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RESUMO 
 
 
As proteínas coesina e condensina pertencem à familia das proteínas de manutenção estrutural 
dos cromossomos (do inglês, Structural Maintenance Chromosome, SMC), altamente 
conservadas desde leveduras até humanos. Essas proteínas executam importantes funções no 
processo de divisão celular, uma vez que elas estão envolvidas na condensação cromossômica 
e na coesão das cromátides irmãs durante o processo de divisão celular. Nós identificamos os 
ortólogos dessas proteínas no protozoário Trypanosoma cruzi Dm28c. Este parasita apresenta 
algumas características peculiares como limitada condensação cromossômica e a manutenção 
da integridade do envelope nuclear durante a divisão celular. Isso o torna um modelo 
interessante para o estudo das funções das SMCs. Os genes que codificam duas, das coesinas 
(SMC1 and Scc1) e duas, das condensinas (SMC4 and Cap-D2) foram caracterizados tanto 
por Southern e Northern blots quanto por análise in silico. Os dados mostram que TcSMC1, 
TcScc1, TcSMC4 e TcCap-D2 são genes de cópia-única no genoma do T. cruzi Dm28c e são 
transcritos em mRNAs. O alinhamento das sequências de aminoácidos deduzidas a partir dos 
genes das SMCs de T. cruzi, T. brucei, L. major, X. laevis, C. elegans, H. sapiens, S. pombe e 
S. cerevisiae mostrou que os motivos conservados dessas proteínas estão presentes em todos 
os organismos mencionados acima, sugerindo que suas estruturas foram conservadas durante 
a evolução, as quais são importantes para sua atividade de ATPase e de interações com DNA. 
Pela imunofluorescência, as SMCs estão localizadas no núcleo. Além disso, a análise do perfil 
de expressão por Western blot mostrou que as SMCs estão expressas nas formas 
epimastigotas e tripomstigotas para as condensinas Cap-D2 e SMC4. Enquanto as coesinas 
SMC1 e Scc1 somente foram detectadas no estágio epimastigota, sugerindo que essas 
proteínas são importantes para a replicação e não para a diferenciação do parasita. Esses 
dados também levantam a hipótese de que essas proteínas possam participar da regulação 
funcional da cromatina modulando sua organização espacial no núcleo e, consequentemente, 
modulando a expressão gênica do parasita.  
 
 
Palavras-chave: Coesina. Condensina. Cromatina. Trypanosoma cruzi.



SHIMADA, Márcia Kiyoe. Characterization of the coesin and condensin proteins of the 
protozoan trypanosoma cruzi (chagas, 1909). 2006. 118 f. Thesis ( Doctorate in 
Microbiology) – Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2006.  
 
 

ABSTRACT 
 
 
The cohesin and condensing protein belong to the family of structural maintenance of the 
chromosomes (SMC) proteins, highly conserved from yeast to humans. They play important 
roles in cell division since they are involved in the chromosome condensation and sister-
chromatid cohesion. We have identified the orthologs of these proteins in the protozoan 
Trypanosoma cruzi Dm28c. This parasite presents peculiarity characteristic such as the 
chromosome condensation limited and the maintenance of the nuclear envelope integrity 
during the cell division, which makes it a challenging model to study the function of the 
SMC. The genes encoding for two cohesins (SMC1 and Scc1) and two condensins (SMC4 
and Cap-D2) were characterized both by Southern and Northern blots and in silico analysis. 
The data show that TcSMC1, TcScc1, TcSMC4 and TcCap-D2 are single copy genes in the 
genome of the T. cruzi Dm28c and all of them are transcribed into mRNAs. The alignment of 
the deduced amino acid sequences from the SMC genes of T. cruzi, T. brucei, L. major, X. 
laevis, C. elegans, H. sapiens, S. pombe and S. cerevisiae showed that the conserved motifs of 
the SMC proteins are present in all the organisms mentioned above, suggesting that the 
structure of these proteins was conserved during the evolution, which is important to their 
ATPase function and DNA interactions. By immunofluorescence, the proteins are localized in 
the nucleus. Furthermore, the Western blot analysis showed that SMCs are expressed in the 
epimastigote and trypomastigote form for SMC4 and Cap-D2 condensin. Whereas SMC1 and 
Scc1 cohesin could be detected only in the epimastigote stage, suggesting that those proteins 
are important for the replication and not for the differentiation of the parasite. It also raises an 
interesting hypothesis that SMC proteins might participate of the functional regulation of 
chromatin by modulating its spatial organization in the nucleus and consequently modulating 
the gene expression of the parasite.  
 
 
Keywords: Cohesin. Condensin. Chromatin and Trypanosoma cruzi. 
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1 INTRODUÇÃO  
 

 

1.1 O PROTOZOÁRIO TRYPANOSOMA CRUZI  
 

 

Trypanosoma cruzi é um protozoário flagelado pertencente ao reino 

Protista, sub-reino Protozoa, filo Sarcomastighophora, sub-filo Mastighophora, ordem 

Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae (Levine et al., 1980).  

T. cruzi é o agente etiológico da doença de Chagas (Chagas, 1909). A 

Organização Mundial da Saúde estima que cerca de 18 milhões de pessoas estejam infectadas, 

sendo 8 milhões só no Brasil (WHO, 2006) e cerca de 120 milhões estão em risco de infecção 

na América Latina (TDR, 2002). Essa é uma enfermidade, portanto, de grande importância na 

saúde pública e de grande impacto econômico e social.  

O gênero Trypanosoma é um dos mais importantes dentro da família 

Trypanosomatidae, pois inclui espécies de grande importância na saúde pública e na medicina 

veterinária como T. cruzi, T. rhodesiense, T. gambiense, T. brucei, T. equiperdum e T. 

equinum. Tais protozoários apresentam algumas características peculiares como a presença de 

um único flagelo com axonema e uma complexa estrutura paraxial; microtúbulos 

subpeliculares associados à membrana plasmática e mitocôndria única e ramificada contendo 

uma região alargada com acúmulo de DNA, denominada cinetoplasto (revisado por De Souza, 

2002).  

 

 

1.2 O CICLO EVOLUTIVO DO T. CRUZI  
 

 

O ciclo evolutivo do T. cruzi (Figura 1) inicia-se quando insetos Hemiptera 

e família Reduviidae como Rhodnius prolixus, Triatoma infestans, Panstrongylus megistrus e 

outros ingerem as formas tripomastigotas do parasita durante o repasto sangüíneo em 

hospedeiros vertebrados infectados. No estômago do inseto, essas formas transformam-se em 

epimastigotas que seguem para o intestino, onde se multiplicam por divisão binária. 

Posteriormente, migram para a porção retal onde aderem à parede e se diferenciam em 

tripomastigotas metacíclicos que são eliminados com as fezes e urina do inseto (Figura 2). Os 
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tripomastigotas metacíclicos são as formas infectivas e não replicativas que podem penetrar 

pela pele em solução de descontinuidade ou mucosas e invadir células do hospedeiro 

vertebrado. Após a invasão, os parasitas iniciam um processo de transformação para as formas 

amastigotas, as quais se replicam por divisão binária. Em seguida, esses parasitas se 

diferenciam em tripomastigotas sangüíneos que são liberados na corrente sangüínea, podendo 

infectar novas células ou serem ingeridos por um inseto vetor iniciando um novo ciclo 

(revisado por De Souza, 2000; De Souza, 2002). Além da transmissão vetorial, o T. cruzi 

pode ser transmitido por outras vias como: transfusão sanguínea e congênita, bem como 

outras menos comuns tais como a acidental em laboratórios, através de transplante de órgãos e 

via oral (Dias, 2002). A transmissão por transfusão sanguínea é relevante, pois a migração de 

portadores permite a disseminação da doença fora das regiões geográficas tradicionais (TDR, 

2002).  

 

 

 

Figura 1 –  O ciclo de vida do T. cruzi no inseto vetor e hospedeiros vertebrados. O ciclo inicia 
quando o inseto vetor realiza o repasto sanguíneo adquirindo os tripomastigotas (formas 
infectivas). No trato digestório do vetor, o parasita passa por mudanças morfológicas e 
fisiológicas e no reto transforma-se novamente em tripomastigotas que são eliminados 
através das fezes. O homem se infecta com as formas infectivas por superfícies de 
descontinuidade ou mucosas. No hospedeiro, transforma-se em amastigotas (formas 
replicativas) que rompem as células transformando em tripomastigotas sanguíneos que 
podem invadir novas células ou serem ingeridos novamente por um inseto vetor.  

Fonte: WHO  
 

 



 

 

20

 

Figura 2 –  Diferentes formas evolutivas do T. cruzi no trato digestório do inseto vetor. O inseto 
ingere as formas tripomastigotas sanguíneos que apresenta cinetoplasto ovalado e, 
posterior ao núcleo que é alongado. No estômago, transforma-se em esferomastigotas ( ) e 
depois em epimastigotas na qual o cinetoplasto em forma de bastão apresenta-se anterior 
ao núcleo arredondado nestas formas. Ao alcançar a ampola retal transformam-se 
novamente nas formas tripomastigotas que podem contaminar um hospedeiro.  

Fonte: de Souza (2002)  
 

 

1.3 A DOENÇA DE CHAGAS  
 

 

A doença de Chagas apresenta uma fase aguda, correspondendo ao período 

em que os tripanosomas são facilmente encontrados no sangue, e uma fase crônica que pode 

produzir quadros clínicos variáveis. Embora na maioria das vezes assintomática, a fase aguda 

caracteriza-se clinicamente por febre, sensação de fraqueza, poliadenite, aumento de fígado e 

baço e lesão na área de inoculação dos protozoários, denominada chagoma de inoculação. A 

lesão chama particular atenção quando ocorre na região ocular ou em suas imediações e a 

reação inflamatória é acompanhada de edema bipalpebral, que impede a abertura do olho. Isto 

constitui o sinal de Romaña. Na fase crônica da doença, destacam-se, por sua gravidade, a 

cardiopatia chagásica, que ocorre em 27% dos casos, as dilatações de órgãos cavitários, 
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principalmente, do aparelho digestivo (megaesôfago, megacólon, etc), em 6% dos infectados 

e distúrbios neurológicos em 3% (Rey, 2002).  

O tratamento da doença consiste basicamente no uso das drogas Nifurtimox 

(derivado do nitrofurano) e benzonidazol (a base de nitroimidazol) e no controle dos sintomas 

como a miocardite aguda e meningoencefalite. A eficácia dessas drogas é de apenas 50% em 

infecções recentes, e de baixa ou nenhuma atividade sobre chagásicos crônicos; e, além disso, 

elas causam graves efeitos colaterais aos pacientes (TDR, 2002). Adicionalmente, os 

processos de imunização para proteger os indivíduos susceptíveis também são ineficazes.  

Os programas de controle de transmissão da doença em vários países 

endêmicos têm apresentado notável sucesso. A profilaxia consiste no controle de triatomíneos 

baseado na aplicação de inseticidas residuais, triagem sistemática dos doadores de sangue 

(TDR, 2002) e melhoria das condições de moradia (Silveira, 2000).  

 

 

1.4 TRYPANOSOMA CRUZI -CICLO CELULAR  
 

 

Os tripanosomatídeos são parasitas que apresentam algumas peculiaridades 

como limitada compactação da cromatina por não apresentarem a forma convencional de 

histona H1 (Spadiliero et al., 2002b) e a preservação da carioteca durante o processo de 

divisão celular (Silveira, 2000).  

Em T. cruzi, o processo de divisão celular das formas amastigotas e 

epimastigotas (formas replicativas) é bem semelhante. Ocorre um aumento gradual do 

tamanho do corpo do parasita com duplicação dos corpúsculos basais, início da divisão do 

cinetoplasto e modificação na distribuição da cromatina nuclear. Na intérfase, parte da 

cromatina aglomera-se em massas localizadas na periferia nuclear e, ocasionalmente em 

regiões mais centrais do núcleo. Com o início do processo de divisão celular, o núcleo torna-

se, gradualmente, pouco elétron-denso, surgindo feixes de microtúbulos intranucleares e 

placas elétron-densas, que podem constituir estruturas tais como os cinetócoros observados 

em outros organismos. O núcleo de redondo passa, gradualmente, de ovalado a alongado. 

Nessa fase, inicia-se a associação dos microtúbulos intranucleares e as placas elétron-densas 

formando um típico fuso mitótico. Em seguida, ocorre a segregação dos cromossomos 
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seguida da cariocinese originando uma célula com dois núcleos. Após este processo, ocorre a 

citocinese originando dois organismos independentes (revisado por De Souza, 2000; 

Spalidiero et al., 2000a; Spalidiero et al., 2002b). Quando a divisão se completa, a cromatina e 

o nucléolo se reorganizam e assumem as posições vistas durante a intérfase, enquanto os 

microtúbulos desaparecem (De Souza, 2002).  

 

 

1.5 ORGANIZAÇÃO NUCLEAR EM T. CRUZI  
 

 

1.5.1 O Núcleo  
 

 

O núcleo é visto como uma estrutura altamente especializada e organizada 

(Wieslander, 2004) onde se encontram organelas nucleares que não são definidas por 

membranas. Nestes locais há um contínuo fluxo de proteínas que associam e desassociam 

rapidamente entre si e com o próprio compartimento (Phair & Misteli, 2000) como as regiões 

funcionalmente especializadas denominadas de nucléolo (Fisher et al., 1991) e outros, ainda 

não caracterizadas em tripanosomatideos, como Promyelocytic Leukemia Protein (PML) 

bodies, corpúsculo de Cajal, Coiled bodies e Speckles (Cremer & Cremer, 2001).  

O nucléolo é o principal sítio para síntese e processamento de RNA 

ribossomal em eucariotos (López-Velazquez et al., 2005), sendo uma estrutura bem destacada 

no núcleo interfásico quando visualizado ao microscópio óptico (Alberts et al., 2004). Em 

eucariotos superiores, o típico nucléolo é constituído por três componentes cujo arranjo e 

prevalência depende da espécie, tipo celular e estado fisiológico da célula. Estes componentes 

são denominados de centro fibrilar (CF), associado à localização do rDNA; componente 

denso fibrilar (DFC), relacionado a transcrição do rDNA e aos primeiros estágios da 

biossíntese do ribossomo e componente granular (GC), onde ocorre os últimos passos na 

biogênese de ribossomos (Shaw & Jordan, 1995; López-Velazquez et al., 2005) e, estão 

organizados, respectivamente, do centro para a periferia (Fisher et al., 1991; Shaw & Jordan, 

1995).  

Essa organização estrutural é bem conhecida em eucariotos superiores, 

plantas e leveduras. Uma análise por microscopia eletrônica do núcleo da forma epimastigota 

de T. cruzi, revelou aspectos comuns a outros organismos, como a presença de um único 
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nucléolo fibronuclear de aspecto arredondado localizado relativamente no centro do 

nucleoplasma. Essa estrutura apresenta-se discretamente compartimentalizada, com poucas 

estruturas de DNA em seu interior e a maior parte localizando ao redor do nucléolo. Somente 

os componentes denso fibrilar e granular foram localizados no núcleo do parasita, enquanto o 

centro fibrilar não foi observado (Figura 3) (López-Velazquez et al., 2005). Esses centros 

fibrilares, em vertebrados, funcionam como sítios de ancoragem para centenas de cópias de 

genes ribossomais, separados por espaçadores não transcritos, em torno, de 2 kb. No caso dos 

tripanosomatídeos, cerca de 100 cópias de genes ribossomais estão presentes e esses 

espaçadores são mais longos, o que conseqüentemente pode não resultar em um agrupamento 

como no caso dos vertebrados (López-Velazquez et al., 2005).  

Uma diminuição da transcrição nucleolar foi observada nos estágios 

epimastigotas a tripomastigotas em T. cruzi que está associada a gradual redução no tamanho 

do nucléolo até o desaparecimento dessa organela. Paralelamente, as proteínas nucleolares 

não se encontram dispersas no núcleo (mesmo na ausência de um nucléolo evidente) e sim 

agrupadas em regiões discretas no nucleoplasma (Elias et al., 2001).  

Outras partículas extra-nucleolares também foram detectadas, compostas 

por proteínas nucleolares que sugerem corresponder aos corpúsculos de Cajal (em eucariotos, 

relacionado ao metabolismo de RNA nuclear) (López-Velazquez et al., 2005).  

 

 

 

Figura 3 –  Microscopia eletrônica de transmissão do material material intranuclear de T. cruzi. (a) 
coloração Uranyl-lead; (b) Coloração Bernhard’s para ribonucleoproteínas; (c) 
imunolocalização para DNA. Ch: cromatina; Cy: citoplasma; F: componente fibrilar; G: 
componente granular; Ne: envelope nuclear; N: núcleo; Nu: nucléolo; r: ribossomos. 
Barra: 500 nm.  

Fonte: López-Velásquez et al. (2005)  
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1.5.2 A Cromatina  
 

 

A cromatina de T. cruzi é similarmente organizada como de eucariotos 

superiores, porém, como mencionado anteriormente, ela é menos condensada (Spadiliero et 

al., 2002b).  

As análises pelos métodos convencionais de citogenética não se mostraram 

adequadas, pois os cromossomos são praticamente impossíveis de serem visualizados durante 

os processos de divisão dos parasitas (Silveira, 2000).  

A compactação da cromatina ocorre de forma altamente ordenada e 

controlada em resposta à processos celulares como replicação, transcrição, recombinação ou 

reparo. Entre as principais proteínas envolvidas na compactação da cromatina encontram-se 

as histonas. O primeiro e mais fundamental nível de compactação dessas proteínas são os 

nucleossomos que são formados por um octâmero de histonas, contendo duas cópias de cada 

uma das histonas H2A, H2B, H3 e H4. O octâmero forma um cerne protéico ao redor do qual 

uma dupla fita de DNA de 146 nucleotídeos de comprimento se enrola formando uma 

estrutura solenóide de 30 nm de diâmetro. Pontes de hidrogênio e interações hidrofóbicas 

mantêm o DNA e as proteínas ligadas. Além disso, as histonas são ricas em aminoácidos com 

cadeias laterais básicas e suas cargas positivas neutralizam a estrutura carregada 

negativamente do DNA. Uma histona adicional, denominada H1, apresenta um papel 

diferente ao das histonas centrais: uma única molécula de histona H1 liga-se a cada 

nucleossomo, mantendo essa estrutura unida (Figura 4) (Hecker et al., 1994; Kornberg & 

Lorch, 1999; Alberts et al., 2004).  

Em tripanosomatideos, a cromatina é menos compactada. Isso pode ser 

explicada pelas diferenças na estrutura primária das histonas, a presença de variantes das 

histonas e/ou modificações pós-traducionais de histona H1 e/ou cerne das histonas. A histona 

H1 não convencional apresenta características peculiares: ela é menor devido à ausência dos 

domínios globular e N-terminal característico, importante na ligação ao nucleossomo 

(Schlimme et al., 1995; Spadiliero et al., 2002a) e o que pode explicar a sua fraca interação 

com o DNA de tripanosomas, em comparação com outros eucariotos (Spadiliero et al., 

2002a). Adicionalmente, é mais hidrofílica (Silveira, 2000) e é, preferencialmente, fosforilada 

nos estágios infectivos do parasita (Spadiliero et al., 2002a). O nível de condensação da 

cromatina varia também entre as diferentes formas do T. cruzi, podendo estar relacionada ao 
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nível de transcrição e de replicação em que se encontram (Elias et al., 2001; Spadiliero et al., 

2002a). Além disso, o maior nível de compactação em tripomastigotas que em epimastigotas 

pode estar relacionado a uma expressão mais estável de histona H1 nessas formas (Schlimme 

et al., 1995). Na fase logarítmica os parasitas apresentam um nível de compactação menor da 

cromatina quando comparado com a fase estacionária (Spadiliero et al., 2002b).  

Sabemos que esses organismos por apresentarem um ciclo de vida 

heteroxênico requerem uma rápida adaptação a mudanças ambientais podendo explicar, 

talvez, a presença de cromatina na forma menos compactada para favorecer uma rápida 

resposta celular baseado em sinais externos (Belli, 2000).  

 

 

 

Figura 4 –  Estrutura nucleossomal formando a fibra de 30 nm (a) que é composto pelo cerne de 
octâmero de histonas e histona H1 (b).  

Fonte: <http://www.bio.miami.edu/dana/104/nucleosome.jpg>  
 

 

1.5.3 Compartimentalização dos Cromossomos  
 

 

As estruturas nucleares, apesar de não serem delimitadas por membranas, 

são compartimentalizadas, identificando-as como território cromossomal e intercromatina em 

células de mamíferos (Cremer et al., 2000). Os cromossomos são organizados nesses locais de 

forma que não se tornem emaranhados uns com os outros e esta organização é conseguida, 

pelo menos em parte, pela ligação de domínios cromossomais a sítios específicos no envelope 
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nuclear ou lâmina nuclear (Alberts et al., 2004; Spadiliero et al., 2002b; Picchi, 2006). Nesses 

locais foi constatado também a existência de complexos de macromoléculas específicas que 

são requeridas para a replicação, transcrição, splicing e reparo. O conteúdo do gene parece 

também determinar o posicionamento do cromossomo no núcleo (Ferreira et al., 1997).  

Em T. cruzi, a distribuição da cromatina no núcleo também não é aleatória 

apresentando definidos domínios localizados no envelope nuclear. Na forma epimastigota da 

fase estacionária, essas regiões apresentam cromatina altamente condensada e, na fase 

logarítmica há uma menor concentração de heterocromatina periférica (Elias et al., 2001; 

Spadiliero et al., 2002b) (Figura 5). Durante a fase S do ciclo celular constatou-se também um 

agrupamento dos cromossomos na periferia nuclear (Elias et al., 2002). Esse remodelamento 

da cromatina pode estar envolvido tanto no controle da expressão gênica 

(silenciamento/transcrição dos genes) (Spadiliero et al., 2002b) como na replicação dos 

cromossomos (Elias et al., 2002).  

 

 

 

Figura 5 –  Organização nuclear de formas epimastigotas e trypomastigotas metacíclicos. (a e b) 
epimastigotas; (c e d) tripomastigotas metacíclicos. (k) cinetoplasto; (N) núcleo; (nu) 
nucléolo; (hc) heterocromatina e (fp) bolsa flagelar.  

Fonte: Elias et al. (2001)  
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O núcleo de T. cruzi é pequeno, medindo aproximadamente 2,5 µm e, por 

isso, poucos dados sobre sua organização podem ser obtidos através de microscopia ótica (De 

Souza, 2002). Hoje, muitas questões estão sendo elucidadas com a utilização de modernas 

técnicas de biologia molecular e celular, auxiliando em uma melhor compreensão sobre a 

organização estrutural e funcional de componentes nucleares como a dinâmica dos 

cromossomos durante o ciclo evolutivo de tripanosomatídeos.  

 

 

1.5.4 O Genoma Nuclear do T. Cruzi  
 

 

O genoma de T. cruzi cepa CL Brener foi recentemente seqüenciado e o 

tamanho foi estimado entre 106,4 e 110,7 Mb (El-Sayed et al., 2005) maior do que o descrito 

previamente pela eletroforese em campo alternado (PFGE, do inglês: Pulse Field Gel 

Electrophoresis). O tamanho do DNA e o número de cromossomos podem variar entre as 

cepas de T. cruzi (Silveira, 2000). Análises mostraram que o genoma haplóide contém cerca 

de 12.000 genes que codificam aproximadamente 22.570 proteínas putativas e diversos RNAs 

(RNA de transferência, RNA ribossomal, sequência do spliced leader, pequenos RNAs 

nucleares e nucleolares). Entretanto, cerca de 50% consistem de seqüências repetitivas, 

envolvidas na expressão de uma grande família de proteínas de superfície, retrotransposons e 

repetições subteloméricas. As proteínas de superfície consistem nos membros da superfamília 

de trans-sialidases (TS), mucinas e proteínas associadas à mucina e a glicoproteína de 

superfície gp63. Estas são freqüentemente específicas de T. cruzi representando em torno de 

18% do total das proteínas expressas no parasita. A abundância no genoma de genes que 

codificam proteínas de superfície pode ser explicada pela necessidade de adaptação à 

diferentes condições ambientais e fisiológicas em que o parasita passa durante o ciclo 

biológico. Em adição, os genes de manutenção do funcionamento celular (em inglês: 

housekeeping) também estão organizados em repetições, o que pode estar associado a altos 

níveis de expressão dessas proteínas. Além disso, outras proteínas importantes no ciclo celular 

também foram identificadas, tais como aquelas envolvidas no reparo de DNA, recombinação 

homóloga, replicação e meiose. O seqüenciamento completo do genoma de T. cruzi 

juntamente com o de T. brucei e Leishmania major bem como a análise da organização do 
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genoma nuclear tem sido importante na determinação de novos alvos para intervenção 

quimioterápica e na produção de vacinas.  

 

 

1.6 AS PROTEÍNAS DO COMPLEXO DE MANUTENÇÃO ESTRUTURAL DOS CROMOSSOMOS (SMC)  
 

 

No presente trabalho, as proteínas condensinas e coesinas do complexo 

SMC foram identificadas e caracterizadas em T. cruzi. Essas proteínas são responsáveis pela 

condensação dos cromossomos e segregação das cromátides-irmãs durante o ciclo celular de 

procariotos e eucariotos. Sendo assim, T. cruzi é um modelo bastante interessante para 

investigar o comportamento das mesmas nos diferentes estágios do ciclo de vida, pois 

apresenta características bastante peculiares em relação a outros organismos e poucas 

proteínas são conhecidas por interagirem diretamente com o cromossomo.  

A primeira proteína da família SMC foi identificada na levedura 

Saccharomyces cerevisae na qual foi observada uma alteração nos cromossomos durante a 

progressão da metáfase e na segregação, utilizando mutantes para a proteína SMC1 

(Strunnikov et al., 1993). Porém, a importante função dessas proteínas na organização 

estrutural dos cromossomos somente foi estabelecida em estudos genéticos e bioquímicos 

realizados em Xenopus e Caenorhabditis elegans (Chuang et al., 1994; Hirano & Mitchison, 

1994). As condensinas foram primeiramente identificadas em extrato de ovo de Xenopus 

mostrando-se essencial para a condensação dos cromossomos mitóticos in vitro (Hirano & 

Mitchison, 1994).  

Este complexo está conservado desde leveduras a seres humanos. Foi 

encontrado também em muitas, se não em todas, as espécies de eubactérias e arqueabactérias, 

implicando que sua fundamental contribuição à dinâmica dos cromossomos iniciou até 

mesmo antes da aquisição das histonas durante a evolução (Soppa, 2001; Cobbe & Heck, 

2004). Adicionalmente, acredita-se que a proteína bacteriana pode ser considerada como uma 

ancestral dos complexos SMC eucarióticos (Hirano, 2005). Isto sugere que eventos de 

duplicação deram origem a cada uma das subfamílias SMC (Cobbe & Heck, 2004) e que 

condensina e coesina adquiriram suas funções bioquímicas e celulares especializadas durante 

a evolução (Hirano, 2005). O complexo SMC5-SMC6 também está bem conservado em todos 

os eucariotos cujo genoma já foi seqüenciado (Cobbe & Heck, 2004).  
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Uma árvore filogenética derivada independentemente através do 

alinhamento da seqüência N-terminal (~230 aminoácidos) e C-terminal (~80 aminoácidos) 

das proteínas SMC, de eucariotos e procariotos, relacionadas distantemente mostrou um 

agrupamento bem similar entre as análises (Figura 6) (Melby et al., 1998).  

 

Figura 6 – Árvore filogenética da proteína SMC e outras distantemente relacionadas.  
Fonte: Melby et al. (1998)  
 

 

Essas proteínas foram identificadas em muitos organismos e, portanto, cada 

componente da proteína SMC possui uma denominação que o identifica com as espécies as 

quais pertencem. A tabela 1 apresenta a denominação dos componentes das proteínas SMC 

nos organismos mais estudados (Losada & Hirano, 2005).  
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Tabela 1 – Componentes do complexo SMC de eucariotos  

 
Fonte: Losada; Hirano ( 2005)  
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1.6.1 As Características Estruturais da Proteína SMC  
 

 

As moléculas de SMC são grandes polipeptídeos compostas de 1000 a 1300 

resíduos aminoácidos. As proteínas SMC apresentam cinco domínios: os domínio N e C-

terminal (cada um com média de 150 resíduos de aminoácidos) estão conectados por duas 

regiões espiraladas em α-hélice (em inglês: coiled coil) através de um domínio globular 

central denominado de dobradiça (com cerca de 150 resíduos de aminoácidos) (em inglês: 

hinge) (Figura 7) (Melby et al., 1998; Hirano, 2002). O holocomplexo da proteína é formado 

por dois monômeros que se associam um com o outro (dimerização) pelo domínio da 

dobradiça (Figura 10B) para formar uma molécula em forma de V (Figura 8) (Haering et al., 

2002). Os domínios da dobradiça, N e C-terminal de SMC 1-4 apresentam seqüências 

altamente conservadas, ao contrário da região coiled coil (Melby et al., 1998) e da dobradiça 

para as proteínas SMC5 e 6 (Sergeant et al., 2005).  

 

 

 

Figura 7 –  Ilustração mostrando o monômero da proteína SMC e os domínios N e C-terminal, coiled 
coil e da dobradiça.  

Fonte: Hirano (2002)  
 

 

O domínio N-terminal contêm o motivo Walker A, enquanto que o domínio C-

terminal contêm os motivos Walker B e signature (motivo C) (Walker et al., 1982; Hirano & Hirano, 

2002) (Figura 8). Esses motivos são altamente conservados e quando interagem, geram um domínio 

com atividade de ATPase (Hirano et al., 2001).  
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Figura 8 –  Ilustração mostrando a arquitetura básica do dímero da proteína SMC e os motivos 
Walker A, Walker B e motivo C.  

Fonte: Hirano (2006)  
 

 

O domínio N-terminal apresenta as seqüências de aminoácidos bem 

conservadas FKS (11–13) e GxNGSGKSN (31–39) do motivo Walker A, responsáveis pela 

ligação ao nucleotídeo, além do dipeptídeo QG (143–144) (Melby et al., 1998). A região da 

dobradiça apresenta um segmento que contêm resíduos de aminoácidos glicina isolados, 

altamente conservados entre as proteínas SMC. Em Bacilus subtilis, cinco resíduos de glicina 

estão conservados na região da dobradiça e quatro deles aparecem invariavelmente entre as 

proteínas SMC bacterianas e de eucariotos (Figura 9). Os resíduos de glicina são 

freqüentemente encontrados em regiões que formam alças na estrutura protéica e contribuem 

tanto para a flexibilidade estrutural como para a dimerização dos monômeros da proteína 

(Hirano et al., 2001). Além disso, esse domínio é um determinante essencial nas interações 

SMC-DNA (Hirano & Hirano, 2002).  

 

 



 

 

33

 

Figura 9 –  As características do domínio da dobradiça: (Ilustração superior) apresentação de uma 
predição do motivo coiled coil em Bacilllus subtilis; (Ilustração inferior) alinhamento da 
seqüência da dobradiça de diferentes organismos mostrando a conservação dos quatro 
resíduos de glicina (G) (asterisco vermelho).  

Fonte: Hirano et al. (2001)  
 

 

O domínio C-terminal inclui em média 150 aminoácidos na extremidade 

coiled coil, mas somente 80 apresentam uma significante seqüência que o identifica. Esse 

segmento inicia com uma seqüência altamente conservado LSGG (1091–1094), o motivo 

assinatura (ou motivo C) (Figura 8) que está presente na superfamília das ABC-ATPases 

incluindo os ABC transportadores e a proteína de reparo Rad50, sendo essencial para a 

hidrólise de ATP (revisto por Hirano, 2006). A seguir é observado uma seqüência 

PxPhhhhDEh-DAALD (1112–1126), onde “h” é um aminoácido hidrofóbico. O hhhhD 

parece corresponder ao motivo Walker B, que pode ser definido como um resíduo de ácido 

aspártico precedido por 4 resíduos de aminoácidos hidrofóbicos (Melby et al., 1998). 

Finalmente, o domínio coiled coil é uma estrutura em α-hélice de, aproximadamente, 300 

aminoácidos para cada braço, que conecta as regiões N e C-terminal ao domínio da dobradiça 

(Melby et al., 1998).  
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O domínio da dobradiça é uma região bastante flexível (Melby et al., 1998) 

e isso permite a formação de uma interação coiled coil intramolecular resultando em uma 

molécula em forma de vara com os domínios da dobradiça e da cabeça localizados nas suas 

extremidades (Figura 10A) (Melby et al., 1998; Haering et al, 2002; Hirano & Hirano, 2002; 

Cobbe & Heck, 2004). Essa interação é bem forte e ocorre independentemente de ATP. 

Resíduos de glicina localizados na interface de dimerização são importantes para estabilizar a 

estrutura dimérica das proteínas (Hirano et al., 2001). Consequentemente, essa aproximação 

do domínio N e C-terminal permite formar um sítio ATPase potencialmente funcional e 

evolucionariamente relacionada à família ABC (em inglês: ATP binding cassette) 

transportadores (Saitoh et al., 1994; Melby et al., 1998; Hopfner et al., 2000; Löwe et al., 

2001).  

 

 

 

Figura 10 –  A estrutura monomérica e dimérica da proteína SMC: (A) Molécula monomérica em 
forma de vara; (B) Interação intermolecular do monômero da proteína SMC.  

Fonte: Haering et al. (2002)  
 

 

As proteínas SMC presumivelmente descendem de uma proteína bacteriana 

ancestral, portanto, sugere-se uma arquitetura similar a todas as proteínas desta família 

(Haering et al., 2002). Em procariotos, há formação de homodímeros, pois foi identificada 

apenas uma cópia do gene smc no genoma bacteriano (Hirano & Hirano, 1998; Melby et al., 

1998). Em uma subclasse de bactéria Gram-negativa incluindo Escherichia coli, foi 

identificada uma proteína distantemente relacionada denominada MukB que apresenta uma 

função equivalente (Hiraga, 2000) mas com uma seqüência divergente (Melby et al., 1998). 

Diferentemente, em eucariotos, identificou-se uma formação heterodimérica através de 
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interações específicas de diferentes monômeros das proteínas, determinando as subfamílias de 

proteínas SMC.  

Em eucariotos seis parálogos foram encontrados formando três subfamílias 

diferentes: SMC1 e SMC3 (complexo das coesinas), SMC2 e SMC4 (complexo das 

condensinas) e SMC5 e SMC6 (complexo envolvido no reparo de DNA e resposta de 

checagem) (Soppa, 2001; Hirano & Hirano, 2002). Adicionalmente, cada um dos 

heterodímeros associa, através do domínio cabeça, com um distinto grupo de subunidades 

regulatórias não-SMC para formar um complexo funcional. Em bactérias, o complexo é 

formado pelo homodímero e duas subunidades não-SMC: ScpA (Kleisina) e ScpB. O 

complexo da condensina possui três subunidades não-SMC: CAP-H (Kleisina), CAP-D2 E 

CAP-G (que contém as repetições HEAT). O complexo das coesinas contém duas 

subunidades não-SMC: Scc1 (Kleisin) e Scc3 e o complexo SMC5-SMC6 com quatro 

subunidades não-SMC: Nse1-4 (Figura 11) (Haering & Nasmyth, 2003; Lehmann, 2005; 

Hirano, 2005; Hirano, 2006). Em células de vertebrados e de plantas, existem dois diferentes 

complexos de condensinas que são distinguidos pelas subunidades regulatórias não-SMC: 

condensina I (CAP-H, CAP-D2 e CAP-G) e condensina II (CAP-H2, CAP-D3 e CAP-G2) 

(Ono et al., 2003). Outras proteínas acessórias que também participam da dinâmica estrutural 

dos cromossomos durante o ciclo celular serão mencionadas posteriormente.  

 

 

 

Figura 11 –  O complexo das proteínas SMC e suas respectivas subunidades não SMC em bactérias 
e eucariotos.  

Fonte: Losada & Hirano (2005)  
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Algumas subunidades mencionadas anteriormente, possuem domínios e 

características importantes nas funções relacionadas ao complexo. As subunidades Scc1, 

CAP-H, CAP-H2 e ScpA pertencem à uma família denominada Kleisina cujos domínios N e 

C-terminal contêm um motivo dobrável bem conservado conhecido como hélice alada (em 

inglês: winged helix) que é composta por três hélices seguida de duas fitas β, por onde 

interagem aos domínios cabeça dos respectivos dímeros da proteína SMC, formando uma 

estrutura em forma de anel (Schleiffer et al., 2003; Haering et al., 2004). O domínio em hélice 

alado do C-terminal destas proteínas parece ligar diretamente ao domínio cabeça da SMC1 

(Haering et al., 2004) podendo ser o primeiro passo na formação da estrutura em anel.  

Uma outra estrutura denominada de repetições HEAT (iniciais de quatro 

proteínas em que as repetições foram originalmente detectadas: huntingtin, elongation factor 

3, subunidade A da proteína fosfatase 2A e TOR1) mostrou-se presente em várias proteínas 

associadas aos cromossomos, dentre elas a XCAP-D2, XCAP-G (subunidades não SMC de 

Xenopus laevis)e Scc3 (Neuwald & Hirano, 2000). Essas repetições apresentam um motivo 

com 30 aminoácidos repetidos e são estruturas em forma de cachos (α-hélice) que parecem 

servir como uma base flexível para interação com outros componentes como, fatores de 

transcrição, proteínas associadas ao microtúbulo ou mesmo mediar ligação entre subunidades 

das proteínas SMC (por exemplo: XCAP-D2 à XCAP-G ou vice-versa) ou às proteínas SMC 

(Neuwald & Hirano, 2000).  

Além dos componentes do complexo SMC, as proteínas acessórias auxiliam 

conjuntamente na dinâmica das proteínas coesinas e condensinas. A proteína acessória 

Scc2/Mis4 interage fisicamente com as coesinas e é requerida para a disseminação das 

mesmas sobre os cromossomos (Ciosk et al., 2000). Essas proteínas também contêm 

repetições HEAT e sugere-se que promova uma hidrólise de ATP ligado aos domínios 

catalíticos das coesinas e estimule a abertura do anel permitindo a disseminação sobre os 

cromossomos (Arumugam et al., 2003). Além disso, pode também participar na mobilização 

dinâmica ou na mudança conformacional das coesinas durante ou após a replicação de DNA 

(Lengronne et al., 2004). Em extratos de ovócitos de Xenopus, essa disseminação parece 

depender da reunião do complexo de pré-replicação, mas não da iniciação da replicação 

(Takahashi et al., 2004). Pds5 (BimD/Spo6) é uma outra proteína que modula a associação 

dinâmica da coesina ao cromossomo, é conservada desde leveduras a humanos e contêm 

múltiplas repetições HEAT. De um modo geral, inicia sua participação desde antes da fase S 

até a transição metáfase-anáfase (Stead et al., 2003). Quando os níveis dessa proteína 
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diminuem, defeitos na coesão são observados mostrando que é uma proteína essencial para 

viabilidade e manutenção da coesão (Losada et al., 2005). A Eco1/Ctf7 é uma outra proteína 

acessória essencial em S. cerevisiae envolvido na formação das estruturas coesivas durante a 

replicação do DNA, mas não para a manutenção (Toth et al., 1999). Para as condensinas, tais 

fatores de disseminação ou de manutenção ainda não foram identificados, mas parece que 

uma fosforilação dependente de cdk1 (quinase dependente de ciclina) diretamente estimula a 

atividade dessas proteínas (Kimura et al., 1998). A proteína MCD1 (em inglês: mitotic 

chromosome determinant) também é requerida para a manutenção da coesão e condensação 

dos cromossomos como mostrado em mutantes mcd1de S. cerevisiae (revisto por Heck, 

1997).  

As proteínas SMC, tanto coesinas como condensinas, parecem apresentar 

conformações diméricas similares até em bactérias mesmo na presença de estruturas não-

SMC, mostrando diferenças apenas nos ângulos dos braços (Anderson et al., 2002). O 

domínio da dobradiça é uma região bastante flexível que permite a abertura e o fechamento 

dos braços das proteínas (Hirano et al., 2001). A condensina apresenta os braços mais 

estreitos tornando a região coiled coil mais próxima. Em contraste, o da coesina é mais aberta, 

apresentando uma região coiled coil mais afastada (Anderson et al., 2002). Estas diferenças 

conformacionais da estrutura parecem contribuir em suas diferentes funções na célula 

(Anderson et al., 2002) já que as estruturas das proteínas superpostas e todos os motivos 

envolvidos na ligação de ATP ou dimerização dos domínios cabeça são bem conservados 

entre as proteínas SMC (Löwe et al., 2001). Isto é bastante intrigante e questiona-se que como 

uma proteína que apresenta uma única arquitetura pode participar de tantas funções?  

 

 

1.6.2 As Características Funcionais das Proteínas SMC  
 

 

1.6.2.1 Dinâmica das proteínas coesinas e condensinas durante o ciclo celular  
 

 

As modificações observadas na estrutura do cromossomo ao longo do ciclo 

celular (mitose ou meiose) são eventos que envolvem um controle e sincronismo temporal 

fantástico de toda uma rede de proteínas. As condensinas e as coesinas participam de funções 

essenciais no processo de divisão celular. As condensinas auxiliam na condensação dos 
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cromossomos para que os mesmos não se tornem emaranhados e sejam resolvidos 

adequadamente no momento da separação das cromátides-irmãs. As coesinas atuam na coesão 

das cromátides-irmãs para que haja uma distribuição exata do número de cromossomos para 

as células filhas.  

De um modo geral, as coesinas associam-se aos cromossomos na fase S do 

ciclo celular com o auxílio de proteínas acessórias como a Pds5 e Scc2 e essa associação é 

mantida através da fase G2. A conexão do domínio N e C-terminal de Scc1 aos domínios 

cabeça da SMC3 e SMC1, respectivamente, é essencial para manter a coesão das cromátides-

irmãs. (revisto por Haering et al., 2004). Na transição entre a metáfase e a anáfase, a 

subunidade Scc1 (que contêm um sítio de clivagem no domínio central entre os domínios N e 

C-terminal) é clivada por uma cisteína-protease chamada separase (Uhlmann et al., 1999, 

2000) que é fortemente inibida por uma chaperona inibidora da anáfase, a securina. A 

separase é ativada pela destruição da securina por uma ubiquitina proteína ligase chamada 

complexo promotor da anáfase ou ciclossomo (APC/C) ligado ao seu ativador Cdc20 (Figura 

12A). Esse evento causa a dissociação das coesinas dos cromossomos, porém mantendo os 

domínios N e C-terminal da Scc1 ligados aos domínios cabeça da SMC3 e SMC1, 

respectivamente (revisto por Haering et al., 2004).  

Em leveduras, muitas coesinas permanecem associadas aos cromossomos 

até a metáfase e se dissociam no início da anáfase (Uhlmann et al., 1999, 2000; Summary, 

2000), por outro lado, a maior parte das coesinas, em células animais, se dissocia do 

cromossomo durante a prófase e prometáfase de uma maneira independente da separase e é 

substituído pelas condensinas. Porém, uma quantidade residual de coesinas, suficiente para 

manter a coesão, permanece associada, em particular, ao redor dos centrômeros até o início da 

anáfase (Hirano, 2005). A desestabilização das coesinas dos cromossomos parece dependente 

de duas quinases mitóticas, aurora B e polo-like kinase (Plx1), que atuam através de distintos 

mecanismos como a fosforilação da histona H3 e da subunidade Scc3, respectivamente 

(Losada et al., 2002; Hauf et al., 2005). A substituição das coesinas pelas condensinas, vista 

anteriormente é essencial para a resolução das cromátides-irmãs, mas não para compactação 

das mesmas (Losada et al., 2002).  

As condensinas se disseminam pelos cromossomos durante a prófase, 

ativada pela fosforilação pela quinase Cdc2 e, juntamente, com as enzimas topoisomerase I 

(Hagstrom et al., 2002) e topoisomerase II (Hirano, 2000; Nasmyth, 2002), quinases 
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dependentes de ciclina (cdk, em inglês: cyclin dependent kinase) e fosforilação de XCAP-D2 

e XCAP-H direcionam  

o complexo aos cromossomos auxiliando na resolução (condensação) das 

cromátides-irmãs (Kimura et al., 1998) completando a sua função na mitose. A dissociação 

das condensinas dos cromossomos ocorre no final da telófase (Alberts et al., 1999; Steffensen 

et al., 2001). A condensação é um pré-requisito para uma eficiente segregação das 

cromátides-irmãs. Em mutantes para condensinas, severos fenótipos são observados como a 

falta de resolução dos cromossomos que resultam em pontes cromossomais após a separação 

das cromátides-irmãs (Hirano, 2000; Steffensen et al., 2001). A integridade da estrutura do 

complexo das condensinas necessita estar presente para a atividade de condensação 

cromossomal (Uhlmann et al., 2001).  

 

 

 

Figura 12 –  A segregação e condensação cromossômica em eucariotos (A) e procariotos (B) 
Legenda: O = condensinas; = coesinas 

Fonte: Hirano (2005)  
 

 

As bactérias, em geral, contêm um único cromossomo e uma origem de 

replicação. Os cromossomos são compactados em uma estrutura denominada de nucleóide. A 

condensação dos mesmos ocorre por eventos de superenovelamento e por proteínas histona-

like (revisto por Jensen & Shapiro, 1999). Durante a divisão celular, a duplicação e 

segregação dos cromossomos ocorrem simultaneamente. A segregação dos cromossomos 

ocorre por decatenação (pela enzima topoisomerase II) e pela proteína SMC separando e 

condensando (resolução) os cromossomos duplicados em lados opostos da célula originando 
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no final duas células filhas. Há ainda controvérsia, se realmente ocorre o processo de coesão 

mediado pelas coesinas (Figura 12B) (Britton et al., 1998; revisto por Jensen & Shapiro, 

1999; Hirano, 2005).  

 

 

1.6.2.2 Interação proteína-cromossomo  
 

 

Apesar das múltiplas funções na célula, pouco se sabe sobre os mecanismos 

moleculares pelos quais as proteínas SMC agem (Case et al., 2004). Sabe-se que o domínio 

globular catalítico é uma estrutura essencial para permitir a interação das proteínas SMC com  

o cromossomo, e para executar esta função, é necessário ainda que haja uma 

seqüência íntegra dos motivos Walker A, Walker B e do motivo C (Hirano et al., 2001). 

Como mencionado anteriormente, os motivos Walker A e Walker B juntos formam um sítio 

de ligação ao ATP (Hopfner et al., 2000). Essa ligação induz a interação dos dois domínios 

catalíticos com as duas moléculas de ATP envolvidas na interface da superfície de ligação do 

ATP (Haering et al., 2004; Lammens et al., 2004) resultando na hidrólise de ATP promovida 

pelo motivo C (Figura 13). Mutação em Walker A abole a ligação de ATP enquanto que a 

mutação no motivo C, permite a ligação, porém bloqueia a interação dos domínios catalíticos 

e a hidrólise de ATP (Hirano et al., 2001). A substituição de ácido glutâmico no motivo 

Walker B por glicina estabiliza a interação dos domínios catalíticos, mas diminui a hidrólise 

de ATP mantendo-os em um estado de transição (Hirano & Hirano, 2004; Haering et al., 

2004). Esses trabalhos concluem a importância desses motivos no ciclo mecânico-químico 

das proteínas SMC.  
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Figura 13 –  A ligação e hidrólise de ATP disparam a interação e relaxamento dos dois domínios 
cabeça SMC, respectivamente.  

Fonte: Losada & Hirano et al. (2005)  
 

 

Há muitas especulações em relação ao mecanismo de ação dessas proteínas 

que parece ser altamente complexo e dinâmico, possibilitando o envolvimento de diferentes 

arranjos e interações proteína-proteína intramolecular e intermolecular (Hirano, 2005). A 

interação intramolecular, ou seja, de dois domínios cabeça de um mesmo dímero resulta na 

formação de uma estrutura em forma de anel ou em V aproximado. Por outro lado, a interação 

intermolecular, ou seja, de domínios cabeça de diferentes dímeros resulta na formação de uma 

variedade de estruturas como duplo anel, filamentos ou estruturas como roseta. É possível 

também uma interação entre domínios coiled coil de diferentes dímeros de maneira 

independente de ATP (Figura 14) (revisto por Hirano, 2006).  
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Figura 14 – Formas de interação intramolecular e intermolecular das proteínas SMC.  
Fonte: Hirano (2006)  
 

 

Vimos acima as possíveis interações que essas proteínas podem adotar para 

atuar na dinâmica estrutural dos cromossomos durante as fases do ciclo celular. O modo como 

essas moléculas interagem com o DNA também está sob muitas especulações.  

A atividade de ATPase pode ser intrínseca (independente de DNA) ou 

dependente de DNA . Na presença de DNA, a hidrólise de ATP é estimulada e o DNA pode 

interagir com o complexo SMC promovendo, em seguida, uma associação intermolecular dos 

domínios cabeça de diferentes dímeros de SMC iniciando a formação de um grande complexo 

de nucleoproteínas (Löwe et al., 2001; Hirano et al., 2001). As coesinas possuem uma 

estrutura em forma de anel e isso leva a possibilidade de que elas possam “abraçar” as 

cromátides-irmãs (Haering et al., 2002) e é um modelo bem atraente, pois explica como a 

clivagem proteolítica da subunidade Scc1 do complexo abre o anel disparando a separação 

das cromátides-irmãs no início da anáfase (Uhlmann et al., 1999) (Figura 15A). Após a 

interação dessas proteínas aos cromossomos duplicados, alternativos exemplos de 

organização das coesinas são sugeridos: cada complexo pode abraçar as cromátides-irmãs, 
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mas interagindo através dos “braços” entre os complexos formando uma estrutura que 

estabiliza a coesão (Figura 16B-a1) ou uma proteína coesina “abraça” uma cromátide e 

interações pelos “braços” ajudam a estabelecer a coesão entre as duas cromátides (Figura 

16B-b2) ou interação de domínios cabeça dirigido por ATP pode ocorrer entre diferentes 

complexos e produzir uma coesão eficiente (Figura 15B-b3) (revisto por Hirano, 2006).  

 

 

 

Figura 15 – Mecanismos de ação hipotéticos das proteínas coesinas.  
Fonte:  Losada & Hirano (2005); Hirano (2006)  
 

 

De um modo geral, as condensinas parecem induzir uma tensão de 

superenovelamento no DNA em forma de chiral loop em uma maneira dependente de 

hidrólise de ATP (Figura 16A) (revisto por Losada e Hirano, 2005). Um modelo baseado no 
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mecanismo de ação das condensinas em B. subtilis mostra que a proteína fechada, entrando 

em contato com o DNA (Figura 16B1), ativa a hidrólise de ATP facilitando a abertura dos 

“braços” que estabelece uma interação mais estável com a cromatina pelo modo em “gancho” 

(Figura 16B2). Em seguida, a interação de ATP aos domínios catalíticos entre diferentes 

moléculas de condensinas deve reunir ordenadamente estruturas em filamentos criando um 

grupamento de enovelamento de DNA entre eles (Figura16B3). Alternativamente, um outro 

grupamento de DNA em forma de chiral loops pode se formar através da interação dos 

domínios catalíticos de uma mesma proteína (Figura 16B3’). Em seguida, essas interações 

proteína-proteína devem formar estruturas em rosetas (Figura 16B4) que se empilham 

resultando nas fibras de cromatina prometafásicos (Figura 16B5) e metafásicos (Figura 16B6) 

(revisto por Hirano, 2006). Atualmente, existem muitos modelos hipotéticos disponíveis dos 

mecanismos de ação e da modulação do ciclo de ligação e hidrólise do ATP das coesinas e 

condensinas que ainda permanecem a ser esclarecidos.  
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Figura 16 – Mecanismos de ação hipotéticas das proteínas coesinas.  
Fonte: Losada & Hirano (2005); Hirano (2006)  
 

 

1.6.3 Outras Funções Celulares das Proteínas SMC  
 

 

As condensinas e coesinas são as principais proteínas pertencentes à família 

SMC que participam no processo do ciclo celular. Adicionalmente, outros complexos 

contendo as SMC apresentam outras funções especializadas. Em células de mamíferos, uma 

pequena população de coesinas também foi encontrada em complexos de reparo por 

recombinação juntamente com DNA polimerase ε, DNA ligase III e endonucleases 

(Jessberger et al., 1996). Em C. elegans, foi relatada uma família SMC funcionalmente 

especializada envolvida em dosagem compensatória do cromossomo X denominada de DPY-

27 que dimeriza com MIX-1 (Chuang et al., 1994), uma proteína homóloga a CAP-E (SMC2). 

A MIX-1 também dimeriza com SMC4 participando na condensação mitótica dos 

cromossomos (Lieb et al., 1998; Hagstrom et al., 2002). Outra função é a repressão da 

expressão gênica em Drosophila nas quais as condensinas e topoisomerase II participam 
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mantendo o estado de silenciamento da expressão gênica através da manutenção de estruturas 

como a heterocromatina (Lupo et al., 2001).  

T. cruzi é um modelo conhecido por apresentar características bastante 

peculiares em relação a outros organismos e muitas investigações ainda necessitam ser 

realizadas para compreendermos melhor toda a estrutura nuclear bem como os componentes 

que nela existem.  
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2 OBJETIVOS  
 

 

2.1 GERAL  
 

 

O objetivo deste trabalho é a caracterização dos genes que codificam as 

proteínas do complexo das coesinas e condensinas do protozoário Trypanosoma cruzi.  

 

 

2.2 ESPECÍFICOS  
 

 

● Clonagem dos genes que codificam as proteínas coesinas e condensinas 

do clone Dm28c de T. cruzi;  

● Determinação da organização dos genes para condensinas e coesinas no 

genoma do T. cruzi e do tamanho dos RNA mensageiros;  

● Obtenção das proteínas recombinantes para produção de antisoro 

policlonal específico;  

● Determinação da localização celular destas proteínas. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS  
 

 

A metodologia utilizada no trabalho está descrita no item 3 e o material 

incluindo reagentes, equipamentos e material encontram-se em anexo.  

 

 

3.1 MICRORGANISMOS  
 

 

3.1.1 Trypanosoma Cruzi Clone Dm28c (Contreras et al., 1985a)  
 

 

3.1.2 Cepas de E. coli  
 

 

● E. coli Top10F’ (Invitrogen®): F'[lacIq Tn10(tetR)] mcrA Δ(mrr-

hsdRMS-mcrBC) φ80lacZΔM15 ΔlacX74 deoR nupG recA1 araD139 

Δ(ara-leu)7697 galU galK rpsL(StrR) endA1 λ- 

● E. coli XL1-blue (Stratagene): endA1 gyrA96(nalR) thi-1 recA1 relA1 lac 

glnV44  

● F'[::Tn10 proAB+ lacIq Δ(lacZ)M15] hsdR17(rK- mK+)  

● E. coli Top10F’ pREP4 (Qiagen): F'[lacIq Tn10(tetR)] mcrA Δ(mrr-

hsdRMS-mcrBC) φ80lacZΔM15 ΔlacX74 deoR nupG recA1 araD139 

Δ(ara-leu)7697 galU galK rpsL(StrR) endA1 λ -+ pREP4  

● E. coli C43 [F-ompT hsdSB (rB
-mB

-) gal dcm lon λ (DE3)] e duas 

mutações não caracterizadas (Miroux & Walker, 1996)  
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3.2 METACICLOGÊNESE DO T. CRUZI IN VITRO:  
 

 

3.2.1 Cultivo do Parasita: 
 

 

T. cruzi foi cultivado em meio LIT (liver infusion tryptose) oC(Camargo, 

1964) com 10% de soro fetal bovino a uma temperatura de 28 como previamente descrito 

(Contreras et al. 1985a).  

 

 

3.2.2 Processo de Metaciclogênese: 
 

 

A metaciclogênese de T. cruzi in vitro foi realizado de acordo com o 

protocolo descrito por Contreras et al. (1985b). Formas epimastigotas em fase logarítmica 

mantidas em LIT foram recuperadas por centrifugação (10.000 x g por 15 min a 10oC) e 

incubadas por 2 h em meio TAU (triatomine artificial urine). Após esse tempo, nos quais os 

parasitas passam por um estresse nutricional, estes foram transferidos para frascos de cultura 

contendo meio TAU, suplementado com glicose e aminoácidos prolina, glutamato e aspartato 

(TAU3AAG). Epimastigotas em diferenciação se aderem no frasco de cultura e após 

aproximadamente 96 h os parasitas se desprendem e são liberados no meio como 

tripomastigotas metacíclicos. Estes foram purificadas em uma coluna de DEAE-51 celulose 

(Sigma®) (Sousa, 1983) para obter uma forma metacíclico puro.  

 

 

3.3 EXTRAÇÃO DO DNA DE T. CRUZI (MEDINA-ACOSTA & CROSS, 1993): 
 

 

Os parasitas (1 x 107 até 1 x 108 /ml) foram centrifugados a 1.360 x g por 10 

minutos, lavadas em PBS e lisados pela adição do tampão TELT. Incubou-se o material por 5 

min à temperatura ambiente. O DNA foi extraído com 1 volume de fenol/clorofórmio/álcool-

isoamílico e centrifugado por 5 min a 13.000 x g. O DNA recolhido foi precipitado com 2 

volumes de etanol absoluto durante 5 min, centrifugado a 13.000 x g por 10 min e lavado com 
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1 ml de etanol 70%. O etanol foi evaporado da amostra e, em seguida, o DNA foi ressuspenso 

em tampão TE contendo 20 µg/ml de RNAse A. O DNA extraído foi armazenado a -20 ºC.  

 

 

3.4 EXTRAÇÃO DE RNA TOTAL DE T. CRUZI (KARLINSEY ET AL., 1989): 
 

 

Os parasitas (1x109 a 1x1010) foram centrifugadas a 9.600 x g por 10 min a 

10ºC, lavados em PBS e centrifugados na mesma condição anterior. O sedimento foi 

ressuspenso com um pouco (em torno de 1 ml) de PBS e lisadas em tampão de lise, agitando-

o levemente até o material tornar-se viscoso. Em seguida, foram adicionados 7 volumes de 

LiCl 4 M e o material foi guardado a 4oC por 16 h. Após centrifugação a 12.000 x g por 15 

min a 4 oC, o sobrenadante foi descartado e o RNA total (sedimento) ressuspenso em LiCl 3 

M. O material foi centrifugado nas mesmas condições anteriores, por duas vezes. O sedimento 

foi ressuspenso em solução de ressuspensão e congelado em nitrogênio líquido. Este material 

foi descongelado e o RNA foi extraído uma vez com fenol saturado, uma vez com 

fenol/clorofórmio, uma vez com clorofórmio/álcool isoamílico. A cada extração o material foi 

centrifugado a 12.000 x g por 5 min a temperatura ambiente. O RNA foi precipitado com 1 

volume de isopropanol a -20oC e lavado com etanol 70%. Em seguida, o RNA foi 

ressuspenso em água ultra pura tratada com DEPC 0,1% e armazenado a -70 ºC.  

 

 

3.5 OBTENÇÃO DE EXTRATO TOTAL DE PROTEÍNA: 
 

 

Os parasitas foram coletados por centrifugação (4.000 ×g, 15 min a 10 ºC), 

lavados duas vezes em PBS pH 7.5 e lisados em tampão de amostra para proteína (Tris-HCl 

1M pH 6,8 40 mM, SDS 1%, β-Mercaptoetanol 14,7 M 2,5%, glicerol 6%, azul de 

bromofenol 0,005%) a uma concentração final de 1 x 106 ou 5 x 106 parasitas/µl.  

 
 
 
 
 
 



 

 

51

3.6 TÉCNICA DE SOUTHERN BLOT (SAMBROOK, FRITSCH & MANIATIS, 1989): 
 

 

O DNA genômico de T. cruzi foi digerido com endonucleases de restrição 

apropriadas para cada gene do complexo das coesinas e condensinas (Tabela 2) e submetido à 

eletroforese em gel de agarose 0,8%. O gel contendo o DNA digerido foi tratado e transferido 

para uma membrana de nylon (Hybond-N, Amersham Biosciences) segundo o protocolo de 

Sambrook et al. (1989). Em seguida, a membrana foi lavada uma vez em SSC 2X, seca e 

exposta à luz ultra violeta para concluir a ligação covalente do DNA à membrana.  

 

 

Tabela 2 –  Enzimas de restrição utilizadas para digestão do DNA genômico de T. cruzi de 
acordo com o gene  

 
 

 

3.6.1 Amplificação dos Fragmentos para Marcação Radioativa: 
 

 

Os genes SMC1, Scc1, SMC4 e CapD2 foram amplificados por PCR, 

usando as seguintes condições: 100 ng DNA genômico de T. cruzi Dm28c, 10 pmol dos 

oligonucleotídeos forward e reverso (Tabela 3), 200 µM de cada dNTP, MgCl2 1,5 mM, 

tampão Taq DNA polimerase 1x, 1U da enzima Taq DNA polimerase (InvitrogenTM). A 

reação de PCR foi processada no termociclador modelo 9700 (Applied Biosystems, EUA). 

Todas as amostras foram submetidas a uma etapa de desnaturação inicial a 96 °C por 5 min, 

seguida de 30 ciclos de amplificação, cujas etapas e temperaturas estão descritas na tabela 4:  
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Tabela 3 –  Oligonucleotídeos iniciadores dos genes SMC1, Scc1, SMC4e CapD2 utilizados 
para amplificar os fragmentos (sondas) marcado radioativamente com [α-32P]-
dCTP  

 
 

 

Tabela 4 – Etapas e temperaturas utilizadas para cada gene  

 

 

 

Após os 30 ciclos foi realizada uma etapa de extensão final a 72 ºC por 7 

min. O material amplificado foi purificado segundo o kit GIBCO CONCERT Gel (GIBCO 

BRL) e armazenado a -20 ºC. 

 

 

3.6.2 Hibridação de DNA com Sondas Radioativas dos Genes Alvos (Current Protocols, 
1994 – Ausubel, F. M.; Brent, R.; Kingston, R. E.; Moore, D. D.; Seidman, J. G.; 
Smith, J. A.; Struhl, K.): 

 

 

A membrana foi incubada em solução de pré-hibridação por 1 h a 65 ºC e, 

em seguida, a mesma foi incubada por 16 h em solução de hibridação com 1 x 106 cpm/ml da 

sonda marcada radioativamente. Esses fragmentos foram marcados radioativamente com [α-
32P]-dCTP (Amersham Biosciences) utilizando o kit de marcação Nick Translation System 
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(Invitrogen™) e purificado através de microcoluna ProbeQuant G-50 (Amersham 

Biosciences). Posteriormente, a membrana foi lavada duas vezes em SSC 2X; SDS 0,1%, 

duas vezes em SSC 1X; SDS 0,1% e duas vezes em SSC 0,1X; SDS 0,1% a 65 ºC. Em 

seguida, a mesma foi exposta a filmes de radiografia (X-ray Hyperfilm MP, Amersham 

Biosciences).  

 

 

3.7 TÉCNICA DE NORTHERN BLOT (SAMBROOK, FRITSCH & MANIATIS, 1989): 
 

 

A expressão dos genes SMC1, Scc1, SMC4e CAP-D2 foram analisadas 

através de ensaios do tipo northern blot. Para tanto, RNA (10 µg) total de T. cruzi foi 

submetido à eletroforese em gel desnaturante de agarose 1,2% em tampão MOPS. Em 

seguida, o RNA foi transferido para membrana de nylon (Hybond N, Amersham Biosciences) 

utilizando o protocolo descrito por Sambrook, Fritsch & Maniatis (1989). Após a 

transferência a membrana foi lavada um vez em SSC 2X, seca e exposta à luz ultra violeta 

para concluir a ligação covalente do RNA à membrana.  

Após a transferência, a membrana foi incubada em solução de pré-

hibridação por 1 h a 42 ºC. A hibridação foi realizada em solução de hibridação a 42 ºC por 

16 h, utilizando as sondas marcadas radioativamente na concentração de 5 x 106 cpm/ml. 

Esses fragmentos foram marcados radioativamente com [α-32P]-dCTP (Amersham 

Biosciences) utilizando o kit de marcação Nick Translation System (Invitrogen®) e purificado 

através de microcoluna ProbeQuant G-50 (Amersham Biosciences). Depois da hibridação, a 

membrana foi lavada duas vezes em SSC 2 X; SDS 0,1 %, duas vezes em SSC 1 X; SDS 0,1 

% e duas vezes em SSC 0,5 X; SDS 0,1 % a 42 ºC. Em seguida, a membrana foi exposta a 

filmes de radiografia (X-ray Hyperfilm MP, Amersham Biosciences).  
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3.8 ANÁLISE DE BIOINFORMÁTICA:  
 

 

As seqüências de DNA e de proteína dos genes foram analisadas utilizando 

o algoritmo BLAST (disponível na página do NCBI em http://www.ncbi.nih.gov) e também 

os programas EditSeq do pacote de análise Lasergene (Dnastar Inc.).  

Para o alinhamento dos resíduos de aminoácidos deduzidos foram utilizados 

o algoritmo BLAST e os programas Clustal X e Jalview 2.1.1.  

A identidade e similaridade de resíduos de aminoácidos das seqüências das 

proteínas SMC1, Scc1, SMC4 e CAP-D2 de T. cruzi, T. brucei, L. major, Homo sapiens, X. 

laevis, C. elegans, Schizosaccharomyces pombe, S. cerevisiae foi obtida pelo BLAST no 

NCBI.  

Para verificar o número de cópias desses genes in silico foi utilizado o 

BLAST e o CruziGeneDB.  

O contexto genômico foi analisado utilizando o algoritmo BLAST. A 

comparação de domínios conservados das seqüências de proteína foi analisada pelo banco de 

dados de domínios conservados (CDD: Conserved Domain Database, 

http://www.ncbi.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtml).  

 

 

3.9 CLONAGEM E EXPRESSÃO DOS GENES QUE CODIFICAMPROTEÍNAS COESINAS E 

CONDENSINAS DE T. CRUZI:  
 

 

3.9.1 Reação de PCR e Clonagem: 
 

 

Os genes SMC1e Scc1 foram amplificados por PCR, usando as seguintes 

condições: 100 ng DNA genômico T. cruzi Dm28c, 10 pmol dos oligonucleotídeos 

iniciadores forward e reverso (Tabela 5), 200 µM de cada dNTP, 1,5 mM MgCl2, tampão Taq 

DNA polimerase 1x, 1U da enzima Taq DNA polimerase (InvitrogenTM). A reação de PCR 

foi processada no termociclador modelo 9700 (Applied Biosystems) e todas as amostras 

foram submetidas a uma etapa de desnaturação inicial a 96 °C por 5 min, seguida de 30 ciclos 

de amplificação, cujas etapas e temperaturas foram descritas anteriormente na tabela 4. Para 
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os genes Smc4e Cap-D2 foram utilizados 100 ηg DNA T. cruzi Dm28c, 10 pmol de 

oligonucleotídeos forward e reverse, 200 µm de cada dNTP, 0,5 U Triple Master® Polymerase 

mix, 10X High Fidelity Buffer® com Mg+2. Os fragmentos amplificados foram purificados 

pelo kit High Pure PCR Purification (Roche) e clonados em vetores de expressão (Tabela 6) 

apropriados. Este material foi utilizado na transformação de linhagens de E. coli CaCl2 

competentes.  

 

 

Tabela 5 –  Oligonucleotídeos iniciadores utilizados para amplificação dos genes SMC1, 
Scc1, SMC4e CapD2:  

 

 

 

Tabela 6 – Os sítios de clonagem utilizados para cada gene e seus respectivos vetores para expressão:  

 

* O mapa dos vetores estão anexados;** Este vetor adiciona 4 kDa na proteína recombinante  
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3.9.2 Expressão dos Genes para Condensinas e Coesinas em E. coli: 
 

 

Os clones foram selecionados segundo a técnica da palitagem e a expressão 

dos genes recombinantes foi induzida através da adição de IPTG (Invitrogen™) na 

concentração final de 1 mM, exceto para as bactérias transformadas com as construções 

derivadas do pQE30, cuja indução foi feita na presença de IPTG 2 mM. Após a adição do 

IPTG, as culturas foram incubadas por 3 h a 37 ºC em meio LB. Para verificar a indução da 

proteína, as bactérias foram coletadas por centrifugação, seguida da lise em tampão de 

amostra para proteína 1x. Os extratos obtidos foram submetidos à eletroforese em gel 

desnaturante de poliacrilamida (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970).  

 

 

3.9.2.1 Purificação das proteínas recombinantes: 
 

 

As proteínas recombinantes, obtidas por indução das culturas bacterianas 

com IPTG como descrito no item 3.8, foram purificadas por eletroeluição a partir de gel 

desnaturante de poliacrilamida de acordo com o seguinte protocolo. As bactérias foram 

coletadas por centrifugação (8.000 x g por 15mina4 ºC) e ressuspensas em PBS para lavagem 

do sedimento. Após centrifugação nas mesmas condições anteriores, o sedimento bacteriano 

foi ressuspenso em 4 ml de PBS e lisadas por sonicação usando o homogenizador ultrasônico 

da Cole Parmer (Modelo 4710) nas seguintes condições (4 pulsos de 10 s na potência 8 com a 

ponteira de 15 mm de diâmetro, a 4 ºC). O lisado foi centrifugado a 12.000 x g por 10 min a 4 

ºC. Após centrifugação, o sedimento foi ressuspenso em tampão de amostra para proteína e 

submetido à eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida. Após a eletroforese, o gel foi 

tratado com KCl 100 mM gelado, o que permitiu a visualização e retirada da região do gel 

correspondente à proteína recombinante, que foi posteriormente eletroeluída em tampão para 

eletroforese de proteínas, com corrente de 60 mA por 30 a 60 min. O material eletroeluído foi 

posteriormente dialisado em PBS pH 8,0 por 16 h a temperatura ambiente para a remoção de 

SDS.  
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3.10 OBTENÇÃO DE ANTICORPO POLICLONAL CONTRA AS PROTEÍNAS COESINAS E 

CONDENSINAS RECOMBINANTES:  
 

 

3.10.1 Anticorpo Policlonal Produzido em Camundongos: 
 

 

Camundongos machos da linhagem Swiss de aproximadamente dois meses 

de idade foram imunizados pelas vias intraperitoneal e subcutânea próximo aos linfonodos 

poplíteo e inguinal. Na primeira inoculação, foram utilizadas 50 µg das proteínas 

recombinantes purificadas (SMC1 e Scc1) que foram emulsificadas com adjuvante completo 

de Freund (Sigma®). Na segunda inoculação, foi utilizado adjuvante incompleto de Freund 

(Sigma®) e nas subseqüentes inoculações, 20µg da proteína foram adicionados em adjuvante 

de Hidróxido de alumínio (Alu-gel-S, Serva). O intervalo das inoculações foi de 15 dias e o 

soro foi obtido 5 dias após a última inoculação.  

 

 

3.10.2 Anticorpo Policlonal Produzido em Coelhos: 
 

 

Coelhos machos da raça New Zealand de aproximadamente dois meses de 

idade foram imunizados pela via subcutânea, seguindo o mesmo esquema de inoculação 

acima, porém utilizando 100 µg das proteínas recombinantes purificadas (SMC4 e CapD2).  

 

 

3.11 ANÁLISE DA EXPRESSÃO DAS COESINAS E CONDENSINAS PELA TÉCNICA DE WESTERN 

BLOT: 
 

 

A transferência foi realizada segundo Towbin et al. (1979). Extratos de 

formas epimastigotas e tripomastigotas metacíclicas de T.cruzi foram submetidos à 

eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida (SDS-PAGE). Em seguida, foi realizada a 

transferência do material para a membrana de nitrocelulose (Hybond™-C Extra -Amersham 

Biosciences) e a mesma foi bloqueada em tampão de bloqueio por 1 h. Após o bloqueio, os 

antisoros produzidos contra as proteínas condensinas e coesinas foram diluídos a 1:100, para 
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ambos os soros, em tampão de bloqueio e incubados por 1h. Em seguida, a membrana foi 

lavada três vezes em PBS/Tween 0,05% e incubada no mesmo tampão anterior contendo 

anticorpos anti-IgG de camundongo ou de coelho conjugado a enzima fosfatase alcalina, 

dependendo do anticorpo primário (diluição 1:10.000 em tampão de bloqueio). A membrana 

foi lavada novamente na mesma condição anterior e a revelação foi realizada em 10 ml de 

tampão da fosfatase alcalina acrescidos de 66 µl de NBT (nitroblue tetrazolium) 50 µg/ml 

(Promega) e 33 µl de BCIP (5-Bromo-4 Cloro -3 indolil fosfato) 50 µg/ml (Promega).  

 

 

3.12 ENSAIO DE COMPETIÇÃO: 
 

 

Para esse ensaio foi utilizado antisoro contra a proteína purificada Scc1. 

Utilizou-se antisoro em uma diluição 1:100 e 10 µg da proteína purificada em solução PBS 

Tween 0,05% e leite em pó desnatado 5%. A reação foi incubada por 1 hora a temperatura 

ambiente e, em seguida, foi realizada uma reação de imunoblot contra o extrato total de 

proteína. O controle não foi submetido a essas condições.  

 

 

3.13 ENSAIO DE IMUNOFLUORESCÊNCIA: 
 

 

Epimastigotas (3 a 4 dias) e tripomastigotas metacíclicos de T. cruzi foram 

obtidos de cultura in vitro. Os parasitas foram aderidos em lâminas tratadas com poli-L-lisina 

(Sigma®) por 20 min e fixadas em paraformaldeído 4% (Sigma®) diluído em PBS por 5 min à 

temperatura ambiente. Após a fixação, as amostras foram lavadas 2 vezes (3 min cada) com 

tampão glicina 0,1 M pH 8,0, seguida de lavagem em PBS. As células foram permeabilizadas 

com Triton X-100 0,1% (Sigma®) em PBS por 5 min à temperatura ambiente. Em seguida, os 

parasitas foram lavados 3 vezes, 5 min cada, com PBS e incubados em solução de bloqueio 

por 1 h à temperatura ambiente ou por incubação a 4 ºC por 16 h. Posteriormente, as amostras 

foram incubadas com os anticorpos policlonais contra condensinas e coesinas, diluídos a 1:50 

e 1:20, respectivamente, em solução de bloqueio a temperatura ambiente por 1 h e após 

lavadas 3 vezes, 5 min cada, com PBS. Os parasitas foram incubados com anticorpos anti-IgG 
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de camundongo ou coelho, conjugados com isotiocianato de fluoresceína (FITC) (diluição 

1:400 em tampão de bloqueio) por 45 min a temperatura ambiente e lavados 3 vezes, 5 min 

cada, com PBS. Núcleo e cinetoplasto foram corados pela incubação da lâmina em solução de 

iodeto de propídeo (100 µg/ml) em PBS, por 5 min, à temperatura ambiente, seguida de 

lavagem com PBS por 8 vezes em intervalos de 5 min cada. A imunofluorescência utilizando 

soro anti-GFP de coelho na diluição 1:50 foi realizada por um mesmo processo. As lâminas 

foram observadas em microscópio Nikon E600 e a imagem capturada por câmera digital 

CoolSNAP. As imagens foram processadas usando o programa ImagePRO (Media 

Cybernetics®).  

 

 

3.14 CONSTRUÇÃO DO VETOR PTEXGFP E CLONAGEM DOS GENES TCSMC1 E TCSCC1: 
 

 

O gene GFP (em inglês: green fluorescent protein) foi inserido no vetor 

pTEX previamente construído (Kelly et al., 1992). Foi utilizado o sítio de restrição BamH I 

para clonagem do gene gfp. Os seguintes oligonucleotídeos foram utilizados para amplificar o 

gene smc1: pTEXGFP smc1 F 5’ TCCCCCGGGAATGCTCTCGCATATTGACCGCGT 3’ e 

pTEXGFP smc1 R 5’ TCCCCCGGGTCAAAAGGGGTATCCGCGAAGG 3’. Para o gene 

scc1 foram utilizados os seguintes oligonucleotídeos: pTEXGFP scc1F 5’ TCCCCCGGG 

AATGTTCTTCTCTACGTATGTCTTGACG 3’ e pTEXGFP scc1R 5’ 

TCCCCCGGGTCAAGATGTGAGCATGAGACCT 3’. Os clones foram selecionados 

segundo a técnica da palitagem, análise pela PCR e enzimas de restrição.  

 

 

3.14.1 Procedimento de Transfecção: 
 

 

Epimastigotas de T. cruzi na fase logaritmica foram lavadas uma vez com 

Dulbecco´s phosphate buffered saline (Gibco™, Invitrogen corporation) e ressuspensas a 

5x108 células/ml em tampão de eletroporação (140 mM sodium chloride anhydrous, 25 mM 

HEPES (N -[2-hydroxyethyl] piperazine – N’ – [2 – ethanesulfonic acid]) e 0,74 mM 

Na2HPO4, pH 7,5). Em um volume de 400 µl das células ressuspensas foram adicionados 20 
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µg de plasmídeo e mantido por 10 min. em gelo. As células foram eletroporadas utilizando o 

aparelho Gene Pulser® II apparatus (Bio-Rad) a uma condição estabelecida de 450 V/500 µF. 

Dois pulsos foram utilizados para transfecção e após a eletroporação, as células foram 

mantidas a temperatura ambiente por 5 min. Em seguida, essas células foram transferidas para 

10ml de meio de crescimento (meio LIT acrescido de penicilina (10.000 U) e estreptomicina 

(100 µg/ml). Após 24 h, o antibiótico G418 (Sigma® , concentração final 250µg/ml) foi 

adicionado para selecionar a população transfectada. Após 7 dias, as células foram coletadas 

por centrifugação e um novo meio LIT foi adicionado. Essas células foram subsequentemente 

cultivadas utilizando uma diluição 1:10 na presença de G418 até a seleção da população 

resistente baseada numa transfecção controle na qual foi utilizada apenas parasitas sem adição 

de plasmídeo. Essa população selecionada foi utilizada para posteriores análises.  
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4 RESULTADOS  
 

 

4.1 CARACTERIZAÇÃO DOS GENES  
 

 

O sequenciamento de bibliotecas de cDNA de T. cruzi objetivando a 

confecção de microarranjos de DNA no IBMP, permitiu a identificacão de novos genes que 

ainda não haviam sido descritos em T. cruzi. Um desses genes apresentou identidade com 

genes de diversos organismos, que codificam a condensina SMC4, envolvida na dinâmica da 

manutenção estrutural dos cromossomos durante o ciclo celular. Na data em que esses 

resultados foram obtidos, o sequenciamento do genoma do T. cruzi, realizado pelo consórcio 

TIGR (The Institute for Genome Research) ainda não havia sido finalizado. Contudo o 

consórcio disponibilizava as seqüências de grandes regiões aleatórias de distintos 

cromossomos de T. cruzi, que podiam ser analisadas a partir da pagina WEB do consórcio 

TIGR (www.tigr.org), usando-se o algoritimo BLAST (ferramenta de bioinformática de busca 

de identidade e similaridade entre seqüências nucleotídicas e de aminoácidos, disponível no 

endereço eletrônico www.ncbi.nlm.nih.gov). A análise comparativa do fragmento obtido pelo 

sequenciamento das bibliotecas de cDNA do T. cruzi com essas regiões cromossômicas e com 

genes SMC4 de outros organismos depositados no GenBank, permitiu a identificação da 

região codificante (ORF) completa do gene SMC4 de T. cruzi. O interesse aumentou quando 

outros genes (ORFs completas ou parciais) de T. cruzi que codificam proteínas do complexo 

condensina (SMC2, CAP-D2, CAP-G, CAP-H) também foram identificados por apresentar 

uma forte identidade ou similaridade com seqüências ortólogas. A partir dessas descobertas 

fomos verificar se o complexo coesina também estava codificado no genoma do T. cruzi. 

Mais uma vez foi identificado diversos genes que codificam as proteínas desse complexo 

(SMC1, SMC3, Scc1, Scc3), indicando que o T. cruzi possui toda a maquinaria de 

condensação e segregação cromossômica presente em outras células eucarióticas, muito 

embora o parasita tenha como peculiaridades a ausência de condensação cromossômica na 

mitose. Uma vez que a cepa CL Brener do T. cruzi foi escolhida para o sequenciamento do 

genoma do parasita, tivemos que desenhar alguns oligonucleotídeos iniciadores para 

amplificar alguns desses genes, utilizando como molde o DNA genômico do T. cruzi clone 

Dm28c, com o intuito de confirmar a seqüência obtida a partir dos bancos de dados e 
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completar as falhas resultantes da montagem in silico. Resolvemos trabalhar com 4 dos genes 

para condensinas e coesinas identificados (SMC4, SMC1, Scc1 e CAP-D2), visto que outros 

genes ou estavam incompletos (seqüência parcial no TIGR) ou não amplificaram, quando o 

DNA do clone Dm28c foi usado como molde na reação de PCR. Os tamanhos dos genes 

SMC1, Scc1, SMC4 e CAP-D2 obtidos foram de 3.789 bp, 1.758 bp, 3.648 bp e 3.744 bp, 

respectivamente. Todas as amplificações foram obtidas com sucesso e os produtos da PCR 

apresentaram tamanho esperado.  

Ensaios do tipo northern blot mostraram que os 4 genes estudados são 

expressos e que os RNAm possuíam um tamanho de 6,0 kb para SMC1, 4,3 kb para Scc1, 7,4 

kb para SMC4 e 5,8 kb para CAP-D2. (Figura 17). Baseado nos tamanhos dos transcritos e de 

suas respectivas ORFs, esse resultado indica que as regiões 5’ UTR (em inglês: untranslated 

region) e 3’ UTR apresentam um tamanho pequeno. O tamanho dessas regiões de cada 

proteína será determinado futuramente.  

 

 

 

Figura 17 –  Análise da expressão dos genes para condensinas e coesinas pelo ensaio do tipo 
Northern blot. (A) SMC1; (B) Scc1; (C) SMC4; (D) CAP-D2. M: marcador de 
tamanho molecular (RNA ladder)  

 

 

Com o intuito de verificar se esses genes apresentam única ou múltiplas 

cópias no genoma do T. cruzi foi realizado uma análise de Southern blot utilizando digestão 
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do DNA total do parasita com enzimas de restrição (Figuras 18 e 19). O perfil de hibridação 

mostra que os genes TcSMC1, TcScc1, TcSMC4 e TcCAP-D2 apresentam apenas uma cópia 

no genoma do parasita. Essa conclusão se baseia no fato que, para cada enzima de restrição 

utilizada, número e/ou tamanho de fragmentos radioativos observados são compatíveis com o 

padrão esperado quando da hibridação de uma determinada sonda.  

Corroborando os resultados do Southern blot, a pesquisa baseada na 

similaridade de seqüência (realizada no CruziGeneDB – http:\www.genedb.) e na organização 

cromossômica (sintenia) (pelo BLAST) também mostraram que esses genes são de única 

cópia no genoma do T. cruzi Dm28c.  

 

 

 

Figura 18 –  Análise da organização genômica dos genes TcSMC1 e TcScc1 no T. cruzi. A sonda 
utilizada foi amplificada dos pares de oligonucleotídeos iniciadores SMC1F e SMC1R2 
(gene TcSMC1) e Scc1F1 e SccR1 (gene TcScc1) (ver seqüência na tabela 2). (A) 
Enzimas de restrição utilizadas para a análise do gene TcSMC1: linha 1 (AvaI); 2 
(HincI); 3 (SacII); 4 (EcoRV); 5 (PvuI); 6 (BglII); (B) Diagrama mostrando o número 
de sítios de restrição presentes na região do quadro aberto de leitura. (A’) Enzimas de 
restrição utilizadas para a análise do gene TcScc1: linha 1 (AvaI); 2 (KpnI); 3(MluI); 4 
(SacI); 5 (PvuI); 6 (PstI); (B’) Diagrama mostrando o número de sítios de restrição 
presentes na região do quadro aberto de leitura.  
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Figura 19 –  Análise da organização genômica dos genes TcSMC4 e TcCap-D2 no T. cruzi. A sonda 

utilizada foi amplificada dos pares de oligonucleotídeos iniciadores SMC4F e SMC4R3 
(gene TcSMC4) e CCF e CCR (gene Cap-D2) (ver seqüência na tabela 2). (A) Enzimas 
de restrição utilizadas para a análise do gene TcSMC4: linha 1 (AvaI); 2 (BamHI); 3 
(BglI); 4 (HincII); 5 (KpnI); 6 (XhoI); (B) Diagrama mostrando o número de sítios de 
restrição presentes na região do quadro aberto de leitura. Análise da organização 
genômica do gene Cap-D2 no T. cruzi. (A’) Enzimas de restrição utilizadas para a 
análise: linha 1 (BglI); 2 (DraI); 3 (EcoRV); 4 (NcoI); 5 (SalI) e 6 (XhoI); (B’) 
Diagrama mostrando o número de sítios de restrição presentes na região do quadro 
aberto de leitura.  

 

 
A análise do alinhamento das seqüências de aminoácidos deduzidas a partir 

dos genes SMC1 e SMC4 de T. cruzi para os organismos: T. brucei, L. major, Homo sapiens, 

X. laevis,  

C. elegans, S. pombe e S. cerevisiae mostra que essas proteínas apresentam 

regiões bem conservadas (Figuras 20 e 22). As regiões marcadas em vermelho na região N-

terminal mostram as seqüências FKS e GxNGSGKSN do motivo Walker A e o dipeptídeo 

QG e, no domínio C-terminal, as seqüências conservados LSGG e PxPhhhhDEh-DAALD do 

motivo Walker B. Na região da dobradiça os quatro resíduos de glicina também estão 

presentes mostrando realmente uma alta conservação desses resíduos de aminoácidos entre os 

organismos analisados. As subunidades Scc1 e CAP-D2 também apresentam uma alta 

conservação das seqüências de aminoácidos deduzidos (Figuras 21 e 23).  
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Figura 20 –  Alinhamento das seqüências de aminoácidos deduzidos do gene Smc1 de T. cruzi, 
Trypanosoma brucei, Leishmania major, Homo sapiens, Xenopus laevis, 
Caenorhabidtis elegans, Schizosaccharomyces pombe e Saccharomyces cerevisiae. As 
regiões conservadas entre as seqüências de Smc1 estão marcadas em azul. Os motivos 
Walker A e Walker B estão marcadas em vermelho e os resíduos de glicina em verde.  
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Figura 21 –  Alinhamento das seqüências de aminoácidos deduzidos do gene Scc1 de T. cruzi, 

Trypanosoma brucei e Leishmania major. As regiões conservadas entre as seqüências 
de Scc1 estão marcadas em azul.  
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Figura 22 –  Alinhamento das seqüências de aminoácidos deduzidos do gene SMC4 de T. cruzi, 

Trypanosoma brucei, Leishmania major, Homo sapiens, Xenopus laevis, 
Caenorhabidtis elegans, Schizosaccharomyces pombe e Saccharomyces cerevisiae. As 
regiões conservadas entre as seqüências de Smc4 estão marcadas em azul. Os motivos 
Walker A e Walker B estão marcadas em vermelho e os resíduos de glicina em verde.  
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Figura 23 –  Alinhamento das seqüências de aminoácidos deduzidos do gene Cap-D2 de T. cruzi, 

Trypanosoma brucei e Leishmania major. As regiões conservadas entre as seqüências 
de Cap-D2 estão marcadas em azul.  
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A identidade e a similaridade entre os tripanosomatídeos variaram entre 42 

% a 65 % e 56 % a 81 %, repectivamente.  

 

 

Tabela 7 – Análise da similaridade do gene Smc1 com outros organismos  

 
 

 

Tabela 8 – Análise da similaridade do gene Scc1 com outros organismos  

 

 

 

Tabela 9 – Análise da similaridade do gene Smc4 com outros organismos  

 

 

 

Tabela 10 – Análise da similaridade do gene CAP-D2 com outros organismos  
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Uma outra forma de visualização por domínios conservados das proteínas 

SMC1 e SMC4 é mostrada nas figuras 24 e 25, onde podemos notar a presença de uma 

arquitetura padrão para todos os organismos analisados.  

 

 

 

Figura 24 –  Análise de domínios conservados da proteína SMC1 em T. cruzi, L. major, H. sapiens, 
X. laevis e Mus musculus.  

 

 



 

 

71

 

Figura 25 –  Análise de domínios conservados da proteína SMC4 em T. cruzi, T. brucei, L. major e 
P. falciparum.  

 

 
4.2 ANÁLISE DA EXPRESSÃO DOS GENES  
 

 

Os fragmentos dos produtos amplificados de SMC1, Scc1, SMC4 e Cap-D2 

foram clonados em diferentes vetores (ver metodologia) obtendo as proteínas recombinantes 

com 57 kDa, 68kDa, 40,6 kDa e 40 kDa. (Figuras 19, 20 e 21), respectivamente. As proteínas 

purificadas foram inoculadas em coelhos e/ou camundongos. O antisoro obtido de cada 

inoculação foi utilizado para analisar sua especificidade (Figuras 30A’ e B’, 31A’ e B’ e 32A’ 

e B’) bem como a expressão dessas proteínas em extrato total das formas epimastigotas e/ou 

tripomastigotas metacíclicos (Figura 33). As massas moleculares das proteínas SMC1, Scc1, 

SMC4 e Cap-D2 calculada a partir de suas seqüências de aminoácidos são de 143,5 kDa, 64 

kDa, 159 kDa e 142 kDa, respectivamente.  

Podemos observar que o resultado do western blot mostra que essas 

proteínas tem massas moleculares compatíveis com aqueles calculados a partir de suas 

seqüências de aminoácidos, com exceção da proteína Scc1 que deveria apresentar uma massa 

molecular de 64 kDa, mas apresentou um perfil acima do esperado de, aproximadamente, 90 

kDa e outra de aproximadamente 130 kDa. Um ensaio de competição (ver metodologia) foi 

realizado para verificar se a banda detectada é específica da proteína Scc1. O resultado de 

western blot revelou que a proteína recombinante Scc1 presente no ensaio competiu, pela 
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ligação dos anticorpos anti-Scc1, com a proteína presente na membrana, sugerindo que as 

duas bandas identificadas são da Scc1 (Figura 34).  

 

 

 

Figura 26 –  Indução das proteínas SMC1 e Scc1 em célula E. coli TOP10 (A) SDS-PAGE 10%: 1-
pTRC SMC1 induzido; 2-pTRC SMC1 não induzido; 3-pTRC SMC1 purificado; (A’) 
Imunoblot com antisoro de camundongo para a proteína purificada (diluição 1:250) ; 
(B) SDS-PAGE 10%: 1-pTRC Scc1 induzido; 2-pTRC Scc1 não induzido; 3-pTRC 
Scc1 purificado; (B’) Imunoblot com antisoro de camundongo para a proteína 
purificada (diluição 1:250); M-marcador de peso molecular (kDa).  

 

 

 

 
Figura 27 –  Indução das proteínas SMC4 e CAP-D2 em célula E. coli TOP10 (A) SDS-PAGE 10%: 

1-pQE30 SMC4 induzido; 2-pQE30 SMC4 não induzido; 3-pQE30 SMC4 purificado; 
(A’) Imunoblot com antisoro de camundongo para a proteína purificada (diluição 1:250) 
; (B) SDS-PAGE 10%: 1-pET CAP-D2 induzido; 2-pET CAP-D2 não induzido; 3-pET 
CAP-D2 purificado; (B’) Imunoblot com antisoro de camundongo para a proteína 
purificada (diluição 1:250); M-marcador de peso molecular (kDa).  
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Figura 28 –  Análise por Western blot. (A) Extrato de proteína total das formas epimastigotas: 1 – 
Antisoro de camundongo contra a proteína recombinante SMC1 (diluição 1:100); (B) 
Extrato total: 1 -Antisoro de coelho contra a proteína recombinante SMC4 (diluição 
1:500) nas formas epimastigotas (1) e tripomastigotas metacíclicos (2); (C) Extrato 
total: 1 -Antisoro de coelho contra a proteína recombinante CAP-D2 (diluição 1:500) 
nas formas epimastigotas (1) e tripomastigotas metacíclicos (2); M -marcador de peso 
molecular (kDa)  

 

 

 

Figura 29 –  Western blot mostrando o perfil de expressão da proteína Scc1 em extrato de 
epimastigotas de T. cruzi usando o soro anti-Scc1 (1) e o soro anti-Scc1 incubado 
previamente com a proteína Scc1 recombinante purificada (2). M-marcador de peso 
molecular (kDa).  

 

 

4.3 ANÁLISE DA LOCALIZAÇÃO CELULAR  
 

 

As análises da localização celular das proteínas coesinas e condensinas 

realizadas em T. cruzi mostraram que essas proteínas são nucleares. As condensinas parecem 

estar mais localizadas próximo à periferia nuclear (Fig., enquanto as coesinas apresentam uma 

localização similar, mas menos estringente no núcleo. Existe ainda uma limitação na região 

do nucléolo. As proteínas SMC1 e Scc1 fusionadas a GFP também mostram um localização 



 

 

74

nuclear similar às obtidas com os antisoros específicos. As imunolocalizações das proteínas 

SMC1, Scc1, SMC4 e CAP-D2 estão nas figuras 36, 37, 38 ( ).  
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Figura 30 –  Imunolocalização da proteína SMC1. A-Imagem de contraste de fase; B-Imagem da 
fluorescência pela marcação com FITC; C-Imagem da fluorescência pela marcação com 
iodeto de propídio e D – Sobreposição das imagens B e C. (n) núcleo; (c) cinetoplasto; 
barra: 10 µm. 

 

 

 

Figura 31 –  Imunolocalização da proteína Scc1. A-Imagem de contraste de fase; B-Imagem da 
fluorescência pela marcação com FITC; C-Imagem da fluorescência pela marcação com 
iodeto de propídio e D – Sobreposição das imagens B e C. (n) núcleo; (c) cinetoplasto; 
barra: 10 µm.  
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Figura 32 –  Imunolocalização da proteína SMC4. A-Imagem de contraste de fase; B-Imagem da 
fluorescência pela marcação com FITC; C-Imagem da fluorescência pela marcação com 
iodeto de propídio e D – Sobreposição das imagens B e C. (n) núcleo; (c) cinetoplasto; 
barra: 10 µm.  

 

 

 

Figura 33 –  Imunolocalização da proteína CAP-D2 em tripomastigota metacíclico. A-Imagem de 
campo claro; B-Imagem da fluorescência; C-Imagem com iodeto de propídio e D – 
Sobreposição das imagens B e C. (n) núcleo; (c) cinetoplasto; barra: 10 µm.  
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Figura 34 –  Imunolocalização da proteína CAP-D2 em tripomastigota metacíclico. A-Imagem de 
campo claro; B-Imagem da fluorescência; C-Imagem com iodeto de propídio e D – 
Sobreposição das imagens B e C. (n) núcleo; (c) cinetoplasto; barra: 10 µm.  

 

 

 

Figura 35 –  Análise de localização celular pela fusão da proteína SMC1 com GFP. A-Imagem de 
campo claro; B-Imagem da fluorescência; C-Imagem com iodeto de propídio e D – 
Sobreposição das imagens B e C. (n) núcleo; (c) cinetoplasto; barra: 10 µm.  
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Figura 36 –  Análise de localização celular pela fusão da proteína Scc1 com GFP. A-Imagem de 
campo claro; B-Imagem da fluorescência; C-Imagem com iodeto de propídio e D – 
Sobreposição das imagens B e C. (n) núcleo; (c) cinetoplasto; barra: 10 µm.  
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5 DISCUSSÃO  
 

 

O Trypanosoma cruzi, protozoário responsável pela doença de Chagas, 

pertence a um grupo que divergiu muito cedo na linhagem eucariótica, apresentando diversas 

características únicas tanto em relação à biologia celular quanto à molecular. Algumas das 

características peculiares é a limitada compactação da cromatina por não apresentarem a 

forma convencional de histona H1 (Hecker et al., 1994; Spadiliero et al., 2002b) e a 

preservação da carioteca durante o processo de divisão celular (Silveira, 2000). Desta forma, 

investigar a dinâmica dos componentes nucleares torna-se bastante interessante.  

Além disso, existem poucos trabalhos na literatura sobre a organização 

cromossomal e divisão celular em tripanosomatídeos (Hecker et al., 1985; Hecker et al., 1994; 

Schlimme et al., 1995; Ersfeld & Gull, 1999; Ogbadoyi et al., 2000; Belli, 2000; Horn, 2000; 

De Souza, 2002; Spadiliero et al., 2002a, 2002b; Elias et al., 2001, 2002) e poucas proteínas 

que interagem diretamente com o cromossomo são conhecidas. Esse trabalho identificou 

proteínas que são essenciais para divisão celular e que ainda na foram investigadas em 

tripansosomatideos.  

Esse trabalho iniciou com a identificação pelo BLAST de um fragmento que 

apresentou homologia com a proteína condensina da família SMC obtido de bibliotecas de 

cDNA. Uma busca realizada no TIGR identificou seqüências nucleotídicas de uma outra 

proteína do complexo SMC, as coesinas. A partir dessas informações, um conjunto de 

seqüências parciais foi alinhado resultando na obtenção de um possível quadro aberto de 

leitura dessas proteínas. O trabalho foi iniciado com todas as subunidades dos dois 

complexos, porém conseguimos obter antisoros de quatro deles: SMC1, Scc1, SMC4 e CAP-

D2. Mesmo trabalhando com as seqüências alinhadas de outros organismos, não tivemos 

problemas com amplificações e nem com as expressões, obtendo resultados de tamanho e 

peso molecular esperados. Posteriormente, a busca por seqüências nucleotídicas no T. cruzi 

GeneDB revelou uma similaridade de 99 % com as seqüências de T. cruzi CL Brenner e o 

quadro aberto de leitura apresentou o mesmo tamanho de nucleotídeos mostrando uma alta 

conservação das seqüências dessas proteínas.  

Para determinar a organização genômica dessas proteínas realizamos uma 

análise por Southern blot e nos bancos de dados do T. cruzi GeneDB e de organização 
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cromossomal. A partir desses resultados sugere-se que TcSMC1, TcScc1, TcSMC4 e TcCAP-

D2 são genes de cópia única no genoma de T. cruzi Dm28c.  

Essas proteínas são altamente conservadas desde leveduras a humanos 

(Soppa, 2001; Cobbe & Heck, 2004) e apresentam cinco domínios característicos das 

proteínas SMC (Melby et al., 1998; Hirano, 2002). Com o intuito de verificar se as proteínas 

do T. cruzi também apresentavam o mesmo contexto um alinhamento foi realizado utilizando 

seqüências de aminoácidos deduzidos de T. cruzi, Trypanosoma brucei, Leishmania major, 

Homo sapiens, Xenopus laevis, Caenorhabidtis elegans, Schizosaccharomyces pombe e 

Saccharomyces cerevisiae mostrando que os domínios N e C-terminal e a região da dobradiça 

apresentam seqüências bem conservadas, porém o Coiled coil não. Os motivos importantes 

como FKS e GxNGSGKSN do Walker A, o dipeptídeo QG e as seqüências LSGG seguida de 

PxPhhhhDEh-DAALD do motivo Walker B estão presentes em todos os organismos 

analisados bem como os resíduos de glicina, importantes para a dimerização. Em outros 

organismos essas seqüências conservadas também foram encontradas, o que indica ser 

essecial para a atividade dessas proteínas (Melby et al., 1998).  

Os resultados obtidos fornecem informações iniciais mostrando que as 

proteínas coesinas e condensinas de T. cruzi também apresentam seqüências bastante 

conservadas entre os organismos o que nos indica que elas realizam as mesmas funções como 

em outros organismos (Melby et al., 1998). Além disso, uma localização nuclear está bem 

evidente nas formas epimastigotas e tripomastigotas de condensina bem como no extrato total 

de proteínas. A imunolocalização para SMC4 não foi visualizada nas formas tripomastigotas. 

Esse resultado ainda necessita ser averiguado, pois o antisoro pode estar com um título baixo 

talvez podemos concentrar e purificar o soro. As coesinas não foram identificadas em extrato 

total de proteína e na imunolocalização em tripomastigotas, porém essa informação também 

necessita ser investigada. A proteína Scc1 apresentou modificações no peso molecular 

podendo, talvez, estar complexada.  

Em T. cruzi, a organização e a distribuição da cromatina não é aleatória 

sendo modulada durante o ciclo de vida do parasita (Spadiliero et al., 2001, 2002). A fase 

logarítmica exibe uma cromatina menos condensada em relação à fase estacionária na qual a 

cromatina apresenta domínios localizados próximos ao envelope nuclear, regiões onde existe 

uma cromatina altamente condensada denominada de heterocromatina. (Elias et al., 2001; 

Spadiliero et al., 20002a; 2002b). Por outro lado, a cromatina dos parasitas, na fase 

logarítmica, se desdobra estendendo-se para o centro do núcleo, mas com determinados 
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domínios nos cromossomos ainda ancorados (ligados) ao envelope nuclear (Spadiliero et al., 

20002a; 2002b).  

Durante a fase S do ciclo celular constatou-se também um agrupamento dos 

cromossomos na periferia nuclear (Elias et al., 2002). Esse remodelamento da cromatina pode 

estar envolvido tanto no controle da expressão gênica (silenciamento/transcrição dos genes) 

(Spadiliero et al., 2002b) como na replicação dos cromossomos (Elias et al., 2002). Os 

resultados de localização celular mostram uma concentração maior de condensinas na 

periferia nuclear sugerindo, talvez, uma participação dessa proteína nessas funções. Em outros 

organismos essas proteínas foram localizados, principalmente, em regiões heterocromáticas 

(Uhlmann, 2001). Isso é bastante importante, pois ainda nenhum mecanismo de silenciamento 

ou ativação de gene induzido pelo remodelamento da cromatina foi descrito em T. cruzi e as 

condensinas, principalmente, podem estar participando nesse processo. O que é intrigante é o 

fato da condensação da cromatina durante a mitose ser limitada nesses parasitos e como será o 

mecanismo de ação das condensinas? Em outros organismos a principal função é na 

condensação e resolução dos cromossomos (Steffensen et al., 2001; Que mecanismos 

moleculares podem estar atuando para que a condensina não os compacte em característicos 

cromossomos mitóticos?  

As coesinas parecem localizar-se na periferia, mas de forma menos 

estringente que as condensinas e a região nucleolar parece estar limitada, pois poucas 

estruturas de DNA em seu interior e a maior parte localizando ao seu redor (López-Velásquez 

et al., 2005). Os sítios de replicação estão localizados na periferia nuclear nas formas 

epimastigotas proliferativas (Elias et al., 2002) o que pode corroborar com o que foi 

visualizado na imunolocalização. A cultura de parasitas utilizada continha diversas formas 

evolutivas, portanto, visualizamos também marcação mais homogênea no núcleo como visto 

em epimastigotas na fase estacionária e tripomastigotas (Elias et al., 2002). Uma variação 

semelhante foi visualizada em condensinas.  

A segregação dos cromossomos em T. cruzi ocorre intranuclearmente, sem a 

dissolução da carioteca. Há formação de fusos mitóticos intranulcear e bipolares e a ligação 

dos microtúbulos polares aos cromossomos ocorre através de placas densas e laminares 

(possivelmente, equivalentes aos cinetócoros em eucariotos) que migram para os núcleos-

filhos, carregando consigo os cromossomos (Silveira, 2000). O cinetócoro é uma região 

importante para a determinação da coesão das cromátides-irmãs (Weber et al., 2004) e 
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também facilita o atachamento bipolar dos microtúbulos às cromátides-irmãs. Será que em T. 

cruzi a afinidade para essas regiões é equivalente como em outros organismos?  

O trabalho caracterizou os genes das condensinas e coesinas bem como a 

localização celular dessas proteínas. Além disso, nossas análises forneceram dados iniciais 

para prosseguirmos as pesquisas em busca de novas informações para compreendermos 

melhor o comportamento dessas proteínas no parasita.  

Como pode ser visto, as condensinas e coesinas apresentam uma única 

arquitetura molecular e participação em muitas funções celulares. Como será o 

comportamento das mesmas no protozoário T. cruzi já que é um modelo bastante conhecido 

por apresentar características bastante peculiares em relação a outros organismos? Muitas 

investigações ainda necessitam ser realizadas para compreendermos melhor toda a complexa e 

fundamental rede de proteínas que envolvem os fenômenos relacionados à organização 

estrutural dos cromossomos neste parasita.  
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6 CONCLUSÕES 
 

 

O trabalho realizado mostrou que no modelo estudado as proteínas do 

complexo das condensinas e coesinas também estão presentes, participando na dinâmica 

estrutural dos cromossomos durante os estágios do ciclo de vida do protozoário T. cruzi. Pelas 

análises realizadas concluímos:  

 

 

1 –  O protozoário T. cruzi Dm28c também possui os ortólogos das 

proteínas coesinas (SMC1 e Scc1) e condensinas (SMC4 e CAP-D2);  

2 –  Os genes TcSMC1, TcScc1, TcSMC4 e TcCAP-D2 apresentam cópia 

única no genoma do protozoário T. cruzi;  

3 –  Os principais motivos caracterísitcos dessas proteínas estão presentes na 

proteína do T. cruzi mostrando-se essenciais para a atividade da 

proteína;  

2 –  O transcrito dos genes TcSMC1, TcScc1, TcSMC4 e TcCAP-D2 

apresentam tamanho aproximado de 6,9 kb, 4,1 kb, 7,4 e 6,8 kb 

mostrando regiões 3’ UTR e 5’ UTR razoavelmente pequenos;  

3 –  As condensinas estão expressas nas formas epimastigotas e 

tripomastigotas de T. cruzi enquanto as coesinas a expressão foram 

detectadas apenas em epimastigotas;  

4 –  Pela imunolocalização, as condensinas e coesinas apresentam uma 

localização nuclear bem evidente onde podem estar participando da 

manutenção estrutural dos cromossomos desse parasita.  
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7 PERSPECTIVAS 
 

 

O trabalho realizado mostrou que no modelo estudado as proteínas do 

complexo das condensinas e coesinas também estão presentes. Estamos no início de uma 

grande caminhada e muitas questões ainda faltam para serem elucidadas. Outros experimentos 

serão realizados para compreendermos melhor o comportamento dessas proteínas no T. cruzi.  

A imunolocalização nos sugere que essas proteínas estão envolvidas na 

manutenção estrutural dos cromossomos essenciais para o ciclo de vida do parasita. Dessa 

forma, Uma análise mais detalhada poderá ser realizada através da microscopia eletrônica 

utilizando os antisoros purificados contra essas proteínas ou conra a GFP já que obtivemos as 

proteínas SMC1 e Scc1 fusionados à GFP.  

Além disso, estudo sistemático das proteínas que interagem com as 

proteínas coesinas e condensinas necessita ser realizado, utilizando combinações de 

tecnologias de proteômica e métodos genéticos, como ensaios de duplo híbrido.  

Por fim, uma outra informação valiosa que poderemos obter são os sítios de 

ligação ao DNA através do ensaio de imunoprecipitação de cromatina.  

Uma caracterização fenotípica também será determinada após a deleção dos 

transcritos desses genes pelo ensaio de RNA de interferência utilizando o modelo T. brucei.  
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9.1 REAGENTES PARA CULTIVO DO PARASITA  
 

9.1.1 Reagentes Químicos  
 

- Ácido L-Aspartico (Sigma®), C4H7NO4, PM: 133,1 

- Ácido L-Glutâmico sal monossódico (Sigma®), C5H8NNaO4, PM: 169,1-

Bacto-triptose (Difco) -Cloreto de cálcio P.A. (Sigma®), CaCl2, PM: 

110.98 

- Cloreto de magnésio P.A. (Sigma®), MgCl2, PM: 95.21 

- Cloreto de potássio P.A. (Sigma®), KCl, PM: 74,56 

- Cloreto de sódio P.A (Sigma®), NaCl, PM: PM: 58,45 

- DEAE-51 cellulose (Sigma®) 

- Extrato de levedura (Becton Dickson Company) 

- Fosfato de sódio dibásico P.A.(Merck), Na2HPO4, PM: 141,96 

- Fosfato dissódico (Vetec), Na2HPO4, PM: 141,96 

- Glicose P.A. (Sigma®), C6H12O6, PM: 180.16 

- Hemina (Microbiológica), C34H32ClFeN4O4, PM: 654,96 

- Infuso de fígado (Difco) 

- L-prolina (Sigma®), C5H9NO2, PM: 115,13 

- Soro fetal bovino (Invitrogen®)  

 

9.1.2 Composição dos Meios  
 

9.1.2.1 Meio LIT (Liver Infusion Tryptose):  
 

Infuso de fígado 0,5 %, NaCl 75,3 mM, KCl 5,4 mM, glicose 10 mM, 

bacto-triptose 0,5 % , Na2HPO4 56,4 mM, hemina 0,0025 %, soro fetal bovino 10 % e extrato 

de levedura 15 g/L.  

 

9.1.2.2 Meio TAU (Triatomine Artificial Urine):  
 

NaCl 190 mM, KCl 17 mM, MgCl2 2 mM, CaCl2 2 mM e tampão fosfato 8 mM pH6,0.  
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9.1.2.3 Meio TAU3AAG:  
 

Meio TAU suplementado com L-prolina 10 mM, glutamato sódico 50 mM, 

aspartato sódico 2 mM e glicose 10 mM.  

 

9.1.3 Material e Equipamentos  
 

- DEAE-51 cellulose (Sigma®) – coluna para purificação de metacíclicos 

- Estufa BOD 

- FANEM -Centrífuga himac CR21G – HITACHI 

- Garrafas para cultivo – TPP 25 cm  

 

9.2 REAGENTES PARA EXTRAÇÃO DE DNA (MEDINA-ACOSTA & CROSS, 1993)  
 

9.2.1 Reagentes Químicos  
 

- Álcool etílico absoluto P.A. (Merck®), CH3CH2OH, PM: 46,07 

- Álcool isoamílico P.A. (Sigma®), (CH3)2CHCH2CH2OH, PM: 88,15 

- Cloreto de lítio (Sigma®), LiCl, PM: 42,40 

- Cloreto de potássio P.A. (Merck), KCl, PM: 74,56 

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

- Clorofórmio P.A. (Sigma®), CHCl3, PM: 119,38 

- EDTA (Ethylenediaminetetracetic Acid, Disodium Salt, Dihydrate-Na2 

EDTA.2H2O) (USB), C10H14N2Na2O8.2H20, PM: 372,24 

- Fenol P.A. (Sigma®), O6H5OH, PM: 94,11 

- Fosfato de potássio monobásico P.A. (Merck), KH2PO4, PM: 136,09 

- Fosfato de sódio dibásico P.A. (Vetec), Na2HPO4.7H20, PM: 268,07 

- RNAse A liofilizado (Sigma®), PM: 13700 

- TRIS (Hidroximetil Amino Metano)(Sigma®), NH2C(CH2OH)3, PM: 

121,14 

- Triton X-100 (Sigma®)  

 
 
 
 



 

 

97

9.2.2 Composição das Soluções 
 

9.2.2.1 PBS  
 

NaCl 137 mM; KCl 2,7 mM; Na2HPO4. 7H20 4,3 mM e KH2PO4 1,5 mM 

pH 8,0  

 

9.2.2.2 TELT:  
 

Tris-HCl 50 mM, pH 8,0; EDTA 62,5 mM, pH 9,0; LiCl 2,5 M e 4% Triton 

X-100  

 

9.2.2.3 TE:  
 

Tris 10 mM pH 7,5, EDTA 1 mM pH 8,0  

 

9.2.2.4 Fenol/clorofórmio/álcool-isoamílico  
 

25 partes de fenol:24 partes de clorofórmio:1 parte de álcool-isoamílico  

 

9.2.3 Material e Equipamentos  
 

- Estufa BOD –FANEM 

- Centrífuga himac CR21G – HITACHI 

- Garrafas para cultivo – TPP 25 cm  

 

9.3 REAGENTES PARA EXTRAÇÃO DE RNA (KARLINSEY ET AL., 1989)  
 

9.3.1 Reagentes Químicos  
 

- Álcool etílico absoluto P.A. (Merck®), CH3CH2OH, PM: 46,07 

- Álcool isoamílico P.A. (Sigma®), (CH3)2CHCH2CH2OH, PM: 88,15 

- β-Mercaptoetanol P. A., C2H6O5, PM: 78,13 

- Cloreto de lítio (Sigma®), LiCl, PM: 42,40 

- Cloreto de potássio P.A. (Merck), KCl, PM: 74,56 
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- Cloreto de sódio P.A. (Merck), NaCl, PM: 58,45 

- Clorofórmio P.A. (Sigma®), CHCl3, PM: 119,38 

- Diethyl Pyrocarbonate (DEPC) (Sigma), C6H10O5, PM: 162.1EDTA 

(Ethylenediaminetetracetic Acid, Disodium Salt, Dihydrate-Na2 

EDTA.2H2O) (USB), C10H14N2Na2O8.2H20, PM: 372,24 

- Fenol P.A. (Sigma®), O6H5OH, PM: 94,11 

- Fosfato de potássio monobásico P.A. (Merck), KH2PO4, PM: 136,09 

- Fosfato de sódio dibásico P.A. (Vetec), Na2HPO4.7H20, PM: 268,07 

- Isopropanol (Sigma®), (CH3)2CHOH, PM: 60.10 

- Isotiocianato de guanidina (Invitrogen), NH2C(=NH)NH2.HSCN, PM: 

118,16 

- Sodium dodecyl sulfate (SDS), CH3(CH2)11OSO3Na, PM: 288.38 

- TRIS (Hidroximetil Amino Metano)(Sigma®), NH2C(CH2OH)3, PM: 

121,14  

 

9.3.2 Composição das Soluções  
 

9.3.2.1 PBS  
 

NaCl 137 mM; KCl 2,7 mM; Na2HPO4. 7H20 4,3 mM e KH2PO4 1,5 mM 

pH 8,0  

 

9.3.2.2 Tampão de lise  
 

Isotiocianato de guanidina 5M, EDTA 10 mM, β-mercaptoetanol 8%, Tris-

HCl 50 mM pH 8,0  

 

9.3.2.3 Tampão de ressuspensão  
 

Tris-HCl 10mM pH 7,5, EDTA 1mM e SDS 0,1%  

 

9.3.2.4 TE  
 

Tris 10 mM pH 7,5, EDTA 1 mM pH 8,0  
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9.3.2.5 Fenol saturado  
 

Derreter o fenol a 65 ºC, adicionar 1 vol. de H2O tratada com DEPC, 

misturar e guardar a 4 ºC durante a noite. No dia seguinte, descartar a água, adicionar 1 vol. 

TRIS-HCl 0,5 M pH 8,0 e homogeneizar. Retirar a fase de cima e acrescentar 5 mL de TE.  

 

9.3.2.6 Fenol/clorofórmio  
 

25 partes de fenol:24 partes de clorofórmio  

 

9.3.2.7 Fenol/clorofórmio/álcool-isoamílico  
 

25 partes de fenol:24 partes de clorofórmio:1 parte de álcool-isoamílico  

 

9.3.2.8 Etanol 70%  
 

70 partes de álcool etílico absoluto e 30 partes de água deionizada  

 

9.3.3 Material e Equipamentos  
 

- Qualquer vidraria ou material que entra em contato com o RNA deverá ser 

livre de RNase, portanto, tudo é tratado com água DEPC. 

- Estufa BOD –FANEM 

-Centrífuga himac CR21G – HITACHI 

- Garrafas para cultivo – TPP 25 cm  

 

9.4 REAGENTES PARA SOUTHERN BLOT (SAMBROOK, FRITSCH & MANIATIS, 1989)  
 

9.4.1 Reagentes Químicos  
 

- Ácido bórico P.A.(Vetec), H3BO3, PM: 61,83  

- Ácido clorídrico P.A.(Merck), HCl, PM: 36,46  

- Agarose ultra pura (invitrogen®)  

- Azul de bromofenol (Sigma®), C19H10Br4O5S, PM: 670  

- Brometo de etídeo (Sigma®), C12H20N3Br, PM: 394,3  
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- Citrato trisódico 2-hidrato (Merck), C6H5Na3O7.2H2O, PM: 294,1  

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

- EDTA (Ethylenediaminetetracetic Acid, Disodium Salt, Dihydrate-Na2 

EDTA.2H2O) (USB), C10H14N2Na2O8.2H20, PM: 372,24  

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

- Hidróxido de sódio P.A.(Merck), NaOH, PM: 40,0  

- Marcadores de tamanho molecular: 1 kb Plus DNA Ladder (Invitrogen) 

λ DNA/HindIII (New England 

Biolabs)  

- TRIS (Hidroximetil Amino Metano)(Sigma®), NH2C(CH2OH)3, PM: 

121,14  

- Xylene cyanol FF (Serva), PM: 538,6  

 

9.4.2 Composição das Soluções  
 

9.4.2.1 Tampão para eletroforese  
 

Tris-base 89mM, ácido bórico 89mM, EDTA 2mM pH 8,0  

 

9.4.2.2 Tampão da Amostra  
 

Ficoll 400 25%, azul de bromofenol 0,25%, xyleno cyanol FF 0,25%  

 

9.4.2.3 Solução de brometo de etídeo  
 

O,5 µg/mL de brometo de etídeo em água destilada  

 

9.4.2.4 Solução para tratamento do gel para transferência  
 

Solução 1: HCl 0,25M 

Solução 2: NaOH 0,5M, NaCl 1,5M 

Solução 3: Tris-HCl 0,5M pH 7,5; NaCl 1,5M  
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9.4.2.5 Solução para lavagem da membrana  
 

SSC20X: NaCl 3M, Citrato trisódico 2-hidrato 0,3M Para a lavagem da 

membrana utilizou-se solução SSC2X diluída em água destilada  

 

9.4.3 Material e Equipamentos  

 

- Fonte e cuba horizontal para eletroforese 

- Membrana Hybond-N (Amersham Biosciences) 

- Papel Whatman 3MM 

- Forno Cross-linking, Spectrolinker™ XL-1500 UV crosslinker 

(Spectronics corporation)  

 

9.5 REAGENTES PARA MARCAÇÃO RADIOATIVA COM RADIOISÓTOPO P32
 DE MEMBRANA DE 

SOUTHERN BLOT (CURRENT PROTOCOLS, 1994)  
 

9.5.1 Reagentes Químicos  
 

- Albumina sérica bovina (BSA) (Sigma®) 

- [α-32P]-dCTP (Amersham Biosciences) 

- Citrato trisódico 2-hidrato (Merck), C6H5Na3O7.2H2O, PM: 294,1 

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

- DNA de esperma de salmão fita simples (Sigma®) 

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

- Formamida (Sigma®), CH3NO, PM: 45,04 

- Kit de marcação Nick Translation System (Invitrogen®) 

- Polyvinylpyrrolidone (Sigma®), PM: 360000 

- PPO (2,5 diphenyloxazole) (Sigma®), C15H11NO, PM: 221.25 

- POPOP: (1,4-Bis(5-phenyl-2-oxazolyl)benzene) (Sigma®), C24H16N2O2, 

PM: 364,4 

- Sodium dodecyl sulfate (SDS), CH3(CH2)11OSO3Na, PM: 288,38 

- Tolueno (Merck), C7H8, PM: 92,14  
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9.5.2 Composição das Soluções  
 

9.5.2.1 Solução de hibridização Solução de Denhardt:  
 

Ficoll 0,02 % (tipo 400), polivinilpirrolidona 0,02 % e BSA 0,02 % 

(albumina sérica bovina). Mantida em congelador a – 20 ºC. 

 

Solução de hibridização:  
 

SSC 6X, solução de Denhardt 5X, SDS 0,1 % e DNA de esperma de salmão 

fita simples 100 µg/mL. Mantida em congelador a – 20 ºC.  

 

9.5.2.2 Kit de marcação Nick Translation System  
 

No laboratório foi realizado a incorporação de [α-32P]-dCTP nas sondas 

utilizadas. O kit contém os seguintes reagentes: 

 

- dNTP Mix (minus dCTP): 0,2 mM de cada deoxinucleotídeo dATP, 

dGTP, dTTP em solução contendo 500 mM Tris-HCl (pH 7,8), 50 mM 

MgCl2, 100 mM 2-mercaptoethanol. 

- Pol I/DNase I Mix: 0,5 U/µL DNA Polymerase I, 0,4 mU/µL DNase I em 

solução contendo 50 mM Tris-HCl (pH 7,5), 5 mM Mg-acetate, 0,1 mM 

PMSF, e 50% (v/v) glicerol, 100 µg/mL BSA livre de nuclease. 

- Tampão Stop: 0,5 M EDTA (pH 8,0)  

 

9.5.2.3 Solução para contagem líquida de cintilação por minuto  
 

0,5% PPO; 0,03% POPOP em tolueno. Foi utilizado 2 mL da solução para 

cada material marcado radioativamente.  

 

9.5.2.4 Solução para lavagem da membrana  
 

SSC20X: NaCl 3M; Citrato trisódico 2-hidrato 0,3M Para a lavagem da 

membrana utilizou-se solução SSC20X diluída em água destilada nas concentrações indicadas 

abaixo.  
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1ª lavagem: SSC 2X; 0,1% SDS 

2ª lavagem: SSC 1X; 0,1% SDS 

3ª lavagem: SSC 0,1X; 0,1% SDS  

 

9.5.3 Material e Equipamentos  

 

- HYBRIDISER HB-1D (Techne) e RED ROLLER II – Hibridization oven 

(Hoefer)  

- Cilindros para marcação radioativa 

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

- Liquid Scintilation Analyzer 1600 TR (Packard-A, Canberra Company)  

 

9.6 REAGENTES PARA NORTHERN BLOT (SAMBROOK, FRITSCH & MANIATIS, 1989)  
 

9.6.1 Reagentes Químicos  
 

- Acetato de sódio (Merck), CH3COONa. 3H2O, PM: 136,08 

- Agarose ultra pura (Invitrogen®) 

- Brometo de etídeo (Sigma®), C12H20N3Br, PM: 394,3 

- Citrato trisódico 2-hidrato (Merck), C6H5Na3O7.2H2O, PM: 294,1 

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

- Diethyl Pyrocarbonate (DEPC) (Sigma®), C6H10O5, PM: 162,1 

- EDTA (Ethylenediaminetetracetic Acid, Disodium Salt, Dihydrate-Na2 

EDTA.2H2O) (USB), C10H14N2Na2O8.2H20, PM: 372,24 

- Formaldeído (Invitrogen®), CH2O, PM: 30,03 

- Marcador de tamanho molecular: RNA Ladder 0.24-9.5 kb (Invitrogen®) 

- MOPS (3-[N-morpholino] propane sulfone acid) (Sigma®), C7H15NO4S, 

PM: 209,3 

- RNA sample loading buffer without ethidium bromide (Sigma®)  
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9.6.2 Composição das Soluções  
 

9.6.2.1 Gel desnaturante de agarose 1,2%  
 

Agarose ultra pura, tampão MOPS e formaldeído 18%  

 

9.6.2.2 Tampão MOPS  
 

MOPS 20 mM, acetato de sódio pH 7,5 5 mM e EDTA 1 mM. Mantida a 4 

ºC.  

 

9.6.2.3 Tampão de corrida comercial  
 

RNA sample loading buffer without ethidium bromide (Sigma®)  

 

9.6.2.4 Solução de brometo de etídeo  
 

O,5 µg/mL de brometo de etídeo em água destilada  

 

9.6.2.5 Solução para lavagem da membrana  
 

SSC20X: NaCl 3M, Citrato trisódico 2-hidrato 0,3M Para a lavagem da 

membrana utilizou-se solução SSC2X diluída em água destilada  

 

9.6.3 Material e Equipamentos  

 

- Fonte e cuba horizontal para eletroforese 

- Membrana Hybond-N (Amersham Biosciences) 

- Papel Whatman 3MM 

- Forno Cross-linking, Spectrolinker™ XL-1500 UV crosslinker 

(Spectronics corporation)  
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9.7 REAGENTES PARA MARCAÇÃO RADIOATIVA COM RADIOISÓTOPO P32
 DE MEMBRANA DE 

NORTHERN BLOT (CURRENT PROTOCOLS, 1994)  
 

9.7.1 Reagentes Químicos  
 

- Albumina sérica bovina (BSA) (Sigma®), 

- [α-32P]-dCTP (Amersham Biosciences) 

- Citrato trisódico 2-hidrato, C6H5Na3O7.2H2O, PM: 294,1 

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

- DNA de esperma de salmão fita simples (Sigma®) 

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

- Formamida (Sigma®), CH3NO, PM: 45,04 

- Kit de marcação Nick Translation System (Invitrogen®) 

- Polyvinylpyrrolidone (Sigma®), PM: 360.000 

- PPO (2,5 diphenyloxazole) (Sigma®), C15H11NO, PM: 221.25 

- POPOP: (1,4-Bis (5-phenyl-2-oxazolyl)benzene) (Sigma®), C24H16N2O2, 

PM: 364,4 

- Sodium dodecyl sulfate (SDS) (USB), CH3(CH2)11OSO3Na, PM: 288,38 

- Tolueno (Merck), C7H8, PM: 92,14  

 

9.7.2 Composição das Soluções  
 

9.7.2.1 Soluções para hibridização Solução de Denhardt:  
 

Ficoll 0,02 % (tipo 400), polivinilpirrolidona 0,02 % (Sigma) e BSA 0,02 % 

(albumina sérica bovina). Mantida em congelador a – 20 ºC.  

 

Solução de pré-hibridização:  
 

SSC 5X, solução de Denhardt 5X, SDS 0,5 %, formamida 50% e DNA de 

esperma de salmão fita simples 100 µg/mL. Mantida em congelador a – 20 ºC.  
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Solução de hibridização:  
 

SSC 5X, solução de Denhardt 1X, SDS 0,5 %, formamida 50%. Mantida em 

congelador a – 20 ºC.  

 

9.7.2.2 Kit de marcação Nick Translation System  
 

No laboratório foi realizado a incorporação de [α-32P]-dCTP nas sondas 

utilizadas. O kit contém os seguintes reagentes: 

 

- dNTP Mix (minus dCTP): 0,2 mM de cada deoxinucleotídeo dATP, 

dGTP, dTTP em solução contendo 500 mM Tris-HCl (pH 7,8), 50 mM 

MgCl2, 100 mM 2-mercaptoethanol. 

- Pol I/DNase I Mix: 0,5 U/µL DNA Polymerase I, 0,4 mU/µL DNase I em 

solução contendo 50 mM Tris-HCl (pH 7,5), 5 mM Mg-acetate, 0,1 mM 

PMSF, e 50% (v/v) glicerol, 100 µg/mL BSA livre de nuclease. 

- Tampão Stop: 0,5 M EDTA (pH 8,0)  

 

9.7.2.3 Solução para contagem líquida de cintilação por minuto  
 

0,5% PPO; 0,03% POPOP em tolueno. Foi utilizado 2 mL da solução para 

cada material marcado radioativamente.  

 

9.7.2.4 Solução para lavagem da membrana  
 

SSC20X: NaCl 3M; Citrato trisódico 2-hidrato 0,3M Para a lavagem da 

membrana utilizou-se solução SSC20X diluída em água destilada nas concentrações indicadas 

abaixo.  

 

1ª lavagem: SSC 2X; 0,1% SDS 

2ª lavagem: SSC 1X; 0,1% SDS 

3ª lavagem: SSC 0,5X; 0,1% SDS  
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9.7.3 Material e Equipamentos  
 

- HYBRIDISER HB-1D (Techne) e RED ROLLER II – Hibridization oven 

(Hoefer) 

- Cilindros para marcação radioativa 

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

- Liquid Scintilation Analyzer 1600 TR (Packard-A, Canberra Company)  

 

9.8 REAGENTES PARA EXPRESSÃO DE PROTEÍNAS  
 

9.8.1 Reagentes Químicos  
 

- Acrilamida, C3H5NO ultra pura (Invitrogen™), PM: 71,08 

- Ácido acético glacial (Merck), CH3COOH, PM: 60,05 

- Álcool metílico (Vetec), CH3OH, PM: 30,04 

- Azul de bromofenol (Sigma®), C19H10Br4O5S, PM: 670 

- Azul de coomassie R-250 (Vetec), C45H44N3O7S2Na, PM: 826 

- β-Mercaptoetanol (Sigma®), C2H6O5, PM: 78,13 

- Glicerol ultra pura (Invitrogen™), C3H8O3, PM: 92,09 

- Glicina (Invitrogen™), C2H5O2N, PM: 75,07 

- IPTG (isopropylthio-1-thio-β-D-galactosideo) (Invitrogen™), PM: 238,3 

- Luria Bertani broth (Fisher chemicals) 

- Marcador de peso molecular: BenchMark™ Protein Ladder (Invitrogen™) 

- N,N’-Methylene-bis-acrylamide (Promega), C7H10N202, PM: 154,2 

- Persulfato de amônio (United States Biochemical Corporation), 

(NH4)2S2O8, PM: 288,2 

- Sodium dodecyl sulfate (SDS) (USB), CH3(CH2)11OSO3Na, PM: 288.38 

- TEMED (N, N, N’, N’ – tetramethylenediamine) (Sigma®), C6H16N2, PM: 

116,21 

- TRIS (Hidroximetil Amino Metano) (Sigma®), NH2C(CH2OH)3, PM: 

121,14  
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9.8.2 Composição das Soluções  
 

9.8.2.1 Meio Luria-Bertani (LB)  
 

Triptona 1%, extrato de levedura 0,5% e cloreto de sódio 0,5% e água 

bidestilada  

 

9.8.2.2 Acrilamida  
 

33% Acrilamida e 0,9% N,N’-Methylene-bis-acrylamide Dissolvido em 

água bidestilada  

 

9.8.2.3 Gel de poliacrilamida  
 

9.8.2.3.1 Gel de empilhamento  
 

Acrilamida 33,9% (concentração final 4,7%), Tris-HCl 1 M pH 6,8 120 

mM, SDS 0,1%, Persulfato de amônio 0,075%, TEMED 0,07% e água bidestilada  

 

9.8.2.3.2 Gel de separação  
 

Acrilamida 33,9% (concentração final variável), Tris-HCl 2,5 M pH 8,8 400 

mM, SDS 0,1%, Persulfato de amônio 0,075%, TEMED 0,07% e água bidestilada  

 

9.8.2.4 Tampão de amostra para proteína  
 

Tris-HCl 1M pH 6,8 40 mM, SDS 1%, β-Mercaptoetanol 14,7 M 2,5%, 

glicerol 6%, azul de bromofenol 0,005%  

 

9.8.2.5 Tampão de corrida para SDS-PAGE  
 

Tris-base 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0,1%  
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9.8.2.6 Solução de coloração para gel de poliacrilamida  
 

Azul de coomassie R-250 0,1%, álcool metílico 45%, ácido acético 10% e 

água destilada 45%  

 

9.8.2.7 Solução de descoloração para gel de poliacrilamida  
 

Álcool metílico 4%, Ácido acético 7,5% e água destilada 88,5%  

 

9.8.3 Material e Equipamentos  
 

- Fonte e cuba vertical para eletroforese 

- Agitador horizontal – Incubador Shaker – Innova™ 4080 (New Brunswick 

Scientific) 

- Centrífuga Eppendorf 5415D  

 

9.9 REAGENTES PARA PURIFICAÇÃO DE PROTEÍNA RECOMBINANTE (MÉTODO DA AMERSHAM, 
PHARMACIA, BIOTECH)  

 

9.9.1 Reagentes Químicos  
 

- Acrilamida, C3H5NO ultra pura (Invitrogen™), PM: 71,08 

- Azul de bromofenol (Sigma®), C19H10Br4O5S, PM: 670 

- β-Mercaptoetanol (Sigma®), C2H6O5, PM: 78,13 

- Cloreto de potássio P.A. (Merck), KCl, PM: 74,56 

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

- Fosfato de potássio monobásico P.A. (Merck), KH2PO4, PM: 136,09 

- Fosfato de sódio dibásico P.A. (Vetec), Na2HPO4.7H20, PM: 268,07 

- Glicerol ultra pura (Invitrogen™), C3H8O3, PM: 92,09 

- Glicina (Invitrogen™), C2H5O2N, PM: 75,07 

- Marcador de peso molecular: BenchMark™ Pre-stained Protein Ladder 

(Invitrogen™) 

- N,N’-Methylene-bis-acrylamide (Promega), C7H10N202, PM: 154,2 

- Persulfato de amônio (United States Biochemical Corporation), 

(NH4)2S2O8, PM: 288,2 
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- Sodium dodecyl sulfate (SDS) (USB), CH3(CH2)11OSO3Na, PM: 288.38 

- TEMED (N, N, N’, N’ – tetramethylenediamine) (Sigma®), C6H16N2, PM: 

116,21 

- TRIS (Hidroximetil Amino Metano) (Sigma®), NH2C(CH2OH)3, PM: 

121,14  

 

9.9.2 Composição das Soluções  
 

9.9.2.1 Acrilamida  
 

33% Acrilamida e 0,9% N,N’-Methylene-bis-acrylamide Dissolvido em 

água bidestilada  

 

9.9.2.2 Gel de poliacrilamida  
 

9.9.2.2.1 Gel de empilhamento  
 

Acrilamida 33,9% (concentração final 4,7%), Tris-HCl 1 M pH 6,8 120 

mM, SDS 0,1%, Persulfato de amônio 0,075%, TEMED 0,07% e água bidestilada  

 

9.9.2.2.2 Gel de separação  
 

Acrilamida 33,9% (concentração final variável), Tris-HCl 2,5 M pH 8,8 400 

mM, SDS 0,1%, Persulfato de amônio 0,075%, TEMED 0,07% e água bidestilada  

 

9.9.2.3 Tampão de amostra para SDS-PAGE  
 

Tris-HCl 1M pH 6,8 40 mM, SDS 1%, β-Mercaptoetanol 14,7 M 2,5%, 

glicerol 6%, azul de bromofenol 0,005%  

 

9.9.2.4 Tampão de corrida para SDS-PAGE  
 

Tris-base 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0,1%  
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9.9.2.5 Solução de cloreto de potássio  
 

KCl 100 mM em água bidestilada  

 

9.9.2.6 PBS  
 

NaCl 137 mM; KCl 2,7 mM; Na2HPO4. 7H20 4,3 mM e KH2PO4 1,5 mM 

pH 8,0  

 

9.9.3 Material e Equipamentos  
 

- Fonte e cuba horizontal para eletroforese 

- Fonte e cuba vertical para eletroforese 

- Centrífuga Sorvall® RC 5B plus 

- Membrana para diálise: Dialysis tubing cellulose (25 mm x 16 mm) 

(Sigma-Aldrich)  

 

9.10 REAGENTES PARA WESTERN BLOT (SAMBROOK, FRITSCH & MANIATIS, 1989)  
 

9.10.1 Reagentes Químicos  
 

- Acrilamida, C3H5NO ultra pura (Invitrogen™), PM: 71,08 

- Álcool metílico (Vetec), CH3OH, PM: 30,04 

- Anti-Imunoglobulina G de camundongo e coelho conjugado a enzima 

fosfatase alcalina 100 mg/ml (Promega) 

- Azul de bromofenol (Sigma®), C19H10Br4O5S, PM: 670 

- β-Mercaptoetanol P. A. ((Sigma®), C2H6O5, PM: 78,13 

- 5-bromo-4-cloro-3-indolyl-phosphato (BCIP) 50 µg/ml em 100% 

dimetilformamida (Promega). 

- Cloreto de magnésio (Merck), MgCl2, PM: 95,22 

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

- Glicerol ultra pura (Invitrogen™), C3H8O3, PM: 92,09 

- Glicina (Invitrogen™), C2H5O2N, PM: 75,07 

- Leite desnatado em pó (Molico) 
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- Marcador de peso molecular: BenchMark™ Protein Ladder (Invitrogen™) 

- N,N’-Methylene-bis-acrylamide (Promega), C7H10N202, PM: 154,2 

- Nitro blue tetrazolium (NBT) 50 µg/mL em 70% dimetilformamida 

(Promega) 

- Persulfato de amônio (United States Biochemical Corporation), 

(NH4)2S2O8, PM: 288,2 

- Polyoxyethylenesorbitan monolaurate (Tween 20®) (Sigma®), PM: ~1228 

- Poly-L-lysine hydrobromide (Sigma®), p1274, PM: 80000 

- Ponceau S (Sigma®), C22H12N4Na4O13S4, PM: 760.57 

- Sodium dodecyl sulfate (SDS), CH3(CH2)11OSO3Na, PM: 288.38  

- TEMED (N, N, N’, N’ – tetramethylenediamine) (Sigma®), C6H16N2, PM: 

116,21 

- TRIS (Hidroximetil Amino Metano) (Sigma®), NH2C(CH2OH)3, PM: 

121,14  

 

9.10.2 Composição das soluções  
 

9.10.2.1 Acrilamida  
 

33% Acrilamida e 0,9% N,N’-Methylene-bis-acrylamide Dissolvido em 

água bidestilada  

 

9.10.2.2 Gel de poliacrilamida  
 

9.10.2.2.1 Gel de empilhamento  
 

Acrilamida 33,9% (concentração final 4,7%), Tris-HCl 1 M pH 6,8 120 

mM, SDS 0,1%, Persulfato de amônio 0,075%, TEMED 0,07% e água bidestilada  

 

9.10.2.2.2 Gel de separação  
 

Acrilamida 33,9% (concentração final variável), Tris-HCl 2,5 M pH 8,8 400 

mM, SDS 0,1%, Persulfato de amônio 0,075%, TEMED 0,07% e água bidestilada  
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9.10.2.3 Tampão de amostra para SDS-PAGE  
 

Tris-HCl 1M pH 6,8 40 mM, SDS 1%, β-Mercaptoetanol 14,7 M 2,5%, 

glicerol 6%, azul de bromofenol 0,005%  

 

9.10.2.4 Tampão de corrida para SDS-PAGE  
 

Tris-base 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0,1%  

 

9.10.2.5 Tampão para transferência  
 

Tris-base 25 mM, glicina 192 mM, álcool metílico 20% e água bidestilada  

9.10.2.6 Corante Ponceau  
 

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

 

9.10.2.7 Tampão de bloqueio  
 

PBS, Tween 20 0,05% e Leite desnatado 5%  

 

9.10.2.8 Tampão da enzima fosfatase alcalina  
 

Tris-HCl 100 mM pH 9,5, NaCl 100 mM e MgCl2 5 mM  

 

9.10.3 Material e Equipamentos  
 

-Membrana Hybond™-C Extra (Amersham Biosciences) -Papel Whatman 

3MM -Fonte e cuba vertical para transferência -Fonte e cuba vertical para eletroforese -

Agitador Orbit Shaker/Lab-line  

 

9.11 REAGENTES PARA IMUNOFLUORESCÊNCIA  
 

9.11.1 Reagentes Químicos  
 

- Anti-Imunoglobulina G de camundongo conjugado a isotiocianato de 

fluoresceína 100mg/ml (Promega) 
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- Anti-Imunoglobulina G de coelho conjugado a isotiocianato de 

fluoresceína 100mg/ml (Promega) 

- Cloreto de potássio P.A. (Merck), KCl, PM: 74,56 

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

- Fosfato de potássio monobásico P.A. (Merck), KH2PO4, PM: 136,09 

- Fosfato de sódio dibásico P.A. (Vetec), Na2HPO4.7H20, PM: 268,07 

- Glicina (Invitrogen™), C2H5O2N, PM: 75,07 

- Iodeto de propídeo (Sigma®), C27H34I2N4, PM: 668,39 

- Paraformaldeído (Sigma®), (CH2O)N, PM: 30,03 

- Polyoxyethylenesorbitan monolaurate (Tween 20®) (Sigma®), PM: ~1228 

-Poly-L-lysine hidrobromide (Sigma®), PM: 80000 P1274 

-Propyl gallate (Sigma®), C10H12O5, PM: 212,2 

-Soro de cabra inativado 

-Triton X-100 (Sigma®)  

 

9.11.2 Composição das Soluções  
 

9.11.2.1 PBS  
 

NaCl 137 mM; KCl 2,7 mM; Na2HPO4. 7H20 4,3 mM e KH2PO4 1,5 mM 

pH 8,0  

 

9.11.2.2 Solução de glicina  
 

Glicina 0,1 M pH 8,6  

 

9.11.2.3 Solução de bloqueio  
 

Soro de cabra 25%, tween 0,05% em PBS  

 

9.11.2.4 Solução de iodeto de propídeo  
 

Iodeto de propídeo (100 µg/mL) diluído 10X em PBS  

 



 

 

115

9.11.3 Material e Equipamentos  
 

- Agitador Orbit Shaker/Lab-line 

- Lâminas para imunofluorescência e lamínulas 

- Microscópio de fluorescência Nikon E600 e a imagem digital capturada 

pelo programa CoolSNAP PRO cf color – Media Cybernetics®.  

 

9.12 MAPA DO VETOR PET29B (NOVAGEN)  
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Fonte:<http://www.emdbiosciences.com/docs/docs/PROT/TB076.pdf#search=%22novagen%20pET%2029a-
c(%2B)%22>. 

 

 

9.13 MAPA DO VETOR DE EXPRESSÃO PTRCHIS-TOPO (INVITROGENTM)  
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Fonte:<http://www.invitrogen.com/content/sfs/vectors/ptrchistopo_mapvB_web.pdf> 
<http://www.invitrogen.com/content/sfs/vectors/ptrchistopo_mcs.pdf>  
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9.14 MAPA DO VETOR PQE31 (QIAGEN)  

 

 

 
Fonte:<http://www.tcd.ie/Genetics/staff/Noel.Murphy/recombinant%20dna%20ge4021/qiagen%20his%20tag.p

df>  
 


