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Sumário 

Erros na segregação cromossómica podem conduzir à formação de células 

aneuplóides, uma das causas principais para o desenvolvimento de um cancro. 

Para que esta etapa do ciclo celular ocorra devidamente, é necessária a formação 

de um fuso mitótico bipolar e a sua adequada ligação aos cinetocoros, de modo a 

que o material genético seja dividido equitativamente por ambas as células filhas. 

Nestes mecanismos, estão envolvidos os componentes do aparelho mitótico, 

entre os quais os microtúbulos e as proteínas a eles associadas. 

Neste trabalho foi estudado um mutante de Drosophila melanogaster com 

alterações mitóticas como fusos monopolares, fusos desorganizados, aneuploidia 

e poliploidia. O gene mutado, denominado mast, foi identificado e a proteína por 

ele codificada verificou-se pertencer a uma família altamente conservada nos 

eucariotas. A produção de um anticorpo policlonal permitiu analisar a expressão e 

localização intracelular da Mast em Drosophila. Observou-se que a Mast está 

presente durante todas as fases do desenvolvimento e que, a nível intracelular, se 

associa aos centrossomas, fuso mitótico, centrómero, zona média do fuso, corpo 

médio do fuso e microtúbulos interfásicos. Determinou-se que a Mast é uma 

Proteína Associada aos Microtúbulos (MAP), sendo, no entanto, a sua 

acumulação nos centrossomas e centrómeros independente da presença de 

microtúbulos. 

A transfecção de um plasmídeo contendo o cDNA mast fundido com o da 

EGFP permitiu visualizar a expressão da proteína quimérica em células S2, de 

Drosophila, e HeLa, humanas, comprovando o padrão de localização previamente 

observado por imunofluorescência e sugerindo uma conservação funcional da 

proteína. Foram também construídas várias versões da EGFP-Mast truncadas, de 

maneira a delimitar os domínios responsáveis pela localização da Mast nas 

diferentes estruturas celulares. Finalmente, utilizando ainda uma quimera egfp-

mast, foram produzidas estirpes transgénicas de Drosophila, que possibilitaram a 

observação da proteína expressa in vivo. 



Com base neste estudo, pode-se inferir que a Mast exerce importantes 

funções mitóticas, como na manutenção da bipolaridade do fuso e na 

congregação cromossómica, provavelmente devidas a um papel na estabilização 

dos microtúbulos. 
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Abstract 

Abnormal chromosome segregation can lead to the development of 

aneuploid cells, one of the major causes in cancer development. The successful 

accomplishment of this stage of the cell cycle requires the formation of a bipolar 

spindle and its appropriate association to the kinetochores, so that an equal 

segregation of the genomic material between daughter cells can occur. The 

components of the mitotic apparatus are involved in these mechanisms, namely 

microtubules and its associated proteins. 

This study reports the characterisation of a Drosophila melanogaster mutant, 

which exhibits a mitotic phenotype including monopolar spindles, disorganised 

bipolar spindles, aneuploidy and polyploidy. The mutated gene, named mast, was 

identified and the coded protein was shown to belong to a highly conserved 

protein family in eukaryotes. A polyclonal antibody was generated, which allowed 

the analysis of Mast expression and intracellular localisation in Drosophila. Mast 

was found to be present throughout all the stages of development and to be 

associated to centrosomes, mitotic spindle, centromeres, spindle midzone, 

midbody and interphasic microtubules. Mast was also shown to be a Microtubule 

Associated Protein (MAP), even though its accumulation to centrosomes and 

centromeres is microtubule-independent. 

A gfp-mast chimera was constructed and used to transfect both Drosophila 

S2 and mammalian HeLa cells. This quimera was also used in the generation of 

Drosophila transgenic strains. These studies supported the localization pattern 

previously observed by immunostaining and allowed the observation of Mast 

expression in vivo. Furthermore, Mast appears to be functionally conserved. 

Truncated GFP-Mast chimeras were additionally constructed in order to identify 

the domains responsible for Mast localisation to distinct intracellular structures. 

Based on this investigation, a new microtubule-associated protein was 

found which is required for the maintenance of spindle bipolarity as well as for 

chromosome congression, probably due to a role in microtubule stabilisation. 
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Résumé 

Des erreurs dans la ségrégation chromosomique peuvent conduire à la 

formation de cellules aneuploïdes, une des causes principales du développement 

du cancer. Pour que cette étape du cycle cellulaire se déroule correctement, 

garantissant une ségrégation équitable du matériel génétique entre les deux 

cellules filles, il faut la formation d'un fuseau mitotique bipolaire et l'attachement 

parfait de ce dernier aux kinétochores. Dans ces processus, sont engagés les 

éléments de l'appareil mitotique, dont les microtubules et les protéines qui leur 

sont associées. 

Dans ce travail on a étudié un mutant de Drosophila melanogaster 

présentant des altérations mitotiques tels que des fuseaux monopolaires ou 

désorganisés, aneuploïdie et polyploïdie. Le gène affecté, appelé mast, a été 

identifié et on a vérifié que la protéine codée appartient à une famille très 

conservée parmi les eucaryotes. La production d'un anticorps polyclonal a permis 

de caractériser l'expression et la localisation intracellulaire de Mast chez 

Drosophila. Ainsi, on a observé l'expression de Mast au niveau de tous les stades 

du développement et, au niveau intracellulaire, son association aux centrosomes, 

au fuseau mitotique, au centromere, à la zone médiane du fuseau, au corps 

médian du fuseau et aux microtubules interphasiques. On a aussi déterminé que 

Mast est une Protéine Associée aux Microtubules (MAP), mais que son 

accumulation dans les centrosomes et dans les centromeres est indépendante de 

la présence des microtubules. 

Par transfection d'une séquence hybride de cDNA de Mast et de EGFP, il a 

été possible de visualiser l'expression de la protéine chimérique dans les cellules 

S2, de Drosophila, et HeLa, humaines, confirmant la distribution intracellulaire de 

Mast et suggérant une conservation fonctionnelle. En outre, la construction de 

protéines de fusion EGFP-Mast tronquées a permis de délimiter les domaines de 

la protéine responsables de la localisation de Mast dans les différentes structures 

cellulaires. Finalement, en utilisant aussi la chimère gfp-mast, on a produit des 
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lignées transgéniques de Drosophila, ce qui a permis l'étude de l'expression de la 

protéine in vivo. 

Avec cette investigation, on peut inférer que la protéine Mast joue 

d'importants rôles durant la mitose, tels que la manutention de la bipolarité du 

fuseau et la congrégation chromosomique, probablement dues à une fonction 

dans la stabilisation des microtubules. 
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8. Jntrodução 

Robert Hook, no seu livro Micrographia (1665), utilizou pela primeira vez o 

termo célula, do latim cella, para descrever a estrutura da cortiça observada ao 

microscópio óptico. Mas foi só em 1838 que Theodor Schwann e Matthias 

Schleiden formularam oficialmente a chamada teoria da célula, que postula que 

todos os organismos são constituídos por células. Um pouco mais tarde (1850), 

Barthélémy Dumortier, Albert Kólliker, Robert Remak e Rudolf Virchow mostraram 

que as células são formadas a partir de células preexistentes, através de um 

processo de fissão binária e, em 1858, Rudolf Virchow, no seu livro 

Cellularpathologie, promoveu esta ideia através da sua célebre frase "Omnis 

cellula est cellula", isto é, todas as células provêm de células (para revisão, 

consultar Mazzarello, 1999; Nurse, 2000a; Nurse, 2000b). A partir desta altura, o 

ciclo celular começou a ser uma das áreas de estudo mais importantes da 

biologia celular. 

1. O ciclo celular 

O ciclo celular é o processo universal pelo qual as células se reproduzem. 

Constitui a base do crescimento e desenvolvimento de todos os organismos vivos 

e assegura a continuidade da vida. Permite a transmissão da informação genética 

das células parentais para as células filhas e, em última análise, de geração em 

geração. Os seus mecanismos moleculares estão altamente conservados em 

todos os eucariotas (Nurse, 2000a), sendo possível utilizar diversos modelos para 

o seu estudo. A precisão com que os mecanismos do ciclo celular são 

executados, ordenados e regulados assegura a sobrevivência dos seres vivos, 

enquanto as falhas nesta precisão aumentam a instabilidade genómica, um factor 

muito importante na formação do cancro. 

- 3 -
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Nas células somáticas dos eucariotas, o ciclo celular é complexo e, 

geralmente, pode dividir-se morfologicamente em duas fases distintas, a mitose e 

a interfase (Fig. 1 e 2). A duração relativa de cada uma das etapas é variável, 

dependendo do organismo, do seu estádio de desenvolvimento e do tipo de 

células em questão. A mitose, ou fase M, é a fase mais dramática do ciclo celular, 

consistindo na segregação equitativa dos cromossomas, previamente replicados, 

por núcleos distintos (divisão nuclear ou cariocinese) e geralmente culminando 

com a divisão celular, ou citocinese, que consiste na cisão do citoplasma pelas 

células filhas. Durante a interfase, que ocupa a maior parte do ciclo, os 

cromossomas estão descondensados e distribuídos por todo o núcleo, tendo este 

uma aparência morfológica uniforme. Todavia, a replicação do DNA ocorre 

durante uma etapa da interfase, chamada fase S, dividindo a interfase em três 

fases importantes do ciclo celular: G1, S e G2 (Fig. 1). 

Durante a fase G1, o intervalo entre a conclusão da mitose e o início da 

síntese de DNA, a célula tem uma actividade metabólica intensa, produzindo 

ribossomas, proteínas e organelos. Nesta etapa, a célula monitoriza o seu meio 

ambiente e o seu tamanho e, de acordo com isso, inicia a replicação do DNA e 

prossegue o ciclo celular ou sai do ciclo e entra num estado de quiescência, 

denominado de fase GO (Fig. 1). Esta etapa ocorre em células privadas de 

nutrientes ou que estão num estado final de desenvolvimento e diferenciação, 

permanecendo metabolicamente activas sem, no entanto, proliferar. As células 

em GO podem manter-se em repouso indefinidamente ou até receber sinais 

extracelulares apropriados que as estimulem a regressar a G1 e ao ciclo celular. 

Na fase S ocorre a replicação semi-conservativa do DNA e do centrossoma e a 

célula, no final desta etapa, possui duas cópias idênticas de ambos. Durante a 

fase G2, o período entre a finalização da duplicação do DNA e o começo da 

mitose, o crescimento celular continua e são sintetizadas proteínas essenciais 

para a mitose. Este também é um período de espera que assegura a conclusão 

da replicação do DNA antes da entrada na fase M. 

- 4 -
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Figura 1. Esquema representativo das diferentes etapas do ciclo celular. (Adaptado de Purves et 

ai., 1998). 

1.1. A mitose 

A mitose começou a ser descrita em 1842 por Cari Nâgeli, que, 

inicialmente, pensou tratar-se de um evento anómalo. Walther Flemming, em 

1882, no seu livro Zell-substanz, Kern und Zelltheilung (Substância Celular, 

Núcleo e Divisão Celular), introduziu pela primeira vez o termo mitose, do grego 

mitos (filamento), referindo-se à forma condensada dos cromossomas mitóticos. 

Flemming foi também o primeiro a descrever detalhadamente os movimentos 

cromossomais durante esta etapa do ciclo celular. 

O objectivo da mitose, ou fase M, é a separação fidedigna do material 

genético e a distribuição dos organelos pelas duas células filhas. Uma adequada 

segregação cromossómica é essencial para assegurar a estabilidade genómica, 

uma vez que a aneuploidia resultante de erros neste processo contribui para o 

desenvolvimento do cancro. A extraordinária eficácia da mitose requer a utilização 

de uma maquinaria complexa e a ordenação precisa de todas as etapas, que, 

salvaguardando pequenas variações, são bastante similares em todos os 

eucariotas. 
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Figura 2. O ciclo celular em células de cultura de Drosophila S2. As imagens foram obtidas 

utilizando a técnica de imunofluorescência. O DNA está representado a azul e os microtúbulos a 

verde. 

A fase M, cujas várias etapas se podem visualizar na Figura 2, inicia-se 

com a profase, durante a qual, nas células animais, os centrossomas previamente 

duplicados migram para locais opostos da célula, iniciando a formação do fuso 

mitótico. A cromatina começa a condensar até formar estruturas bem definidas, os 

cromossomas, compostos por dois cromatídeos irmãos geneticamente idênticos, 

adjacentes pelo centrómero e outros pontos ao longo do seu comprimento. Estes 

adoptam uma posição no núcleo cada vez mais periférica, que culmina, nos 

eucariotas superiores, na desagregação do invólucro nuclear aquando do início 

da prometafase. Nesta altura, os cromossomas ficam livres no citoplasma, 

permitindo que os microtúbulos do fuso os capturem, através da sua ligação aos 

cinetocoros, formando o fuso bipolar mitótico. Após a captura de cada um dos 

cinetocoros irmãos por microtúbulos de pólos opostos ocorre, em metafase, a 

congregação dos cromossomas no plano equatorial, ou placa metafásica. No 
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início da anafase, denominado de anafase A, perde-se a coesão entre os 

cromatídeos irmãos, permitindo a sua separação e segregação sincronizada em 

direcção aos pólos opostos do fuso. No fim da anafase, ou anafase B, os 

microtúbulos interpolares sobrepostos deslizam sobre si próprios, alongando o 

fuso e aumentando a distância entre os pólos. Nas células animais, inicia-se a 

contracção do anel contráctil de actina e miosina, principiando a formação do 

sulco de clivagem. Com a chegada dos cromossomas aos pólos do fuso inicia-se 

a telofase. Nesta fase, a maior parte do fuso mitótico desorganiza-se, ficando só a 

zona central, os cromatídeos segregados começam a descondensar e o invólucro 

nuclear reconstitui-se em volta de cada conjunto de cromossomas, formando dois 

núcleos. O sulco de clivagem contrai-se mais sobre a zona central do fuso, dando 

origem ao corpo médio do fuso (midbody), uma estrutura formada por 

microtúbulos em feixe. No final ocorre a citocinese, na qual se dá a constrição 

completa do sulco de clivagem, a divisão do citoplasma e a separação das células 

filhas. 

1.2. Regulação do ciclo celular 

O ciclo celular é altamente regulado a nível temporal e espacial, condição 

crucial para a obtenção de células filhas viáveis e para o desenvolvimento normal 

de organismos multicelulares. Relativamente à regulação temporal, é necessário 

que a célula progrida correctamente no ciclo celular, ou seja, tem que assegurar 

que os seus eventos, como a replicação do DNA, a formação do fuso mitótico, a 

divisão nuclear e a citocinese, ocorram numa sequência ordenada. Esta 

coordenação do ciclo celular é conseguida através da síntese e destruição de 

reguladores específicos do ciclo celular nas alturas apropriadas. Em termos 

espaciais, a célula coordena reorganizações dramáticas na arquitectura 

subcelular na entrada e saída da mitose, frequentemente através da actividade de 

cinases e fosfatases localizadas em estruturas celulares específicas (para 

revisão, consultar Pines, 1999). Existem ainda evidências que sugerem que a 
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organização espacial dos reguladores do ciclo celular é importante no controlo 

temporal do ciclo celular (revisto em Pines, 1999). 

Os principais reguladores temporais específicos do ciclo celular são as 

Cinases Dependentes de Ciclinas (CDKs). Estas cinases, do tipo serina/treonina, 

são inactivas como monómeros, necessitando de ser activadas por ligação às 

suas subunidades reguladoras, as Ciclinas (Sherr, 1994; Morgan, 1995; Sherr e 

Roberts, 1999). Estas últimas são assim denominadas por sofrerem um ciclo de 

síntese e de degradação em cada ciclo celular. A formação, activação e 

dissociação/inactivação dos vários complexos Ciclina-CDK são eventos cíclicos e 

centrais que propulsionam o ciclo celular. As oscilações na actividade das CDKs 

durante o ciclo celular podem ser devidas a vários factores: 

■ a alterações na quantidade da Ciclina associada. Os níveis de Ciclina são 

controlados por diversos mecanismos, como a regulação da transcrição dos seus 

genes e a destruição proteolítica das proteínas. 

■ à fosforilação da CDK no resíduo de treonina localizado no seu T-loop, 

necessária para a sua acção catalítica. Esta fosforilação é realizada por uma 

cinase activadora da CDK (CAK) e o grupo fosfato é removido pela fosfatase KAP 

após a degradação da Ciclina associada. 

■ à fosforilação de um ou dois resíduos do local de ligação ao ATP da CDK. Esta 

fosforilação mantém o complexo Ciclina-CDK inactivo. 

■ à inactivação por inibidores específicos (CKIs). 

As subunidades Ciclina dos complexos Ciclina-CDK são as responsáveis 

pelo reconhecimento das proteínas que as subunidades catalíticas, as CDKs, irão 

fosforilar. Existem diferentes tipos de Ciclinas (mitóticas e das fases G1 e S); cada 

uma apresenta uma associação preferencial com uma CDK, havendo, no entanto, 

uma certa redundância nas suas funções (Murray, 2004). A progressão no ciclo 

celular envolve modificações na abundância de cada uma das Ciclinas, com 

consequentes alterações nos substratos das CDKs. Ao longo do ciclo celular, 

encontram-se activos diferentes complexos Ciclina-CDK: o complexo Ciclina D-
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CDK4/6, na progressão da fase G1; o complexo Ciclina E-CDK2, na transição G1-

S; o complexo Ciclina A-CDK2, na progressão das fases S e G2; e o complexo 

Ciclina B-CDK1, no início da mitose (para revisão, ver Pines, 1999; Poon, 2002). 

A activação do complexo Ciclina B-CDK1 (primeiramente denominado MPF -

Maturation Promoting Factor), que desencadeia a entrada em mitose, encontra-se 

a cargo da fosfatase Cdc25. 

A regulação do ciclo celular pelos complexos Ciclina-CDK é feita através 

da fosforilação reversível de proteínas. Como complemento, e de modo a impor a 

irreversibilidade dos eventos do ciclo, ocorre a degradação regulada de proteínas. 

Este tipo de proteólise é levado a cabo pelo sistema Ubiquitina-Proteossoma, o 

qual usa o polipeptídeo Ubiquitina como marca para endereçar as proteínas para 

a degradação pelo Proteossoma 26S. A ubiquitinação requer a formação de 

cadeias de poliubiquitina nos substratos, através da acção combinada de enzimas 

transportadoras da ubiquitina (E2s ou UBCs) e de ligases ubiquitina-proteína 

(E3s) (para revisão, consultar Pickart, 2001). As enzimas E3 são as responsáveis 

pela especificidade da proteólise dependente da ubiquitina, uma vez que são elas 

as responsáveis pelo reconhecimento dos substratos a modificar, sendo de 

destacar os complexos APC/C (Anaphase Promoting Complex/Çyclosome) e SCF 

(SkpMCullin/F-box protein), que têm papéis proeminentes no controlo do ciclo 

celular. Estas ligases Ubiquitina-proteína também estão, por sua vez, sujeitas a 

controlo proteolítico e a sua actividade está dependente da fosforilação (revisto 

em Vodermaier, 2004). Os complexos SCF parecem ser bastante versáteis, com 

uma grande variedade de funções em diversas fases do ciclo celular. 

O APC/C é um complexo multiproteico que, após a associação com os 

seus activadores Cdc20/F/zzy e Cdh1/HetMFizzy-related, ubiquitina reguladores-

chave da mitose, endereçando-os para a degradação. Na transição metafase-

anafase, o APC/C, em associação com a Cdc20, é responsável pela ubiquitinação 

da Ciclina B e da Securina. Esta última sequestra a protease Separase, 

mantendo-a inactiva (Nasmyth, 2002; Peters, 2002). Após a sua degradação, a 
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Separase é libertada e torna-se activa, clivando a Scc1, uma subunidade do 

complexo de coesinas que mantém os cromatídeos irmãos juntos (Peters, 2002). 

Nessa altura, a tensão aplicada pelo fuso bipolar passa a ser suficiente para 

separar os cromatídeos irmãos, que se deslocam para os pólos opostos da célula. 

As famílias de cinases Aurora, Polo e NI MA parecem, igualmente, ser 

importantes reguladores de numerosos eventos mitóticos (Nigg, 1998; Ke et ai., 

2003; 0'Connell et ai., 2003; Barr et ai., 2004; Ducat e Zheng, 2004). A pequena 

GTPase Ran está envolvida na regulação de todo o ciclo celular, funcionando 

como transportador nucleocitoplasmático durante a interfase (Moore e Blobel, 

1993) e sendo necessária para a nucleação e organização dos microtúbulos 

durante a mitose (Gruss et ai., 2001; Wiese et ai., 2001; Wilde et al., 2001). 

1.3. Controlo do ciclo celular 

O sistema de controlo do ciclo celular é responsável pela monitorização da 

finalização dos seus eventos. Se a célula encontra dificuldade em completar um 

processo (por exemplo, a replicação do DNA), é enviado um sinal negativo ao 

sistema de controlo, que adia a iniciação dos eventos posteriores (por exemplo, a 

mitose). Estes sinais negativos bloqueiam o ciclo celular em transições 

denominadas de checkpoints. Estes pontos de controlo não são essenciais para 

que o ciclo celular ocorra nem são activados se ele funcionar normalmente. São 

necessários, apenas, em situações de stress, em caso de danos ou de 

actividades inacabadas (Elledge, 1996) e existem para assegurar a estabilidade 

genómica (Sherr, 1996). 

Os sistemas de controlo do ciclo celular são muito conservados nos 

diferentes organismos. Existem três checkpoints principais: 

■ G1/S checkpoint - equivalente ao START em levedura e ao ponto de restrição 

em células animais. Provoca a paragem no ciclo celular se as condições 
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ambientais são inapropriadas, se o crescimento celular é insuficiente ou se 

existem danos no DNA. 

■ DNA damage checkpoint ou G2/M checkpoint - não permite a entrada em 

mitose se o DNA tiver sofrido danos ou se a sua replicação estiver incompleta. 

Recentemente, surgiram dados que indicam que este checkpoint também é 

activado quando ocorre a despolimerização dos microtúbulos no final da fase G2 

(Rieder e Cole, 2000) ou na ausência de separação dos centrossomas (Scolnick e 

Halazonetis, 2000). A sua actuação é baseada no bloqueio da activação do 

complexo Ciclina B-CDK1. 

■ Spindle-assembly checkpoint, M/G1 checkpoint, checkpoint da ligação dos 

cinetocoros ou mitotic checkpoint - este ponto de controlo encontra-se na 

transição metafase-anafase e impede a entrada em anafase até todos os 

cromossomas estarem bipolarmente ligados ao fuso mitótico (Rieder et ai., 1994; 

Rieder et ai., 1995) e sob tensão (Li e Nicklas, 1995). 

1.3.1. Spindle-assembly checkpoint 

Para uma segregação adequada dos cromossomas durante a mitose, é 

essencial uma ligação biorientada apropriada aos microtúbulos do fuso, que gera 

tensão nos cinetocoros irmãos e permite o alinhamento dos cromossomas na 

placa metafásica. O spindle-assembly checkpoint é uma cascata de transdução 

do sinal que leva à paragem do ciclo celular quando ocorrem erros na interacção 

dos microtúbulos com os cinetocoros (revisto em Musacchio e Hardwick, 2002). 

Para o desactivar, os cinetocoros têm de estar ligados aos microtúbulos do fuso e, 

simultaneamente, sob tensão, para o que é necessário que os pares de 

cinetocoros estejam correctamente ligados a microtúbulos emanados por pólos 

opostos (Li e Nicklas, 1995; Rieder et ai., 1995; Shonn et ai., 2000; Stem e 

Murray, 2001). Portanto, este ponto de controlo inibe o início da anafase e é 

suficientemente sensível para que um único cinetocoro não ligado possa gerar o 

sinal de espera (revisto em Gorbsky, 2001; Yu, 2002). Vários componentes 
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moleculares deste checkpoint foram já identificados, nomeadamente, nos 

eucariotas superiores, as proteínas Mps1, Bub1, BubR1, Bub3, Mad1, Mad2, 

CENP-E, Zw10 e Rod. A nível do cinetocoro, são formados diferentes complexos: 

as proteínas Mad1, Mad2, BubR1, Bub3 e CENP-E localizam-se nesta estrutura, 

durante a mitose, independentemente da Zw10 e da Rod (Basu et ai., 1998; Basu 

et ai., 1999). Estudos recentes indicam que as proteínas Bub1 e Mad2 parecem 

sinalizar os cromossomas não ligados, enquanto a BubR1 e a Bub3 são capazes 

de se localizar em cinetocoros ligados que não estejam sob tensão (Logarinho et 

ai., 2004). Estas proteínas, quando presentes em pelo menos um dos cinetocoros 

de uma célula, funcionam como sinais, desencadeando a activação do ponto de 

controlo do fuso. Tal facto vai provocar a inibição do APC/C, que, deste modo, 

permite que o complexo Ciclina-CDK1 e a Securina se mantenham activos, 

impedindo a segregação dos cromossomas (Millband et ai., 2002). Sabe-se que a 

Mad2 interactua directamente e inibe a Cdc20 e, consequentemente, o APC/C 

(Fang et ai, 1998; Hwang et ai., 1998; Wassmann e Benezra, 2001) e as 

proteínas BubR1 e Bub3 parecem fazer parte do mesmo complexo (Fraschini et 

ai., 2001; Sudakin et ai., 2001; Tang et ai., 2001). 

Após estabelecida a biorientação e a tensão em todos os cinetocoros, é 

necessário inactivar o spindle-assembly checkpoint. Nesta altura, a Mad1, a Mad2 

e a maior parte das proteínas Bub1, BubR1 e Bub3 deixam de se localizar no 

cinetocoro (Musacchio e Hardwick, 2002). A proteína motora dos microtubules 

Dineína citoplasmática parece ser responsável pelo transporte de alguns dos 

componentes dos cinetocoros para os centrossomas (Howell et al., 2001). 

As proteínas passageiras cromossomais Aurora B, INCENP e Survivina 

formam um complexo (Bolton et ai., 2002; Romano et ai., 2003) que tem um papel 

auxiliar importante no spindle checkpoint. Este complexo não constitui um 

componente integral do checkpoint mitótico, mas permite à célula comunicar a 

falta de tensão aos microtúbulos ligados (Biggins e Murray, 2001; Lens er al., 

2003). Existem, ainda, evidências em como o complexo Survivina/Aurora 
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B/INCENP influencia a afinidade da BubR1 para os cinetocoros (Lens et a/., 2003) 

e é necessário para corrigir interacções inadequadas microtúbulo-cinetocoro 

(Stern, 2002; Tanaka, 2002). 

2. O aparelho mitótico 

No início da mitose há profundos rearranjos em todo o citosqueleto. Os 

microtúbulos interfásicos despolimerizam e os microtúbulos mitóticos são 

nucleados a partir dos dois centrossomas e começam a alongar-se, interagindo 

com os cinetocoros e formando o fuso mitótico (Fig. 3). O fuso é uma estrutura 

bipolar constituída por vários tipos de microtúbulos: os microtúbulos astrais, que 

ligam os pólos do fuso ao córtex celular; os microtúbulos cromossomais, que 

ligam os braços dos cromossomas aos pólos; os microtúbulos cinetocorianos, que 

ligam os pólos aos cinetocoros; e os microtúbulos interpolares, que ligam os dois 

pólos (Fig. 3). Aos microtúbulos associam-se muitas proteínas, essenciais para a 

formação e função do fuso mitótico (para revisão, ver Merdes e Cleveland, 1997; 

Karsenti e Vemos, 2001; Wittmann et ai., 2001). O fuso tem um papel 

fundamental na segregação dos cromossomas (Thyberg e Moskalewski, 1998; 

Nasmyth, 2002) e a sua integridade estrutural é essencial para a finalização da 

citocinese (Wheatley e Wang, 1996). 

Durante a anafase, os microtúbulos polares antiparalelos sobrepostos do 

fuso mitótico formam uma estrutura denominada de zona média do fuso ou fuso 

central, localizada entre os cromatídeos separados (Severson e Bowerman, 

2002), que contém um depósito amorfo de materiais electronodensos (Mcintosh e 

Landis, 1971) que impede a ligação de anticorpos anti-Tubulina. Acumula-se no 

fuso central um grande número de proteínas essenciais para a citocinese, 

incluindo motores do tipo cinesina e proteínas passageiras cromossomais 

(chromosomal passenger proteins) (Cooke étal., 1987; Earnshaw e Bernât, 1991; 

Adams étal., 1998; Hirose étal., 2001; Matuliene e Kuriyama, 2002). 
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Figura 3. Representação esquemática do fuso mitótico e dos seus constituintes. (Adaptada de 

Alberts eí a/., 1994). 

Quando ocorre a ingressão do sulco de clivagem, a zona média do fuso é 

constrita, formando o corpo médio do fuso, que constitui uma barreira entre as 

células filhas. Mutações em proteínas que se localizam na zona média ou no 

corpo médio do fuso resultam em defeitos na citocinese, originando células 

binucleadas (Matuliene e Kuriyama, 2002). 

O sulco de clivagem é formado perpendicularmente ao eixo do fuso 

mitótico, quer nas divisões simétricas, quer nas assimétricas (Rappaport, 1986; 

O'Connell e Wang, 2000; Doe e Bowerman, 2001). O posicionamento correcto do 

sulco de clivagem é indispensável para a repartição igualitária dos cromossomas 

segregados e dos demais constituintes celulares pelas células filhas. Todavia, 

ainda não está esclarecido que parte do aparelho mitótico o determina. Foram 

propostos dois mecanismos para o estabelecimento desta orientação (Oegema e 

Mitchison, 1997). O primeiro, mais comum, atribui o papel à zona de interdigitação 

entre os microtúbulos astrais (Rappaport, 1961; Devore et ai., 1989; Salmon e 

Wolniak, 1990; Eckley eí ai., 1997; Rieder eí ai., 1997; Larkin e Danilchik, 1999; 

Minestrini eí ai., 2003; Verbrugghe e White, 2004). O segundo mecanismo parece 

ser dominante em vários tipos de células somáticas, incluindo humanas e de 

Drosophila, e sugere que o fuso central seja o responsável pelo posicionamento e 
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formação do sulco de clivagem (Cao e Wang, 1996; Oegema e Mitchison, 1997; 

Bonaccorsi et ai., 1998; Giansanti et ai., 1998). Recentemente, foi proposta uma 

teoria unificadora, segundo a qual os microtúbulos, quer astrais, quer do fuso 

central, quer mesmo de um fuso colapsado sem ásteres nem cromossomas, são 

o único componente estrutural do aparelho mitótico necessário para manter a 

ingressão do sulco e induzir a clivagem da célula (Alsop e Zhang, 2003). Os 

microtúbulos parecem ser requeridos ao longo de toda a ingressão do sulco, uma 

vez que a perda de microtúbulos durante a citocinese pode resultar na regressão 

do sulco de clivagem (Wheatley e Wang, 1996; Danilchik et ai., 1998). 

2.1. Os microtúbulos 

Os microtúbulos constituem um dos principais componentes do 

citoesqueleto das células eucariotas e estão envolvidos em muitos processos 

essenciais, incluindo a divisão celular, a organização e transporte intracelulares e 

a mobilidade ciliar e flagelar. 

Os microtúbulos são polímeros não covalentes, constituídos por vários 

protofilamentos associados lateralmente de modo a formar uma estrutura 

cilíndrica de 25 nm de diâmetro (Fig. 4). A maioria dos microtúbulos in vivo e dos 

nucleados in vitro a partir de centrossomas tem 13 protofilamentos, enquanto os 

microtúbulos polimerizados sem a colaboração do centrossoma têm um número 

variável de protofilamentos (entre 10 e 15), sugerindo que este centro organizador 

de microtúbulos determina directamente a estrutura do microtúbulo (Evans et ai., 

1985). Estudos de genética indicam que o número de protofilamentos de um 

microtúbulo também pode ser controlado por isoformas específicas de B-Tubulina 

(Savage ef ai., 1989; Raff et al., 1997). 

Cada protofilamento linear é constituído por heterodímeros de a- e B-

Tubulina (Amos e Klug, 1974) (Fig. 4). Os heterodímeros estão orientados 

segundo um padrão molecular intrínseco, que define a polaridade dos 

microtúbulos e propriedades diferenciais das extremidades, com a B-Tubulina 
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exposta na extremidade (+) (plus-end) (Mitchison, 1993) e a a-Tubulina exposta 

na extremidade (-) (minus-end) (Fan étal., 1996) (Fig. 4). Os microtubules do fuso 

mitótico têm polaridade uniforme; as extremidades (-) estão nos pólos ou na sua 

proximidade e as extremidades (+) estendem-se na direcção do córtex da célula 

ou dos cromossomas (Heidemann e Mcintosh, 1980; Mcintosh e Euteneuer, 

1984). 

Figura 4. Os microtubules 

são constituídos por treze 

protofilamentos associados 

lateralmente, cada um 

composto por heterodímeros 

de a- e p-Tubulina 

orientados uniformemente, 

de modo que a a-Tubulina 

se encontra na direcção da 

extremidade (-) e que a |3-

Tubulina se dirige para a 

extremidade (+). (Adaptado 

de Dammermann et ai., 

2003). 

As Tubulinas a e B são proteínas altamente homólogas, cerca de 50% 

idênticas ao nível aminoacídico (Burns, 1991), e ambas ligam GTP. Durante a 

polimerização dos dímeros de Tubulina, a B-Tubulina hidroliza o GTP a ela ligado 

em GDP (David-Pfeuty et ai., 1977; MacNeal e Purich, 1978), em contraste com a 

a-Tubulina, que liga o GTP mas não o hidroliza (Spiegelman et ai., 1977) (Fig. 4). 

A energia libertada pela hidrólise de Tubulina-GTP é essencial para desestabilizar 

a estrutura do microtúbulo e permite a sua despolimerização rápida (Hyman et ai., 

1992). 

As extremidades dos microtubules alternam estocasticamente, ou seja, 

abruptamente, entre fases de lenta polimerização, ou alongamento, e rápida 

despolimerização, ou encurtamento (Fig. 5A). Deste modo, numa população de 
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microtúbulos, alguns estão em crescimento enquanto, simultaneamente, outros 

estão a encurtar, uma propriedade conhecida como instabilidade dinâmica 

(Mitchison e Kirschner, 1984a; Walker et ai., 1988). A polimerização dos 

microtúbulos é uma reacção bimolecular, dependente da concentração de 

Tubulina livre, enquanto a despolimerização é uma reacção unimolecular, 

independente da concentração de Tubulina livre (Walker et ai., 1988). A transição 

entre o crescimento e o encurtamento é designada por catástrofe e a conversão 

inversa por resgate (Fig. 5A). Por vezes, os microtúbulos atravessam fases de 

quiescência, ou de pausa, nas quais não polimerizam nem despolimerizam. Estas 

pausas são frequentes in vivo (Shelden e Wadsworth, 1993) e também in vitro, 

apesar de, neste caso, ocorrerem com uma frequência muito menor (Walker et al., 

1988). 

Encurtamento 

i/ 
\ 

Resgate 
Alongamento 

Tempo 
Alongamento Intermediário Encurtamento 

Dímero de GDP H Dímero de GTP 

Figura 5. Alterações no tamanho e na estrutura do microtúbulo devidas à instabilidade dinâmica. 

A - Representação gráfica do tamanho de um microtúbulo ao longo do tempo e identificação das 

várias fases. B - (Adaptada de Hyman e Karsenti, 1996) Representação da estrutura da 

extremidade do microtúbulo nas fases de alongamento (a e b), transição (c) e encurtamento (d). 

Durante a elongação, as extremidades dos microtúbulos formam uma folha 

aberta e ligeiramente curvada que, a velocidade variável, vai fechando, compondo 

um cilindro (Simon e Salmon, 1990; Mandelkow et ai., 1991; Chrétien et al., 1995) 

(Fig. 5B(a) e (b)). Esta alteração conformacional parece conduzir à hidrólise do 

GTP (Chrétien et ai., 1995; Hyman e Karsenti, 1996). Bastam apenas algumas 
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subunidades de Tubulina-GTP para manter estáveis as extremidades dos 

microtubules (Drechsel e Kirschner, 1994; Caplow e Shanks, 1996). No entanto, 

logo que o GTP é hidrolisado, forma-se uma estrutura intermediária instável de 

extremidades lisas (Arnal et ai., 2000) (Fig. 5B(c)). Este intermediário pode 

continuar a crescer ou, mais provavelmente, transita para uma fase de 

encurtamento, pois, devido à fraca interacção lateral entre a Tubulina-GDP, o 

cilindro tem tendência a abrir, ficando os protofilamentos separados e curvados 

para fora, começando, então, a ocorrer a libertação de oligómeros de Tubulina 

(Mandelkow et ai., 1991; Arnal et ai., 2000) (Fig. 5B(d)). 

As duas extremidades de cada microtúbulo têm características muito 

diferentes. A extremidade (+) tem uma velocidade de elongação bastante superior 

e uma frequência de catástrofe ligeiramente maior que a extremidade (-), que, por 

seu lado, possui uma frequência de resgate mais elevada (Horio e Hotani, 1986). 

No entanto, a velocidade de encurtamento, independente da concentração de 

Tubulina, é similar em ambas as extremidades (Horio e Hotani, 1986). Devido a 

estas diferenças, os microtúbulos do fuso mitótico estão constantemente a 

polimerizar nas extremidades (+) e a despolimerizar nas extremidades (-), 

causando um fluxo contínuo de microtúbulos na direcção dos pólos e um efeito de 

treadmilling (Mitchison, 1989; Sawin e Mitchison, 1991a). 

A célula é capaz de modular a relação entre as velocidades de elongação, 

encurtamento e catástrofe. Os microtúbulos in vivo polimerizam cerca de cinco 

vezes mais depressa do que in vitro, para uma concentração equivalente de 

Tubulina (Sammak e Borisy, 1988; Belmont et al., 1990; Simon étal., 1992; Verde 

et al., 1992). A estimulação da velocidade de crescimento é devida à ligação de 

Proteínas Associadas aos Microtúbulos (MAPs) às paredes dos microtúbulos e 

pode ser mimetizada por adição deste género de proteínas à Tubulina pura 

(Drechsel et ai., 1992; Pryer et ai., 1992; Andersen et ai., 1994; Vasquez et ai., 

1994). No entanto, a elevada velocidade de alongamento in vivo é acompanhada 

por um aumento da frequência de catástrofe, um tipo de comportamento nunca 

observado nas soluções de tubulina pura. 
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2.1.1. A dinâmica dos microtúbulos e o ciclo celular 

A instabilidade dinâmica permite rápidas alterações espaciais do 

citoesqueleto de microtúbulos ao longo do ciclo celular, sendo a mais dramática a 

reorganização dos microtúbulos durante a transição interfase-mitose (Hyman e 

Karsenti, 1996). Nesta transição a dinâmica dos microtúbulos também é 

drasticamente alterada: os extractos mitóticos têm uma frequência de catástrofe 5 

a 10 vezes superior à dos extractos interfásicos (Saxton et a/., 1984; Belmont et 

ai., 1990; Zhai eí ai., 1996; Rusan et ai., 2001). De facto, a adição de CDK1, o 

principal controlador do ciclo celular, a um extracto citoplasmático interfásico de 

Xenopus desencadeia a iniciação da mitose, resultando num rápido aumento das 

catástrofes microtubulares (Belmont et ai., 1990; Verde et ai., 1992). A 

instabilidade dinâmica é extremamente importante para a captura dos cinetocoros 

e do córtex celular pelos microtúbulos do fuso mitótico, permitindo um correcto 

posicionamento do fuso e uma adequada segregação dos cromossomas (Holy e 

Leibler, 1994). Porém, quando os microtúbulos se associam aos cromossomas, 

são rapidamente estabilizados, tornando-se mais longos, enquanto aqueles que 

não se ligam permanecem altamente dinâmicos (Sawin e Mitchison, 1991b; 

Zhang e Nicklas, 1995). 

2.2. O centrossoma 

A extremidade (-) do microtúbulo está localizada, normalmente, num centro 

de organização de microtúbulos (MTOC), cuja forma e arquitectura varia de célula 

para célula e de organismo para organismo. O MTOC é o principal local de 

nucleação de microtúbulos nas células. MTOCs isolados conseguem nuclear a 

formação de microtúbulos em condições em que não ocorre a sua formação 

espontânea (Mitchison e Kirschner, 1984b). Nas plantas superiores, está ausente 

um MTOC bem definido; em vez disso, a superfície do núcleo parece ser um local 

importante de nucleação (Lambert, 1993). 
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Entre os MTOCs encontram-se os centrossomas, nos eucariotas 

superiores (Fig. 6A e 7A), os corpos polares do fuso (spindle pole bodies, SPBs), 

nos fungos e em algumas plantas (Fig. 6B), e os corpos basais flagelares. Todos 

estes MTOCs têm funções similares e contêm proteínas homólogas, pelo que se 

pensa terem evoluído a partir de um ancestral comum. 

microtubule 

centriolo 

material 
pericentriolar 

B 

\ l / 
» » « * 0. m 

m" mp t*~ centrai 
- ■w-ar or«-

m 

Figura 6. Esquemas representativos de um centrossoma (A) e de um corpo polar do fuso (SPB) 

(B). O centrossoma tem cerca de 1 |im de diâmetro e o SPB tem cerca de 100 nm. Em B: externa, 

central e interna indicam, respectivamente, a placa externa, a placa central e a placa interna do 

SPB; in - invólucro nuclear; mp - meia-ponte {half-bridge). (Adaptado de Stearns e Winey, 1997). 

O centrossoma foi descrito pela primeira vez por Walther Flemming e 

denominado por Theodor Boveri ainda no século XIX (Flemming, 1875; Boveri, 

1888). É um organelo complexo que inclui mais de setenta proteínas diferentes 

(Andersen et ai., 2003). Algumas destas proteínas localizam-se no centrossoma 

independentemente dos microtúbulos, enquanto outras necessitam dos últimos 

para se localizarem. É usual considerar somente as primeiras como verdadeiros 

componentes do centrossoma (Urbani e Stearns, 1999). 

Morfologicamente, o centrossoma é composto por dois centríolos, 

conectados por fibras interconectoras e rodeados por uma matriz electronodensa 

de material pericentriolar (PCM) (Para revisão, consultar Brinkley, 1985; Vorobjev 
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e Nadezhdina, 1987; Kimble e Kuriyama, 1992; Kalt e Schliwa, 1993; Kellogg et 

al., 1994; Lange e Gull, 1996) (Fig. 7A). O chamado centríolo materno, ou maturo, 

possui dois tipos de apêndices extra, os distais e os subdistais (Fig. 7A). Ambos 

os centríolos são capazes de nuclear microtúbulos, mas só o materno retém a sua 

extremidade (-), mantendo um rearranjo de microtúbulos focados (Piei et ai., 

2000). Isto deve-se aos seus apêndices, onde a Nineína, uma proteína requerida 

para a ancoragem (ligação e estabilização) das extremidades (-) dos 

microtúbulos, está localizada (Mogensen et ai., 2000). Apenas os apêndices 

subdistais parecem ancorar os microtúbulos. O centríolo materno é relativamente 

estático, enquanto que o centríolo filho se move rápida e irregularmente à sua 

volta. 

Figura 7. Representação esquemática da estrutura do centrossoma (A) e do centríolo (B). ((A) 

Adaptada de Doxsey, 2001; (B) Adaptada de Feldman e Marshall, 2004)). 

O centríolo é a unidade fundamental do centrossoma. Cada centríolo é um 

pequeno cilindro altamente organizado, constituído por nove lâminas de tripletos 

de microtúbulos num arranjo rotacionalmente simétrico (Fig. 7A e B). As lâminas 

de tripletos rodeiam uma zona central de nove raios denominada de cartwheel 

("roda de carroça") (Fig. 7B). No entanto, os centríolos dos embriões de 

Drosophila têm dupletos de microtúbulos (Callaini et ai., 1997) e os das células de 
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C. elegans apenas contêm singletos (O'Connell, 2000). De facto, nenhum destes 

organismos possui õ- ou £-tubulina (Chang e Stearns, 2000), pelo que a 

necessidade da sua função talvez se restrinja aos centríolos com tripletos de 

microtúbulos (Delattre e Gonczy, 2004). Os microtúbulos que compõem os 

centríolos são muito estáveis, possivelmente devido às modificações pós-

traducionais que sofre a sua Tubulina, como a acetilação (Piperno e Fuller, 1985; 

Schulze et ai., 1987) e a glutamilação (Eddé et ai., 1990; Bobinnec et ai., 1998). A 

estrutura microtubular dos centríolos é semelhante à dos corpos basais, 

nucleadores de cílios e de flagelos. 

O material pericentriolar (PCM) consiste numa rede de filamentos de 12 a 

15 nm, aos quais os outros componentes se associam. No PCM encontra-se em 

elevada quantidade um grande complexo multiproteico, do qual faz parte a y-

Tubulina (Stearns e Kirschner, 1994; Moritz et ai., 1995; Zheng et ai., 1995; 

Dictenberg et ai., 1998), também existente no citoplasma (Moudjou et ai., 1996). 

Este complexo, denominado y-TuRC (gama-Tubulin Ring Complex), está 

organizado em forma de um anel aberto de cerca de 25 nm de diâmetro, 

dimensão semelhante à de um microtúbulo (Oakley et ai., 1990; Zheng et ai., 

1995; Oegema et ai., 1999). No y-TuRC, a y-Tubulina está complexada com a 

Pericentrína (Dictenberg et ai., 1998), com proteínas homólogas das Spc97p e 

Spc98p da levedura de gemulação (Geissler et ai., 1996; Knop et ai., 1997; Martin 

et ai., 1998; Murphy et ai., 1998) e com ortólogas dessas (Gunawardane et ai., 

2000; Zhang et ai., 2000; Murphy et ai., 2001). Vários estudos in vitro apontam 

para um papel do y-TuRC na formação do centrossoma e na nucleação da 

maioria dos microtúbulos da célula, quer em interfase, quer em mitose (Felix et 

ai., 1994; Stearns e Kirschner, 1994; Zheng et ai., 1995; Moritz et ai., 1998; 

Schnackenberg et ai., 1998; Oegema et ai., 1999). Foram propostos dois modelos 

para explicar o modo como o y-TuRC deverá estar envolvido na nucleação do 

microtúbulo ao nível molecular (para revisão, consultar Erickson, 2000). O modelo 

"padrão" defende que o y-TuRC funciona como a primeira volta da hélice do 

microtúbulo, possivelmente devido à sua semelhança com a extremidade (+) 
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microtubular, iniciando-se cada um dos 13 protofilamentos através de contactos 

longitudinais com as subunidades de y-Tubulina (Zheng et ai., 1995; Keating e 

Borisy, 2000; Moritz et ai., 2000; Wiese e Zheng, 2000). No modelo do 

protofilamento, a y-Tubulina fornece um pequeno segmento de um protofilamento 

pré-formado, nucleando um segundo protofilamento a partir de ligações laterais 

com a a-Tubulina, com a (3-Tubulina ou com ambas (Erickson e Stoffler, 1996; 

Leguy et ai., 2000). 

A levedura de gemulação tem um complexo de y-Tubulina mais pequeno e 

mais simples que o y-TuRC (Schiebel, 2000), enquanto outros organismos, como 

a Drosophila, possuem ambos (Moritz et ai., 1998; Oegema et ai., 1999). O 

complexo menor de y-Tubulina, e mesmo a y-Tubulina sozinha, é capaz, 

igualmente, de nuclear microtúbulos, mas com menor eficiência. 

Alguns estudos sugerem que a MAP XMAP215, da família Dis1-TOG, 

também é importante para a nucleação dos microtúbulos nos centrossomas 

(Popov et ai., 2002). Talvez o y-TuRC e a XMAP215 tenham papéis 

complementares, estabilizando, respectivamente, as ligações laterais e 

longitudinais entre as subunidades (Popov et ai., 2002). 

2.2.1. Ciclo centrossomal 

A estrutura e a função do centrossoma são reguladas de um modo 

dependente do ciclo celular (Para revisão ver Mazia, 1987; Kellogg et ai., 1994). A 

duplicação do centrossoma ocorre uma vez em cada ciclo celular (Kuriyama e 

Borisy, 1981a; Vorobjev e Chentsov, 1982; Kochanski e Borisy, 1990; Chrétien ef 

ai., 1997). Se o centrossoma não for duplicado, a célula forma um fuso 

monopolar, não se divide e toma-se poliplóide. Se ocorrer mais do que uma 

duplicação por ciclo celular, pode originar-se um fuso multipolar, o que levará a 

uma distribuição desigual dos cromossomas pelas células filhas. Em qualquer dos 

casos, os erros na reprodução do centrossoma poderão acarretar instabilidade 

genómica, característica das células de muitos cancros humanos (revisto em 
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Brinkley, 2001). A multipolaridade do fuso é particularmente problemática, uma 

vez que as células não têm maneira de se libertar dos centrossomas extra nem 

possuem um checkpoint que, como resposta, aborte a mitose (Sluder et ai., 

1997). Assim, de modo a assegurar que um único novo centrossoma seja 

formado por ciclo celular, a célula necessita de coordenar rigorosamente os ciclos 

centrossomal e celular. Quer a duplicação dos centríolos, quer a replicação do 

DNA requerem a hiperfosforilação da proteína do retinoblastoma (RB) e a 

activação da CDK2 (Hinchcliffe et ai., 1999; Lacey et ai., 1999; Matsumoto et ai., 

1999; Meraldi et ai., 1999), pelo que parecem ser estes os mecanismos que 

asseguram a coordenação entre os dois eventos. 

Na fase G1 só existe um centrossoma por célula. O processo de 

duplicação começa na transição G1-S (Fig. 8), aproximadamente ao mesmo 

tempo em que é principiada a replicação do DNA. Morfologicamente, o primeiro 

evento discernível ocorre quando o par de centríolos perde o seu rearranjo 

ortogonal e eles se separam ligeiramente. Seguidamente, forma-se um 

procentríolo percursor na extremidade proximal de cada centríolo e o seu 

crescimento continua ao longo do resto do ciclo celular, até se completar a 

constituição do novo centríolo (Rattner e Phillips, 1973) (Fig. 8). Existem proteínas 

que são requeridas especificamente para a duplicação dos centríolos, incluindo as 

Centrinas (Spang et ai., 1993; Salisbury et ai., 2002; Paoletti er ai., 2003), a £-

Tubulina, em vertebrados (Dutcher et ai., 2002), a Zig-1 (O'Connell et ai., 2001), a 

SAS-4 (Kirkham er ai., 2003; Leidel e Gonczy, 2003) e a Bld10p (Matsuura et ai., 

2004). Em G2 há, portanto, dois centrossomas situados lado a lado na mesma 

célula, cada um deles contendo um par de centríolos (Fig. 8). A duplicação dos 

centrossomas é semi-conservativa, isto é, cada centrossoma do par duplicado 

tem um centríolo antigo e um novo. Na transição G2-M, os centrossomas movem-

se para lados opostos do invólucro nuclear (Fig. 8). Esta migração depende da 

acção de proteínas motoras dos microtúbulos, como a Dineína e as cinesinas, 

localizadas no córtex e nas extremidades (+) dos microtúbulos, que parecem 

fornecer as forças de tracção e compressão necessárias à separação dos ásteres 
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e, consequentemente, dos centrossomas (Heck et al., 1993; Blangy et al., 1995; 

Sharp et al., 1999a; Sharp et al., 2000a). Concomitantemente, a actividade 

centrossomal de nucleação dos microtúbulos aumenta dramaticamente, como 

preparação para a formação do fuso (McGill e Brinkley, 1975; Snyder e Mcintosh, 

1975; Gould e Borisy, 1977). Na realidade, os centrossomas mitóticos nucleiam 

cinco vezes mais microtúbulos que os interfásicos (Kuriyama e Borisy, 1981b). A 

fosforilação de proteínas centrossomais parece ter o principal papel nesta 

mudança (Vandré et al., 1984; Vandré et al., 1986; Centonze e Borisy, 1990; 

Verde et al., 1990; Buendia et al., 1992; Verde et al., 1992; Blangy et al., 1995; 

Sawin e Mitchison, 1995). Quando, no início da prometafase, ocorre a 

desintegração do invólucro nuclear, os microtúbulos nucleados pelos 

centrossomas interactuam com os cromossomas e com microtúbulos sobrepostos 

vindos do pólo oposto, formando o fuso bipolar (Fig. 8). A segregação dos 

cromossomas, seguida da citocinese, resulta em duas células filhas possuidoras 

de um único centrossoma cada (Fig. 8). 

Figura 8 - O ciclo centrossomal. Após 

a divisão celular, cada célula tem um 

centrossoma contendo dois centríolos 

(representados a verde e azul). Os 

centríolos começam a separar-se na 

fase G1. Durante a fase S, forma-se 

um procentríolo (verde claro e azul 

claro) ortogonalmente a cada 

centríolo, que continua a crescer em 

G2 (elongação). No início da mitose, 

os centrossomas migram para formar 

os pólos do fuso mitótico e, no final, 

cada uma das células filhas herda um. (Adaptado de Urbani e Stearns, 1999). 

Os novos centríolos só sofrem maturação antes da fase M do ciclo celular 

seguinte, adquirindo apêndices (appendages), e-Tubulina (Chang e Stearns, 

d&P 
Início da 

Duplicação//' 

Elongação 

Separação \ \ G 1 
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2000), Nineína (Piei eí ai., 2000), Cenexina e, provavelmente, outros 

componentes pericentriolares (Lange e Gull, 1996). 

Ao longo do ciclo celular, também se dão alterações no PCM que rodeia os 

centríolos. Estas transformações parecem fornecer a base estrutural para a 

formação dos extremamente diferentes microtúbulos interfásicos e mitóticos. Em 

células em cultura interfásicas, o PCM contém pequenos agregados 

electronodensos, ou satélites, que circundam o centríolo parental. Durante a 

profase, os satélites desaparecem e são substituídos por um halo difuso, de 

marcação mais clara, que envolve o centríolo parental (Robbins eí ai., 1968; 

Rieder e Borisy, 1981 ; Vorobjev e Chentsov, 1982). 

2.2.2. Papel dos centrossomas no ciclo celular 

Estudos iniciais mostraram que as células animais são incapazes de se 

dividir na ausência de centrossomas (Mailer eí ai., 1976; Bornens eí ai., 1987) e 

que, inversamente, uma célula possuidora de vários centrossomas, procura 

dividir-se a meio caminho entre todos eles (Rappaport, 1986). Assim, apesar de 

as células das plantas superiores e de alguns sistemas meióticos animais não 

apresentarem centrossomas, estes pareciam ser elementos chave na divisão 

celular mitótica das células animais, nomeadamente na formação do fuso bipolar 

mitótico. Mais recentemente, no entanto, diversas experiências têm questionado 

este papel. As primeiras suspeitas de que talvez os centrossomas não fossem 

requeridos para a mitose das células animais surgiram com os estudos de Bems 

e de Sawin (Bems e Richardson, 1977; Sawin e Mitchison, 1991b). Mais tarde, 

estes indícios foram cimentados por diversos trabalhos. Heald e os colegas 

demonstraram que, em extractos de oócitos de Xenopus, era possível formar 

fusos bipolares aparentemente normais à volta de beads de cromatina na 

ausência de centrossomas (Heald eí ai., 1996). Khodjakov e o seu grupo 

mostraram que se podiam formar fusos bipolares normais em células vertebradas 

em cultura nas quais os centrossomas tinham sido destruídos por ablação por 

laser (Khodjakov eí ai., 2000). A equipa de Megraw estudou uma estirpe de 
- 2 6 -



___________ t. Introdução 

Drosophila com uma mutação nula para a Centrossomina que, apesar de não 

possuir centrossomas mitóticos completamente funcionais, se desenvolvia 

normalmente até ao estádio adulto, sendo, todavia, estéril (Megraw et ai., 2001). 

Hinchcliffe e os seus colegas mostraram que, mesmo após a remoção 

microcirúrgica dos centrossomas de células do fígado do macaco verde africano, 

estas organizavam um fuso bipolar funcional e completavam a segregação 

cromossómica (Hinchcliffe et ai., 2001). Assim, apesar de o centrossoma ser o 

mais importante centro de nucleação dos microtúbulos, de os orientar e organizar 

e de manter os pólos do fuso focados, não parece ser essencial para a formação 

de um fuso bipolar mitótico, pelo menos em alguns tipos celulares. O mecanismo 

alternativo parece ser dependente da capacidade da cromatina de estabilizar 

localmente os microtúbulos e de várias proteínas motoras dos microtúbulos (para 

revisão, consultar Hyman e Karsenti, 1996; Karsenti e Vemos, 2001). De facto, os 

fusos acentrossomais parecem conter "pseudo-centrossomas", que consistem em 

complexos de várias MAPs importantes para a formação e estabilidade dos pólos 

do fuso (Cullen e Ohkura, 2001; Theurkauf, 2001). 

Por outro lado, os fusos que não possuem centrossomas convencionais 

são, invariavelmente, anastrais e, portanto, os centrossomas parecem ser 

necessários para nuclear os microtúbulos astrais e, além disso, ambos parecem 

ser importantes na determinação do posicionamento do fuso (Doe e Bowerman, 

2001; Schuyler e Pellman, 2001; Segal e Bloom, 2001; Matsuura et ai., 2004). O 

posicionamento do fuso na célula é importante para vários processos 

fundamentais, incluindo a segregação adequada dos cromossomas, a distribuição 

assimétrica de determinantes do destino da célula, durante o desenvolvimento e 

divisões assimétricas, e a definição do plano da citocinese. No entanto, também 

existem estudos que indicam a existência de mecanismos não-centrossomais 

para a orientação do fuso (Giansanti et ai., 2001; Megraw et ai., 2001; Roegiers et 

a/., 2001). 

Recentemente, quatro artigos, usando diferentes aproximações 

experimentais, forneceram evidências que associam a actividade do centrossoma 
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à finalização da citocinese e à progressão entre as fases G1 e S do ciclo celular 

(Khodjakov et ai., 2000; Hinchcliffe et ai, 2001; Khodjakov e Rieder, 2001; Piei et 

ai., 2001). Em geral, quando os centrossomas são eliminados, a maioria das 

células, apesar de formar fusos bipolares funcionais, atrasa a mitose antes da 

segregação cromossómica. Depois desta, muitas das células são incapazes de 

completar a citocinese, permanecendo ligadas por pontes intercelulares ou 

abortando a citocinese e formando células binucleadas. Parece haver dois 

mecanismos possíveis para o envolvimento dos centrossomas na citocinese: a 

activação directa das etapas finais da clivagem, proposta por Piei et ai. (2001), 

baseada no facto de o centríolo materno se mover até à ponte intercelular antes 

de esta se estreitar e de os seus microtúbulos serem despolimerizados, ou a 

necessidade da presença dos centrossomas para a célula ultrapassar um ponto 

de controlo {checkpoint) monitorizador da conclusão da mitose, que seria activado 

na sua ausência. 

Em conclusão, o centrossoma parece ter um papel fundamental na 

ultimação da citocinese. Quanto às funções de nucleação dos microtúbulos e 

formação, organização e posicionamento do fuso mitótico, apesar de poderem ser 

efectivadas por processos não centrossomais, sempre que os centrossomas 

estão presentes são, preferencialmente e com maior precisão, realizadas através 

de mecanismos em que estes estão envolvidos. 

2.2.3. Os centrossomas e o cancro 

No início do século XX, Theodor Boveri especulou que os centrossomas 

poderiam contribuir para a deficiente segregação cromossómica e aneuploidia 

vulgarmente observadas nas células tumorais (Bovery, 1914). De facto, quase 

todos os tumores humanos possuem centrossomas supernumerários e 

aberrantes, com alterações dramáticas no tamanho e forma, mas só 

recentemente se começaram a identificar alterações em determinantes 

moleculares centrossomais relacionadas com a tumorigénese. Vários 

componentes centrossomais parecem ser sobre ou subexpressos e/ou localizar­
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se ectopicamente em muitos tumores malignos, como a Pericentrina (Pihan et ai., 

1998), aY-Tubulina(Lingleefa/., 1998), a Centrina (Lingle et ai., 1998), asTACCs 

(Still et ai., 1999; Chen et ai., 2000), a Polo-like kinase (Wolf et al., 1997; Yuan et 

al., 1997; Knecht et al., 1999; Tokumitsu et al., 1999) e a Aurora A (Bischoff et al., 

1998; Katayama et al., 1999; Takahashi ef al., 2000). O aparecimento de 

centrossomas supernumeraries pode ter várias causas, entre elas a divisão 

celular abortada ou a fusão de células (Meraldi ef al., 2002) e a descoordenação 

entre a duplicação do centrossoma e a replicação do DNA (para revisão, consultar 

Duensing e Munger, 2002). No entanto, a progressão dos desarranjos 

centrossomais para a aneuploidia e desta para o cancro não está firmemente 

estabelecida e, além disso, parecem existir mais mecanismos conducentes à 

aneuploidia (este tema foi revisto por Marx, 2001; Nigg, 2002; Raff, 2002; Kong ef 

al., 2004; Wang et al., 2004). 

2.3. O cinetocoro 

A segregação dos cromatídeos, quer em mitose, quer em méiose, implica a 

sua interacção com os microtúbulos do fuso mitótico, mediada pelos cinetocoros 

(Fig. 3). Estes são estruturas elaboradas que se formam durante a profase e que 

contêm muitos tipos de proteínas, incluindo reguladores do ciclo celular e 

proteínas motoras dos microtúbulos. Análises proteómicas sugerem que este 

complexo contém mais de 65 proteínas e que ultrapassa o tamanho de um 

ribossoma. Os cinetocoros maduros têm uma organização semelhante a uma 

placa e encontram-se localizados à superfície dos centrómeros, que, na maioria 

das espécies, correspondem às constrições primárias dos cromossomas 

condensados. Porém, algumas espécies, como C. elegans, possuem 

cromossomas holocêntricos, nos quais os cinetocoros não se formam num local 

específico, mas ao longo do comprimento do cromossoma. O DNA centromérico é 

composto por sequências altamente repetitivas mas pouco homólogas entre os 

vários organismos. Contudo, os centrómeros e cinetocoros são estruturalmente 
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bastante similares entre espécies tão evolutivamente distantes como S. 

cerevisiae, S. pombe, D. melanogaster e o Homem (revisto em Pidoux e Allshire, 

2000; Bjerling e Ekwall, 2002; Blower et ai., 2002). 

Até há pouco tempo, considerava-se que, a nível ultraestrutural, os 

cinetocoros dos vertebrados possuíam três camadas distintas, uma placa interna, 

uma camada central translúcida e uma placa externa (Brinkley e Stubblefield, 

1966; Jokelainen, 1967). Por outro lado, Earnshaw mostrou que os cinetocoros 

dos mamíferos continham uma quarta camada, a coroa fibrosa, exterior a todas 

as outras, difícil de detectar na presença de microtúbulos (Earnshaw, 1994) (Fig. 

9A). No entanto, mais recentemente, o grupo de McEwen e Rieder analisou a 

estrutura cinetocoriana, em células PtK1, utilizando métodos de preservação 

estrutural optimizados, nos quais se submetem as células a um congelamento a 

elevada pressão seguido de substituição do gelo. Estes estudos mostraram que o 

cinetocoro apresenta uma matriz de 50-75 nm de espessura, composta por um 

material fibroso claro, que se encontra directamente conectada à superfície da 

heterocromatina centromérica, mais electronodensa (McEwen et ai., 1998) (Fig. 

9B e C). Esta matriz fibrosa corresponde à placa externa das preparações 

convencionais e está rodeada, na sua superfície citoplasmática, por uma extensa 

região, de 100-150 nm, que exclui os ribossomas e outros componentes 

citoplasmáticos. Esta zona de exclusão contém uma rede solta e muito clara de 

fibras finas (< 9 nm de diâmetro), análogas às da coroa fibrosa das preparações 

convencionais (McEwen et ai., 1998) (Fig. 9B e C). Também aqui, esta é mais 

difícil de visualizar na presença de microtúbulos (Fig. 9C). Estes autores 

defendem que a anterior observação da denominada camada central era devida a 

um artefacto produzido durante os procedimentos de fixação ou desidratação 

habituais (McEwen et ai., 1998). É de notar ainda que, com o método de 

congelamento a alta pressão, a heterocromatina centromérica apresenta uma 

aparência manchada, contrastando com o resto do cromossoma, mais 

electronodenso e uniforme (Fig. 9B e C). 
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Figura 9. Comparação da estrutura do cinetocoro em células PtK1, tratadas com colcemida (A e 

B) ou não tratadas (C), quando preparadas pelos métodos convencionais (A) ou através de 

congelamento a elevada pressão seguido de substituição do gelo, procedimento que minora as 

alterações estruturais (B e C). a - placa/lâmina interna; b - camada central; c - lâmina externa; d -

coroa fibrosa; e - zona de exclusão citoplasmática; f - matriz fibrosa; setas brancas grandes -

heterocromatina centromérica, de aparência manchada e mais clara que o resto do cromossoma; 

setas pretas pequenas - extremidades (+) de microtúbulos cinetocorianos. (Imagens retiradas de 

www.wadsworth.org/BMS/SCBIinks/mcewen/). 

O centrómero interno possui proteínas como a Aurora B, a CENP-B, a 

MCAK e a INCENP (Biggins e Walczak, 2003). A placa interna do cinetocoro 

encontra-se enriquecida num grupo de proteínas específicas de ligação ao DNA, 

as CENPs. Estas incluem a CENP-A (ou CenH3), parecida com a Histona H3, a 

CENP-B e a CENP-C (revisto em Cleveland et ai., 2003). Também a MCAK se 

localiza nesta zona. Da placa externa fazem parte as proteínas motoras dos 

microtúbulos CENP-E (proteína relacionada com as cinesinas) e Dineína 

citoplasmática (Biggins e Walczak, 2003). A coroa fibrosa envolve a CENP-E, a 

Dineína citoplasmática e proteínas com ela complexadas, como a Dinactina, a 

Zw10, a Rod, a LIS1 e a CLIP-170, e as proteínas do ponto de controlo do fuso 

Mad1, Mad2, Bub1, BubR1 e Bub3 (para revisão, ver Rieder e Salmon, 1998; 

Maney et ai., 2000; Shah e Cleveland, 2000; Hoyt, 2001). 
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2.3.1. Função dos cinetocoros 

Estudos in vitro e in vivo mostraram que a interacção dos cinetocoros com 

os microtúbulos aumenta a sua estabilidade (Mitchison er a/., 1986; Zhai et ai., 

1995; Hunt e Mcintosh, 1998). Por outro lado, uma apropriada ligação dos 

cinetocoros aos microtúbulos do fuso é necessária para a geração, por proteínas 

motoras neles situadas, de forças nos cromossomas que, conjuntamente com as 

forças de ejecção polar e a resistência entre os cromatídeos irmãos, são 

essenciais para a mobilidade dos centrómeros, a congregação na placa 

metafásica e a segregação cromossómica (Nicklas, 1989; Skibbens et ai., 1993; 

Inoue e Salmon, 1995; Dogterom e Yurke, 1997; Rieder e Salmon, 1998; 

Khodjakov et ai., 1999; Mcintosh et ai., 2002; Scholey et ai., 2003). A última 

função dos cinetocoros, não menos importante, é monitorizar a sua correcta 

ligação aos microtúbulos, através das proteínas spindle-assembly checkpoint. 

2.4. Matriz do fuso 

Mantém-se controversa a existência ou não de um elemento estrutural do 

aparelho mitótico que se supõe constituir uma "armação" (scaffold) distinta dos 

microtúbulos, a designada matriz do fuso (revisto em Scholey et ai, 2001; Wells, 

2001). Várias proteínas parecem fazer parte desta matriz, como a Skeletor 

(Walker er ai, 2000), o motor Eg5 (Kapoor e Mitchison, 2001) e a Megator (Qi et 

ai, 2004). 

2.5. Proteínas reguladoras dos microtúbulos 

Como referido anteriormente, os microtúbulos in vivo alongam mais 

rapidamente e sofrem maior número de catástrofes do que os microtúbulos 

polimerizados a partir de Tubulina pura à mesma concentração, sugerindo a 

existência, nas células, de promotores e desestabilizadores do seu crescimento. 

Entre as proteínas envolvidas na regulação da dinâmica dos microtúbulos, 

- 3 2 -



I. Introdução 

encontram-se os motores baseados nos microtúbulos, as proteínas associadas 

aos microtúbulos (MAPs) e os factores desestabilizadores de microtúbulos. Muitos 

destes factores são, por sua vez, regulados temporal e espacialmente por cinases 

e fosfatases. Por exemplo, sabe-se que a fosforilação inactiva a maioria das 

MAPs (Ebneth et ai., 1999), assim como o factor desestabilizador dos 

microtúbulos Op18/Statmina (Cassimeris, 2002). 

2.5.1. Motores dependentes dos microtúbulos 

Os motores dependentes dos microtúbulos são ATPases capazes de 

mover os microtúbulos na direcção da sua extremidade (+) ou (-). São essenciais 

para a formação e função do fuso mitótico. Existem três classes principais destes 

motores: a Dineína citoplasmática, as cinesinas bipolares e as cinesinas C-

terminais. 

As dineínas constituem os maiores e mais complexos motores celulares. A 

Dineína citoplasmática está envolvida em múltiplas actividades, tais como o 

transporte intracelular, a migração nuclear e a formação e orientação do fuso 

mitótico (revisto em Karki e Holzbaur, 1999). Trata-se, também, de um motor 

direccionado para a extremidade (-) dos microtúbulos, que parece agir 

coordenada e interdependentemente com as cinesinas direccionadas para a 

extremidade (+) (Martin et ai., 1999; Duncan e Warrior, 2002; Gross et al., 2002). 

As cinesinas e proteínas com elas relacionadas formam uma grande 

família de motores moleculares que transportam vesículas, organelos 

(mitocôndrias, peroxissomas, lisossomas), complexos proteicos e mRNAs de um 

modo dependente dos microtúbulos. Entre elas encontram-se as cinesinas 

bipolares e as cinesinas C-terminais. 

As cinesinas bipolares ou tetraméricas, que incluem os motores 

BimC/Eg5/KLP61 F, são direccionadas para a extremidade (+) dos microtúbulos e 

têm uma morfologia bipolar, com domínios motores de ambos os lados de uma 

haste central (Cole et ai., 1994; Kashina et ai., 1996; Gordon e Roof, 1999). 
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Funcionalmente, parecem ser essenciais na separação dos pólos do fuso e na 

organização dos microtúbulos de uma forma bipolar (Hagan e Yanagida, 1990; 

Hoyt et ai., 1992; Sawin et ai., 1992; Heck et ai., 1993). Pensa-se que estas 

funções sejam devidas a uma actividade de ligação cruzada (cross-linking), que 

dispõe os microtúbulos paralelos em feixe e afasta os microtúbulos antiparalelos, 

fazendo-os deslizar entre si (Hoyt et ai., 1993; Sharp et al., 1999b). As que se 

localizam nos braços dos cromossomas contribuem para a interacção dos 

cinetocoros com os microtúbulos e para o movimento em direcção à placa 

metafásica (Heald, 2000). 

As cinesinas C-terminais, que incluem a proteína Ncd/Kar3p, são motores 

direccionados para a extremidade (-) e exercem forças que antagonizam a 

actividade das cinesinas bipolares durante a mitose (Endow et ai., 1990; 

McDonald e Goldstein, 1990; McDonald et ai., 1990; Walker et ai, 1990; 

Saunders e Hoyt, 1992; Hoyt et ai., 1993; O'Connell et ai., 1993; Endow et ai., 

1994; Pidoux er ai., 1996; Saunders et ai., 1997; Sharp et ai., 1999a). Têm um 

papel relevante na focagem das extremidades (-) dos microtúbulos nos pólos do 

fuso mitótico (Gaglio et ai., 1996; Walczak er ai., 1998; Sharp et ai., 2000a) e, tal 

como as cinesinas bipolares, actuam através da ligação cruzada dos microtúbulos 

(McDonald er ai., 1990; Chandra er ai., 1993; Pidoux et ai., 1996; Karabay e 

Walker, 1999). 

A morfogénese do fuso mitótico é dirigida por um balanceamento entre as 

actividades opostas dos vários motores. 

2.5.2. Factores desestabilizadores dos microtúbulos 

Como desestabilizadores dos microtúbulos, conhecem-se a Catanina 

(McNally e Vale, 1993), a Op18/Statmina (Belmont e Mitchison, 1996) e alguns 

motores da subfamília Kinl de cinesinas, como a MCAK/XKCM1/Klp5/6 

(Wordeman e Mitchison, 1995; Walczak er ai., 1996; Garcia et ai., 2002) e a 

XKIF2 (Desai er ai., 1999). De entre estes, os membros da subfamília Kinl 
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parecem ser os principais reguladores negativos da polimerização dos 

microtúbulos (Maney et ai., 2001; Kline-Smith e Walczak, 2002). 

A Catanina foi o primeiro factor desestabilizador dos microtúbulos a ser 

descoberto (Vale, 1991; McNally e Vale, 1993). É uma ATPase que funciona 

como um factor de cisão (severing factor), gerando novas extremidades dos 

microtúbulos, cujas subunidades de Tubulina não estão ligadas ao GTP e, 

consequentemente, começam a despolimerizar (McNally e Vale, 1993; McNally, 

2000). 

A Op18/Statmina é uma proteína citosólica que aumenta a frequência de 

catástrofes; pensa-se que sequestre os dímeros de Tubulina, que promova a 

hidrólise do GTP e/ou que estabilize a conformação curva dos protofilamentos em 

estado de despolimerização (Belmont e Mitchison, 1996; Curmi et ai., 1997; 

Howell et ai., 1999; Gigant et ai., 2000). 

As cinesinas da família Kinl actuam estabilizando a estrutura curva e 

aberta para fora dos protofilamentos das extremidades dos microtúbulos que 

estão a despolimerizar (Ogawa et ai., 2004). A MCAK parece funcionar como 

desestabilizador das ligações inadequadas entre os microtúbulos e os cinetocoros 

(Kline-Smith et ai., 2004) e a sua localização e actividade são reguladas pela 

cinase Aurora B (Andrews et ai., 2004; Lan er ai., 2004; Ohi er ai., 2004). A 

XKCM1 parece ser necessária para a formação do fuso mitótico (Walczak et ai., 

1996; Kline-Smith e Walczak, 2002). Outras cinesinas Kinl parecem ter particular 

importância no movimento dos cromatídeos durante a anafase. 

2.5.3. MAPs 

Tradicionalmente, são denominadas de Proteínas Associadas aos 

Microtúbulos, ou MAPs, as proteínas não motoras estabilizadoras dos 

microtúbulos. No entanto, recentemente, descobriu-se que algumas das proteínas 

pertencentes a este grupo têm uma função contrária, desestabilizando estas 

estruturas. A maioria das MAPs ligam-se à superfície do microtúbulo, 
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interactuando com várias subunidades de Tubulina e, possivelmente, 

neutralizando a carga negativa repulsiva da superfície do microtúbulo. 

A família MAP4/XMAP230/DMAP205 foi a primeira a ser descrita como 

estimuladora da polimerização da Tubulina (Bulinski e Borisy, 1980; Goldstein et 

ai., 1986; Andersen et ai., 1994). A MAP4/XMAP230 localiza-se nos microtúbulos 

interfásicos e mitóti-cos (Bulinski e Borisy, 1980; Andersen er ai., 1994; Olson er 

ai., 1995). A MAP4 parece actuar especificamente através da promoção do 

resgate (Ookata et ai., 1995), enquanto a XMAP230 reduz, sobretudo, a 

frequência de catástrofe (Andersen et ai., 1994) e inibe a actividade da Catanina 

(McNally et ai., 2002). Estas MAPs são requeridas para a formação do fuso 

mitótico (Cha et ai., 1998; Cha er ai., 1999; Holmfeldt et ai., 2003) e a sua 

actividade é regulada através da fosforilação (Andersen et ai., 1994; Ookata et ai., 

1995; Shiina e Tsukita, 1999; Chang et ai., 2001). 

Conhecem-se várias outras MAPs. A Tau é uma proteína multifuncional, 

presente em células neuronais e não-neuronais, e mutações no seu gene estão 

relacionadas com diferentes tipos de doenças neurodegenerativas, como a 

doença de Alzheimer (revisto em Johnson e Bailey, 2002). A XMAP310 aumenta 

a frequência de resgate (Andersen e Karsenti, 1997). A TPX2 está implicada na 

nucleação e estabilização dos microtúbulos (Wittmann er ai., 2000) e medeia a 

ligação aos microtúbulos da cinesina Xklp2 (Wittmann et ai., 1998) e da cinase 

Aurora A (Kufer et ai., 2002). Algumas MAPs, denominadas de +TIPs, ligam-se 

essencialmente às extremidades dos microtúbulos (ver subcapítulo 2.5.4). 

A família de MAPs ch-TOG/XMAP215/Msps/Zyg-9/Dis1/Stu2p é uma das 

mais bem estudadas. A XMAP215, de Xenopus laevis, foi descoberta como um 

factor promotor da polimerização dos microtúbulos nas extremidades (+) (Gard e 

Kirschner, 1987) e tem a capacidade inusitada de aumentar as velocidades de 

alongamento e de encurtamento sem afectar as frequências de resgate e de 

catástrofe (Vasquez et ai., 1994). Ela e a Stu2p, de S. cerevisiae, parecem actuar 

impedindo os microtúbulos de entrar num estado de pausa (Kosco er ai., 2001; 

Shirasu-Hiza et ai., 2003). A XMAP215 protege as extremidades (+) da actividade 
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promotora de catástrofes da cinesina XKCM1, da subfamília Kinl (Tournebize et 

ai., 2000; Kinoshita et ai., 2001). Evidências recentes indicam que a XMAP215 

também é capaz de promover a despolimerização dos microtúbulos em extractos 

de oócitos de Xenopus (Shirasu-Hiza et ai., 2003). Apesar de esta actividade 

parecer ser específica das extremidades (+), pensa-se que, nos centrossomas, a 

XMAP215 ajude, possivelmente, a despolimerizar os microtúbulos que estão mal 

orientados, isto é, com a extremidade (-) virada para fora (Bellanger e Gonczy, 

2003). Nos outros organismos, os homólogos da XMAP215 podem ou estabilizar 

ou desestabilizar os microtúbulos. A ch-TOG, de Homo sapiens, estimula a 

formação de microtúbulos (Charrasse et ai., 1998), sendo necessária para a 

formação dos ásteres em extractos de HeLa (Dionne et ai., 2000). Mutações na 

Zyg-9, de C. elegans (Matthews et ai., 1998; Bellanger e Gonczy, 2003; Srayko et 

ai., 2003), ou na MOR1, de Arabidopsis (Whittington et ai., 2001), resultam em 

microtúbulos mais curtos que o normal. Em contraste, a Stu2p, de S. cerevisiae, 

diminui a polimerização e promove as catástrofes nos microtúbulos (Kosco et ai., 

2001; van Breugel eí ai., 2003) e os homólogos de S. pombe, Dis1 e Alp14, 

funcionam sinergicamente com as proteínas Klp5/6, cinesinas do tipo Kinl, pelo 

que também parecem desestabilizar os microtúbulos (Garcia eí ai., 2002). Todos 

os membros da família XMAP215/Dis1 se localizam nos centrossomas/corpos 

polares do fuso (Nabeshima et ai., 1995; Wang e Huffaker, 1997; Charrasse et ai., 

1998; Matthews eí ai., 1998; Cullen eí ai., 1999; Graf eí ai., 2000), onde poderão 

contribuir para a nucleação (Lee eí ai., 2001; Popov eí ai., 2002) ou ancoragem 

(Usui eí ai., 2003) dos microtúbulos ou para a biogénese do centrossoma (Cullen 

eí ai., 1999; Gràf eí ai., 2000; Gergely eí ai., 2003; Gràf eí ai., 2003). 

2.5.4. Proteínas que se ligam às extremidades (+) dos microtúbulos 

As proteínas que se ligam às extremidades (+) dos microtúbulos (+TIPs) 

constituem uma população de proteínas bastante heterogénea, a qual inclui 

diversas MAPs. Em geral, pensa-se que co-polimerizem com as novas 

subunidades de Tubulina ou que se liguem especificamente a uma conformação 
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especial da extremidade do microtubule- (Rickard e Kreis, 1990; Diamantopoulos 

et al., 1999; Perez et al., 1999). Podem-se atribuir quatro funções, não 

mutuamente exclusivas, às proteínas que se concentram nas extremidades dos 

microtúbulos: regulação da dinâmica dos microtúbulos, ligação dos microtúbulos à 

periferia da célula, regulação da proteína motora Dineína e interacção dos 

microtúbulos com os cinetocoros (Galjart e Perez, 2003). 

A primeira proteína documentada com este tipo de localização foi a CLIP-

170 (Perez et ai., 1999), que permite a ligação das extremidades (+) aos 

cinetocoros, a vesículas de endocitose ou à membrana celular (Pierre et ai., 1992; 

Rickard e Kreis, 1996; Howard e Hyman, 2003). Esta +TIP promove o resgate e a 

nucleação dos microtúbulos (Amai et ai., 2004). A CLIP-170 de mamíferos parece 

ligar-se directamente às extremidades em crescimento e "caminhar", depois, ao 

longo delas para manter a sua associação. Por outro lado, as homólogas Bik1, de 

S. cerevisiae, e tipi p, de S. pombe, formam complexos, respectivamente, com as 

cinesinas Kip2 e tea2p, que as transportam para as extremidades (+) (Busch et 

ai., 2004; Carvalho et ai., 2004). Este mecanismo de transporte é comum a outras 

+TIPs, sendo esta uma das formas como as cinesinas contribuem para a 

estabilização dos microtúbulos (Browning et ai., 2003). A CLIP-170 altera a 

dinâmica dos microtúbulos através do processo de resgate, estabilizando-os, e só 

se localiza nas extremidades em crescimento (Perez et ai., 1999; Komarova et ai., 

2002a). Adicionalmente, está demonstrado que a CLIP-170 recruta, para as 

extremidades (+), a Dinactina, que por sua vez associa a proteína motora Dineína 

(Valetti et ai., 1999; Vaughan et ai., 1999). A LIS1 é outra +TIP, que contribui para 

a redução do número de catástrofes in vitro (Sapir ef ai., 1997) e que interactua 

com a Dineína (Tai et ai., 2002). Através da ligação da LIS1, a Dineína consegue-

se libertar da CLIP-170, podendo depois ligar-se directamente aos microtúbulos e 

exercer o seu papel de transportadora na direcção das extremidades (-) (Tai et ai., 

2002). A actividade da CLIP-170 é regulada por fosforilação (Rickard e Kreis, 

1991; Choi et al., 2002). 
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A CLIP-115 é outra CLIP, mais abundante nas dendrites neuronais. 

Compete com a CLIP-170 para a ligação às extremidades (+) dos microtubules, o 

que pode interferir na regulação da Dineína (Hoogenraad et ai., 2002). 

A família de proteínas EB1/Bim1p/mal3p é muito conservada (Beinhauer eí 

ai., 1997; Schwartz eí ai., 1997; Lu eí ai., 2001; Rehberg e Graf, 2002) e localiza-

se ao longo dos microtúbulos interfásicos e mitóticos, acumulando-se nas 

extremidades em crescimento (Mimori-Kiyosue eí ai., 2000; Rehberg e Graf, 

2002). A sua associação às extremidades dos microtúbulos não depende de 

proteínas motoras e pode ser explicada por uma afinidade preferencial por uma 

propriedade estrutural ou química específica das extremidades (+) (Timauer eia/., 

2002). A EB1 parece provocar um aumento da frequência de resgate e uma 

diminuição dos estados de pausa, das catástrofes e da velocidade de 

despolimerização (Timauer eí ai., 2002). 

A APC localiza-se nas extremidades dos microtúbulos, necessitando, para 

isso, de uma ligação indirecta às cinesinas KIF3A e KIF3B (Cui eia/., 2002; Jimbo 

eí ai., 2002). Promove a polimerização dos microtúbulos, estabilizando-os 

(Munemitsu eia/., 1994; Nakamura eia/., 2001; Zumbrunn eia/., 2001). 

2.6. Formação do fuso mitótico 

Em vertebrados, o modelo predominante para explicar a formação do fuso 

bipolar mitótico é o chamado "procura e captura" (Kirschner e Mitchison, 1986) 

(Fig. 10A). De acordo com ele, a extremidade (+) do microtúbulo em crescimento 

sonda o espaço até ser capturada pelo cinetocoro (Holy e Leibler, 1994). A 

ligação inicial do cromossoma aos microtúbulos de um dos pólos realiza-se por 

conexões laterais, causando o seu rápido movimento na direcção desse pólo. A 

partir do momento em que se forma uma conexão estável com a ponta do 

microtúbulo, o cromossoma mono-orientado começa a oscilar, alcançando a 

biorientação através da interacção com os microtúbulos que emanam do pólo 

oposto do fuso (Fig. 10A). 
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A Cinetocoro 
Cromossoma / Microtúbulo B 

fr* 

Figura 10. Formação do fuso 

bipolar. A - modelo "procura e 

captura"; B - modelo de auto-

organização do fuso. (Adaptada 

de Biggins e Walczak, 2003). 

Na ausência de centrossomas, quer em sistemas meióticos, quer quando 

estes são extraídos, o mecanismo de formação do fuso bipolar não pode ser 

explicado por este modelo. Durante este processo de auto-organização do fuso, 

parece que os microtúbulos são nucleados a partir da cromatina, mesmo na 

ausência de cinetocoros, e depois organizados por proteínas motoras dos 

microtúbulos, de modo a formarem um arranjo bipolar (Heald et ai., 1996; 

Walczak et ai., 1998) (Fig. 10B). Parece desenvolver-se um gradiente espacial de 

Ran-GTP activa em volta dos cromossomas (Walczak, 2001), responsável pela 

promoção da formação do fuso nessa zona (Walczak eí ai., 1998; Kalab et ai., 

2002). Existe, ainda, um terceiro caso, em que o fuso bipolar é formado a partir 

dos centrossomas e na ausência de quaisquer cromossomas, como acontece em 

espermatócitos de alguns mutantes de Drosophila (Bucciarelli eí ai., 2003). Em 

conclusão, parece haver vários mecanismos a promover a formação do fuso, 

funcionando combinadamente na maior parte dos casos (Gadde e Heald, 2004). 
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Comum a todos eles é a necessidade da participação das proteínas associadas 

aos microtúbulos. 

2.7. Movimento dos cromatídeos em metafase e anafase 

Após a interacção com o cinetocoro, a fibra cinetocoriana, um feixe de 

aproximadamente vinte microtúbulos, exibe polimerização e despolimerização 

coordenadas, conduzindo à congregação dos cromossomas na placa metafásica. 

O fuso metafásico é uma estrutura dinâmica, na qual existe um balanceamento 

entre as forças produzidas pelo deslizamento dos microtúbulos antiparalelos, pela 

polimerização nas extremidades (+) dos microtúbulos e pela despolimerização 

perto dos pólos (Mitchison, 1989; Sawin e Mitchison, 1991a; Brust-Mascher e 

Scholey, 2002; Maddox et ai., 2002). Logo que todos os cromossomas se 

encontram adequadamente ligados aos microtúbulos e alinhados, inicia-se a 

anafase. 

Após a separação, os cromatídeos irmãos são transportados para os pólos 

opostos do fuso à medida que as fibras cinetocorianas vão encurtando. Uma 

questão ainda por resolver diz respeito ao local de despolimerização dos 

microtúbulos durante esta fase, tendo sido propostos dois modelos. Segundo o 

modelo Pac-Man, a deslocação dos cromatídeos em direcção ao pólo é devida à 

despolimerização nas extremidades (+) dos microtúbulos cinetocorianos 

(Mitchison et ai., 1986; Gorbsky et ai., 1987). No modelo poleward flux ou traction 

fiber, os cinetocoros ancoram os microtúbulos cinetocorianos e os cromatídeos 

são puxados para os pólos através da despolimerização das extremidades (-) 

destes microtúbulos (Mitchison, 1989). Variados trabalhos têm surgido a apoiar 

cada um dos modelos. Resultados recentes mostram que, em anafase, as 

cinesinas KLP59C e KLP10A, dois motores da família Kinl de Drosophila, são 

funcionalmente distintas (Rogers et ai., 2004). A KLP59C é necessária para a 

despolimerização das extremidades (+) dos microtúbulos cinetocorianos, 

contribuindo para a mobilidade dos cromatídeos através de um mecanismo do 
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tipo Pac-Man (Rogers et al., 2004). Por outro lado, a KLP10A é requerida para a 

despolimerização dos microtúbulos nas suas extremidades (-), permitindo a 

migração dos cromatídeos através de um poleward flux (Rogers et ai., 2004). 

Sabe-se, também, que a Eg5 está envolvida no poleward flux (Miyamoto et ai., 

2004) e que o movimento dos cromatídeos na direcção dos pólos requer, ainda, a 

presença, nos cinetocoros, da Dineína, complexada com a Dinactina, a Zw10 e a 

Rod (Savoian et ai., 2000; Sharp et ai., 2000b). Baseadas nestes e noutros dados, 

Gadde e Heald (2004) propuseram o modelo feeder and chipper ("alimentador e 

cinzelador"), segundo o qual o deslocamento dos cromatídeos em direcção aos 

pólos em Anafase A depende das despolimerizações combinadas em ambas as 

extremidades dos microtúbulos cinetocorianos. Ao nível do cinetocoro, a Dineína 

citoplasmática (um "alimentador") dirige os microtúbulos cinetocorianos na 

direcção da extremidade (+), ao encontro da cinesina MCAK/KLP59C (um 

"cinzelador") e, nos pólos do fuso, a Eg5/KLP61F funciona como "alimentador", 

direccionando os microtúbulos para a extremidade (-), onde se encontra o 

"cinzelador" KIF2/KLP10A (Gadde e Heald, 2004). As mesmas autoras defendem, 

ainda, a contribuição destes mecanismos para o movimento dos cinetocoros 

durante o alinhamento dos cromossomas na placa metafásica (Gadde e Heald, 

2004). 

3. Objectivos deste trabalho 

O organismo utilizado neste trabalho foi a Drosophila melanogaster, 

modelo ideal para a investigação dos mecanismos envolvidos no ciclo celular, 

uma vez que estes são extremamente bem conservados nos eucariotas 

superiores. Além disso, este organismo-modelo apresenta outras vantagens, 

como ter um ciclo de vida curto, estar muito bem caracterizado, quer a nível 

genético, quer molecular, e, presentemente, ter o seu genoma sequenciado. 

Adicionalmente, existe uma extensa colecção de mutantes de Drosophila 

provocados pela inserção de elementos de transposição, que permitem, após a 
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selecção dos possuidores de determinadas alterações, por exemplo mitóticas, 

uma fácil identificação das proteínas lesadas, através da clonagem das regiões 

genómicas que flanqueiam o elemento P (Rubin e Spradling, 1982; Spradling e 

Rubin, 1982; Cooley et ai., 1988). 

A investigação subjacente a esta tese de doutoramento tinha como 

objectivos a análise fenotípica do mutante v40, ou mast, e a identificação e 

caracterização da proteína nele afectada. Nesse intuito, examinaram-se in situ e 

in vivo as alterações mitóticas ocorridas em alelos mast e identificou-se a proteína 

neles lesada, a Mast. Verificou-se que a Mast pertence a uma família altamente 

conservada nos eucariotas. Estudou-se a sua expressão ao longo do 

desenvolvimento e a sua localização intracelular in situ e in vivo. Delimitaram-se 

os domínios responsáveis pela sua localização nas diferentes estruturas celulares 

e mostrou-se que a Mast é uma MAP. 
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1. O mutante v40 [masf1) 

O alelo v40 (masf1) de Drosophila melanogaster foi produzido por 

mutagénese através da inserção do elemento P{1ArB} (ver "Material e Métodos"), 

por Omel'yanchuk et ai. (1997). Trata-se de um mutante recessivo e a estirpe 

encontra-se balanceada com TM6, Tb e. Foi identificado como tendo um fenótipo 

mitótico (Omel'yanchuk et ai., 1997) e descrito como possuindo fusos mitóticos 

monopolares, figuras mitóticas circulares e células poliplóides (Fedorova ef ai., 

1997). 

1.1. Caracterização do fenótipo do mutante v40{masf1) 

Os indivíduos homozigóticos v40 morrem, na sua maioria, no final da fase 

pupal. Alguns alcançam o estado adulto, sendo, no entanto, inférteis e com 

dificuldades locomotoras e falecendo pouco depois da eclosão. Como mostrado 

na secção 3.1.2., é provável que se trate de um alelo hipomórfico causado por 

uma diminuição na expressão da proteína afectada, sendo este nível de 

expressão aparentemente suficiente para permitir uma sobrevivência bastante 

prolongada dos indivíduos afectados. 

O fenótipo mitótico do mutante v40 foi estudado através da análise 

citológica de cérebros de larvas homozigóticas da terceira fase. Na Figura 1 estão 

alguns exemplos de neuroblastos característicos deste mutante, com alterações 

tais como cromossomas muito condensados (B,C,J), aneuploidia (E,F,G), 

poliploidia (C,J), cromossomas em arranjo circular (B), pólos desorganizados 

(F,G), fusos desorganizados (H) e cromossomas em atraso (lagging) em anafase 

e tel of ase (I). 

Também são frequentes figuras mitóticas com vários centrossomas, de 

cada um dos quais irradiam ásteres (Lemos et ai., 2000), pelo que este locus foi 

denominado mast (multiple asters) e este alelo masf1. 
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A B C 
i■ -■■ ■ , f 

V Ï f *T 
"t.* 

D E 

' * 

G H 

* 

fir*
1
* * * " 

Figura 1. Análise citológica do fenótipo mitótico em neuroblastos larvares do mutante masf
1 (B-C 

e E-J) e da estirpe selvagem Oregon-R (A e D). J - panorama geral de uma parte de um cérebro. 

O DNA foi corado com iodeto de propídeo. 
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1.2. Localização citológica do gene afectado 

Através de hibridação in situ, em cromossomas politénicos de glândulas 

salivares de larvas de Drosophila da terceira fase homozigóticas para o alelo 

masf, e usando como sonda o vector pBluescript II KS, cuja sequência se 

encontra contida no P{1ArB}, verificou-se que este mutante possui uma única 

inserção do transposão (Fig. 2A). Esta foi mapeada na região citológica 78C1-C2, 

no braço L do cromossoma 3. Mais tarde, o cDNA mast, à frente identificado 

como LD11488, também foi utilizado na produção de uma sonda que, por 

hibridação na estirpe selvagem, confirmou essa localização (Fig. 2B). 

Figura 2. Localização citológica do gene masf em cromossomas politénicos de Drosophila 

melanogaster. O DNA, corado com iodeto de propídeo, está a vermelho e as bandas marcadas, 

assinaladas com setas em A e B, a verde/amarelo. Mapeou-se o locus em 78C1-C2 através da 

utilização de sondas de: A - vector pKS (parte do elemento P), em cromossomas de glândulas 

salivares de larvas masf1 homozigóticas; B - cDNA mast (LD11488), numa estirpe selvagem; C -

cDNA masf (LD11488), em hemizigóticos Oregon-R/Df(3L)31A (ampliação); D - representação 

esquemática da localização citológica do gene mast no cromossoma 3L (adaptado de 

http://www. ensembl. org). 

1.3. Análise genética da mutação masf1 

No intuito de confirmar se o fenótipo do mutante era causado pela inserção 

do elemento P indicado, foi realizado um cruzamento com a estirpe Df(3L)31A, na 

qual, segundo a descrição, foi eliminada a região genómica 78A-E 

{http://flybase.bio.indiana.edu/}, devendo incluir o locus mast. Os indivíduos 
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hemizigóticos masf1/Df(3L)31A apresentam um fenótipo semelhante, apesar de 

ligeiramente mais severo, ao dos homozigóticos para a mutação (Fig. 3), pelo que 

parece ser a alteração desta zona a responsável pelo fenótipo observado. Assim, 

também se encontram neuroblastos de larvas hemizigóticas masf1/Df(3L)31A 

com cromossomas altamente condensados (Fig. 3A e D-F), aneuploidia (Fig. 3B-

D), poliploidia (Fig. 3E-G), cromossomas em arranjo circular (Fig. 3A e E), pólos 

desorganizados (Fig. 31), fusos desorganizados (Fig. 3H) e cromossomas em 

atraso (lagging) (Fig. 3I). 

Figura 3. Fenótipo mitótico dos neuroblastos de larvas hemizigóticas masf1/Df(3L)31A. O DNA foi 
corado com iodeto de propídeo. 

Também foi mapeado o locus mast em cromossomas de glândulas 

salivares de larvas hemizigóticas Oregon-R/Df(3L)31A, utilizando a sonda de 

cDNA mast (LD11488). Nesta estirpe, como foi eliminada a região 78A-E num dos 
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cromossomas, apenas a metade da banda correspondente ao alelo do tipo 

selvagem possui o gene mast e se encontra marcada (Fig. 2C). 

1.4. Os mutantes masf2 e masf3 

Os alelos masf2 (EP3515) e masf3 (EP3403) foram identificados através 

da base de dados do Projecto de Sequenciação do Genoma de Drosophila, de 

Berkeley (BDGP). Estas mutações são devidas à inserção do transposão P{EP} 

(ver "Material e Métodos") a, respectivamente, 1679 e 2317 pb a montante do 

codão de iniciação (Fig. 5). 

Figura 4. Análise do fenótipo mitótico nos neuroblastos de larvas masf2 homozigóticas (A-C), 
masf2IDf(3L)31A (D e E), masf3IDf(3L)31A (F-H) e masf1lmasf3 (I). O DNA foi corado com 
iodeto de propídeo. 
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O alelo masf2 é semi-letal, uma vez que os indivíduos com esta mutação 

em homozigotia sobrevivem até ao estado adulto, no entanto, possuem ovários e 

testículos rudimentares e são estéreis. A análise citológica de cérebros larvares 

homozigóticos do terceiro estádio permite observar neuroblastos aneuplóides 

(Fig. 4A-C) e pólos anafásicos desorganizados (Fig. 4B e C). Em hemizigotia com 

a Df(3L)31A, mostram ocasionalmente cromossomas em atraso e pontes de 

cromatina (Fig. 4D e E). 

Os indivíduos homozigóticos masf3 morrem no estádio embrionário. No 

entanto, os hemizigóticos masf3/Df(3L)31A sobrevivem até ao final da fase 

larvar/pupal, o que sugere a existência de uma segunda mutação neste mutante. 

Os neuroblastos das larvas hemizigóticas apresentam cromossomas 

condensados (Fig. 4F e G), figuras circulares (Fig. 4F) e poliploidia (Fig. 4G e H). 

Em transheterozigotia com o alelo masf1, exibe também anafases anormais e 

com pontes de cromatina (Fig. 41). 

2. A proteína Mast 

2.1. Identificação do gene mast 

De modo a identificar o gene mutado, foi realizada a sua caracterização a 

nível molecular. As regiões genómicas adjacentes às extremidades 5' e 3' do 

P{1ArB} foram obtidas por PCR inverso e plasmid rescue, respectivamente. O 

clone obtido por plasmid rescue não mostrou semelhanças significativas com 

nenhuma sequência das bases de dados. O fragmento amplificado por PCR 

inverso foi clonado no fagemídeo pBluescript II KS (pKS) digerido com Smal. Este 

fragmento genómico foi utilizado em rastreios de bibliotecas de cDNA e de DNA 

genómico (respectivamente, Uni-ZAP™ XR e Lambda DASH, Stratagene, USA). 

Simultaneamente, o fragmento amplificado foi sequenciado e utilizado em 

pesquisas em bancos de dados, verificando-se possuir total homologia com a 
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parte sequenciada de um clone de cDNA, denominado LD11488, disponível no 

BDGP. A caracterização deste cDNA, proveniente de uma biblioteca feita a partir 

de embriões, está descrita nos subcapítulos seguintes. Mais tarde, aquando da 

completa sequenciação do genoma de Drosophila, ficaram também acessíveis as 

sequências nucleotídicas do gene mast e de outros dois cDNAs, correspondentes 

a RNAs mensageiros cujos locais de transcrição não são conhecidos e que 

devem ser o resultado de splicing alternativo. A organização molecular do locus 

mast está representada na Figura 5, na qual também se pode observar a 

localização do cDNA da Asparagina Sintetase, uma enzima cuja função não 

parece estar relacionada com a da Mast, mas cujo mRNA é transcrito a partir de 

uma fracção do gene mast, possuindo, inclusive, um fragmento em comum com 

um dos seus transcritos. 

t 
210S0K 2U .091K 

HE 

Legenda: 

21M2K 211 .0S3K 21094K 21095K 21096K 21097K 210SSK 21099K 2110CK 

Pi 
P3 P2 

E E C Ï Ï Ï Ï E C C H C E 
;V v WBÈÊÈT 

mRNA asparagina sinieiase 

__ Banda citológi ca 
— Régua de kb 
B i 11 W * t 3 4 0 « r M « « 

U Região promotora 

Enzimas de Restrição: C - Ciai 
E-EcoRI 
H-Hindlll 

% G/C em blocos de 26 pb 

C C 

mRNA 1 mast 

mRNA 2 mast 

mRNA 3 mast 

Figura 5. Organização molecular do locus mast, localizado na região citológica 78C1-C2, entre 

21,09 Mb e 21,10 Mb. Na representação, o gene mast está dividido em blocos de 26 pb, coloridos 

de acordo com a percentagem de bases de guanina ou citosina que contêm (ver legenda), e tem 

indicados os locais de restrição das enzimas C/al (C), EcoRI (E) e Hind\\\ (H). Os lugares 

assinalados com P1, P2 e P3 correspondem, respectivamente, às inserções: P{1ArB}, no mutante 
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masf1, e P{EP}, nos alelos masf2 e masf3. As barras a tracejado, por baixo, com as indicações 

AP4 e AP5, demarcam as zonas eliminadas nos mutantes masf4 e masf5 aquando da excisão do 

P{1ArB} (descritos no capítulo 4.). Os três transcritos masf, de 5375, 5911 e 5264 pb, 

respectivamente, estão representados com setas cinzentas interrompidas por caixas rosa, que 

indicam a grelha de leitura aberta (ORF), comum a todos. O cDNA caracterizado, LD11488, 

corresponde à segunda representação (mRNA 2 mast). As setas pequenas verdes assinalam duas 

regiões previstas como promotoras da transcrição (http://www.flybase.org). A seta a azul sinaliza o 

mRNA asparagina sintetase. 

2.2. Caracterização do cDNA LD11488 

A partir do cDNA mast LD11488, que se encontrava clonado no plasmídeo 

pSK, foram feitas diversas subclonagens e desenhados vários iniciadores (ver 

"Material e Métodos"), que permitiram a sua completa sequenciação manual. 

Verificou-se que este cDNA possui 5938 pb; a sua sequência foi submetida às 

bases de dados DDBJ/EMBL/GenBank, com o código de acesso AF250842, e 

está representada na Figura 6. 

Por comparação da sequência do cDNA LD11488 com as obtidas 

anteriormente por plasmid rescue e PCR inverso a partir do mutante masf1, 

verificou-se que o P{1ArB} se encontra inserido, nesta estirpe, na direcção 3'-5' e 

a 2317 pb do início da região codificante (Fig. 5). Relativamente ao cDNA, a 

distância entre o P{1ArB} e o codão de iniciação da tradução é de 749 pb (Fig. 6). 

Aquando da sua inserção houve, como é usual, a repetição de 8 nucleótidos em 

cada extremidade do elemento P (O'Hare e Rubin, 1983; Engels et al., 1990; 

Gloor eí ai., 1991), cuja sequência foi identificada e está sinalizada na Figura 6 a 

vermelho. A análise da sequência do LD11488 também permitiu identificar uma 

região 5' não codificante de 769 pb, seguida pelo codão de iniciação ATG e por 

uma região codificante de 4473 pb. No final, encontra-se uma região 3' não 

codificante composta por 693 nucleótidos, iniciada a partir do codão de 

terminação TGA e finalizada na cauda poliadenilada (cauda poli(A)) típica do 

mRNA eucariota, pelo que o cDNA está completo a 3'. Foi também encontrada a 

sequência-consenso AATAAA, local de sinalização da poliadenilação nos 
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eucariotas, à distância devida do início da cauda poli(A): 20-30 nucleótidos a 

montante (Fig. 6). 

1 TTTTTTTTTG CAACGCAACG IGGCTGGCG^A TCGCTGCTGA AATTAAGCTA A A A A C C G T G T AATAAACCGC AGGCCGTGGC AAAACCAGCT CACCGATGCC 
101 GAGACGCAGC AAAATGTGAT GTTTGCCGGG TGCTGCAAAC GCTCGGCGAC CGCAAACGAA GTGCAAGACC TAAAACCTCT GACCCCAAGC GCGTCACCCA 
201 GCAGAAGGAT AGAGCGAGAC GGACAGATAG GAGTGACTGA GGCAGGGAGA AAAAACTAGC ACTGGCCCCA AGACGTTGGA ATTTTGTGAA TTGTTGTTGC 
301 TGCAGCCCAG CAATAACGGT ACAGAGGACA ACAGTATCAG CAACAAATAC AACAAAAAGG AATGACAAAG TGAAACCGAC TGCGCTGCCC CACAAACTAC 
401 GACAACATTA ATAACAATAA TAACAAAACG AAATAGGAAG AGCAAAACTG TGATCTCTGC TTAACTTTTT TTATTTTTGG GGCAATTGTT CAATTTGGCT 
BOI GTGCTCAAAA GTAAATTAAG TCAACTCGTT ACGCGTATTT GCGGTGTTTG GCAACGCTTT TTCCAACCGA CGACTGGAAA ATCAATTCTT CGGATTGCCA 
601 AAGGGGAACA ACAACTAGCA GTTGTTGAAG TTTTCCTTTA TATTTTTTGC GGCCCAGCCC AAAACAAAAA GCAAAGTAAA AGAAGAAGAG AAAGAGGAAG 
701 AAGAAGAAGC AGCGCAGCCG GATTTGCAAA TAGTTGCCGC AGAACGAAGG ACGAATAGAC ATTGCAACC 3CCTATCG GAAGCCCAGC GACCTGGATG 

B A Y R K P S D L D G 
801 GCTTTATCCA GCAAATGCCC AAGGCGGACA TGCGTGTGAA GGTACAGCTC GCCGAGGATC TGGTGACATT CCTTAGCGAC GACACAAACT CAATTGTCTG 

F I Q Q M P K A D M R V K V Q L A E D L V T F L S D D T N S I V C 
901 CACGGACATG GGATTCCTTA TTGACGGTTT GATGCCATGG CTGACGGGCA GCCACTTTAA GATTGCACAA AAGTCCCTGG AGGCGTTCTC GGAGCTAATA 

T D M G F L I D G L M P W L T G S H F K I A Q K S L E A F S E L I 
1001 AAGCGATTGG GCAGCGATTT TAATGCATAC ACGGCTACCG TTCTGCCACA TGTGATCGAT CGGCTGGGAG ACAGCAGGGA CACAGTCCGC GAGAAGGCGC 

K R L G S D F N A Y T A T V L P H V I D R L G D S R D T V R E K A Q 
1101 AACTTCTGCT GCGCGACCTC ATGGAGCACA GAGTGCTTCC GCCCCAGGCG CTGATCGACA AGCTGGCCAC TAGCTGCTTC AAGCACAAGA ACGCCAAGGT 

L L L R D L M E H R V L P P Q A L I D K L A T S C F K H K N A K V 
1201 GCGCGAGGAG TTCCTTCAGA CGATTGTGAA CGCTCTTCAT GAGTACGGCA CCCAGCAGCT TAGTGTTCGC GTCTATATAC CACCAGTTTG TGCACTTCTC 

R E E F L Q T I V N A L H E Y G T Q Q L S V R V Y I P P V C A L L 
1301 GGAGATCCCA CAGTTAATGT GAGGGAGGCG GCCATCCAAA CGCTAGTGGA AATCTACAAG CATGTAGGGG ATCGATTGCG CCCAGACCTC CGTCGCATGG 

G D P T V N V R E A A I Q T L V E I Y K H V G D R L R P D L R R M D 
1401 ACGATGTTCC TGCCTCGAAA TTGGCTATGT TGGAGCAAAA GTTCGACCAG GTCAAACAGG AGGGTCTACT GCTACCTTCA GCCCTTAAAA ACACGAATGG 

D V P A S K L A M L E Q K F D Q V K Q E G L L L P S A L K N T H G 
1501 CAATGGAGTG GGCTTGGACG AGGCCGACAA TATTGGGTTG AGGGAGCGAC CCACCAGGAT GATTAAGCGG CCACTACACT CGGCCGTTTC GTCATCACTG 

N G V G L D E A D N I G L R E R P T R M I K R P L H S A V S S S L 
1601 CGCCCAAAAC CCAATGTGAA CGATGTGACC GGTGATGCCG GCGCCGTAAC CATGGAATCT TTCGAATCTA GCTTTGAGGT GGTCCCGCAA TTGAACATCT 

R P K P N V N D V T G D A G A V T M E S F E S S F E V V P Q L N I F 
1701 TCCACGCTAA GGACATGGAC GATATCTACA AGCAAGTACT AGTGATCATC AGTGATAAAA ACGCAGACTG GGAGAAACGT GTGGATGCTC TCAAGAAGAT 

H A K D M D D I Y K Q V L V i l S D K N A D W E K R V D A L K K I 
1801 CAGGGCATTG CTCATTCTCA GCTATCACAC TCAGCCGCAG TTTGTCGCTG TACAGCTAAA GGAATTGTCG TTAAGCTTCG TGGACATCCT CAAGGAGGAA 

R A L L I L S Y H T Q P Q F V A V Q L K E L S L S F V D I L K E E 
1901 CTACGATCAC AGGTGATCCG CGAGGCGTGC ATCACCATCG CCTAOATGTC TAAGACGCTG AGAAATAAAC TAGATGCCTT CTGCTGGAGC ATTTTGGAGC 

L R S Q V I R E A C I T I A Y M S K T L R N K L D A F C W S I L E H 
2001 ACCTGATTAA TTTAATACAG AACAGCGCGA AGGTCATTGC ATCGGCTTCC ACAATAGCTC TGAAGTATAT CATTAAGTAT ACACATGCAC CAAAGCTGCT 

L I N L I Q N S A K V I A S A S T I A L K Y I I K Y T H A P K L L 
2101 CAAGATCTAC ACAGACACTC TGAATCAATC AAAGTCGAAG GACATAAGGT CCACACTGTG TGAGCTGATG GTGCTGCTCT TCGAGGAGTG GCAGACGAAG 

K I Y T D T L N Q S K S K D I R S T L C E L M V L L F E E W Q T K 
2201 GCGTTGGAAA GGAATGCCAC CGTACTAAGG GACACCTTAA AAAAATCCAT TGGCGATGCA GACTGCGATG CACGCCGCCA TTCCAGATAC GCCTATTGGG 

A L E R N A T V L R D T L K K S I G D A D C D A R R H S R Y A Y W A 
2301 CTTTCAGGCG TCACTTTCCA GAGCTGGCGG ATCAAATATA TGGAACATTA GACATAGCTG CCCAGCGCGC ATTAGAAAGG GAACGAGAGG GCGGCGGAGG 

F R R H F P E L A D Q I Y G T L D I A A Q R A L E R E R E G G G G 
2401 AGGAGGAACT GGTACTGGGA CTGGGACTGC ACCTGAAACG AGACGCACTG TATCCCGCAT TGGCCGAACA CCTGGAACCC TGCAAAAGCC CACGCCTAGT 

G G T G T G T G T A P E T R R T V S R I G R T P G T L Q K P T P S 
2501 ATGAGATCCA TTTCAGCGGT GGACACTGCG GCTGCTCAAC GAGCCAAAGT TAGAGCGCAA TATACACTAT ATTCCAGGCA AAGGAAACCT TTAGGACCTA 

M R S I S A V D T A A A Q R A K V R A Q Y T L Y S R Q R K P L G P N 
2601 ATAATTCCAA CCAGGCATCG ATGACAGGAG CAGCAGCCAG TGGATCACTG CCCAGACCTC GCCTGAATTC CAATAGCGGT GGCACACCAG CTACAACGCC 

N S N Q A S M T G A A A S G S L P R P R L N S N S G G T P A T T P 
2701 GGGATCGGTT ACACCACGGC CCCGGGGACG GGCAGGAGTA TCTCAGTCAC AGCCAGGATC GAGATCCACC TCGCCAAGCA CAAAACTGAG GGATCAGTAC 

G S V T P R P R G R A G V S Q S Q P G S R S T S P S T K L R D Q Y 
2801 GGTGGTATTG GTAATTACTA TCGTGGGGCC ACTGGCGCCA TACCCAAAAA GGCCTCCGGA ATACCCCGAA GCACAGCCAG CTCTAGGGAA ACGAGTCCAA 

G G I G N Y Y R G A T G A I P K K A S G I P R S T A S S R E T S P T 
2901 CTAGGTCAGG TGGTGGCTTG ATGAAACGCA GTATGTACTC TACAGGTGCG GGGTCTCGAC GTACGCCCGA GAGGAACAAC CCAGTAAGAC CATCGGCGGC 

R S G G G L M K R S M Y S T G A G S R R T P E R N N P V R P S A A 
3001 GGCACGACTG CTGGCGCAAT CCCGTGAAGC AGAACATACA TTAGGCGTCG GAGATGATGG ACAGCCAGAC TATGTTTCCG GGGACTACAT GCGCAGCGGC 

A R L L A Q S R E A E H T L G V G D D G Q P D Y V S G D Y M R S G 
3101 GGAATGCGGA TGGGTAGGAA GCTCATGGGA CGTGATGAGT CTGATGACAT CGACTCCGAG GCCAGTTCTG TGTGTTCAGA ACGATCTTTC GACTCCAGCT 

G M R M G R K L M G R D E S D D I D S E A S S V C S E R S F D S S Y 
3201 ACACTAGAGG TAATAAATCG AACTACTCAC TTAGCGGGAG CCACACCCGC TTGGACTGGA GCACGCAGCG GGCGCCATTT GACGACATCG AGACGATTAT 

T R G N K S N Y S L S G S H T R L D W S T Q R A P F D D I E T I I 
3301 TCAGTTCTGC GCATCGACGC ATTGGTCTGA AAGGAAGGAT GGCCTGATCA GCCTCACACA GTATCTGGCC GATGGAAAGG AGCTCACTCA GCAGCAACTT 

Q F C A S T H W S E R K D G L I S L T Q Y L A D G K E L T Q Q Q L 
3401 AAATGCGTTC TGGACATGTT CCGCAAGATG TTCATGGATA CACACACCAA GGTGTACTCA CTGTTTTTGG ACACGGTCAC CGAACTGATT CTGGTTCATG 

K C V L D M F R K M F M D T H T K V Y S L F L D T V T E L I L V H A 
3501 CGAACGAACT TCACGAATGG CTCTTCATCT TGTTGACGCG GTTGTTCAAC AAACTGGGCA CCGATCTACT CAATTCGATG CACAGCAAGA TTTGGAAGAC 

N E L H E W L F I L L T R L F N K L G T D L L N S M H S K I W K T 
3601 GCTACAGGTG GTCCACGAAT ATTTCCCCAC GCAGTTGCAG CTTAAAGAAC TATTTAGAAT CATATCGGAT TCTACTCAAA CGCCAACTAC CAAGACGCGC 

L Q V V H E Y F P T Q L Q L K E L F R I I S D S T Q T P T T K T R 
3701 ATCGCCATTC TGCGCTTCCT TACGGATCTG GCCAATACAT ACTGCAAAAG CAGCGACTTT CCCAGCGACC AGAGCCAGGC CTGCGAGCGG ACGGTCCTAA 

I A I L R F L T D L A N T Y C K S S D F P S D Q S Q A C E R T V L K 
3801 AGCTGGCCCA GCTGGCGGCG GATCAGAAGT CGATGGAGCT GCGCTCCCAG GCCAGGAGCT GCCTAGTGGC CCTGTATAAC CTGAATACCC CGCAAATGAC 

L A Q L A A D Q K S M E L R S Q A R S C L V A L Y N L N T P Q M T 

-55-



II. Resultados 

3 9 0 1 CCTTTTACTG GCCGACCTGC CAAAGGTATA TCAGGACTCT GCCCGATCCT GCATCCATTC GCACATGAGG CGGCAAAGCC AAAGTTGCAA TTCGGGTGCC 
L L L A D L P K V Y Q D S A R S C I H S H M R R Q S Q S C N S G A 

4 0 0 1 AATTCGCCTA GTAGCTCTCC ATTGAGCAGT AGCAGTCCCA AGCCTTTGCA AAGTCCCTCT GTGGGTCCAT TTGCCTCGCT TCAGAGCCAC CACCACCAAC 
N S P S S S P L S S S S P K P L Q S P S V G P F A S L Q S H H H Q L 

4 1 0 1 TTAGCATCAG CTCTACTAGT CCACGCTCCC GGCAGTCTTC CGTGGAGCAG GAGCTGCTCT TTTCCTCGGA GCTGGACATT CAGCACAACA TTCAGAAGAC 
S I S S T S P R S R Q S S V E Q E L L F S S E L D I Q H N I Q K T 

4 2 0 1 GTCGGAGGAG ATCCGGCACT GCTTCGGCGG TCAGTACCAG ACGGCGCTGG CGCCCAATGG CTTCAATGGA CACTTGCAGT ATCACGATCA GGGCCAACAG 
S E E I R H C F G G Q Y Q T A L A P N G F N G H L Q Y H D Q G Q Q 

4 3 0 1 GATTCGTGTG CATCCCTGTC TTCCAACTCC AAGACGCAAT CGTCGGCOAA CACTACCCAG TCAAATACAC CTGAGTCAGC AACAATGAGG CTGGATAATC 
D S C A S L S S N S K T Q S S A N T T Q S N T P E S A T M R L D N L 

4 4 0 1 TGGAGCGGGA AAGGACCACT CAGAACGCCA AGTCACCAAC TGACGATGCC AAGGTGATCA CGGTCTCGAT AAATATGGCT GAAAATGGAG AGCTGATACT 
E R E R T T Q N A K S P T D D A K V I T V S I N M A E N G E L I L 

4 5 0 1 GGCCAGCAAC CTGATGGAGA GCGAAGTGGT GCGTGTGGCC TTGACGCTAA CAAAGGATCA GCCCGTCGAG TTGCTTCAGA CGTCACTTAC TAACCTGGGG 
A S N L M E S E V V R V A L T L T K D Q P V E L L Q T S L T N L G 

4 6 0 1 ATTTGCATCA AGGGCGGAAA CTGTGAGCTG CCCAATAAGC ACTTTAGATC GATCATGCGA ATGCTGCTTA ACATTCTGGA GGCGGAGCAT ACGGACGTGG 
I C I K G G N C E L P N K H F R S I M R M L L N I L E A E H T D V V 

4 7 0 1 TCATCGCTGG CCTGCACGTG CTCAGTAAGA TTATGAGGAG CAACAAAATG CGTCACAACT GGATGCACTT TCTAGAGCTG ATTTTGCTGA AGATCATCCA 
I A G L H V L S K I M R S N K M R H N W M H F L E L I L L K I I Q 

4 8 0 1 GTGCTATCAA CACAGCAAGG AGGCTTTGCG GGATATCGAC TCGATGATAC CAAGGATAGO ACCATCCTTG CCTCTGGATC TGTCCATCAA CATTGTCAAT 
C Y Q H S K E A L R D I D S M I P R I A P S L P L D L S I N I V N 

4 9 0 1 CCGGTAATTG CGACGGGTGA GTTTCCCACA AATTTGTGCG OC&TCAAGAT CCTGCTGGAG GTGACCGAAC ACGATGGTTC GGAGATCACA GACGCCCACT 
P V I A T G E F P T N L C A I K I L L E V T E H H G S E I T D A H L 

5 0 0 1 TGGACATTGT GTTCCCCAAT CTGGCGCGAT CGGCGGACGA CACGCAATCG ATGGTTCGCA AAGCGGCGGT CTTCTGCATC GTAAAGCTGT ACTTTGTTCT 
D I V F P N L A R S A D D T Q S M V R K A A V F C I V K L Y F V L 

5 1 0 1 GGGCGAGGAG AAGGTCAAGC CGAAGCTGTC AGTGCTAAAT CCCAGCAAGG TTAGGCTCCT CAACGTGTAC ATCGAGAAGC AGCGGAACTG CATCAGTGGG 
G E E K V K P K L S V L N P S K V R L L N V Y I E K Q R N C I S G 

5 2 0 1 GGAGGAAGCT CTACCAAGAA CTCCTCCGCG GCATCGTCGT c d E s j T G C G GGAGCCCTTA ATAGGATTCC TGCATCAGCA CCACCACAAA C A A G A C A C A G 
G G S S T K N S S A A S S S T ^ 

5 3 0 1 ACGCGGTTGC TTCCCTCGGC CTGAGAAGGA AGTGAGGAGC GGCGGACATT AAATAATATA TTATTACATT AACTAATTAT TTATAACTAA TTATTACCGA 

5 4 0 1 TCATCCGTTA CTTGTGTAAC TGCTCGATGC ATATATTCAG CAGATGCAAA TGCGGCCCGA AAGAAAGTCA AGGGCCATCG CCCATCTAAT GTGAGCAGAA 

5 5 0 1 AAACTATTTA TACATAAACG GGAACTAAAG CGAGTAAATC CGCAAAGTGT ACTAAAATTG TAGCCAACTC CGCAATCCTC ACTTCTCACA TCAGTTGTAC 

5 6 0 1 GTCTTTTTAC CAGCTCCTAA CTATTAACGC TGATTCTGTT TAATTTGTAA GCCTATATAC CGCTCTTTAT GGAAACTCAG ACGTGTGCTT TTCTACCTTT 

5 7 0 1 OTTTCAGGCG ACTTTGTATC CTTATTTCGT TTCCGCTCAA CTAAATTCTA ATTACTATTA TTAATACGAT TCTGCTCTTA CAACTGAACT ATTTTTGTAA 

5 8 0 1 TTAATTTAAA TACACAAGCC CACACAAAGG ATTAAAATCA ATAAAAAACA CTTATAGGTT ATGTAATAAT ATTTATAAAT TAATTAAACG lAATAAAhCAG 

5 9 0 1 TTAAACAAAA GTCCcEÃÃÃA AAAAAGAAAA AAAAAAAAI 

Figura 6. Representação da sequência nucleotídica do LD11488, correspondente, na Figura 5, ao 

segundo transcrito mast, e tradução da grelha de leitura aberta (ORF). A vermelho está sinalizada 

a sequência alvo de 8 nucleótidos, que é seguida pela inserção do elemento P e duplicada após 

este no mutante masf1. O codão de iniciação encontra-se evidenciado a laranja e o de terminação 

a verde. O sinal de poliadenilação está assinalado a azul e a cauda poli(A) a violeta. 

2.3. A proteína Mast 

A tradução da região codificante, comum aos três cDNAs mast, resulta 

numa proteína de 1491 aminoácidos (Fig. 7), possuindo um peso molecular 

previsto de 165.6 kDa e um ponto isoeléctrico de 9.08. 

2.4. Análise computacional da sequência proteica da Mast 

2.4.1. Domínios e motivos 

A proteína foi analisada, para nela identificar domínios e motivos putativos, 

através de vários programas da Internet. Um resumo dos resultados obtidos 

encontra-se na Tabela 1. 
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1 MAYRKPSDLDGFIQQMPKADMRVKVQLAEDLVTFLSDDTNSIVCTDMGFLIDGLMPWLTGSHFKIAQKSLEAFSELIKRL 

81 GSDFNAYTATVLPHVIDRLGDSRDTVREKAQLLLRDLMEHRVLPPQALIDKLATSCFKHKNAKVREEFLQTIVNALHEYG 

161 TQQLSVRVYIPPVCALL l iMVN.RÍ AAIUTI VI IYKHVODHI KPDLRRMDDVPASKLAMLEQKFDQVKQEGLLLPSALK 

241 NTNGNGVGLDEADNIGLRERPTRMIKRPLHSAVSSSLRPKPNVNDVTGDAGAVTMESFESSFEWPQLNIFHAKDMDDIY 

321 KQVLVIISDKNADWEKRVDALKKIRALLILSYHTQPQFVAVQLKELSLSFVDILKEELRSQVIREACITIAYMSKTLRNK 

401 LDAFCWSILEHLINLIQNSAKVIASASTIALKYIIKYTHAPKLLKIYTDTLNQSKSKDIRSTLCELMVLLFEEWQTKALE 

481 RNATVLRDTLKKSIGDADCDARRHSRYAYWAFRRHFPELADQIYGTLDIAAQRALEREREGGGGGGTGTGTGTAPETRRT 

561 VSRIGRTPGTLQKPTPSMRSISAVDTAAAQRAKVRAQYTLYSRQRKPLGPNNSNQASMTGAAASGSLPRPRLNSNSGGTP 

641 ATTPGSVTPRPRGRAGVSQSQPGSRSTSPSTKLRDQYGGIGNYYRGATGAIPKKASGIPRSTASS SGGGLMKR 

721 SMYSTGAG NNPVRPSAAARLLAQSREAEHTLGVGDDGQPDYVSGDYMRSGGMRMGRKLMGRDESDDIDSEASS 

801 VCSERSFDSSYTRGNKSNYSLSGSHTRLDWSTQRAPFDDIETIIQFCASTHWSERKDGLISLTQYLADGKELTQQQLKCV 

881 LDMFRKMFMDTHTKVYSLFLDTVTELILVHANELHEWLFILLTRLFNKLGTDLLNSMHSKIWKTLQWHEYFPTQLQLKE 

961 LFRilSDSTQTPTTKTRIAILRFLTDLANTYCKSSDFPSDQSQACERTVLKLAQLAADQKSMELRSQARSCLVALYNLNT 

1041 PQMTLLLADLPKVYQDSARSCIHSHMRRQSQSCHSGANSPSSSPLSSSSPKPLQSPSVGPFASLQSHHHQLSISSTSPRS 

1121 RQSSVEQELLFSSELDIQHNIQKTSEEIRHCFGGQYQTALAPNGFNGHLQYHDQGQQDSCASLSSNSKTQSSANTTQSNT 

1201 PESATMRLDNLERERTTQNAKSPTDOAKVITVSINMAENGELILASNLMESEWRVALTLTKDQPVELLQTSLTNLGICI 

1281 KGGNCELPNKHFRSIMRMLLNILEAEHTDWIAGLHVLSKIMRSNKMRHNWMHFLELILLKIIQCYQHSKEALRDIDSMI 

1361 PRIAPSLPLDLSINIVNPVIATGEFPTNLCAIKILLEVTEHHGSEITDAHLDl|l 'NI ARSADD1 QSMVRKAAVFCIVKI 

1441 YFVLGEÊKVKPKLSVLNPSKVRLLNVYIEKQRNCISGGGSSTKNSSAASSS 

Figura 7. Sequência aminoacídica da Mast. Os motivos HEAT e a região rica em serinas estão 

sinalizados a vermelho e a verde, respectivamente. A zona homóloga ao domínio Pro-rich da 

MAP4 está indicada a azul. As sequências putativas de serem reconhecidas e fosforiladas pelas 

CDKs estão a amarelo e sublinhadas, com asteriscos sobre os resíduos fosforiláveis. 

O domínio MAP65 é representativo da família de proteínas associadas aos 

microtúbulos MAP65/ASE1 e foi detectado na Mast pelo programa ProfileScan, se 

bem que com um E-value bastante elevado (Tabela 1). 

O programa InterProScan prevê para a Mast três folds do tipo ARM repeat, 

com E-values bastante baixos (3.0e-51 em todos os casos). O motivo ARM repeat 

pode conter vários repeats ou domínios, como o domínio Armadillo, o HEAT 

repeat, o domínio MAST-C, etc. No caso da Mast, o primeiro ARM repeat inclui 

um HEAT repeat e o terceiro, o outro HEAT repeat e o domínio Mast-C (ver 

Tabelai). 
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1 Nome Tipo Programa E-value Região (a.a.) 

MAP65 Domínio ProfileScan 4.1 110-715 

ARM repeat Motivo InterProScan 

3.0e-51 46-247 

ARM repeat Motivo InterProScan 3.0e-51 315-476 ARM repeat Motivo InterProScan 

3.0e-51 1289-1460 

HEAT repeat Motivo 

ProfileScan 
0.021 169-207 

HEAT repeat Motivo 

ProfileScan 
0.21 1414-1452 

HEAT repeat Motivo 

Motif Scan 

3.6e-05 85-121 

HEAT repeat Motivo 

Motif Scan 

1.8 122-159 

HEAT repeat Motivo 

Motif Scan 

9.6e-08 170-199* 
HEAT repeat Motivo 

Motif Scan 
1.7 403-438 

HEAT repeat Motivo 

Motif Scan 
1.1 875-910 

HEAT repeat Motivo 

Motif Scan 

1.6 1007-1039 

HEAT repeat Motivo 

Motif Scan 

0.21 1289-1325 

HEAT repeat Motivo 

Motif Scan 

1.4e-07 1408-1444* 

Bromo Domínio SMART 4.0e-04 607-736 

APC basic Domínio NCBI CD 0.007 627-750 
Região rica em 

Serinas Motivo ProfileScan 0.00021 1057-1133 

Mast-C Domínio InterProScan 7.6e-72 1340-1474 

Tabela 1. Domínios e motivos putativos de se encontrarem na proteína Mast. Notas: quanto maior 

o E-value, maior probabilidade existe de um determinado domínio ou motivo previsto ser um falso 

positivo; os E-values não podem ser comparados directamente entre os resultados obtidos por 

diferentes programas. 

O HEAT repeat, de 37-47 aminoácidos, encontra-se geralmente repetido 

em série e ocorre em várias proteínas citoplasmáticas, incluindo as quatro 

proteínas às quais deve o seu nome: a Huntingtina, o Factor de Elongação 3 

(EF3), a subunidade reguladora A da proteína fosfatase 2A (PP2A) e a cinase 

J_OR1 (Hemmings et ai., 1990; Andrade e Bork, 1995). Duas famílias de MAPs 

(Microtubule-associated Proteins) também contêm vários HEAT repeats: a disl-
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TOG (Neuwald e Hirano, 2000; Tournebize et al., 2000) e a cofactor D-Alp1 

(Neuwald e Hirano, 2000). Este último grupo de proteínas funciona na formação in 

vitro de heterodímeros de a/(3-Tubulina competentes para a montagem dos 

microtúbulos (revisto em Lewis et ai., 1997). Os motivos HEAT parecem funcionar 

como superfícies de interacção proteína-proteína. O programa ProfileScan, assim 

como vários outros, detectou na Mast dois HEAT repeats próximos de cada uma 

das extremidades da proteína (ver Tabela 1), que se encontram assinalados na 

Figura 7 a vermelho. O programa Motif Scan encontrou, igualmente, dois motivos 

HEAT semelhantes aos supracitados, sinalizados com asterisco na Tabela 1. No 

entanto, além desses, descobriu mais outros, mas com E-values 

comparativamente bastante superiores (Tabela 1). 

O domínio Bromo pode ocorrer como cópia única ou em duplicado. Existe 

em várias proteínas que se ligam ao DNA (Haynes et ai., 1992) e também pode 

interactuar com as lisinas acetiladas (Jeanmougin et ai., 1997). A sua função 

precisa ainda não está definida, mas poderá participar nas interacções proteína-

proteína e ter um papel na montagem ou actividade de complexos envolvidos na 

activação da transcrição (Tamkun, 1995). A Mast parece ter um destes domínios, 

cuja localização está indicada na Tabela 1. 

Numa região praticamente sobreposta àquela onde está previsto o domínio 

Bromo, foi detectada igualmente uma homologia, embora menos significativa, 

com o domínio básico APC (Tabela 1). Este corresponde a uma região da família 

de proteínas APC {adenomatous polyposis coli), conhecida como domínio básico, 

que contém uma elevada proporção de aminoácidos positivamente carregados e 

que interactua com os microtúbulos (Deka et ai., 1998). 

Os programas de análise de proteínas assinalaram também a presença de 

uma zona rica em Serinas, da qual não se sabe o significado biológico. 

O domínio Mast-C (Tabela 1), correspondente à extremidade carboxilo da 

Mast, é uma região com elevada homologia entre os elementos da família Mast e 
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constitui uma espécie de "impressão digital", uma vez que é característico desta 

família (ver a marcação a vermelho no alinhamento na Fig. 10). 

O programa ELM detectou vários motivos de ligação a domínios SH2 (Src 

Homology 2) e SH3 (Src Homology 3). Estes domínios estão presentes num 

elevado número de proteínas envolvidas em diferentes vias de sinalização, na 

organização do citoesqueleto ou na formação de organelos. A sua ligação a 

motivos como os encontrados na Mast permite a propagação do sinal, 

promovendo interacções proteína-proteína e/ou modificando actividades 

enzimáticas. No caso dos domínios SH2, os motivos a que se ligam necessitam 

de ter o resíduo de tirosina fosforilado. 

2.4.2. Modificações pós-traducionais 

a) FOSFORILAÇÃO 

O programa ELM identificou na Mast diversos locais putativos de 

fosforilação, entre os quais se destacam os presentes na Tabela 2, por serem 

passíveis de modificação pelas cinases CDKs, CK1, CK2 e Polo, que estão 

envolvidas no ciclo celular. 

As sequências-consenso reconhecidas pelas CDKs (Qyclin-dependent 

kinases) estão identificadas na Tabela 2 e sinalizadas nas Figuras 7 e 27. Estas 

enzimas são essenciais para a regulação do ciclo celular e consistem num 

domínio cinase catalítico, dependente das Ciclinas para se tornar activo e 

fosforilar os seus substratos. De acordo com Takeda e os seus colegas, estes 

substratos necessitam de possuir, além da sequência-consenso para a 

fosforilação pelas CDKs, motivos de interacção com as Ciclinas na imediação, 

pois os complexos Ciclina-Cdk ligam-se simultaneamente aos dois sítios (Takeda 

et ai., 2001). O programa ELM também detectou na Mast vários sítios 

semelhantes a uma sequência-consenso de ligação às Ciclinas. Entre estes, 

distinguem-se os locais KPLGP (a.a. 606-610) e RKLM (a.a. 783-786), por serem 

os únicos próximos dos lugares susceptíveis de sofrerem fosforilação pelas 
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CDKs. É de notar que, possivelmente, as variantes existentes na sequência-

consenso de ligação às Ciclinas serão responsáveis pelo reconhecimento 

específico pelos diferentes tipos destas proteínas. 

Cinase 
Zona de 

reconhecimento 
Sequência 

Zona de 
reconhecimento 

Sequência 

CDK 706-712 RETSPTR 729-735 SRRTPER 

CK1 

36-39 SDDT 102-105 SRDT 

CK1 

271-274 SAVS 297-300 SFES 

CK1 

351-354 SYHT 425-428 SAST 

CK1 

577-580 SMRS 636-639 SGGT 

CK1 

664-667 SRST 668-671 SPST 

CK1 

701-704 STAS 705-708 SRET 

CK1 

721-724 SMYS 729-732 SRRT 

CK1 

796-799 SEAS 800-803 svcs 

CK1 

803-806 SERS 806-809 SFDS 

CK1 
809-812 SSYT 817-820 SNYS 

CK1 
936-939 SMHS 966-969 SDST 

CK1 

968-971 STQT 999-1002 SDQS 

CK1 

1057-1060 SARS 1072-1075 SCNS 

CK1 

1079-1082 SPSS 1083-1086 SPLS 

CK1 

1086-1089 ssss 1103-1106 SLQS 

CK1 

1112-1115 siss 1114-1117 SSTS 

CK1 

1117-1120 SPRS 1120-1123 SRQS 

CK1 

1179-1182 SCAS 1182-1185 SLSS 

CK1 

1184-1187 SSNS 1192-1195 SANT 

CK1 

1404-1407 SEIT 1486-1489 SAAS 

CK2 

105-108 TVRE 191-194 TLVE 

CK2 
300-303 SSFE 407-410 SILE 

CK2 462-465 TLCE 553-556 TAPE CK2 

704-707 SSRE 902-905 TVTE 

CK2 

1123-1126 SSVE 1144-1147 TSEE 

PLK 

179-182 DPTV 299-302 ESSF 

PLK 
365-368 ELSL 755-758 EHTL 

PLK 
804-807 ERSF 1006-1009 ERTV 

PLK 

1370-1373 DLSI 

Tabela 2. Locais putativos de serem fosforilados pelas cinases CDK (Çyclin-dependent kinase), 
CK1 {Casein Kinase I), CK2 {Casein Kinase II) e PLK {Polo-like kinase). 
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As Cinases da Caseína I e II (CK1 e CK2) são ubiquamente expressas e 

têm actividade de cinases de serina e treonina num elevado número de 

substractos. A CK1 parece ter funções na divisão celular, na reparação do DNA e 

no metabolismo do glicogénio. A CK2 é essencial para a manutenção da 

viabilidade celular e também parece estar implicada na progressão do ciclo 

celular, na transformação celular, na síntese do tRNA e do rRNA e na apoptose. 

A cinase Polo é um regulador mitótico envolvido em vários eventos, como a 

transição G2/M, a maturação do centrossoma, a formação do fuso bipolar, a 

separação dos cromossomas e a citocinese. 

b) GLICOSILAÇÃO 

Foram encontrados na Mast vários resíduos susceptíveis de sofrer O-

glicosilação através do programa YinOYang 1.2. No entanto, esta não parece 

conter nenhum peptídeo-sinal, pelo que não deverá estar exposta à maquinaria 

de O-glicosilação e, portanto, não poderá sofrer este tipo de modificação. 

As asparaginas putativas de sofrer N-glicosilação estão descritas na 

Tabela 3. É de salientar que a presença desta sequência-consenso não é 

suficiente para concluir que haja N-glicosilação, devido ao facto de o enrolamento 

da proteína ter um papel importante na regulação desta modificação pós-

traducional (Pless e Lennarz, 1977). Como uma glicosilação eficiente ocorre, 

normalmente, a uma distância de mais de 60 aminoácidos da extremidade C, 

podemos eliminar o último resíduo identificado, inserido na zona 1484-1487. 

Os proteoglicanos são complexos glicoconjugados, contendo uma proteína 

central à qual um número variável de cadeias de glucosaminoglicano está ligado 

covalentemente (Hassell et ai., 1986). Existe uma sequência-consenso para o 

local de ligação do glucosaminoglicano (Bourdon et ai., 1987), tendo sido 

detectadas duas cópias na Mast através do programa ProfileScan (Tabela 3). 
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Modificação Programa Zona de reconhecimento Sequência 

N-GLC PROSCAN 

452-455 NQSK 

N-GLC PROSCAN 

482-485 NATV 

N-GLC PROSCAN 
611-614 NNSN N-GLC PROSCAN 
815-818 NKSN 

N-GLC PROSCAN 

1194-1197 NTTQ 

N-GLC PROSCAN 

1484-1487 NQSK 

GlcNHglycan ProfileScan 
713-716 SGGG GlcNHglycan ProfileScan 

1476-1479 SGGG 

MOD_SUMO ELM 

17-20 PKAD 

MOD_SUMO ELM 

228-231 VKQE 

MOD_SUMO ELM 

265-268 IKRP 
MOD_SUMO ELM 279-282 PKPN MOD_SUMO ELM 

374-377 LKEE 

MOD_SUMO ELM 

1220-1223 AKSP 

MOD_SUMO ELM 

1280-1283 IKGG 

Tabela 3. Outros locais susceptíveis de serem modificados pós-traducionalmente. N-GLC: locais 

susceptíveis de sofrer N-glicosilação; GlcNHglycan: locais putativos de ligação do 

glucosaminoglicano; MOD_SUMO: motivos passíveis de serem modificados pela SUMO-1. 

c) OUTRAS MODIFICAÇÕES 

O programa ELM encontrou ainda vários motivos putativos de serem 

modificados pela proteína SUMO-1 (de small ubiquitin-related modifier) (Tabela 

3). Esta proteína funciona ligando-se covalentemente às outras de um modo 

reversível e controlado por um processo enzimático análogo à via da ubiquitina. 

No entanto, em contraste com a ubiquitinação, a SUMO não leva à formação de 

cadeias poli-SUMO e não endereça as proteínas para a sua degradação, 

parecendo, pelo contrário, que aumenta a sua estabilidade, nomeadamente por 

bloquear os locais de ligação à ubiquitina. Além disso, tem muito menos 

substratos que esta última, sendo a maioria reguladores celulares importantes 

(revisto em Millier et ai., 2001). A modificação pós-traducional pela SUMO pode 

alterar a interacção do substrato com outras proteínas ou com o DNA ou modular 

a sua compartimentação celular (Wilson e Rangasamy, 2001). Um exemplo desta 

última é a associação da RanGAPI ao cinetocoro, que está dependente da 
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conjugação com a SUMO-1 (Joseph et al., 2002). A SUMO tem um papel 

importante em vários processos vitais, como a oncogénese, o controlo do ciclo 

celular, a apoptose e a resposta à infecção vírica (Kim et ai., 2002; Johnson, 

2004). 

2.4.3. Localização subcelular 

O programa PSORT II não reconhece na Mast sequências de 

endereçamento para a mitocôndria, o peroxissoma, o retículo endoplasmático 

nem para o vacúolo. De acordo com o PSORT II e o SubLoc v1.0, esta proteína 

tem uma localização nuclear. No entanto, o programa PredictNLS não detecta na 

Mast nenhum sinal de localização nuclear. Também não foi encontrado nenhum 

peptídeo sinal pelo programa SignalP 3.0. 

2.4.4. Estrutura secundária 

A sequência aminoacídica da Mast foi analisada pelo programa PSIPRED 

V2.3, que lhe atribuiu a estrutura secundária representada na Figura 8, composta 

unicamente por hélices alfa e sequências co/7, sem nenhuma cadeia beta. Deste 

modo, o programa PHDsec classificou a Mast como uma proteína all-alpha, uma 

vez que possui mais de 45 % da sua sequência enrolada em hélice a e menos de 

5 % de cadeias (3. 

F r e d ; 

P r e d: 
AA; 

F e e d : 
P e e d ; 

AA: 

F r e d : 

F r e d : 
AA: 

F e e d : 

F e e d : 
AA: 

F r e d : 

F r e d : 
AA: 

CCCCCCCC HHHHH HHHHH HHHHH HHHHH HHHHH HHC C C C C C CC HHHHH HHHHH HHHHH C C C C H HHHHH HHHHH HHHHH HH 
MAYRKP SD LD GFIQQMPKADMRVKVQLAED LVTF LSDD TITS IV C TDMGF LID GLMFWL TCSHFKIAQK S LEAF SE LIKRL 

■ ■ I I I I I I 
10 20 30 4 0 50 6 0 7 0 8 0 

HHH HHHHH HHHHH HHHHHHC C C C HHHHH HHHHH HHHHH HHHCC C C HHH HHHHH HHHHH C C C HH HHHHH HHHHH HHHHH C C 
GSD F1TAÏT ATVLF HVIDRLGD SRD TVRE KAQLL LRDLME HRVLFPQALIDKLA TS CFK HKITAKVREEF LQTIVITALHE YG 

90 100 110 120 130 140 150 160 

C C C C C HHH HHHHH HHHHC C C C HH HHHHHHHHHH HHHHHC C HHH HHHHH HHC C C C HHHH HHHHH HHHHH HHHC C C C C HH HC 
TCjCj LS VRV YIPFV C ALLGDP TV1TVREAAIQTLVEIÏKHVGDRLRFD LRRMDDVPASKLAMLEQKFDQVKQE GL LLP SA LK 

170 180 190 200 210 220 230 240 

CCCCCCCCCCCHHHHCCCCCCHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHH 
ITÏÏT GITGVG LDEADITIGLRERP TRHIKRP LHS AV S S S LRPKFITV11D VTGD AGAV TME SF E S SFE WPQLITIF HAKDMDDI ¥ 

250 260 270 280 290 300 310 320 

HHH HHHHC C C C C H HHHHH HHHHH HHHHH HHHHH C HHHH HHHHHHHHHHHHHHH HHHHH HHHHH HHHHH HHHHHHHHHC CC 
KQV LVIIS DKtTAD WEKRVDALKKIRALLI LS ÏH TQFCjF VAVQLKE LS LSFVDILKEELRSQVIREACI riAÏMSKTLRITK 

■ i i i i i t i 

330 340 350 360 370 380 390 400 
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Peed: 
Peed: 

AA: 

Peed: 
Peed: 

AA: 

Peed; 
Feed: 

AA: 

BBB BBHHH HHHHH BBHC C CBHHB BHBBH BBHBB BBBHC C HHHBBHBBH BBHBB C C C BBBBHBH EiBfiBH BHHBB C C C CHHH 
LD AF CWSI LE HLI ITLIQtT SAKVI ASAS TIALKÏIIKYT* HAPKLLKIYTD TUTQ SKSKD 1RS TL CE LMV LLFEE WQTKA LE 

410 420 430 440 450 460 470 480 

HHHHHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC 
RITA WLRD TLKKSIGDAD CDARRHSRYA YKAFRRHFPE LADQIYGTLDIAAQRALEREREGGGGGGTGTGrGTAFETRRT 

I I I I I I I I 

490 500 510 520 530 540 550 560 

CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC 
VSR IGRTP GTLQKP TP SMRSIS A VD TAA AQRAK VRAQ Y TLYSRCjRKP L GPmTS ITCjASM TGAAA S GS LP RPRL1T SITS GG TP 

570 580 590 600 610 620 630 640 
Pred:  
Pred: CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC 

AA : ATTPGSVTPRPRGRAGVSQSQPGSRSTSPSTKLRDQYGGIGlTYYRGATGAIPKKASGIPRSrASSRErSPTRS GGGLMKR 
650 660 670 680 690 700 710 720 

Peed: 
Pred: CHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCHHHHHHHCCCHHHCCCCCCCCCCCCCCCCHHH 

AA : SMYSrGAGSRRTPERmTP VRPSAAARLLAQSRE AEHTLGVGDD GQPD YVSGDYMRSGGMRMGRKLMGRDESDDIDSEASS 
■ i i i i i i i 

730 740 750 760 770 780 790 800 
Pred: norara 
P r e d : HHHHHHCC CCCCC CCCCC CCCCC CCCCC CCCCC CCCHHHHHHHHHHHHCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHH 

AA: VCSERSPDSSYTRGITKSnYSLSGSHTRLDWSTXSRAPFDDIETIIQPCASrHWSERKDGLISLrQYLADGKELrQCiCiLKCV 

810 820 830 840 850 860 870 880 
P e e d : 

P r e d : HHH HHHHHC C C CH HHHHH HHHHH HHHHH HHHHH HHHHHHHHHH HHHHH HCC C C HHHHH HHHHH HHHHH HHHC C HHHHH HH 
AA: UJMFFJQŒMDTHTKVYSLFIJJTOraLILVHAlTELHEWLFILLTRLFITKLGTOLUTSMHSKIÏ^ 

■ i i i i i i i 

8 9 0 9 0 0 9 1 0 9 2 0 9 3 0 9 4 0 9 5 0 9 6 0 
P r e d : 

P r e d : HHHHHCCC CCCCC HHHHHHHHHHHHHHHHCCCC CCCCC CCCHHHHHHHHHHHHHHHCC CCCHHHHHHHHHHHHHHHHC CC 
AA: IiFRIISDSTQTTTTKrRIAIU^LITILAITTYCKSSDFPSDQSQACERrVLKLAQLAADQKSMELRSQARSCLVALYlTLITr 

I I I I I I I I 

9 7 0 9 8 0 9 9 0 1 0 0 0 1 0 1 0 1 0 2 0 1 0 3 0 1 0 4 0 
P r e d : 

P e e d : HHHHHHHHCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC 
AA: PQMTLLLADLPKVYQPSARSCIHSHMRRQSQSCITSGAlTSPSSSPLSSSSPKPLQSPSVGPFASLQSHHHQLSISSrSPRS 

■ ■ ■ i i i i i 
1 0 5 0 1 0 6 0 1 0 7 0 1 0 8 0 1 0 9 0 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 2 0 

P r e d 

P r e d : CCCCCCCCCCCCHHHHCCCCCCCCCHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC 
AA: P^SSVEQELIJSSELDIQHlTIC^rSEEIRHCFGGCjYQTALAPITGFNGHLQYHDQGQQDSCASLSSITSKTQSSAlTTTQSlTr 

■ ■ ■ I I I I I 
1 1 3 0 1 1 4 0 1 1 5 0 1 1 6 0 1 1 7 0 1 1 8 0 1 1 9 0 1 2 0 0 

P r e d :  

P r e d : CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHCCCHHHHHHHHHHHHHHH 
AA : PES ATHRLDITLERERTrCjITAKSP TODAKVITVSIITMAEITGELI LASITLMESEVVRVALTLTKDQPVELLQTSLTtTLGI CI 

1 2 1 0 1 2 2 0 1 2 3 0 1 2 4 0 1 2 5 0 1 2 6 0 1 2 7 0 1 2 8 0 
F r e d : 

F r e d : CCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCHHHHHHHHHHH 
AA: KGGITCE LP ITKHFR SIMRH LLITI LE AE HTD W I A GLHVL SKIMR SITKMR HITHHHF LELILLKIIQC YQH SKE ALRD ID S MI 

1 2 9 0 1 3 0 0 1 3 1 0 1 3 2 0 1 3 3 0 1 3 4 0 1 3 5 0 1 3 6 0 
F r e d : m 

P r e d : HHHCCCCCHHHHHHHHHHHHHCCHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCHHHHHHHHHHHHH 
AA : FRIAPSLP LDLSIITIVÍTP VIATGEFPnTLCAIKILLEVTEHHGSEITD AHLDIVFPITLARSADDTQSMVRKAAVFCIVKL 

1 3 7 0 1 3 8 0 1 3 9 0 1 4 0 0 1 4 1 0 1 4 2 0 1 4 3 0 1 4 4 0 
Pred : j g j Q j  

P r e d : HHHHCHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCC 
AA: YFVLGEEKVKPKLSVUTFSKVRLLtTVYIEKQRITCISGGGSSTKlTSSAASSS 

1 4 5 0 1 4 6 0 1 4 7 0 1 4 8 0 1 4 9 0 

Legenda: 

CM i f i - hélice a Pred: estrutura secundaria prevista 

.. AA: sequência aminoaci dica da H/fast AA: sequência aminoaci dica da H/fast 

Figura 8. Estrutura secundária da Mast prevista pelo programa PSIPRED V2.3. Na estrutura 

secundária prevista (Pred), H simboliza hélice a e C indica as regiões coil. 
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2.4.5. Estrutura terciária 

Não foi possível encontrar programas que realizassem previsões acerca da 

estrutura terciária da proteína Mast completa devido ao seu grande tamanho. No 

entanto, o programa InterProScan prevê para a Mast três ARM repeats, como 

referido anteriormente (secção 2.4.1. e Tabela 1), e sabe-se que cada um destes 

domínios forma uma super-hélice alfa right-handed (Graham et al., 2000; Pacold 

era/., 2000). 

É de referir ainda que, segundo os programas MEMSAT2, GLOBE, 

NCOILS e 2ZIP, a Mast não é uma proteína transmembranar nem globular e não 

tem domínios Coiled Coil nem Leucine Zipper, respectivamente. 

2.4.6. Homologias 

A pesquisa de homologias mostrou que Mast é uma proteína altamente 

conservada: Homo sapiens (2 proteínas, CLASP1 e CLASP2, Akhmanova et ai., 

2001), Pan troglodytes (2), Mus musculus (2, CLASP1 e CLASP2, Akhmanova et 

al., 2001), Rattus norvegicus (2), Gallus gallus (2), Caenorhabditis elegans (3), 

Caenorhabditis briggsae (3), Anopheles gambiae (1), Apis mellifera (1), Danio 

rerio (1), Neurospora crassa (1), Candida albicans (1), Debaryomyces hansenii 

(1), Aspergillus fumigatus (1), Magnaporthe grisea (1), Tetraodon nigroviridis (2), 

Ustilago maydis (1), Gibberella zeae (1), Arabidopsis thaliana (1), Oryza sativa (1), 

Saccharomyces cerevisiae (1 proteína, Stulp, Pasqualone e Huffaker, 1994), 

Schizosaccharomyces pombe (1 ), Cryptococcus neoformans (1 ) (Fig. 9). 

Portanto, a proteína Mast pertence a uma nova família proteica que está 

evolutivamente conservada. Na Figura 10 pode-se ver o alinhamento das três 

regiões mais conservadas de alguns membros representativos da família Mast. A 

última zona compreende o domínio Mast-C, indicado na figura a vermelho. É 

possível observar que as CLASP2 do galo e da abelha possuem pequenas 

inserções dentro deste domínio que não são conservadas, sendo as restantes 

áreas muito conservadas em todos os membros da família Mast apresentados. É 
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de notar que as sequências das proteínas ENSANGP00000009334 de Anopheles 

e CLASP1 do chimpanzé ainda estão incompletas. 

í 

C INlast Drosophila meíanaxuster I 
F.NS ANGPO00O00O9334 Anopheles gambiae sir. PEST 
CLASP1 Homo sapiens 
CLASP1 Pan troglodytes 
CLASP1 Mus nwscutus 
semelhante a CLASP 1 Rattus norvégiens 
semelhante a CI ASP 1 Galha galliii 
CLASP2 Homo sapiens 
semelhante a CI ,ASP2 Pan troglodytes 
CI.ASP2 Rattus norvégiens 
C1.ASP2 Mus musculus 
semelhante a CLASP2 Gallus gallns 
zgc: 77279 Danio rerio 
CAG10006.1 Tetraodon nigroviridis 
CAG00861.1 Tetraodon nigroviridis 
semelhante a CLASPlApis melífera 
CBG09173 Caenorhabdilis briggsae 
O07H6.3 Caenorhabditis elegans 
RI07.6 Caenorhabditis elegans 
CBG09877 Caenorhabditis briggsae 
ZC84.3 Caenorhabditis elegans 
CBG06947 Caenorhabditis briggsae 

r AAM13846.1 Arabidopsis thaliana 
OSJXBa0043L24.9 Oryza sativa 

r SPAC3G9.12 Schizosaccharomyces pombe 
!"*■ Stu lp Saccharomvces cerevtsiae 
| _ r CAG89883.1 Dtbaryomyces hansenli CBS767 

<- Ca019.4435 Condida albicans SC5314 
j - FG06191.1 Gibberella :eae PH-I 
n r EAA33043.1 Neurosporacrassa 

r j «• MG04185.4 Magnaporthe grisea '0-lí 
I 1 «— CAF31989.1 Aspergillus fumigatus 

| r UM04545.1 UstilagomaydisS21 
*- CNBC1130 Cryplococcus neoformans vor. neoformans B-35QIA 
r EXS.\XGP0000002\<m Anopheles gambiae str. PEST 

. P- semelhante a F.NSANGP0000002I996/Íp« meJlfera 
"— Msps Drosophila melanogaster 

— r XMAF215 Xenopus laevis 
V*- semelhante a CH-TOG Gallus gallus 
| p~ semelhante a CH-TOG Rattus non-egicus 
T r RIKEN cDNA 4930432B04Mus musculus 

■* CH-TOG ff orno sapiens 
MOR I Arabidopsis thaliana 
TMBP200 Nicotiana tabacum 
MAP putativa Oryza sativa 
DdCp224 Dictyostelhm discoideum 

í! 
r UM06328.1 Usttlago maydis 521 
*- alpl4Schtosaccliaramycespombe 
r p93disl Schizosaccharomyces pombe 
™ STU2 Saccharomyces cererisiae 
r CBG00620 Caenorhabditis brigg.sae 
■■ ZYG-9 Caenorhabditis elegans  

[CG 17514-PA.3 Drosophila melanoeaster] 
j — CAG 10712.1 Tetraodon nigroviridis 
"Ir— KIAA0423 //orno sapiens 

\r semelhante a K1AA0423 Acrfftu- norvegicus 
T* mKlAA0423 A/iw musculus 

O 
O 

IO 
CA) 

Figura 9. Cladograma das famílias Mast, dis1-TOG e KIAA0423 (423), obtido através do programa 

Phylip com base nos alinhamentos efectuados no ClustaIX. A Mast e a CG17514-PA.3, de 

Drosophila, encontram-se assinaladas, respectivamente, a vermelho e a azul. 

A famíla de proteínas Mast está evolutivamente bastante próxima da 

família dis1-TOG, da qual fazem parte, entre outras, as proteínas CH-TOG 

humana (Charrasse et ai., 1998), XMAP215 de Xenopus laevis (Vasquez et ai., 

1994), Msps de Drosophila melanogaster (Cullen et ai., 1999), DdCP224 de 
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Região conservada 1 
Mast Drosophîla FHA; 
9334 Anopheles 

CLASP2 Homem 
CLASP2 Chimpanzé 

CLASP2 Rato 
CLASP2 Ratinho 

CLASP2 Galo 
CLASP1 Homem 

CLASP1 Chimpanzé 
CLASP1 Ratinho 

CLASP1 Rato 
CLASP2 Abelha 

Stulp S cerevisiae SLN|LI 

DIYKQVLVIIS-
IKSINTLIO-

LNKIREILS-
'LNKIREILS-
'LNKIRBILS-
'LNKIREILS-
'LHKIREILS-
INKIRBILS-
INKIREILS-
INKIREILS-
INKIREILS-

JHKIISDHVO--
DLEHLLAPFQSVl 

gKWAgW|KRVgALKKIRALLI--LSYHTQP 
DNRVDWEKRVEALKKIRSLLH--INVQO-" 
DDKHDWDQRANALKKIRSLLV--AGAAQ 
DPKHDWDQRANALKKIRSLLVAGAAQ 
DDKHDWDQRAHALKKIRSLLV- -AGAAQYE 
PDKHPWPQRAH-
PDKHDWPQRTNALKKVRSLLV--AGAAQYf 
DDKHDWBQRVHALKKIRSLLL--AGAAB 
DDK HDWEQRVNALKKIRSLLL--AGAAH 
DDKHDWEQRVNALKKIRSLLL- - AGA 

ÏELSLSFVDILKEELRSQVIREACITIAYMSKTLRNKL-DAFCWSILEHLINL 
DLSIAFLDILK-ELRSQVIREACITLAYMSKVLRNRL-DQFTIYILQELINL 
LLDGALKLSAK-DLRSQWREACITVAHLSTVLaNKP-OHOAaAIVPTLrNL 
LI^OALKLSAK-PIJÏSQVVRKACITVAHLSTVLCÏNKF-PHQAEAIVPTLFNL 

F F Q - H L R L L P G A L K L S A K - P L R S Q V V R S A C I T V A H L S T V L G N K F - D H G A Ê A I V P T L F H L 
--A-HLRLlÍiaALKLSAK-DLRSQWRlACITVAHLSTVLGHKF-DHOAÍBAIVPTLFHL 
FFQ-HLRLl£jGAFKLSAK-DLRSQWR|ÍkciTVAHLSTVLGNKF-DHGABAIVPTLFNL 
FFQ-HLRLLbaAFKLSAK-bLRSQWRJÍACITLaHLSSVLGNKF-DHGASAIMPTIFNL 
FrQ-HLRLLDGAFKLSAK-BLRSQWREACITLGHLSSVLGNKF-DHGAEAIHPTrFHL 
FFQ-HLRLLDGAFKLSAK-DLRSQWRtACITLGHLSSVLGNKF-DHGABAIMPTIFNL 

KQRTESMKKLRAIII--AOOTNÏÎ 
KLRQSNIIELDNIISGNIPKDNP 

FÍFLA-NLKNVQRPFEVACT-DLRSQWRLACITLAYLSQQLKNFF-ASFGIAVLLTLMHL 
ÍPVTVIKEVQLIELISRAT|SLRTTLSLTALLFLKRLIHILNDQLPLSILDQIFVIFKHL 

415 
415 
375 
215 
191 
333 
112 
417 
417 
453 
412 
154 
423 

Mast Drosophila 
9334 Anopheles 

CLASP2 Homem 
CLASP2 Chimpanzé 

CLASP2 Rato 
CLASP2 Ratinho 

CLASP2 Galo 
CLASP1 Homem 

CLASP1 Chimpanzé 
CLASP1 Ratinho 

CLASP 1 Rato 
CLASP2 Abelha 

Stulp S. cerevisiae 

IQNSAKVI- ASASTIALKYIIKYTHAPKLLKIYTTJTLNQSKSKDIRSTLCjLH VLLFBIWQTKA 
IQHSAKVI-SSAGTIALKyVIRÏTHAPKIIPILTQNLMLSKSKDIRSTLCBML GLLFE1VPTKT 
V P N S A K V H - A T S Q C A A I R F I I R H T H V P R L I P L I T S N C T - S K S V P V R R R S F R F L DLLLQEWQTHS 
VPNSAKVM-ATSGCAAIRFIIRHTHVPRLIPLITSHCT-SKSVPVRRRSF|FL DLLLQEWQTHS 
VPHSAKVM-ATSGCAAIRFIIRHTHVPRLIPLITSHCT-SKSVPVRRRSFÎÈFL DLLLQEWQTHS 
VPHSAKVM-ATSGCSAIRFIIRHTHVPRLIPLITSHCT-SKSVPVRRRSFÉFL DLLLQEWQTHS 
VPNSAKVM-ATSGCAAIRFIIRHTHVPRLIPLITSHCT-SKSVAVRRRSF1FL -DLLLQEWQTHS 
IPNSAKIM-ATSOWAVRLIIRH.THIPRLIPVITSHCT-SKSVAVRRRCFÍrL DLLLQEWQTHS 
IPNSAKIM-ATSGWAVRLIIRHTHIPRLIPVITSHCT-SKSVAVRRRCFfPL DLLLQEWQTHS 
IPHSAKIH-ATSQWAVRLIIRHTHIPRLIPVITSNCT-SKSVAVRR - -

AHfHIPRLIPVITSNCT-SKSVAVRR 
IQNSAKVV-ATAGAVAVRFILQNTHCSRFVPIITSCLS-HRSKDIRRASCBYL NLILftlWPTQI 
LSSTKKISSQTAFHCLITLIIDiraraNKLFQI^FIiTHEKTVTPRFCSAILLRSFLIKFHgSraSLKHSHTTSPTS 

LERNATVLRDTLKKSIGPADCDARRHSRYAYW 510 
LBKHNSLLRKALRKGMVPADNDARRHSRCAFW 510 
LBRHAAVLVETIKKGIHDADABARVEARKTYM 46 9 
LBRHAAVLVETIKKGIHDADAEARVEARKTYM 30 9 
LERHAAVLVETIKKGIHDADAEARVEARKTYM 285 
LERHAAVLVKTIKKGIHDADAEARVEARKTYM 42 7 
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ÍSWNFTSAVVLÀRCLRVLQrTPDYTEQETERLrDCLPKKVFKHIMFIA! 

Figura 10. Alinhamento das três regiões mais conservadas de alguns membros representativos da 

família Mast. O domínio Mast-C está delimitado a vermelho. 
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Dictyostelium discoideum (Graf et al., 2000), MOR1 de Arabidopsis thaliana 

(Whittington et al., 2001), TMBP200 de Nicotiana tabacum (Yasuhara et al., 2002), 

Zyg-9, de Caenorhabditis elegans (Matthews et al., 1998), Stu2p de 

Saccharomyces cerevisiae (Wang e Huffaker, 1997) e p93dls1 e alp14 de 

Schizosaccharomyces pombe (Nabeshima et al., 1995; Garcia et al., 2001) (Fig. 

9). Segundo este cladograma, esta família parece possuir ainda um novo 

membro, até agora não caracterizado, de Drosophila melanogaster, além da já 

mencionada Msps: a proteína CG17514-PA.3, identificada através do BDGP 

(sinalizada a azul na Fig. 9). 

Existe também uma grande proximidade da família Mast com um grupo de 

proteínas ainda não estudado, denominado KIAA0423 em referência ao gene 

humano (indicado como 423 no cladograma da Fig. 9). 

São de destacar, ainda, as semelhanças encontradas entre algumas zonas 

da Mast e de outras proteínas. A região entre os aminoácidos 609 e 742 da Mast 

tem 26% de identidade e 43% de similaridade com o domínio básico da APC, 

responsável pela interacção desta proteína com os microtúbulos (Deka et ai., 

1998). Este domínio já tinha sido detectado através do programa NCBI CD 

(subcapítulo 2.4.1.). A parte da Mast compreendida entre os aminoácidos 535 e 

736 possui 25% de identidade e 39% de similaridade com a região rica em 

prolinas {Pro-rich) do domínio básico da MAP4 (Aizawa et ai., 1990), que inclui um 

dos domínios de ligação à tubulina análogos aos existentes nas proteínas Tau e 

MAP2 (Matus, 1994) e foi descrita como possuindo elevada afinidade para os 

microtúbulos (Aizawa eí ai., 1991). Esta zona, putativa de se ligar aos 

microtúbulos, está sinalizada na Figura 7 a azul e na Figura 27 a rosa. 
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3. Caracterização da Mast 

3.1. Produção de anticorpos anti-Mast 

No intuito de produzir um anticorpo policlonal anti-Mast, o cDNA mast 

correspondente à metade C-terminal da Mast foi subclonado no vector de 

expressão pET-23b (Novagen, USA) (ver "Material e Métodos"). A expressão da 

Mastred foi induzida na estirpe de E. coli BL21(DE3) e verificou-se ser optimizada 

por adição ao meio de cultura de 0.4 mM de IPTG durante 2 horas (Fig. 11). A 

Mastred possui um peso molecular aparente de cerca de 100 kDa e é expressa 

nos corpos de inclusão (Fig. 11), pelo que uma separação das fracções solúvel e 

insolúvel do lisado bacteriano permitiu a sua purificação parcial. 

IS II NI 30' 60' 90" 120" 150" 180* 210" 240' Figura 11. Expressão da 

Mastred em extractos de E. coli. 

À esquerda: marcadores de 

elevado peso molecular, em 

kDa. IS: fracção solúvel após 

indução; II: fracção insolúvel 

após indução; NI: fracção 

insolúvel de extracto não 

induzido; 30' - 240': fracções 

insolúveis de extractos 

bacterianos sujeitos a vários tempos de indução, em minutos. 

A Mastred foi submetida a SDS-PAGE e cortada a banda correspondente, a 

qual foi utilizada na imunização de um coelho (Eurogentec, Bélgica), para a 

produção de um anticorpo policlonal. Contudo, o anticorpo obtido (CH-R1), 

quando utilizado em Western blot, reconhecia a Mastreci, mas em extractos 

proteicos de Drosophila não assinalava a proteína Mast (Fig. 12a)). 

208 

116 

84 

47 

:~~a. T^**™^ ^P!H|P ^ P ^ ^ 

r~--' L_ 
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a) b) c) d) 

kDa Pi E C A P2 E C T O P2 C P2 E C T O 

Figura 12. Western blots de extractos proteicos em que foram utilizados os anticorpos: a) CH-R1 ; 
b) Rb727; c) Rb726 - pré-imune; d) Rb726. P1 - Mastreci; P2 - MastreC2; E - embriões; C - cérebros 
de larvas da 3a fase; A - adultos; T - testículos de adultos; O - ovários de adultos. 

Deste modo, optou-se por produzir outra proteína recombinante, MastreC2, 

desta vez correspondente à região mais imunogénica da Mast. Assim, subclonou-

se, no vector de expressão pQE-32 (QIAGEN, Germany), a região do cDNA mast 

compreendida entre os aminoácidos 442 e 868 (ver "Material e Métodos"). A 

proteína recombinante possui um segmento de 6 histidinas a N-terminal e a sua 

expressão, na estirpe de E. coli M15[pREP4], verificou-se ser optimizada por 

adição ao meio de cultura de 2 mM de IPTG durante 3 horas (Fig. 13). A MastreC2 

possui um peso molecular aparente de 54 kDa e também é expressa nos corpos 

de inclusão. Como a separação e a lavagem dos corpos de inclusão permitiram 

uma purificação bastante razoável da proteína e sem muitos desperdícios, optou-

se por este método de purificação, submetendo-se posteriormente a SDS-PAGE. 

A banda correspondente à MastreC2, após liofilização, foi enviada para a 

companhia SAPU (Scottish Antibody Production Unit, UK), para a imunização de 

dois coelhos, 726 e 727. Os anticorpos policlonais obtidos, denominados Rb726 e 

Rb727, foram testados inicialmente por Western blot, verificando-se que o Rb727 

detectava limitadamente a proteína recombinante e apenas marcava bandas 

inespecíficas em extractos de Drosophila (Fig. 12b)). 
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Figura 13. Expressão da MastreC2 ern 

extractos de E. coli. À esquerda: 

marcadores de baixo peso molecular, 

em kDa. II: fracção insolúvel após 

indução; IS: fracção solúvel após 

indução; NI: fracção insolúvel de 

extracto não induzido; 1h - 5h: 

fracções insolúveis de extractos 

bacterianos sujeitos a vários tempos 

de indução. 

O soro pré-imune do Rb726 não identifica a MastreC2 nem as proteínas de 

extractos de cérebros de larvas de Drosophila (Fig. 12c)). O Rb726 reconhece a 

Mast, apresentando, no entanto, muito background (Fig. 12d)), pelo que teve de 

ser purificado utilizando uma coluna de proteína A (ver "Material e Métodos"). O 

anticorpo purificado obtido reconhece a MastreC2 (Fig. 14) e, em diversos extractos 

de Drosophila, uma proteína que, nos mutantes mast, diminui de intensidade 

(verificar na Fig. 15), pelo que parece reconhecer especificamente a proteína 

Mast. 

3.2. Expressão da Mast ao longo do desenvolvimento 

Para caracterizar a expressão da Mast ao longo das várias fases do 

desenvolvimento, utilizou-se o Rb726 purificado, à frente designado como anti-

Mast, que reconhece uma proteína de cerca de 165 kDa, peso molecular 

semelhante ao anteriormente previsto para a Mast (165.5 kDa), em extractos 

proteicos de embriões de 2 a 24 horas, cérebros de larvas da terceira fase, 

testículos e ovários de adultos de Drosophila melanogaster (Fig. 14). Em 

extractos de embriões de 0 a 2 horas, o anticorpo anti-Mast reconhece um 

conjunto de bandas de peso molecular entre cerca de 165 e 170 kDa (Fig. 14), 

pelo que parecem ocorrer clivagens ou modificações pós-traducionais da Mast 

nesta fase. A proteína encontra-se, portanto, em todas as etapas do 
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desenvolvimento, apesar de ser menos evidente em embriões de 0 a 2 horas e 

em testículos de adultos (Fig. 14). 

Figura 14. Expressão da Mast ao longo do 

desenvolvimento em Drosophila 

melanogaster, através da utilização do 

anticorpo Rb726 purificado em diversos 

extractos proteicos. P - MastreC2; E0-2 -

embriões de 0 a 2 horas; E2_24- embriões de 

2 a 24 horas; C - cérebros de larvas da 3a 

fase; T - testículos de adultos; O - ovários 

de adultos. Em baixo - controlo utilizando 

um anticorpo anti-a-Tubulina para confirmar 

a utilização da mesma quantidade de 

proteínas totais em todas as amostras. 

3.3. Expressão da Mast nos diferentes alelos 

De modo a poder analisar quais as alterações na expressão da Mast nos 

diferentes alelos, prepararam-se extractos proteicos dos vários mutantes em 

homozigotia, submeteram-se a SDS-PAGE e, seguidamente, a Western blot, 

utilizando o anticorpo anti-Mast purificado e, como controlo da quantidade de 

proteínas em cada uma das colunas, um anticorpo anti-a-Tubulina. Os extractos 

foram preparados a partir de cérebros de larvas da terceira fase, no caso dos 

alelos masf1, masf2 e masf4, ou a partir de embriões de 0-24 h, quando se 

tratava do alelo masf5. Como referência, utilizaram-se sempre extractos da 

estirpe selvagem Oregon-R. Verificou-se que em todos os alelos estudados 

ocorria a expressão da Mast com o peso molecular correcto (Fig. 15), ou seja, 

esta proteína não estava truncada. No entanto, os níveis de expressão eram, em 

todos os casos, inferiores ao normal, tendo os alelos masf4 e o masf5 graus de 

expressão dificilmente detectáveis (Fig. 15). 

kDa 
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Figura 15. Expressão da Mast nas estirpes 

B selvagem (WT), masf1, masf2, masf4 e 

& Si 3s & masf . A: extractos de cérebros de larvas 
tO V) £0 . <0 
55 2 2 Ç 2 da terceira fase; B: extractos de embriões. 5 £ S % S 

Mast 
Em baixo - controlo utilizando um anticorpo 
anti-a-Tubulina para confirmar a utilização 

^^ mm *m mm> *«#p i» . a-TubuHna da mesma quantidade de proteínas totais 
em todas as amostras. 

3.4. Imunolocalização da Mast ao longo do ciclo celular 

3.4.1. Em células S2 

O anticorpo anti-Mast purificado também foi utilizado na imunolocalização 

da Mast em células de cultura de Drosophila S2. Estas células foram submetidas 

a cytospin, fixadas com formaldeído, permeabilizadas com 1% de Triton e, 

finalmente, preparadas pela técnica de imunofluorescência. Os resultados 

mostram que a Mast está presente nos centrossomas, co-localizando com a a-

Tubulina, ao longo de todo o ciclo celular, apesar da intensidade desta marcação 

diminuir a partir da anafase até à citocinese (Fig. 16). Além disso, em interfase 

mostra um padrão de localização pontuado que coincide com os microtúbulos 

interfásicos, marcados com o anticorpo anti-a-Tubulina (Fig. 16). Frequentemente, 

tanto durante a mitose como na interfase, aparecia uma marcação desconhecida 

(indicada com a seta branca na Fig. 16 - profase). A estrutura em questão 

poderia, no entanto, ser resultante do corpo médio após a citocinese. 

Em prometafase e metafase, a Mast encontra-se no fuso mitótico e na 

região centromérica (Fig. 16). A proteína mantém a sua localização no fuso 

mitótico em anafase A, mas em anafase B começa a ser recrutada para a zona 

média do fuso, situando-se no corpo médio em telofase (ver Fig. 16). No final da 

telofase encontra-se de ambos os lados do corpo médio, assim como em 

citocinese (Fig. 16). 
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Figura 16. Imunolocalização da Mast em células de cultura de Drosophila S2 ao longo do ciclo 

celular. O DNA foi corado com iodeto de propídeo. Nas sobreposições, o DNA está representado a 

azul, a Mast a vermelho e a a-Tubulina a verde. A barra corresponde a 10 um. 
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3.4.2. Em neuroblastos 

Efectuou-se a técnica de imunofluorescência em cérebros de larvas do 

terceiro estádio de Drosophila, utilizando o anticorpo anti-Mast purificado, 

possibilitando a caracterização da localização intracelular da Mast neste tecido. 

a) FIXAÇÃO COM FORMALDEÍDO 

Quando se fixavam os squashes de cérebros com formaldeído, só 

utilizando uma concentração de 2% de Triton X-100 se conseguia visualizar a 

marcação e, mesmo assim, só na periferia das preparações, devido, talvez, a uma 

deficiente acessibilidade do anticorpo ao antigénio quando se utilizavam 

concentrações mais baixas do detergente e no centro da lâmina. Nestas 

condições, o anticorpo anti-Mast liga-se ao fuso mitótico em prometafase e 

metafase (Fig. 17). No entanto, esta marcação é fraca e só raramente se 

consegue visualizar. A Mast encontra-se nos centrómeros em prometafase e 

metafase (Fig. 17A e B); acumula-se próximo da cinase Polo, mas não co-localiza 

inteiramente com ela (Fig. 17B). Em profase, não é visível qualquer marcação 

centromérica (na Fig. 17C não há co-localização com os fosfoepítopos 

cinetocorianos 3F3/2). A localização da Mast nos centrossomas nem sempre é 

observável. Por exemplo, é evidente a associação centrossomal na profase da 

Figura 17C, mas esta não existe, ou é extremamente fraca, na prometafase da 

Figura 17B (setas amarelas na Fig. 17B - pode-se confirmar a inexistência de co-

localização com a Polo nos centrossomas). Em anafase, a Mast situa-se na zona 

média do fuso (Fig. 17B) e, em telofase e citocinese, no corpo médio do fuso (Fig. 

17A). 

b) FIXAÇÃO COM METANOL 

Quando se utilizou a fixação com metanol, uma vez que este álcool 

permeabiliza bastante as membranas, não foi necessário usar uma concentração 

tão elevada de detergente. No entanto, com este tipo de fixação o DNA fica com 
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Figura 17. Imunofluorescências em squashes de cérebros de Drosophila fixados com formaldeído. 

O DNA foi corado com DAPI. Nas sobreposições o DNA está representado a azul, a Mast a 

vermelho e a a-Tubulina (A), a Polo (B) ou os fosfoepítopos reconhecidos pelo anticorpo 3F3/2 (C) 

a verde. 
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DNA Mast a-Tubulina Sobreposição 
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Figura 18. Imunofluorescências em squashes de cérebros de larvas de Drosophila fixados com 

metanol. O DNA foi corado com DAPI. Nas sobreposições, o DNA está representado a azul, a 
Mast a vermelho e a a-Tubulina a verde. 

- 7 8 -



II. Resultados 

uma má morfologia e a associação do anti-Mast aos microtúbulos do fuso é ainda 

mais difícil de visualizar do que quando se utiliza o formaldeído como fixador. Na 

Figura 18 é possível observar as marcações da Mast e da a-Tubulina nos 

neuroblastos fixados com metanol. A Mast localiza-se nos centrossomas e 

ásteres em profase, nos centrómeros em profase, prometafase e metafase, na 

zona média do fuso em anafase, no corpo médio em telofase e nos microtúbulos 

interfásicos (Fig. 18). 

Na Figura 19 pode-se ver a acumulação conjunta das proteínas Mast e 

Polo na região centromérica de neuroblastos fixados com metanol em profase, 

prometafase e metafase. Mais uma vez se pode verificar que não existe uma co-

localização exacta entre estas duas proteínas (Fig. 19). Em geral, observa-se uma 

localização similar da Mast nos neuroblastos e nas células S2. 

DNA Mast Polo Sobreposição 

Figura 19 - Imunofluorescências em squashes de cérebros de Drosophila fixados com metanol. O 

DNA foi corado com DAPI. Nas sobreposições, o DNA está representado a azul, a Mast a 

vermelho e a Polo a verde. 
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3.4.3. Após tratamento com colchicina 

De modo a determinar se a localização da Mast nos centrossomas e 

centrómeros era dependente da existência de microtúbulos, a localização da 

proteína foi determinada após incubações com colchicina, um despolimerizador 

dos microtúbulos, durante diversos períodos de tempo. 

a) EM CÉLULAS S2 

Após o tratamento das células S2 em cultura com colchicina, procedeu-se 

à imunofluorescência como anteriormente, tendo sido utilizados, 

simultaneamente, os anticorpos anti-Mast purificado e anti-a-Tubulina (Fig. 20A-F) 

ou anti-y-Tubulina (Fig. 20G e H). Após 2 horas de incubação com colchicina, 

ainda restavam alguns microtúbulos, nomeadamente interfásicos, por serem mais 

estáveis (Fig. 20B). Decorridas 8 (Fig. 20C e D) ou 16 horas (Fig. 20E-H) de 

tratamento, aparentemente todos os microtúbulos foram despolimerizados, uma 

vez que não é visível a sua marcação pelo anticorpo anti-a-Tubulina (Fig. 20E e 

F). No entanto, a Mast mantém-se associada aos centrossomas e às constrições 

primárias dos cromossomas (Fig. 20C-F). De facto, a Mast co-localiza com a y-

Tubulina nos centrossomas (Fig. 20G e H). Parece, portanto, que os microtúbulos 

não são necessários para manter a Mast neste organelo. 

b) EM CROMOSSOMAS ISOLADOS 

Na ausência de microtúbulos, a Mast encontra-se nas constrições 

primárias dos cromossomas. De modo a determinar se esta localização 

correspondia aos centrómeros, realizou-se uma imunofluorescência em 

cromossomas isolados a partir de células S2 previamente incubadas com 

colchicina, usando, conjuntamente com o anticorpo anti-Mast, um monoclonal 

anti-Polo (Fig. 20I). A Polo é uma cinase mitótica que se acumula no centrómero 

(Logarinho e Sunkel, 1998). Os resultados mostraram uma localização muito 

próxima, embora não sobreponível (Fig. 20I), indicando que a Mast se situa no 

centrómero independentemente da presença de microtúbulos. 

- 8 0 -



II. Resultados 

A B 

ta* 
-A 

•mm | 
• 

C 
t 

# 

D E 

DNA Mast y-tub Sobreposição 

H 

DNA Mast Polo Sobreposição 

* • • 

% 
ĝ H 

• • 

Figura 20. Imunolocalização da Mast após a despolimerização dos microtúbulos por tratamento 

das células S2 com colchicina. A, B, C e D - células S2 incubadas em colchicina durante 0, 2, 8 e 

8 horas, respectivamente; E-H - células S2 tratadas com colchicina durante 16 horas; I -

cromossomas isolados. As setas sinalizam os centrossomas. O DNA foi corado com iodeto de 

propídeo. Nas sobreposições, o DNA está representado a azul, a Mast a vermelho e a a-Tubulina 

(A-F), a y-Tubulina (G e H) ou a Polo (I) a verde. As barras correspondem a 5 um. 
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3.5. A Mast é uma MAP 

Uma vez que a localização da Mast mostra uma associação aos 

microtubules, foi realizado um ensaio de ligação aos microtúbulos in vitro, para 

confirmar se se tratava, realmente, de uma Proteína Associada aos Microtúbulos 

(MAP). Assim, purificaram-se microtúbulos a partir de extractos de embriões de 0 

a 3 horas de Drosophila e, posteriormente, procedeu-se à dissociação das MAPs 

por aumento da concentração salina, separando-as seguidamente da fracção 

microtubular por centrifugação (Fig. 21A e "Material e Métodos"). Foram 

preparados extractos proteicos das várias fracções obtidas ao longo da 

purificação, que foram submetidos a um Western blot e incubados, quer com o 

anticorpo anti-Mast imunopurificado, quer com um anticorpo monoclonal anti-a-

Tubulina, que permite monitorizar o procedimento (Fig. 21B). Os resultados 

mostraram que a Mast se mantém ligada aos microtúbulos polimerizados, 

libertando-se parcialmente só quando se aumenta a concentração salina (Fig. 

21B). Estes resultados estão de acordo com os obtidos através da localização 

intracelular da Mast, indicando que a Mast é uma MAP. 
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Figura 21. Ensaio de ligação aos microtúbulos in vitro. A: esquema do procedimento. B: SDS-

PAGE de 30 ug de cada um dos extractos obtidos, corado com coomassie blue ou submetido a 

Western blot e incubado com anticorpos anti-Mast ou anti-a-Tubulina; cada uma das colunas está 

identificada com um número correspondente ao do esquema A. 
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4. Mobilização do elemento P 

De maneira a demonstrar definitivamente que o fenótipo mitótico existente 

na estirpe de Drosophila melanogaster homozigótica para o alelo masf1 era 

devido à inserção do P{1ArB}, procedeu-se à re-mobilização deste elemento P. 

Era de esperar, também, que a excisão imperfeita do elemento levasse à 

produção de novos alelos, quer mais, quer menos severos que o masf1. Para 

isso, cruzaram-se fêmeas virgens da estirpe mutante masf1 com machos de uma 

estirpe contendo um elemento P defeituoso, o PfA2-3], que expressa a enzima 

transposase embora não funcione como transposão. Esta enzima possibilita a 

mobilização do elemento P nas células germinais masculinas ou femininas 

(Greenspan, 1997). 

Numa primeira fase, separaram-se 39 alelos aparentemente normais, cujos 

indivíduos possuíam um índice de sobrevivência semelhante ao da estirpe 

selvagem, e 51 novas mutações, que provocavam morte prematura ou 

infertilidade. A análise citológica e molecular dos primeiros mostrou que possuíam 

fenótipo e parâmetros mitóticos normais e uma excisão perfeita ou quase perfeita 

do elemento P. Esta reversão do fenótipo mutante por mobilização do elemento P 

mostra, em definitivo, que este era devido à inserção do P{1ArB} no gene mast. 

Os segundos apresentavam fenótipos com diversos graus de severidade, 

consoante a região excluída ou deixada pelo elemento P mobilizado. Entre estes 

encontravam-se indivíduos que morriam nos estádios larvar ou pupal e indivíduos 

que sobreviviam até ao estado adulto. Obteve-se, portanto, uma colecção de 

alelos mast, incluindo o masf4 e o masf5, referidos nas secções seguintes. 

4.1. O alelo masf4 

4.1.1. Caracterização 

Os indivíduos masf4 homozigóticos morrem no final da fase larvar ou no 

início da pupal. A análise por Southern blot do DNA genómico dos heterozigóticos 
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adultos, digerido com várias enzimas de restrição e utilizando sondas para o 

elemento P e para as regiões a 5' e a 3' deste, mostrou que esta estirpe perdeu 

parte do P{1ArB}, incluindo o gene /y+, mantendo inalterado o gene mast a 5' da 

inserção. A 3' foi suprimida uma zona de cerca de 1 kb, correspondente a uma 

parte da região 5' não codificante do transcrito mast estudado, LD11488 (Fig. 5). 

O estudo por Western blot mostrou que, nos cérebros das larvas 

homozigóticas masf4 da terceira fase, é expressa a proteína Mast numa 

quantidade muito inferior aos níveis normais de expressão (Fig. 15A). 

4.1.2. Fenótipo 

O alelo masf4 é o que manifesta um fenótipo mitótico mais severo. 

Preparações de cérebros de larvas homozigóticas da terceira fase mostram uma 

grande percentagem de células com cromossomas muito condensados e 

elevados níveis de poliploidia (Fig. 22). Este alelo apresenta um índice mitótico 

muito elevado, devido a uma paragem acentuada em prometafase/metafase 

(Lemos et ai., 2000). 

Figura 22. Análise do 

fenótipo mitótico nos 

neuroblastos de larvas 

masf homozigóticas. 

O DNA foi corado com 

iodeto de propídeo. 
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4.2. O alelo masf5 

4.2.1. Caracterização 

Outro dos alelos obtidos com a mobilização do elemento P foi o masf5. 

Neste, os indivíduos homozigóticos sobrevivem até à fase adulta, mas as fêmeas 

são estéreis, uma vez que os seus ovos morrem ainda durante o estádio 

embrionário. É, portanto, dos mutantes mast estudados, o que revela um fenótipo 

menos grave. A análise por Southern blot do DNA genómico dos homozigóticos 

adultos, utilizando as mesmas condições referidas anteriormente (4.1.1.), mostrou 

que esta estirpe perdeu parte do P{1ArB}, incluindo o gene ry+, mantendo 

inalterado o gene mast a 3' da inserção. A 5' foi eliminada uma zona de cerca de 

1 kb, não atingindo o gene da Asparagina Sintetase (Fig. 5). 

Caracterizou-se a expressão da Mast nos embriões postos por fêmeas 

masf5 através da análise por Western blot, verificando-se ser quase nula (Fig. 

15B). 

4.2.2. Fenótipo 

Os embriões masf5 possuem, além de fusos bipolares normais, fusos 

monopolares organizados a partir de um ou dois centrossomas, fusos bipolares 

pequenos com os pólos próximos dos centrossomas e, nos mais tardios, células 

altamente poliplóides (Maiato et ai., 2002). 

4.2.2.1. Visualização in vivo da GFP-Polo em embriões masf5 

No intuito de perceber qual o modo de formação dos fusos monopolares no 

mutante masf5, procedeu-se ao seu cruzamento com a estirpe gfp-polo, 

possibilitando o estudo dos embriões masf5 in vivo. 

A proteína fluorescente verde (GFP, de green fluorescent protein), 

inicialmente descoberta na alforreca Aequorea victoria (Shimomura et ai., 1962), é 

uma das mais estudadas e utilizadas em bioquímica e biologia celular, devido às 
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suas propriedades quimioluminescentes e à sua grande resistência e inocuidade. 

Quando em fusão, numa das extremidades, com outra proteína, permite a análise 

da sua localização, pois a proteína quimérica também é fluorescente. A 

quimioluminescência da GFP possibilita a visualização directa por microscopia de 

fluorescência, sendo ideal para observar e seguir, ao longo do tempo, as 

proteínas de fusão in vivo, pois não compromete a viabilidade celular. Com o seu 

auxílio, podem-se estudar também células ou tecidos fixados, uma vez que a sua 

fluorescência se mantém nestas condições, diminuindo apenas um pouco de 

intensidade. Actualmente existem muitas variantes da GFP, entre as quais a 

EGFP (de enhanced green fluorescent protein), utilizada em experiências 

descritas nos subcapítulos seguintes, que tem um comprimento de onda de 

emissão desviado para a zona do vermelho, tornando mais brilhante a sua 

fluorescência. 

A estirpe transgénica gfp-polo é estável e expressa uma proteína quimérica 

completamente funcional, permitindo a sua visualização em embriões in vivo nos 

mesmos locais que a cinase Polo: centrossomas, cinetocoro e corpo médio do 

fuso, funcionando como um marcador fluorescente (Moutinho-Santos et ai., 1999). 

A linha transformante utilizada possui a inserção no cromossoma 2. 

Observaram-se ao microscópio confocal, ao longo do tempo, os embriões 

postos pelas fêmeas gfp-polo; masf5 homozigóticas e, como controlo, embriões 

resultantes de fêmeas gfp-polo;+, tendo-se feitos filmes que permitiram a 

observação e comparação da progressão mitótica em ambos os tipos. Imagens 

representativas dos filmes encontram-se na Figura 23. 

A GFP-Polo localiza-se nos cinetocoros aquando da desintegração do 

invólucro nuclear, o que possibilitou seguir o movimento dos cromossomas a 

partir da prometafase (Fig. 23, 250 s). Nos embriões de controlo, os cromossomas 

associam-se rapidamente aos microtúbulos do fuso e constituem a placa 

metafásica (Fig. 23, 330-570 s). Nos embriões mutantes, no início da mitose 

ocorre a separação normal dos centrossomas e, após a desagregação do 

invólucro nuclear, a formação do fuso bipolar (Fig. 23, 0-330 s). No entanto, os 
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cromossomas não conseguem alcançar um alinhamento metafásico, 

movimentando-se para trás e para a frente ao longo dos microtúbulos do fuso 

(Fig. 23, 330-570 s). Estes resultados evidenciam que, na ausência da Mast, há 

problemas na congregação dos cromossomas, que não conseguem formar uma 

placa metafásica. 

controlo masf5 controlo masf5 

B H H 1 23 

1 331 331 m ■ 23 

■ 3 1 9 1 0 ^^Ffiim 

■ 131 13 1 m ■ 23 

■ HI 231 3 1 Si H 
Figura 23. Imagens representativas da análise in vivo de embriões gfp-polo (controlo) e gfp-

polo;masf
5 (masf

5
) durante o ciclo 12. O tempo decorrido, assinalado na margem inferior direita 

de cada imagem, está em segundos. 

Além disso, também ocorrem defeitos na elongação do fuso. Ainda durante 

a prometafase, os fusos dos embriões masf
5 não alongam tanto como os dos 

controlos (Fig. 23, 330-570 s). Em metafase, estes fusos começam a encurtar e 
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acabam por colapsar na região equatorial, formando fusos monopolares (Fig. 23, 

690-1100 s). 

5. Transfecção de células 

A transfecção de células de Drosophila e humanas foi realizada com a 

finalidade de confirmar a imunolocalização da Mast e de averiguar se a proteína 

de Drosophila era capaz de se ligar aos microtubules e outras estruturas nas 

células humanas, ou seja, se teria uma localização conservada. 

5.1. Construção dos vectores EGFP-Mast 

Procedeu-se à clonagem da região codificante completa do cDNA mast nos 

vectores de transfecção pMT/EGFP-C1 (para células S2, de Drosophila) e 

pEGFP-C1 (para células HeLa, humanas) ("Material e Métodos"). Estes vectores 

permitem a clonagem, a jusante do cDNA egfp e no mesmo quadro de leitura, de 

outros cDNAs, possibilitando a visualização da proteína de fusão expressa. O 

vector pEGFP-C1 tem uma expressão constitutiva, porém, o pMT/EGFP-C1 

necessita de indução por sulfato de cobre II. 

5.2. Transfecção em S2 e em HeLa 

As células S2 e HeLa foram transfectadas com os construtos 

correspondentes. Nas células de Drosophila, a expressão foi induzida 24 horas 

após a transfecção e, algum tempo depois, foram submetidas a cytospin. Ambos 

os tipos celulares foram fixados com formaldeído. 

Como controlo, foram transfectados os vectores iniciais, que contêm e 

expressam só a EGFP. Nos dois casos, a proteína EGFP expressa mostrou uma 

distribuição homogénea ao longo do ciclo celular (Fig. 24). 
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Figura 24. Distribuição da proteína EGFP em células S2 e HeLa. O DNA está representado a 

vermelho e a EGFP a verde. A e I - interfase; B e J - profase; C e K - prometafase; D e L -

metafase; E - anafase A; F - anafase B; G - telofase; H - citocinese. 

A localização da proteína quimérica EGFP-Mast nas células S2 ou HeLa 

transfectadas (Fig. 25) mostrou-se, em geral, coincidente com a obtida por 

imunofluorescência em células S2 (Fig. 16) e em neuroblastos (Fig. 17, 18 e 19). 

No entanto, nas células interfásicas transfectadas, além da localização 

centrossomal, visualiza-se uma grande acumulação da proteína nos microtubules 

do citosqueleto, em ambos os tipos celulares (Fig. 25). Estes microtúbulos 

apresentam-se em feixes, parecendo estar mais estabilizados que habitualmente. 

É de realçar que o índice mitótico diminui muito nas células transfectadas com 

este construto, encontrando-se na sua grande maioria em interfase. A rede 

microtubular interfásica onde se encontra a EGFP-Mast começa a despolimerizar, 

apesar de lentamente, quando se incubam as células transfectadas com 

colchicina (Fig. 26A-C). 
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Metafase 

Telofase inicial Telofase tardia 

Figura 25. Visualização da proteína quimérica EGFP-Mast em células S2 e HeLa transfectadas. O 
DNA foi corado com iodeto de propídeo e está representado a vermelho e a proteína de fusão a 
verde. 
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Quer nas células humanas, quer nas de Drosophila, a EGFP-Mast localiza-

se, em profase, preferencialmente ao nível dos centrossomas, enquanto que em 

prometafase e metafase também se associa aos microtúbulos do fuso e à região 

centromérica (Fig. 25). Em anafase e telofase, nas células S2, além dos 

centrossomas, começa a visualizar-se a ligação da EGFP-Mast à zona média e 

ao corpo médio do fuso, respectivamente (Fig. 25). Nas células HeLa acontece o 

mesmo, apesar de não ser tão evidente em anafase (Fig. 25). 

Em conclusão, os resultados da transfecção das células de cultura de 

Drosophila vieram confirmar a localização intracelular da Mast obtida por 

imunofluorescência. Adicionalmente, a transfecção das células HeLa permitiu 

mostrar que a Mast tem um padrão de localização muito semelhante nas células 

humanas. 

Figura 26. Efeito do tratamento com colchicina na proteína de fusão EGFP-Mast expressa em 

células S2. O DNA foi corado com iodeto de propídeo e está representado a vermelho e a proteína 

de fusão a verde. A-D - células fixadas com formaldeído; E-F - células fixadas com metanol. 
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Também se sujeitaram células S2 transfectadas ao tratamento com 

colchicina, de modo a poder observar o efeito deste despolimerizador de 

microtúbulos na localização da proteína quimérica EGFP-Mast e comparar com os 

resultados obtidos anteriormente. Após a incubação, os microtúbulos começaram 

a despolimerizar, observando-se a localização da EGFP-Mast nos microtúbulos 

restantes (Fig. 26A-C e E). Na ausência de microtúbulos, a EGFP-Mast parece 

manter a sua localização nos centrossomas (Fig. 26D) e na região centromérica 

(Fig. 26F). Estes resultados são análogos aos previamente obtidos (subcapítulo 

3.4.3. e Fig. 20). 

5.3. Outros construtos 

Para poder analisar quais os domínios da Mast responsáveis pela sua 

localização nos diferentes compartimentos celulares, fizeram-se vários construtos 

truncados no vector pMT/EGFP-C1. Na Figura 27 estão representadas as zonas 

da Mast expressas por cada um dos construtos. 

M46-872 

HEAT repeat 
Ligação aos MTs 

Figura 27. Representação da proteína Mast e das regiões expressas por cada um dos construtos 

efectuados no vector pMT/EGFP-C1. CDK: locais susceptíveis de serem fosforilados pelas CDKs; 

HEAT repeat: motivos putativos do tipo HEAT repeat; Ligação aos MTs: zona semelhante ao 

domínio Pro-rich da MAP4, que interactua com os microtúbulos. 
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Cada um dos construtos foi utilizado na transfecção de células S2 de 

Drosophila, que, após a indução, foram sujeitas a cytospin e, conforme indicado, 

fixadas com formaldeído ou metanol e analisadas por imunofluorescência. Devido 

a diversos problemas, nomeadamente a índices muito baixos de transfecção, 

obtiveram-se apenas resultados preliminares no estudo da sua localização, que 

estão apresentados nos subcapítulos seguintes. 

5.3.1. EGFP-MastA32o-i354 

Na proteína de fusão EGFP-MastA32o--i354 são expressas ambas as 

extremidades da Mast, incluindo os motivos HEAT. Esta proteína quimérica 

parece acumular-se apenas nos centrossomas (Fig. 28A), tendo, de resto, uma 

distribuição homogénea (Fig. 28B), semelhante à da EGFP sozinha. 

IVI<IStj320-1354 

i V ■: 

Figura 28. Representação da EGFP-MastA32o-i354 e sua localização em células S2. O DNA, corado 

com DAPI, está representado a azul e a proteína quimérica a vermelho. 

5.3.2. EGFP-MastM45 

Na EGFP-Masti-445 é expresso 1/3 da parte N-terminal da Mast. Esta 

proteína de fusão parece associar-se apenas aos centrossomas (Fig. 29A e B). 

Não se localiza nos microtúbulos nem no corpo médio do fuso (Fig. 29B). Forma 

frequentemente agregados que se distribuem pelo citoplasma das células 

transfectadas (Fig. 29C). 
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Mast 1-445 

Figura 29. Esquema representativo da EGFP-MasWs e sua observação em células S2 

transfectadas. O DNA, corado com DAPI, está representado a azul e a proteína de fusão 

a vermelho. 

5.3.3. EGFP-Masti.922 

Na EGFP-Masti-922 são expressos 2/3 da parte N-terminal da Mast. Esta 

proteína quimérica parece localizar-se nos centrossomas (Fig. 30E), nos 

microtúbulos do fuso e interfásicos (Fig. 30A, B e C) e no corpo médio do fuso 

(Fig. 30A). As células transfectadas formam frequentemente arranjos 

monopolares, com os cromossomas situados perto da extremidade dos 

microtúbulos (Fig. 30C) ou mergulhados no meio destes, perto da região 

centrossomal (Fig. 30D). 

5.3.4. EGFP-Mast446-i49i 

Na EGFP-Mast446-H9i são expressos 2/3 da parte C-terminal da Mast. Esta 

proteína de fusão associa-se aos centrómeros, próximo da cinase Polo (Fig. 31E). 

Localiza-se também na zona dos microtúbulos, mas com um tipo de acumulação 

pontuado diferente do habitual (Fig. 31A e B). As células transfectadas 

apresentam, igualmente, marcação do corpo médio do fuso, que é, no entanto, 

muito fraca (Fig. 31B). Frequentemente aparecem células em que a EGFP-

Mast446-i49i forma agregados situados numa zona específica do citoplasma (Fig. 

31CeD). 
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Figura 30. Representação da EGFP-Mast1_922 e sua visualização em células S2 transfectadas. O 
DNA foi corado com DAPI. A1F B1F C1F D., e E-,: DNA; A2, B2F C2F D2 e E2: EGFP-Mast^g^; A3, B3, C3 e 
D3: a-Tubulina; C5 e D5: BubR1. Nas sobreposições (A4, B4, C4, C6, D4, D6 e E3)F o DNA está 
representado a azul, a proteína quimérica a vermelho e a a-Tubulina (A4, B4, C4 e D4) ou a BubR1 
(C6 e D6) a verde. 
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m 
Mast, '446-1491 i t 

i^^^^^^^H L^^Hfe^^^H IS^^^^^^^Di. 

Figura 31. Representação da EGFP-Mast446.14g1 e sua localização em células S2. A-D: 

preparações fixadas com formaldeído; E: célula fixada com metanol. O DNA foi corado com DAPI. 

A-D e E4: o DNA está representado a azul e a proteína de fusão a vermelho; E^ DNA; E2: EGFP-

Mast446-i49i; E3: Polo; E4: a Polo está sinalizada a verde. 

5.3.5. EGFP-Mast93o-i49i 

Na EGFP-Mast93o-i49i é expresso 1/3 da parte C-terminal da Mast. Esta 

proteína quimérica parece localizar-se apenas nos centrómeros (Fig. 32A). 

Mast, 30-1491 

i ^ ■ > ■ ■ K 

Figura 32. Esquema representativo da EGFP-Mastg30-i49i e sua observação em células S2 

transfectadas fixadas com metanol. O DNA foi corado com DAPI. A^ DNA; A2: EGFP-Mastg30-i49i; 

A3: sobreposição, na qual o DNA está representado a azul e a proteína quimérica a vermelho. 
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5.3.6. EGFP-MastA652-733 

Na EGFP-MastA652-733, a proteína Mast encontra-se truncada em parte da 

região anteriormente prevista como putativa de ligação aos microtubules. Esta 

proteína de fusão parece ligar-se aos centrómeros (Fig. 33A), aos microtúbulos 

(Fig. 33A, B, C e D), ao corpo médio do fuso (Fig. 33B) e aos centrossomas (Fig. 

33E). Também forma agregados citoplasmáticos (Fig. 33F), tal como algumas das 

outras proteínas quiméricas estudadas. 

MasWro MasWro 

Figura 33. Representação da EGFP-MastA652-733 e sua visualização em células S2. As setas 

amarelas estão a indicar os centrossomas. O DNA, corado com DAPI, está representado a azul e 

a proteína de fusão a vermelho. 

5.3.7. EGFP-Mast446-872 

Na EGFP-Mast446-872 é expressa a zona previamente detectada como 

potencial local de ligação aos microtúbulos. A parte do cDNA mast subclonada 

neste construto é idêntica à utilizada na produção da proteína recombinante 

MastreC2 (subcapítulo 3.1). A proteína de fusão EGFP-Mast446-872, bem como a 

Mastrec2, é insolúvel, tendo sido possível observar unicamente a sua localização 

em agregados citoplasmáticos (Fig. 34A-C). 
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Mast 446-872 

I H ■ » 

Figura 34. Esquema representativo da EGFP-Mast446.872 e sua localização em células S2. O DNA, 

corado com DAPI, está representado a azul e a proteína quimérica a vermelho. 

5.3.8. EGFP-Mast234-866 

Na EGFP-Mast234-866 é expressa a região inicialmente prevista como 

susceptível de se ligar aos microtúbulos e uma parte a montante, não incluindo o 

primeiro motivo HEAT. Esta proteína de fusão associa-se aos microtúbulos (Fig. 

35A, B e C) e ao corpo médio do fuso (Fig. 35B). Tal como a EGFP-Mast9.922, que 

expressa 2/3 da parte N-terminal da Mast (secção 5.3.3.), a EGFP-Mast234-866 

provoca a formação de fusos desorganizados e de arranjos monopolares nas 

células transfectadas (Fig. 35A e D, respectivamente). 

5.4. Delimitação dos domínios de localização da Mast 

Na Tabela 4 encontra-se um resumo dos resultados obtidos na localização 

das diferentes proteínas quiméricas ao nível dos microtúbulos, corpo médio do 

fuso, centrossomas e centrómeros. 
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Mast?M 866 

Figura 35. Representação da EGFP-Mast234-866 e sua observação em células S2 transfectadas. O 

DNA foi corado com DAPI. A,, B,, C, e D,: DNA; A2, B2, C2, D2: EGFP-Mast234.866; A3, B3, C3 e D3: 

a-Tubulina; A5: BubR1. Nas sobreposições (A4, A5, B4, C4 e D4), o DNA está representado a azul, a 

proteína de fusão a vermelho e a a-Tubulina (A4, B4, C4 e D4) ou a BubR1 (As) a verde. 
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Parte da Mast 
expressa Microtubules Corpo médio Centrossomas Centrómeros 

A320-1354 ^ 

1-445 S 

1-922 ^ S ^ 

446-1491 +/- +/- S 

930-1491 S 

A652-733 V V ^ S 

446-872 a) a) a) a) 

234-866 V ^ V 

Tabela 4. Localização de cada uma das proteínas expressas nas células S2 transfectadas em 

fusão com a EGFP. S\ localiza; —: não localiza; +/-: localização deficiente; a) a proteína é 

insolúvel, formando agregados. 

Mast 

Cent rossoma 

MTs e Corpo Médio 

Centrómero 

Figura 36. Representação esquemática dos domínios suficientes para a ligação da Mast aos 

centrossomas, microtúbulos, corpo médio do fuso e centrómeros, delimitados com base na análise 

da localização das várias proteínas quiméricas. 

Com base na tabela, foi possível delimitar domínios suficientes para uma 

apropriada acumulação da Mast nos diversos locais (Fig. 36). Pode constatar-se 

que os domínios de ligação aos microtúbulos e ao corpo médio do fuso são 

semelhantes, provavelmente devido à composição microtubular do último. 
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6. Visualização da EGFP-Mast in vivo 

Fizeram-se linhas transgénicas egfp-mast para poder observar a 

distribuição da Mast in vivo em neuroblastos e embriões de Drosophila 

melanogaster. 

6.1. O elemento de transposição pP{UASp} egfp-mast 

Procedeu-se à construção de um elemento P, utilizando o vector 

pP{UASp}, no qual foram clonados os cDNAs egfp e mast em contíguo, 

aproveitando a subclonagem realizada anteriormente de toda a região codificante 

mast no vector de transfecção pMT/EGFP-C1. A descrição pormenorizada pode 

ser consultada no capítulo "Material e Métodos". O construto foi microinjectado em 

embriões da estirpe w1118 de Drosophila melanogaster, juntamente com plasmídeo 

helper, como fonte de transposase. 

6.2. Produção de linhas transgénicas egfp-mast 

Os indivíduos microinjectados sobreviventes foram cruzados com os pares 

da estirpe w;lf/CyO;MKRS/TM2, Ubx. Foi seleccionada a progenia de olhos 

amarelos ou laranja, cores resultantes da presença do gene white selvagem (w+) 

no P{UASp}, que se cruzou novamente com adultos w;lf/CyO;MKRS/TM2, Ubx, 

de modo a poder mapear e a estabelecer stocks de cada uma das inserções. 

Obtiveram-se 11 linhas transgénicas independentes, 2 no cromossoma X, 4 no 

segundo, 3 no terceiro e 2 no quarto. 

6.3. Expressão da EGFP-Mast 

O P{UASp} contém vários locais de ligação à GAL4, denominados UAS 

(de upstream activation sequence), no início da região promotora que antecede o 
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local de clonagem ("Material e Métodos"). Quando o construto é combinado com 

uma fonte de GAL4, activador da transcrição oriundo da levedura, ocorre a 

indução da expressão do gene a jusante (neste caso a fusão egfp-mast) (Fig. 37). 

A fonte de GAL4 é fornecida por estirpes que contêm um transposão com um 

promotor endógeno de um gene, expresso em determinadas fases do 

desenvolvimento ou em tecidos de interesse, seguido do gene da GAL4, cuja 

expressão vai ser induzida nessas mesmas fases ou tecidos (Fig. 37). É 

necessário cruzar a linha transgénica contendo o contructo P{UASp}/eofp-masf 

com as linhas GAL4 convenientes, mas somente a progenia que contém ambos 

os transposões expressa a proteína quimérica. 

Linha que expressa a GAL4 Linha UAS/gene-alvo 

X 

Promotor 
endógeno 

GAL4 

A GAL4 è expressa em células 
ou tecidos específicos 

■■■III 
UAS Gene-Alvo 

> 

O gene-alvo não è transcrito 
na ausência de GAL4 

Progenia 

A GAL4 induz a iranscnçâo do gene-alvo em células ou tecidos específicos 

Figura 37. O sistema GAL4 (adaptado de Phelps e Brand, 1998). 
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6.3.1. Expressão em neuroblastos 

Para a expressão em neuroblastos, cruzaram-se indivíduos transformantes 

homozigóticos egfp-mast e Mz1061. Estes últimos pertencem a uma linha GAL4 

cujo promotor induz a transcrição nos cérebros larvares. Portanto, metade da 

progenia resultante expressa a GAL4 nestes tecidos, activando a expressão da 

EGFP-Mast. Todas as linhas ea//p-mas//Mz1061 testadas sobreexpressavam a 

proteína quimérica, causando paragem do ciclo celular da maioria dos 

neuroblastos, de modo que não foi possível observar a sua progressão ao longo 

do ciclo celular. As imagens foram recolhidas in vivo, em preparações temporárias 

sem fixação. Visualizou-se a expressão da EGFP-Mast no fuso mitótico (Fig. 38A 

a E), no centrossoma (Fig. 38A a D), na região centromérica ou nas extremidades 

mais dos microtúbulos (Fig. 38A-B e 40D, respectivamente) e no corpo médio do 

fuso (Fig. 38F). É de salientar que os microtúbulos parecem mais estabilizados 

que o normal e que ocorre o aparecimento de fusos monopolares, como o da 

Figura 38E. 

Figura 38. Visualização in vivo de neuroblastos larvares que expressam a proteína de fusão 

EGFP-Mast. A-F: EGFP-Mast; A'-F': contraste de fase. 
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Figura 39. Imagens de embriões egfp-mast recolhidas in vivo. Em F2 pode-se visualizar o mesmo 

embrião que em Fi, mas 100 minutos depois. As setas indicam os centrossomas separados em F^ 

e próximos em F2. 

6.3.2. Expressão em embriões 

Cruzaram-se em massa indivíduos homozigóticos VP16, transgénicos com 

expressão da GAL4 em embriões, e egfp-mast. Os embriões resultantes foram 

descorionados e montados em óleo Voltalef, de modo a poderem ser observados 

in vivo. Aparentemente, havia alguma variação nos níveis de expressão da 

proteína quimérica entre os diversos embriões, com sobreexpressão e paragem 

do ciclo celular na maior parte deles. Alguns exemplos de embriões 

característicos incapazes de progredir estão na Figura 39. A EGFP-Mast localiza-

se nos centrossomas (Fig. 39A-H) e nos microtúbulos que irradiam destes, muito 
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mais longos que o habitual (Fig. 39A e B). Parece, então, que a proteína de fusão 

estabiliza os microtúbulos. Também aparecem frequentemente agregados 

centrossomais (Fig. 39C-E e F2). É de assinalar que as Figuras 39Fi e F2 

mostram o mesmo embrião, com um intervalo de 100 minutos. Os centrossomas, 

que se encontravam separados em 39F-I, começaram, aos poucos e com 

movimentos para trás e para a frente, a juntar-se cada vez mais, apresentando-se 

praticamente colapsados em 39F2. De facto, o fenómeno é bastante semelhante 

ao que ocorre na ausência da Mast (ver embriões gfp-pololmast5 no subcapítulo 

4.2.2.1.). Também aqui, deve ser esta a causa dos agregados centrossomais. 

Na sequência de imagens da Figura 40 é possível observar o movimento 

da EGFP-Mast ao longo dos microtúbulos. Este tipo de movimento ocorre na 

direcção das extremidades microtubulares em crescimento nas proteínas 

humanas CLASP1 e CLASP2, homólogas da Mast (Akhmanova et ai., 2001; 

Maiatoefa/., 2003). 

Figura 40. Imagens representativas da análise in vivo de embriões egfp-mast. As setas indicam 

microtúbulos em movimento e estão colocadas sempre nas mesmas posições. O tempo decorrido, 

assinalado nas margens inferiores direitas, está em segundos. 

Alguns dos embriões conseguiam concretizar normalmente o seu ciclo 

celular, devido, provavelmente, a terem níveis mais baixos de expressão da 

proteína quimérica. Na Figura 41 pode-se observar a progressão de um embrião 
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Figura 41. Progressão no ciclo celular de embriões egfp-mast. O tempo decorrido, assinalado nas 

margens inferiores direitas, está em segundos. 
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ao longo do tempo. A EGFP-Mast tem uma forte acumulação nos centrossomas 

durante todo o ciclo celular (Fig. 41). Em profase, a proteína quimérica começa a 

localizar-se na região centromérica (Fig. 41 0-270 s), aí permanecendo até 

anafase (Fig. 41 330-660 s). A sua ligação aos microtúbulos do fuso é visível 

desde a prometafase até ao final da anafase (Fig. 41 270-840 s). Em anafase, a 

EGFP-Mast inicia a sua deslocação para a zona média do fuso (Fig. 41 720-930 

s), concentrando-se, em telofase, no corpo médio do fuso (Fig. 41 1080-1230 s). 

É de salientar que o embrião representado na Figura 41, após a separação 

centrossomal (Fig. 41 1980 s), também não tenha sido capaz de entrar em 

mitose, pois, passados cerca de 50 minutos, continuava a manter um 

posicionamento semelhante dos centrossomas (Fig. 41 4920 s). 
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A investigação subjacente a esta tese conduziu à descoberta de uma nova 

proteína de Drosophila melanogaster que exerce importantes funções mitóticas, 

nomeadamente na organização e função do fuso bipolar mitótico. Devido à 

ocorrência frequente, nos alelos mutantes para esta proteína, de fusos 

multipolares dos quais irradiam ásteres (Lemos et ai., 2000), este locus foi 

denominado de mast (multiple asters). Simultaneamente ao trabalho inicial, um 

estudo independente levou à identificação e caracterização da mesma proteína, 

no qual foi nomeada de Orbit, tendo sido ambos publicados na mesma altura 

(Lemos et ai., 2000; Inoue et ai., 2000). Os resultados obtidos nos dois casos irão 

ser comparados ao longo da discussão. Mais recentemente, foram, também, 

caracterizadas as duas homólogas da Mast, CLASP1 e CLASP2, existentes em 

H. sapiens e em Mus musculus (Akhmanova et ai., 2001). 

1. Mutações no gene mast causam defeitos na segregação cromossómica 

A análise fenotípica dos diferentes alelos mast revelou a existência de 

variadas alterações mitóticas, como cromossomas muito condensados, 

cromossomas em arranjo circular, aneuploidia, poliploidia, pólos desorganizados, 

cromossomas em atraso e pontes de cromatina. Um fenótipo análogo foi descrito 

para os alelos orbit (Inoue et ai., 2000). O facto de os hemizigóticos 

masf1IDf(3L)31A, masf2/Df(3L)31A e masf3IDf(3L)31A possuírem aberrações 

mais graves que os respectivos homozigóticos confirma tratar-se de alelos 

hipomórficos. O alelo masf4 é bastante mais severo que os outros, praticamente 

um mutante nulo, pois possui apenas um nível de expressão residual da proteína 

Mast, e apresenta células extremamente poliplóides. 

A presença de cromossomas com um elevado nível de condensação indica 

que as células mast demoram em mitose mais do que o período normal de tempo. 

De facto, a quantificação dos parâmetros mitóticos nos vários alelos mast mostrou 
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um índice mitótico elevado, principalmente no masf3 e no masf4 (Lemos et ai., 

2000). 

A análise por imunofluorescência, utilizando anticorpos contra a a-Tubulina 

e a CNN (proteína centrossomal), permitiu o estudo do aparelho mitótico nestes 

mutantes (Lemos et ai., 2000). Na generalidade dos casos, observam-se fusos 

irregulares e desorganizados e as células que, como previamente observado, têm 

os cromossomas em arranjo circular possuem um fuso monopolar, com dois ou 

mais centrossomas no único pólo existente (Lemos et ai., 2000). Algumas células 

aneuplóides e poliplóides conseguem estabelecer um fuso bipolar aparentemente 

normal, mas com agregados constituídos por diversos centrossomas em cada 

pólo (Lemos et ai., 2000). A grande maioria das células poliplóides apresenta 

vários centrossomas, localizados no meio dos cromossomas condensados, a 

partir dos quais emanam microtúbulos (Lemos et ai., 2000). É de notar que muitas 

das estruturas centrossomais possuem uma forma difusa (Lemos et ai., 2000). 

A existência, principalmente nos hemizigóticos masf2IDf(3L)31A, de 

cromossomas em atraso e de pontes de cromatina sugere uma deficiente 

segregação cromossómica, talvez devida à desorganização do fuso mitótico. 

Também a aneuploidia aponta para este tipo de problemas. 

De surpreender é a ocorrência, sobretudo nos homozigóticos masf4, de 

células com um grau extremamente elevado de poliploidia. Estas possuem 

inúmeros centrossomas e agregados centrossomais espalhados por toda a massa 

cromossómica (Lemos er ai., 2000) e os seus cromossomas apresentam-se, 

normalmente, altamente condensados. Nestas células, o spindle checkpoint 

encontra-se activo, pois o tratamento com colchicina provoca paragem em 

prometafase, sem separação prematura das cromátidas irmãs, e os cromossomas 

condensados mostram, consistentemente, uma forte acumulação da Bub1 na 

região centromérica (Lemos er ai., 2000). Apesar disso, as células devem, ao fim 

de um certo tempo, adaptar-se à situação, uma vez que sofrem vários ciclos 

celulares, aparentemente sem segregação cromossómica e/ou sem citocinese, 

para atingirem este grau de poliploidia. Na realidade, os espermatídeos dos 
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mutantes orbit/mast exibem graves defeitos na cariocinese e na citocinese (Inoue 

eia/., 2004). 

Relativamente aos centrossomas supernumerários, estes são uma 

característica das células tumorais. É, porém, objecto de discussão se são uma 

causa ou uma consequência da carcinogénese (Lingle et ai., 2002; Nigg, 2002). 

Os centrossomas supernumerários contribuem para a formação de fusos 

multipolares e, portanto, para uma segregação cromossómica deficiente. No 

entanto, têm-se vindo a acumular evidências em como a poliploidia precede 

frequentemente a aneuploidia nos tumores humanos, em concordância com o 

modelo segundo o qual as divisões abortadas originam, simultaneamente, 

tetraploidia e centrossomas supernumerários (Shackney et ai., 1989; Galipeau er 

ai., 1996; Southern et ai., 1997) e com o postulado de que a poliploidia gera 

instabilidade genética (Lengauer et ai., 1998). Alguns resultados sugerem que as 

células que falham a citocinese activam o designado checkpoint tetraplóide, 

parando, em consequência disso, na fase G1 seguinte (Andreassen et ai., 2001). 

No entanto, trabalhos recentes mostram células poliplóides, binucleadas ou com 

múltiplos centrossomas que não param em G1, pondo em questão a existência 

deste ponto de controlo (Uetake e Sluder, 2004). As células mast altamente 

poliplóides não param o seu ciclo celular, continuando a duplicar de novo, 

constituindo um argumento a favor da inexistência deste checkpoint. 

2. A Mast é essencial para a manutenção da bipolaridade do fuso mitótico 

O alelo masf5 é o mais fraco da série estudada. Os homozigóticos 

sobrevivem até ao estado adulto e só na sua progenia se notam as 

consequências da diminuição dos níveis de expressão da Mast. É, portanto uma 

mutação de efeito materno. Em Drosophila, o embrião sincicial praticamente não 

expressa proteínas, usufruindo das que lhe são deixadas pela mãe. Neste caso, 

as fêmeas adultas já possuem um nível mais baixo de Mast, pelo que transmitem 

muito pouca à sua descendência, levando às alterações nela encontradas. Estes 
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embriões são ideais para a análise dos mecanismos causadores dos fenótipos 

mitóticos mais severos, pois neles se podem observar os erros iniciais ocorridos. 

O estudo dos embriões gfp-polo;masf5 possibilitou a avaliação das causas 

da formação de fusos monopolares em mutantes mast. Previamente, já se haviam 

observado agregados centrossomais na ausência de Mast e uma das 

possibilidades era que os centrossomas não se conseguissem separar, logo à 

partida. Contudo, o que se verificou foi que eles são capazes de se distanciar no 

início da mitose, permitindo, inclusive, a formação de um fuso bipolar 

aparentemente normal. Apesar disso, há problemas na congregação dos 

cromossomas, que não se conseguem alinhar devidamente na placa metafásica. 

Em metafase, contrariamente ao habitual, os fusos começam a encurtar e os 

centrossomas finalizam colapsados na zona equatorial, levando à formação de 

fusos monopolares. Estes dados mostram que a Mast é indispensável para uma 

correcta congregação dos cromossomas na placa metafásica e para a 

estabilização do fuso bipolar durante a transição metafase-anafase. Um efeito 

semelhante de colapso do fuso mitótico ocorre na ausência da cinesina bipolar de 

Drosophila KLP61F (Heck et ai., 1993; Sharp et ai., 2000a), apesar de pequenas 

diferenças do momento exacto em que os centrossomas começam a colapsar e 

da velocidade a que o fazem (Maiato et ai., 2002). No entanto, estas variações 

poderão ser explicadas por diferentes graus de inactivação das proteínas em 

questão (Sharp, 2002). Várias hipóteses poderão explicar este fenómeno de 

colapso dos centrossomas nos mutantes mast, tais como: o envolvimento da Mast 

na manutenção da separação dos centrossomas, mediando o exercício de forças 

centrífugas entre eles, eventualmente através da sua interacção com cinesinas, 

como a KLP61F; a implicação da Mast na estabilização das extremidades (+) dos 

MTs, através da sua actividade como MAP; a sua participação no mecanismo de 

ligação entre os MTs e os cinetocoros, nomeadamente na sua estabilização. 

Yin et ai. obtiveram resultados idênticos aos apresentados numa análise 

funcional do homólogo da Mast de S. cerevisiae Stulp, mostrando, 

adicionalmente, que o fenótipo causado pela inactivação da Stulp era resgatado 
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através do aumento da quantidade da Cin8p, homóloga da KLP61F (Yin et ai., 

2002). Estes dados favorecem a hipótese apresentada de a Mast interactuar com 

esta cinesina. 

3. O locus mast 

A comparação da sequência nucleotídica do cDNA mast com as existentes 

nas bases de dados permitiu a identificação de outros dois transcritos, 

possivelmente devidos a splicing alternativo, cujos locais de transcrição não eram 

indicados em nenhum dos casos. É de notar que os três transcritos só divergem 

nas regiões 5' não codificantes, conduzindo à tradução de uma mesma proteína. 

Inoue e os colegas, através da análise por Northern blot de vários tecidos e 

fases do desenvolvimento de Drosophila, descreveram a existência de dois 

transcritos orbit (mast), um de 6.5 kb e o outro de 6.0 kb (Inoue et ai., 2000). O 

transcrito de 6.5 kb, presente em todas as fases do desenvolvimento (Inoue et ai., 

2000), equivale, provavelmente, ao cDNA mast, cuja sequência possui 5938 pb. O 

alegado mRNA de 6.0 kb deverá corresponder aos transcritos de 5375 e 5264 

nucleótidos, cujos tamanhos próximos deverão ter impedido a identificação de 

ambos. Estes investigadores apenas referem a existência do último transcrito em 

machos (Inoue et ai., 2000), no entanto, uma observação cuidada da Figura 3A do 

seu artigo parece indicar a presença, embora menos abundante, de um transcrito 

com um tamanho similar em embriões de 4 a 8 horas. Assim sendo, ocorrerá, 

possivelmente, a transcrição de um dos RNAs menores em machos e do outro em 

embriões de 4 a 8 horas. 

4. Análise computacional da sequência nucleotídica da Mast 

A procura de domínios e motivos na sequência da Mast, através de 

programas disponíveis na Internet, permitiu conhecer um pouco melhor a proteína 
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com que se estava a lidar. São de realçar os vários domínios de ligação aos 

microtúbulos encontrados, todos localizados mais ou menos na mesma zona da 

Mast, que levantaram a suspeita de se estar perante uma MAP. 

Diversos outros domínios e motivos foram detectados, na sua maior parte 

responsáveis por interacções do tipo proteína-proteína. A ligação de outras 

proteínas poderá possibilitar a activação ou inactivação da Mast ou modular a sua 

localização dinâmica ao longo do ciclo celular. Ou, inversamente, poderá ser a 

Mast a reguladora de outras proteínas. Existe ainda a hipótese de a Mast actuar 

como parte de um complexo proteico. 

Similarmente, foram identificados na Mast vários locais putativos de serem 

fosforilados por cinases envolvidas no ciclo celular. Estes também poderão ser 

responsáveis pela modulação da actividade desta proteína. É de salientar que a 

maioria das MAPs é inactivada por fosforilação (Ebneth et ai., 1999). 

A detecção de motivos susceptíveis de serem modificados pela SUMO 

sugere ainda que poderá ser a ligação desta proteína à Mast que permite a sua 

diferente compartimentação intracelular ao longo do tempo. A SUMO poderá 

ainda estar envolvida na estabilidade da Mast, nomeadamente por bloquear a sua 

ubiquitinação. 

5. A Mast pertence a uma família conservada de proteínas 

A pesquisa de homologias nas bases de dados permitiu descobrir que a 

Mast pertence a uma nova e conservada família de proteínas que inclui membros 

de vertebrados, invertebrados, fungos e plantas. Esta ocorrência ubíqua indica 

que a Mast e as proteínas homólogas devem ter funções celulares 

indispensáveis. É de assinalar, também, que a proteína quimérica EGFP-Mast 

mostra, em células de cultura HeLa, humanas, e S2, de Drosophila, um padrão de 

localização muito idêntico ao longo do ciclo celular. Estes dados confirmam a 

proximidade evolutiva e sugerem uma analogia funcional da Mast em ambas as 
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espécies. Na realidade, a CLASP1 humana acumula-se nas mesmas estruturas 

intracelulares que a Mast (Maiato et ai., 2003). 

6. A Mast localjza-se em vários compartimentos do aparelho mitótico 

Neste trabalho, foi localizada a proteína Mast endógena in situ, através de 

imunofluorescências em neuroblastos e células S2, e a EGFP-Mast in situ, em 

células S2, e in vivo, em embriões e neuroblastos. Em qualquer dos casos, a Mast 

localiza-se nos microtúbulos interfásicos e, durante a mitose, nos centrossomas, 

fuso mitótico, centrómeros, fuso central e corpo médio do fuso. Também a 

CLASP1 parece acumular-se nestas estruturas (Maiato et ai., 2003). A Mast 

apresenta, portanto, uma localização dinâmica ao longo do ciclo celular e a sua 

presença em todos estes locais indica dever tratar-se de uma proteína com 

funções muito importantes para a célula. 

7. A Mast localiza-se nos centrossomas e centrómeros na ausência de 

microtúbulos 

A Mast endógena e a EGFP-Mast acumulam-se nos centrossomas e 

centrómeros na presença e na ausência de microtúbulos. A CLASP1 humana 

também possui essa capacidade (Maiato et ai., 2003). O facto de não necessitar 

dos microtúbulos para se localizar nestes sítios sugere que a Mast possa ser um 

componente estrutural do centrossoma e/ou do centrómero. De acordo com estas 

hipóteses, a CLASP1 foi purificada juntamente com outros componentes do 

centrossoma humano (Andersen er ai., 2003) e verificou-se localizar-se na parte 

mais externa da coroa fibrosa do cinetocoro, a coroa externa (Maiato er ai., 2003). 
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8. A Mast é uma MAP 

A localização da Mast ao nível dos microtúbulos interfásicos e mitóticos, a 

sua proximidade evolutiva com a família de MAPs Msps/ch-TOG/XMAP215 e a 

existência, na sua sequência nucleotídica, de regiões com elevado grau de 

homologia com domínios de ligação aos microtúbulos pertencentes a proteínas 

como a MAP65, a APC e a MAP4, fez suspeitar que se trataria de uma MAP. 

Assim, realizou-se um ensaio de ligação aos microtúbulos in vitro, através do qual 

se verificou que a Mast é uma Proteína Associada aos Microtúbulos (MAP). 

Outros dados fundamentam esta hipótese. Inoue e os colegas (2000) obtiveram, 

com experiências um pouco diferentes, resultados idênticos, mostrando, 

adicionalmente, que a interacção da Mast necessita da ligação prévia de GTP 

hidrolisável. Foi também mostrado que a Stulp interactua com os microtúbulos 

(Pasqualone e Huffaker, 1994), assim como as homólogas humanas (Akhmanova 

et ai., 2001). É, ainda, de salientar que os resultados de Akhmanova et ai. (2001) 

indicam que as formas fosforiladas das CLASPs têm menor afinidade para os 

microtúbulos. Como referido anteriormente, a Mast possui diversos locais 

putativos de fosforilação por importantes reguladores mitóticos. Assim, a 

desfosforilação e fosforilação da Mast deverão ser responsáveis pela maior ou 

menor afinidade da Mast para os microtúbulos ao longo do ciclo celular. 

9. Delimitação dos domínios de localização da Mast 

Relativamente ao estudo efectuado com o objectivo de identificar os 

domínios responsáveis pela localização da Mast nas diversas estruturas 

celulares, são de destacar os seguintes aspectos: 

Para a ligação aos centrossomas e aos centrómeros são necessárias e 

suficientes as regiões da Mast compreendidas entre os aminoácidos 1-445 e 930-

1491, respectivamente. Como cada uma destes zonas abrange um dos HEAT 

repeats detectado, possivelmente serão estes os responsáveis por estas 

-118-



111. Discussão 

associações, uma vez que se trata de motivos usualmente envolvidos em 

interacções do tipo proteína-proteína. O domínio de ligação aos centrómeros 

identificado inclui a zona da CLASP1 descrita como necessária para o mesmo tipo 

de associação (Maiato et ai., 2003). 

Os domínios de ligação aos microtúbulos e ao corpo médio do fuso 

parecem ser semelhantes, provavelmente devido à composição microtubular do 

último. 

Dos domínios identificados, através da análise computacional, como 

putativos de se ligarem aos microtúbulos, quase todos relativos mais ou menos à 

mesma zona, foi seleccionado o homólogo da região Pro-rich do domínio básico 

da MAP4, correspondente à parte da Mast compreendida entre os aminoácidos 

535 e 736, para as representações esquemáticas utilizadas. No entanto, os 

resultados obtidos apontam para uma zona de ligação aos microtúbulos um pouco 

diferente dessa. 

Nas células transfectadas em que ocorre a expressão da EGFP-MastA652-

733, na qual se encontra truncada parte da região prevista como susceptível de 

ligação aos microtúbulos, não há alteração na associação a estas estruturas, pelo 

que a zona truncada parece ser dispensável nesta interacção. 

A EGFP-Mast446-i49i, que inclui toda a região homóloga ao domínio da 

MAP4, apesar de se situar na zona dos microtúbulos, possui um tipo de 

acumulação pontuado, diferente do habitual. Além disso, a associação desta 

proteína de fusão ao corpo médio do fuso, a qual parece ser determinada pelo 

mesmo domínio, é extremamente fraca. Estes dados sugerem ser necessária a 

região a montante do domínio homólogo ao da MAP4 para a Mast se localizar 

adequadamente nos microtúbulos e no corpo médio do fuso. 

Assim sendo, o domínio responsável pela associação da Mast a estas 

estruturas é mais parecido com o da MAP65, detectado pelo programa 

ProfileScan, correspondente à região compreendida entre os aminoácidos 110 e 

715. Por outro lado, talvez a ausência, nesta proteína quimérica, do primeiro local 
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putativo de ligação ao GTP identificado por Inoue et ai. (2000) (resíduos 400-403) 

interfira nessa interacção. 

As proteínas EGFP-Mast-1-922 e EGFP-Mast234-866 associam-se aos 

microtúbulos, mas não aos centrómeros. Aquando da sobreexpressão de 

qualquer uma delas em células transfectadas, ocorre a formação de fusos 

desorganizados ou monopolares. Em ambos os casos, nas células em que são 

expressas parece ocorrer um efeito dominante negativo, não se conseguindo 

formar um fuso bipolar normal. Também a ligação dos microtúbulos do fuso aos 

cinetocoros parece estar afectada, uma vez que aparecem arranjos monopolares 

cujos cromossomas estão mergulhados no meio dos microtúbulos, perto da região 

centrossomal. Estas observações sugerem um envolvimento da Mast na 

interacção entre os microtúbulos e o cinetocoro, que poderá ser directo ou 

indirecto, neste último caso através da modulação da dinâmica dos microtúbulos. 

Indicam, ainda, que a ligação da Mast à região centromérica é necessária para a 

sua função na organização do fuso. Maiato et ai. (2003) transfectaram células 

HeLa com uma proteína quimérica CLASP1 truncada semelhante à EGFP-

Mast234-866, verificando-se provocar um efeito análogo ao acima descrito. Os 

mesmos investigadores mostraram, além disso, que este fenótipo era devido a 

uma alteração do comportamento dinâmico dos microtúbulos, defendendo a 

implicação da Mast na regulação da dinâmica dos microtúbulos associados aos 

cinetocoros. É de salientar que a formação de fusos monopolares com os 

cromossomas mergulhados no interior ocorre, também, nos mutantes mast de 

Drosophila, nas células S2 submetidas a RNAi da Mast e em células humanas 

microinjectadas com anticorpos anti-CLASP1 (Inoue ef ai., 2000; Lemos er ai., 

2000; Maiato et ai., 2002; Maiato er ai., 2003). 

10. A Mast parece estabilizar os microtúbulos 

Todos os resultados apresentados sugerem uma função da Mast na 

regulação da dinâmica dos microtúbulos e alguns parecem favorecer a hipótese 
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de a Mast ser uma estabilizadora destas estruturas. Entre eles encontram-se os 

dados obtidos através da expressão da proteína exógena. A acumulação 

excessiva da EGFP-Mast nas células interfásicas transfectadas parece ter um 

efeito estabilizador nos seus microtúbulos, pois estes apresentam-se em feixes 

muito mais densos que o habitual e o seu tratamento prolongado com colchicina 

leva apenas a uma despolimerização parcial. Maiato et ai. (2003) apresentaram 

resultados similares, relativos à CLASP1 humana. Também a expressão da 

proteína quimérica exógena em embriões e cérebros de larvas de Drosophila 

parece provocar o aparecimento de feixes microtubulares mais densos e uma 

paragem do ciclo celular, aparentemente devida à exagerada estabilização dos 

microtúbulos. Corroborando estes dados, Akhmanova e os colegas (2001) 

verificaram que a expressão exógena das CLASPs leva a um aumento 

significativo do nível de microtúbulos destirosinados, mais estáveis. Além disso, 

as CLASPs do ratinho foram identificadas, num rastreio em que se utilizou o yeast 

two-hybrid system, como proteínas associadas às CLIPs (Akhmanova et ai., 

2001), que promovem o resgate in vivo (Komarova et ai., 2002b). 

11. A Mast acompanha o crescimento dos microtúbulos na extremidade (+) 

A observação in vivo da EGFP-Mast expressa em embriões mostrou uma 

localização da Mast numa zona discreta dos microtúbulos e o seu deslocamento 

ao longo destes. Tendo em conta os dados conhecidos relativos às homólogas 

humanas, essa acumulação será, provavelmente, nas extremidades (+) dos 

microtúbulos e o movimento ocorrerá concomitantemente com essas 

extremidades em crescimento. De facto, as CLASP1 e CLASP2 humanas são 

+TIPs, localizando-se nas extremidades (+) dos microtúbulos e migrando, 

simultaneamente com elas, para a periferia da célula ou na direcção dos 

cinetocoros (Akhmanova et ai., 2001; Maiato et ai., 2003). Também as CLIPs, que 

interactuam com as CLASPs, são +TIPs (Perez et ai., 1999; Hoogenraad et ai., 

2000). 

-121 -



III. Discussão 

12. Conclusão 

Este trabalho permitiu determinar que a Mast é uma MAP que parece estar 

implicada na estabilização dos microtúbulos e/ou da interacção dos microtúbulos 

com os cinetocoros. Mostrou-se, também, que a ausência da Mast impede uma 

eficiente congregação e posterior segregação dos cromossomas, pois, nestas 

condições, a célula é incapaz de manter a bipolaridade do fuso mitótico. Estes 

problemas conduzem a graves alterações mitóticas, como aneuploidia e elevados 

níveis de poliploidia, que, em última instância, são factores primordiais no 

desenvolvimento de um cancro. 
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1. Estirpes de Drosophila melanogaster e condições de cultura 

1.1. Estirpes de Drosophila utilizadas 

A estirpe do tipo selvagem utilizada como controlo foi a Oregon-R (Umea Drosophila 

Stock Center, Suécia). 

O alelo masf\ originalmente denominado v40 (Omel'yanchuk et ai., 1997), foi 

utilizado na mobilização do elemento P, na qual se obtiveram, entre outros, os alelos 

masf4 e masf5. Os alelos masf2 e masf3, EP3515 e EP3403, respectivamente, foram 

obtidos a partir do BDGP {Berkeley Drosophila Genome Project). 

A estirpe Df(3L)31A/TM3, Sb Ser, que apresenta uma deficiência cromossómica na 

região 78A-E, foi obtida através do Bloomington Drosophila Stock Centre. 

A linha transgénica gfp-polo (Moutinho-Santos et ai., 1999) possui o genótipo w; 

P{gfppolo}, tendo a inserção no cromossoma 2. 

A linha GAL4 Mz1061, utilizada para expressar a EGFP-Mast em neuroblastos, tem 

como genótipo P{w[+mW.hs]=GawB}/Wz7067, w~ e contém a inserção no cromossoma X. 

Esta estirpe foi cedida por Urban. 

A linha GAL4 VP16 (Van Doren et ai., 1998), utilizada para expressar a EGFP-Mast 

em embriões, tem como genótipo P{nosGAL4:VP16}>442///, estando a inserção no 

cromossoma 3. Esta linha foi cedida por Allan Spradling. 

O stock red mbc e/TM3, Sb foi obtido através da Umea e todos os outros pertenciam 

ao laboratório onde este trabalho foi realizado. 

1.2. Genótipo dos balanceadores de Drosophila utilizados 

FM7c: ln(1)FM7, y31" se8 W sn*2 v0f g4 B 

CyO: ln(2LR)0, CydpMprcn2 

MKRS: Tp(3;3)MKRS, M(3)76A1 kar1 ry2 Sb1 

TM3: ln(3LR)TM3, / ri p9 sep bx34ee (adicionalmente, com Sb ou Ser) 

TM6: ln(3LR)TM6, Hnp ssP88 bx34e Ubx915 e 

TM6B: ln(3LR)TM6B, Hu Tb e 

1.3. Condições de cultura 

As culturas de Drosophila e os cruzamentos genéticos foram mantidos num meio de 

cultura adequado e à temperatura de 25 °C. 

Meio de cultura: 5 g Agar; 60 mL melaço; 28 g extracto de levedura; 70 g farinha de milho; 60 ml_ 
solução de Nipagin M (a 10% em etanol absoluto); ddH20 q.b.p. 500 mL. 
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2. Estirpes Bacterianas 

As estirpes bacterianas utilizadas para transformar e amplificar DNA plasmídico, nos 

screenings das bibliotecas de cDNA e de DNA genómico e na expressão das proteínas 

recombinantes estão indicadas na Tabela 1. 

Estirpe de E. coli Genótipo 
BL21(DE3) F" ompThsdSB (ÏB mB) gai dcm (DE3) 

M15[pREP4] A/a/5 Stf rif8 lac ara gaf mtí F recA* uvr* 

SOLR e14"(mcrA") A(mcrCB-hsdSMR-mrr)171 sbcC recB recJ uvrC umuC:: Tn5 (Kanr) 
lac gyrA96 relA1 thi-1 endA1 AR(F'proAB lacPZAM15) Su 

XL1-Blue recA1 endA1 gyrA96(Naí) thi-1 hsdR17(rk~ rk
+) supE44 relA1 lac [F' proA+B+ 

lacf lacZAM15 Tn 10 (Tetr)] 

XL1-Blue MRA (P2) A(mcrA)183 b.(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endA1 supE44 thi-1 gyrA96 relA1 lac 
(P2 lysogen) 

XL1-Blue MRF' A(mcrA)183A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endA1 supE44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1 
lac [F proAB lacPZAM15 TníO (Tetr)] 

Tabela 1. Genótipo de algumas estirpes de Escherichia coli. 

3. Vectores 

3.1. O pBluescript II SK e KS (+) 

O cDNA mast LD11488 veio subclonado no fagemídeo pBluescript II SK (+) (pSK). O 

pBluescript II KS (+) (pKS) foi utilizado em várias das subclonagens realizadas, 

nomeadamente com o objectivo de sequenciar o LD11488. 

Figura 1. Representação esquemática do fagemídeo pBluescript II KS (+) e sua região de 
clonagem múltipla (MCS) (adaptados de http://www.stratagene.com). O pBluescript II SK (+) é 
semelhante, apenas possui o MCS na direcção inversa. 
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3.2. O Lambda DASH 

Na biblioteca de DNA genómico de Drosophila utilizada, os fragmentos genómicos 

estavam subclonados em ambos os locais SamHI do fago Lambda DASH. 
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Figura 2. Esquema representativo do vector fágico Lambda DASH (adaptado de 
http://www. stratagene. com). 

3.3. O Uni-ZAP XR 

Na biblioteca de cDNAs de Drosophila utilizada, estes tinham sido clonados no vector 

fágico Uni-ZAP XR, com o auxílio de um primer UdT, nos locais de restrição EcoRI e 

Xho\. Esta biblioteca tinha sido construída a partir de mRNAs de embriões Canton-S, de 2 

a 24 horas. 
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Figura 3. Representação esquemática do vector fágico Uni-ZAP XR (adaptada de 
http://www. stratagene. com). 

3.4. O pET-23 

Na subclonagem efectuada com a finalidade de produzir a proteína recombinante 

Mastred foi utilizado o vector de expressão bacteriana pET-23b. 
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Figura 4. Esquema representativo do vector de expressão pET-23 e região de clonagem das suas 
variantes (a-d). (Adaptado de http://www.merckbiosciences.co.uk/html/NVG). 

3.5. O pQE-32 

O vector de expressão bacteriana pQE-32 foi empregue na subclonagem realizada 

com a finalidade de produzir a proteína recombinante M a s W -

Figura 5. Representação esquemática do vector de expressão pQE-32 (adaptada de 
http:/'/www. qiagen. com). 
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3.6. O pMT/EGFP-C1 

O vector pMT/EGFP-C1 foi utilizado nos construtos para a transfecção de células de 

cultura S2, de Drosophila. 

a 1 pMT/EGFP-C1 W 
0 4661 pb J , 
r\ 

\ \ . ey HSacl 

Xbal C p n l , HSmal 
pamHI 
Kbal 
|<bal 
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Figura 6. Esquema representativo do vector pMT. 

3.7. O pEGFP-C1 

O vector pEGFP-C1 foi utilizado no construto para a transfecção de células de cultura 

HeLa, humanas. 
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TAC AAG TCCGGA CTC AG A TCT CG A GCT CAA GCT TCG AATTCT G CA GTC G AC GGTACC GCG GGC CCG GGAÏÏX ACC GGATCTAGATAA CTGATCA 
Bsptt ffg/ll « T i \ HM III fcofil fsfl Sail K,n\ j T ^ l , a l \ Bam» I Xis\* fell* 

r ' l U i i * * l Asi718l,/ „íí»120l *™ l f c/136 I As"7,8líLn i i'1201 w 

Figura 7. Representação esquemática do vector de transfecção para células de mamífero pEGFP-
C1 e sua região de clonagem múltipla (MCS). (Adaptada de 
http://www.bdbiosciences.com/clontech/). 

-129-

http://www.bdbiosciences.com/clontech/


IV. Materiais e Métodos 

3.8. O P{1ArB} 

O alelo masf1 foi produzido através da inserção do elemento P{1ArB} 

(Omel'yanchukefa/., 1997). 
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1 1 I I I I I I I I i i ' 
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-* " f 
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Figura 8. Esquema representativo do transposão P{1ArB} (http://flybase.bio.indiana.edu/). 

3.9. O P{EP} 

O elemento P{EP} é o responsável pelo fenótipo observado nos alelos masf2 e 

masf3. 

5' 

white 
Promotor 

Enhancer 

R i plasmid mscue __,. 

sítios GAGA " ' locais de ligação da GAL4 s%-

Figura 9. Representação esquemática do transposão P{EP} (adaptada de Rorth, 1996). 

3.10. O pP{UASp} 

O elemento de transposição pP{UASp}, composto pelo P{UASp} inserido no 

plasmídeo pUC8 (Rorth, 1998), foi utilizado na subclonagem com vista à transformação 

de embriões de Drosophila. 
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Figura 10. Representação linear do elemento de transposição pP{UASp} (adaptada de Duffy, 
2002). 
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4. Oligonucleotídeos utilizados 

Os oligonucleotídeos utilizados como primers, para sequenciação ou PCR, e na 

construção do linker 5', para a subclonagem do cDNA mast no pMT/EGFP-C1 e no 

pEGFP-C1, estão indicados na Tabela 2. 

Designação Sequência (S'-3') Utilização 

T7 AATACGACTCACTATAG 

Sequenciação do 
LD11488 

(cDNA mast) 

Reverso AACAGCTATGACCATG 

Sequenciação do 
LD11488 

(cDNA mast) 

V1 AAGTGAAACCGACTGCG 

Sequenciação do 
LD11488 

(cDNA mast) 

V2 ACAACCCAGTAAGACCA 

Sequenciação do 
LD11488 

(cDNA mast) 

V3 CTCAAACGCCAACTACCA 

Sequenciação do 
LD11488 

(cDNA mast) 

V4 GCTAAGTGAGTAGTTCG 

Sequenciação do 
LD11488 

(cDNA mast) 

V5 CAGGTGCAGTCCCAGTCC 

Sequenciação do 
LD11488 

(cDNA mast) 

V6 TGAGGCGGCAAAGCAA 

Sequenciação do 
LD11488 

(cDNA mast) 

V7 TTCCATAAAGAGCCG 

Sequenciação do 
LD11488 

(cDNA mast) 

V8 GCAGTGATGACGAAACG 
Sequenciação do 

LD11488 
(cDNA mast) 

V9 ATTTGTGCCGCCATCA Sequenciação do 
LD11488 

(cDNA mast) V10 ACTAGCGTTTGGATGGC 

Sequenciação do 
LD11488 

(cDNA mast) 
V11 ACCTTATGTCCTTCGA 

Sequenciação do 
LD11488 

(cDNA mast) 

V12 GGCTGATCCTTTGTTAG 

Sequenciação do 
LD11488 

(cDNA mast) 

V13 CCCGCAGAACGAAGGA 

Sequenciação do 
LD11488 

(cDNA mast) 

V14 CGGGAAAGGACCACTC 

Sequenciação do 
LD11488 

(cDNA mast) 

V15 ATGGAGTGGGCTTGGA 

Sequenciação do 
LD11488 

(cDNA mast) 

V16 ATGCCTTCTGCTGGAG 

Sequenciação do 
LD11488 

(cDNA mast) 

V17 TGGTGACATTCCTTAGC 

Sequenciação do 
LD11488 

(cDNA mast) 

V18 GACGATTGTGAACGCTC 

Sequenciação do 
LD11488 

(cDNA mast) 

V19 ATCACAGACGCCCACTT 

Sequenciação do 
LD11488 

(cDNA mast) 

V20 CATTAGGCGTCGGAGATGATG 

Sequenciação do 
LD11488 

(cDNA mast) 

L1 GATCCATGGCCTATCGGAAGCCCAGCGAC Construção do linker 5' 
L2 CTGGGCTTCCGATAGGCCATG 

Construção do linker 5' 

Mast930 CACCGATCTACTGAATTCGATGCACAGCAAG PCR para construção do 
pMT/egíp-masfg3o-i49i 

RWMast GGTGCTGATGCAGGGATCCTATTAAGGGCTCC 

PCR para construção do 
pMT/egíp-masfg3o-i49i 

RWMast GGTGCTGATGCAGGGATCCTATTAAGGGCTCC 
PCR para construção do 

pP{1ArB}/eafp-masf FWpMT CTAAAGGGAATTCTAGAGGTACCGGTCGCCACC 
PCR para construção do 

pP{1ArB}/eafp-masf 

Mast234 TCAAACAGGAGGCTCGAGTGCTACCTTCAGC PCR para construção do 
pMT/egfp-masf234-866 Mast866 GCTCCTTTCCGTCGACCAGATACTGTGTGAGG 
PCR para construção do 
pMT/egfp-masf234-866 

Tabela 2. Sequências dos oligonucleotídeos utilizados como primers e na construção de um linker. 

5. Anticorpos utilizados 

Os anticorpos primários e secundários usados, para Western blot ou para 
imunofluorescência, estão indicados na Tabela 3. 
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Nome Tipo Hospedeiro Empresa/Referência Diluição Utilização 
Anti-Mast (Rb726) 

(purificado) primário coelho (Lemos ef a/., 2000) 1:100 WB Anti-Mast (Rb726) 
(purificado) primário coelho (Lemos ef a/., 2000) 

1:10 IF 

Anti-a-Tubulina primário ratinho Amersham 
1:500 WB 

Anti-a-Tubulina primário ratinho Amersham 
1:200 IF 

Anti-Polo (MA294) primário ratinho (Logarinho e Sunkel, 
1998) 1:50 IF 

Anti-BubR1 (R666) primário coelho (Logarinho et ai., 2004) 1:1000 IF 
Anti-y-Tubulina(Rb1011) primário coelho (Tavosanis ef ai., 1997) 1:200 IF I 

3F3/2 primário ratinho (Cyertefa/., 1988) 1:1000 IF 
Anti-GFP primário ratinho Zymed 1:500 WB 

Anti-mouse Alexa 568 secundário cabra Molecular Probes 1:2000 IF | 
Anti-mouse Cy5 secundário cabra Jackson 1:200 IF 
Anti-mouse FITC secundário cavalo Vector 1:500 IF 

Anti-mouse Texas Red secundário cavalo Vector 1:500 IF 
Anti-mouse HRP secundário cavalo Vector 1:1000 WB ! 

Anti-rabbit Alexa 488 secundário cabra Molecular Probes 1:2000 IF ! 
Anti-rabbit Alexa 568 secundário cabra Molecular Probes 1:2000 IF 

Anti-rabbit Cy3 secundário burro Jackson 1:500 IF 
Anti-rabbit Cy5 secundário cabra Jackson 1:200 IF 
Anti-rabbit FITC secundário cabra Vector 1:1000 IF 

Anti-rabbit Texas Red secundário cabra Vector 1:1000 IF 
Anti-rabbit HRP secundário cabra Vector 1:1000 WB 

Tabela 3. Anticorpos utilizados e respectivas diluições. IF: imunofluorescência; WB: Western blot. 

6. Análise citológica dos mutantes 

A análise do fenótipo mitótico foi efectuada em neuroblastos de larvas da 3a fase. 

Cada cérebro foi dissecado em NaCI a 0.7% e colocado em ácido acético a 45%, durante 

45 s. Seguidamente, colocou-se, numa lamela, uma gota de ácido acético a 65%, para a 

qual se transferiu o cérebro. Colocou-se a lâmina no cimo, pressionou-se fortemente com 

o polegar para esmagar o cérebro e imergiu-se em azoto líquido. Posteriormente, 

desidratou-se a preparação, utilizando primeiro etanol a 70% e depois etanol a 100%, 

ambos durante 5 min, e deixou-se secar ao ar. No final, incubou-se com RNase a 0.5 

mg/mL, durante 15 min, limpou-se e montou-se em Vectashield (Vector Laboratories, UK) 

contendo iodeto de propídeo a 5 |a,g/ml_. As preparações foram observadas num 

microscópio de laser confocal MRC600 (BioRad, USA), as imagens recolhidas utilizando 

o software Comos (BioRad, USA) e processadas com o Adobe Photoshop 7.0 (Adobe 

Systems, USA). 

RNase: RNase A pancreática a 25 mg/mL numa solução de Tris-HCI (pH 7.5) 10 mM e NaCI 15 
mM. Ferver durante 15 min para inactivar as DNases e deixar arrefecer à TA. Filtrar por Millipore 
0.45 |im e fazer alíquotas, que se armazenam a -20°C. 
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7. Hibridação in situ em cromossomas politénicos de Drosophila 

Para preparar os cromossomas politénicos, dissecaram-se as glândulas salivares de 

larvas da 3a fase em NaCI a 0.7%. De seguida, transferiram-se as glândulas para uma 

gota de ácido acético a 45% e deixaram-se fixar durante 1 min, montando-se, depois, 

numa gota de 8 uL de solução 1:2:3. Percutiu-se a preparação com movimentos 

circulares suaves, recorrendo ao auxílio do topo de um pincel de madeira, de modo a 

espalhar os cromossomas. Posteriormente, realizou-se o esmagamento do material, 

pressionando com firmeza a preparação entre duas folhas de papel 3 MM, durante 10 s. 

Rapidamente, imergiu-se a lâmina em azoto líquido e retirou-se a lamela com a ajuda de 

um bisturi. Logo de seguida, procedeu-se à desidratação do material em etanol absoluto 

durante 30 min, secando-se depois ao ar. 

Na preparação da sonda utilizou-se o BioNick Labelling System (Gibco-BRL Life 

Technologies, USA), segundo as indicações do fabricante. Este sistema permite a 

formação de pequenas sondas (50-500 bases) de DNA marcadas com biotina-14-dATP, 

através de nick translation, utilizando a Polimerase I de DNA de E.coli. No final, juntou-se 

1 volume de tampão de hibridização (2x) e armazenou-se a -20°C. 

As lâminas com os cromossomas politénicos foram incubadas em 2x SSC, a 65°C, 
durante 30 min e desidratadas por imersão em etanol a 70% e depois em etanol absoluto, 
em ambos os casos durante 5 min. Após secagem ao ar, desnaturaram-se os 
cromossomas por submersão em NaOH 70 mM, durante 2 min, à temperatura ambiente 
(TA). De seguida, procedeu-se novamente à desidratação das preparações por imersão 
em etanol a 70% e em etanol absoluto, durante 3 min cada, e à secagem ao ar. 
Incubaram-se então os cromossomas durante a noite, a 58 °C, numa câmara húmida, 
com 10 U.L da sonda marcada, previamente desnaturada a 90 °C. 

O excesso de sonda foi removido por várias lavagens consecutivas: em 2x SSC, a 

53°C, durante 2 min, e em 4x SSC, 4x SSC + 0.1% de Triton X-100 e 4x SSC, sempre à 

TA, durante 5 min. As lâminas foram incubadas, de seguida, com uma solução de 2% de 

avidina-D FITC (Vector Laboratories, UK) e RNase a 0.5 mg/mL em 4x SSC, durante 30 

min, à TA. Posteriormente, lavaram-se com 4x SSC, 4x SSC contendo 0.1% de Triton X-

100 e 4x SSC, sempre durante 5 min e à TA. Montaram-se, então, as preparações em 

Vectashield (Vector Laboratories) contendo iodeto de propídeo a 5 ux)/mL, e observaram-

se num microscópio de laser confocal MRC600 (BioRad, USA). As imagens foram 

recolhidas utilizando o software Comos (BioRad, USA) e processadas com o Adobe 

Photoshop 7.0 (Adobe Systems, USA). 

Solução 1:2:3: 1 volume de ácido láctico a 95%: 2 volumes de água desionizada: 3 volumes de 
ácido acético glacial. 
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Tampão de hibridização (2x): 8x SSC; 2x Denhardt's; sulfato de dextrano 20%; ssDNA 0.4 
WJ/jiL. 
20x SSC: NaCI 3 M; citrato trissódico 0.3 M; pH 7.0. 
100x Denhardt's: BSA 2%; 2% Ficoll 400; polivinilpirrolidona 2%; filtrou-se e armazenou-se a 
-20°C. 
RNase: RNase A pancreática a 25 mg/mL numa solução de Tris-HCI (pH 7.5) 10 mM e NaCI 15 
mM. Ferver durante 15 min para inactivar as DNases e deixar arrefecer à TA. Filtrar por Millipore 
0.45 \im e fazer aliquotas, que se armazenam a -20 °C. 

8. Obtenção de DNA plasmídico 

8.1. Preparação de células competentes 

lnocularam-se 10 mL de meio de cultura LB, contendo os antibióticos necessários 
para a estirpe bacteriana em questão, com uma colónia isolada e deixaram-se crescer 
ON, a 37 °C, com agitação. Repartiu-se a cultura obtida por dois frascos, com 100 mL de 
LB cada um, e incubaram-se a 37°C até atingir uma densidade óptica, a 600 nm, de 
cerca de 0.6. Distribuíram-se as culturas por falcons de 50 mL e arrefeceram-se em gelo. 
Centrifugaram-se as culturas a 4000 rpm, durante 15 min, a 4°C, e cada sedimento foi 
ressuspenso em 12.5 mL de solução A, previamente arrefecida em gelo. Centrifugou-se a 
4000 rpm durante 8 min, a 4°C e ressuspendeu-se cada precipitado em 2.5 mL de 
solução B, anteriormente arrefecida em gelo. Estas suspensões foram mantidas em gelo 
durante 1 hora, tendo-se, posteriormente, dividido em aliquotas de cerca de 0.2 mL e 
armazenado a -70°C. 

LBi 10 g bactotriptona (LAB M); 5 g extracto de levedura; 10g NaCI; ddH20 q.b.p. 1 L; pH 7.0. 
Solução A: KCH^COO 30 mM; MnCI2 50 mM; CaCI210 mM; KCI 100 mM; glicerol 15%. 
Solução B: NaMOPS, pH 7.0, 10 mM; CaCI2 75 mM; KCI 10 mM; glicerol 15%. 
NaMOPS: Fazer uma solução stock 1 M, acertar o pH para 7.0 com NaOH e filtrar a solução. 

8.2. Transformação de células competentes 

Descongelaram-se 100 uL de células competentes em gelo, às quais se adicionaram, 
logo após, 0.5 u l de DNA plasmídico ou 10 u l da mistura de ligação. Incubaram-se em 
gelo durante 30 min e, seguidamente, a 42°C durante 45 s. Deixaram-se arrefecer em 
gelo. Mais tarde, adicionaram-se 300 u l de LB e incubou-se a mistura durante 1 h, a 
37°C, com agitação. Posteriormente, centrifugou-se a 3500 rpm, durante 2 min, e 
ressuspendeu-se o sedimento em 200 uL de LB. No caso da transformação de DNA 
plasmídico, plaquearam-se 10 u l da mistura numa placa de L-Agar contendo os 
antibióticos necessários para a estirpe bacteriana em questão. Quando a transformação 
foi efectuada com produto de ligação, dividiu-se a mistura por três placas de L-Agar, 
possuindo cada uma os antibióticos adequados e, no caso de subclonagens em 
plasmídeos contendo um fragmento do gene LacZ, IPTG e X-gal. As placas de L-Agar 
foram, em todas as situações, incubadas a 37°C ON. 
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LB: 10 g bactotriptona (LAB M); 5 g extracto de levedura; 10g NaCI; ddH20 q.b.p. 1 L; pH 7.0. 
L-Aqar: Agar (LAB M) a 15 g/L em LB. 
X-qal: 50 ng/ml de X-gal dissolvida em dimetilformamida. 
IPTG: 0.1 mM de IPTG dissolvido em ddH20. 

8.3. Preparação de DNA plasmídico 

O DNA plasmídico bacteriano para uso comum, como digestões enzimáticas e 

sequenciação manual, foi preparado pelo Boiling Method. Para aplicações em que era 

necessário DNA mais puro, como para transfecção de células e microinjecção de 

embriões, utilizou-se o QIAGEN Plasmid Midi Kit (QIAGEN, Germany), segundo as 

instruções do fabricante. 

8.3.1. Boiling Method 

Inoculou-se meio LB, contendo os antibióticos necessários para a estirpe bacteriana 

em causa, com uma colónia isolada e deixou-se crescer a 37 °C, ON, com agitação. 

Centrifugaram-se 1.5 mL dessa cultura durante 2 min, ressuspendeu-se o sedimento em 

200 u l de STET e deixou-se repousar 5 min à TA. Adicionaram-se 4 u l de Lisozima e 

incubou-se durante 5 min, à TA, fervendo-se, de seguida, durante 45 s e centrifugando 10 

min. O precipitado foi removido com a ajuda de um palito e, ao sobrenadante, foram 

adicionados 8 |xL de CTAB. Centrifugou-se durante 5 min e o precipitado foi ressuspenso 

em 300 u l de NaCI 1.2 M e o DNA reprecipitado por adição de 750 u l de etanol 

absoluto. Após uma centrifugação durante 10 min, o sedimento obtido foi lavado com 

etanol a 70%. O DNA foi seco sob vácuo, ressuspenso em 20 u l de ddH20 e 

armazenado a -20 °C. 

LB_! 10 g bactotriptona (LAB M); 5 g extracto de levedura; 10g NaCI; ddH20 q.b.p. 1 L; pH 7.0. 
STET: sucrose 8%; 0.1% Triton X-100; EDTA 50 mM; Tris-HCI, pH 8.0, 50 mM. 
Lisozima: solução de Lisozima a 50 mg/mL em ddH20. 
CTAB: brometo de cetiltrimetilamónio a 5%. 

9. Digestões enzimáticas 

Na maior parte dos casos, utilizaram-se endonucleases de restrição da New England 

BioLabs (USA). As digestões foram sempre efectuadas de acordo com as indicações do 

fabricante. Nos casos de digestões duplas, utilizou-se um tampão compatível com ambas 

as enzimas ou, alternativamente, fizeram-se restrições sequenciais, começando com o 

tampão de menor concentração salina e adicionando, para a segunda digestão, os 

componentes em falta. 
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10. PCR (polimerase chain reaction, reacção em cadeia da polimerase) 

A técnica de PCR permite a amplificação in vitro de fragmentos de DNA. Utilizaram-

se, como polimerases do DNA, a Taq (Pharmacia Biotech, UK), em usos correntes, e a 

Pfu ou a Taq Plus Precision (ambas da Stratagene, USA), quando se pretendia introduzir 

0 mínimo possível de erros na sequência a amplificar. Em geral, juntaram-se 25-100 ng 

de DNA-molde, 0.2 \iM de cada primer, 5 |ol de tampão de reacção (10x) 

(correspondente à enzima utilizada), 200 |j.M de cada nucleotídeo e ddH20 até perfazer 

49.5 |iL. Procedeu-se a uma desnaturação inicial, durante 5 min, a 95°C, e depois 

adicionaram-se 2.5 U de polimerase. Seguidamente, submeteu-se a reacção a vários 

ciclos, em cada um dos quais se desnaturou o DNA, a 95 °C, se procedeu ao 

emparelhamento dos dois oligonucleotídeos e, por fim, à polimerização do DNA, a 72 °C. 

Após o último ciclo, procedeu-se a um prolongamento, durante 10 min, do passo de 

extensão, de modo a permitir que todas as cadeias sintetizadas fossem completadas. 

11. Subclonagens 

As subclonagens realizadas neste trabalho foram realizadas de acordo com as 

indicações gerais a seguir descritas. Após a digestão do DNA com as endonucleases de 

restrição adequadas, estas foram inactivadas por incubação a 65 °C, durante 10 min. De 

seguida, submeteu-se a mistura a uma electroforese em gel de agarose SeaKem (FMC) 

de 0.7 a 1.2% e isolou-se a banda contendo o fragmento de interesse. O fragmento de 

DNA foi extraído da agarose utilizando para o efeito o JET SORB Gel Extraction Kit 

(Genomed, Germany), segundo as instruções do fabricante. Simultaneamente, digeriu-se 

1 \ig do vector com enzimas de restrição compatíveis, verificando-se, no final, por 

electroforese em gel de agarose de uma pequena quantidade da digestão, se tinha sido 

bem cortado. Inactivaram-se as enzimas, incubando a mistura a 65 °C, durante 10 min. A 

mistura de ligação foi efectuada utilizando o vector e o fragmento de inserção numa razão 

molar de cerca de 1:5, aos quais se adicionaram 2 |iL de Tampão Ligase (10x) e 1 U de 

Ligase do bacteriófago T4 (ambos Gibco-BRL Life Technologies, USA), perfazendo o 

volume final de 20 |LLL com ddH20. Incubou-se a mistura de ligação, durante 4 h ou ON, a 

16°C. Foram sequenciados os locais de clonagem de todos os construtos efectuados, de 

modo a verificar a sua correcção. 

11.1. Reparação do DNA criando extremidades blunt 

Nos casos em que se pretendia ligar fragmentos de DNA com extremidades 

incompatíveis, procedeu-se, previamente, ao seguinte protocolo, de modo a obter 
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extremidades blunt. Juntaram-se, a 2 [ig de DNA digerido, separado e extraído da 

agarose, 2 |iL de tampão de reparação (10x), 1 |il_ de dXTPs e 1 U de Klenow e 

perfizeram-se 20 ^L com ddH20. Incubou-se a mistura, durante 30 min, a 25°C ou à TA, 

para preencher as extremidades 5' coesivas (como as produzidas pela EcoRI). Para 

digerir as extremidades 3' coesivas, incubou-se a mistura, durante 1h, a 37 °C. Parou-se 

a reacção por incubação a 65°C durante 5 min, extraiu-se o DNA utilizando fenol-

clorofórmio/isoamílico e precipitou-se adicionando 0.1 volumes de NaCI 2 M e 2.5 

volumes de etanol absoluto. Incubou-se a mistura a -70°C, durante 20 min, centrifugou-se 

5 min e lavou-se o precipitado com etanol a 70%. O DNA foi seco sob vácuo. 

Fenol-clorofórmio/isoamílico: 1 parte de fenol para 1 parte de clorofórmio/isoamílico. 
Clorofórmio/isoamílico: 24 partes de clorofórmio para 1 parte de álcool isoamílico. 
Tampão de Reparação (10x): Tris-HCI, pH 7.5, 0.5 M; MgCI210 mM; DTT 10 mM. 
dXTPs1.25mM: 1 jiL de cada dXTP a 10 mM; 4 pj de ddH20. 

11.2. Preenchimento das extremidades dos produtos de PCR 

Quando se utilizaram enzimas de baixa fidelidade na obtenção de produtos de PCR, 

tornou-se necessário fazer uma reacção de preenchimento, para poder subclonar estes 

fragmentos em plasmídeos digeridos, com as extremidades blunt. Assim, adicionaram-se 

10 ^L do produto de PCR purificado, 1 \il de uma mistura de dNTPs 10 mM (que contém 

2.5 mM de cada nucleotídeo), 1.3 \il de tampão de preenchimento (10x) {polishing buffer, 

da Stratagene, USA) e 0.5 U de polimerase do DNA Pfu, clonada (Stratagene), e 

incubou-se a reacção a 72 °C, durante 30 min. 

12. Sequenciação de DNA 

Para a sequenciação de DNA utilizou-se o 77 Sequencing Kit (Pharmacia Biotech, 

UK), que se baseia no método designado por terminação da cadeia por trifosfatos de 

2',3'-didesoxirribonucleosídeos (ddNTPs) (Sanger et ai., 1977). O protocolo foi executado 

de acordo com as indicações do fabricante, utilizando 1.5 \ig de DNA e 10 ng de um dos 

primers indicados na Tabela 2 por cada conjunto de reacções. Os produtos foram, 

depois, separados por electroforese em gel desnaturante de poliacrilamida normal ou 

com formamida, tendo sido usado o último nos casos em que era necessária a resolução 

de compressões. 

12.1. Electroforese em gel de poliacrilamida 

Na montagem, utilizaram-se vidros de sequenciação de 40 cm x 30 cm e separadores 

de 0.4 cm de espessura. Aplicou-se entre os vidros o gel de poliacrilamida, a 5% ou com 
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formamida, e deixou-se polimerizar o gel. Efectuou-se uma pré-corrida durante 10 min, a 

60 W. Como tampão de electroforese, utilizou-se 0.6x TBE, para o gel a 5%, ou 1x TBE, 

para o gel com formamida. Desnaturaram-se as amostras, fervendo-as durante 2 min e 

colocando-as depois em gelo, e aplicaram-se, posteriormente, 3.5 u l de cada no gel. A 

electroforese decorreu a 2000 V, 40 mA e 60 W. O tempo de corrida foi variável, 

conforme a distância entre o primer e a sequência que se pretendia obter. Após a corrida, 

procedeu-se, no caso do gel com formamida, a uma fixação durante cerca de 20 min. 

Seguidamente, em ambos os casos, transferiu-se o gel para uma folha de papel 3 MM e 

secou-se sob vácuo, a 80 °C. Após a secagem, colocou-se em exposição a uma película 

auto-radiográfica à TA, ON. 

Gel de poliacrilamida a 5%: 25.2 g ureia; 6 ml_ acrilamida (Long Ranger gel solution, da AT 
Biochem, USA); 14.4 mL TBE (5x); ddH20 q.b.p. 60 mL; filtrou-se por Millipore 0.45 um; 300 |iL 
APS10%;30|iLTEMED. 
Gel de poliacrilamida com formamida: 25.2 g ureia; 24 mL formamida; 9.6 mL acrilamida (Long 
Ranger gel solution, da AT Biochem, USA); 12 mL TBE (5x); filtrou-se por Millipore 0.45 |im; 480 
|iL APS 10%; 72 ^L TEMED. 
TBE (5x): 54 g Trizma-base; 27.5 g ácido bórico; 20 mL EDTA 0.5 M; pH 8.0; ddH20 q.b.p. 1L. 
Solução fixadora: etanol 20%; ácido acético 10%. 

13. Rastreios de bibliotecas de DNA genómico e de cDNA 

Os rastreios das bibliotecas de DNA genómico (em fago Lambda DASH) e de cDNA 

(em fago Uni-ZAP XR), ambas da Stratagene (USA), foram efectuados segundo os 

protocolos do fabricante, que podem ser consultados, respectivamente, em 

http://www.stratagene.com/manuals/943801.pdfe http://www.stratagene.com/manuals/937328.pdf. 

Em ambos os casos foi utilizada uma sonda radioactiva preparada a partir do fragmento 

genómico adjacente ao P{1ArB} no masf1, previamente amplificado por PCR inverso. 

14. Identificação do locus mast 

O fragmento genómico adjacente ao P{1ArB} no masf1, que tinha sido amplificado 

por PCR inverso, foi submetido ao preenchimento das extremidades, segundo o protocolo 

referido atrás (secção 11.2) e, após isso, clonado no pKS digerido com Sma\, 

sequenciado e utilizado em pesquisas em bancos de dados. Verificou-se possuir total 

homologia com a parte sequenciada do clone de cDNA LD11488, disponível no BDGP. 

Este estava identificado como pertencendo a uma biblioteca de cDNAs de embriões de 

Drosophila, de 0 a 24 h, e vinha subclonado nos locais EcoRI e Xho\ do pSK e 

transformado na estirpe SOLR. Fez-se um streaking da cultura numa placa de L-Agar, 
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contendo ampicilina (50 ug/mL) e kanamicina (50 ug/mL), para obter uma colónia isolada, 

com a qual se inoculou meio LB e se isolou o DNA plasmídico. Este cDNA, que se 

denominou mast, foi completamente sequenciado, para o que se utilizaram várias 

subclonagens (Tabela 4) e primers (Tabela 2). A sequência do cDNA mast (LD11488) foi 

submetida às bases de dados DDBJ/EMBL/GenBank com o código de acesso AF250842. 

Mais tarde, as pesquisas em bancos de dados permitiram identificar o gene mast 

(FBgn0021760) e os outros dois cDNAs (NM_168882 e NM_168883), referidos no 

capítulo "Resultados". 

Enzima(s) Vector digerido Tipo Plasmídeo finai 

Hind\\\ +Xho\ religação pSK 

Hind\\\ + BamHI religação pSK 

EcoRI pKS/EcoRI subclonagem pKS 

EcoRI religação pSK 

Saci pKS/Sacl subclonagem pKS 

Saci religação pSK 

Xba\ pKS/Xòal subclonagem pKS 

Xba\ religação pSK 

Tabela 4. Subclonagens e religações efectuadas a partir do LD11488 para a sua sequenciação. 

15. Análise computacional da sequência da Mast 

Os programas utilizados na análise da sequência da Mast podem encontrar-se nos 

seguintes locais da Internet: ELM {http://elm.eu.org/); GLOBE (http://www.embl-

heidelberg.de/predictprotein/predictprotein.html); InterProScan (http://www.ebi.ac.uk/  

InterProScan/); MEMSAT2 (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/); MotifScan (http://myhits.isb-

sib.ch/cgi-bin/motif_scari); NCBI CD(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi); 

NCOILS (http://speedy.embl-heidelberg.de/cgi-bin/coils-svr.pl); PHDsec (http://www.public. 

iastate.edu/~pedro/pprotein_query.html); PredictNLS (http://cubic.bioc.columbia.edu/  

predictNLS/) ; ProfileScan (http://www.isrec. isb-sib. ch/software/PFSCANJorm. html) ; 

PSIPRED V2.3 (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/); PSORT II (http://psort.nibb.ac.jp/form2. 

html); SignalP 3.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/); SMART (http://smart.embl-

heidelberg.de/); SubLoc v1.0 (http://www.bioinfo.tsinghua.edu.cn/SubLoc/); 2ZIP 

(http://2zip.molgen.mpg.de/); YinOYang 1.2. (http://www.cbs.dtu.dk/services/YinOYang/). 

Os alinhamentos entre as várias sequências proteicas foram efectuados com o 

programa ClustalX-1.8 (http://www.icgeb.trieste.it/~netsrv/clustalx/clustalx.html) e o 

cladograma com o Phylip (http://bioweb.pasteur.fr/seqanal/interfaces/drawgram.htmf). 
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16. Produção de anticorpos policlonais anti-Mast 

16.1. Produção do anticorpo CH-R1 

O anticorpo CH-R1 foi produzido contra a proteína recombinante Mastrec-|. Para que 

esta fosse efectuada, digeriu-se o cDNA mast com as enzimas de restrição EcoRI e Xho\ 

e subclonou-se o fragmento resultante de cerca de 3300 pb, correspondente à metade C-

terminal da Mast, no vector de expressão pET-23b (Novagen, USA), nos mesmos locais 

de restrição. A expressão da Mastreci foi induzida na estirpe de E. coli BL21(DE3), 

segundo as instruções do fabricante, verificando-se ser optimizada por adição ao meio de 

cultura de 0.4 mM de IPTG, durante 2 h. Submeteu-se esta proteína a SDS-PAGE, corou-

se o gel com 0.5% coomassie blue R250 dissolvido em água desionizada e descorou-se 

com água desionizada ON, para não haver fixação da proteína ao gel. Isolou-se, 

posteriormente, a banda correspondente à proteína recombinante e enviou-se para a 

companhia Eurogentec (Bélgica) para a obtenção do anticorpo policlonal em coelho. 

16.2. Produção dos anticorpos Rb726 e Rb727 

Os anticorpos Rb726 e Rb727 foram produzidos por imunização de dois coelhos com 

a proteína recombinante MasW- Na obtenção desta, digeriu-se o cDNA mast com as 

enzimas de restrição BglW e Saci e subclonou-se o fragmento resultante, de 1300 pb, no 

vector de expressão pQE-32 (QIAGEN, Germany), previamente digerido com SamHI e 

Saci. Salienta-se que os locais resultantes da restrição pelas enzimas BglW e SamHI são 

compatíveis. A expressão da MastreC2, que possui uma sequência de 6 histidinas a N-

terminal, foi induzida na estirpe de E. coli M15[pREP4], segundo as instruções do 

fabricante, verificando-se ser optimizada por adição ao meio de cultura de 2 mM de IPTG, 

durante 3 h. Esta proteína foi depois processada como a anterior e enviada para a 

companhia SAPU (UK) para a obtenção dos anticorpos policlonais Rb726 e Rb727 em 

coelho. 

16.3. Purificação do Rb726 em coluna de proteína A 

Utilizou-se, nesta purificação, proteína A recombinante imobilizada em beads de 

agarose (da Sigma, USA). Lavou-se 1 ml_ de proteína A com Tris-HCI 100 mM, pH 8.0, e 

centrifugou-se a 4000 rpm, durante 5 min, a 4 °C. O sobrenadante foi decantado e a 

lavagem repetida 3 vezes. Seguidamente, juntaram-se 250 ^L de Tris-HCI 1 M, pH 8.0, e 

2.5 ml_ de soro Rb726, previamente centrifugado durante 2 min, a 4 °C, e incubou-se 

durante 3 h, com agitação, à TA. A mistura foi, então, transferida para uma coluna 
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descartável de 1 ml_ (QIAGEN, Germany), que se deixou escoar pela acção da 

gravidade. Lavou-se a coluna com 10 mL de Tris-HCI 100 mM, pH 8.0, depois com 4 mL 

de Tris-HCI 10 mM, pH 8.0, e eluiram-se as imunoglobulinas por adição de 3 mL de 

glicina 100 mM, pH 2.6. O eluído foi imediatamente neutralizado com Tris-HCI 1 M, pH 

8.0, concentrado numa coluna Centricon (Millipore), de cutt-off 10 kDa, e guardado a 4 

°C. 

17. Preparação de extractos proteicos de D. melanogaster 

Na preparação de extractos proteicos de embriões, estes foram colectados e lavados 

com água destilada. Adicionou-se 1 volume de tampão de amostra de Laemmli (2x) e 

PMSF para uma concentração final de 100 ^M. De seguida, homogeneizou-se bem, 

mantendo a mistura sempre no gelo, centrifugou-se a 14000 rpm durante 2 min, a 4°C, e 

recolheu-se o sobrenadante para outro tubo. No final, ferveu-se a amostra durante 5 min, 

colocou-se em gelo e centrifugou-se novamente durante 2 min. 

Para preparar extractos proteicos de cérebros de larvas da 3a fase e de ovários ou 

testículos de adultos, estes foram dissecados em NaCI a 0.7% e retirados para um tubo, 

previamente colocado em gelo, contendo tampão de amostra de Laemmli (2x), com 

PMSF numa concentração final de 100 |xM. As amostras foram fervidas, durante 5 min, 

antes da sua quantificação. 

Tampão de amostra de Laemmli (2x): Tris-HCI, pH 6.8, 125 mM; SDS 4%; glicerol 20%; (3-
mercaptoetanol 10%. 
Inibidor de proteases: PMSF 100 mM em isopropanol; armazenar a -20°C. 

18. Quantificação de proteínas pelo método dos padrões de BSA 

De modo a quantificar aproximadamente as proteínas totais dos extractos, estes 

foram comparados com padrões de BSA. Prepararam-se vários padrões, de 

concentrações diferentes, de BSA (Sigma, USA) dissolvida em ddH20. Numa folha de 

papel de filtro Whatman, colocou-se uma gota de 1 \il de cada padrão e de cada amostra 

a quantificar. Deixou-se secar o papel à TA e seguidamente corou-se com coomassie 

blue, descorando por imersão em solução de descoloração fixadora e deixando, 

posteriormente, secar à TA. 

coomassie blue: 0.125% coomassie blue R250; ácido acético 10%; metanol 50%. 
Solução de descoloração fixadora: metanol 5%; ácido acético 7%. 
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19. Western blot 

Separaram-se as amostras proteicas desnaturadas e padrões pré-corados (Bio-Rad, 

USA) por SDS-PAGE de 7-10%. Seguidamente, foram transferidos para uma membrana 

de nitrocelulose (Schleicher & Schuell), utilizando tampão de transferência (1x), por 

aplicação de uma corrente de 400 mA, durante 1 h, a 14°C. No final, bloqueou-se a 

membrana em tampão de bloqueamento, durante 2 h, com agitação, e incubou-se com o 

anticorpo primário, a uma diluição apropriada (ver Tabela 2), em TBST-LP, durante 1 h, 

com agitação, à TA. Depois lavou-se 3x 15 min a membrana em TBST-LP. Procedeu-se 

então à incubação com o anticorpo secundário conjugado com HRP (ver Tabela 2), 

diluído em TBST-LP, durante 1 h, à TA, com agitação. Posteriormente, procedeu-se a 

duas lavagens com TBST, durante 15 min, e a outra lavagem com TBS, durante 10 min. 

Na reacção de detecção, utilizou-se o ECL Chemiluminescent Detection System 

(Amersham Biosciences, UK), de acordo com as instruções do fabricante. A membrana 

foi, no final, envolvida em película transparente e exposta, durante alguns segundos, a 

uma película auto-radiográfica. Posteriormente, foi necessário proceder-se à retirada dos 

anticorpos para uma nova incubação da membrana, desta vez com o anticorpo anti-a-

Tubulina, como controlo da quantidade dos extractos utilizados. Para isso, incubou-se a 

membrana em solução stripping a 50 °C, durante 30 min, lavando-se, de seguida, com 

uma grande quantidade de TBST, 2x 10 min. 

Tampão de transferência (10x): Trizma-base 0.25 M; glicina 1.91M; pH 8.3. 
Tampão de bloqueamento: 5% leite em pó (Moliço) em TBST. 
TBST-LP: 1 % leite em pó (Moliço) em TBST. 
TBST: 0.05% Tween 20 em TBS. 
TBS: Tris-HCI. pH 7.5, 50 mM; NaCI 150 mM. 
Solução stripping: 2-mercaptoetanol 100 mM; 2% SDS; Tris-HCI 62.5 mM, pH 6.7. 

20. Imunofluorescência em células S2 

As células S2 de Drosophila foram crescidas em meio Schneider's (Gibco BRL) com 

5% FBS, a 25 °C. Nos casos em que se pretendia efectuar a despolimerização dos 

microtúbulos, as células foram incubadas com 30 ^M colchicina (Sigma, USA) durante 2, 

8 ou 16 horas. As células foram submetidas a um cytospin contra uma lâmina a 1000 

rpm, durante 5 min, fixadas em 3.7% formaldeído em PHEM durante 12 min e lavadas 3x 

5 min com PBS (1x). O bloqueamento foi efectuado em PBS-TF durante 1h, à TA, após o 

que se procedeu à incubação com os anticorpos primários (ver Tabela 2), diluídos em 

PBS-TF contendo 0.5 mg/mL RNase, durante 45 min, à TA. De seguida, as células foram 

lavadas em PBS (1x) e incubadas com os anticorpos secundários conjugados com 
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fluorocromos (ver Tabela 2). Lavaram-se novamente as células com PBS (1x) e 

montaram-se em Vectashield (Vector Laboratories, UK) contendo iodeto de propídeo a 5 

ug/mL. As preparações foram observadas com um microscópio de laser confocal 

MRC600 (BioRad, USA) e as imagens recolhidas utilizando o software Comos (BioRad, 

USA) e processadas com o Adobe Photoshop 7.0 (Adobe Systems, USA). 

PHEM: Pipes 60 mM; Hepes 25 mM, pH 7.0; EGTA 10 mM; MgS04 4 mM. 
PBS (10x): 80 g NaCI; 2 g KCI; 14.4 g Na2HP04; 2.4 g KH2P04, pH 7.4; ddH20 q.b.p. 1 L. 
PBS-TF: PBS (1x) contendo 1% Triton X-100 e 10% FBS. 
RNase: RNase A pancreática a 25 mg/mL numa solução de Tris-HCI (pH 7.5) 10 mM e NaCI 15 
mM. Ferver durante 15 min para inactivar as DNases e deixar arrefecer à TA. Filtrar por Millipore 
0.45 um e fazer alíquotas, que se armazenam a -20°C. 

21. Imunofluorescência em squashes de neuroblastos 

21.1. Fixação com formaldeído 

Dissecaram-se cérebros de larvas da 3a fase em NaCI a 0.7% e fixaram-se, 

sequencialmente, em 2% de formaldeído em PBS-T, durante 1.5 min, e em solução 

Ac/Form, durante 2.5 min. No fim, montaram-se numa gota de 8 u l da última solução. A 

preparação foi fortemente pressionada com o polegar, para esmagar o cérebro, e 

imergida, de imediato, em azoto líquido. Rapidamente, retirou-se a lamela com a ajuda de 

um bisturi e lavaram-se as lâminas em TBS-T, durante 5 min. De seguida, bloquearam-se 

em TBS-TB, durante 1 h, e, depois, incubaram-se com o anticorpo primário diluído em 

TBS-TB, ON, a 4 °C. Lavaram-se as preparações 3x 5 min, em TBS-T, e incubaram-se, 

posteriormente, com o anticorpo secundário diluído em TBS-TB, durante 1 h, à TA. Os 

squashes foram lavados como anteriormente e montados em Vectashield (Vector 

Laboratories, UK) contendo 0.1 (ig/mL de DAPI. As preparações foram observadas com 

um microscópio Axioskop (Zeiss, Germany) e as imagens obtidas com uma câmara 

SPOT2 (Diagnostic Instruments, USA) e processadas com o Adobe Photoshop 7.0 

(Adobe Systems, USA). 

PBS-T: 2% Triton em PBS (1x). 
PBS (10x): 80 g NaCI; 2 g KCI; 14.4 g Na2HP04; 2.4 g KH2P04, pH 7.4; ddH20 q.b.p. 1 L. 
Solução Ac/Form: 2% formaldeído e 45% ácido acético em ddH20. 
TBS-T: Tris-HCI 10 mM, pH8.0; NaC1150 mM; 2% Triton. 
TBS-TB: Tris-HCI 10 mM, pH8.0; NaC1150 mM; 2% Triton; 10% FBS. 

21.2. Fixação com metanol 

Os cérebros de larvas da 3a fase foram dissecados em PBS (1x) e transferidos, 

posteriormente, para uma gota de glicerol a 5% em PBS (1x), numa lâmina. Colocou-se a 

lamela por cima e pressionou-se fortemente com o polegar para esmagar o cérebro. 
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Rapidamente, congelou-se a preparação por imersão em azoto líquido, retirou-se a 

lamela com a ajuda de um bisturi e procedeu-se a uma fixação por imersão em metanol 

arrefecido a -70 °C, durante 5 min. A rehidratação foi executada por incubação 

sequencial das lâminas em 66% de metanol em PBS-T, 33% de metanol em PBS-T, em 

ambos os casos durante 5 min, e, finalmente, 3x em PBS-T, durante 10 min. O 

bloqueamento foi efectuado em PBS-TB durante 1 h, seguindo-se as incubações com os 

anticorpos primário e secundário, diluídos em PBS-TB, durante, respectivamente, 3 h e 2 

h, intercaladas e finalizadas por 3 lavagens com PBS-T, durante 20 min cada. 

Posteriormente, fez-se uma lavagem em PBS (1x) e procedeu-se à montagem em 

Vectashield (Vector Laboratories, UK) contendo 0.1 ng/mL de DAPI. As preparações 

foram observadas com o auxílio de um microscópio Axioskop (Zeiss, Germany) e as 

imagens obtidas com uma câmara SPOT2 (Diagnostic Instruments, USA) e processadas 

com o Adobe Photoshop 7.0 (Adobe Systems, USA). 

PBS Í10x): 80 g NaCI; 2 g KCI; 14.4 g Na2HP04; 2.4 g KH2P04, pH 7.4; ddH20 q.b.p. 1 L. 
PBS-T: 0.1% Triton em PBS (1x). 
PBS-TB: 3% BSA em PBS-T. 

22. Ensaio de ligação aos microtúbulos 

Recolheram-se 3 ml_ de embriões de 0-3 horas e congelaram-se a -70 °C. De 

seguida, homogeneizaram-se em 2 volumes de TL, em gelo, e retirou-se uma amostra 

(amostrai). Deixou-se o homogeneizado em gelo durante 15 min, para despolimerizar os 

microtúbulos, centrifugando-o, depois, a 16000 g, durante 30 min, a 4 °C. Neste passo, 

recolheu-se uma amostra de precipitado (amostra 2) e outra de sobrenadante (amostra 

3). Posteriormente, centrifugou-se o sobrenadante a 135000 g, durante 90 min, a 4 °C, e 

retirou-se uma amostra do sobrenadante (amostra 4). Acrescentou-se, ao último, GTP e 

Taxol para concentrações finais de 1mM e 20 |j.M, respectivamente, deixando incubar à 

TA durante 30 min, para voltarem a polimerizar os microtúbulos. Colocaram-se, num tubo 

de centrífuga, 3 mL de uma solução de 15% de sucrose em TL-GT e adicionaram-se, 

com cuidado, 3 mL da solução anterior. Centrifugou-se a mistura a 54000 g, durante 30 

min, a 20 °C, retirando-se, depois, uma amostra do sobrenadante (amostra 5). O 

precipitado, que contém os microtúbulos e as MAPs, foi ressuspenso em 400 |ol de TL-

GT, recolhendo-se uma amostra (amostra 6) e adicionando-se, posteriormente, NaCI 

para uma concentração final de 0.5 M, o que provoca a dissociação das MAPs dos 

microtúbulos. Incubou-se a mistura a 37 °C, durante 30 min, e centrifugou-se numa 

microcentrífuga, à velocidade máxima, durante 15 min. No final, retirou-se uma amostra 

do sobrenadante, no qual ficam as MAPs (amostra 7), e outra do precipitado, contendo os 

microtúbulos (amostra 8). As amostras foram armazenadas a -70 °C até à sua utilização, 
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analisando-se, mais tarde, 30 ng de cada uma delas por SDS-PAGE, corado com 

coomassie blue, ou por Western blot, usando anticorpos contra a Mast e a a-Tubulina. 

TL (tampão de lise): Pipes 0.1 M, pH 6.6; EGTA 5 mM; MgS04 1 mM; glicerol 0.9 M; DTT 1 mM; 
PMSF 1 mM; aprotinina 1 \iglmL; leupeptina 1 (ig/mL; pepstatina 1 |ag/mL. 
TL-GT: tampão de lise contendo 1mM de GTP e 20 |iM de Taxol. 

23. Mobilização do elemento P 

De modo a obter revertentes e outros alelos do gene afectado, procedeu-se à 

mobilização do elemento P da estirpe masf1 (Fig. 11). Inicialmente, cruzou-se um grande 

número de fêmeas virgens masf1ITM6B com machos Sb e, P[A2-3]ITM6. Os machos 

masf1ISb e, P[A2-3] resultantes foram cruzados individualmente com fêmeas contendo o 

balanceador TM3, Sb ry e, o que permitiu a identificação dos indivíduos nos quais o 

elemento de transposição tinha sido mobilizado através da perda do ry\ O último 

cruzamento serviu para balancear os alelos obtidos também com TM6B, pois o marcador 

Tb (Tubby) permite identificar facilmente as larvas homozigóticas devido a, contrariamente 

às heterozigóticas, serem compridas e mais finas. De 35000 alelos analisados, obtiveram-

se 39 linhas que perderam a inserção (confirmado por Southern blot - ver secção 25) e 

eram viáveis, férteis e sem fenótipo mitótico, os revertentes. Também se conseguiram 

encontrar 51 novas mutações, que provocavam morte prematura ou infertilidade, entre as 

quais a masf4 e a masf5. Estas também foram examinadas por Southern blot, de modo a 

verificar quais as alterações ocorridas na zona de excisão do elemento P (ver secção 25). 

99 mast?1 

TM6,TbHue * ° ° V » TMfí I k e 

c ? $ ; mast 
Y ' Sbe,P[A2-3] X 

TM6,Ubxe 

red mbc e 
TM3,Sbrye 

9/â mastf 

TM3, Sb rye X â/9 TM3, Ser e 
TM6,TbHue 

w m£ir, stook 

Figura 11. Cruzamentos genéticos com vista à mobilização do P{1ArB} da estirpe masf1. 9 
fêmea; ó* - macho; * - indivíduos em que o elemento P foi mobilizado. 
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24. Preparação de DNA genómico de moscas adultas 

24.1. Método convencional 

Congelou-se um tubo de microcentrífuga cheio de moscas adultas a -70°C. 

Posteriormente, transferiram-se as moscas para o tubo do homogeneizador e 

adicionaram-se 5 ml_ de tampão de homogeneização (TH). Homogeneizou-se bem a 

mistura, mantendo sempre em gelo o tubo, após o que se centrifugou durante 1 min, a 

1000 rpm e 4°C. De seguida, adicionaram-se ao sobrenadante 5 mL de TM e centrifugou-

se a 4500 rpm, durante 10 min, a 4°C, para recuperar os núcleos. Depois, retirou-se o 

sobrenadante com vácuo de água, aspirando os lípidos, ressuspenderam-se os núcleos 

em 1 mL de TM e dividiu-se a mistura por dois eppendorfs, utilizando pontas cortadas. 

Adicionou-se Proteinase K e SDS para concentrações finais de 100 \iglrr\L e 1%, 

respectivamente, misturou-se por inversão e incubou-se durante 45 a 60 min, a 37°C. 

Mais tarde extraiu-se o DNA com 1 volume de fenol, duas vezes, e depois com 1 volume 

de clorofórmio/isoamílico, centrifugando durante 5 min, a 6000 rpm, e retirando a fase 

aquosa com pontas cortadas. O DNA genómico foi precipitado com 2 volumes de etanol 

absoluto, lavado com etanol a 70% e seco ao ar. Posteriormente, foi cuidadosamente 

ressuspenso em 100 | j l de ddH20 e armazenado a 4°C. 

Tampão de homogeneização (TH): Tris-HCI, pH 7.5, 10 mM; NaCI 60 mM; EDTA, pH 8.0, 10 
mM; espermidina 150 |iM; espermina 150 \iM. Armazenar a 4°C. 
Clorofórmio/isoamílico: 24 volumes de clorofórmio para 1 volume de álcool isoamílico. 

24.2. Método a partir de uma só mosca 

Congelou-se uma mosca a -70°C e homogeneizou-se em 100 JJ.L de HM. Incubou-se, 

durante 20 min, a 65°C e, mais tarde, adicionaram-se 15 |j.L de acetato de potássio 8 M, 

colocando de seguida em gelo durante 30 min. Posteriormente, centrifugou-se durante 20 

min e transferiu-se o sobrenadante para um tubo novo, ao qual foram adicionados 200 |iL 

de etanol absoluto, previamente arrefecido a -20°C. Deixou-se incubar em gelo durante 1 

h, centrifugou-se 5 min, rejeitou-se o sobrenadante e secou-se o precipitado sob vácuo. 

Ressuspendeu-se o DNA em 10 ^L de ddH20 e guardou-se a 4°C. 

HM: sucrose 200 mM; Trizma-base 100 mM; EDTA, pH 8.2, 50 mM; SDS 5%; NaCI 100 mM. 
Filtrar. 
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25. Southern blot e colony screening 

A técnica de Southern blot foi utilizada na análise das estirpes resultantes da 
mobilização do elemento P. Para isso, preparou-se DNA genómico, a partir de moscas 
heterozigóticas adultas das várias linhas a estudar, que se digeriu com as enzimas de 
restrição C/al e Pvull, separadamente. Como sondas, utilizaram-se: o fragmento de cerca 
de 2.5 kb resultante da digestão do LD11488 com EcoRI, correspondente à zona 5' do 
cDNA; o fragmento genómico do plasmid rescue efectuado com Hind\\\; o gene da 
ampicilina, que faz parte da constituição do P{1ArB}; o fragmento correspondente à 
região 5' não codificante do cDNA, obtido a partir da digestão do LD11488 com BstX\. 

O colony screening foi utilizado nos rastreios das subclonagens. 

25.1. Transferência alcalina de DNA para membrana de nylon (Southern blot) 

As amostras de DNA digerido foram sujeitas a electroforese em gel de agarose 
SeaKem (FMC) a 0.7%, durante a noite, a 27 V. Após a electroforese, o gel foi observado 
sob radiação ultravioleta, fotografado e copiado para uma folha de acetato. Sujeitou-se, 
então, o gel a depurinação, por imersão em HCI 0.2 N durante 15 min, facilitando a 
transferência de fragmentos de DNA de tamanho superior a 10 kb. Após uma breve 
lavagem com água desionizada, procedeu-se à desnaturação, colocando o gel em 
solução de desnaturação/transferência durante 30 min, com agitação. Entretanto, 
montou-se o aparato para a transferência, na qual se utilizou a solução de 
desnaturação/transferência e uma membrana de nylon carregada positivamente (Hybond-
N+, da Amersham Biosciences, UK). A transferência decorreu durante 16 h, 
aproximadamente. No fim, neutralizou-se a membrana por imersão em solução de 
neutralização, durante 15 min, com agitação, secou-se durante 30 min, à TA, e depois 
durante 2 h, a 80°C, para fixar o DNA. A membrana assim preparada foi utilizada para 
hibridação com a sonda radioactiva. 

Solução de desnaturação/transferência: NaOH 0.4 N; NaCI 1M. 
Solução de neutralização: Tris-HCI, pH 7.2, 0.5 M; NaCI 1 M. 

25.2. Colony screening 

Inicialmente, procedeu-se à numeração e marcação da orientação do filtro de nylon 
(QIAGEN, Germany). Colocou-se a membrana sobre a placa de L-Agar, marcando os 
triângulos orientadores também no exterior da caixa de Petri, removeu-se e transferiu-se 
para cima de um papel 3 MM embebido em solução de desnaturação, deixando incubar 
durante 5 min. A membrana foi depois imergida em solução de neutralização durante 5 
min, lavada em 2x SSC e seca ao ar durante 30 min. Seguidamente, procedeu-se à 
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fixação do DNA por aquecimento a 80 °C, durante 2 h. A membrana assim preparada foi 

utilizada para hibridação com a sonda radioactiva. 

Solução de desnaturação: NaCI 1.5 M; NaOH 0.5 M. 
Solução de neutralização: NaCI 1.5 M; Tris-HCI 1 M; pH 7.4. 
20x SSC: NaCI 3 M; citrato trissódico 0.3 M; pH 7.0. 

25.3. Hibridação de DNA por métodos radioactivos 

25.3.1. Preparação da sonda radioactiva 

Na preparação das sondas radioactivas foi utilizado o kit "Multiprime DNA Labelling 

System" (Amersham Biosciences, UK). O fragmento desejado foi separado por 

electroforese em gel de agarose de baixo ponto de fusão (SeaPlaque, FMC), tendo sido 

depois retirada a banda de interesse. Este DNA foi dissolvido em ddH20, de modo a ficar 

a uma concentração de 1 ng/ul, e aquecido a 65 °C, para diminuir a viscosidade da 

agarose. Pipetaram-se então 31 u l de DNA, que se desnaturou, por aquecimento a 95 

°C, durante 5 min, e arrefeceu de seguida em gelo, para não renaturar. Adicionaram-se 

imediatamente 10 uL de tampão de marcação e 5 u l de mistura de primers, retirou-se a 

mistura do gelo e, seguidamente, juntaram-se 2 JJ,L de [oc32P] dCTP e 2 U do fragmento 

Klenow da polimerase I de DNA. A reacção de polimerização decorreu durante 1 h, a 37 

°C. A sonda radioactiva preparada foi depois filtrada, de modo a remover os nucleotídeos 

radioactivos não incorporados, numa coluna de Sephadex G50 equilibrada em tampão 

TNE/SDS, após a adição de 50 u l de TNE/azul de bromofenol, previamente aquecido a 

65 °C. 

Tampão de marcação (5x): Tris-HCI. pH 7.8; MgCI2; 2-mercaptoetanol. 
Mistura de primers: hexanucleotídeos aleatórios em solução aquosa, contendo BSA. 
Tampão TNE/SDS: Tris-HCI, pH 7.5, 10 mM; NaCI 20 mM; EDTA 1 mM; SDS 0.1 %. 
TNE/azul de bromofenol: Tris-HCI, pH 7.5, 10 mM; NaCI 20 mM; EDTA 1 mM; azul de 
bromofenol 0.025%. 

25.3.2. Hibridação e lavagens 

A membrana foi colocada a pré-hibridar durante, pelo menos, 2 h, a 65 °C, com 

agitação, de modo a evitar a hibridação não específica. Depois, a sonda radioactiva foi 

desnaturada por aquecimento a 95 °C, durante 5 min, arrefecida em gelo e adicionada à 

solução de hibridação. A hibridação com o DNA retido na membrana ocorreu ON, a 65 

°C. Após a hibridação, lavou-se a membrana várias vezes com solução de lavagem 

aquecida a 50 °C. O sinal foi monitorizado com um contador de cintilações Geiger e a 

membrana envolvida em película transparente e exposta a uma película de auto-

radiografia, a -70 °C. 

Solução de hibridação: SSC 5x; 5x Denhardt's; SDS 0.5%; ssDNA 28 ng/mL, desnaturado. 
20x SSC: NaCI 3 M; citrato trissódico 0.3 M; pH 7.0. 
100x Denhardt's: BSA 2%; 2% Ficoll 400; polivinilpirrolidona 2%; filtrou-se e armazenou-se a 
-20°C. 
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Solução de lavagem para colony screening: SSC 2x; SDS 0.1%. 
Solução de lavagem para Southern blot: SSC 5x, pH 7.0; SDS 0.1 %. 

25.4. Hibridação de DNA por métodos não-radioactivos 

Alternativamente, as sondas de DNA foram marcadas com digoxigenina-11-dUTP, 

através do Random Primed DNA Labeling Kit (Boehringer Mannheim, Germany), e as 

membranas processadas segundo as instruções deste fabricante. 

26. Obtenção da estirpe gfp-polo;masf5 

A estirpe gfp-polo;masf5 foi obtida através dos cruzamentos genéticos 

pormenorizados na Figura 12. A preparação dos embriões para a sua observação in vivo 

foi efectuada de acordo com o protocolo descrito na secção 28.4. 

o /<* mastps y r f /Q si dp . Df669 
TM6, Tb Hue CyO ' TM3, Ser e 

dó mastf 

ai dp' TM3, Ser e 
X 99 mastf 

CyO' TM3,Sere 

ç / ç j gfp- poio x $/Q al dp . cdc27 
gfp-poh " CyO ' TM6,TbHue 

9 /d mastf al dp 
CyO ' TM3,Sere ç/d gfp-polo. + 

CyO ' TM6,TbHue 

ç* gfp-polo . mastps 

CyO ' TM6,TbHue •* 9tf gfp-pol° ; mastPS stock 
gfp-polo ' TM6,TbHue 

Figura 12. Cruzamentos genéticos realizados para obter a estirpe gfp-polo;masf5. 9 - fêmea; ó" 
- macho. 

27. Estudo da localização da EGFP-Mast e das suas variantes em células S2 

e HeLa 

27.1. Subclonagens efectuadas nos vectores de transfecção 

27.1.1. Subclonagem do cDNA mast no pMT/EGFP-C1 

Inicialmente, construiu-se um linker 5' a partir dos primers complementares L1 e L2, 

descritos na Tabela 2, desfosforilados na extremidade 3' e 5', respectivamente. Para isso, 
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misturaram-se quantidades idênticas de ambos, desnaturaram-se a 95 °C e depois 

deixaram-se arrefecer lentamente até à TA, para fazerem o anneling. O linker assim 

formado possui uma extremidade coesiva, do tipo 5', compatível com os locais 

resultantes da restrição pelas endonucleases BamHI e BglW e uma extremidade coesiva, 

do tipo 3', compatível com a região resultante da restrição pela endonuclease BsfXI. 

Simultaneamente, digeriu-se o LD11488 com BstX\ e Xho\, isolando o fragmento de 

cerca de 5150 pb, e o pMT/EGFP-C1 com BglW e Sa/I. Neste último, subclonou-se o 

fragmento de cDNA, previamente ligado ao linker 5'. É de notar que os locais resultantes 

das digestões pelas enzimas Xho\ e Sa/I são compatíveis. 

27.1.2. Subclonagem do cDNA mast no pEGFP-C1 

Procedeu-se como descrito na secção anterior, mas a subclonagem foi efectuada no 

pEGFP-C1 digerido com BglW e Sa/I. 

27.1.3. Subclonagem para expressão da EGFP-MastA32o-i354 

Digeriu-se o pMTlegfp-mast com EcoRV, isolou-se o fragmento maior, contendo o 

plasmídeo, e religou-se. 

27.1.4. Subclonagem para expressão da EGFP-Mast1.445 

Digeriu-se o pMTlegfp-mast com BglW e Sacll e isolou-se o fragmento maior, que 

continha o plasmídeo. De seguida, repararam-se as extremidades do fragmento, de modo 

a tornarem-se compatíveis (ver secção 11.1), e religou-se. 

27.1.5. Subclonagem para expressão da EGFP-Masti.922 

Digeriu-se o pMTlegfp-mast com HincW e Sacll e isolou-se o fragmento maior, 

contendo o plasmídeo. De seguida, repararam-se as extremidades do fragmento, de 

modo a tornarem-se compatíveis (ver secção 11.1), e religou-se. 

27.1.6. Subclonagem para expressão da EGFP-Mast446_i49i 

Digeriu-se o pMTlegfp-mast com BsfXI e BglW e isolou-se o 

contendo o plasmídeo. De seguida, repararam-se as extremidades 

modo a tornarem-se compatíveis (ver secção 11.1), e religou-se. 

27.1.7. Subclonagem para expressão da EGFP-Mastg3o-i49i 

Submeteu-se o LD11488 a PCR, utilizando os primers Mast930 e RWMast, indicados 

na Tabela 2, e a polimerase do DNA Pfu (Stratagene, USA). Após a desnaturação inicial 

do DNA, fizeram-se 25 ciclos de amplificação (30 s a 95°C, 30 s a 55 °C e 3 min a 72 °C). 

fragmento maior, 

do fragmento, de 
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No final, prolongou-se o tempo de extensão por 10 min (a 72°C). O fragmento 

amplificado, de 1700 pb, foi isolado por electroforese em gel de agarose, extraído e 

digerido com EcoRI e BamHI. Mais tarde, foi subclonado no pMT/EGFP-C1, previamente 

digerido com as mesmas endonucleases. 

27.1.8. Subclonagem para expressão da EGFP-MastA652-733 

Digeriu-se o pMTIegfp-mast com Smal e, mais tarde, com Ava\ e isolou-se o 

fragmento maior, que continha o plasmídeo. De seguida, repararam-se as extremidades 

do fragmento, de modo a tornarem-se compatíveis (ver secção 11.1), e religou-se. 

27.1.9. Subclonagem para expressão da EGFP-Mast446^72 

Digeriu-se o LD11488 com Bg/ll e Saci e isolou-se o fragmento de cerca de 1300 pb. 

De seguida, repararam-se as extremidades deste fragmento (ver secção 11.1), o qual foi 

subclonado no pMT/EGFP-C1, previamente digerido com Sma\. 

27.1.10. Subclonagem para expressão da EGFP-Mast234-866 

Submeteu-se o LD11488 a PCR, utilizando os primers Mast234 e Mast866, indicados 

na Tabela 2, e a polimerase do DNA Pfu (Stratagene, USA). Após a desnaturação inicial 

do DNA, fizeram-se 25 ciclos de amplificação (30 s a 95°C, 1 min a 50 °C e 3 min a 72 

°C). No final, prolongou-se o tempo de extensão por 10 min (a 72°C). O fragmento 

amplificado, de 1900 pb, foi isolado por electroforese em gel de agarose e extracção 

subsequente. Mais tarde, foi digerido com Xho\ e HincW e subclonado no pMT/EGFP-C1, 

previamente digerido com Xho\ e Sma\. 

27.2. Transfecção de células em cultura 

Os construtos EGFP-Mast em pMT/EGFP-C1 e pEGFP-C1 foram usados para 

transfectar células S2, de Drosophila, e HeLa, humanas, respectivamente. As células 

foram transfectadas utilizando 1 |j.g de plasmídeo, preparado através do QIAGEN Plasmid 

Midi Kit (QIAGEN, Germany), e o FuGENE 6 Transfection Reagent (Boehringer 

Mannheim, Germany), de acordo com as instruções do fabricante. Após 24 h de 

crescimento, a expressão da EGFP-Mast e das suas derivadas nas células S2 foi 

induzida pela adição de CuS04 1.0 mM e, 9 h após a indução, as células foram 

incubadas com 30 îM colchicina (Sigma, USA) durante 4 h, quando pretendia efectuar a 

despolimerização dos microtúbulos, ou submetidas imediatamente a cytospin. Este foi 

realizado contra uma lâmina, a 1000 rpm, durante 5 min, tendo as células sido depois 

fixadas em 3.7% formaldeído em PHEM, durante 12 min, e lavadas 3x 5 min com PBS 
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(1x). Quando desejado, processaram-se as células para imunofluorescência, de acordo 

com o protocolo atrás referido (secção 20). A expressão nas células HeLa transfectadas 

é constitutiva e, neste caso, fizeram-se crescer durante 24 h após a transfecção, lavaram-

se 2x 5 min com PBS (1x), fixaram-se com formaldeído a 3% em PBS (1x), durante 10 

min, e foram lavadas, novamente, como indicado. As preparações de células S2 ou HeLa 

transfectadas foram, no final, montadas em Vectashield (Vector Laboratories, UK) 

contendo iodeto de propídeo a 5 ng/mL, observadas num microscópio de laser confocal 

MRC600 (BioRad, USA) e as imagens recolhidas utilizando o software Comos (BioRad, 

USA) e processadas com o Adobe Photoshop 7.0 (Adobe Systems, USA). 

PHEM: Pipes 60 mM; Hepes 25 mM, pH 7.0; EGTA 10 mM; MgS04 4 mM. 
PBS (10x1: 80 g NaCI; 2 g KCI; 14.4 g Na2HP04; 2.4 g KH2P04, pH 7.4; ddH20 q.b.p. 1 L. 

28. Visualização da GFP-Mast em embriões e neuroblastos in vivo 

28.1. Construção do elemento de transposição pP{UASp}/egfp-mast 

Procedeu-se à construção de um elemento de transposição, utilizando o vector 

pP{UASp}, no qual foram clonados os cDNAs egfp e mast em contíguo, aproveitando a 

subclonagem, realizada anteriormente, de toda a região codificante mast no vector de 

transfecção pMT/EGFP-C1. Assim, submeteu-se o pMT/EGFP-Mast a PCR, utilizando os 

primers FWpMT e RWMast, indicados na Tabela 2, e a polimerase do DNA Taq Plus 

Precision (Stratagene, USA). Após a desnaturação inicial do DNA, fizeram-se 25 ciclos de 

amplificação (30 s a 95°C, 30 s a 55 °C e 6 min a 72 °C). No final, prolongou-se o tempo 

de extensão por 10 min (a 72°C). O fragmento amplificado, de 5900 pb, foi isolado por 

electroforese em gel de agarose, extraído e digerido com Kpn\ e fíamHI. Mais tarde, foi 

subclonado no pP{UASp}, previamente digerido com as mesmas endonucleases. 

28.2. Produção de linhas transgénicas egfp-mast 

O DNA plasmídico foi preparado através do QIAGEN Plasmid Midi Kit (QIAGEN, 

Germany) e depois microinjectado em embriões da estirpe w1118 de Drosophila 

melanogaster, juntamente com plasmídeo helper, como fonte de transposase. Os 

indivíduos microinjectados sobreviventes foram cruzados com os pares da estirpe 

w;lf/CyO;MKRS/TM2, Ubx. Foi seleccionada a progenia de olhos amarelos ou laranja, 

cores resultantes da presença do gene white selvagem (w+) do P{UASp}, que se cruzou 

novamente com adultos w;lf/CyO;MKRS/TM2, Ubx, de modo a poder mapear e a 

estabelecer stocks de cada uma das inserções. Obtiveram-se 11 linhas transgénicas 

independentes, 2 no cromossoma X, 4 no segundo, 3 no terceiro e 2 no quarto. 
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28.3. Cruzamentos com estirpes GAL4 

Para a expressão da EGFP-Mast em neuroblastos ou embriões, as linhas 

transgénicas obtidas foram cruzadas, respectivamente, com a estirpe Mz1061 ou com a 

VP16, podendo-se observar a expressão da proteína quimérica na descendência. 

28.4. Preparação de embriões e neuroblastos para observação in vivo 

Recolheram-se embriões que expressavam uma proteína quimérica contendo GFP 
(GFP-Polo ou EGFP-Mast), descorionaram-se utilizando fita adesiva dupla (Scotch) e 
colocaram-se sobre uma lâmina. Nesta, colocou-se uma lamela de 18 mm x 18 mm de 
cada lado dos embriões, para impedir que fossem esmagados. De seguida, cobriram-se 
os embriões com óleo Voltalef 10s (Elf Atochem, France), montaram-se sob uma lamela 
de 22 mm x 22 mm e visualizaram-se no microscópio de laser confocal MRC600 (BioRad, 
USA). As imagens foram recolhidas utilizando o software Comos (BioRad, USA) e 
processadas e animadas com o ImageJ (http://rsb.info.nih.gov/ij/). Os neuroblastos de 
larvas que expressavam a EGFP-Mast foram dissecados em NaCI a 0.7% e montados do 
mesmo modo que os embriões. Estas preparações foram observadas utilizando um 
microscópio Axioskop (Zeiss, Germany) e as imagens obtidas com uma câmara SPOT2 
(Diagnostic Instruments, USA) e processadas com o Adobe Photoshop 7.0 (Adobe 
Systems, USA). 
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APC: adenomatous polyposis coli 

APC/C: Anaphase Promoting Complex/Cyclosome 

APS: persulfato de amónio 

ATP: trifosfato de adenosina 

BDGP: Berkeley Drosophila Genome Project 

BSA: bovine serum albumin, albumina sérica de bovino 

Bub: budding uninhibited in benzimidazole, gemulação inibida em benzimidazol 

C. elegans: Caenorabditis elegans 

Cdc: cell division cycle, ciclo de divisão celular 

CDK: cyclin-dependent kinase, cinase dependente de ciclinas 

cDNA: DNA complementar 

CENP: centromeric protein, proteína centromérica 

CLIP: cytoplasmic linker protein 

CNN: Centrossomina 

C-terminal: COOH-terminal ou terminal carboxilico 

DAPI: 4',6-diamidino-2'-phenylindole dihydrochloride 

ddH20: água destilada, desionizada e autoclavada 

D. melanogaster. Drosophila melanogaster 

dATP: 2'-desoxiadenosina-5'-trifosfato 

dCTP: 2'-desoxicitosina-5'-trifosfato 

ddNTP: 2',3'-didesoxinucleosideo-5'-trifosfato 

DNA: deoxyribonucleic acid, ácido desoxirribonucleico 

dNTP: 2'-desoxinucleosideo-5'-trifosfato 

dUTP: 2'-desoxiuridina-5'-trifosfato 

E. coli: Escherichia coli 

EB1 : end-binding protein 1 

EDTA: ácido etilenodiaminotetracético 

EGFP: enhanced green fluorescent protein 

FBS: fetal bovine serum, soro bovino fetal 

FITC: fluorescein isothiocyanate 
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GDP: difosfato de guanosina 

GFP: green fluorescent protein, proteína fluorescente verde 

GTP: trifosfato de guanosina 

H. sapiens: Homo sapiens 

HRP: horse-radish Peroxidase 

INCENP: inner centromere protein 

IPTG: isopropil-1 -tio-p-D-galactopiranosídeo 

kb: kilobases 

kDa: kiloDaltons 

KIF3: membro 3 da superfamilia de cinesinas 

KLP: kinesin-like protein 

LB: meio de cultura de Luria-Bertani 

Mad: mitotic arrest deficient 

MAP: microtubule-associated protein, proteína associada aos microtúbulos 

mast: gene ou cDNA multiple asters 

Mast: proteína codificada pelo gene multiple asters 

mRNA: RNA mensageiro 

MTOC: centro organizador de microtúbulos 

N-terminal: NH2-terminal ou amino-terminal 

ON: overnight, durante a noite 

ORF: open reading frame 

PAGE: electroforese em gel de poliacrilamida 

pb: pares de bases 

PBS: phosphate buffer saline 

PCM: material pericentriolar 

PCR: polymerase chain reaction, reacção em cadeia da Polimerase 

pKS: fagemideo pBluescript II KS (+) 

PMSF: phenylmethylsulphonyl fluoride 

pSK: fagemideo pBluescript II SK (+) 

q.b.p.: quanto baste para 
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VI. Abreviaturas 

RNA: ribonucleic acid, ácido ribonucleico 

RNAi: double-stranded RNA-mediated interference 

RNase: ribonuclease 

rpm: rotações por minuto 

S. cerevisiae: Saccharomyces cerevisiae 

S. pombe: Schizosaccharomyces pombe 

SCF: SkpMCullin/F-box protein 

SDS: d ode ci Issu If ato de sódio 

SPB: spindle pole body 

SSC: saline citrate buffer 

TA: temperatura ambiente 

TEMED: N,N,N',N'-tetrametiletilenodiamina 

U: unidade (enzimática) 

UAS: upstream activating sequence 

X-gal: 5-bromo-4-cloro-3-indolil-p-D-galactosideo 

+TIP: proteína que se liga à extremidade (+) dos microtúbulos 
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