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RESUMO 

 

Uma série de genes apresenta expressão diferenciada durante o ciclo de vida 

do Trypanosoma cruzi. A regulação dessa expressão ocorre neste parasita a 

nível pós-transcricional e pode estar sendo regulada pela modulação da 

atividade de proteínas estágio-específicas, através da modificação das 

mesmas pela ubiquitina (Ub), em um processo conhecido como ubiquitilação. 

Entretanto, este sistema ainda não é bem caracterizado em T. cruzi. Com o 

objetivo de identificar tais proteínas, o presente trabalho gerou ferramentas 

importantes para este estudo, como células de T. cruzi transfectadas que 

expressam Ub recombinante fusionada a diferentes etiquetas moleculares, 

além da produção de anticorpos para Ub de T. cruzi. Com isso, diferentes 

proteínas que interagem com o sistema foram identificadas: uma proteína 

hipotética (4764.t00006) com domínio de ligação de ubiquitina (UBA); proteínas 

ligadoras de DNA e RNA como a Alba (4859.t00001) e subunidades 

ribossomais; proteínas reguladoras do início da tradução, como o fator de 

iniciação eIF4a (8728.t00019) e a pequena proteína ligadora de GTP 

(8128.t00005) envolvida na endocitose. Dos mecanismos citados acima, todos 

são regulados pelo processo de ubiquitilação em outros organismos. Foram 

identificadas também outras proteínas cuja função ainda não foi descrita, como 

no caso de algumas proteínas hipotéticas sem domínios conhecidos 

(4718.t00003 e 8445.t00002, entre outras). Além disso, também foram 

identificadas proteínas envolvidas em processos celulares nos quais, até o 

presente momento, não é conhecido o envolvimento da ubiquitilação, como 

proteínas envolvidas em processos como ciclo de Krebs (7146.t00001), via das 

pentoses (8033.t00005), ou ainda a gluconeogênese (4917.t00002). O presente 

trabalho deu início a investigações a respeito dos mecanismos moleculares e 

biológicos da ubiquitilação em T. cruzi. A identificação de proteínas de 

interação com a ubiquitilação e dos alvos desta sinalização em T. cruzi ganha 

importância para a compreensão do mecanismo de regulação da expressão 

gênica neste protozoário patogênico. 
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ABSTRACT 

 

Several genes present differential expression through the life cycle of the 

protozoan Trypanosoma cruzi. Regulation of this expression occurs in this 

parasite at the post-translacional level and may be regulated by the modulation 

of the activity of stage-specific proteins, through their modification by ubiquitin 

(Ub), in a process known as ubiquitination. However, this system is still poorly 

characterized in T. cruzi. Aiming the identification of these proteins, the present 

work has generated some important tools for this study, such as transfected T. 

cruzi cells that express recombinant Ub fused to different molecular tags, 

besides the production of antibodies against T. cruzi Ub. In this way, different 

proteins that Interact with the ubiquitination process could be identified: an 

hypothetical protein (4764.t00006) with an ubiquitin-binding domain (UBA); DNA 

and RNA binding proteins, such as Alba (4859.t00001) and ribosomal subunits; 

proteins that regulate the translation initiation, such as the initiation factor eIF4a 

(8728.t00019) and a small GTP-binding protein (8128.t00005) from the 

endocytic pathway. All above-mentioned mechanisms are regulated by the 

ubiquitination process in other organisms. We have also identified other 

proteins with still not described function, such as some hypothetical proteins 

with no known domains (4718.t00003 and 8445.t00002, among others). 

Furthermore, we have also identified proteins involved in cellular processes 

where, up to now, no ubiquitination is known to occur, such as proteins involved 

in the Krebs cycle (7146.t00001), in the pentoses pathway (8033.t00005), or 

even the gluconeogenesis (4917.t00002). The present work has initiated 

investigations on the molecular and cellular mechanisms of ubiquitination in this 

primitive organism. Identification of ubiquitin-interacting proteins and of targets 

for this signalization in T. cruzi will help to understand the mechanism of 

regulation of gene expression in this pathogenic protozoan. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Trypanosoma cruzi e a Doença de Chagas 

 

 O Trypanosoma cruzi é um protozoário flagelado membro da família 

Trypanosomatidae, ordem Kinetoplastida (Chagas, 1909). Este organismo tem 

sido foco de diversos estudos, pois, além de ser o agente causador da Doença 

de Chagas, ele pertence a um dos grupos mais antigos dos eucariotos – 

Euglenozoa –, tornando-se um excelente modelo parasitário de estudo.  

Estudos recentes indicam que, 100 anos após sua descoberta, a Doença 

de Chagas ainda acomete cerca de 7,6 milhões de indivíduos na América 

Latina (WHO, 2007) e não existe profilaxia eficiente por vacinação ou 

tratamento quimioterápico efetivo. 

A forma natural, e a principal, de transmissão da doença é a vetorial, 

ocorrendo através das fezes de insetos hematófagos, da família Reduviidae, 

contaminados, em especial o Triatoma infestans – conhecido popularmente 

como barbeiro –, que ao fazer o repasto sanguíneo acaba liberando em suas 

fezes as formas infectivas do parasita (Brener, 1973). Diversas medidas foram 

tomadas na tentativa de erradicar o Triatoma infestans – principal vetor 

domiciliar da doença –, o que resultou na diminuição desta forma de 

transmissão. Porém, além de outras espécies de vetores antes considerados 

secundários na transmissão ocuparem o lugar do T. infestans, outras formas de 

transmissão tornaram-se conhecidas. A trasmissão por transfusão sanguínea 

ganhou grande importância epidemiológica após a migração de indivíduos 

infectados para os centros urbanos (Coura e cols., 1966; Rohwedder,1969). 

Além disso, ainda existem relatos de transmissão congênita (Schenone e cols., 

1987), através do leite materno (Medina-Lopes, 1983), acidentes laboratoriais 

(Brener, 1979) e por contaminação via oral (Amato Neto e cols., 2000).  

A doença de Chagas se manifesta em duas fases distintas. A fase aguda 

da doença, quando sintomática, caracteriza-se por parasitemia elevada, febre, 

mal-estar, cefaléia, adenopatia, edema cutâneo, disfunção cardíaca, 

hepatomegalia e esplenomegalia. A letalidade dessa fase pode ser em 
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decorrência de meningoencefalite e insuficiência cardíaca (Rassi e cols, 2000). 

Os casos agudos não tratados podem evoluir para fase crônica, onde a maioria 

dos pacientes é assintomática (forma crônica indeterminada), e outros 

manifestam distúrbios cardíacos e digestivos, como megacólon (forma crônica 

determinada) (Dias, 2000). A doença crônica tem como importante 

manifestação a dilatação congestiva do coração que pode ocorrer anos após a 

infecção aguda. 

Do ponto de vista epidemiológico, as formas crônicas determinadas são 

as que causam os maiores impactos médico-sociais, particularmente a 

cardiopatia crônica, com a conseqüente perda de produtividade, impedimento 

ao trabalho, comprometimento de órgãos vitais, podendo acarretar óbito. 

Muitos casos de formas crônicas determinadas apresentam uma evolução 

muito lenta, compatível com muitos anos de vida. No entanto, muitos casos, 

principalmente as cardiopatias chagásicas, acabam tendo uma evolução grave, 

com comprometimento cardíaco, sobrevindo a morte por insuficiência cardíaca, 

arritmias graves e, também, por tromboembolismos (Puigbó e cols, 1993; 

Guimarães, 1997). 

As drogas nifurtimox e benzonidazol têm sido usadas no tratamento da 

Doença de Chagas, porém são drogas que apenas são eficazes na fase aguda 

da doença, além disso, causam sérios efeitos colaterais e existem evidências 

de parasitos resistentes a ambos compostos (Filardi e Brener, 1987). 

 

1.2 Ciclo de Vida do T. cruzi 

 

O T. cruzi parasita dois hospedeiros, um inseto e um mamífero. Este 

protozoário possui um ciclo de vida complexo, caracterizado pela alternância 

entre formas replicativas e infectivas que variam de acordo com estímulos 

recebidos dos diferentes microambientes habitados (Figura 1).  

O ciclo de vida deste organismo pode ser classificado em silvestre, 

peridomiciliar e domiciliar, conforme os hábitos de seus hospedeiros (Forratini, 

1980). No ciclo silvestre, o T. cruzi circula entre triatomas e reservatórios 

silvestres, como roedores, marsupiais e outros animais silvestres (Barreto, 

1979).   
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O ciclo domiciliar depende de muitos fatores ecológicos e 

antropológicos, mas em grande parte ocorre devido ao deslocamento de 

colônias de insetos vetores de seus ambientes naturais para o ambiente 

doméstico, tais como fendas de construções de barro principalmente em áreas 

rurais, fazendo do homem um reservatório natural do T. cruzi (Barreto, 1979). 

O ciclo peridomiciliar ocorre devido à livre circulação, nas residências, de 

mamíferos como roedores, cães, gatos e marsupiais e também pela atração de 

triatomíneos silvestres às casas pela luz e alimento. Deste modo, há uma 

dinâmica interação entre os ciclos silvestre e doméstico (Schmuñis, 2000). 

No hospedeiro invertebrado, o ciclo biológico do T. cruzi se inicia no 

repasto sanguíneo com a ingestão de tripomastigotas presentes no sangue do 

mamífero infectado do qual o inseto está se alimentando. Após alguns dias as 

formas tripomastigoas ingeridas diferenciam-se em formas epimastigotas no 

estômago do inseto vetor, estas por sua vez migram para o intestino médio e 

se multiplicam por fissão binária. A intensa replicação de epimastigotas resulta 

no aumento significativo da população de parasitas no intestino do inseto e, 

como conseqüência, diminue a disponibilidade de nutrientes. Tais condições 

levam ao estresse do parasita, que faz os mesmos se aderirem ao epitélio do 

intestino posterior do triatomíneo para então se diferenciarem nas formas 

tripomastigotas metacíclicas. Durante seu novo repasto sanguíneo, o barbeiro 

elimina juntamente com as fezes algumas formas epimastigotas não 

diferenciadas e as formas tripomastigotas metacíclicas que, em contato com 

ferimentos - como o da picada do inseto - ou com a mucosa do mamífero, 

levam à infecção do mesmo (Brener, 1979; De Souza, 1984; Revisto por Tyler 

& Engman, 2001). O processo de diferenciação de formas epimastigotas 

replicativas para tripomastigotas metacíclicas infectivas é conhecido por 

metaciclogênese. 

As formas metacíclicas acabam por penetrar a célula hospedeira, 

formando o vacúolo parasitário onde se inicia a diferenciação em formas 

amastigotas, que rompem o vacúolo e se proliferam no citoplasma da célula. A 

grande densidade intracelular de parasitas leva a uma nova diferenciação, 

desta vez para formas tripomastigotas sanguíneas, as quais rompem a célula e 

são liberadas no sangue, juntamente com formas intermediárias e amastigotas, 

onde podem invadir novas células ou serem ingeridas pelo barbeiro em seu 
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repasto sanguíneo, fechando o ciclo (Brener, 1979; De Souza, 1984; Revisto 

por Tyler & Engman, 2001). A amastigogênese consiste na diferenciação de 

formas tripomastigotas metacíclicas em formas amastigotas replicativas, na 

célula do hospedeiro vertebrado.  

A metaciclogênese e a amastigogênese podem ser reproduzidas in vitro 

(Contreras e cols.,1985, Contreras e cols., 2002), o que possibilita o estudo das 

formas intermediárias nas diferentes fases de diferenciação. As notáveis 

modificações morfológicas, metabólicas e comportamentais do T. cruzi durante 

a metaciclogênese, fizeram desse processo um modelo escolhido para ser 

estudado por nossa equipe no Instituto Carlos Chagas – ICC –, uma vez que o 

estudo dos mecanismos envolvidos na diferenciação, sobretudo para formas 

infectivas, pode contribuir para o controle da doença e de sua transmissão. 

 

Figura 1: Ciclo de vida de T. cruzi 
(modificado de www.dpd.cdc.gov/dpdx) 

 

1.3 Genoma e expressão gênica em T. cruzi 

 

Os tripanossomatídeos possuem características peculiares na sua 

organização genômica: 20 a 25% de todo o conteúdo de DNA está condensado 
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no cinetoplasto, uma estrutura típica da ordem Kinetoplastida localizado em 

uma porção de sua mitocôndria única. O DNA do cinetoplasto (kDNA) é 

organizado em maxicírculos e minicírculos – 40-50 maxicírculos de 22 a 28 kb 

que correspondem ao DNA mitocondrial dos eucariotos e 5.000-10.000 

minicírculos de aproximadamente 1,5 kb com seqüências altamente variáveis 

(Revisto por Shapiro e Englund, 1995; Silveira, 2000). Os maxicírculos contêm 

genes codificadores de RNA ribossomal e de proteínas mitocondriais. Os 

minicírculos não contém genes codificadores de proteínas, seus genes geram 

transcritos conhecidos por RNAs guias que estão envolvidos na edição de RNA 

(Schnaufer e cols, 2001; Simpson e cols, 2000)   

A estrutura e organização cromossômica nos tripanossomatídeos 

também possuem suas particularidades: os cromossomos não se condensam 

durante a divisão celular, tornando difícil a visualização de cromossomos 

metafásicos e de estimar o número exato dos mesmos nos membros deste 

grupo (Vickerman e Tetley, 1977). Através de técnicas de eletroforese de 

campo pulsado e hibridação teloméricas (Schwartz e Cantor, 1984) foi possível 

identificar bandas cromossômicas nestes parasitas. O genoma nuclear do T. 

cruzi consiste, em média, de 43 a 50 Mb de DNA distribuídos entre 30 a 40 

bandas cromossômicas que apresentam tamanhos de 0,45 a 4,0 Mb. 

O T. cruzi apresenta em seu genoma longas unidades de transcrição 

policistrônica, com vários genes agrupados sequencialmente, os quais, em 

geral, não apresentam nenhuma relação funcional entre eles (Ullu e Tschudi, 

1995; Johnson e cols., 1987; Kooter e cols., 1987). Em geral não ocorrem 

introns em seus genes, o processamento do transcrito policistrônico para gerar 

mRNA maduro monocistrônico  é realizado através de trans-splicing e 

poliadenilação. O processamento por trans-splicing ocorre com a finalidade de 

inserir na extremidade 5‟ de moléculas de RNA codificadoras de proteína uma 

sequencia de RNA de 39-41 nucleotídeos conhecida como mini-exon ou 

spliced leader RNA (SL-RNA) (Vanhamme e Pays, 1995; Teixeira, 1998). O 

gene codificador de ubiquitina (Ub) está entre um dos exemplos de transcrição 

policistrônica, sendo encontrado em T. cruzi na mesma unidade policistrônica 

do gene codificador para calmodulina (Chung e Swindle, 1990). 

São descritos em T. cruzi apenas promotores para RNA polimerase I e o 

promotor do gene do mini-éxon, que é transcrito por uma RNA polimerase II 
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(Dietrich e cols., 1993; Nunes e cols., 1997). Os genes que codificam as três 

RNA polimerases clássicas de eucariotos foram descritos nos 

tripanossomatídeos (revisto por Vanhamme e Pays, 1995; Lee e Van der 

Ploeg, 1997). Todavia o desconhecimento de promotores para RNA polimerase 

II em genes que codificam proteínas, o fato de proteínas originadas do mesmo 

transcrito policistrônico poderem apresentar padrões de expressão diferentes e 

por existir uma expressão gênica estágio-específica durante a diferenciação do 

T. cruzi geram evidências de que a regulação da expressão gênica acontece 

ao nível pós-transcricional neste organismo (Revisto por Teixeira e DaRocha, 

2003). Sendo assim, acredita-se que os genes de T. cruzi são continuamente 

transcritos, e a regulação deve ocorrer no transporte seletivo de mRNA para o 

citoplasma, ou na estabilidade do mRNA ou mesmo pela mobilização 

polissomal diferencial dessas moléculas, selecionando os mRNA que devem 

ser transcritos em momentos específicos do ciclo (Ávila e cols, 2001; 

Dallagiovanna e cols, 2001; Fragoso e cols, 2003). Um dos mecanismos de 

regulação da expressão gênica ao nível pós-traducional conhecido em 

eucariotos é a ubiquitilação, que consiste na marcação de proteínas-alvo por 

moléculas de Ub, encaminhando-as a diferentes destinos, entre eles a 

degradação.  

Em 2005 o seqüênciamento do genoma de T. cruzi, T. brucei e 

Leishmania major foi realizado através de um consórcio internacional (El-Sayed 

e cols., 2005). O genoma do clone CL Brener foi seqüenciado usando a 

estratégia WGS (whole genome shotgun) com cobertura de 14x, indicando a 

existência de 22570 genes codificadores de proteínas, dos quais 12570 

representam pares de alelos. Foi possível atribuir função a 50.8% dos genes 

codificadores de proteínas preditos com base em resultados de similaridade 

com proteínas já caracterizadas ou na presença de domínios funcionais 

característicos (El-Sayed e cols., 2005). Os dados sobre a porção montada e 

anotada do genoma de T.cruzi, encontram-se disponíveis no site 

www.genedb.org.  

 

 

 

http://www.genedb.org/
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1.4 Proteínas modificadoras 

 

 Atualmente, a principal família de proteínas conhecidas por modificarem 

outras proteínas é a família das ubiquitinas (Ub). Esta família se divide em 2 

grupos relativamente distintos: um grupo constituído pela própria ubiquitina, e 

outro grupo que abrange as demais proteínas modificadoras, conhecidas como 

Ub-like (proteínas semelhantes à Ub). 

 

1.4.1 Ubiquitina 

 A Ub é uma proteína globular que apresenta 76 resíduos de 

aminoácidos e massa molecular equivalente a 8,5 kDa (Fig 2A). Ela foi 

identificada por G. Goldstein e colaboradores como uma proteina, até então de 

função desconhecida, altamente conservada em diferentes organismos – 

células animais, leveduras, bactérias e plantas superiores – e foi nomeada por 

eles como UBIP – do inglês, ubiquitous immunopoietic polypeptide – pois 

estava relacionada com a indução da diferenciação de células B (Goldstein e 

cols., 1975). Em seu trabalho seguinte, Goldstein passa a nomear esta proteína 

como ubiquitina (Goldstein e Schlesinger, 1975). 

 Em eucariotos a ubiquitina é expressa em 3 diferentes precursores: 

polímeros de poliubiquitinas (Sharp e Li, 1987) e outras 2 moléculas, UbL40 e 

UbS27, que são ubiquitinas fusionadas a polipeptídeos ribossomais, L40 e S27 

respectivamente (Baker e Board, 1991). Estes precursores são clivados por 

endopeptidases específicas, gerando moléculas idênticas de ubiquitinas, que 

são utilizadas no processo de sinalização protéica.  

 A primeira proteína citada por ser modificada por ubiquitina foi a histona 

2A (Goldknopf e Busch, 1977) preferencialmente em seu sítio ativo, sugerindo 

um papel na regulação transcricional (Levinger e Varshavsky, 1982). Outro 

caso relatado especulava uma possível função na meia-vida / degradação de 

globinas modificadas por ubiquitina (Ciechanover e cols., 1978). Finalmente, na 

década de 80, trabalhos demonstraram o envolvimento da ubiquitina na 

degradação seletiva de proteínas (Hershko e cols., 1980; Ciechanover e cols., 

1980; Wilkinson e cols., 1980). 
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 A atribuição do prêmio Nobel em Química de 2004 para I. Rose, A. 

Ciechanover e A. Hershko pela contribuição na descoberta da proteólise 

mediada por ubiquitina, gerou um grande interesse da comunidade científica 

em estudar esta modificação e suas funções na célula. Com o avanço da 

ciência e a intensa investigação do papel desta ubíqua proteína, diversos 

estudos vêm mostrando o envolvimento direto da ubiquitina em quase todos os 

processos celulares, regulando os destinos e funções de inúmeras proteínas. 

 

1.4.2 Proteínas semelhantes à ubiquitina (Ub-like) 

 Desde a descoberta da Ub, inúmeras pequenas proteínas relacionadas à 

Ub e conhecidas como Ub-like têm sido descritas (Tabela 1). Tais proteínas 

não possuem necessariamente alta similaridade entre suas sequências, porém 

sua estrutura tridimensional é basicamente a mesma (Fig. 2). O modo de 

ligação entre as Ub-like e seus alvos é bem semelhante, envolvendo o resíduo 

de glicina carboxi-terminal (C-terminal) da Ub-like. Igualmente, todas estas 

proteínas precisam de enzimas ativadoras, conjugadoras e ligadoras de Ub-like 

(Hochstrasser, 2000). 

 

 

Figura 2. Representação da estrutura da família de Ub/Ub-like.  
(A) Ubiquitina (Vijay-Kumar e cols., 1987); (B) Nedd8 (Whitby e cols., 1998); (C) SUMO-1 
(Bayer e cols., 1998); (D) ThiS (Wang e cols., 2001). Fonte: Pickart e Eddins, 2004. 
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Ub-like Identidade  

com Ub  

Função Referências 

NEDD8 

 

58% Regulação de E3, regulação transcricional de p53, 

degradação por proteassomo 

-Hori e cols, 1999 

-Wu e cols, 2005 

-Xirodimas e cols, 2004 

SUMO 18% Controle da localização, função e  estabilidade de 

proteínas, antagonista da ubiquitilação, regulação 

da transcrição 

-Gill, 2004 

-Johnson, 2004 

SUMO-2  

SUMO-3 

16% Regulação transcricional e de progreção do ciclo 

celular 

-Eaton e Sealy, 2003 

-Azuma e cols, 2003 

ISG15 29,37% Regulador da resposta imune relacionada a IFN, 

crescimento e diferenciação celular 

-Giannakopoulos e cols, 2005 

-Zhao e cols, 2005 

FAT10 29,36% Degradação por proteassomo, checagem na 

montagem do fuso (ciclo celular)  

-Raasi e cols, 2001 

-Hipp e cols, 2005 

FUB1 37% Ativação de células T -Nakamura e Tanigawa, 2003 

UBL5 22% Splicing de pré-RNA -Wilkinson e cols, 2004 

-Luders e cols, 2003 

URM1 12% Resposta a estresse oxidativo, via TOR de 

sinalização 

-Goehring e cols, 2003 

ATG8 10% Autofagia -Ichimura e cols, 2000 

ATG12 17% Autofagia -Mizushima e cols, 1998 

UFM1 16% Resposta ao estresse endoplasmático -Komatsu e cols, 2004 

Tabela 1: Ub-like conhecidas em humanos.  
A tabela mostra a porcentagem de identidade de cada Ub-like com a Ub de humanos e suas 
respectivas funções na célula. ISG15 e FAT10 possuem dois domínios de Ub cada, por isso 
possuem 2 valores diferentes de identidade com Ub. Adaptado de Welchman e cols, 2005. 

 

A maioria das Ub-like, assim com a Ub, é expressa como precursores 

inativos, que necessitam de processamento por proteases específicas para 

expor o sítio di-glicina necessário para a conjugação ao substrato. 

 Cada membro da família das Ub desempenha uma função diferente na 

célula, por isso, com a utilização destas proteínas, a célula pode criar 

diferentes tipos de modificações, as quais podem ser reconhecidas por 

diferentes reguladores, controlando inúmeros processos celulares. 

Apesar de bactérias não possuirem proteínas funcionalmente análogas à 

Ub ou Ub-like, elas apresentam proteínas que compartilham a estrutura da 

família das Ub, essas proteínas são ThiS (Fig. 2D) e MoaD, que são 

facilitadoras da inserção de enxofre nos co-fatores orgânicos tiamina e 

molibdopterina, respectivamente, e o sistema de ativação destas moléculas é 

similar ao sistema de ubiquitilação, porém, essas proteínas não se ligam 
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covalentemente ao substrato para modificá-los, e sim facilitam a inserção de 

enxofre nos mesmos (revisto por Hochstrasser, 2000). 

Existem ainda proteínas que possuem domínios Ub, mas não são 

modificadoras de outras proteínas, pois não possuem a capacidade de se ligar 

covalentemente aos substratos de ubiquitilação. Este é o caso da parkina, uma 

enzima ligadora de Ub (E3) que possui o domínio Ub para ser reconhecida por 

um motivo de interação com Ub (UIM) da proteína eps15, a qual é ubiquitilada 

no momento da interação com a parkina (Woelk e cols, 2006).  

 

1.5 Processo de modificação / ubiquitilação 

 

Um dos mecanismos de regulação pós-traducional conhecido em 

eucariotos é a ubiquitilação, que consiste na marcação de proteínas-alvo por 

moléculas de Ub, encaminhando-as a diferentes destinos, sendo os mais 

conhecidos: ativação ou inativação da proteína marcada, mudança de 

localização ou função e degradação. Este processo, bem como seus 

componentes, foi descrito pela primeira vez em 1983 (Hershko e cols., 1983) 

A ligação covalente de Ub – ubiquitilação – ocorre entre um resíduo de 

lisina do alvo protéico e um resíduo de glicina C-terminal da ubiquitina, este 

processo é dependente de ATP. A ubiquitilação de proteínas (Figura 3) envolve 

três principais enzimas: enzima ativadora de Ub (E1), enzima conjugadora de 

Ub (E2) e enzima Ub ligase (E3) (Revisto por Hershko e Ciechanover, 1998; 

Ciechanover, 1998), além de fatores extensores de cadeia - E4 - (Hoppe, 2005) 

e as enzimas desubiquitiladoras (DUB) (revisto por Kim e cols., 2003). 

A enzima E1 inicialmente faz a adenilação da extremidade C-terminal da 

Ub para, então, formar uma ligação tioéster entre o resíduo de cisteína 

catalítico da E1 e a extremidade C-terminal da Ub, em uma reação dependente 

de ATP (Haas e Rose, 1982). Em seguida, a Ub ativada é passada para o 

resíduo de cisteína contido no sítio ativo de uma E2, formando uma ligação 

tioéster. A E2 possibilita o encontro entre a Ub ativada e o substrato protéico e, 

juntamente com uma E3, forma uma ligação isopeptídica entre um resíduo de 

glicina na extremidade C-terminal da Ub e um resíduo de lisina do substrato, 
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embora existam evidências de ubiquitilação de resíduos amino-terminais de 

algumas proteínas alvos (Revisto por Ciechanover e Ben-Saadon, 2004). 

 

 
Figura 3. O processo de modificação de proteínas por pequenas proteínas Ub e Ub-like.  
Primeiramente os precursores de Ub/Ub-like precisam ser processados por proteases 
específicas para expor o resíduo de glicina carboxi-terminal. A Ub/Ub-like é então ativada pele 
E1, carregada pela E2 até a E3, que juntas fazem a ligação da Ub/Ub-like ativada ao substrato 
(S). Este processo é reversível devido a ação de proteases específicas, como as DUBs. 
Adaptado de Kerscher e cols, 2006. 

 

O processo de ubiquitilação pode ocorrer de três formas: 

monoubiquitilação, pluriubiquitilação ou poliubiquitilação que direcionam a 

proteína modificada a destinos diferentes (Revisto por Weissman, 2001, 

Welchman e cols., 2005). 

A monoubiquitilação é a ligação de uma única Ub ao alvo protéico. 

Diversas funções celulares são relacionadas a essa modificação (Revisto por 

Hicke, 2001), tais como mudança de atividade ou localização da proteína 

marcada (Haglund e Dikic, 2005), sinal para internalização de proteínas no 

processo de endocitose (Hicke e Dunn, 2003), para degradação via lisossomo 

(Hicke, 2001) e para a regulação da transcrição pela modificação de histonas e 

fatores de transcrição (Daniel e cols., 2004; Hoege e cols., 2002; revisto por 

Muratani e Tansey, 2003). 



 12 

A ligação de uma única Ub a diversos resíduos de lisina da proteína alvo 

é conhecida como pluriubiquitilação e também está envolvida em processos 

celulares, como a internalização de proteínas de membrana (Horak e Wolf, 

2001; revisto por Mukhopadhyay e Riezman, 2007). 

A poliubiquitilação consiste na adição de uma cadeia de Ubs ligada à 

proteína alvo. A cadeia de poliubiquitinas é formada a partir da ligação entre 

um dos 7 resíduos de lisina existentes na Ub já ligada ao substrato e o resíduo 

de glicina C-terminal da Ub a ser acoplada à cadeia. A função mais conhecida 

e mais estudada da poliubiquitilação de substratos protéicos é a proteólise 

mediada pelo proteassomo 26S (revisto por Glickman e Ciechanover, 2002), o 

qual reconhece o sinal gerado pela polimerização de Ub ligadas pelo resíduo 

de lisina 48 (K48) da Ub previamente ligada ao substrato, apesar de existirem 

diversos estudos mostrando a capacidade do proteassomo de reconher e 

degradar outras modificações por ubiquitilação, como a monoubiquitilação 

(Boutet e cols., 2007), e cadeias formadas pela ligação de lisinas 11 ou 63 – 

K11 e K63 – (Baboshina e Haas, 1996; Hofmann e Pickart, 2001). A 

possibilidade de formar cadeias de poliubiquitinas entre lisinas diferentes, 

permite a geração de uma vasta diversidade de sinais na célula, por exemplo, a 

formação de cadeia de ubiquitinas ligadas pelas lisinas 11, 29 e 63 são 

sinalizações envolvidas na endocitose, reparo de DNA, regulação da função de 

ribossomos. Outra maneira de gerar sinalizações ainda mais complexas é a 

formação de cadeias de poliubiquitinas ramificadas, que ainda não se sabe ao 

certo qual a sua função, mas existem evidências do seu envolvimento na 

regulação da atividade de E3 (revisto por Woelk e cols., 2007). 

Além da função proteolítica da cadeia de poliubiquitinas, outras funções 

não-proteolíticas são evidenciadas para esse tipo de modificação, como a 

regulação do fator de transcrição Met4, através da modificação por cadeia de 

poliubiquitinas ligadas por K48 (Flick e cols., 2004), e reparo de DNA através 

da modificação de antígenos nucleares de ploriferação celular (PCNA) – uma 

proteína que bloqueia o deslizamento da DNA-polimerase, envolvida na síntese 

e reparo de DNA – (Hoege e cols., 2002). 

A utilização de Ub-like na modificação de proteínas é outra forma de 

obter diferentes sinalizações e consequentemente diferentes funções, como já 

mencionado anteriormente. Cada Ub-like possui sua própria maquinaria de 
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conjugação, que pode ser compartilhada com outros membros da família de 

Ub, mas geralmente é exclusiva. Também possuem proteínas de interação 

diferentes, controlando diversos processos celulares. Quase todas as Ub-like 

são conjugadas à proteína alvo como monômeros, pois são incapazes de 

formar cadeias, com exceção da família de proteínas modificadoras SUMO 

(small ubiquitin related modifier): seus membros SUMO-2 e SUMO-3 podem 

formar cadeias. 

 

1.6 Componentes da via de ubiquitilação / modificação 

 

1.6.1 Enzima ativadora de Ub (E1) 

 A atividade da E1 foi descrita pela primeira vez por Hass e Rose em 

1982. A E1 é uma enzima essencial para a ubiquitilação, uma vez que esta 

promove a ativação da Ub/Ub-like para poder ser utilizada no processo de 

modificação protéica. O resíduo de glicina C-terminal da Ub/Ub-like é ativado 

pela E1 na presença de ATP e Mg2+. Inicialmente ocorre a formação 

intermediária de um adenilato de Ub/Ub-like, o qual serve de doador desta 

Ub/Ub-like para um grupo sulfidril de um resíduo de cisteína da E1, o sítio ativo 

da E1. Há o consumo de uma molécula de ATP, sendo liberado AMP e 

pirofosfato (Pickart, 2001). Esta E1 contendo uma Ub/Ub-like ativada em seu 

sítio cisteína pode promover a adenilação de outra Ub/Ub-like livre (Nalepa et 

al., 2006). 

 Cada membro da família das Ub possui uma E1 específica, esta 

especificidade é importante, pois a E1 também reconhece e transfere a Ub/Ub-

like para uma E2 específica, assegurando uma correta sinalização e destino 

(Lee e Schindelin, 2008). A preferência de E1 por membros da família de Ub 

particulares provém do resíduo aminoacítico existente na posição 72 da E1, 

que é uma arginina quando se trata da Ub, uma alanina no caso de NEDD8 e 

uma glutamina ou glutamato para SUMO (Bohnsack e Haas, 2003; Walden e 

cols., 2003; Whitby e cols., 1998). 

 Todas as E1 de eucariotos possuem 2 repetições de um domínio que 

ligam à Ub/Ub-like específica e ATP e são os responsáveis pela adenilação da 
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Ub/Ub-like (Lake e cols., 2001; Lois e Lima, 2005). Outro domínio encontrado 

em E1 é o domínio ativo da enzima, que contém o resíduo de cisteína. Um 

terceiro domínio encontrado é o domínio de recrutamento de E2, conhecido 

como “ubiquitin-fold domain” – UFD – (Huang e cols., 2005; Lois e Lima, 2005). 

 A E1 de algumas Ub-like são conhecidas: A Uba2 (E1) é responsável 

pela ativação das SUMO, Uba3 (E1) pela ativação de Nedd8, UbeL1 (E1) pela 

ativação de ISG15, Atg7 (E1) é responsável pela ativação tanto de Atg8 quanto 

de Atg12, a Uba4 (E1) faz a ativação da Urm1 e a Uba5 (E1) ativa a UFM1. As 

E1 responsáveis pelas Ub-like Fat10, FUBI e Hub1 ainda não foram 

caracterizadas. 

Na maioria dos eucariotos apenas um tipo de E1 é responsável pela 

ativação da Ub, a Ube1/Uba1. Recentemente foi descoberta em humanos um 

segundo tipo de E1 para Ub, com aproximadamente 40% de similaridade com 

a Ube1, nomeada Uba6 (Jin e cols, 2007). Ube1 e Uba6 possuem preferência 

por E2 diferentes, distinção esta que é possível pela seqüência do domínio 

UFD diferente, encontrado em cada E1. 

   

1.6.2 Enzima conjugadora/carreadora de Ub (E2) 

 A E2 é também outra família de enzimas de grande importância para a 

conjugação de Ub, pois é neste nível do processo onde a especificidade do 

sistema pelo substrato começa a atuar. 

 As E2, devido sua maior especificidade pelo substrato, são mais 

numerosas que as E1. Em Saccharomyces cerevisiae foram encontrados 13 

genes codificadores de E2 (Ubc1-Ubc13), das quais duas são E2 de SUMO e 

Nedd8, a Ubc9 e Ubc12 respectivamente (Hochstrasser, 1996).  

 Todas as E2 possuem um domínio conservado de aproximadamente 

150 resíduos de aminoácidos, conhecido como domínio UBC (do inglês, Ub 

carrier) que contém o resíduo de cisteína necessário para a ligação tio-éster 

com a Ub e possui aproximadamente 35% de similaridade entre os membros 

desta família. As E2 podem ser divididas em 3 grupos de acordo com sua 

estrutura: a classe I é constituída unicamente de 1 domínio UBC, a classe II 

que contém uma extensão C-terminal e a classe III que possui uma extensão 

N-terminal. Possivelmente tais extensões são importantes para a interação com 
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E3 (Pickart, 2001), apesar das enzimas da classe I também apresentarem 

interação com E3. 

Geralmente o processo de ligação da Ub no substrato utiliza as enzimas 

E1, E2 e E3, sendo a última a responsável pela ligação da Ub na proteína alvo. 

Porém, estudos recentes têm demonstrado a existência de ubiquitilação de 

proteínas sem o envolvimento das E3 (Hoeller e cols, 2007). Além disso, em 

2003 já havia a sugestão de que as E2 eram capazes de catalisar a ligação 

covalente entre a Ub e o substrato através de um resíduo de asparagina 

altamente conservado, resíduo este que era essencial para a formação desta 

ligação isopeptídica, mas não para a ligação entre a Ub e a E2 e entre a 

E2+Ub e a E3 (Wu e cols, 2003). 

  

1.6.3 Enzima ligadora de Ub / Ub ligase (E3) 

  As Ub ligases, ou E3, conferem a especificidade do processo de 

ubiquitilação ao substrato. Devido este fator os membros existentes nesta 

família de enzimas são bastante numerosos, existindo centenas de E3 preditas 

através da busca por domínios conhecidos que as constituem. Além disso, elas 

apresentam uma grande variedade entre os seus componentes. 

 As E3 ligam-se ao mesmo tempo à E2 conjugada à Ub e ao substrato. 

Até o momento foram caracterizadas 3 classes de E3 com base em seus 

domínios de interação com substratos e/ou E2. As primeiras duas classes 

descritas foram HECT (Huibregtse e cols., 1995), e RING finger (Jackson e 

cols., 2000). Outra classe descrita recentemente é a U-box (Aravind e Koonin, 

2000). Essas três classes são mecânica e estruturalmente distintas entre si. 

 O domínio HECT (do inglês, Homologous to E6-acessory protein 

Carboxy Terminus) é constituído de uma sequência de 350 resíduos de 

aminoácidos que contém um resíduo de cisteína conservado, o qual forma uma 

ligação tio-éster com a Ub antes de transferi-la ao substrato protéico 

(Huibregtse e cols., 1995). Este domínio foi descoberto em linhagens de 

papillomavirus humano oncogênicas, as quais codificam proteínas 

responsáveis pela inativação da proteína supressora de tumor p53, estas 

proteínas são a E6 e a proteína associada a E6 (E6-AP). A E6-AP é uma E3, e 

a proteína E6 atua como um adaptador entre a E6-AP e p53, possibilitando a 



 16 

ubiquitilação da última (Scheffner e cols, 1993). A caracterização da E6-AP 

levou à identificação de uma família de proteínas relacionadas à ela, as quais 

possuíam o mesmo domínio HECT (Huibregtse e cols., 1995).  

Ao domínio RING finger (do inglês, Really Interesting New Gene) era 

atribuído um papel na dimerização de proteínas no início da década de 90. 

Mais tarde, estudos começam a relatar o envolvimento desses domínios na 

ubiquitilação de proteínas (Lorick e cols, 1999). Este domínio permite, devido à 

presença das cisteínas e histidinas, a contenção de dois átomos de zinco numa 

conformação espacial característica, cross-brace. Diferente das E3-HECT, as 

E3-RING finger não se ligam à Ub/Ub-like, e sim atuam como facilitadoras da 

interação entre as E2 e o alvo protéico (Hatakeyama e cols., 2001). Esta é a 

classe de E3 mais numerosa, e ela se divide em 2 subgrupos: as RING finger 

simples, composta de apenas uma unidade protéica, e os complexos de 

multicomponentes organizados por várias subunidades protéicas (Robinson e 

Ardley, 2004). Um membro do subgrupo de RING-finger simples é a N-recognin 

ligase que regula o processo de ubiquitilação N-terminal (do inglês, N-end rule) 

(Mogk e cols, 2007). As E3-RING finger que atuam em complexos são as SCF 

(Skp1/Cullin/F-box/Rbx1/2), e as APC/C (do inglês, anaphase-promoting 

complex/cyclosome). 

As E3-U-box são RING finger modificadas, que não possuem os 

resíduos de cisteína e histidina característicos e consequentemente não ligam-

se a íon metálicos. A estrutura deste domínio mantém-se graças à uma rede de 

ligações intra-moleculares de hidrogênio (Ohi e cols., 2003). Elas foram 

inicialmente classificadas como E4 (Hatakeyama e cols., 2001), pois também 

são responsáveis pela extensão da cadeia de poliubiquitinas. 

 

1.6.4 Enzima de-ubiquitinadora (DUB) 

 A ubiquitilação de substratos protéicos é um processo reversível devido 

à atuação de enzimas que desfazem esta modificação, enzimas estas 

conhecidas como de-ubiquitinadoras (DUB) ou proteases específicas de Ub-

like (ULP). 

 Dentre as funções atribuídas ao processo de de-ubiquitilação estão o 

resgate de proteínas que seriam degradadas pelo proteassomo, a reciclagem 
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de Ub, controle do tráfego protéico, e ainda as DUB/ULP estão envolvidas no 

processamento de moléculas precursoras de Ub (revisto por Love e cols, 

2007). 

 Apesar de o mecanismo de especificidade das DUB/ULP por seus 

substratos ubiquitilados ser pouco conhecido, porém muito estudado 

recentemente, sabe-se que estas proteases existem em número tão grande 

quanto as E3. Estudos de bioinformática recentes sugerem a existência de 

aproximadamente 100 diferentes DUB/ULP no genoma de humanos (Nijman e 

cols, 2005). 

As DUB/ULP de eucariotos são divididas em 5 grupos, 4 são cisteíno-

proteases e 1 é uma metallo-protease dependente de zinco (Amerik e 

Hochstrasser, 2004; Nijman e cols, 2005).  

As cisteíno-proteases contêm as famílias: hidrolases C-terminal de Ub 

(UCH), proteases específicas de Ub (USP), proteases com domínio de 

proteínas da doença Machado-Joseph (MJD) e proteases de tumor de ovário 

(OTU). (revisto por Reyes-Turcu e Wilkinson, 2009). 

 As famílias de císteíno-proteases possuem um domínio conhecido como 

tríade catalítica, que envolve os resíduos de aminoácidos cisteína, histidina e 

aspartato. A família UCH foi a primeira cisteíno-protease a ser identificada 

(Pickart e Rose, 1985; Rose e Warms, 1983). Elas são enzimas que hidrolisam 

esteres e amidas C-terminais da Ub e que possuem um papel fisiológico na 

reciclagem de Ub e no processamento de precursores de Ub (Larsen e cols. 

Science. 2002 Oct 18;298(5593):611-5., 1998), apesar de outras famílias de 

DUBs também apresentarem papel semelhante no processamento dos 

precursores de Ub.  A mais numerosa família de DUB/ULP cisteíno-proteases é 

a família USP, existindo mais de 50 USP em humanos. Ao contrário das UCH, 

as USP clivam grandes substratos, como cadeias de poliubiquitinas, na 

extremidade C-terminal da Ub (Nijman e cols, 2005). 

 Uma busca bioinformática por classes de DUB/ULP identificou a proteína 

Ataxina-3 e algumas proteínas semelhantes à ela (Ataxina-3-like) (Scheel e 

cols., 2003). Sua caracterização como uma família de DUB/ULP veio pouco 

tempo depois com experimentos de atividade in vitro (Burnett e cols., 2003). 

Mutações na Ataxina-3 causam a doença neurológica ataxia espinocerebelar 

tipo 3 ou doença de Machado-Joseph. Tais mutações levam a má formação e 
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agregação de proteínas e toxicidade celular. A ataxina-3 hidroliza 

seletivamente cadeias de poliubiquitinas K63 (Winborn e cols., 2008), através 

do reconhecimento por domínios UIM (do inglês, ubiquitin interact motifs). Com 

isso esta família de DUB/ULP foi nomeada MJD.  

Abordagens bioinformáticas também levaram à identificação da família 

OTU (Makarova e cols, 2000). Diferente das outras císteíno-proteases, a tríade 

catalítica desta família não é completa, possuindo apenas os resíduos de 

histidina e cisteína estabilizados por uma rede de ligações de hidrogênio 

(Nanao e cols., 2004). 

 As proteases com domínio JAMM fazem parte da classe das metalo-

proteases. Em eucariotos, 3 proteínas com domínio JAMM possuem atividade 

DUB/ULP: a Rpn11, uma subunidade do proteassomo 26S que cliva cadeias 

de poliubiquitinas dos alvos protéicos a serem degradados (Yao e Cohen, 

2002; Verma e cols., 2002); a CSN5, uma subunidade do COP9 signalossomo 

(uma montagem diferente do proteassomo) que cliva Nedd8 conjugada ao 

substrato protéico a ser degradado (Lyapina e cols., 2001); e a AMSH (do 

inglês, associated molecule with the SH3 domain os STAM), uma DUB/ULP 

envolvida na endocitose (McCullough e cols., 2004). 

  

1.6.5 Fatores de extensão de cadeia (E4) 

As enzimas E1, E2 e E3 costumam ser suficientes para a ubiquitinação. 

Contudo, foram descritos casos onde a presença de uma outra classe de 

fatores, E4, revelou-se essencial para a extensão das cadeias de Ub, mas não 

para a iniciação da mesma (Koegl et al., 1999). Há várias categorias de E4, 

segundo os domínios presentes nestas proteínas. As E4 constituem-se em 

fatores que favorecem a extensão de uma cadeia de Ub a partir de uma 

proteína monoubiquitinada (Hoppe, 2005). Para a atuação do fator E4, é 

necessária a reação dos componentes da via de ubquitilação E1, E2 e E3. 

A primeira família de E4 identificada foram as U-box, já mencionadas 

anteriormente, que se ligam aos substrato já ubiquitilados por uma a três Ub e 

então promovem a polimerização de mais Ub à cadeia. As U-box atuam como 

E3 (Hatakeyama e cols., 2001), como descrito anteriormente. Devido a este 

fator, existem tendências de definir as E4 como E3 especializadas, que 



 19 

elongam cadeias de mono ou poliubiquitinas. Porém fatores como a 

incapacidade de algumas E4 de interagirem com E2 e estimular o processo de 

ubiquitilação e de não apresentar afinidade detectável com substratos do 

sistema (Koegl et al., 1999) sugerem que tais proteínas podem ser uma nova 

classe de enzimas (Hoppe, 2005). 

Existem ainda outras E4 que não possuem domínio U-box, como a p300 

de humanos e o complexo BUL1-BUL2 (do inglês, binds to ubiquitin ligase) de 

leveduras. A p300 foi inicialmente descrita como cofator transcricional e 

acetiltransferase de histonas e, em sua função como E4, atua na proliferação 

celular (Kimbrel e Kung, 2009), regulação do ciclo celular, apoptose, 

diferenciação e resposta a dano no DNA (Iyer e cols., 2004), além de regulação 

da proteína supressora de tumor p53 (Grossman e cols., 2003). O complexo 

BUL1-BUL2 atua na facilitação da poliubiquitilação da proteína GAP1 em S. 

cerevisiae, o que gera um sinal para internalização pela via de distribuição 

vacuolar para o complexo trans-Golgi (Helliwell e cols., 2001). 

 

1.7 Proteassomo 

 

O proteassomo é o principal complexo proteolítico encontrado na maioria 

das células eucarióticas. Ele é responsável pela destruição de proteínas 

anormais, em excesso ou antigas, que podem ser tóxicas para as células. 

Também está envolvido na geração de peptídeos para a apresentação de 

antígenos através de moléculas MHC de classe I (Glickman e Ciechanover, 

2002). 

O complexo 20S (700 kDa) é o núcleo catalítico do proteasomo. Ele é 

composto de anéis heptaméricos de subunidades protéicas  e  que se 

associam sob a forma de um tubo cilíndrico. As subunidades  possuem 

atividade proteolítica, portanto, atuam diretamente na degradação das 

proteínas. O 20S pode ser encontrado livre nas células e, embora fosse 

considerado um forma latente do proteassomo, trabalhos recentes mostraram 

que este complexo pode estar envolvido na hidrólise de proteínas, em uma 

maneira independente de ATP (Asher e cols., 2005). 
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Geralmente o núcleo catalítico é encontrado acoplado à complexos 

regulatórios. Três complexos podem regular a atividade do 20S, ativando-o: 

19S, 11S e o PA200. O complexo 19S, conhecido também como PA700, está 

envolvido no reconhecimento e degradação de proteínas ubiquitiladas, 

podendo também atuar de maneira independente de Ub (Glickman e Raveh, 

2005). O complexo 11S, ou PA28, está envolvido na apresentação de 

antígenos via moléculas MHC de classe I (Rechsteiner e cols., 2000). Já o 

complexo PA200 parece estar envolvido no reparo de DNA e resposta a 

estresse (Ustrell e cols., 2002; Schmidt e cols., 2005). Existem ainda 

complexos que inibem a atividade do 20S, estes são: PI31 e Pr39 (McCutchen-

Maloney e cols., 2000; Rechsteiner e Hill, 2005). 

 

1.7.1 Sistema proteassomo-Ub (UPS) 

O complexo 26S, em forma de barril, é formado pelo complexo 

regulatório (19S) e pelo núcleo catalítico (20S) (Figura 4). O complexo 19S é 

composto por subunidades ATPases da família AAA, que interagem com o 

núcleo catalítico, e por subunidades não ATPases, que parecem ser essenciais 

para o reconhecimento e processamento do substrato poliubiquitinado antes da 

degradação (Thrower e cols., 2000). Mais de dezessete unidades diferentes no 

complexo 19S organizam-se em uma tampa e uma base (Glickman e cols., 

1998).  

O sistema de degradação de proteínas mediado pelo proteassomo 

dependente de Ub e ATP (UPS) era, até pouco tempo atrás, considerado a 

principal via de degradação protéica em células eucarióticas. Porém, estudos 

recentes têm demonstrado o papel da ubiquitilação em inúmeros processos 

celulares que não envolvem a degradação via proteassomo, como já 

mencionado anteriormente, bem como a degradação de proteínas pelo 

proteassomo de forma independente de Ub, em proporções relativamente 

maiores que a degradação dependente de Ub (revisto por Jariel-Encontre e 

cols., 2008). 
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Figura 4. O proteassomo 26S. 
 Esta figura representa a composição do complexo 19S de Saccharomyces cerevisiae. Os 
anéis α e β do proteassomo 20S estão representados para mostrar como o complexo da base 
está ligado à estrutura central. Rpn: partícula regulatória não-ATPase, Rpt: partícula regulatória 
ATPase. Fonte: Pickart e Cohen, 2004 

 

1.8 Domínios de ligação de ubiquitina 

 

 Como descrito anteriormente, a Ub pode ser conjugada ao substrato 

protéico como um monômero ou em cadeia de poliubiquitinas, e esta cadeia 

pode ser ligada através de diversos resíduos de lisina diferentes contidos na 

Ub. Além disso, existem as Ub-like que também são modificadoras de 

proteínas. Esses diferentes tipos de modificações geram sinais e funções 

diferentes que são reconhecidos e executados através de proteínas que 

contém motivos de ligação com Ub, que são frequentemente chamadas de 

receptores de Ub ou proteínas ligadoras de Ub (UBP – do inglês, ubiquitin 

binding proteins) (revisto por Hicke e cols., 2005). 

 As UBP geralmente possuem um pequeno domínio de ligação com Ub 

(UBD – do inglês, ubiquitin binding domain) com aproximadamente 20 a 150 

aminoácidos, que podem interagir tanto com mono ou poliubiquitilação. Os 

UBD não possuem o resíduo de lisina aceptor de Ub, e portanto formam uma 

interação não covalente com a modificação por Ub. 
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 Os UBD podem ser encontrados nas enzimas envolvidas na 

ubiquitilação e de-ubiquitilação de proteínas, bem como em proteínas que 

reconhecem e interpretam o sinal da modificação.  

 O primeiro UBD caracterizado foi o da proteína Rpn10, uma subunidade 

do complexo regulatório 19S, conhecido como a tampa do proteassomo 26S, 

que foi então utilizado como ponto de partida para buscas bioinformáticas de 

UBD. A este domínio foi dado o nome de UIM (do inglês, ubiquitin-interacting 

motif) (Young e cols., 1998). 

 O domínio UBA (do inglês, ubiquitin-associated) é um domínio comum 

entre as enzimas envolvidas na ubiquitilação e de-ubiquitilação de proteínas. 

Foi encontrado por análises bioinformáticas comparando as sequências dessas 

enzimas (Hofmann e Bucher, 1996). Com a descoberta dos domínios UIM e 

UBA, criou-se grande interesse no estudo dos UBD, principalmente pois eram 

encontrados em diversas proteínas que não apresentavam envolvimento direto 

com o sistema de ubiquitilação, indicando que estas proteínas seriam 

receptores do sinal gerado pela ubiquitilação. 

 Em seguida diversos esforços foram tomados para a identificação de 

UBDs.  Pelo menos 17 UBD já foram descritos: CUE (do inglês, Coupling of 

Ubiquitin conjugation to Endoplasmic reticulum degradation) (Donaldson e 

cols., 2003), GAT (Gga e TOM1) (Shiba e cols., 2004), VHS (Vps27, HRS, 

STAM) (Mizuno e cols., 2003), GLUE (do inglês, GRAM-Like Ubiquitin-binding 

in Eap45) (Slagsvold e cols., 2005), PAZ/ZnfUBP (do inglês, Poliubiquitin-

Associated Zinc finger) (Hook e cols., 2002), NZF (Npl4 Zinc Finger) (Meyer e 

cols., 2002), A20 ZnF (Wertz e cols., 2004), UBZ (do inglês, Ubiquitin-Binding 

ZnF) (Bienko e cols., 2005), Ubc (do inglês, Ubiquitin-Conjugating enzyme) 

(Pickart, 2001), UEV (do inglês, Ubiquitin-conjugating Enzyme Variant, domínio 

semelhante ao domínio catalítico das E2 porém não possui o sítio ativo de 

cisteína) (Pornillos e cols., 2002), DUIM (do inglês, Double-sidedUIM) (Lee e 

cols., 2006), MIU (do inglês, Motif Interacting with Ubiquitin) (Hirano e cols., 

2006), UBM (do inglês, Ubiquitin-Binding Motif) (Bienko e cols, 2005), 

Jab1/MPN (Bellare e cols., 2006), PFU (do inglês, PLAA Family Ubiquitin 

binding) (Mullally e cols., 2006).  

 Outra característica das UBP é a capacidade de serem ubiquitiladas 

através de um processo que necessita da integridade do UBD, este processo é 
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conhecido como ubiquitilação acoplada (coupled ubiquitilation), e geralmente é 

realizada como monoubiquitilação (revisto por Hicke e cols., 2005). Woelk e 

colaboradores descreveram em 2006 que o mecanismo de ubiquitilação 

acoplada da proteína eps15, uma proteína que possui o domínio UIM, depende 

do reconhecimento da mesma por uma E3 ubiquitilada, ou pela E3 parkina, que 

possue um domínio de Ub, como já descrito anteriormente (Woelk e cols., 

2006).  

 

1.9 Ubiquitilação em tripanossomatideos 

 

A ubiquitina, como já mencionado anteriormente é uma das proteínas 

mais conservadas em eucariotos, diferindo entre humanos e T. cruzi em 

apenas 3 aminoácidos (Fig. 5). Apesar de existir esta conservação entre os 

genes codificadores de Ub, a organização destes no genoma de cada 

organismo é diferente, sendo observadas diversidades interespécies no 

número e tamanho dos genes de Ub. 

 

 
Figura 5. Alinhamento múltiplo da sequencia de Ub de diferentes eucariotos, 
representando os 3 aminoácidos distintos entre T. cruzi e Homo sapiens nas posições 14, 19 e 
57. As cabeças de seta apontam as lisinas K29, K48 e K63, geralmente usadas na 
polimerização de Ub. O alinhamento foi visualizado com o auxílio do programa JalView 
(http://www.jalview.org) (Clamp e cols., 2004). 

 

Em T. cruzi existem 5 genes de poliubiquitina (PUB) e 5 genes de fusão 

(FUS), os quais somam aproximadamente 100 unidades de domínios Ub. Os 

genes FUS codificam para uma Ub na extremidade N-terminal fusionada a um 
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domínio C-terminal de 52 aminoácidos (Swindle e cols., 1988; Kirchhoff e cols., 

1988). A predição da sequência aminoacítica deste gene de 52 aminoácidos 

não codificador de Ub mostrou tratar-se de um motivo potencialmente ligador 

de metais e ácidos nucléicos, motivo este que foi encontrado em um fator de 

transcrição de Xenopus laevis (Miller e cols., 1985). Pouco tempo depois Baker 

e Board publicaram um trabalho comparando este domínio com uma 

subunidade ribossomal (Baker e Board, 1991). Os genes PUB consistem de 

repetições, de número variado, da sequência codificadora de Ub, seguido por 

um gene FUS. Curiosamente tais genes (PUB e FUS) são diferencialmente 

expressos em resposta a diferentes estímulos ambientais: células de T. cruzi 

em fase estacionária de crescimento têm a transcrição do gene PUB 

aumentada enquanto que a do gene FUS está diminuída (Swindle e cols., 

1988). 

Posteriores caracterizações da organização dos genes de Ub em          

T. cruzi descreveram a ligação dos genes de Ub à genes codificadores de 

calmodulina (Chung e Swindle, 1990). A calmodulina é outra proteína 

altamente conservada entre os eucariotos que, assim como a Ub, regula a 

atividade de diversas proteínas, mas através de sua ligação ao cálcio (revisto 

por Means, 2008). O gene CUB (do inglês: calmodulin-ubiquitin associated), de 

função desconhecida, liga os genes de calmodulina e Ub (Ajioka e Swindle, 

1993) e foi visto como sendo um gene essencial para a viabilidade do T. cruzi 

(Ajioka e Swindle, 1996) e para a virulência do mesmo (Barrio e cols., 2007). 

A via de ubiquitilação, apesar de ser bem conhecida em eucariotos, em 

T. cruzi ainda não foi caracterizada. Um dos primeiros trabalhos realizados 

visando elucidar os mecanismos de degradação protéica em T. cruzi 

demonstrou que existia o envolvimento do sistema de ubiquitilação na 

degradação não lisossomal de proteinas em condições de estresse nutricional 

(Henriquez e cols., 1993). 

Trabalhos mais recentes reconhecem o envolvimento do processo de 

degradação por proteassomo dependente de Ub na diferenciação de formas 

tripomastigotas metacíclicas  amastigotas  tripomastigotas sanguíneos 

cultivados in vitro (De Diego, e cols., 2001; Gonzalez e cols., 1996), bem como 

na diferenciação de epimastigotas para tripomastigotas metacíclicos (Cardoso 

e cols., 2008). 
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O envolvimento da ubiquitilação na internalização de proteínas de 

membrana foi relatado no tripanosomatídeo T. brucei, especulando uma 

provável função na endocitose através de ubiquitilação de ectofosfatases de 

membrana (Steverding, 2006) e internalização da glicoproteína de superfície 

invariante (ISG)65 através do envolvimento de ubiquitilação e de clatrina 

(Chung e cols., 2008).  

Além disso, o repertório das enzimas envolvidas no processo de 

ubiquitilação em T.cruzi já é parcialmente conhecido através de estudos não 

publicados realizados por nosso grupo no ICC. Através da busca por domínios 

relacionados ao sistema de ubiquitilação foram encontrados em T. cruzi 7 

enzimas E1, 26 E2 e 79 E3. Em T. brucei a busca resultou em 4 enzimas E1, 

15 E2, 51 E3, e em L. major 4 enzimas E1, 14 E2 e 56 E3. 

Porém, a atuação e caracterização desse sistema, bem como a 

atividade de seus elementos ainda não são bem entendidas neste eucarioto 

primitivo. Tais informações são de extrema importância, uma vez que seu pleno 

entendimento poderia contribuir para preencher lacunas existentes na 

compreensão de como ocorre a diferenciação em T. cruzi, e qual o papel desse 

sistema proteolítico no disparo da metaciclogênese.  

A via proteassomo-Ub pode ser de grande importância na diferenciação 

do T. cruzi, pois acredita-se ser um dos principais processos mantenedores do 

equilíbrio síntese X degradação de proteínas estágio específicas. Do mesmo 

modo, como já mencionadas anteriormente, novas descobertas demonstram o 

envolvimento da ubiquitilação não apenas na degradação protéica, mas em 

inúmeras modificações pós-traducionais em proteínas chaves de diversos 

processos celulares, fato que tem estimulado os estudos sobre o papel dessa 

via em diversos organismos modelos e doenças.  
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2. OBJETIVOS 

 

 Neste contexto, o objetivo geral do presente trabalho é identificar 

proteínas que possuem interação com a Ub e prováveis domínios de ligação de 

Ub existentes nestas proteínas identificadas, bem como identificar as proteínas 

ubiquitiladas. Com isso será possível identificar os prováveis moduladores e/ou 

receptores da sinalização gerada pela ubiquitilação, permitindo investigar o 

papel desta via de modificação protéica na regulação de vias metabólicas e na 

diferenciação do T. cruzi, além de gerar informações importantes sobre o 

mecanismo de regulação da expressão gênica nestes eucariotos primitivos, 

que é essencialmente pós-trancricional. 

Os objetivos específicos estabelecidos para alcançar o objetivo geral 

proposto no presente trabalho estão listados abaixo: 

 Aplificar e clonar a sequencia de nucleotídeos correspondente ao gene 

codificador de Ub nos vetores selecionados para expressão heteróloga 

em bactérias e de expressão em T. cruzi. 

 Produzir anticorpos contra Ub recombinante obtida em Escherichia coli. 

 Enriquecer extrato de proteínas ubiquitiladas e de interação com Ub de 

extrato de proteínas totais de T. cruzi. 

 Identificar as proteínas obtidas. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 A metodologia escolhida para identificar as proteínas de interação com a 

ubiquitina em T. cruzi é a cromatografia de afinidade à ubiquitina. Desta forma, 

as proteínas que possuírem maior afinidade à ubiquitina podem ser isoladas e 

então identificadas. Já para identificar os alvos protéicos desse processo no 

parasita, a metodologia aplicada utilizou vetores para expressão em T. cruzi, 

como ferramenta de expressão de Ub fusionadas a diferentes etiquetas 

moleculares (histidinas e tap-tag), bem como anticorpos para Ub. Tais 

ferramentas possibilitam o enriquecimento de proteínas modificadas pela Ub 

através de processos de purificação por cromatografia de afinidade à etiquetas 

moleculares diferentes. 

 

3.1 Materiais e Procedência 

 

Amersham-Parmacia Biotech 

 Anti-histidina 

 Anti-IgG de camundongo 

 CNBr-activated Sepharose 4 Fast Flow 

 EcoRV 

 Hybond N+, 

 Hyperfilm™ ECL 

 Taq DNA polimerase 

 ECL detection kit 

 

Appligene 

 IPTG 

 

Biochemika 

 TFA 
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Bio Rad 

 Acrilamida 

 Agarose 

 Azul de bromofenol 

 Bis-acrilamida 

 Persulfato de amônia 

 

Cult-lab 

 Soro fetal bovino 

 

Difco 

 Bacto-triptona 

 Extrato de levedura 

 Infuso de fígado 

 triptose 

 

Invitrogen 

 EDTA 

 Fenol 

 Gateway® BP Clonase™ II  

 Gateway® LR Clonase™  

 Gateway® pDEST™17  

 Gateway® pDONR™221  

 kit PCR Platinum® Pfx  

 

MERCK 

 Acetato de sódio 

 Ácido acético 

 Ácido clorídrico 

 TCA 

 Álcool isoamílico 

 Bicarbonato de Sódio 

 Carbonato de Sódio 
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 Cloreto de magnésio 

 Cloreto de potássio 

 Cloreto de sódio 

 Clorofórmio 

 Etanol absoluto 

 Fosfato diabásico de sódio 

 glucose 

 Hidróxido de sódio 

 SDS 

 Sulfato de magnésio 

 

Microbiológica 

 Hemina 

 

Millipore 

 Colunas Centricon 50 - Amicon Centricon filters MW cut-off 50 kDa 

 Colunas Microcon 30 – microcon® Amicon Bioseparations 

 

New England Biolabs 

 BamH, HindIII, SpeI, SphI, EcoRI 

 DNA Polymerase I, Large (Klenow) Fragment 

 Tampões para as enzimas de restrição 

 

Promega 

 T4 DNA Polymerase 

 Tripsina 

 

Pierce 

 Micro BCA Protein Assay 

 

Qiagen 

 QIA filter plasmid mini kit 

 QIA filter plasmid mid kit 
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 NiNTA-Agarose 

 

Roche Molecular Biochemicals 

 High pure PCR product purification kit 

 Enzima de restrição SacI 

 

Sigma 

 Amberlit 

 Ampicilina 

 β-mercaptetanol 

 brometo de etídio 

 BSA 

 Cloreto de cálcio 

 DMSO 

 Ferricianato de potássio 

 Ficoll 

 Formaldeído 

 Glicerol 

 Hepes 

 IAA 

 Nitrato de Prata 

 Nonidet P-40 (NP-40) 

 Ponceau S 

 Resina proteína G sepharose 

 TEMED 

 Tetraciclina 

 

USB Corporation 

 DTT 

 Persulfato de amônio 

 T4 DNA Ligase 

 Tris 

 Uréia 
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VETEC 

 Bicarbonato de amônio 

 

Whatman 

 Papel 3MM 

 Membrana de nitrocelulose 

 

3.2 Meios de Cultura 

 

Meio LB: Bacto-triptona 10 g/l; Extrato de levedura 5 g/l; NaCl 5 g/l 

 

Meio LB agar: Meio LB suplementado com 15 g/l de agar 

 

Meio LIT (liver infusion tryptose): Extrato de levedura 15 g/l; Fosfato dibásico de 

sódio 11,56 g/l; Glucose 2,2 g/l; Hemina 0,02 g/l; Infuso de fígado 5 g/l; KCl 0,4 

g/l; NaCl 4,4 g/l; Soro fetal bovino 10%; Triptose 5 g/l pH 7,2 

 

Meio TAU (triatomine artificial urine): CaCl2 2 mM; KCl 17 mM; MgCl2 2 mM; 

NaCl 190 mM; Tampão fosfato pH 6,0 8 mM 

 

3.3 Soluções e Tampões 

 

Azul de Coomassie: Azul de Coomassie R-250 0,1%; Metanol 45%; Ácido 

Acético 10% 

 

Fenol/Clorofórmio: 25 partes de fenol saturado; 24 partes de clorofórmio; 1 

parte de álcool isoamílico 

 

PBS 10x: 0,137 M NaCl; 2,7 mM KCl; 4,3 mM Na2HPO4 x7H20; 1,5 mM KH2PO4 

 

Ponceau S: Ácido Acético 1%; Ponceau S 0,5% 
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Tampão de acoplamento: 0,1 M NaHCO3 pH8.0; 0,5 M NaCl 

 

Tampão de amostra de proteína 4x (T.A.4X): 0,16 M Tris-HCl  pH 6.8; SDS 4%; 

-mercaptoetanol 10%; Glicerol 24%; Azul de bromofenol 0,02% 

 

Tampão de amostra de DNA: Azul de bromofenol 0,25%; ficoll 400 25%; xileno 

cianol 0,25%, TBE 1X 

 

Tampão de eletroforese para SDS-PAGE 1X:  25 mM Tris-base; 0,192 M 

Glicina; SDS 0,1% 

 

Tampão de eletroporação: 140 mM NaCl; 25 mM Hepes ácido; 0,74 mM 

Na2HPO4 

 

Tampão de eluição C: 10 mM Tris pH8.0; 150 mM NaCl; 01% NP-40, 10 mM β-

mercaptoetanol, 1 mM Acetato de magnésio; 1 mM Imidazol; 40 mM EGTA 

 

Tampão de eluição com Imidazol: 0,1 M NaH2PO4; 0,3 M NaCl; 0,1 M a 0,3 M 

Imidazol 

 

Tampão de estocagem de células cálcio competentes: 100 mM CaCl2; 10 mM 

Hepes pH7.0; Glicerol 10%. 

 

Tampão de lavagem com Imidazol: 0,1 M NaH2PO4; 0,3 M NaCl; 0,02 M a    

0,06 M Imidazol 

 

Tampão de lavagem para afinidade: 0,02 M Tris-HCl pH8.0; 0,3 M a 1 M NaCl; 

10% Glicerol; 0,1% NP-40 

 

Tampão de lavagem de imunoafinidade: 100 mM KCl; 5 mM MgCl2; 10 mM 

Hepes pH 7.0; NP-40 1%; 1 mM PMSF; 10 μM E-64 

 

Tampão de ligação C: 10 mM Tris pH8.0; 150 mM NaCl; 0,1% NP-40; 1 mM 

Acetato de Magnésio; 1 mM Imidazol; 4 mM CaCl2 
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Tampão de ligação IgG: 10 mM Tris pH8.0; 150 mM NaCl; 0,1% NP-40 

 

Tampão de lise de bactérias: 0,02 M Tris-HCl pH8.0; 2% Triton X-100; 0,5 M 

NaCl; 1 mM PMSF; 10 μM E-64 

 

Tampão de lise desnaturante I: 7 M Uréia; 2 M Thiourea; 40 mM Tris-base;       

1 mM PMSF; 10 μM E-64 

 

Tampão de lise desnaturante: 0,02 M Tris-HCl pH8.0; 0,01 M MgSO4; 1 mM 

CaCl2; 1% SDS; 0,01 M β-mercaptoetanol; 1 mM PMSF; 10 μM E-64; 0,01 M 

Iodoacetamida 

 

Tampão de lise não desnaturante: 0,02 M Tris-HCl pH8.0; 0,3 M NaCl; 10% 

Glicerol; 0,1% NP-40; 1 mM PMSF; 10 μM E-64 

 

Tampão de lise para TAP-tag: 0,1 M KCl; 5 mM MgCl2; 17% Glicerol; 0,5% NP-

40; 10 mM Tris pH8.0; 1 mM EDTA; 10 mM NEM; 0,5 mM DTT; 1 mM PMSF; 

10 μM E64 

 

Tampão de preparo de células cálcio competentes: 100 mM CaCl2; 10 mM 

Hepes pH 7.0 

 

Tampão de revelação de Western: 0,1 M Tris-HCl pH 9.5; 0,1 M NaCl; 5 mM 

MgCl2 

 

Tampão de solubilização: 0,1 M NaH2PO4; 0,3 M NaCl; 10 mM Imidazol e 8 M 

Uréia 

 

Tampão para transferência 1X: 25 mM Tris-base; 192 mM Glicina; Metanol 

20% 

 

Tampão TE: 10 mM Tris-HCl pH 8.0; 1 mM EDTA pH 8.0 
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Tampão TEV: 10 mM Tris pH8.0; 150 mM NaCl; 0,1% NP-40; 0,5 mM EDTA; 1 

mM DTT 

 

TBE 1X: 89 mM Tris-base; 89 mM Ácido bórico; 2 mM EDTA pH8.0 

 

Solução de fixação de SDS-PAGE: Etanol 50%; Ácido Acético 12%; 

Formaldeído 0,02% 

 

Solução de coloração por prata: Nitrato de prata 0,2%; Formaldeído 0,03% 

 

Solução de Descoloração de SDS-PAGE: Metanol 4%; Ácido Acético 7,5% 

 

Solução de revelação de prata: Carbonato de Sódio 3%; Formaldeído 0,02%; 2 

ml de solução de sensibilização 

 

Solução de sensibilização para coloração por prata: Tiosulfato de Sódio 0,02% 

 

Solução de término de revelação de prata: Etanol 50%; Ácido Acético 12% 

 

3.4 Organismos 

 

Escherichia coli 

 Linhagens: BL21(DE3)pLysE; DH5α e XL1-Blue 

 

Trypanosoma cruzi 

Clone: Dm28c em diferentes fases da metaciclogênese (epimastigotas, 

epimastigotas estressados e tripomastigotas metacíclicos). 

 

Mus muscullus 

 Fêmeas de linhagem Swiss 
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3.5 Vetores plasmidiais 

 

3.5.1 Para clonagem e expressão em E. coli 

 A clonagem e expressão foram realizadas de acordo com a tecnologia 

Gateway® (INVITROGEN), a qual utiliza métodos baseados na recombinação 

sítio-específica existente em bacteriófagos lambda (Landy, 1989). Para a 

clonagem foram utilizados um vetor de entrada, pDONRTM221, e um vetor de 

expressão, pDESTTM17 (Figura 6). 

 

 

 

Figura 6. Desenho dos vetores de clonagem e expressão em E. coli.  
A) pDONR

TM
221 - Em destaque o sítio RFA de inserção do gene com os adaptadores attP1 e 

attP2 que permitem a recombinação com os adaptadores attBtev e attB2 do gene. B) 
pDEST

TM
17 - destacando as principais características do vetor, como o promotor T7, a 

seqüência codificadora de 6 histidinas, sítios attR de recombinação com os sítios attL dos 
clones de entrada, gene de seleção ccdB. Fonte: Catálogo Gateway

®
 Tecnology Invitrogen 

(2006) 

A 

B 
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3.5.2 Para expressão em T. cruzi 

Foram selecionados vetores com estratégias diferentes de expressão 

em T. cruzi: pTEX (KELLY e cols.,1992), pTEXp, pBEX, pTcPR-HisN e pTcPR-

TAP (Figura 7). Os vetores pTcPR-TAP, pTcPR-HisN e pBEX são derivados do 

pBluescript II KS+ (Stratagene) e foram construídos por equipes do Instituto 

Carlos Chagas (ICC), bem como o vetor pTEXp, que é derivado do vetor pTEX. 

 

 

    

 

 

 

 

Figura 7. Desenho dos vetores de expressão em T. cruzi.  
Vetores epissomais: A – pTEX; B – pTEXp; C – pTcPR-HisN (o vetor pTcPR-TAP não está 
representado na figura, mas é semelhante ao pTcPR-HisN, diferindo apenas na etiqueta, que 
neste caso possui etiqueta para purificação por TAP-tag). Vetor de integração: D – pBEX. 
Ambos os vetores possuem o gene de resistência a Neomicina (G418). 

 

A B 

C D 
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Os vetores epissomais pTcPR-TAP e pTcPR-HisN foram construídos de 

acordo com a plataforma de clonagem Gateway® (Invitrogen). Para a entrada 

do gene de trabalho nessa plataforma é necessária a inclusão do mesmo em 

um vetor de entrada. O pDONR221 foi utilizado para tal finalidade. O       

pTcPR-TAP possui a etiqueta para purificação por afinidade em série (TAP-tag, 

do inglês, Tandem Affinity Purification) (Rigaut e cols., 1999; Puig e cols.,2002), 

já o pTcPR-HisN possui uma etiqueta de 6 histidinas para purificação por 

afinidade ao níquel. 

O pBEX é um vetor de integração ao genoma do organismo. 

O pTEXp é um vetor epissomal derivado do pTEX que difere do mesmo 

por apresentar um promotor ribossomal 18s de T. cruzi, gerando uma maior 

expressão do inserto. Esta modificação foi realizada pela nossa equipe no ICC. 

Para a inserção deste promotor neste vetor, foi utilizado o promotor 

ribossomal 18s do clone Dm28c de T. cruzi como molde. Este promotor foi 

retirado de um cassete nomeado GSDm28c (gene sintético promotor 

ribossomal p18sDm28c de T. cruzi) que possui uma região intergênica, 

chamada 352, para possibilibitar o trans-splicing do RNA da proteína clonada. 

Ambos promotor e região intergênica foram retirados do cassete por digestão 

enzimática, uma vez que esta região é flanqueada pelos sítios para as 

endonucleases de restrição Sac I (no início do promotor) e Sph I (no final da 

intergênica), e depois inseridos no pTEX.  

Inicialmente 3 µg do pTEX foi digerido por 1 hora a 37 oC com 10 

unidades da endonuclease de restrição Spe I (NEB), repetindo este processo 

mais duas vezes, acrescentando 10 unidades da enzima a cada repetição. O 

produto da digestão do pTEX foi purificado com fenol/clorofórmio e precipitado 

com etanol absoluto e acetato de sódio. Após a digestão e purificação, foi 

realizada uma correção das extremidades digeridas com a enzima DNA 

Polymerase I, Large (Klenow) Fragment (NEB) a qual corrige as projeções 

formadas pela endonuclease na extremidade 5‟ (5‟ overhangs), gerando 

extremidade não coesiva (blunt end). Para tanto, todo o produto da digestão foi 

incubado por 15 minutos a 25 oC com 33 µM de dNTP e 5 unidades da enzima. 

A reação foi parada adicionando 10 mM de EDTA e incubando por 20 minutos 

à 75 oC. Em seguida o pTEX digerido e corrigido foi submetido à uma nova 

digestão com 40 unidades da enzima Sac I (NEB), a digestão foi realizada 



 38 

durante a noite (aproximadamente 16 horas) a 37 oC. Quando digere-se o vetor 

pTEX com esta duas enzimas (Spe I e Sac I) um fragmento de 

aproximadamente 500 pares de base (pb), correspondente a região intergênica 

GAPDH upstream, é liberado, podendo ser observado por eletroforese em gel 

de Agarose, comprovando a digestão.  

Para a obtenção do fragmento de aproximadamente 900 pb 

correspondente ao promotor 18s e intergênica 352, o cassete GSDm28c foi 

digerido inicialmente com 20 unidades da enzima Sph I (NEB) durante a noite a 

37 oC. Esta digestão também foi corrigida, desta vez com a enzima T4 DNA 

Polymerase (Promega) que corrige as projeções formadas pela endonuclease 

na extremidade 3‟ (3‟ overhangs), também produzindo extremidade não coesiva 

(blunt end) para poder ligar com a extremidade semelhante formada no pTEX. 

Do mesmo modo foi acrescentado à reação 33 µM de dNTP e 15 unidades da 

enzima, a reação foi incubada por 5 minutos a 37 oC. A reação foi finalizada 

inativando a enzima à 75 oC por 10 minutos. O fragmento foi então digerido 

com 40 unidades da endonuclease de restrição Sac I (NEB), que forma uma 

projeção coesiva que pode ser ligada ao pTEX. 

A ligação entre o fragmento promotor/intergênica e o vetor pTEX é 

catalisada pela enzima T4 DNA Ligase (USB Corporation). Aproximadamente 

50 ng do vetor pTEX digerido foram incubados com 50 ng do 

promotor/intergênica e 400 unidades da enzima por aproximadamente 16 horas 

à 16 oC. O resultado da ligação foi nomeado pTEXp (pTEX promotor). 

 

3.6 Extração de DNA genômico de T. cruzi 

 

A extração e purificação das moléculas de DNA foi realizada segundo 

Fragoso e Goldenberg (1992). Assim, 1 x 1010 células foram lavadas em 

tampão NKM e lisadas segundo Chomczynski (1987), para ter os núcleos 

celulares parcialmente purificados foi necessário três ciclos de centrifugação a 

800 x g, por 10 minutos, a 4 oC. Esta fração foi incubada em EDTA 5 mM, NaCl 

10 mM, proteínase K 100 g/ml, SDS 0,5 % e Tris-HCl pH 7,6 10 mM, por 12 

horas, a 37 oC. O DNA foi extraído com fenol saturado em tris-base 100 mM e 
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purificado em várias diálises em EDTA 1 mM, NaCl 100 mM e tris-HCl pH 7,6 

10 mM. 

 

3.7 Eletroforese de DNA 

 

 As eletroforeses de DNA foram realizadas em géis de agarose horizontal 

conforme descrito por SAMBROOK et al. (1989). As amostras foram diluídas 

em tampão de amostra de DNA e aplicadas em gel de agarose com 

concentração variada, também o padrão de massa molecular foi aplicado no 

gel (1 Kb Plus – Invitrogen). Os géis de agarose foram preparados em tampão 

TBE 1X, nas concentrações de 1% e 1,5% (m/v) e a corrida eletroforética foi 

realizada no mesmo tampão, a 80 V durante tempo variável. O DNA foi corado 

com solução de brometo de etídeo (0,5 µg/mL) e visualizado sob luz ultravioleta 

em transiluminador e o perfil eletroforético foi registrado em um sistema de 

vídeo documentação. 

 

3.8 Desenho de iniciadores e amplificação 

 

Foram desenhados iniciadores direto e reverso para amplificação da 

sequencia correspondente ao genes da Ub de T. cruzi, com o auxílio do 

programa Primer Select (Laser Gene, DNA Star), usando como base a 

seqüência deste gene disponível no banco de dados do GeneDB (The 

Welcome Trust Sanger Institute). À extremidade de cada iniciador foi 

acrescentada uma seqüência de nucleotídeos correspondente aos sítios para 

endonucleases de restrição específicas para clonagem nos diferentes vetores 

de expressão em T. cruzi selecionados. Já para clonagem e expressão em E. 

coli foram acrescentadas as seqüências correspondentes aos sítios attB 

(Tabela 2) nas extremidades dos iniciadores para inserção das seqüências na 

plataforma Gateway® de clonagem. 
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INICIADORES SEQUENCIA 

attB1_ Direto 5‟GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATG... 3‟ 

attB2_ Reverso 5‟GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTTA... 3‟ 

Tabela 2: Seqüências adaptadoras:  
attb1, que é inserida na extremidade do iniciador direto, e a attb2 que é inserida na 
extremidade do iniciador reverso. Os 3 pontos são referentes à seqüência inicial (direto) e 
terminal (reverso) do gene a ser clonado. O códon de parada (destacado em vermelho) foi 
acrescentado ao final da seqüência codificadora da proteína recombinante. 

 

O gene da Ub foi amplificado a partir do DNA genômico de T. cruzi, 

clone Dm28c, com o auxílio do kit PCR Platinum® Pfx (INVITROGEN), o qual 

utiliza uma DNA polimerase proveniente de Thermococcus sp. de linhagem 

KDO (TAKAGI et al., 1997; NISHIOKA et al., 2001), chamada Platinum® Pfx 

DNA Polymerase. Esta é uma enzima de alta fidelidade que minimiza os erros 

de polimerização, possibilitando melhores resultados. A mistura para a reação 

continha, em um volume final de 20 μl, 10 pmol dos iniciadores direto e 

reverso, 0,3 mM dos quatro desoxirribonucleotídeos (dNTP), 1 mM de MgSO4, 

5ng de DNA genômico de T. cruzi Dm28c e 1 unidade de Platinum® Pfx DNA 

polimerase, em tampão Pfx 1X, as mesmas concentrações de reação foram 

utilizadas para todos os iniciadores. As reações foram submetidas a 35 ciclos 

de PCR (Reação em Cadeia da Polimerase): desnaturação – 94 oC, 15 

segundos –, hibridação dos iniciadores – 55 oC, 30 segundos – e 

polimerização – 68 oC, 1 minuto. Antes do primeiro ciclo, as reações foram 

mantidas a 94 oC, por 3 minutos. 

O resultado da amplificação foi verificado em gel de Agarose 1,5%. 

 

3.9 Purificação de produtos de amplificação 

 

 A purificação dos produtos de amplificação é realizada tanto para 

eliminar possíveis seqüências amplificadas inespecificamente e que não são de 

interesse para o trabalho, quanto para remover os iniciadores que contém os 

sítios de recombinação attB, e que são fortes competidores pelo sítio attP do 

vetor, dificultando a clonagem dos insertos. 

 A metodologia de purificação escolhida foi a purificação em gel: 10% do 

produto de amplificação é aplicado em uma canaleta do gel de agarose 2% e 
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todo o produto restante é aplicado em outra canaleta do mesmo gel, colocando 

o marcador de massa molecular ao lado da canaleta com 10% da amostra. O 

gel é submetido a eletroforese e, então, a parte do gel que possui 10% do 

produto de amplificação é cortado do restante do gel, juntamente com o 

marcador de massa molecular, corado com brometo de etídeo (0,5 µg/mL) e 

visualizado sob luz ultravioleta em transiluminador. Assim, é possível visualisar 

a banda de interesse e marcar o gel na posição em que ela se encontra. Em 

seguida, este gel marcado é disposto ao lado do restante do gel que não foi 

corado com brometo de etídeo e, com base na marcação realizada no gel 

corado, pode-se cortar o pedaço do gel no qual o fragmento de interesse se 

encontra, evitando contaminá-lo com brometo de etídeo e expô-lo a UV.  

 Em seguida, a banda excisada do gel foi colocada no interior de uma 

ponteira de 1000 mL com filtro, a qual foi encaixada em um tubo eppendorf. A 

seguir, este tubo foi centrifugado a 6000 x g por 5 minutos. Do material deste 

modo obtido, o fragmento de DNA foi precipitado acrescentando acetato de 

sódio 3 M na proporção 1:10 (1 parte de acetato de sódio para 10 partes de 

produto da purificação), etanol 100% na proporção 3:1 e 1 μl de glicogênio. A 

solução foi homogeneizada e incubada por 20 minutos no gelo seco ou durante 

a noite a -20º C. Foi centrifugada por 20 minutos a 14000 x g, lavada 2 vezes 

com etanol 70% e o precipitado foi seco a 50º C para evaporar os resíduos de 

etanol, então o fragmento de DNA purificado foi ressuspenso em 10 μl de água 

ultrapura. 

 

3.10 Transformação de bactérias cálcio competentes 

  

3.10.1 Preparo de células cálcio competentes 

Uma colônia de E. coli da cepa desejada foi inoculada em 5.0 mL de 

meio LB contendo antibiótico apropriado para cada cepa. A cultura foi incubada 

a 37 OC por 18 horas sob agitação constante. Um volume de 1.0 mL (inóculo de 

1:100) desta cultura foi transferido para 100 mL de meio LB e a mesma foi 

incubada a 37 OC sob agitação constante até o início da fase de crescimento 

exponencial (densidade ótica600 de 0.4 a 0.6, aproximadamente 3 horas). 
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Após o crescimento, as células foram resfriadas no gelo por 15 minutos. 

A partir desse ponto todas as etapas foram feitas a 4 OC. A cultura foi 

centrifugada a 4000 x g, por 5 minutos, a 4 OC, e as células foram 

ressuspensas em 50 mL (metade do volume da cultura original) de tampão de 

preparo de células cálcio competentes gelado e estéril e mantidas no gelo 

durante 30 minutos para então serem submetidas à uma centrifugação nas 

mesmas condições anteriores. O sobrenadante foi descartado e as células 

ressuspensas em 2.0 mL (1/50 do volume da cultura original) de tampão de 

estocagem de células cálcio competentes. As células foram aliquotadas e 

estocadas a –70 OC. 

 

3.10.2 Transformação por choque térmico 

 Aproximadamente 100 μl de células cálcio competentes foram incubadas 

com aproximadamente 50 ng dos plasmídeos purificados por 30 minutos em 

gelo. Logo depois, foi realizado choque térmico – 3 minutos a 42 ºC e 3 

minutos no gelo. Após a realização da transformação, as células foram 

incubadas em meio LB, por 1 hora a 37 ºC sob agitação de 220 rpm, e 

inoculadas em 5 ml de meio LB com antibiótico apropriado para seleção ou 

plaqueadas em meio LB agar também com antibiótico para seleção. A cultura 

líquida foi incubada sob agitação (220 rpm) a 37 ºC durante a noite (16 horas) e 

a cultura em placa foi incubada da mesma forma, porém sem agitação. 

 

3.11 Clonagem  

 

A clonagem do fragmento correspondente ao gene de Ub na Plataforma 

Gateway® foi possível através da recombinação entre os sítios attB do produto 

da amplificação e attP do vetor pDONR221 (INVITROGEN) com o auxílio do 

mix enzimático BP ClonaseTMII (INVITROGEN) originando um sítio attL. Para 

tanto, 9 ng do produto de PCR previamente purificados foram incubados com 

150 ng do vetor pDONR221 e com a BP Clonase por 7 horas a 25 ºC, diluído 

em tampão TE pH8.0. A reação foi parada com a adição de Proteinase K.  
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Bactérias E. coli cálcio competentes de linhagem DH5α foram 

transformadas com os plasmídeos recombinados a fim de propagá-los. Os 

plasmídeos clonados foram purificados utilizando o kit QIAprep Spin Miniprep 

Kit (QIAGEN), conforme recomendações do fabricante. 

O inserto foi transferido para os vetores pDEST17 (INVITROGEN), 

pTcPR-HisN e pTcPR-TAP, com o auxílio do mix enzimático LR ClonaseTM II 

(INVITROGEN), através dos sítios attL do clone de entrada e attR dos vetores 

de destino. A recombinação foi obtida através da incubação de 150 ng do clone 

em vetor de entrada, 150 ng de vetor de destino, tampão TE pH 8.0 e LR 

ClonaseTMII por 12 horas a 25 ºC. Após incubação foi acrescentado 1 μl de 

Proteinase K para encerrar a reação. Estes plasmídeos recombinados foram 

propagados em E. coli cálcio competentes de linhagem DH5α e purificados 

utilizando o kit QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN), conforme recomendações 

do fabricante. 

Os demais vetores selecionados e os fragmentos de DNA 

correspondentes à Ub (insertos) foram digeridos com as endonucleases de 

restrição específicas. O gene para Ub foi clonado no pTEX e pTEXp através 

dos sítios para EcoRI (New England Biolabs – NEB) e HindIII (NEB). Para 

tanto, 50 ng do inserto e 150 ng de cada vetor foram digeridos primeiramente 

com 20 unidades da enzima EcoRI por 2 horas a 37 ºC. As digestões foram 

purificadas com fenol/clorofórmio e precipitada com etanol absoluto e acetato 

de sódio para então serem digeridas com 20 unidades de HindIII por 

aproximadamente 16 horas a 37 ºC. 

 O gene para Ub foi clonado no pBEX pelos sítios para EcoRI e BamHI 

(NEB). O vetor e o inserto foram digeridos inicialmente com 20 unidades da 

enzima EcoRI por 2 horas a 37 ºC, purificadas e precipitadas como 

anteriormente e então digeridas com 20 unidades de BamHI por 

aproximadamente 16 horas a 37 ºC. 

As ligações entre vetores e insertos foram realizadas com o auxílio da 

enzima T4DNA Ligase (USB Corporation). Aproximadamente 50 ng dos vetores 

digeridos foram incubados com 50 ng dos respectivos insertos e 400 unidades 

da enzima por aproximadamente 16 horas à 16 oC. Os vetores recombinados 

foram propagados em bactérias cálcio competentes de linhagem DH5α, como 
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descrito anteriormente e purificados utilizando o kit QIAprep Spin Miniprep Kit 

(QIAGEN) conforme recomendações do fabricante. 

A verificação das clonagens foi realizada por PCR do plasmídeo 

purificado ou PCR de colônias de E. coli transformadas com os plasmídeos, 

utilizando os iniciadores para a sequência da Ub e visualizando os resultados 

por eletroforese da amplificação em matriz de agarose, como descrito 

anteriormente. Como controle negativo desta verificação, os vetores sem 

clonagem foram submetido à PCR, também utilizando os iniciadores para a 

sequencia da Ub, nas mesmas condições. A correta inserção da seqüência foi 

avaliada por seqüênciamento dos vetores em um seqüenciador automático de 

DNA (Applied Biosystems Thermo Sequenasel modelo 3100 Genetic Analyser). 

A metodologia aplicada no seqüenciamento foi baseada no método de Sanger 

(Sanger e cols., 1977), o qual utiliza nucleotídeos modificados denominados 

didesoxirribonucleotídeos trifosfato – ddNTP‟s –. Estes análogos nucleotídicos 

são também conhecidos como “terminadores” pois, por não possuírem o 3‟OH, 

não permitem a ligação com o próximo dNTP, encerrando a replicação. Os 

ddNTPs possuem uma fluorescência diferente para cada base, possibilitando a 

identificação dos mesmo através da coloração emitida e a interpretação dos 

resultados são verificados automaticamente através de um gráfico, o 

cromatograma. 

 

3.12 Eletroforese de proteínas 

 

As proteínas foram analisadas por eletroforese em SDS-PAGE sob 

condições desnaturantes, conforme o descrito por HAMES & RICKWOOD 

(1990). As concentrações de géis utilizadas foram de 13% para análise dos 

enriquecimentos de proteínas ubiquitiladas e de interação com Ub, e 15% para 

análise da produção e purificação de Ub recombinante. Os volumes das 

soluções utilizadas para os géis de corrida e de empilhamento estão descritos 

na tabela 3. 

As amostras de proteínas foram preparadas antes de serem aplicadas 

no gel: foram são diluídas em tampão de amostra de proteína (T.A 4X) na 

proporção 4:1 (quatro partes de amostra para 1 parte de T.A. 4X). Desta forma, 
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foram fervidas por 5 minutos, incubadas no gelo por mais 5 minutos e 

centrifugadas a 14000 x g por 10 minutos. 

 

Soluções Gel de Corrida Empilhamento 

 13% 15%  

Acrilamida/Bisacrilamida  (33/0.9%) 3.8mL 4.4mL 0.7mL 

Tris-HCl 2.5 M pH8.8   1.6mL 1.6mL - 

Tris-HCl  1M pH 6.8 - - 0.6mL 

H20 4.6mL 4mL 3.7mL 

SDS 10% 100L 100L 50L 

Persulfato de amônio10%  70L 70L 35L 

TEMED  7L 7L 7L 
Tabela 3: Soluções e quantidades para preparo de gel de poliacrilamida, para 
empilhamento e corrida de amostras protéicas. 

 

 Preparadas as amostras, estas foram aplicadas no gel vertical de 

poliacrilamida juntamente com o padrão de massa molecular (Bench Mark, 

Invitrogen) e a corrida foi feita em tampão de eletroforese para SDS-PAGE a 30 

miliamperes, aproximadamente 150 Volts. 

 

3.12.1 Coloração por Coomassie blue 

 Os resultados obtidos após eletroforese das amostras em SDS-PAGE 

foram observados pela coloração do gel por Coomassie blue. Para tanto os 

géis foram incubados por aproximadamente 30 minutos à temperatura 

ambiente neste corante e, a seguir, os géis foram descorados com solução de 

descoloração para SDS-PAGE para visualização das bandas.  

 

3.12.2 Coloração por Nitrato de Prata 

 Outra alternativa de coloração de SDS-PAGE para visualização dos 

resultados é pela marcação por nitrato de prata que é mais sensível, marcando 

bandas que poderiam não ser visualizadas pela coloração por Coomassie blue. 

 Para tanto, as proteínas no gel foram inicialmente fixadas em solução de 

fixação de SDS-PAGE por 30 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, o 

gel foi lavado 3 vezes com etanol 50%, incubado com solução de 

sensibilização por 2 minutos e incubados com solução de coloração por prata 
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por 30 minutos. A revelação foi realizada com solução de revelação depois de 

lavar o gel com água corrente, e a reação foi parada com solução de término. 

  

3.12.3 Transferência de proteínas para membrana de nitrocelulose 

 Os ensaios padrões de imuno blot (Towbin e cols., 1979) foram 

possíveis a partir da transferência de proteínas em gel SDS-PAGE para 

membrana de nitrocelulose (Hybond N+, Amersham Biosciences). O gel foi 

disposto em um suporte e a membrana de nitrocelulose foi colocada sobre o 

gel, evitando a formação de bolhas. O gel e a membrana foram protegidos por 

papel 3MM e o suporte contendo ambos foi inserido na cuba de transferência 

de proteínas juntamente com tampão para transferência gelado. A 

transferência foi feita por 2 horas a 60 Volts a 4 ºC. 

Após a transferência, a membrana foi corada com Ponceau S por 5 

minutos, para visualização das bandas e marcação, lavada em água corrente e 

bloqueada em PBS 1X, Tween 20 0,05% e leite 5%, por 1 hora, em 

temperatura ambiente ou durante a noite a 4º C.  

 

3.13 Expressão de Ub em E. coli 

 

 A expressão da Ub foi realizada em uma célula cálcio competente de    

E. coli, linhagem BL21(DE3)pLysE. Para tanto, a célula foi transformada com o 

vetor de expressão recombinado (pDEST17+Ub). A seguir, as células foram 

incubadas em 1 mL de meio LB por 1 hora a 37 ºC sob agitação de 220 rpm, 

depois inoculadas em 10 mL de meio LB com 100 mg/L de ampicilina e 25 

mg/L de cloranfenicol (ampicilina é o antibiótico de seleção do plasmídeo 

recombinado e cloranfenicol é usado para seleção da cepa de E.coli 

BL21(DE3)pLysE), cultivadas sob agitação (220 rpm) a 37 ºC durante a noite 

(16 horas). As culturas foram diluídas 10 vezes acrescentando 90 mL de meio 

LB com ampicilina (100 mg/L) e cloranfenicol (25 mg/L), e cultivadas 

novamente a 37 ºC sob agitação (220 rpm) até que a densidade óptica600 

(D.O.) medida através de espectrofotômetro atinja 0.8 (fase estacionária de 

crescimento). Para induzir a expressão gênica foi adicionado 0,1 mM de IPTG 
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(isopropil-β-D-tio-galactopiranosídeo – regulador de atividade da enzima T7 

RNA polymerase) às culturas e estas foram incubadas por 3 horas nas 

mesmas condições anteriores. As células cultivadas foram centrifugadas a 

5000 x g durante 15 minutos a 4 ºC, o sobrenadante foi descartado. 

 As proteínas solúveis e insolúveis foram fracionadas. O precipitado foi 

ressuspenso, lavado com PBS 1x e centrifugado a 5000 x g durante 15 minutos 

a 4 ºC. O sobrenadante foi descartado e o precipitado, ressuspenso com 5 mL 

de tampão de lise de bactérias, foi sonicado (lise das células através de ultra-

som) à potência 8 por 15 segundos e resfriado em gelo (repetido 4 vezes). 

Nessa fração estão as proteínas totais expressas pela célula. A solução foi 

centrifugada novamente a 10000 x g por 10 minutos a 4 ºC, no sobrenadante 

estão as proteínas solúveis e no precipitado a fração de proteínas insolúveis 

(isoladas em corpúsculos de inclusão). Para solubilizar as proteínas insolúveis, 

o precipitado foi ressuspenso com tampão de solubilização, sonicado e 

centrifugado como anteriormente. No sobrenadante estão as proteínas 

solubilizadas por Uréia. Em todos os tampões de fracionamento foram 

acrescentados inibidores de proteases PMSF 1mM (Phenylmethyl-sulfonyl 

fluoride) e E64 1μM. 

 As amostras de proteínas totais, solúveis e insolúveis foram analisadas 

por SDS (SDS-PAGE) 15%, como já descrito.  

 A expressão também pôde ser analisada através de ensaios padrões de 

imuno blot (Towbin e cols., 1979), utilizando anticorpos comerciais anti-histidina 

de camundongo (Pharmacia), que reconhecem a etiqueta de 6 histidinas 

acrescentada nas proteínas recombinantes. Para revelação foi utilizado um 

anticorpo secundário conjugado a fosfatase alcalina, tal anticorpo tem 

especificidade à IgG de camundongo, reconhecendo o anticorpo primário. Esta 

ligação é detectada pela reação entre fosfatase alcalina, nitroblue tetrazolium 

(NBT) e 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate (BCIP) (Promega) em tampão de 

revelação, como recomendado pelo fabricante. 
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3.14 Purificação de Ub recombinante e quantificação 

 

 Para a purificação da proteína recombinante, esta foi arranjada em 

colunas contendo resina de níquel NiNTA-Agarose (QIAGEN). A purificação de 

Ub solúvel seguiu da seguinte forma: aproximadamente 2 mg de proteína 

recombinante foram incubados durante a noite, a 4º C e com 500 µL de resina 

NiNTA-Ag previamente equilibrada com tampão de lise de bactérias. Após 

incubação a resina foi lavada 5 vezes com 5 mL de tampão de lavagem com 

Imidazol (gradiente de 20.mM, 30 mM, 40 mM, 50 mM e 60 mM). A eluição foi 

realizada em 5 etapas com 1 mL cada de tampão de eluição com Imidazol. A 

Ub solubilizada com uréia passou pelo mesmo processo de purificação, porém 

aos tampões utilizados na lavagem e eluição da proteína recombinante foram 

acrescentados 8M de Uréia, para evitar a precipitação das proteínas. 

 Os resultados foram de cada etapa de purificação observados em SDS-

PAGE, como descrito anteriormente. 

 As frações protéicas que não tiveram boa purificação com a resina de 

níquel passaram por uma segunda etapa de purificação utilizando uma 

metodologia diferente. 

 A Ub desnaturada com uréia foi purificada em gel preparativo, que 

consiste na separação das proteínas por massa molecular em gel de acrilamida 

SDS-PAGE em maiores proporções. O gel é então corado com KCl 0,5M 

gelado e a banda correspondente a proteína é cortada do gel e eletroeluída em 

sacos para diálise com 1 ml de solução salina a 50 Volts por 2 horas, este 

processo foi repetido mais 2 vezes para completa extração das proteínas do 

gel. 

 A Ub solúvel foi filtrada por centrifugação em filtro Amicon® Centricon® 

50 (AMICON) que retém proteínas com massa molecular acima de 50 kDa, 

excluindo-as da solução contendo a Ub recombinante. A filtração foi feita a 4º C 

com tempo variado, até que a amostra passasse completamente pelo filtro. 

 A dosagem das proteínas recombinantes purificadas foi feito com o 

auxílio do kit Micro BCA Protein Assay (Pierce) seguindo recomendações do 

fabricante. 

 

http://products.invitrogen.com/ivgn/en/US/adirect/invitrogen?cmd=catProductDetail&entryPoint=adirect&messageType=catProductDetail&showAddButton=true&productID=Q33210
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3.15 Produção de anticorpos policlonais 

 

 Os anticorpos policlonais anti-Ub de T. cruzi foram obtidos através da 

imunização de camundongos fêmeas de linhagem Swiss com 

aproximadamente 45 dias de idade no início das inoculações. Todos os 

animais foram tratados de acordo com  os Princípios Éticos na Experimentação 

Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA), e 

o protocolo institucional foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de 

Animais (CEUA-FIOCRUZ / Licença de número L-005/09). 

 A fim de obter anticorpos específicos para Ub, foi realizado um teste pré-

imune, para verificar se existiam anticorpos pré-formados pelo camundongo 

capazes de reconhecer proteíns de T. cruzi. Para tanto, foram realizados 

ensaios de imuno blot, no qual extratos de proteínas totais de T. cruzi foram 

fixados em membrana de nitrocelulose, como descrito anteriormente, e 

incubados com soros pré-imune de diferentes camundongos. A revelação foi 

realizada através de reação com fosfatase alcalina (como descrito 

anteriormente) e alternativamente por um processo de revelação mais sensível, 

a quimioluminescência. Este processo consiste na utilização de um anticorpo 

secundário conjugado a peroxidase, revelado com a adição de substrato 

quimioluminescente (ECL detection kit, Amersham Biosciences). O sinal gerado 

é captado por filme (Hyperfilm™ ECL, Amersham Biosciences) conforme as 

recomendações do fabricante. 

 Após a seleção dos camundongos que não apresentaram respostas no 

teste pré-imune, os mesmos foram imunizados por via intraperitoneal, com 

repetidas inoculações (4 inoculações, uma a cada 15 dias) de 20 μg da 

proteína recombinante purificada diluída em Adjuvante de Freund completo 

(Sigma) no primeiro dia e Alu-Gel-S (Serva) nas demais inoculações. 

 Uma semana após a 4a inoculação, uma gota de sangue dos 

camundongos foi coletada através de excisão da extremidade do rabo, os 

soros coletados foram testados por imuno blot e, uma vez que a titulação do 

soro estivesse suficientemente alta, o sangue do animal foi coletado através de 

punção cardíaca, em no máximo 10 dias após a última inoculação. O material 

foi mantido em temperatura ambiente por no mínimo 1 hora para a coagulação 



 50 

do sangue e, então, centrifugado por 30 minutos a 2000 x g. O sobrenadante 

(anti-soro) foi coletado e armazenado a -20 ºC. 

 

3.16 Verificação da especificidade dos anticorpos e análise do perfil de 

ubiquitilação em gel unidimensional 

 

 Para verificar se os anti-soros estavam reconhecendo a Ub, os mesmos 

foram submetidos a imuno blot para as proteínas recombinantes previamente 

separadas em gel de poliacrilamida e fixadas em membranas de náilon. Os 

anti-soros foram diluídos na proporção de 1:200 em PBS 1X e Tween 20 

0,05%, e incubados com as proteínas recombinantes por 2 horas a temperatura 

ambiente, com posterior revelação por reação de fosfatase alcalina. 

 A análise do perfil de ubiquitilação foi feita em gel unidimensional, para 

verificar se o padrão observado possui similaridade com os padrões descritos 

em literatura (Vasilescu e cols., 2005; revisado por Peng, 2008). Tal análise 

também foi realizada através de ensaios de imuno blot, incubando extratos 

protéicos totais de T. cruzi na fase de epimastigota, contra anti-Ub nas mesmas 

condições anteriores.  

A análise do perfil de ubiquitilação em T. cruzi também foi realizada em 

extratos nos quais foram utilizadas drogas que inibem a atividade do 

proteassomo de das enzimas de-ubiquitiladoras (DUB). A inibição do 

proteassomo foi realizada com a adição de 0,5 μM de carbobenzoxy-L-

isoleucyl-gamma-t-butyl-L-alanyl-L-leucinal (PSI) em uma cultura de 

epimastigotas com 3 dias de crescimento, cultivando esta cultura por 5 horas a 

28º C. Esta droga conhecida como PSI é um inibidor específico para a 

atividade quimiotripsina-like do proteassomo (Figueiredo-Pereira e cols., 1994). 

O composto iodoacetamida (IAA) foi utilizado para a inibição das DUB. O IAA é 

um inibidor de DUB bastante conhecido, porém seu mecanismo de ação ainda 

não está claro. Este processo foi realizado apenas no momento da preparação 

do extrato protéico, pois o IAA é extremamente tóxico quando colocado em 

cultura, levando à morte celular. Portanto, 10 mM de IAA foi acrescentado ao 

tampão de lise desnaturante para inibição de DUB. Com a inibição de 
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proteassomo e DUB, as proteínas ubiquitiladas devem ser acumuladas, o que 

pôde ser verificado por ensaios de imuno blot com anti-Ub.  

 

3.17 Culturas de T. cruzi e estresse nutricional de epimastigotas 

  

 Para submeter os parasitas ao estresse nutricional e estimular a 

metaciclogênese, foram realizados dois repiques sequenciais de uma cultura 

de epimastigotas em fase logarítmica de crescimento (EPI 3 dias) na 

concentração de 1 x 106 células/mL em 100 mL de meio LIT em frasco 

erlenmeyer de 250 mL. A cultura foi mantida à 28 ºC por 5 a 6 dias (final de 

fase exponencial e/ou início de fase estacionária de crescimento) até que a 

cultura chegasse a densidade celular de 5 a 6 x 107 células/mL em média. 

 As formas epimastigotas não diferenciadas no final da fase exponencial 

de crescimento em meio LIT foram submetidas a estresse em meio TAU - 

Triatomine Artificial Urine - (CONTRERAS e col, 1985; BONALDO e col, 1988). 

Para isso as células foram centrifugadas a 7.000 x g por 5 minutos a 10 ºC e 

então ressuspensas em meio TAU na concentração de 5,0 x 108 células/mL e 

incubadas a 28 ºC por duas horas (estresse nutricional).  

 As células de epimastigotas e epimastigotas submetidos a estresse 

foram centrifugadas a 7.000 x g, por 5 minutos, a 4 ºC, lavadas 3 vezes com 

PBS 1X. Os extrato protéicos foram obtidos após lise com tampão de lise 

desnaturante, para ensaios de imunoafinidade, e tampão de lise nativa, para 

ensaios de afinidade por Ub.  

 

3.18 Transfecção de T.cruzi  

  

 Os parasitas utilizados foram epimastigotas do clone Dm28c - Didelphis 

marsupialis - de T. cruzi em fase logarítmica de crescimento (3 dias) 

(GOLDENBERG & CONTRERAS 1984; CONTRERAS & ARAUJO-JORGE, 

1988).  

 Um total de 4x107 células foram incubadas com 50 a 100 µg de 

plasmídeo no gelo por 10 minutos. A transfecção foi realizada através de 
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eletroporação (KELLY e col, 1992) usando o eletroporador da BioRad 

(GenePulser II Electroporator). As condições foram: dois pulsos de 450 Volts e 

500 µF em tampão de eletroporação. Os parasitas transfectados foram 

cultivados a 28 ºC em 10 mL de meio LIT B – Liver Infusion Tryptose 

(CAMARGO, 1964) por 42 horas. Epimastigotas na ausência de plasmídeos 

também passaram pelo processo de eletroporação para obtenção de um 

controle negativo para o experimento. 

 Passadas 42 horas foram acrescentados 250 µg/mL de antibiótico G418 

às culturas transfectadas e à cultura controle. Após 42 horas de incubação a 28 

ºC, a dose de antibiótico foi aumentada para 500 µg/mL. As culturas 

tranfectadas e controle foram mantidas com antibiótico em todas as passagens 

até que as células da cultura controle morreram, nesse ponto os tranfectantes 

estavam selecionados. 

 

3.19 Análise da expressão de Ub recombinante 

 

 A expressão foi verificada através de ensaios-padrão de imuno blot, 

onde extratos protéicos dos parasitas transfectados foram separados em gel 

desnaturante de poliacrilamida e fixados em membrana de nitrocelulose para 

então serem incubados com anticorpo contra a etiqueta fusionada à Ub (anti-

histidina para o parasita transfectado com o plasmídeo pTcPR-HisN, e anti-

proteína ligadora de calmodulina para o parasita transfectado com o plasmídeo 

pTcPR-TAP), que reconhece Ub livres e/ou ligadas às proteínas-alvo da 

ubiquitilação. Para revelação deverá ser usado um anticorpo secundário 

conjugado a fosfatase alcalina e à peroxidase, como descrito anteriormente. 

 Tal análise foi realizada com anticorpos anti-Ub para confirmação dos 

resultados. 
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3.20 Enriquecimento de proteínas ubiquitiladas   

 

3.20.1 Enriquecimento de proteínas marcadas por Ub nativas 

 Os extratos protéicos de T. cruzi foram obtidos através de lise celular 

com tampão de lise desnaturante, a fim de que todas as interações não 

covalentes entre proteínas fossem rompidas, precipitando apenas as proteínas 

modificadas covalentemente pela Ub. Do mesmo modo, proteínas nucleares e 

de membrana também podem ser obtidas quando as células são submetidas a 

lise desnaturante, e é fato que proteínas nucleares (Daniel e cols., 2004; Hoege 

e cols., 2002) e de membrana (Horak e Wolf, 2001; revisto por Mukhopadhyay 

e Riezman, 2007) são também ubiquitiliadas.   

 Para tanto, aproximadamente 1 x 108 células lavadas com PBS 1X foram 

ressuspensas em 200 µl de tampão de lise desnaturante, acrescentado 15 

unidades/mL de DNase 1 para fragmentação de DNA;  incubadas a 95 ºC por 

10 minutos, no gelo por 5 minutos e então centrifugadas por 10 minutos à 

rotação de 14.000 x g, coletando o sobrenadante. Ao extrato desnaturado foi 

acrescentado 2 µl (1% do volume total) de tampão de lise não desnaturante, o 

excesso de NP-40 quela o SDS do extrato, possibilitando a incubação deste 

com o anticorpo sem danos à sua funcionalidade. O extrato foi dosado com 

auxílio do kit Micro BCA Protein Assay (Pierce) seguindo recomendações do 

fabricante. 

 O enriquecimento de proteínas marcadas por Ubs de um extrato protéico 

complexo foi obtido a partir de ensaios de imunoafinidade. Para tal finalidade, 

20 µl de soro de camundongo contendo anti-Ub e diluído em 100 µl de PBS 1X 

e 1 mg/mL de BSA foram incubados por 2 horas à temperatura ambiente com 

100 µl de esferas de proteína G sefarose, sob agitação. Após incubação, a 

resina foi centrifugada a 600 x g por 1 minuto, o soro restante foi retirado e foi 

realizada uma reação de crosslinking para ligar o anticorpo à proteína G 

covalentemente, evitando a liberação de anticorpos na amostra eluída da 

imunoafinidade, o que poderia prejudicar análises posteriores em 

espectrometria de massas. O crosslinking foi possível com o auxílio do 

reagente dimethyl pimelimidate (DMP): a resina foi lavada por 5 minutos com 

PBS 1X acrescido de 1 mg/ml de BSA, depois somente com PBS 1X e, então, 

http://products.invitrogen.com/ivgn/en/US/adirect/invitrogen?cmd=catProductDetail&entryPoint=adirect&messageType=catProductDetail&showAddButton=true&productID=Q33210
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incubada por 30 minutos com 0,02 M de DMP diluído em 0,2 M de 

trietanolamina pH8.0, repetindo este processo 3 vezes, sempre lavando com 

0,2 M de trietanolamina pH8.0 entre as incubações. A reação foi parada com 

0,05 M de etanolamina pH8.0 e a resina foi lavada 3 vezes com PBS 1X.  

 Aproximadamente 1,5 mg de extrato protéico foram incubados com 100 

µl de resina de anti-Ub durante a noite (16 horas) a 4 ºC. A seguir, a resina foi 

lavada com 5 ml de tampão de lavagem de imunoafinidade e as proteínas 

foram eluídas 2 vezes com 150 µl de glicina 0,2 M pH 2,5 por 5 minutos, 

neutralizando o pH logo em seguida com a adição de 15 µl de Tris-HCl pH9.0. 

 Como controle negativo, o mesmo ensaio foi realizado com soro pré-

imune, o qual não apresentou afinidade com proteínas de T. cruzi. 

 As amostras de cada etapa de purificação foram concentradas com TCA 

(ácido tricloroacético). Às amostras foram acrescentados 10% de TCA e 

incubadas por 1 hora no gelo. A seguir, as amostras foram centrifugadas a 4 ºC 

por 30 minutos, a 10000 xg, lavadas 2 vezes com acetona 100%, sempre 

centrifugando a 10000 x g por 30 minutos a 4º C. Após as lavagens as 

amostras foram ressuspensas em 15 µl de 100 mM Bicarbonato de Amônio, 

diluídas em T.A. 4X e separadas em gel SDS-PAGE corado com prata para 

visualização dos resultados. 

 

3.20.2 Enriquecimento de proteínas marcadas por Ub 

recombinantes 

 As proteínas sinalizadas com as Ubs marcadas por etiquetas 

moleculares foram extraídas do extrato protéico total de T. cruzi tranfectado 

através de purificação por cromatografia de afinidade.  

 Os extratos protéicos de T. cruzi tranfectados foram obtidos através de 

lise celular com tampão de lise desnaturante (para purificação com resina de 

níquel) ou não desnaturante (para purificação por imunoafinidade) e tampão de 

lise para TAP-tag.   

 O enriquecimento de proteínas-alvo de Ub marcadas por etiqueta de 6 

histidinas foi realizado através de cromatografia de afinidade ao níquel, 

arranjando o extrato protéico total em colunas contendo resina de níquel 

NiNTA-Agarose (QIAGEN), seguindo recomendações do fabricante, e 
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utilizando diferentes concentrações de Imidazol para lavar (Tampão de 

lavagem com Imidazol) e eluir (Tampão de eluição com Imidazol). 

 A purificação por afinidade em série foi realizada com o auxílio de 

resinas IgG e Calmodulina Sepharose™ (GE Healthcare Life Sciences) e da 

enzima AcTEVTM protease (Invitrogen). As resinas ligam-se respectivamente à 

unidade ligadora de IgG da proteína A (prot.A) e à proteína ligadora de 

Calmodulina (CBP) inseridas na Ub recombinante, possibilitando duas etapas 

de purificações em condições nativas, como já descrito em trabalhos anteriores 

(Rigaut e cols., 1999; Puig e cols.,2002). Inicialmente, 150 μl de esferas de IgG 

Sepharose foram equilibrados com tampão de ligação IgG e incubados com 

extrato protéico de aproximadamente 3x109 células transfectadas (W9+Ub) por 

3 horas a 4 ºC sob agitação. A seguir, as proteínas não ligadas à resina foram 

descartadas e a resina foi lavada com 30 ml de tampão de ligação IgG e, 

depois, com tampão TEV para equilíbrio pré-digestão. Para eluir as proteínas 

da resina de IgG Sepharose, foram acrescentadas 100 unidades da enzima 

AcTEV diluídas em 1 ml de tampão TEV. A protease TEV reconhece um sítio 

localizado entre os dois fragmentos da etiqueta (prot.A e CBP) e o digere, 

liberando a proteína recombinante (Ub) ainda fusionada à CBP. Esta digestão 

foi realizada a 4 ºC por 16 horas. As proteínas eluídas após a digestão foram 

incubadas com 3 mM de CaCl2 e 150 μl de esferas de Calmodulina Sepharose 

previamente equilibradas com tampão de ligação C. A incubação foi feita a 4 ºC 

por 2 horas. Foram descartadas as proteínas não ligadas e a resina foi lavada 

com 30 ml de tampão de ligação C + 10mM de β-mercaptoetanol. A eluição foi 

feita com 800 μl de tampão de eluição C. 

 As amostras de cada etapa de purificação foram concentradas com TCA 

10%, como descrito anteriormente, e separadas em gel de SDS-PAGE corado 

com prata para visualização dos resultados. 

 

3.21 Enriquecimento de proteínas de interação com Ub. 

 

 Para a realização do ensaio de afinidade por Ub, inicialmente a Ub 

recombinante funcional de T. cruzi, foi imobilizada em resina CNBr-activated 

Sepharose 4B (Amersham Biosciences): aproximadamente 30 mg de resina 
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CNBr-activated Sepharose 4B drenada foram ativadas com 6 mL de 1mM HCl, 

agitando suavemente até que toda a resina estivesse hidratada, cuidando para 

que não excedesse 10 minutos de incubação com HCl (30 mg de resina é a 

quantidade necessária para obter aproximadamente 100 μl de resina 

hidratada). A resina foi centrifugada a 600 x g por 1 minuto, o sobrenadante 

descartado e foi acrescentado 1 mL de tampão de acoplamento para equilibrar 

a resina. A seguir, a resina foi centrifugada nas mesmas condições e o tampão 

de acoplamento foi substituído por 1 mg da proteína a ser ligada na resina, 

neste caso, a Ub recombinante funcional, diluída em tampão de acoplamento 

para possibilitar a ligação (a capacidade de acoplamento da resina é de 5 a 10 

mg de proteína por mL de resina), a incubação foi feita durante a noite (16 

horas) a 4º C. Decorrido este tempo, a resina foi bloqueada com 1 mL de 0,2M 

Glicina pH8.0 por 2 horas à temperatura ambiente e lavada 3 vezes com 

tampão de 0,1M Acetato pH4.0 / 0,5M NaCl intercalando com tampão de 

acoplamento.  

 Aproximadamente 1 mg de extrato protéico de epimastigotas de T. cruzi 

com 3 dias de crescimento e submetidas a estresse foram obtidos através de 

lise hipotônica com tampão de lise não desnaturante: 1 x 109 céulas 

previamente lavadas com PBS 1X foram ressuspensas em tampão de lise não 

desnaturante e incubadas por 2 horas a 4º C sob agitação constante para 

permeabilizar a membrana celular e extrair as proteínas, sem que haja 

rompimento de membranas e extravasamento de conteúdo nuclear. O lisado foi 

centrifugado a 14000 x g por 10 minutos a 4º C e o sobrenadante foi incubado 

com a resina de Ub, preparada anteriormente, durante a noite a 4º C. 

 Após incubação a resina foi lavada com diferentes concentrações de sal: 

foi lavada 2 vezes com 2mL de tampão de lise não desnaturante, em seguida, 

com a mesma quantidade de tampão de lise não desnaturante acrescido de 

0,5M de NaCl, e depois com as mesmas quantidades de tampão de lise não 

desnaturante com  1M de NaCl. As proteínas ligadas na resina de Ub foram 

eluídas 2 vezes com 150 μl de 0,2M glicina pH2.5, ajustando o pH para 8.0 

logo em seguida. 

 Como controle negativo o mesmo ensaio foi realizado em resina de 

sefarose ativada e bloqueada, porém, sem a Ub fusionada, para verificar se 

existia uma reação inespecífica entre a resina de sefarose e as proteínas de   
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T. cruzi. Outro controle utilizado foi o ensaio de competição, onde o extrato 

protéico do parasita foi incubado com a Ub recombinante antes de ser 

incubado com a resina de Ub, o que deslocaria as proteínas de interação com 

Ub para a Ub recombinante existente na solução. 

 As amostras de cada etapa da afinidade foram concentradas com TCA 

10%, como descrito anteriormente, e separadas em gel SDS-PAGE corado 

com prata para visualização dos resultados. 

 

3.22 Identificação das proteínas de interação com Ub 

  

 As proteínas obtidas no enriquecimento foram separadas em gel de 

poliacrilamida 13% unidimensional corado com nitrato de prata, as bandas mais 

intensas foram cortadas do gel, descoradas com 50 mM de tiossulfato de sódio 

e 15 mM de ferricianato de potássio por 10 minutos. As bandas assim obtidas 

foram lavadas com 50 mM de bicarbonato de amônio até que ficassem 

totalmente transparentes. 

 Em seguida, foi realizada redução das pontes dissulfeto das proteínas. 

Para tanto, os pedaços de gel foram desidratados com acetonitrila (ACN) 

100%, após remoção da ACN, as bandas foram reidratadas com 100 μl de 20 

mM DTT diluído em 50 mM de bicarbonato de amônio, a reação foi incubada 

por 45 minutos a 60º C. Após a redução das pontes dissulfeto, o DTT foi 

removido e os pedaços de gel foram cobertos com aproximadamente 100 μl de 

55 mM IAA em 50 mM de bicarbonato de amônio para a alquilação da amostra, 

a reação foi incubada por 30 minutos à temperatura ambiente no escuro. Por 

fim, o IAA foi removido da amostra e esta foi lavada com bicarbonato de 

amônio 1 vez, o lavado foi descartado e à amostra foram adicionados mais 100 

μl de bicarbonato de amônio e incubado por 1 hora sob agitação. 

 Logo depois, as amostras foram submetidas à digestão com a enzima 

tripsina (Promega): os pedaços de gel foram desidratados com ACN, como 

anteriormente, e reidratados no gelo com 10 μl de solução de tripsina 10 ng/μl, 

diluída em 50 mM de bicarbonato de amônio. Após reidratação o restante de 

solução de tripsina foi removido e os pedaços de gel foram cobertos com 50 

mM de bicarbonato de amônio. A reação foi incubada por 14 horas a 37º C. 
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 Após esta digestão, as amostras foram eluídas do gel com 20 µl de TFA 

1%, incubando por 5 minutos à temperatura ambiente. Os pedaços de gel 

foram desidratados para remoção dos peptídeos. O produto obtido foi seco em 

speed vac e então ressuspenso em 20 µl de TFA 0,1%. A seguir, foram 

dessalinizados e concentrados usando a técnica Stop and Go Extraction tip 

(STAGE tip), previamente descrita por Rappsilber e cols. (2003), onde os 

peptídeos são retidos em uma resina C18 que os retém por hidrofobicidade. O 

suporte da resina é uma ponteira de 200 μl. A condição para a retenção dos 

peptídeos é que estejam em solução ácida com pH entre 2 e 4. Para tanto, foi 

acrescentado TFA (ácido trifluoroacético) às amostras até atingirem a acidez 

ideal. A resina foi ativada com 100 μl de ACN 100% e equilibrada com 100 μl 

de ACN 5% e TFA 0,1%. As amostras foram passadas pela resina, a resina 

lavada com 100 μl de ACN 5% e TFA 0,1% e os peptídeos foram eluídos com 

20 μl de ACN 80% e TFA 0,1%. As amostras foram secas em speed vac e 

ressuspensas em 2 μl de TFA 0,1%. 

 Preparadas as amostras, as mesmas foram submetidas à análise por 

espectrometria de massas: Os peptídeos purificados foram misturados na 

proporção de 1:1 com a solução de cristalização (5 mg/ml de ácido 3,5-

dimetoxi-4-hidroxicinâmico em 50% de acetonitrila - ACN e 0,1% de ácido 

trifluoracético - TFA). Dois microlitros de cada mistura foram aplicados na placa 

de MALDI e analisados após completa secagem do solvente por evaporação. 

Os espectros de massas foram obtidos em equipamento MALDI-TOF/TOF 

Autoflex (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha), operado em modo positivo, 

com o programa AutoFlexControl.  

A análise dos espectros pelo algorítmo do programa FlexAnalysis v 2.0 

(Bruker Daltonics) gerou uma lista de massas em um arquivo com extensão 

.xml. A identificação das proteínas foi feita pelo algoritmo de busca Mascot que 

comparou os valores das massas obtidas experimentalmente com os valores 

teóricos contidos em um banco de proteínas exclusivo de T. cruzi CL Brener 

disponível em http://www.tigr.org/tdb/e2k1/tca1/tca1.shtml  

Os parâmetros utilizados no Mascot constam na tabela 4: 

 

 

http://www.tigr.org/tdb/e2k1/tca1/tca1.shtml


 59 

Clivagens perdidas 1 

Modificação fixa Carbamidomethyl (C) 

Modificação variável Oxidação (M) 

Tolerância para peptídeos 100 ppm 

Valores de massas  MH
+
 

Massa  Monoisotópica 

Tabela 4: Parâmetros usados na busca de proteínas pelo Mascot. 

 

Como critério de validação das proteínas foi estabelecido o limiar p ≤ 

0,2, onde p é a probabilidade do pareamento entre as sequencias ser um 

evento randômico.  
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4. RESULTADOS  

 

4.1 Desenho de iniciadores e amplificação da Ub 

 

Os iniciadores foram desenhados com base na seqüência nucleotídica 

do gene que codifica uma Ub de T. cruzi (Figura 8). Com o auxílio do 

programa Primer select foi possível excluir os dímeros e grampos que 

poderiam ser formados durante a PCR. 

 

         
Figura 8. Seqüência nucleotídica da Ub de T. cruzi.  
Seqüência com 231 pb, usada como base para o desenho dos iniciadores para amplificação 
da Ub. 

 

Aos iniciadores foram acrescentadas seqüências de bases para a 

ligação entre o gene e o vetor. Essas seqüências correspondem a sítios de 

endonucleases de restrição que possibilitam a formação de extremidades 

coesivas entre inserto e vetor, permitindo assim a ligação entre os mesmos. 

Aos iniciadores das seqüências que serão usadas para clonagem na 

plataforma Gateway®, foram inseridas seqüências adaptadoras chamadas 

attB1 e attB2. As características dos iniciadores desenhados estão 

apresentadas na Tabela 5. 

 
INICIADORES SEQUENCIA Tm. 

attb1_Ub F‟ 5‟GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGCAGATCTTTGTGAAG
ACACTG 3‟ 

70.5 
o
C 

attb2_Ub R‟ 5‟GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCGCCGCCGCGCAGGCGC
AG 3‟ 

78.7 
o
C 

EcoRI_6His_Ub 
F‟ 

5‟GGAATTCATGCATCATCATCATCATCATCAGATCTTTGTGAAGACACTG
ACGGGC 3‟ 

70.5 
o
C 

HindIII_Ub R‟ 5‟ CCCAAGCTTTTAGCCGCCGCGCAGGC 3‟ 67.4 
o
C 

BamHI_Ub R‟ 5‟ CGGGATCCTTAGCCGCCGCGCAGGCGCAG 3‟ 72.8 ºC 

Tabela 5: Características dos iniciadores desenhados para Ub. 
Estão identificados o nome do iniciador, sua respectiva seqüência e Temperatura de Fusão 
(Tm). Os nucleotídeos em destaque nos iniciadores correspondem aos sítios de 
reconhecimento de endonucleases ou sítios attB para recombinação com o vetor de entrada 
pDONR

TM
221, e em negrito está a sequencia de nucleotídeos que irá expressar a etiqueta de 

6 histidinas. Legenda: F‟ = iniciador direto (forward); R‟ = iniciador reverso. 

 

ATGCAGATCTTTGTGAAGACACTGACGGGCAAGACGATCGCGCTCGAGGTGGAATCCA

GCGACACCATTGAGAACGTGAAGGCGAAGATCCAGGACAAGGAAGGCATTCCACCGGA

CCAGCAGCGCCTGATCTTCGCTGGCAAGCAGCTGGAGGACGGCCGCACGCTTGCAGAC

TACAACATCCAGAAGGAGTCCACGCTGCACCTTGTGCTGCGCCTGCGCGGCGGCTAA 
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A amplificação do gene da Ub resultou nos produtos com tamanho 

esperado (Figura 9A). Algumas outras seqüências maiores foram amplificadas, 

como mostra a figura 9A, tais bandas são referentes à amplificação de 2 e 3 

genes de Ub fusionados (banda a 600pb e 900pb respectivamente), pois os 

genes de Ub são encontrados no genoma dos eucariotos como genes de 

poliubiquitinas, com várias repetições em sequência. Portanto, os produtos 

das amplificações foram purificados em gel de agarose para eliminação destas 

bandas indesejadas, bem como dos iniciadores, resultando em uma única 

banda correspondente ao gene da Ub fusionado às sequencias adaptadoras 

attB1 e 2 ou sítios para as enzimas de restrição (Figura 9B). 

 

                                  

Figura 9. Amplificações do gene para Ub (A) e representação da purificação do produto de 
amplificação (B).  
É possível observar as bandas correspondentes aos produtos de amplificação da Ub 
(aproximadamente 250 pb). Legenda: 1kb = padrão de massa molecular 1 kb Plus DNA Ladder 
(Invitrogen); attb = Ub com sítios attB para clonagem na plataforma Gateway®, BEX = Ub para 
clonagem em pBEX; TEX = Ub para clonagem em pTEX e pTEXp. Nota-se um aumento na 
massa molecular de Ub com attB, pois os sítios attB aumentam em torno de 32 nucleotídeos 
no fragmento. Matriz de Agarose 1,5%.  

 

4.2 Clonagem nos vetores selecionados 

  

Depois de purificados em gel de agarose, os produtos de PCR de Ub 

foram clonados em seus respectivos vetores. A confirmação da inserção da 

sequencia correspondente ao gene de Ub nos vetores foi feita por PCR de 

A B 
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plasmídeos purificados e de colônias de E. coli transformadas com estes 

plasmídeos (Figura 10). Através deste ensaio pode-se verificar que a clonagem 

no vetor pTEXp não foi realizada com sucesso (Figura 10 D).  

Foi realizado o seqüênciamento dos clones obtidos, que confirmou a 

correta inserção dos fragmentos nos vetores pDEST17, pTEX, pTcPR-TAP e 

pTcPR-HisN. Para o vetor pBEX o seqüenciamento mostrou que a clonagem 

não havia ocorrido. Portanto, a transfecção dos parasitas foi realizada apenas 

com pTEX+ub, pTcPR-TAP+ub e pTcPR-HisN+ub. A transformação de E. coli 

com o plasmídeo pDEST17+ub também foi realizada  

 

 

Figura 10. PCR de plasmídeo e de colônia.  
É possível observar as bandas correspondentes aos produtos de amplificação da Ub 
(aproximadamente 250 pb, destacado por círculo vermelho). PCR dos plasmídeos pDONR+Ub 
e pDEST+Ub (A), pBEX+Ub (B), pTEX+Ub (C), pTEXp+Ub (D), pTcPR-HisN+Ub (E) e pTcPR-
TAP+Ub (F). Legendas: 1kb = padrão de massa molecular 1 kb Plus DNA Ladder (Invitrogen); 
1, 2, 6, 9, 12, 18 e 24 = controles negativos; 5, 8, 11 = clones. Matriz de Agarose 1,5%.  

 

 

 

 

A B C 

D E F 
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4.3 Transformação de E. coli e análise da expressão de Ub recombinante 

 

 Os clones em pDEST17 foram expressos em cepa de E.coli linhagem 

Bl21(DE3)pLysE, produzindo Ub recombinante solúvel e em corpúsculos de 

inclusão, solubilizados por uréia (desnaturadas) (Figura 11 A), resultado 

confirmado por Imuno blot com anticorpos anti-histidina, que reconheceram a 

etiqueta de histidinas inserida na proteína recombinante (Figura 11 B). A Ub 

possui massa molecular correspondente a 8,5 kDa, porém, a seqüência de 6 

histidinas da etiqueta pode aumentá-la até 4 kDa. 

 

 

                        

Figura 11. Expressão de Ub em células BL21(DE3)pLysE.   
Legenda: B.M = BenchMark – padrão de massa molecular; Ctrl- = Controle negativo - extrato 
de proteínas produzidas pela célula BL21(DE3)pLysE sem o plasmídeo; Fração T. – fração 
protéica total, proteínas expressas pela célula; Fração S. – fração de proteínas solúveis; 
Fração I. – fração de proteínas insolúveis. Matriz de SDS-PAGE 20% corado com Coomassie 
blue (A) e transferido para nitrocelulose (B). 
 

A 

B 
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4.4 Purificação de Ub recombinante e dosagem 

 

A Ub recombinante possui uma etiqueta de histidinas, que permite a sua 

purificação por coluna de afinidade ao níquel.  

Algumas proteínas de E. coli possuem grandes quantidades de histidina 

em sua composição, ficando retidas na resina e podendo ser eluídas 

juntamente com a proteína recombinante de interesse. Para eliminar tais 

contaminantes, um segundo passo de purificação foi feito: gel preparativo para 

as proteínas desnaturadas e filtração por Centricon (AMICON) para as 

proteínas solúveis. 

 

 
 

Figura 12. Purificação de Ub. 
Legenda: BM - padrão de massa molecular Bench Mark (Invitrogen); Total – fração de 
proteínas totais; Sol. 1 – fração solúvel sem purificação; Sol. 2 – fração solúvel purificada com 
centricon, após purificação com NiNTA; Sol. 3 – fração solúvel purificada com NiNTA; Ins. 1 – 
fração insolúvel sem purificação; Ins. 2 – fração insolúvel purificada com NiNTA; Ins. 3 – fração 
insolúvel purificada por gel preparativo. Matriz de SDS-PAGE 20% corado com Coomassie 
blue.  

 

 As proteínas foram concentradas e dosadas antes das inoculações 

serem iniciadas. 
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4.5 Produção de anticorpos para Ub 

 

Antes do início das imunizações, foram coletados os soros dos 

camundongos a fim de verificar se os mesmos estavam reagindo ou não com o 

extrato protéico de T. cruzi. Para tanto, foi realizado um ensaio de Imuno blot 

onde o extrato de proteínas de T. cruzi foi separado em gel de acrilamida SDS-

PAGE e fixado em membrana de náilon. A seguir, as membranas com os 

extratos foram incubadas com os soros pré-imunes por 1 hora à temperatura 

ambiente. A revelação foi realizada por reação da fosfatase alcalina (Figura 

13A) e por quimioluminescência (Figura 13B). O resultado confirmou a falta de 

reconhecimento dos anticorpos dos camundongos por proteínas inespecíficas 

de T. cruzi, o que poderia comprometer os resultados de experimentos futuros. 

 

 

 
Figura 13. Teste de soro pré-imune.  
Imuno blot de extratos protéicos de T. cruzi contra soro de camundongos antes de serem 
imunizados com a proteína recombinante. (A) Revelação por fosfatase alcalina; (B) Revelação 
por quimioluminescência. Legenda: BM – Padrão de massa molecular Bench Mark (Invitrogen); 
Cam.1 a Cam. 6 – Soro de Camundongo 1 a 6. 

A 
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Dos 6 camundongos testados, 4 foram utilizados para a produção de 

anticorpos: 2 camundongos para a Ub solúvel e outros 2 para a Ub insolúvel, 

objetivando produzir anticorpos que reconhecessem epítopos conformacionais 

e de seqüência de peptídeos, respectivamente. Os camundongos foram 

numerados 1 a 4, 1 e 2 foram inoculados com a Ub solúvel e 3 e 4 foram 

inoculados com a Ub insolúvel. 

Foram realizadas 4 inoculações intraperitoniais, com doses de 20 μg de 

proteína por inoculação para cada animal. Uma semana após as 4 inoculações, 

uma gota de sangue foi retirada do rabo de cada camundongo para verificar se 

havia resposta imunológica. Após a confirmação da resposta e titulação do 

soro, os mesmos foram coletados por punção cardíaca e utilizados na diluição 

de 1:200 em ensaios de imuno blot contra as Ub recombinantes (Figura 14 A) e 

extratos protéicos de T. cruzi na fase de epimastigotas (Figura 14 B). 

Nota-se na figura 14 A que o soro do camundongo 1 não reconheceu as 

proteínas recombinantes no imuno blot. Uma possível explicação seria devido à 

variabilidade individual da resposta imunológica dos camundongos, sendo que 

o camundongo 1 não respondeu ao estímulo gerado pela inoculação da 

proteína recombinante, enquanto os demais mostraram resposta. O soro de 

todos os camundongos foi coletado, processado e armazenado a -20º C. 

O perfil encontrado no imuno blot contra extrato protéico de T. cruzi 

(Figura 14 B) é semelhante ao encontrado em outros eucariotos, apresentando 

uma “mancha” de alta massa, que corresponde à marcação de todas as 

proteínas que são mono, pluri ou poliubiquitiladas, em especial as 

poliubiquitiladas por possuírem um tamanho bastante aumentado devido à 

grande quantidade de Ub adicionadas às mesmas. 
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Figura 14. Teste de soro imune.  
Imuno blot utilizando soros de camundongos imunizados com a Ub recombinante solúvel e 
insolúvel. (A) reação contra Ub recombinantes solúveil e insolúvel; (B) extrato de epimastigotas 
de T. cruzi. Revelação por fosfatase alcalina. Legenda: BM – Padrão de massa molecular 
Bench Mark (Invitrogen); Marc – Padrão de massa molecular (Sigma); Cam. 1 a Cam. 4 – Soro 
de Camundongo 1 a 4. 

 

 

A 
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 Com a finalidade de acumular proteínas ubiquitiladas no extrato protéico, 

o proteassomo e as DUBs foram inibidas com 0,5 μM PSI e 10 mM de IAA 

respectivamente. Os extratos foram analisados por imuno blot, comparando o 

perfil encontrado em extratos onde proteassomo e DUB estavam inibidos e em 

extratos sem inibição dos mesmos (Figura 15 A). Como controle foi utilizado o 

perfil eletroforético das amostras em gel de SDS-PAGE 13% corado com prata, 

com as mesmas quantidades usadas no imuno blot (Figura 15 B).  

 

 

 

 

Figura 15. Ensaio de inibição de proteassomo e DUBs.  
Em (A) Imuno blot utilizando anti-Ub contra extratos de epimastigotas (Ctrl) preparados com 
IAA para inibição de DUBs (IAA), PSI para inibição de proteassomo (PSI) e os 2 inibidores 
juntos (PSI+IAA). (B) Matriz de SDS-PAGE 13% corado com nitrato de prata apresenta perfil 
eletroforético do extrato de epimastigotas de T. cruzi com as mesmas quantidades aplicadas na 
realização do imuno blot (50 µg) e corado com nitrato de prata. Legenda: BM – Padrão de 
massa molecular Bench Mark (Invitrogen). 
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 Analisando os resultados é possível verificar um aumento razoável do 

sinal quando apenas o proteassomo é inibido, um aumento maior do sinal 

quando apenas as DUBs são inibidas, e um significativo aumento do sinal de 

proteínas ubiquitiladas quando ambos estão inibidos.  

 

4.6 Transfecção de T.cruzi e análise da expressão de Ub recombinante 

   

 Células de T. cruzi na fase de epimastigotas com 3 dias de crescimento 

foram transfectadas com 50 μg de cada plasmídeo. Os transfectantes foram 

selecionados com passagens a cada 4 a 5 dias e mantidos com 500 μg/mL de 

antibiótico G418. Após 20 dias de cultivo, todos os parasitas da cultura controle 

(sem transfecção, mantidos com antibiótico) morreram, enquanto os parasitas 

das culturas transfectadas continuaram vivos e replicando, indicando então que 

foram selecionados nesta cultura apenas os parasitas transfectados.  

 Após a seleção foram extraídos os extratos protéicos totais de cada 

transfectante para análise da expressão da Ub recombinante através de 

ensaios padrões de Imuno blot (Figura 16). A partir desta análise pudemos 

verificar que apenas o parasita transfectado com o plasmídeo pTcPR-TAP+Ub 

estava expressando a Ub recombinante (Figura 16, sinalizado por setas), 

enquanto que os demais, pTcPR-HisN+Ub e pTEX+Ub, não apresentaram sinal 

de expressão diferenciada. Portanto ensaios de purificação de transfectantes 

foram realizados apenas com o transfectante pTcPR-TAP+Ub. 
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Figura 16. Análise da expressão de Ub recombinante.  
Imuno blot de extratos protéicos de T. cruzi transfectado com pTcPR-HisN+Ub (His), pTEX+Ub 
(TEX) e pTcPR-TAP+Ub (W9), contra anti-Ub recombinante (αUb) e anti-histidina (αHis). 
Revelação por quimioluminescência. A seta indica a Ub recombinante fusionada com TAP tag, 
aumentando seu tamanho de 8kDa para aproximadamente 30kDa. 

 

4.7 Enriquecimento de proteínas ubiquitiladas 

 

 O enriquecimento de proteínas ubiquitiladas, marcadas com Ub nativas 

ou recombinantes, foi realizado como citado anteriormente. 

 Todas as frações de cada enriquecimento foram separas em gel de 

poliacrilamida e submetidas a ensaios de imuno blot para análise. 

 

4.7.1 Ensaio de TAP-tag 

 A purificação por afinidade em série (TAP) necessita de padronizações. 

Pois, analisando os resultados (Figura 17), verificamos que existe ligação entre 

a proteína recombinante e a primeira resina do sistema (IgG), porém, nos 

demais passos da purificação não foi obtido sucesso. De acordo com o 

resultado observado no imuno blot (Figura 17B) o processo de digestão com a 

protease TEV não foi eficiente, podendo estar nesta etapa o problema desta 

técnica. Os transfectantes foram congelados a -70 oC, mas, devido ao curto 

espaço de tempo disponível, a padronização desta técnica em T. cruzi foi 

adiada  
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Figura 17. Enriquecimento de Ub recombinante com purificação por afinidade em série.  
Extratos protéicos de T. cruzi em diferentes etapas da purificação do parasita transfectado com 
pTcPR-TAP+Ub. Legenda: P – Padrão de massa molecular; Ext - extrato protéico total do 
transfectante; N.L.IgG - Fração de proteínas não ligadas na resina IgG; Lav.IgG - Fração de 
proteínas lavadas da resina IgG; Dig.TEV - Frações de proteínas obtidas após digestão com 
TEV; N.L.Cal - Fração de proteínas não ligadas na resina Calmodulina; Lav.Cal - Fração de 
proteínas lavadas da resina Calmodulina; Eluição - Proteínas eluídas da resina de 
Calmodulina. Matriz de SDS-PAGE 13% corado com nitrato de prata (A) e imuno blot (B). 

 

4.7.2 Imunoprecipitação 

 O enriquecimento de proteínas ubiquitiladas nativas de T. cruzi, tanto na 

fase de epimastigotas quanto epimastigotas submetidos a estresse, foi 

realizado em ensaio de imunoafinidade de Ub nativas utilizando o anticorpo 

obtido no início deste projeto. A análise dos resultados deste ensaio foi feita por 

A 

B 



 72 

gel de poliacrilamida (Figura 18). Tal análise mostrou que o enriquecimento das 

proteínas alvos de ubiquitilação por esta técnica foi eficiente. 

 

 

 

 

Figura 18. Enriquecimento de Ub recombinante por imunoafinidade.  
Extratos protéicos de T. cruzi em diferentes etapas da imunoafinidade. (A) Imunoafinidade de 
epimastigotas e (B) epimastigotas estressados. Legenda: BM – Padrão de massa molecular 
Bench Mark (Invitrogen); Ext - extrato protéico total de T. cruzi; N.Lig - Fração de proteínas não 
ligadas na resina; Lav.1 a Lav.4. – lavados 1 a 4; Eluído – proteínas eluídas, proteínas 
ubiquitiladas. Matriz de SDS-PAGE 13% corado com nitrato de prata. 
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4.8 Enriquecimento de proteínas de interação com Ub 

 

 Para identificar as proteínas que interagem com o sinal de ubiquitilação 

em T. cruzi, ensaios de afinidade por Ub foram realizados como descrito 

anteriormente. Estes ensaios foram realizados com extratos protéicos de 

epimastigotas (Figura 19) e epimastigotas submetidos a estresse nutricional 

(Figura 20) de T. cruzi. 

 Os controles negativos mostraram que as proteínas recuperadas na 

eluição possuíam interação específica com a Ub, e não com a sefarose (Figura 

21 B) ou com outros possíveis contaminantes (Figura 21 A). Réplicas 

biológicas deste experimento foram realizadas e apresentaram o mesmo 

padrão de proteínas em gel unidimensional SDS-PAGE. Porém a identificação 

das proteínas foi realizada com apenas uma das réplicas (a mesma 

apresentada neste trabalho – figuras 19 e 20) devido à quantidade de amostras 

presentes em cada gel, fator que tornaria inviável a identificação de todas as 

amostras das réplicas através do equipamento de espectrometria de massas 

disponível. 
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Figura 19. Afinidade de proteínas de epimastigotas por Ub.  
As bandas numeradas de 1 a 19 foram retiradas do gel para a identificação em espectrometria 
de massas. Legenda: BM – Padrão de massa molecular Bench Mark (Invitrogen); Ext - extrato 
protéico total de T. cruzi; N.Lig - Fração de proteínas não ligadas na resina; Lav.1 a Lav.6. – 
lavados 1 a 6; Eluído – proteínas eluídas, de interação com Ub. Matriz de SDS-PAGE 13% 
corado com nitrato de prata 
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Figura 20. Afinidade de proteínas de epimastigotas estressados por Ub.  
As bandas numeradas de 1 a 22 foram retiradas do gel para a identificação em espectrometria 
de massas. Legenda: BM – Padrão de massa molecular Bench Mark (Invitrogen); Ext - extrato 
protéico total de T. cruzi; N.Lig - Fração de proteínas não ligadas na resina; Lav.1 a Lav.6. – 
lavados 1 a 6; Eluído – proteínas eluídas, de interação com Ub. Matriz de SDS-PAGE 13% 
corado com nitrato de prata. 
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Figura 21. Controles negativos da afinidade por Ub.  
(A) Perfil eletroforético de ensaio de competição das proteínas alvos por incubação com Ub 
recombinante na solução contendo extrato de T. cruzi. (B) Perfil eletroforético do resultado da 
incubação de extrato com sefarose para verificar ligação inespecífica. Legenda: BM – Padrão 
de massa molecular Bench Mark (Invitrogen); Ext - extrato protéico total de T. cruzi; N.Lig - 
Fração de proteínas não ligadas na resina; Lav.1 a Lav.6. – lavados 1 a 6; Eluído – proteínas 
eluídas. Matriz de SDS-PAGE 13% corado com nitrato de prata. 

 

 

A 

B 



 77 

4.9 Identificação de proteínas de interação com Ub 

 

 As proteínas retiradas dos géis mostrados anteriormente foram digeridas 

e purificadas, como já descrito. Os espectros das fragmentações obtidas em 

equipamento MALDI-TOF/TOF Autoflex (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha) 

estão representados na figura 22. 

 

 

 

Figura 22. Espectros MS representativos das proteínas purificadas na afinidade por Ub  
Espectros das bandas 3 e 9, purificadas de extrato de epimastigotas (A), e bandas 3 e 6, 
purificadas de extrato de epimastigotas submetidos a estresse (B). 

  

 A identificação das proteínas a partir das massas dos espectros gerados 

foi feita pelo algoritmo de busca Mascot, que identificou as proteínas listadas 

nas tabelas 6, 7 e 8, de epimastigotas, epimastigotas submetidos à estresse e 

proteínas compartilhadas entre as 2 fases, respectivamente. 
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Tabela 6. Lista de proteínas de epimastigotas que possuem interação com Ub, identificadas por espectrometria de massas.  

A tabela mostra a banda indicada na imagem do gel (Fig. 19), sua respectiva identificação, taxa de erro da identificação (expect), domínios conhecidos das 

proteínas hipotéticas e o processo celular no qual as proteínas estão envolvidas. 

Banda Identificação Valor de p Domínio (Pfam) Processo celular / Função molecular 

1 8033.t00005_ribose 5-phosphate isomerase, putative 7.8 e-07 Ribose/Galactose 

Isomerase 

Via pentose phosphate, ramificação não-

oxidativa 

4859.t00001_hypothetical protein, conserved 2 e-04 Alba Metabolismo de RNA 

 

2 

4718.t00003_hypothetical protein, conserved 7.6 e-02 Não conhecido  

7052.t00010_40S ribosomal protein S18, putative 4 e-02 Proteína Ribosomal 

S13/S18 

Tradução, constituinte estrutural do ribossomo 

 

3 

8128.t00005_small GTP-binding protein, putative 5.8 e-02 Fator ADP-

ribosilação 

Transporte de vesículas do retículo 

endoplasmático ao Golgi  

8445.t00002_hypothetical protein, conserved 7.1 e-03 Não conhecido  

6 4764.t00006_hypothetical protein, conserved 8.2 e-02 UBA/TS-N Interação com o processo de ubiquitilação 

 

 

7 

 

8314.t00004_haloacid dehalogenase-like hydrolase, putative 

 

4 e-04 

haloacid 

dehalogenase-like 

hydrolase 

Envolvido em diversos processos celulares, 

desde biossíntese de aminoácidos a 

detoxificação celular 

7098.t00028_methylthioadenosine phosphorylase, putative 1.2 e-05 Família fosforylase 2 Reciclagem de aminoácidos 

 

9 

 

7146.t00001_cytosolic malate dehydrogenase, putative 

 

3.9 e-02 

lactate/malate 

dehydrogenase, 

domínio de ligação a 

NAD 

Ciclo de ácidos tricarboxílicos / do ácido ciclo 

/ de Krebs. 

 

 

7839.t00021_minichromosome maintenance (MCM) complex 

subunit, putative 

1.4 e-01 Família MCM2/3/5 Início da replicação do DNA 
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13 

7435.t00003_glutamamyl carboxypeptidase, putative / 

metallo-peptidase, clan MH, family M18, putative 

4.5 e-03 Peptidase família 

M20/M25/M40 

Proteólise 

8516.t00004_Acetylornithine deacetylase, putative 1.1 e-02 Peptidase família 

M20/M25/M40 

Proteólise 

8305.t00024_60S ribosomal proteins L24, putative 9.6 e-03 Proteína Ribosomal  

L24e 

Tradução, constituinte estrutural do ribossomo 

6207.t00010_hypothetical protein, conserved 5 e-02 Não conhecido  

14 7117.t00005_2-oxoisovalerate dehydrogenase alpha subunit, 

putative 

2.7 e-04 Dehydrogenase 

componente E1  

Catálise da reação redução-oxidação (redox) 

8728.t00019_eukaryotic initiation factor 4a, putative 3 e-04 DEAD/DEAH box 

helicase 

Atividade de helicase ATP dependente; 

Ligadora de “cap” de RNA. 

17 8462.t00004_hypothetical protein 2.8 e-04 Não conhecido  

8652.t00011_inosine-5‟-monophosphate dehydrogenase, 

putative 

3.6 e-05 IMP dehydrogenase 

/domínio GMP 

reductase 

Biossíntese de purinas (ribonucletídeos) 

18 6890.t00019_pyruvate phosphate dikinase, putative 4.7 e-05 Domínio de ligação 

PEP/pyruvate  

Fosforilação 
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Tabela 7. Lista de proteínas de epimastigotas submetidos a estresse que possuem interação com Ub, identificadas por espectrometria de massas.  

A tabela mostra a banda indicada na imagem do gel (Fig. 20), sua respectiva identificação, taxa de erro da identificação (expect), domínios conhecidos das 

proteínas hipotéticas e o processo celular no qual as proteínas estão envolvidas. 

 

Banda Identificação Valor de p Domínio (Pfam) Processo celular / Função molecular 

3 7052.t00014_40S ribossomal protein S10, putative 6.2 e-03 Plectina/S10 Tradução, ligadora de RNA 

4 6930.t00008_hipothetical protein, conserved 5.4 e-03 Não conhecido  

 

10 

 

6931.t00012_V-type ATPase, A subunit, putative 

 

1.7 e-01 

ATP sintase família 

alpha/beta, domínio 

de ligação 

nucleotideo 

 

Síntese de ATP 

11 4917.t00002_sedoheptulose-1,7-bisphosphatase, putative 2.7 e-03 Fructose-1-6-

bisfosfatase 

Gluconeogênese 

13 4935.t00030_GTPase protein, putative 7.6 e-02 GTPase de função 

desconhecida 

Ligadora de GTP, hidrolisa GTP 

17 2594.t00001_hipothetical protein, conserved 2.6 e-02 Não conhecido  

20 7853.t00017_hipothetical protein, conserved 1.7 e-01 Não conhecido  

7414.t00029_chaperonin HSP60, mitochondrial precursor 2.9 e-02 TCP-1/cpn60 família 

chaperonina 

Formação de complexos protéicos, interação 

seletiva com proteínas mal formadas 
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Tabela 8. Lista de proteínas comuns entre epimastigotas e epimastigotas submetidos a estresse que possuem interação com Ub, identificadas por 

espectrometria de massas.  

A tabela mostra a banda indicada na imagem do gel (Fig. 19/20, respectivamente), sua respectiva identificação, taxa de erro da identificação (expect), 

domínios conhecidos das proteínas hipotéticas e o processo celular no qual as proteínas estão envolvidas. 

 

Banda Identificação Valor de p Domínio (Pfam) Processo celular / Função molecular 

3/5 5638.t00004_hypothetical protein, conserved 1.6 e-04 Peptidase C56 Proteólise, endopeptidases 

4/6 4408.t00001_tryparedoxin peroxidase, putative 3.1 e-08 Família AhpC/TSA Transporte de elétrons 

5/11 8530.t00004_hypothetical protein, conserved 5.8 e-02 Alba Ligadora de DNA e RNA 

 

12/15 

4940.t00004_fructose-bisphosphate aldolase, glycosomal, 

putative 

 

7.8 e-11 

Fructose-

bisphosphate 

aldolase classe-I 

 

Glicólise 

13/16 7832.t00005_hypothetical protein, conserved 7.8 e-08 Não conhecido  

15/18 11788.t00001_alpha tubulin, putative 4.6 e-03 Familia tubulin/FtsZ, 

dominio GTPase  

Componente estrutural do citoesqueleto 

16/19 6998.t00004_beta tubulin, putative 9.8 e-08 Familia tubulin/FtsZ, 

dominio GTPase 

Componente estrutural do citoesqueleto 
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5. DISCUSSÃO 

 

Em tripanossomatídeos, o mecanismo de regulação da expressão 

gênica é feito em grande parte de modo pós-transcricional ou pós-traducional 

(Elias, 2001). Estes parasitas necessitam adaptar-se rapidamente às transições 

entre o inseto vetor e o hospedeiro mamífero, fazendo uma reprogramação na 

expressão de seus genes. Durante este processo, muitas alterações podem 

estar associadas à degradação e/ou modificação de proteínas estágio-

específicas.  

Em células eucarióticas, um dos principais processos de modificação de 

proteínas ocorre através da utilização de uma pequena proteína altamente 

conservada, a ubiquitina. Esta via, conhecida como ubiquitilação, controla 

várias funções celulares incluindo a progressão do ciclo celular, transcrição 

estágio-específica, processos antigênicos e controle de qualidade das 

proteínas (revisto por Pickart, 2001). Porém pouco se conhece a respeito desta 

via em tripanossomatídeos, mas acredita-se que ela pode estar regulando 

diversos processos, inclusive a diferenciação para formas infectivas. 

 Com a finalidade de compreender como ocorre o reconhecimento do 

sinal da ubiquitilação em uma célula eucariótica ancestral, como o caso do      

T. cruzi, realizamos ensaios de afinidade por ubiquitina, no qual proteínas que 

possuem interação com a ubiquitina puderam ser purificadas do extrato 

protéico de T. cruzi. Este ensaio foi feito tanto em sua fase logarítmica de 

crescimento (epimastigotas com 3 dias de crescimento) quanto em células 

submetidas a estresse (epimastigotas em fase estacionária de crescimento – 5 

dias – submetidas a meio com escassez de nutrientes e alta densidade de 

parasitas). Estes ensaios foram feitos para verificar se existiam diferenças 

entre os sinais gerados em condições de estresse. 

Outro ensaio adotado para obter informações sobre como a ubiquitilação 

regula os processos celulares em T. cruzi foi o eriquecimento dos alvos da via, 

ou seja, das proteínas ubiquitiladas. Para tanto, foram usadas as abordagens 

de transfecção com ubiquitinas recombinantes, fusionadas a diferentes 

etiquetas moleculares para possibilitar a purificação das mesmas, e ensaios de 

imunoprecipitação com anti-ubiquitina. Os anticorpos produzidos para 
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ubiquitina de T. cruzi foram produzidos por nossa equipe. Optamos por produzir 

estes anticorpos devido o fato de os anticorpos contra ubiquitina 

comercializados reconhecerem a proteína de outras espécies, como humanos. 

Apesar de a ubiquitina de T. cruzi apresentar apenas 3 aminoácidos diferentes 

quando comparada à de humano, alguns trabalhos sugerem que as mesmas 

são imunologicamente diferentes (Telles e cols., 1999; Telles e cols, 2003). 

Esta informação não foi verificada no presente trabalho, pois, ao utilizarmos o 

anticorpo contra Ub de humanos comercial, além de apresentar 

reconhecimento pela Ub de T. cruzi, o mesmo apresentou padrão muito 

semelhante ao anti-Ub de T. cruzi produzido por nossa equipe. 

 Antes de realizar qualquer ensaio de enriquecimento de proteínas 

ubiquitiladas, duas drogas foram testadas, o IAA (iodoacetamida) e PSI que 

são inibidores de DUB e proteassomo, respectivamente. Na figura 15 A é 

notável o aumento de conjugados ubiquitilados quando os parasitas são 

submetidos à duas drogas em conjunto. Quando são submetidos apenas a IAA, 

ocorre um leve aumento desses conjugados. O mesmo ocorre com o PSI, 

indicando que é preferível realizar a inibição de ambos para obter uma maior 

acumulação de conjugados ubiquitilados. Este dado já era esperado, pois, 

quando apenas o proteassomo é inibido, as DUB ainda estão atuando na 

remoção de Ub da proteínas ubiquitiladas, e que não estão sendo degradadas 

pelo proteassomo como deveriam, na tentativa de manter o equilíbrio na célula. 

O mesmo ocorre quando apenas DUB são inibidas, o proteassomo ainda 

continua degradando algumas proteínas ubiquitiladas, independente da 

atuação ou não das DUB. Outra informação relevante contida neste resultado é 

a observação de uma maior acumulação de proteínas ubiquitiladas ao inibir 

apenas as DUBs quando comparadas à acumulação que ocorre ao inibir 

apenas o proteassomo. Este dado pode ser explicado devido aos diferentes 

destinos que a ubiquitilação pode ter, destinos estes que muitas vezes não são 

dependentes de degradação via proteassomo (Mukhopadhyay e Riezman, 

2007). 

Os ensaios de enriquecimento de proteínas ubiquitiladas através da 

purificação de transfectantes não foram conclusivos, pois as técnicas 

abordadas necessitavam um melhor nível de padronização, o que tornaria 

inviável o término do presente trabalho no prazo estabelecido (2 anos). Os 
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transfectantes foram congelados à -80 oC para que os ensaios sejam 

retomados futuramente. Já os ensaios de imunoprecipitação de proteínas 

ubiquitiladas apresentaram bons resultados, e a técnica está bem padronizada. 

Tais amostras serão submetidas a espectrometria de massas para identificação 

das mesmas. 

 As proteínas de interação com ubiquitina apresentaram um alto nível de 

purificação devido as intensas lavagens com altas concentrações de sal. Tal 

abordagem de lavagem foi adotada para tentar minimizar ao máximo os 

possíveis contaminantes, porém, com isso, proteínas de fraca interação não 

puderam ser recuperadas, podendo ser o caso das enzimas envolvidas no 

processo da ubiquitilação. Mas como o objetivo do trabalho era identificar 

proteínas que interagem com a ubiquitilação, esta abordagem foi suficiente 

pois, de acordo com os controles aplicados, as proteínas recuperadas 

matinham interações específicas com a Ub. 

 Outro fator restringente que pode ser usado como explicação para a não 

identificação de enzimas da via neste ensaio é a baixa sensibilidade do 

aparelho de espectrometria utilizado no presente trabalho, que não pôde 

detectar diversas amostras de proteínas retiradas do gel. 

 Apesar disso, foram identificadas proteínas que, de acordo com 

trabalhos publicados, podem estar regulando processos ou sendo reguladas 

pela ubiquitilação, a partir de sua interação com a via. É o caso de proteínas 

ligadoras de DNA e RNA, que desempenham diferentes funções como reparo 

de DNA, condensação da cromatina, controle da expressão gênica, entre 

diversas outras funções. Inúmeros trabalhos têm sido publicados no últimos 20 

anos mostrando o envolvimento da ubiquitilação nestes processos celulares, 

ubiquitilando proteínas cromossomais (Daniel e cols., 2004; Hoege e cols., 

2002; revisto por Muratani e Tansey, 2003) ou adaptadores de ligação com 

RNA (Gwizdek e cols., 2006; Hobeika e cols., 2007). Sabe-se também que 

domínios de interação com Ub são encontrados em proteínas ligadoras de 

RNA, como os fatores de exportação Mex67 (Hobeika e cols., 2007), onde 

provavelmente estão regulando exportação ou meia-vida das moléculas de 

RNA, e também em proteínas ligadoras de DNA (Acharya e cols., 2008), como 

em DNA polimerases responsáveis pela síntese de translesão, ou seja, 

responsáveis pela replicação quando existe danos no DNA, e existem fortes 
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evidências que estas polimerases são recrutadas ao local do dano através de 

seu domínio de ligação à Ub (Acharya e cols., 2008). 

Algumas proteínas ligadoras de DNA e RNA foram encontradas em 

nossas análises. Uma das proteínas hipotéticas encontradas possui domínio 

Alba, que são domínios primeiramente descritos em arqueobactérias com 

função de cobrir densamente o DNA sem compactá-lo (Bell e cols., 2002), mas 

em eucariotos tem apresentado funções diferentes, como no metabolismo de 

RNA (Aravind e cols., 2003).  

Outra proteína ligadora de DNA encontrada foi uma subunidade do 

complexo de manutenção do cromossomo (Mcm) que está envolvida tanto nos 

passos de iniciação quanto de polimerização da replicação do DNA em 

eucariotos, e sabe-se que esta proteína é regulada durante o processo do ciclo 

celular pela ubiquitilação da mesma (Braun e Breeden, 2007). Como já descrito 

anteriormente, o processo de interação com Ub por domínios de ligação de Ub 

pode estar atuando em conjunto com a modificação das proteínas que contém 

tais domínios em um processo conhecido como ubiquitilação acoplada (Woelk 

e cols., 2006), sendo assim um proteína que interage com a sinalização gerada 

pela ubiquitilação pode também estar ubiquitilada, tornando necessário um 

estudo mais aprofundado para identificar se tal processo realmente acontece 

no T. cruzi. 

O fator de iniciação eucariótico 4a, identificado no presente trabalho, 

possui um domínio de helicase de RNA conhecido como DEAD ou DEAH, e 

alguns membros dessa família também podem atuar na maturação de RNA 

ribossomais e na biogênese de ribossomos (Kossen e Uhlenbeck, 1999). A 

proteína nuclear p63 possui um domínio DEAD RNA helicase e trabalhos 

recentes demonstraram que a SUMOilação desta proteína é essencial para 

regular sua atividade, inibir a interação e coativação de p53 e alterar o estado 

da cromatina através do recrutamento de deacetilases de histonas (Jacobs e 

cols., 2007; revisto por Fuller-Pace e cols., 2007). Uma GTPase também foi 

identificada como sendo uma proteína de interação com Ub pelo nosso estudo. 

As Ran GTPase são proteína que também são modificadas por SUMO, elas 

são pequenas GTPase envolvidas na importação nuclear e são modificadas 

para serem enviadas ao complexo do poro nuclear (Matunis e cols., 1996). 

SUMOilação e ubiquitilação são modificações bastante interligadas, sendo, em 
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muitos casos, reguladas uma pela outra (Desterro e cols., 1998; revisto por 

Welchman e cols., 2005). Talvez por esse motivo tenham sido encontradas 

proteínas que, em diferentes organismos, são modificadas por SUMO, mas 

podem estar sendo reguladas ou regulando proteínas modificadas por 

ubiquitina, através do reconhecimento e interação entre as mesmas. 

Subunidades ribossomais também foram encontradas em nossas 

análises, como as subunidades S10 e S18 do complexo ribossomal 40S e a 

subunidade L24 constituinte do complexo ribossomal 60S. A primeira 

subunidade está relacionada com reconhecimento de RNA, a segunda e 

terceira são partes estruturais do ribossomo.  

Foi identificada também uma proteína hipotética com um domínio UBA, 

um domínio de associação com Ub. Tal identificação era esperada já que este 

domínio é bem caracterizado por interagir com Ub (Madura, 2002). 

Diversas peptidases foram encontradas, porém o envolvimento destas 

com a modificação por Ub não está claro, apesar de um dos principais destinos 

das proteínas modificadas por Ub ser a degradação. Nenhuma das peptidases 

encontradas fazem parte do complexo proteolítico proteassomo, e nem estão 

relacionadas às DUB até o momento.  

Também foram identificadas proteínas envolvidas em vias metabólicas 

distintas como via das pentoses, ciclo de Krebs, metabolismo de piruvato e 

biossíntese de purinas e ATP. A crescente quantidade de trabalhos 

demonstrando o envolvimento da ubiquitilação em processos celulares cada 

vez menos esperados faz da identificação de tais proteínas um resultado não 

muito surpreendente, mesmo assim, validações destes resultados ainda são 

necessárias. 

Posteriores ensaios ainda deverão ser realizados para confirmação dos 

dados obtidos até o momento, como a realização de espectrometria de massas 

em um aparelho mais sensível que possa identificar proteínas que não foram 

identificadas no MALDI-TOF. Além disso outros tipos de ensaios deverão ser 

realizados, como o duplo-híbrido utilizando a Ub como isca para a identificação 

de interações mais específicas. Tais confirmações são necessárias pois, entre 

as proteínas identificadas no presente trabalho, algumas são proteínas 

bastante abundantes em T. cruzi e já foram identificadas em outros trabalhos 

de proteômica, inclusive em trabalhos envolvendo imunoprecipitação, como no 
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caso da proteína alba. Ainda assim os resultados obtidos neste trabalho são 

confiáveis devido ao cuidado utilizado tanto na estringência das lavagens 

quanto nos controles negativos aplicados. Outro fator que confere credibilidade 

aos dados apresentados é a identificação de uma proteína que possui domínio 

UBA de interação com Ub, entre outras proteínas que, a interação das mesmas 

com o sistema de ubiquitilação é conhecida e classicamente aceita. 

A identificação das proteínas alvo da ubiquitilação (proteínas 

ubiquitiladas) também pode elucidar diversas questões que ainda não foram 

respondidas com o presente trabalho, como quais são as proteínas 

modificadas durante a diferenciação do organismo e se a ubiquitilação 

desempenha um papel tão importante em T. cruzi quanto tem desempenhado 

em outros eucariotos. 
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6. CONCLUSÕES 

 

 Com base nos resultados expostos nesta dissertação de mestrado, 

concluímos que: 

 A maior parte dos objetivos propostos no início do trabalho foi concluída. 

 

 Proteínas que interagem com Ub em T. cruzi foram identificadas com 

confiabilidade. Muitas destas já foram descritas em outros organismos 

como proteínas que estão envolvidas no processo de ubiquitilação, 

sendo alvos do mesmo ou interagindo com ele. 

 

 Entre as proteínas que interagem com a Ub em T. cruzi, estão algumas 

importantes para o processo de tradução. Esta observação permite 

inferir um provável envolvimento do sistema de ubiquitilação na 

regulação da expressão protéica em T. cruzi, regulando fatores de início 

da tradução, ou estabilidade do complexo ribossomal. 

 

 Apesar das proteínas-alvo da ubiquitilação não terem sido identificadas, 

as ferramentas fundamentais para esta finalidade foram criadas, bem 

como, todas as padronizações referentes ao enriquecimento das 

proteínas ubiquitiladas já foram estabelecidas. 
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7. PERSPECTIVAS 

 

Os resultados obtidos nesta dissertação oferecem novas perspectivas 

para o estudo da via UPS em T. cruzi: 

 Buscar domínios de ligação de Ub nas proteínas identificadas neste 

trabalho. 

 

 Identificar os alvos da via de ubiquitilação em T. cruzi e verificar a sua 

diversidade durante a metaciclogênese. Deste modo, é provável que 

seja possível conhecer proteínas preferencialmente modificadas em 

pontos específicos da diferenciação deste parasita, podendo contribuir 

para o esclarecimento de questões sobre os mecanismos que regulam 

este processo. 

 

 Corroborar os resultados obtidos neste trabalho através de outros 

ensaios de interação disponíveis, como a purificação por TAP-tag ou 

ensaios de duplo-híbrido. Além disso, realizar nova espectrometria de 

massas com as amostras geradas neste trabalho, em aparelho mais 

sensível. 

 

 Caracterizar os elementos da via de ubiquitilação em T. cruzi, as 

enzimas atuantes e os alvos das mesmas. 
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
 
 

http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

