodem adotar para atuar na
din&mica estrutural dos cromossomos durante as tiaseiclo celular. O modo como essas
moléculas interagem com o DNA também esta sob magpeculacoes.

A atividade de ATPase pode ser intrinseca (indegr@edde DNA) ou dependente de
DNA . Na presenca de DNA, a hidrolise de ATP énastada e o DNA pode interagir com o
complexo SMC promovendo, em seguida, uma associagéanolecular dos dominios
cabeca de diferentes dimeros de SMC iniciando mdgdio de um grande complexo de
nucleoproteinas (Lowet al, 2001; Hirancet al., 2001).

As coesinas possuem uma estrutura em forma deeassb leva a possibilidade de
que elas possam “abracar” as cromatides-irmas ifhtpet al, 2002) e € um modelo bem
atraente, pois explica como a clivagem proteolitiassubunidade Sccl do complexo abre o

anel disparando a separacao das cromatides-irmiégcroda anafase (Uhlmarat al, 1999)
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(Fig. 15A). Apés a interacdo dessas proteinas amsmassomos duplicados, alternativos
exemplos de organizacdo das coesinas sdo sugegdda: complexo pode abracar as
cromatides-irmas, mas interagindo através dos tisfagntre os complexos formando uma
estrutura que estabiliza a coesédo (Fig.16B-al) ma yproteina coesina “abraca” uma
cromatide e interacdes pelos “bracos” ajudam dekdeer a coesao entre as duas cromatides
(Fig. 16B-b2) ou interacdo de dominios cabecaidwigor ATP pode ocorrer entre diferentes

complexos e produzir uma coeséo eficiente (Fig-tb3B(revisto por Hirano, 2006).
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Figura 15: Mecanismos de acao hipotéticos das proteinas @sesin
Fonte: Losada & Hirano (2005); Hirano (2006)

De um modo geral, as condensinas parecem induzrtensado de superenovelamento

no DNA em forma dehiral loop em uma maneira dependente de hidrélise de ATRP1GA)
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(revisto por Losada e Hirano, 2005). Um modelo ddseno mecanismo de acao das
condensinas erB. subtilismostra que a proteina fechada, entrando em cocdatoo DNA
(Fig.16B1), ativa a hidrélise de ATP facilitandalertura dos “bracos” que estabelece uma
interacdo mais estavel com a cromatina pelo moddgamcho” (Fig.16B2). Em seguida, a
interacdo de ATP aos dominios cataliticos entrerelites moléculas de condensinas deve
reunir ordenadamente estruturas em filamentos dwiaim grupamento de enovelamento de
DNA entre eles (Fig.16B3). Alternativamente, umrougrupamento de DNA em forma de
chiral loops pode se formar através da interacdo dos domimitaditccos de uma mesma
proteina (Fig.16B3’). Em seguida, essas interapdeteina-proteina devem formar estruturas
em rosetas (Fig.16B4) que se empilham resultando nas fidemgromatina prometafasicos
(fig.16B5) e metafasicos (Fig.16B6) (revisto poratio, 2006). Atualmente, existem muitos
modelos hipotéticos disponiveis dos mecanismog;@e @ da modulacdo do ciclo de ligagcao

e hidrdlise do ATP das coesinas e condensinasigda permanecem a ser esclarecidos.
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Figura 16: Mecanismos de acao hipotéticas das proteinas esesin
Fonte: Losada & Hirano (2005); Hirano (2006)

1.8.6. Outras fungdes celulares das proteinas SMC

As condensinas e coesinas sdo as principais pastpartencentes a familia SMC que
participam no processo do ciclo celular. Adicionahte, outros complexos contendo as SMC
apresentam outras funcdes especializadas. Em £élelenamiferos, uma pequena populacdo
de coesinas também foi encontrada em complexogpea por recombinacdo juntamente
com DNA polimerase, DNA ligase Il e endonucleases (Jessbergeal, 1996). EmC.
elegansfoi relatada uma familia SMC funcionalmente esgizgida envolvida em dosagem
compensatoria do cromossomo X denominada de DPYu2®timeriza com MIX-1 (Chuang

et al, 1994), uma proteina homologa a CAP-E (SMC2). X4 também dimeriza com
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SMC4 participando na condensacao mitética dos cssomos (Lieket al, 1998; Hagstrom
et al, 2002). Outra funcédo € a repressao da expregg@ioagemDrosophilanas quais as
condensinas e topoisomerase Il participam mantenektado de silenciamento da expresséo

génica através da manutencao de estruturas coeterat¢romatina (Lupet al, 2001).

T. cruzié um modelo conhecido por apresentar caractegstiastante peculiares em
relacdo a outros organismos e muitas investigaadea necessitam ser realizadas para
compreendermos melhor toda a estrutura nuclear t@mo os componentes que nela

existem.

2. OBJETIVOS

2.1. GERAL

O objetivo deste trabalho é a caracterizacdo dossggue codificam as proteinas do

complexo das coesinas e condensinas do protoZbdpanosoma cruzi

2.2. ESPECIFICOS

* Clonagem dos genes que codificam as proteinasnesesicondensinas do clone Dm28c
deT. cruzi

* Determinacdo da organizacdo dos genes para condsnsicoesinas no genoma o
cruzi e do tamanho dos RNA mensageiros;

* Obtencéo das proteinas recombinantes para prodecaiatisoro policlonal especifico;

» Determinagéo da localizagdo celular destas praeina
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3. MATERIAL E METODOS

A metodologia utilizada no trabalho esta descrddtem 3 e o material incluindo reagentes,

equipamentos e material encontram-se em anexo.

3.1. Microrganismos

3.1.1.Trypanosoma cruzloneDm28c (Contreras et al., 1985a)

3.1.2. Cepas d&. coli

+ E. coliTop1OF (Invitrogen): F[lacl Tn10(tef)] mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
980lacZAM15 AlacX74 deoR nupG recAl araD13%ra-leu)7697 galU galK rpsL(S)r
endA1A

« E. coli XL1-blue (Stratagene): endAl gyrA96(Rplthi-1 recAl relAl lac ginV44
F'[::Tn10 proAB lacl? A(lacZ)M15] hsdR17¢ mk")

« E. coliToplOF’ pREP4 (Qiagen):  F[l&crn10(tef)] mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
980lacZAM15 AlacX74 deoR nupG recAl araD13%ra-leu)7697 galU galK rpsL(S)r
endAl1A + pREP4

e E.coliC43 [F ompThsdS (rz" mg’) gal dcmlon A (DE3)] e duas mutac¢des nao

caracterizadas (Miroux & Walker, 1996)

3.2. Metaciclogénese dd. cruz in vitro:
3.2.1. Cultivo do parasita: T. cruzi foi cultivado em meio LIT (liver infusion tryptoke
(Camargo, 1964) com 10% de soro fetal bovino a uemperatura de 28C como

previamente descrito (Contrergisal 1985a).
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3.2.2. Processo de metaciclogénegemetaciclogénese dE cruziin vitro foi realizado de
acordo com o protocolo descrito por Contrezaal (1985b). Formas epimastigotas em fase
logaritmica mantidas em LIT foram recuperadas gotrdugacao (10.000 g por 15 min a
10°C) e incubadas por 2 h em meio TAU (triatominefiaidil urine). Apds esse tempo, nos
quais os parasitas passam por um estresse nuditicestes foram transferidos para frascos de
cultura contendo meio TAU, suplementado com glic®@saninoacidos prolina, glutamato e
aspartato (TAU3AAG). Epimastigotas em diferenciagd@derem no frasco de cultura e apos
aproximadamente 96 h os parasitas se desprender@o eliterados no meio como
tripomastigotas metaciclicos. Estes foram purifisadm uma coluna de DEAE-51 celulose

(Sigma) (Sousa, 1983) para obter uma forma metaciclico.pu

3.3. Extracdo do DNA deT. cruzi_(Medina-Acosta & Cross, 1993)0Os parasitas (1 x 10
até 1 x 18 /ml) foram centrifugados a 1.360gxpor 10 minutos, lavadas em PBS e lisados
pela adicdo do tampéo TELT. Incubou-se o matewal5pmin a temperatura ambiente. O
DNA foi extraido com 1 volume de fenol/cloroférmatdool-isoamilico e centrifugado por 5
min a 13.000 xg. O DNA recolhido foi precipitado com 2 volumesetanol absoluto durante

5 min, centrifugado a 13.000g«por 10 min e lavado com 1 ml de etanol 70%. Oadtéoi
evaporado da amostra e, em seguida, o DNA foi spesiso em tampao TE contendo 20

png/ml de RNAse A. O DNA extraido foi armazenado @°@.

3.4. Extracdo de RNA total deT. cruz (Karlinsey et al., 1989): Os parasitas (1x20a
1x10'% foram centrifugadas a 9.600g¢por 10 min a 10°C, lavados em PBS e centrifugados
na mesma condicao anterior. O sedimento foi ressisgpcom um pouco (em torno de 1 ml)
de PBS e lisadas em tampao de lise, agitando-onlevie até o material tornar-se viscoso.

Em seguida, foram adicionados 7 volumes de LiCl @ &material foi guardado 8Gpor 16
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h. Apés centrifugagdo a 12.00@yor 15 min a 4C, o sobrenadante foi descartado e o RNA
total (sedimento) ressuspenso em LICI 3 M. O mateioi centrifugado nas mesmas
condicbes anteriores, por duas vezes. O sedimenitoreEsuspenso em solucdo de
ressuspensédo e congelado em nitrogénio liquide. faaterial foi descongelado e o RNA foi
extraido uma vez com fenol saturado, uma vez comol/fdoroformio, uma vez com
cloroférmio/alcool isoamilico. A cada extracao otemil foi centrifugado a 12.000gpor 5
min a temperatura ambiente. O RNA foi precipitadm 1 volume de isopropanol a °@0e
lavado com etanol 70%. Em seguida, o RNA foi rgssaso em agua ultra pura tratada com

DEPC 0,1% e armazenado a -70 °C.

3.4. Obtencao de extrato total de proteina®©s parasitas foram coletados por centrifugacéo
(4.000x g, 15 min a 10 °C), lavados duas vezes em PBS pht Tidsados em tampéo de
amostra para proteina (Tris-HCI 1M pH 6,8 40 mNDSS1%, -Mercaptoetanol 14,7 M
2,5%, glicerol 6%, azul de bromofenol 0,005%) a wonacentracéo final de 1 x 46u 5 x

10° parasitasil.

3.5. Técnica de Southern blot (Sambrook, Fritsch &aniatis, 1989): O DNA gendmico

de T. cruzi foi digerido com endonucleases de restricdo a@moas para cada gene do
complexo das coesinas e condensinas (Tabela bneetido a eletroforese em gel de agarose
0,8%. O gel contendo o DNA digerido foi tratadaansferido para uma membrana de nylon
(Hybond-N, Amersham Biosciences) segundo o protoca Sambroolet al. (1989). Em
seguida, a membrana foi lavada uma vez em SSCe2H, es exposta a luz ultra violeta para

concluir a ligacao covalente do DNA a membrana.
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Tabela 1: Enzimas de restricao utilizadas para digestdoA Dendmico dd'. cruzide
acordo com o gene

Gene Endonucleases de restricao
SMC1 Aval;, Hind; Sadl; EcoRV; Pvul; Bgll
Sccl Aval; Kpnl; Mil; Sac; Pvul; Psl
SMCG4 Aval; BarmHl; Bgl; Hindl; Kpnl; Xhol
CapD2 Bgll; Dral; EcoRV; Ncol, Sal e Xhol

3.5.1. Amplificacdo dos fragmentos para marcagdo diativa: Os genesSMC1, Sccl
SMC4e CapD2foram amplificados por PCR, usando as seguintadicoes: 100 ng DNA
gendmico deT. cruziDm28c, 10 pmol dos oligonucleotideos forward e ravdis@abela 2),
200uM de cada dNTP, MgGIL,5 mM, tampadaqDNA polimerase 1x, 1U da enzinfaq
DNA polimerase (Invitrogen). A reacdo de PCR foi processada no termociclatmtelo
9700 (Applied Biosystems, EUA). Todas as amostmani submetidas a uma etapa de
desnaturacao inicial a 96 °C por 5 min, seguid@@eiclos de amplificacéo, cujas etapas e

temperaturas estao descritas na tabela 3:

Tabela 2: Oligonucleotideos iniciadores dos gei®dCl, Scd, SMCGA e CapD2 utilizados
para amplificar os fragmentos (sondas) marcadoatisdamente comof->P]-dCTP

Gene Oligonucleotideos iniciadores
SMCIF 5 CATATTGACCGCGTGGAGTTGTA 3
ML SMCIR2 5’AATCCTCGCCAGCTCCACCT 3’
ScclF1 5TCTACGTATGTCTTGACGAAGCGAGG 3
sl ScclR1 5TGCACCAGGCAGGAGACCCA 3
SMC4F 5’ATGCGTGGGGCAGCTGGTTTG 3
SMEE SMC4R3 5 TCAACAAGTTCCAAGTCGGCGTCT 3
CCF 5 ATGACGGACGTGCTTGAGTTTTTIGT 3
CapD?2

CCR 5" TCACGGTACTGTTTCAGTCTCTTCTCTCTC 3
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Tabela 3: Etapas e temperaturas utilizadas para cada gene

SMCL Sccl SMCA CAP-D2
Desnaturagido oc 94°C 94°C 94°C
Hibridacdo dos oligonucleotideos 55 60°C 58°C 55°C
Extensdo 72C 72°C 68°C 68°C

Apbs os 30 ciclos foi realizada uma etapa de eétefigal a 72 °C por 7 min. O material
amplificado foi purificado segundo o kit GIBCO COBRT Gel (GIBCO BRL) e armazenado a -

20 °C.

3.5.2. Hibridagcdo de DNA com sondas radioativas dagenes alvos (Current Protocols,
1994 — Ausubel, F. M.; Brent, R.; Kingston, R. E.Moore, D. D.; Seidman, J. G.; Smith,

J. A.; Struhl, K.): A membrana foi incubada em solugéo de pré-hib&daapr 1 h a 65 °C e,
em seguida, a mesma foi incubada por 16 h em sphléibridacdo com 1 x 18pm/ml da
sonda marcada radioativamente. Esses fragmentas fiorarcados radioativamente com |[
32P]-dCTP (Amersham Biosciences) utilizando o kitrdarcacdo Nick Translation System
(Invitrogen") e purificado através de microcoluna ProbeQuant0G{Amersham
Biosciences). Posteriormente, a membrana foi lavAdes vezes em SSC 2X; SDS 0,1%,
duas vezes em SSC 1X; SDS 0,1% e duas vezes enD3RCSDS 0,1% a 65 °C. Em
seguida, a mesma foi exposta a filmes de radi@r@firay Hyperfiim MP, Amersham

Biosciences).

3.6. Técnica de Northern blot (Sambrook, Fritsch &Maniatis, 1989): A expressédo dos
genesSMCL, Scd, SMC4 e CAP-D2 foram analisadas através de ensaios do tipo erarth
blot. Para tanto, RNA (1Qug) total deT. cruzi foi submetido a eletroforese em gel
desnaturante de agarose 1,2% em tampdo MOPS. Hndaeg RNA foi transferido para
membrana de nylon (Hybond N, Amersham Bioscienagbzando o protocolo descrito por

Sambrook, Fritsch & Maniatis (1989). ApOs a trardfieia a membrana foi lavada um vez
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em SSC 2X, seca e exposta a luz ultra violeta pamaluir a ligacdo covalente do RNA a
membrana.

Apos a transferéncia, a membrana foi incubada émg&w de pré-hibridacdo por 1 h a
42 °C. A hibridacédo foi realizada em solucédo deithélzédo a 42 °C por 16 h, utilizando as
sondas marcadas radioativamente na concentrac® xdd® cpm/ml. Esses fragmentos
foram marcados radioativamente cam’fP]-dCTP (Amersham Biosciences) utilizando o kit
de marcacdo Nick Translation System (Invitrd9eer purificado através de microcoluna
ProbeQuant G-50 (Amersham Biosciences). Depoisiliddacdo, a membrana foi lavada
duas vezes em SSC 2 X; SDS 0,1 %, duas vezes enl SSGDS 0,1 % e duas vezes em
SSC 0,5 X; SDS 0,1 % a 42 °C. Em seguida, a merabdoarexposta a filmes de radiografia

(X-ray Hyperfilm MP, Amersham Biosciences).

3.7. Andlise de bhioinformética:

As sequéncias de DNA e de proteina dos genes famaalisadas utilizando o

algoritmo BLAST (disponivel na pagina do NCBI éittp://www.ncbi.nih.goy e também os

programas EditSeq do pacote de analise Lasergerasi@ Inc.).

Para o alinhamento dos residuos de aminoéacidoszidedu foram utilizados o
algoritmo BLAST e os programas Clustal X e Jalviiv.1.

A identidade e similaridade de residuos de amidodcdas sequéncias das proteinas
SMC1, Sccl, SMC4 e CAP-D2 de cruzj T. brucej L. major, Homo sapiensX. laevis C.
elegansSchizosaccharomyces pomBecerevigefoi obtida pelo BLAST no NCBI.

Para verificar o nimero de copias desses genssico foi utilizado o BLAST e o

CruziGeneDB.
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O contexto gendémico foi analisado utilizando o atgoo BLAST. A comparacéo de
dominios conservados das sequéncias de proteinanétisada pelo banco de dados de
dominios conservados (CDD: Conserved Domain Datgbas

http://www.ncbi.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shimi

3.8. Clonagem e expresséo dos genes que codificantefnas coesinas e condensinas heruz:

3.8.1. Reacdo de PCR e clonager@®s genesSMCL e Scd foram amplificados por PCR,
usando as seguintes condi¢cdes: 100 ng DNA gendiicoruzi Dm28c, 10 pmol dos
oligonucleotideos iniciadorderward e reverso(Tabela 4), 20QuM de cada dNTP, 1,5 mM
MgCl,, tampéoTag DNA polimerase 1x, 1U da enzinfaq DNA polimerase (Invitrogen).

A reacado de PCR foi processada no termocicladoetiod@’00 (Applied Biosystems) e todas
as amostras foram submetidas a uma etapa de des@atinicial a 96 °C por 5 min, seguida
de 30 ciclos de amplificacdo, cujas etapas e temtyrass foram descritas anteriormente na
tabela 3. Para os gen8mé e Cap-D2 foram utilizados 100)g DNA T. cruzi Dn28c, 10
pmol de oligonucleotided®rward e reverse 200pm de cada dNTP, 0,5 U Triple Master
Polymerase mix, 10X High Fidelity Buffecom Md?2 Os fragmentos amplificados foram
purificados pelo kit High Pure PCR Purification @Re) e clonados em vetores de expressao
(Tabela 5) apropriados. Este material foi utilizadotransformacéo de linhagensElecoli

CaCh competentes.
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Tabela 4: Oligonucleotideos iniciadores utilizados para aficpcdo dos geneSMCL, Scd,
SMG4 eCapD2:

. , .. Tamanhodo
Genes Oligonucleotideos iniciadores
9 fragmento (bp)
SCIF 5 CGGAATTCGGTTCTTAGGCGCATTGGTRBAGG
v 1376

SR 5 CGGGATCCCTTTTTCTCGTCCCACTTIEGT

o ScclF1 5TCTACGTATGTCTTGACGAAGCGAGG 3’ 1775
ScclR1 5TGCACCAGGCAGGAGACCCA 3

SMC4F2 5’GCAGACGAACAGACGAAGGCA 3

SMA 1062
SMC4R2 5TCACATTTGATTTGCCTGAACCATT 3
CCR 5TCACGGTACTGTTTCAGTCTCTTCTCTCTC 3

caplz FW3 5’AAAGAAGGCTTTGTGCCACGCTAC 3 1116

Tabela 5: Os sitios de clonagem utilizados para cada geseug respectivos vetores para
expressao:

Gene Sitios de clonagem Vetor*

SsMcl TA pTRCHis TOPO" TA **
(Invitrogen™)
pTRCHis TOPO" TA **

Secl A (Invitrogen™)
SMc4 Pstl e HirdII1 pQE31 (Qiagen)
CapD? ECORV e HimdIII pET29b (Novagen)

* O mapa dos vetores estdo anexados;** Este vetcioadi 4 kDa na proteina recombinante

3.8.2. Expressdo dos genes para condensinas e c@ssiemE. coli: Os clones foram

selecionados segundo a técnica da palitagem e r@ss&o dos genes recombinantes foi
induzida através da adicdo de IPTG (Invitrogena concentracéo final de 1 mM, exceto para
as bactérias transformadas com as construcbesadasivio pQE30, cuja inducéo foi feita na
presenca de IPTG 2 mM. Apds a adicéo do IPTG, lisras foram incubadas por 3 h a 37 °C
em meio LB. Para verificar a inducdo da proteing, bactérias foram coletadas por
centrifugacdo, seguida da lise em tampao de ampateaproteina 1x. Os extratos obtidos
foram submetidos a eletroforese em gel desnaturdetepoliacrilamida (SDS-PAGE)

(Laemmli, 1970).
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3.8.7.3. Purificacdo das proteinas recombinante&s proteinas recombinantes, obtidas por
inducdo das culturas bacterianas com IPTG comaitteso item 3.8, foram purificadas por
eletroeluicdo a partir de gel desnaturante de qrihanida de acordo com o seguinte
protocolo. As bactérias foram coletadas por cemga€ao (8.000 x por 15 min a 4 °C) e
ressuspensas em PBS para lavagem do sedimentoc&pibsugacdo nas mesmas condicdes
anteriores, o sedimento bacteriano foi ressuspensd ml de PBS e lisadas por sonicacao
usando o homogenizador ultrasénico da Cole Parwhedd€lo 4710) nas seguintes condicdes
(4 pulsos de 10 s na poténcia 8 com a ponteirébdarh de diametro, a 4 °C). O lisado foi
centrifugado a 12.000g por 10 min a 4 °C. Apos centrifugacdo, o sediméiteessuspenso
em tampao de amostra para proteina e submetidet@fetese em gel desnaturante de
poliacrilamida. Apos a eletroforese, o gel foidadd com KCI 100 mM gelado, o que permitiu
a visualizacao e retirada da regido do gel corre$gaie a proteina recombinante, que foi
posteriormente eletroeluida em tampéo para eleésdode proteinas, com corrente de 60 mA
por 30 a 60 min. O material eletroeluido foi pastenente dialisado em PBS pH 8,0 por 16 h a

temperatura ambiente para a remocéao de SDS.

3.9. Obtencdo de anticorpo policlonal contra as pteinas coesinas e condensinas
recombinantes:

3.9.1. Anticorpo policlonal produzido em camundongset Camundongos machos da
linhagem Swiss de aproximadamente dois meses de idade foram zawws pelas vias
intraperitoneal e subcutédnea proximo aos linfonogopliteo e inguinal. Na primeira
inoculacéo, foram utilizadas 5@y das proteinas recombinantes purificadas (SMCicé)S
que foram emulsificadas com adjuvante completo deurfdl (Sigm&). Na segunda
inoculacdo, foi utilizado adjuvante incompleto deetd (Sigm&) e nas subsequentes

inoculagcdes, 20y da proteina foram adicionados em adjuvante dedkidb de aluminio
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(Alu-gel-S, Serva). O intervalo das inoculacfesd®il5 dias e o soro foi obtido 5 dias apos a

altima inoculacao.

3.9.2. Anticorpo policlonal produzido em coelhosCoelhos machos da rabew Zealand
de aproximadamente dois meses de idade foram iadwmszpela via subcutanea, seguindo o
mesmo esquema de inoculacdo acima, porém utiliza@@pg das proteinas recombinantes

purificadas (SMC4 e CapD?2).

3.10. Analise da expressao das coesinas e condemsipela técnica de Western blotA
transferéncia foi realizada segundo Towbiral (1979). Extratos de formas epimastigotas e
tripomastigotas metaciclicas decruziforam submetidos a eletroforese em gel desnairant
de poliacrilamida (SDS-PAGE). Em seguida, foi i=dia a transferéncia do material para a
membrana de nitrocelulose (Hybon€ Extra - Amersham Biosciences) e a mesma foi
bloqueada em tampé&o de bloqueio por 1 h. Apdsauiio, os antisoros produzidos contra as
proteinas condensinas e coesinas foram diluidos0®,1para ambos 0s soros, em tampéao de
blogueio e incubados por 1h. Em seguida, a memijoanavada trés vezes em PBS/Tween
0,05% e incubada no mesmo tampé&o anterior contantioorpos anti-lgG de camundongo
ou de coelho conjugado a enzima fosfatase alcatiependendo do anticorpo primario
(diluicdo 1:10.000 em tampao de bloqueio). A memértoi lavada novamente na mesma
condicdo anterior e a revelacdo foi realizada emmlQe tampao da fosfatase alcalina
acrescidos de 6@l de NBT (nitroblue tetrazolium) 50g/ml (Promega) e 33l de BCIP (5-

Bromo- 4 Cloro -3 indolil fosfato) 50g/ml (Promega).

3.11. Ensaio de competicad?ara esse ensaio foi utilizado antisoro contratefra purificada

Sccl. Utilizou-se antisoro em uma diluicdo 1:1000eug da proteina purificada em solucéo
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PBS Tween 0,05% e leite em po6 desnatado 5%. Aagdacincubada por 1 hora a temperatura
ambiente e, em seguida, foi realizada uma reacamndeoblot contra o extrato total de

proteinaO controle n&o foi submetido a essas condicdes.

3.12. Ensaio de imunofluorescéncia:Epimastigotas (3 a 4 dias) e tripomastigotas
metaciclicos derl. cruziforam obtidos de culturan vitro. Os parasitas foram aderidos em
laminas tratadas com poli-L-lisina (Sigiapor 20 min e fixadas em paraformaldeido 4%
(Sigma’) diluido em PBS por 5 min a temperatura ambieAms a fixacdo, as amostras
foram lavadas 2 vezes (3 min cada) com tampaagligjil M pH 8,0, seguida de lavagem em
PBS. As células foram permeabilizadas com Tritoh0R-0,1% (Sigmd) em PBS por 5 min

a temperatura ambiente. Em seguida, os parasitas) flavados 3 vezes, 5 min cada, com
PBS e incubados em solug&o de bloqueio por 1 mpeteatura ambiente ou por incubacéo a 4
°C por 16 h. Posteriormente, as amostras forambadas com o0s anticorpos policlonais
contra condensinas e coesinas, diluidos a 1:502@, *espectivamente, em solucdo de
bloqueio a temperatura ambiente por 1 h e aposiéasva vezes, 5 min cada, com PBS. Os
parasitas foram incubados com anticorpos anti-lg&amundongo ou coelho, conjugados
com isotiocianato de fluoresceina (FITC) (diluigdd00 em tampao de bloqueio) por 45 min
a temperatura ambiente e lavados 3 vezes, 5 ma cath PBS. Ndcleo e cinetoplasto foram
corados pela incubacédo da lamina em solucdo deidéepropideo (10Qg/ml) em PBS, por

5 min, a temperatura ambiente, seguida de lavagemRBS por 8 vezes em intervalos de 5
min cada. A imunofluorescéncia utilizando soro -&#P de coelho na diluicdo 1:50 foi
realizada por um mesmo processo. As laminas folzsareadas em microscopio Nikon E600
e a imagem capturada por camera digital CoolSNAHMmagens foram processadas usando o

programa ImagePRO (Media Cybernetics
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3.13. Construcao do vetor pTEXGFP e clonagem dosmes TcSMCL e TcSccl: O gene
GFP (em inglés:green fluorescent proteinfoi inserido no vetor pTEX previamente
construido (Kellyet al, 1992). Foi utilizado o sitio de restricBanH | para clonagem do
gene gfp. Os seguintes oligonucleotideos foram utilizadasa pamplificar o genesmd.:
PTEXGFP smcl F 5 TCCCCCGGGAATGCTCTCGCATATTGACCGCGT 3’ e pTEXGFP smc1 R &’
TCCCCCGGGTCAAAAGGGGTATCCGCGAAGG 3'. Para o0 geneccl foram utilizados os seguintes
oligonucleotideospTEXGFP sccl F 5’ TCCCCCGGG AATGTTCTTCTCTACGTATGTCTTGACG 3’ e
PTEXGFP sccl R 5 TCCCCCGGGTCAAGATGTGAGCATGAGACCT 3. Os clones foram
selecionados segundo a técnica da palitagem, amaia PCR e enzimas de restricéo.
1.13.1. Procedimento de transfeccadEpimastigotas dd. cruzina fase logaritmica foram
lavadas uma vez com Dulbecco’s phosphate buffatesegGibcal, Invitrogen corporation)

e ressuspensas a 5%1&lulas/ml em tamp&o de eletroporacdo (140 mM sodihloride
anhydrous, 25 mM HEPES (N - [2-hydroxyethyl] pipene — N’ — [2 — ethanesulfonic acid])
e 0,74 mM NaHPQ,, pH 7,5). Em um volume de 4Q0 das células ressuspensas foram
adicionados 20ug de plasmideo e mantido por 10 min. em gelo. Alslag foram
eletroporadas utilizando o aparelho Gene Pul$emapparatus (Bio-Rad) a uma condicdo
estabelecida de 450 V/5Q0F. Dois pulsos foram utilizados para transfeccéapés a
eletroporagdo, as células foram mantidas a temparambiente por 5 min. Em seguida,
essas células foram transferidas para 10ml de deiorescimento (meio LIT acrescido de
penicilina (10.000 U) e estreptomicina (L0§/ml). Apds 24 h, o antibiético G418 (Sigma
concentracao final 2%@/ml) foi adicionado para selecionar a populacédodfectada. Apos 7
dias, as células foram coletadas por centrifugacdm novo meio LIT foi adicionado. Essas
células foram subsequentemente cultivadas utilzamda diluicdo 1:10 na presenca de G418

até a selecdo da populacédo resistente baseadatraunsi@ccdo controle na qual foi utilizada



65

apenas parasitas sem adicdo de plasmideo. Esstagémpiselecionada foi utilizada para

posteriores analises.

4. RESULTADOS

4.1. Caracterizacado dos genes

O sequenciamento de bibliotecas de cDNATdecruzi objetivando a confeccdo de
microarranjos de DNA no IBMP, permitiu a identifod de novos genes que ainda nao
haviam sido descritos e. cruzi Um desses genes apresentou identidade com genes d
diversos organismos, que codificam a condensina £Mé&hvolvida na dinamica da
manutencado estrutural dos cromossomos durante lo ci&tular. Na data em que esses
resultados foram obtidos, o sequenciamento do gertwi. cruzj realizado pelo consorcio
TIGR (The Institute for Genome Research) ainda héwa sido finalizado. Contudo o
consorcio disponibilizava as sequéncias de grandggbes aleatdrias de distintos
cromossomos dé&. cruzi que podiam ser analisadas a partir da pagina \@EBonsorcio
TIGR (www.tigr.org), usando-se o algoritimo BLAST (ferramenta derfimimatica de busca
de identidade e similaridade entre seqiéncias otidieas e de aminoacidos, disponivel no

endereco eletrénicavww.ncbi.nlm.nih.goy. A anélise comparativa do fragmento obtido pelo

sequenciamento das bibliotecas de cDNA doruzicom essas regides cromossémicas e com
genes SMC4 de outros organismos depositados no @&&nBPermitiu a identificacdo da
regido codificante (ORF) completa do ge&8dC4deT. cruzi O interesse aumentou quando
outros genes (ORFs completas ou parciais).deruzique codificam proteinas do complexo
condensina (SMC2, CAP-D2, CAP-G, CAP-H) também rfoiidentificados por apresentar

uma forte identidade ou similaridade com sequénmiidogas. A partir dessas descobertas
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fomos verificar se 0 complexo coesina também estadificado no genoma db. cruzi
Mais uma vez foi identificado diversos genes qudifmam as proteinas desse complexo
(SMC1, SMC3, Sccl, Scc3), indicando queTo cruzi possui toda a maquinaria de
condensacao e segregacdo cromossOmica presenteuteas oélulas eucarioticas, muito
embora o parasita tenha como peculiaridades a @asée condensacdo cromossdmica na
mitose. Uma vez que a cepa CL BrenerTd@ruzifoi escolhida para o sequenciamento do
genoma do parasita, tivemos que desenhar algum®nalleotideos iniciadores para
amplificar alguns desses genes, utilizando comalenol DNA genémico dd. cruziclone
Dm28c, com o intuito de confirmar a sequéncia @bt partir dos bancos de dados e
completar as falhas resultantes da montaigesilico. Resolvemos trabalhar com 4 dos genes
para condensinas e coesinas identificad&dG4 SMC1, Sccle CAP-D2), visto que outros
genes ou estavam incompletos (sequéncia parcial@B) ou ndo amplificaram, quando o
DNA do clone Dm28c foi usado como molde na reagdd®@R. Os tamanhos dos genes
SMCJ Sccl SMC4e CAP-D2obtidos foram de 3.789 bp, 1.758 bp, 3.648 bp é43hp,
respectivamente. Todas as amplificacées foram abtodm sucesso e os produtos da PCR
apresentaram tamanho esperado.

Ensaios do tipo northern blot mostraram que osregestudados sdo expressos e que
0s RNAmM possuiam um tamanho de 6,p&lBaSMC] 4,3 kb paréscecl 7,4 kb par&&MC4e
5,8 kbparaCAP-D2 (Fig. 17). Baseado nos tamanhos dos transcrities guas respectivas
ORFs, esse resultado indica que as regides 5’ @iRirfglésuntranslated regione 3' UTR
apresentam um tamanho pequeno. O tamanho dessié®srede cada proteina sera

determinado futuramente.



67

M M M M
95. 95.

75. s
75- o e

44

a4

44 ik
24- it 24- 24-

Figura 17: Andlise da expressdo dos genes para condensowesimas pelo ensaio do tipo
Northern blot. (A) SMC1; (B) Sccl; (C) SMC4; (D) ®AD2. M: marcador de tamanho
molecular (RNA ladder)

Com o intuito de verificar se esses genes apresedtaca ou multiplas copias no
genoma ddrl. cruzifoi realizado uma analise de Southern blot utildradligestdo do DNA
total do parasita com enzimas de restricao (Fige 18). O perfil de hibridacdo mostra que os
genes TEMC] TcSccl TcSMC4e TaCAP-D2 apresentam apenas uma copia ho genoma do
parasita. Essa conclusdo se baseia no fato que, gaala enzima de restricdo utilizada,
namero e/ou tamanho de fragmentos radioativos wides sdo compativeis com o padréo
esperado quando da hibridacdo de uma determinada.so

Corroborando os resultados do Southern blot, aumsdpaseada na similaridade de
sequéncia (realizada @ruziGeneDB — http:\www.genedb.) e na organizacéo crefmiga
(sintenia) (pelo BLAST) também mostraram que egee®es sdo de Unica copia no genoma

doT. cruzibm28c.
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Figura 18: Analise da organizacdo genémica dos geneSMKd e T&Scclno T. cruzi A sonda
utilizada foi amplificada dos pares de oligonudidebs iniciadores SMC1F e SMC1R2 (gene
TcSMCL) e ScclF1l e SccR1 (geneSEd) (ver sequéncia na tabela 2A) Enzimas de restricdo
utilizadas para a anélise do gen&SWICL: linha 1 Ava); 2 (Hincl); 3 (Sadl); 4 (EcoRV); 5 (Pvd); 6
(Bglil); (B) Diagrama mostrando o nimero de sitios de restpg@sentes na regido do quadro aberto
de leitura(A’) Enzimas de restricdo utilizadas para a analisgede TScd.: linha 1 Avad); 2 (Kpnl);

3 (Mlul); 4 (Sad); 5 (Pvd); 6 (Pst); (B’) Diagrama mostrando o numero de sitios de restricao
presentes na regido do quadro aberto de leitura.
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Figura 19: Andlise da organizacdo genbmica dos gen&MI@ e TcCap-D2 no T. cruzi A sonda
utilizada foi amplificada dos pares de oligonudidebs iniciadores SMC4F e SMC4R3 (gene
TcSMG4) e CCF e CCR (gen€apD2) (ver sequéncia na tabela ZPp) Enzimas de restricdo
utilizadas para a andlise do gen&SWVi4: linha 1 Avd); 2 (BanHl); 3 (Bgll); 4 (Hincll); 5 (Kpnl); 6
(Xhd); (B) Diagrama mostrando o numero de sitios de restpp@sentes na regido do quadro aberto
de leitura. Analise da organizagdo gendmica do @apeD2 noT. cruzi (A’) Enzimas de restricdo
utilizadas para a analise: linha Rgfl); 2 (Dral); 3 (EcarV); 4 (Ncd); 5 (Sal) e 6 Xhd); (B’)
Diagrama mostrando o nimero de sitios de restpgggentes na regido do quadro aberto de leitura.
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A analise do alinhamento das sequéncias de amduwsadeduzidas a partir dos genes
SMC1le SMC4deT. cruzipara os organismos. brucej L. major, Homo sapiensX. laevis
C. elegansS. pombee S. cerevisiagnostra que essas proteinas apresentam regides bem
conservadas (Fig.20 e 22). As regides marcadaseemelho na regido N-terminal mostram
as sequéncias FKS e GXNGSGKSN do motivo WalkeroAdgeptideo QG e, no dominio C-
terminal, as sequéncias conservados LSGG e PxPIihBBALD do motivo Walker B. Na
regido da dobradica os quatro residuos de glicamabém estdo presentes mostrando
realmente uma alta conservacdo desses residuognu®aaidos entre 0s organismos
analisados. As subunidades Sccl e CAP-D2 tambéesaam uma alta conservacao das

sequéncias de aminoacidos deduzidos (Fig. 21 e 23).
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Figura 22: Alinhamento das sequéncias de aminoacidos deduizidogeneSMC4 de T.
Trypanosoma brucei Leishmania majgr Homo sapiens Xenopus

cruzi,

Caenorhabidtis elegans Schizosaccharomyces pomlge Saccharomyces cerevisiad\s

ao marcadas em azul. Os motivos Walker

A e Walker B estao marcadas em vermelho e os residei glicina em verde.
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A identidade e a similaridade entre os tripanogateas variaram entre 42 % a 65 % e
56 % a 81 %, repectivamente.

Tabela 6: Analise da similaridade do geSend. com outros organismos

Organismos Identidade Similaridade
T. brucei 52 % 71 %
L. major 53 % 70 %
H. sapiens 30 % 52 %
X. laevis 30 % 51 %
C. elegans 28 % 50 %
S. pombe 29 % 50 %
S. cerevisiae 27 % 48 %

Tabela 7: Analise da similaridade do geSed com outros organismos

Organismos Identidade Similaridade
T. brucei 43 % 56 %
L. major 42 % 58 %
H. sapiens 54 % 73 %
X. laevis 54 % 73 %
C. elegans 48 % 79 %
S. pombe 45 % 74 %
S. cerevisiae 33 % 50 %

Tabela 8: Analise da similaridade do ge®Sene com outros organismos

Organismos Identidade Similaridade
T. brucei 65 % 78 %
L. major 59 % 74 %
H. sapiens 31% 51 %
X. laevis 30 % 50 %
C. elegans 29 % 50 %
S. pombe 29 % 50 %
S. cerevisiae 30 % 49 %

Tabela 9: Analise da similaridade do ge@&P-D2 com outros organismos

Organismos Identidade Similaridade
T. brucei 65 % 81 %
L. major 57 % 73 %
H. sapiens 22 % 43 %
X. laevis 22 % 44 %
C. elegans 24 % 44 %
S. pombe 20 % 42 %

S. cerevisiae 21 % 44 %
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Uma outra forma de visualizacdo por dominios caaslers das proteinas SMC1 e
SMC4 é mostrada nas figuras 24 e 25, onde podewtas a presenca de uma arquitetura

padrédo para todos os organismos analisados.

QAFEWES. L EIMA[ leishmara major stran friedin] structural maintenance of chromosome (smc) family protein,putative

1321 residues]
QARUBI1_TEYCE[ trypancsoma crugl] structural maintenance of chromosome (smc) family protein,putative

1267 residies]
QEAR1Y_TREYCR[ trypanosoma cng] structural maintenance of chromosome protein 1 (structural mantenanceof chromosonme (smc) family protein, putative)

1262 residues]
QIB0KS_ITRYP[ trypanosoma brucel] structural maintenance of chromosome 1, putative

1275 residues ]
SMC 1.4 HUMAN[ homo saphens (human ] structural maintenance of chromaosome 1-ike 1 protein (smclalphaprotein) (des423e protein) (3h1.8)

1233 residues]
QEMZEA_HUMAN[ homo saplens (human)] hypothetical protein dkfzp685119178 (fragment)

!

832 residues]
QEP2E1_HUMANL homo sapiens (human)] smolll protein (fragment)

E

7 residuss]
SMC 1A _MOUSET nus musculus (mouse) ] structural maintenance of chvomosome 1-lke 1 proten (smclalphaprotein) (chromosome segregation protein smch) (sb1.8)

1233 residuss]
SMC 1A_BAT rattus norvegicus (rat)] structural maintenance of chromosome: 1-lke 1 protein (smc-protein)

1233 residuss]
SME1A_XENLA[ xenopus laevis (african clawed frog)] structural maintenance of chromosome 1 protein (smcl)

1232 residues]
QIZTIG HENLAL xenopus laevis (african dawed frog)] smcili-proy protein

1232 residues]

Figura 24: Andlise de dominios conservados da proteina SMCT .eonuzj L. major, H.
sapiensX. laevise Mus musculus
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QEQRZ21T_TEYCR[ trypanosoma cruzi] structural maintenance of chromosome protein 4

o T D D . s ..

CAE1TS TREYCRE[ trypanosomna cruzi] structural maintenance of chromosorme protein 4, putative

o (T I QD S T o

CADOWE TREYCRE[ trypanosoma cruz ] structural maintenance of chromosome protein 4, putative(fragment)

SHEZH - .
D " D .. .1

QAQCE2 LEIMA[ leishirnania rngjor] hypothetical protein

——— (T D T D < .0

QEECGEAE_9TEYP[ trypanosoma brucei] structural maintenance of chromosome 4, putative

-G D S Y 5 1.

Q81413 PLAFY[ plasmodium falciparum (isolate 3d7)] chromosome condensation protein, putative

~ T T G S D 1 s

Figura 25: Andlise de dominios conservados da proteina SMC4 eonuzj T. brucei L.
major e P. falciparum

4.2. Analise da expressao dos genes

Os fragmentos dos produtos amplificados de SMC&1,S8MC4 e Cap-D2 foram
clonados em diferentes vetores (ver metodologiggnaim as proteinas recombinantes com 57
kDa, 68kDa, 40,6 kDa e 40 kDa. (Fig. 19, 20 e Pd9pectivamente. As proteinas purificadas
foram inoculadas em coelhos e/ou camundongos. Boamtobtido de cada inoculagdo foi
utilizado para analisar sua especificidade (Fig\'#0B’, 31A’ e B’ e 32A’ e B’) bem como a
expressdo dessas proteinas em extrato total dasgoepimastigotas e/ou tripomastigotas
metaciclicos (Fig. 33). As massas moleculares dateipas SMC1, Sccl, SMC4 e Cap-D2
calculada a partir de suas sequéncias de amingas@nde 143,5 kDa, 64 kDa, 159 kDa e
142 kDa, respectivamente.

Podemos observar que o resultado do western blstranque essas proteinas tem
massas moleculares compativeis com aqueles cabsuladpartir de suas sequéncias de
aminoacidos, com excec¢do da proteina Sccl queideymesentar uma massa molecular de

64 kDa, mas apresentou um perfil acima do espatadaproximadamente, 90 kDa e outra de
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aproximadamente 130 kDa. Um ensaio de competigéionpetodologia) foi realizado para
verificar se a banda detectada é especifica d&ipeotSccl. O resultado de western blot
revelou que a proteina recombinante Sccl presemtensaio competiu, pela ligacdo dos

anticorpos anti-Sccl, com a proteina presente mabmama, sugerindo que as duas bandas

identificadas sdo da Sccl (Fig. 34).

SThDa g

R 68 kDa —»

Figura 26: Inducéo das proteinas SMC1 e Sccl em cé&uleoli TOP10(A) SDS-PAGE 10%: 1- pTRC
SMC1 induzido; 2- pTRC SMC1 nao induzido; 3- pTRRIGEL purificado;(A’) Imunoblot com antisoro
de camundongo para a proteina purificada (diluig260) ;(B) SDS-PAGE 10%: 1- pTRC Sccl induzido;
2- pTRC Sccl néo induzido; 3- pTRC Sccl purificg@d; Imunoblot com antisoro de camundongo para a
proteina purificada (diluicdo 1:25MWt- marcador de peso molecular (kDa).

-220

-100

-70
- 60

40,6kDa — - _40 40kDa —p -4
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46 kDa_y, A0kDa_g,

Figura 27: Inducao das proteinas SMC4 e CAP-D2 em cédhulaoli TOP10(A) SDS-PAGE 10%: 1-
pPQE30 SMC4 induzido; 2- pQE30 SMC4 néo induzidop@E30 SMC4 purificadd(A’) Imunoblot com

antisoro de camundongo para a proteina purificdilsigdo 1:250) (B) SDS-PAGE 10%: 1- pET CAP-
D2 induzido; 2- pET CAP-D2 né&o induzido; 3- pET GAR purificado;(B’) Imunoblot com antisoro de
camundongo para a proteina purificada (diluicaéQ);2V - marcador de peso molecular (kDa).

A B C
= 1 2 M 1 2 M
- 160 -220
13D 3a8
120 156 kDa - - 160 142 kDa —». - 160
- 100
i 12'] = 120

Figura 28: Andlise por Western blo{A) Extrato de proteina total das formas epimastigdtas:
Antisoro de camundongo contra a proteina recomten@NIC1 (diluicdo 1:100)B) Extrato total: 1

- Antisoro de coelho contra a proteina recombin&hik€4 (diluicdo 1:500) nas formas epimastigotas
(1) e tripomastigotas metaciclicos (2) Extrato total: 1 - Antisoro de coelho contra atehoa
recombinante CAP-D2 (diluigdo 1:500) nas formasnagtigotas (1) e tripomastigotas metaciclicos
(2); M - marcador de peso molecular (kDa)

- e
- 130

s -90

Figura 29: Western blot mostrando o perfil de expressdo datepra Sccl em extrato de
epimastigotas dé&. cruziusando o soro anti-Sccl (1) e o soro anti-Scalbiago previamente com a
proteina Sccl recombinante purificada [2).marcador de peso molecular (kDa).

4.2. Analise da localizacao celular
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As andlises da localizacdo celular das proteinasitas e condensinas
realizadas enT. cruzimostraram que essas proteinas sao nuclearesndsr=nas parecem
estar mais localizadas proximo a periferia nuc{€&y. , enquanto as coesinas apresentam
uma localizacdo similar, mas menos estringente Guben. Existe ainda uma limitacdo na
regido do nucléolo. As proteinas SMC1 e Sccl feglam a GFP também mostram um
localizac&o nuclear similar as obtidas com os ardssespecificos. As imunolocalizacbes das

proteinas SMC1, Sccl, SMC4 e CAP-D2 estao nasafsgsé, 37, 38 ( ).
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Figura 30: Imunolocalizacdo da proteina SMC1. A- Imagem detreste de fase; B- Imagem da
fluorescéncia pela marcacdo com FITC; C- Imagerfiutaescéncia pela marcacdo com iodeto de
propidio e D — Sobreposicao das imagens B e Qil(ciko; (c) cinetoplasto; barra: ufh.
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Figura 31: Imunolocalizagdo da proteina Sccl. A- Imagem deraste de fase; B- Imagem da
fluorescéncia pela marcacdo com FITC; C- Imagerfiutaescéncia pela marcacdo com iodeto de
propidio e D — Sobreposicéo das imagens B e Qi(ciko; (c) cinetoplasto; barra: futh.

Figura 32: Imunolocalizacdo da proteina SMC4. A- Imagem detreste de fase; B- Imagem da
fluorescéncia pela marcacdo com FITC; C- Imagerfiwsescéncia pela marcacdo com iodeto de
propidio e D — Sobreposicao das imagens B e Qil(ciko; (c) cinetoplasto; barra: ufh.
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Figura 33: Imunolocalizacdo da proteina CAP-D2 em tripomastignetaciclico. A- Imagem de
campo claro; B- Imagem da fluorescéncia; C- Imagem iodeto de propidio e D — Sobreposigéo
das imagens B e C. (n) nucleo; (c) cinetoplastoabd0um.

Figura 34: Imunolocalizagdo da proteina CAP-D2 em tripomaséignetaciclico. A- Imagem de
campo claro; B- Imagem da fluorescéncia; C- Imagem iodeto de propidio e D — Sobreposicao
das imagens B e C. (n) ndcleo; (c) cinetoplastoabd Oum.
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Figura 35: Analise de localizacdo celular pela fusdo da fmat&MC1 com GFP. A- Imagem de
campo claro; B- Imagem da fluorescéncia; C- Imagem iodeto de propidio e D — Sobreposicao
das imagens B e C. (n) nucleo; (c) cinetoplastoabd0um.

Figura 36: Analise de localizacdo celular pela fusédo da fmat&ccl com GFP. A- Imagem de campo
claro; B- Imagem da fluorescéncia; C- Imagem coneio de propidio e D — Sobreposicao das
imagens B e C. (n) ndcleo; (c) cinetoplasto; baréaim.
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5. DISCUSSAO

O Trypanosoma cruzprotozoario responsavel pela doenca de Chagdasnpe a um
grupo que divergiu muito cedo na linhagem eucaagtapresentando diversas caracteristicas
Gnicas tanto em relacdo a biologia celular quanitoogecular. Algumas das caracteristicas
peculiares é a limitada compactacédo da cromatinagmw apresentarem a forma convencional
de histona H1 (Heckeet al, 1994; Spadiliereet al, 2002b) e a preservacdo da carioteca
durante o processo de divisédo celular (Silveir@020Desta forma, investigar a dinamica dos
componentes nucleares torna-se bastante interessant

Além disso, existem poucos trabalhos na literatotae a organizacdo cromossomal e
divisdo celular em tripanosomatideos (Heakieal, 1985; Heckeet al, 1994; Schlimmest
al., 1995; Ersfeld & Gull, 1999; Ogbadosgt al, 2000; Belli, 2000; Horn, 2000; De Souza,
2002; Spadilieroet al, 2002a, 2002b; Eliast al, 2001, 2002) e poucas proteinas que
interagem diretamente com o cromossomo séo cordedidse trabalho identificou proteinas
gue sao essenciais para divisdao celular e que amaaforam investigadas em
tripansosomatideos.

Esse trabalho iniciou com a identificacdo pelo BIA8e um fragmento que
apresentou homologia com a proteina condensinarddid SMC obtido de bibliotecas de
cDNA. Uma busca realizada no TIGR identificou sewigs nucleotidicas de uma outra
proteina do complexo SMC, as coesinas. A partisakesnformagdes, um conjunto de
sequéncias parciais foi alinhado resultando nangbte de um possivel quadro aberto de
leitura dessas proteinas. O trabalho foi iniciadon ctodas as subunidades dos dois
complexos, porém conseguimos obter antisoros decgdeles: SMC1, Sccl, SMC4 e CAP-
D2. Mesmo trabalhando com as sequéncias alinhaglasutlos organismos, ndo tivemos

problemas com amplificagcbes e nem com as expresebeando resultados de tamanho e
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peso molecular esperados. Posteriormente, a buscsegiéncias nucleotidicas Mmocruzi
GeneDB revelou uma similaridade de 99 % com asé&weigs del. cruzi CL Brenner e o
quadro aberto de leitura apresentou o mesmo tam@mhucleotideos mostrando uma alta
conservacao das sequéncias dessas proteinas.

Para determinar a organizacdo gendmica dessasnaotealizamos uma analise por
Southern blot e nos bancos de dadod doruziGeneDB e de organizagcdo cromossomal. A
partir desses resultados sugere-se qBMIL], TcSccl TcSMC4e TACAP-D2sao genes de
cOpia unica no genoma de cruziDm28c.

Essas proteinas sdo altamente conservadas desdarks a humanos (Soppa, 2001,
Cobbe & Heck, 2004) e apresentam cinco dominicactaristicos das proteinas SMC (Melby
et al, 1998; Hirano, 2002). Com o intuito de verifica as proteinas db. cruzitambém
apresentavam o mesmo contexto um alinhamento &izaglo utilizando sequéncias de
aminoacidos deduzidos de cruzj Trypanosoma bruceleishmania majgrHomo sapiens
Xenopus laevijsCaenorhabidtiselegans Schizosaccharomyces pomkeSaccharomyces
cerevisiaemostrando que os dominios N e C-terminal e a oedéa dobradica apresentam
sequéncias bem conservadas, poré@oited coilndo. Os motivos importantes como FKS e
GXNGSGKSN do Walker A, o dipeptideo QG e as seqaénc LSGG seguida de
PxPhhhhDEh-DAALD do motivo Walker B estdo presents todos 0s organismos
analisados bem como os residuos de glicina, impegapara a dimerizacdo. Em outros
organismos essas seqUéncias conservadas também émeontradas, o que indica ser
essecial para a atividade dessas proteinas (Mékily 1998).

Os resultados obtidos fornecem informacdes inicia@strando que as proteinas
coesinas e condensinas decruzitambém apresentam sequéncias bastante conseerdoas
0S organismos 0 que nos indica que elas realizammemsnas fungbes como em outros

organismos (Melbt al, 1998). Além disso, uma localizagcdo nuclear beté evidente nas
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formas epimastigotas e tripomastigotas de condarsm como no extrato total de proteinas.
A imunolocalizacdo para SMC4 nao foi visualizadas rfarmas tripomastigotas. Esse
resultado ainda necessita ser averiguado, poiisbempode estar com um titulo baixo talvez
podemos concentrar e purificar o soro. As coesndasforam identificadas em extrato total
de proteina e na imunolocalizacdo em tripomastgop@mrém essa informagcdo também
necessita ser investigada. A proteina Sccl apmsemodificacdes no peso molecular
podendo, talvez, estar complexada.

Em T. cruzi, a organizacdo e a distribuicdo da cromatina nade&ttsia sendo
modulada durante o ciclo de vida do parasita ($ipamliet al, 2001, 2002). A fase
logaritmica exibe uma cromatina menos condensadeekagéo a fase estacionaria na qual a
cromatina apresenta dominios localizados proxinsosravelope nuclear, regiées onde existe
uma cromatina altamente condensada denominadatdedrematina. (Eliagt al, 2001;
Spadiliero et al, 20002a; 2002b). Por outro lado, a cromatina fdagsitas, na fase
logaritmica, se desdobra estendendo-se para oocdatmucleo, mas com determinados
dominios nos cromossomos ainda ancorados (ligaaoshvelope nuclear (Spadiliezb al.,
20002a; 2002b).

Durante a fase S do ciclo celular constatou-se éamlum agrupamento dos
cromossomos na periferia nuclear (Egasl, 2002). Esse remodelamento da cromatina pode
estar envolvido tanto no controle da expressaocgésilenciamento/transcricdo dos genes)
(Spadilieroet al, 2002b) como na replicacdo dos cromossomos (Elasl, 2002). Os
resultados de localizagdo celular mostram uma cdraggio maior de condensinas na
periferia nuclear sugerindo, talvez, uma particigagessa proteina nessas fun¢des. Em outros
organismos essas proteinas foram localizados, ipaintente, em regides heterocromaticas
(Uhlmann, 2001). Isso é bastante importante, pogaanenhum mecanismo de silenciamento

ou ativacdo de gene induzido pelo remodelamentrataatina foi descrito erfi. cruzie as
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condensinas, principalmente, podem estar partidpaesse processo. O que € intrigante € 0
fato da condensacéo da cromatina durante a mikodienstada nesses parasitos e como sera o
mecanismo de acdo das condensinas? Em outros simgemnia principal funcdo € na
condensacao e resolucdo dos cromossomos (Steffatsah 2001; Que mecanismos
moleculares podem estar atuando para que a condem&b 0s compacte em caracteristicos
cromossomos mitéticos?

As coesinas parecem localizar-se na periferia, dead®rma menos estringente que as
condensinas e a regido nucleolar parece estaatlmipois poucas estruturas de DNA em seu
interior e a maior parte localizando ao seu retlop¢z-Velasqueet al, 2005). Os sitios de
replicacdo estao localizados na periferia nuclaarfarmas epimastigotas proliferativas (Elias
et al, 2002) o que pode corroborar com o que foi vigadld na imunolocalizacdo. A cultura
de parasitas utilizada continha diversas formaduévas, portanto, visualizamos também
marcacdo mais homogénea no nucleo como visto emaspgotas na fase estacionaria e
tripomastigotas (Eliast al, 2002). Uma variagdo semelhante foi visualizadaeniensinas.

A segregacdo dos cromossomos d&m cruzi ocorre intranuclearmente, sem a
dissolugcédo da carioteca. Ha formacao de fusos ioogintranulcear e bipolares e a ligacéo
dos microtubulos polares aos cromossomos ocoreémrde placas densas e laminares
(possivelmente, equivalentes aos cinetdcoros erarietms) que migram para oS nucleos-
filhos, carregando consigo os cromossomos (Silvelf®0). O cinetécoro € uma regiao
importante para a determinacdo da coesdo das ddeswrimas (Webeet al, 2004) e
também facilita o atachamento bipolar dos microtigbas cromatides-irmas. Sera que®m
cruzi a afinidade para essas regifes € equivalente eonautros organismos?

O trabalho caracterizou os genes das condensicassemas bem como a localizacdo

celular dessas proteinas. Além disso, nossas emafrneceram dados iniciais para
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prosseguirmos as pesquisas em busca de novas agides) para compreendermos melhor o
comportamento dessas proteinas no parasita.

Como pode ser visto, as condensinas e coesinaseapen uma Unica arquitetura
molecular e participacdo em muitas funcbes celsla@Omo sera o comportamento das
mesmas no protozoarid. cruzi jA que € um modelo bastante conhecido por apeesent
caracteristicas bastante peculiares em relacaotrasoarganismos? Muitas investigacdes
ainda necessitam ser realizadas para compreendenaibsr toda a complexa e fundamental
rede de proteinas que envolvem os fenbmenos reltne a organizacao estrutural dos

Cromossomos neste parasita.
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6. CONCLUSOES

O trabalho realizado mostrou que no modelo estudadaroteinas do complexo das
condensinas e coesinas também estdo presentesjppado na dinamica estrutural dos
cromossomos durante os estagios do ciclo de vidproizoarioT. cruzi Pelas analises

realizadas concluimos:

1 - O protozoaridl. cruziDm28c também possui os ortdlogos das proteinas @eE&MC1L

e Sccl) e condensinas (SMC4 e CAP-D2);

2 - Os genes BMCL, TcScd, TcSMO e TECAP-D2 apresentam cépia Unica no genoma do

protozoariol. cruzj

3 — Os principais motivos caracterisitcos dessatepras estdo presentes na proteind.do

cruzimostrando-se essenciais para a atividade da paptein

2 — O transcrito dos genes SMClL, TcScd, TCSMCGH e TECAP-D2 apresentam tamanho
aproximado de 6,9 kb, 4,1 kb, 7,4 e 6,8 kb mostranegibes 3’ UTR e 5 UTR

razoavelmente pequenacs;

3 — As condensinas estdo expressas has formasstigiotas e tripomastigotas de cruzi

enquanto as coesinas a expressao foram detectslasam epimastigotas;

4- Pela imunolocalizagéo, as condensinas e coegprasentam uma localizacéo nuclear bem
evidente onde podem estar participando da manuweesiutural dos cromossomos desse

parasita.
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7. PERSPECTIVAS

O trabalho realizado mostrou que no modelo estudadaroteinas do complexo das
condensinas e coesinas também estdo presentewoksta inicio de uma grande caminhada
e muitas questdes ainda faltam para serem elugd@udros experimentos seréao realizados
para compreendermos melhor o comportamento desstasnas nd'. cruzi

A imunolocalizagdo nos sugere que essas protesias envolvidas na manutencao
estrutural dos cromossomos essenciais para o dechda do parasita. Dessa forma, Uma
analise mais detalhada podera ser realizada atdavésicroscopia eletronica utilizando os
antisoros purificados contra essas proteinas otacarGFP ja que obtivemos as proteinas
SMCL1 e Sccl fusionados a GFP.

Além disso, estudo sistematico das proteinas geeagem com as proteinas coesinas
e condensinas necessita ser realizado, utilizaoohbinacdes de tecnologias de proteémica e
métodos genéticos, como ensaios de duplo hibrido.

Por fim, uma outra informacao valiosa que podereofdsr séo os sitios de ligacdo ao
DNA através do ensaio de imunoprecipitacdo de ctioma

Uma caracterizacao fenotipica também sera detedaiayds a delecédo dos transcritos

desses genes pelo ensaio de RNA de interferénltzamnitlo o modeld'. brucei
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9. ANEXOS

9.1. REAGENTES PARA CULTIVO DO PARASITA

9.1.1. Reagentes quimicos

- Acido L-Aspartico (Sigm8), CsH;NO,4, PM: 133,1

- Acido L-Glutamico sal monossédico (SighaCsHsNNaQ,, PM: 169,1
- Bacto-triptose (Difco)

- Cloreto de célcio P.A. (Sigrfip CaCl2, PM: 110.98

- Cloreto de magnésio P.A. (Sigf)aMgCl2, PM:95.21

- Cloreto de potassio P.A. (SigfaKCl, PM: 74,56

- Cloreto de sédio P.A (Sigrfig NaCl, PM: PM: 58,45

- DEAE-51 cellulose (Signfa

- Extrato de levedura (Becton Dickson Company)

- Fosfato de sédio dibasico P.A.(Merck),,NRO,, PM: 141,96
- Fosfato dissédico (Vetec), POy, PM: 141,96

- Glicose P.A. (Signty, CsH1.06, PM: 180.16

- Hemina (Microbiolégica), eH3z.CIFeN,O,4, PM: 654,96

- Infuso de figado (Difco)

- L-prolina (Sigm&), CsHoNO,, PM: 115,13

- Soro fetal bovino (Invitrogéh



100

9.1.2. Composicao dos meios

9.1.2.1. Meio LIT (Liver Infusion Tryptose):
Infuso de figado 0,5 %, NaCl 75,3 mM, KCI 5,4 mNicgse 10 mM, bacto-triptose 0,5 % ,
NaoHPO, 56,4 mM, hemina 0,0025 %, soro fetal bovino 10 ékteato de levedura 15 g/L.

9.1.2.2. Meio TAU (Triatomine Artificial Urine):
NaCl 190 mM, KCI 17 mM, MgGI2 mM, CaC} 2 mM e tampao fosfato 8 mM pHS6,0.

9.1.2.3. Meio TAU3AAG:
Meio TAU suplementado com L-prolina 10 mM, glutamabdico 50 mM, aspartato sodico 2

mM e glicose 10 mM.

9.1.3. Material e equipamentos

- DEAE-51 cellulose (Signf — coluna para purificacdo de metaciclicos
- Estufa BOD - FANEM

- Centrifuga himac CR21G — HITACHI

- Garrafas para cultivo — TPP 25 cm
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9.2. REAGENTES PARA EXTRACAO DE DNA (Medina-Acosta& Cross, 1993)

9.2.1. Reagentes quimicos

- Alcool etilico absoluto P.A. (Mercl, CHsCH,OH, PM: 46,07

- Alcool isoamilico P.A. (Signtd, (CHs).CHCH,CH,OH, PM: 88,15

- Cloreto de litio (SignTd), LiCl, PM: 42,40

- Cloreto de potassio P.A. (Merck), KCI, PM: 74,56

- Cloreto de sodio P.A. (Merck), NaCl, PM: 58,45

- Cloroférmio P.A. (Sigma), CHCI3, PM: 119,38

- EDTA (Ethylenediaminetetracetic Acid, Disodium ltSaDihydrate-Na EDTA.2H,0)
(USB), GioH14N2Na:0s.2H,0, PM: 372,24

- Fenol P.A. (Sigmd), OsHsOH, PM: 94,11

- Fosfato de potassio monobasico P.A. (Merck) K&, PM: 136,09

- Fosfato de sédio dibasico P.A. (Vetec),NRO, 7H,0, PM: 268,07

- RNAse A liofilizado (Sigmd), PM: 13700

- TRIS (Hidroximetil Amino Metano)(Signf3, NH,C(CH,OH)s, PM: 121,14
- Triton X-100 (Sigm4)

9.2.2. Composicao das solucdes
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9.2.2.1. PBS
NaCl 137 mM; KCI 2,7 mM; NeHPO, 7H20 4,3 mM e KHPO, 1,5 mM pH 8,0

9.2.2.2. TELT:
Tris-HCI 50 mM, pH 8,0; EDTA 62,5 mM, pH 9,0; Li@l5 M e 4% Triton X-100

9.2.23. TE:
Tris 10 mM pH 7,5, EDTA 1 mM pH 8,0

9.2.2.4. Fenol/cloroférmio/alcool-isoamilico
25 partes de fenol:24 partes de cloroférmio:1 pdetélcool-isoamilico

9.2.3. Material e equipamentos

- Estufa BOD - FANEM
- Centrifuga himac CR21G — HITACHI

- Garrafas para cultivo — TPP 25 cm
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9.3. REAGENTES PARA EXTRACAO DE RNA (Karlinsey et al., 1989)

9.3.1. Reagentes quimicos

- Alcool etilico absoluto P.A. (Mercl, CH;CH,OH, PM: 46,07

- Alcool isoamilico P.A. (Signtd, (CHs).CHCH,CH,OH, PM: 88,15

- B-Mercaptoetanol P. A., 505, PM: 78,13

- Cloreto de litio (Signd), LiCl, PM: 42,40

- Cloreto de potassio P.A. (Merck), KCI, PM: 74,56

- Cloreto de sédio P.A. (Merck), NaCl, PM: 58,45

- Cloroférmio P.A. (Sigma), CHCI3, PM: 119,38

- Diethyl Pyrocarbonate (DEPC) (SigmajHzcOs, PM: 162.1

- EDTA (Ethylenediaminetetracetic Acid, Disodium ltSaDihydrate-Na EDTA.2H,O)
(USB), GoH14N2N&0Os.2H,0, PM: 372,24

- Fenol P.A. (Sigmd), OsHsOH, PM: 94,11

- Fosfato de potassio monobasico P.A. (Merck)®R®&\, PM: 136,09

- Fosfato de sédio dibasico P.A. (Vetec) NRO, 7H,0, PM: 268,07

- Isopropanol (Sigm3d, (CHs),CHOH, PM: 60.10

- Isotiocianato de guanidina (Invitrogen), MH=NH)NH,.HSCN, PM: 118,16
- Sodium dodecyl sulfate (SDS), g@H,)::0SQNa, PM: 288.38

- TRIS (Hidroximetil Amino Metano)(Signf3, NH,C(CH,OH)s, PM: 121,14
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9.3.2. Composicao das solucdes

9.3.2.1. PBS
NaCl 137 mM; KCI 2,7 mM; N&#HPO, 7H,0 4,3 mM e KHPO; 1,5 mM pH 8,0

9.3.2.2. Tampéao de lise
Isotiocianato de guanidina 5M, EDTA 10 mmercaptoetanol 8%, Tris-HCI 50 mM pH
8,0

9.3.2.3. Tampéao de ressuspensao
Tris-HCI 10mM pH 7,5, EDTA 1mM e SDS 0,1%

9.3.24.TE
Tris 10 mM pH 7,5, EDTA 1 mM pH 8,0

9.3.2.5. Fenol saturado

Derreter o fenol a 65 °C, adicionar 1 vol. de H2&Yaida com DEPC, misturar e guardar a 4
°C durante a noite. No dia seguinte, descartaua,aglicionar 1 vol. TRIS-HCI 0,5 M pH 8,0
e homogeneizar. Retirar a fase de cima e acrescenta de TE.

9.3.2.6. Fenol/cloroférmio

25 partes de fenol:24 partes de cloroférmio

9.3.2.7. Fenol/cloroférmio/alcool-isoamilico

25 partes de fenol:24 partes de cloroférmio:1 pdetélcool-isoamilico

9.3.2.8. Etanol 70%

70 partes de alcool etilico absoluto e 30 partefggde deionizada

9.3.3. Material e equipamentos
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- Qualquer vidraria ou material que entra em contatn 0 RNA devera ser livre de RNase,
portanto, tudo é tratado com agua DEPC.

- Estufa BOD - FANEM

- Centrifuga himac CR21G — HITACHI

- Garrafas para cultivo — TPP 25 cm

9.4. REAGENTES PARA SOUTHERN BLOT (Sambrook, Fritsch & Maniatis, 1989)

9.4.1. Reagentes quimicos

- Acido bérico P.A.(Vetec), #BOs;, PM: 61,83
- Acido cloridrico P.A.(Merck), HCI, PM: 36,46
- Agarose ultra pura (invitrogeh
- Azul de bromofenol (Sigm8d, CigH10Brs0sS, PM: 670
- Brometo de etideo (Sigfip CioH20N3Br, PM: 394,3
- Citrato trisédico 2-hidrato (Merck),s8sNag0;.2H,0, PM: 294,1
- Cloreto de sodio P.A. (Merck), NaCl, PM: 58,45
- EDTA (Ethylenediaminetetracetic Acid, Disodium ltSaDihydrate-Na EDTA.2H,O)
(USB), GoH14N2NaOg.2H,0, PM: 372,24
- Ficoll (tipo 400) (Sigm3a), PM: 400000
- Hidréxido de sédio P.A.(Merck), NaOH, PM: 40,0
- Marcadores de tamanho molecular: 1 kb Plus DNédea (Invitrogen)
A DNA/Hindlll (New England Biolabs)
- TRIS (Hidroximetil Amino Metano)(Signf3, NH,C(CH,OH)s, PM: 121,14
- Xylene cyanol FF (Serva), PM: 538,6

9.4.2. Composicao das solucdes



9.4.2.1. Tampéao para eletroforese
Tris-base 89mM, acido bdérico 89mM, EDTA 2mM pH 8,0

9.4.2.2. Tampao da amostra
Ficoll 400 25%, azul de bromofenol 0,25%, xylenaroyl FF 0,25%

9.4.2.2. Solucéo de brometo de etideo

O,5ug/mL de brometo de etideo em agua destilada

9.4.2.3. Solugao para tratamento do gel para transféncia
Solugéo 1: HCI 0,25M

Solucédo 2: NaOH 0,5M, NaCl 1,5M

Solucéo 3: Tris-HCI 0,5M pH 7,5; NaCl 1,5M

9.4.2.4. Solugéo para lavagem da membrana
SSC20X: NaCl 3M, Citrato trisédico 2-hidrato 0,3M

Para a lavagem da membrana utilizou-se solucdo $8iiida em agua destilada

9.4.3. Material e equipamentos

- Fonte e cuba horizontal para eletroforese
- Membrana Hybond-N (Amersham Biosciences)
- Papel Whatman 3MM

106

-Forno Cross-linking, SpectrolinkérXL-1500 UV crosslinker (Spectronics corporation)
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9.5. REAGENTES PARA MARCACAO RADIOATIVA COM RADIOIS OTOPO P *

DE MEMBRANA DE SOUTHERN BLOT (Current Protocols, 19 94)

9.5.1. Reagentes quimicos

- Albumina sérica bovina (BSA) (Sigfa

- [a-*?P]-dCTP (Amersham Biosciences)

- Citrato trisédico 2-hidrato (Merck),s8sNaz0;.2H,0, PM: 294,1
- Cloreto de sédio P.A. (Merck), NaCl, PM: 58,45

- DNA de esperma de salméo fita simples (Sigma

- Ficoll (tipo 400) (Sigma), PM: 400000

- Formamida (Signd, CHsNO, PM: 45,04

- Kit de marcacéo Nick Translation System (Invieog

- Polyvinylpyrrolidone (Sigm@), PM: 360000

- PPO (2,5 diphenyloxazole) (SigfjaCisH1iNO, PM: 221.25

- POPOP: (1,4-Bis(5-phenyl-2-oxazolyl)benzene) §8it), C,sH1sN,0, PM: 364,4

- Sodium dodecyl sulfate (SDS), &H,)1:0SOGNa, PM: 288,38

- Tolueno (Merck), @Hg, PM: 92,14

9.5.2. Composicao das solucoes

9.5.2.1. Solugéo de hibridizagéo
Solucéo de Denhardt:
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Ficoll 0,02 % (tipo 400), polivinilpirrolidona 0,02 e BSA 0,02 % (albumina sérica bovina).
Mantida em congelador a — 20 °C.

Solucéo de hibridizacéo:
SSC 6X, solucdo de Denhardt 5X, SDS 0,1 % e DNAgterma de salméo fita simples 100
pg/mL. Mantida em congelador a — 20 °C.

9.5.2.2. Kit de marcagao Nick Translation System

No laboratério foi realizado a incorporacdo @e®{P]-dCTP nas sondas utilizadas. O kit
contém os seguintes reagentes:

- dNTP Mix (minus dCTP): 0,2 mM de cada deoxinutideo dATP, dGTP, dTTP em
solugéo contendo 500 mM Tris-HCI (pH 7,8), 50 mMG®ig 100 mM 2-mercaptoethanol.

- Pol I/DNase | Mix: 0,5 U/uL DNA Polymerase |, 0@U/uL DNase | em solugao contendo
50 mM Tris-HCI (pH 7,5), 5 mM Mg-acetate, 0,1 mM BM, e 50% (v/v) glicerol, 100
png/mL BSA livre de nuclease.

- Tampéao Stop: 0,5 M EDTA (pH 8,0)

9.5.2.3. Solucgéo para contagem liquida de cintilaggpor minuto
0,5% PPO; 0,03% POPOP em tolueno. Foi utilizadol2da solucdo para cada material

marcado radioativamente.

9.5.2.4. Solucéo para lavagem da membrana
SSC20X: NaCl 3M; Citrato trisédico 2-hidrato 0,3M
Para a lavagem da membrana utilizou-se solucdo ®S@iuida em agua destilada nas

concentracgdes indicadas abaixo.
12 lavagem: SSC 2X; 0,1% SDS
22 lavagem: SSC 1X; 0,1% SDS
32 lavagem: SSC 0,1X; 0,1% SDS

9.5.3. Material e equipamentos

- HYBRIDISER HB-1D (Techne) e RED ROLLER II — Hidization oven (Hoefer)
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- Cilindros para marcagao radioativa
- Filmes de radiografia (X-ray Hyperfilm MP, Amessh Biosciences)
- Liquid Scintilation Analyzer 1600 TR (Packard-Banberra Company)

9.6.REAGENTES PARA NORTHERN BLOT (Sambrook, Fritsch & Maniatis, 1989)

9.6.1. Reagentes quimicos

- Acetato de sadio (Merck), GAOONa. 3HO, PM: 136,08

- Agarose ultra pura (Invitrogep

- Brometo de etideo (Sigfip CioH20N3Br, PM: 394,3

- Citrato trisédico 2-hidrato (Merck),s8sNaz0;.2H,0, PM: 294,1

- Cloreto de sédio P.A. (Merck), NaCl, PM: 58,45

- Diethyl Pyrocarbonate (DEPC) (SigM)aCsH100s, PM: 162,1

- EDTA (Ethylenediaminetetracetic Acid, Disodium ltSaDihydrate-Na EDTA.2H,O)
(USB), GoH14N2NaOg.2H,0, PM: 372,24

- Formaldeido (Invitrogen), CH0O, PM: 30,03

- Marcador de tamanho molecular: RNA Ladder 0.Z4k®. (Invitroger)

- MOPS (3-[N-morpholino] propane sulfone acid) (8&)), C;H1sNO,S, PM: 209,3
- RNA sample loading buffer without ethidium bromiBigma)

9.6.2. Composicao das solucoes

9.6.2.1Gel desnaturante de agarose 1,2%

Agarose ultra pura, tamp&o MOPS e formaldeido 18%



9.6.2.2.Tampé&o MOPS

MOPS 20 mM, acetato de sédio pH 7,55 mM e EDTAM. milantida a 4 °C.

9.6.2.3. Tampéao de corrida comercial

RNA sample loading buffer without ethidium bromi@igma’)

9.6.2.4. Solucéo de brometo de etideo

O,5ug/mL de brometo de etideo em agua destilada

9.6.2.5. Solucéo para lavagem da membrana

SSC20X: NaCl 3M, Citrato trisédico 2-hidrato 0,3M

Para a lavagem da membrana utilizou-se solucdo $8iidda em 4gua destilada

9.6.3. Material e equipamentos

- Fonte e cuba horizontal para eletroforese

- Membrana Hybond-N (Amersham Biosciences)

- Papel Whatman 3MM

- Forno Cross-linking, SpectrolinkeiXL-1500 UV crosslinker (Spectronics corporation)
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9.7.REAGENTES PARA MARCACAO RADIOATIVA COM RADIOISO TOPO P *

DE MEMBRANA DE NORTHERN BLOT (Current Protocols, 19 94)

9.7.1. Reagentes quimicos

- Albumina sérica bovina (BSA) (Sigfa

- [0-*P]-dCTP (Amersham Biosciences)

- Citrato trisodico 2-hidrato, gElsNagO7.2H,0, PM: 294,1

- Cloreto de sodio P.A. (Merck), NaCl, PM: 58,45

- DNA de esperma de salméo fita simples (Sigma

- Ficoll (tipo 400) (Sigm3a), PM: 400000

- Formamida (Signty, CHsNO, PM: 45,04

- Kit de marcacéo Nick Translation System (Invieog

- Polyvinylpyrrolidone (Sigm@), PM: 360.000

- PPO (2,5 diphenyloxazole) (Sigf)aCisH1:NO, PM: 221.25

- POPOP: (1,4-Bis (5-phenyl-2-oxazolyl)benzeney(st), C,.H:N.0, PM: 364,4

- Sodium dodecyl sulfate (SDS) (USB), ¢8H,):,0SQNa, PM: 288,38

- Tolueno (Merck), @Hg, PM: 92,14

9.7.2. Composicao das solucdes

9.7.2.1. Solucdes para hibridizacao
Solucéo de Denhardt:
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Ficoll 0,02 % (tipo 400), polivinilpirrolidona 0,0% (Sigma) e BSA 0,02 % (albumina sérica
bovina). Mantida em congelador a — 20 °C.

Solucéo de pré-hibridizacao:
SSC 5X, solucao de Denhardt 5X, SDS 0,5 %, formara@ e DNA de esperma de salméo
fita simples 10Qug/mL. Mantida em congelador a — 20 °C.

Solugao de hibridizagao:
SSC 5X, solucdo de Denhardt 1X, SDS 0,5 %, formarbi@Po. Mantida em congelador a —
20 °C.

9.7.2.2. Kit de marcacgao Nick Translation System

No laboratério foi realizado a incorporacdo @e®{P]-dCTP nas sondas utilizadas. O kit
contém o0s seguintes reagentes:

- dNTP Mix (minus dCTP): 0,2 mM de cada deoxinutideo dATP, dGTP, dTTP em
solucéo contendo 500 mM Tris-HCI (pH 7,8), 50 mMG®ig 100 mM 2-mercaptoethanol.

- Pol I/DNase | Mix: 0,5 U/pL DNA Polymerase |, 0@U/uL DNase | em solugao contendo
50 mM Tris-HCI (pH 7,5), 5 mM Mg-acetate, 0,1 mM BM, e 50% (v/v) glicerol, 100
png/mL BSA livre de nuclease.

- Tampéao Stop: 0,5 M EDTA (pH 8,0)

9.7.2.3. Solugédo para contagem liquida de cintilaggor minuto
0,5% PPO; 0,03% POPOP em tolueno. Foi utilizadol2da solucdo para cada material

marcado radioativamente.

9.7.2.4. Solugéo para lavagem da membrana
SSC20X: NaCl 3M; Citrato trisédico 2-hidrato 0,3M
Para a lavagem da membrana utilizou-se solucdo ®S@iuida em agua destilada nas

concentracgdes indicadas abaixo.

12 lavagem: SSC 2X; 0,1% SDS
22 lavagem: SSC 1X; 0,1% SDS
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32 lavagem: SSC 0,5X; 0,1% SDS

9.7.3. Material e equipamentos

- HYBRIDISER HB-1D (Techne) e RED ROLLER II — Hidization oven (Hoefer)
- Cilindros para marcagao radioativa

- Filmes de radiografia (X-ray Hyperfilm MP, Amessh Biosciences)

- Liquid Scintilation Analyzer 1600 TR (Packard-Banberra Company)

9.8. REAGENTES PARA EXPRESSAO DE PROTEINAS

9.8.1. Reagentes quimicos

- Acrilamida, GHsNO ultra pura (Invitrogen), PM: 71,08

- Acido acético glacial (Merck), GJEOOH, PM: 60,05

- Alcool metilico (Vetec), CRDOH, PM: 30,04

- Azul de bromofenol (Sigm8, CigH10Brs0sS, PM: 670

- Azul de coomassie R-250 (Vetec)s844N30;S;Na, PM: 826

- B-Mercaptoetanol (Signd, CHgOs, PM: 78,13

- Glicerol ultra pura (Invitrogen), CsHgOs, PM: 92,09

- Glicina (Invitrogen’), C;HsO.N, PM: 75,07

- IPTG (isopropylthio-1-thiop-D-galactosideo) (Invitrogen), PM: 238,3

- Luria Bertani broth (Fisher chemicals)

- Marcador de peso molecular: BenchMafkrotein Ladder (Invitrogen)

- N,N’-Methylene-bis-acrylamide (Promega);HzoN20,, PM: 154,2

- Persulfato de amonio (United States Biochemicap@ration), (NH),S,Og, PM: 288,2
- Sodium dodecyl sulfate (SDS) (USB), ¢8H,):,0SQNa, PM: 288.38

- TEMED (N, N, N’, N’ — tetramethylenediamine) (%ig"), CsH1eN», PM: 116,21
- TRIS (Hidroximetil Amino Metano) (Signd, NH,C(CH,OH)s, PM: 121,14

9.8.2. Composicao das solucoes
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9.8.2.1. Meio Luria-Bertani (LB)
Triptona 1%, extrato de levedura 0,5% e clorets@#o 0,5% e dgua bidestilada

9.8.2.2. Acrilamida
33% Acrilamida e 0,9% N,N’-Methylene-bis-acrylamide
Dissolvido em agua bidestilada

9.8.2.3. Gel de poliacrilamida

9.8.2.3.1. Gel de empilhamento

Acrilamida 33,9% (concentracdo final 4,7%), TrisidHCM pH 6,8 120 mM, SDS 0,1%,
Persulfato de amdnio 0,075%, TEMED 0,07% e agueshidda

9.8.2.3.2. Gel de separacéo
Acrilamida 33,9% (concentracéo final variavel),sFHCI 2,5 M pH 8,8 400 mM, SDS 0,1%,
Persulfato de amdnio 0,075%, TEMED 0,07% e agueshidda

9.8.2.4. Tampéao de amostra para proteina
Tris-HCI 1M pH 6,8 40 mM, SDS 19%-Mercaptoetanol 14,7 M 2,5%, glicerol 6%, azul de

bromofenol 0,005%

9.8.2.5. Tampao de corrida para SDS-PAGE
Tris-base 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0,1%

9.8.2.6. Solucao de coloracéo para gel de poliaanhida

Azul de coomassie R-250 0,1%, alcool metilico 48@tdo acético 10% e agua destilada 45%

9.8.2.7. Solugéo de descoloragao para gel de palieenida
Alcool metilico 4%, Acido acético 7,5% e agua dedt 88,5%

9.8.3. Material e equipamentos
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- Fonte e cuba vertical para eletroforese
- Agitador horizontal — Incubador Shaker — InnowD80 (New Brunswick Scientific)
- Centrifuga Eppendorf 5415D

9.9.REAGENTES PARA PURIFICACAO DE PROTEINA RECOMBIN ANTE (Método
da Amersham, Pharmacia, Biotech )

9.9.1. Reagentes quimicos

- Acrilamida, GHsNO ultra pura (Invitrogen), PM: 71,08

- Azul de bromofenol (Sigm8, CigH10Brs0sS, PM: 670

- B-Mercaptoetanol (Signd, CHgOs, PM: 78,13

- Cloreto de potassio P.A. (Merck), KCI, PM: 74,56

- Cloreto de sédio P.A. (Merck), NaCl, PM: 58,45

- Fosfato de potassio monobasico P.A. (Merck)®R®&\, PM: 136,09

- Fosfato de sédio dibasico P.A. (Vetec),NRO, 7H,0, PM: 268,07

- Glicerol ultra pura (Invitrogen), CsHgOs, PM: 92,09

- Glicina (Invitrogen’), C;HsO.N, PM: 75,07

- Marcador de peso molecular: BenchMarRre-stained Protein Ladder (Invitrogén
- N,N’-Methylene-bis-acrylamide (Promega);HzoN20,, PM: 154,2

- Persulfato de aménio (United States Biochemicap@ration), (NH),S;Os, PM: 288,2
- Sodium dodecyl sulfate (SDS) (USB), ¢B8H,):,0SQNa, PM: 288.38

- TEMED (N, N, N’, N’ — tetramethylenediamine) (%ig"), CsH1eN2, PM: 116,21
- TRIS (Hidroximetil Amino Metano) (Signt3, NH,C(CH,OH)s, PM: 121,14

9.9.2. Composicao das solucoes

9.9.2.1. Acrilamida
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33% Acrilamida e 0,9% N,N’-Methylene-bis-acrylamide
Dissolvido em agua bidestilada

9.9.2.2. Gel de poliacrilamida

9.10.2.2.1. Gel de empilhamento

Acrilamida 33,9% (concentracdo final 4,7%), Tris{HCM pH 6,8 120 mM, SDS 0,1%,
Persulfato de amdnio 0,075%, TEMED 0,07% e agueshidda

9.9.2.2.2. Gel de separacéo
Acrilamida 33,9% (concentracéo final variavel),sFHCI 2,5 M pH 8,8 400 mM, SDS 0,1%,
Persulfato de amdnio 0,075%, TEMED 0,07% e agueshidda

9.9.2.3. Tampéo de amostra para SDS-PAGE
Tris-HCI 1M pH 6,8 40 mM, SDS 1%-Mercaptoetanol 14,7 M 2,5%, glicerol 6%, azul de
bromofenol 0,005%

9.9.2.4. Tampéao de corrida para SDS-PAGE
Tris-base 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0,1%

9.9.2.5.Solucéo de Cloreto de potassio
KCI 100 mM em agua bidestilada

9.9.2.6. PBS
NaCl 137 mM; KCI 2,7 mM; N&#HPO, 7H-0 4,3 mM e KHPO; 1,5 mM pH 8,0

9.9.3. Material e equipamentos

- Fonte e cuba horizontal para eletroforese
- Fonte e cuba vertical para eletroforese
- Centrifuga Sorvafl RC 5B plus

- Membrana para dialise: Dialysis tubing cellul¢2® mm x 16 mm) (Sigma-Aldrich)
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9.10. REAGENTES PARA WESTERN BLOT (Sambrook, Fritsth & Maniatis, 1989)

9.10.1. Reagentes quimicos

- Acrilamida, GHsNO ultra pura (Invitrogen), PM: 71,08

- Alcool metilico (Vetec), CkDH, PM: 30,04

- Anti-Imunoglobulina G de camundongo e coelho agapo a enzima fosfatase alcalina 100
mg/ml (Promega)

- Azul de bromofenol (Sigm8, CigH10Brs0sS, PM: 670

- B-Mercaptoetanol P. A. ((Sigritp C;HgOs, PM: 78,13

- 5-bromo- 4-cloro-3- indolyl-phosphato (BCIP) 5@/ml em 100% dimetilformamida
(Promega).

- Cloreto de magnésio (Merck), MgCPM: 95,22

- Cloreto de sodio P.A. (Merck), NaCl, PM: 58,45

- Glicerol ultra pura (Invitrogen), CsHgOs, PM: 92,09

- Glicina (Invitrogen"), C,HsO:N, PM: 75,07

- Leite desnatado em pé (Molico)

- Marcador de peso molecular: BenchMafkrotein Ladder (Invitrogen)

- N,N’-Methylene-bis-acrylamide (Promega);HzoN20,, PM: 154,2

- Nitro blue tetrazolium (NBT) 5Qg/mL em 70% dimetilformamida (Promega)
- Persulfato de amonio (United States Biochemicap@ration), (NH),S,Og, PM: 288,2
- Polyoxyethylenesorbitan monolaurate (Tweefl)28igm&’), PM: ~1228

- Poly-L-lysine hydrobromide (Sigri p1274, PM: 80000

- Ponceau S (Sigri}, CpHiNJNa0::S,, PM: 760.57

- Sodium dodecyl sulfate (SDS), gl@H,)::0SQNa, PM: 288.38
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- TEMED (N, N, N’, N’ — tetramethylenediamine) (%ig"), CsH1eN2, PM: 116,21
- TRIS (Hidroximetil Amino Metano) (Signt3, NH,C(CH,OH)s, PM: 121,14

9.10.2. Composicao das solugoes

9.10.2.1. Acrilamida
33% Acrilamida e 0,9% N,N’-Methylene-bis-acrylamide
Dissolvido em agua bidestilada

9.10.2.2. Gel de poliacrilamida

9.10.2.2.1. Gel de empilhamento

Acrilamida 33,9% (concentracdo final 4,7%), TrisidHCM pH 6,8 120 mM, SDS 0,1%,
Persulfato de amdnio 0,075%, TEMED 0,07% e agueshidda

9.10.2.2.2. Gel de separacéo
Acrilamida 33,9% (concentracéo final variavel),sFHCI 2,5 M pH 8,8 400 mM, SDS 0,1%,
Persulfato de amdnio 0,075%, TEMED 0,07% e agueshidda

9.10.2.3. Tampéo de amostra para SDS-PAGE
Tris-HCI 1M pH 6,8 40 mM, SDS 19%-Mercaptoetanol 14,7 M 2,5%, glicerol 6%, azul de
bromofenol 0,005%

9.10.2.4. Tampéao de corrida para SDS-PAGE
Tris-base 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0,1%

9.10.2.5. Tampéao para transferéncia

Tris-base 25 mM, glicina 192 mM, alcool metilic®?2@ agua bidestilada

9.10.2.6. Corante Ponceau

Ponceau S 0,5% e acido acético glacial 1%

9.10.2.7. Tampéao de bloqueio
PBS, Tween 20 0,05% e Leite desnatado 5%



9.10.2.8. Tampéo da enzima fosfatase alcalina
Tris-HCI 100 mM pH 9,5, NaCl 100 mM e MgCh mM

9.10.3. Material e equipamentos

- Membrana Hybond-C Extra (Amersham Biosciences)
- Papel Whatman 3MM

- Fonte e cuba vertical para transferéncia

- Fonte e cuba vertical para eletroforese

- Agitador Orbit Shaker/Lab-line

119
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9.11. REAGENTES PARA IMUNOFLUORESCENCIA

9.11.1. Reagentes quimicos

- Anti-Imunoglobulina G de camundongo conjugado atiéstanato de fluoresceina
100mg/ml (Promega)

- Anti-Imunoglobulina G de coelho conjugado a igoi@nato de fluoresceina 100mg/ml
(Promega)

- Cloreto de potassio P.A. (Merck), KCI, PM: 74,56

- Cloreto de sédio P.A. (Merck), NaCl, PM: 58,45

- Fosfato de potassio monobasico P.A. (Merck) K&, PM: 136,09

- Fosfato de sédio dibasico P.A. (Vetec)NRO, 7H,0, PM: 268,07

- Glicina (Invitrogen"), C;HsO:N, PM: 75,07

- lodeto de propideo (Sigmp Co7Hzal N4, PM: 668,39

- Paraformaldeido (Sigmy (CH.O)n, PM: 30,03

- Polyoxyethylenesorbitan monolaurate (Tweefl)3@igm&’), PM: ~1228

- Poly-L-lysine hidrobromide (Sigmy, PM: 80000 P1274

- Propyl gallate (Signg, CioH1,0s, PM: 212,2

- Soro de cabra inativado

- Triton X-100 (Sigm4)

9.11.2. Composicao das solucoes

9.11.2.1. PBS
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NaCl 137 mM; KCI 2,7 mM; NgHPO, 7H20 4,3 mM e KHPO, 1,5 mM pH 8,0

9.11.2.2. Solucao de glicina
Glicina 0,1 M pH 8,6

9.11.2.3. Solucao de bloqueio
Soro de cabra 25%, tween 0,05% em PBS

9.11.2.3. Solugéo de iodeto de propideo
lodeto de propideo (1Q@y/mL) diluido 10X em PBS

9.11.3. Material e equipamentos

- Agitador Orbit Shaker/Lab-line
- Laminas para imunofluorescéncia e laminulas
- Microscopio de fluorescéncia Nikon E600 e a inmgdigital capturada pelo programa

CoolSNAP PRO cf color — Media Cybernefics
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9.12. MAPA DO VETOR pET29b (Novagen)

Xho l[158)
Naot I18g)
Eag lj1eg)
Hind Hli173)
Sal lj17s)
Sac Ip1an)
EcoR li132)
BamH lj138)
EcoR V{208
Meo [[212)
Kpn 1{233)
Byl lljz41)
Msp Wi263)
Mde 235
Xba {333

Bpul102 ljE0y

Dira M{5123)

Sgra ljdda)

Sph I{500)

Sgf (2428}
P lj2428)
Sma 4302y

- Bl I{1139)
=
o
Mru lj4085) ] T )
PET-29a(+) o StE 11[1308)
(537 1bp) KN Apa l[1335)
oo
[
=
Ecof7 I[3774) BssH [lj1538)
FAATTd)
Hpa 1831}

Al I{3542)

Bss5 {3333}

BspLU11 Ij3228) ~
Sap 3110y

Bst1107

Tthi11 |y
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T7 promoter primer #69348-3
pET upstream primer #59214-3
____..

T7 promoter lac operator Xbal rbs

AGATCGATCTCGATCCCGCGAMATTAATACGACTCACTATAGCGGAAT TETGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGA
Nde SeTag NspV
TATACATATCAAAGAAACCECTGCTGCTAAATTCGAAC

CAGCACATGGACAGCC SGGTACCCTGGT
MetLysGluThrAlaAlaAlaLysPheGluArgGInHisMetAspSerProAspleuGlyThrLeuValPr

11T
ArgG | ySer

thrombin

Fag|
Neol EcoRV BamH | EcoR | Sacl Sall Hindlll _ Notl Xhol His«Tag
ATGGCTGATATCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGE GCACTCGAGCACCACCACCAC CCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCC pET-29a(+)
MetAlahspl leGlySerGluPheGluleuArgArgGinAlalysGlyArgThrArghlaProProProProProleufrgSerGlyCysEnd

TATCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGLCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGLTGLTAACAAAGCCC pET-29b(+)
leSerAspProAsnSerSerSerValAsplysleuAlaAloAlaleuGluHisHisHisHisHisH I sEnd

GGATATCTGTGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCC pET-29c (+)

GlyTyrLeuTrplleArglleArgAlaProSerThrSerLeuArgProHisSerSerThrThrThrThrThrThrGlulleArgleuleuThriysPro
Bpu1102 |

GAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAA

T7 terminator
AACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGETCTTGAGGGETTTTTTG
-

T7 terminator primer #69337-3

Fonte: http://www.emdbiosciences.com/docs/docs/PROT/TB8If&search=%22novagen%20pET%2029a-c(%2B)%22

9.13. MAPA DO VETOR DE EXPRESSAO pTRCHis-TOPJ (Invitrogen™)

o Xpress®
ATG EBxHis Fre

ek T

pTrcHis-TOPO®
4390 bp
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-35 -10 lac operator (facO)
—— T 1 r 1
191 TGTTGACRAT TAATCATCCG GCTCGTATRA TGTGTGGAAT TGTGAGCGGA TAACAARTTTC ACRCAGGARR

rmB antitermination sequence

bl

261 CCGCT GAGARRARRGH

TGCTCTTTAA CAATTTATCA GACRATCTGT GTGGGCACTC

pTrcHis Forward priming site

gene 10 translational enhancer RBS Minicistron

- 1
331 GACCGGAATT ATCGATTAAC TTITATTATTA AARATTAAAG AGGTATATAT TA ATG TAT CGA TTA
Met Tyr Arg Leu

HisG epitope
RBS
Neo | 6xHis tag
| r 1 I
395 AAT AAG GAG GAA TAA ACC ATG GGG GGT TCT CAT C CAT CAT CAT CAT T AT
Asn Lys Glu Glu *** Met Gly Gly Ser His His s His His Gly Me

Nhe |
| Xpress™ Forward priming site
T
449 GCT AGC ATG ACT GGT GGA CAG
Ala Ser Met Thr Gly Gly Gl

Xpress™ epitope

T A
Leu Tyr Asp Asp Asp Asp

EK recognition sequence
flﬂam HI EcoRI Bst Bl H‘lndll\

| |
503 ARG GAT CCA ACC CTT] PCR NAG GG
TTC CTA GGT TGG GA|] Product TTC CCi

GAATTCA ATTCGAAGCT TGGCTGTTTT
Lys Asp Pro Thr Leu >>>

CTTAAGT TAAGCTTCGA ACCGACRARA

EK cleavage site ‘ N
pTrcHis Reverse priming site

r 1
551 GGCGGATGAG AGAAGATTTT CAGCCTGATA CAGATTAAAT CAGAACGCAG AP

mnB T, and T, transcription termination sequence

T
621 ATTTGCCTGG CGGCAGTAGC GCGG

CACCTGACCC CATGCCGAAC TCAGAAGTGA AACGCCGTAG

691 CGCCGATGGT AGTGTGGGGT GTAGGG ARCTGCC. 5> CATCARARATAR AACGRARARGGC

761 TCAGTCGRAR GACTGC TTCGTTTTAT CTGTTGTITTG TAGGACRRAT

Fonte: http://www.invitrogen.com/content/sfs/vectors/piistopo_mapvB_web.pdf
Fontéhttp://www.invitrogen.com/content/sfs/vectors/pistbpo_mcs.pdf

9.14. MAPA DO VETOR pQE31 (Qiagen)
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FIS  -lac @ - lac @ - RS aTcHEGIF
|

J’( |:-'=3|E-EI'I AC
PAEI2 -G

plaE- ¥, pGE-31,

pAaE-32

34 kk

£d EL

paE-21
Smal

Eco RIS fxHE  BomH Sphl  Sacl | Xmal Sall__ Fal Hird 11 L
ot I s [EoAT O AT oo b LI T Lo e i L TG it o T o T cTios

PEEHis spikpa

Fonte: http:/Avww.tcd.ie/Genetics/staff/Noel. Murphy/recombinanti@28%20ge4021/qiagen%20his%20tag.pdf



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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