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Resumo 

 

 Com a identificação e o estudo do gene humano tbccd1, foi identificada uma 

proteína, a TBCCD1, por ele codificada. Esta proteína foi então descrita como sendo 

uma proteína centrossomal, que se localiza também nos corpos basais de cílios 

primários e no corpo médio. Foram identificados dois novos transcritos do tbccd1 

resultantes de splicing alternativo, nomeadamente, variante 2 e variante 3, sendo que o 

transcrito variante 1 codifica a proteína TBCCD1 variante 1 inicialmente descrita.  

O knockdown do tbccd1 utilizando siRNAs provoca vários fenótipos em células 

hTERT RPE-1, como o aumento da distância centrossoma-núcleo, a fragmentação do 

complexo de Golgi e a diminuição na velocidade de migração em ensaios de fecho da 

ferida. 

Assim, este trabalho teve como principal objetivo o estudo da função biológica 

de cada uma das variantes identificadas. 

Estudou-se a localização celular de cada uma das variantes identificadas em 

diferentes linhas celulares humanas. Observou-se que as proteínas TBCCD1 variante 2 

e TBCCD1 variante 3 têm uma localização citoplasmática em todas as situações 

analisadas. Pelo contrário, como tinha já sido observado, a proteína TBCCD1 variante 

1 localiza-se no centrossoma, no corpo médio e nos corpos basais de cílios primários. 

Curiosamente, observou-se que a localização desta proteína no corpo médio é 

dependente dos microtúbulos, ao contrário do que acontece com a sua localização 

centrossomal. Esta observação sugere então uma interação com microtúbulos do corpo 

médio onde existe uma acumulação de microtúbulos acetilados. 

Observou-se também que a sobreexpressão das proteínas TBCCD1 variante 1 

ou TBCCD1 variante 2 provoca uma diminuição nos níveis de α-tubulina acetilada, assim 

como de γ-tubulina e de β-actina. Já a sobreexpressão da proteína TBCCD1 variante 3 

não parece afetar os níveis dos componentes do citoesqueleto analisados. 

Estudou-se também se o fenótipo do aumento da distância centrossoma-núcleo 

pode ser provocado por apenas uma das variantes ou resulta da ação combinada de 

mais do que uma variante. Para isso, realizaram-se ensaios de recuperação do fenótipo, 

tendo-se observado que as proteínas TBCCD1 variante 1 e TBCCD1 variante 2 

revertem parcialmente o fenótipo em estudo.  

Para além disso, realizou-se um estudo recorrendo a RT-qPCR no qual se 

observou que as variantes têm uma função de regulação entre si. A sobreexpressão das 
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proteínas TBCCD1 variante 1 ou TBCCD1 variante 2 leva À alteração dos níveis dos 

transcritos das variantes 1, 2 e 3. Já a sobreexpressão da proteína TBCCD1 variante 3 

afeta apenas os níveis do transcrito variante 3 endógeno. 

Em conjunto, os resultados obtidos neste estudo indicam que as proteínas 

codificadas pelos três transcritos identificados deverão ter diferentes funções celulares. 

Para além disso, as proteínas TBCCD1 variante 1 e TBCCD1 variante 2 afetam os níveis 

de α-tubulina acetilada, γ-tubulina e β-actina, o que pode afetar, por exemplo, a 

organização do complexo de Golgi e a migração celular, através da regulação da 

dinâmica dos microtúbulos. Assim, estes resultados contribuem de forma decisiva para 

a compreensão dos fenótipos observados nas experiências do knockdown do tbccd1. 

 

 

Palavras-chave: TBCCD1, centrossoma, Golgi, microtúbulos, citoesqueleto 
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Abstract 

 

When the human gene tbccd1 was identified and studied, a protein, TBCCD1, 

that it encoded was also identified. This protein was then described as a centrossomal 

protein that also localizes at the basal bodies of primary cilia and to the midbody. Two 

new transcripts of tbccd1 originated by alternative splicing were identified, namely, 

variant 2 and variant 3, and it is now known that variant 1 encodes the TBCCD1 protein 

initially described. 

The knockdown of tbccd1 using siRNAs causes several phenotypes in hTERT 

RPE-1 cells, such as the increase in centrosome-nucleus distance, fragmentation of the 

Golgi apparatus and a decrease of the cell migration in wound healing assays. 

The main goal of this work was to study the biological function of each of the 

identified tbccd1 variants. 

 In this study, the cellular localization of each of the variants in different human 

cell lines was accessed. TBCCD1 variant 2 and TBCCD1 variant 3 proteins have a 

cytoplasmic localization in all the situations analyzed. As it has already been described, 

TBCCD1 variant 1 protein localizes at the centrosome, the basal bodies of primary cilia 

and to the midbody. Interestingly, it was shown that the midbody localization of this 

protein is dependent on microtubules, while its centrossomal localization is not. This 

observation suggested an interaction of this protein with a population of microtubules in 

the midbody where they are highly acetylated.  

 Overexpression of TBCCD1 variant 1 or TBCCD1 variant 2 causes a decrease 

on acetylated α-tubulin levels, and also on γ-tubulin and β-actin levels. The 

overexpression of TBCCD1 variant 3 does not seem to affect the levels of any of the 

cytoskeleton components analyzed. 

 It was also studied if the increased centrosome.nucleus distance phenotype is 

caused by only one or a combination of the identified variants. In order to do this, we 

performed phenotype rescue assays, and it was shown that overexpression of TBCCD1 

variant 1 or TBCCD1 variant 2 can partially rescue this phenotype. 

 Moreover, we used RT-qPCR to study whether the identified variants have a 

regulatory function between them, and showed that TBCCD1 variant 1 or TBCCD1 

variant 2 overexpression affects the levels of the three transcripts. On the other hand, 

the overexpression of TBCCD1 variant 3 only affects variant 3 endogenous transcript 

levels. 
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Taken together, the results obtained in this study indicate that the proteins 

encoded by the three transcripts might have different cellular functions. Furthermore, 

TBCCD1 variant 1 and TBCCD1 variant 2 affect acetylated α-tubulin, γ-tubulin and β-

actin levels which may be implicated on, for example, Golgi apparatus organization and 

cell migration by the regulation of microtubules dynamics. Therefore, this results 

contributed to the comprehension of the causes of the tbccd1 knockdown phenotypes.  

 

 

Key words: TBCCD1, centrosome, Golgi, microtubules, cytoskeleton 
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1. Introdução 

 

1.1. Citoesqueleto 

 

O citoesqueleto é essencialmente constituído por microtúbulos, actina e 

filamentos intermédios, que interagem entre si participando em diversos processos 

celulares. Entre estes salientam-se a migração, o transporte intracelular, a comunicação 

célula-célula e a divisão. Para além disso, participa ainda no correto posicionamento 

dos organelos celulares e na manutenção da forma da célula e do núcleo (Fletcher and 

Mullins, 2010).  

Os filamentos intermédios são polímeros apolares constituídos por diferentes 

proteínas como a vimentina e a queratina. Sabe-se que existem diferentes tipos de 

filamentos intermédios que são constituídos por proteínas distintas e têm uma 

contribuição para as diferentes propriedades de resposta aos stresses mecânicos de 

diferentes tipos celulares e tecidos (Block et al., 2015). A maioria dos tipos de filamentos 

intermédios são citoplasmáticos estando alguns associados a estruturas envolvidas na 

adesão célula-célula e célula-matriz como os desmossomas e os hemidesmossomas. 

Estes componentes do citoesqueleto têm também um papel na manutenção da estrutura 

do núcleo e na organização nuclear do DNA, como é o caso das laminas (Green et al., 

2005). 

 

1.2. Actina 

 

O citoesqueleto de actina é uma estrutura dinâmica que desempenha um papel 

essencial em diversas funções celulares como, por exemplo, na contração celular e na 

definição da forma da célula, em conjunto com os restantes componentes do 

citoesqueleto, designadamente, os microtúbulos e os filamentos intermédios. O 

citoesqueleto de actina é também necessário para a migração celular (Chan et al. 2014). 

Para além disso, a actina participa na formação de estruturas como os lamellipodia, os 

filopodia e os pseudopodia (Figura 1) (Blanchoin et al., 2014).  

A actina é uma proteína globular (G-actina) de aproximadamente 42 kDa, que 

possui a capacidade de polimerizar à custa da hidrólise de ATP formando filamentos 

polares (F-actina, actina filamentosa). Nestes filamentos ocorre polimerização e 

despolimerização direcional de forma contínua, existindo uma extremidade em que a 
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polimerização ocorre a maior velocidade, designada “extremidade (+)” (crescimento 

rápido), e outra em que a polimerização ocorre a menor velocidade, designada 

“extremidade (-)“ (crescimento lento) (Sun et al. 2015).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Foram identificados nos vertebrados seis isotipos de actina bastante 

conservados, designadamente, a αmúsculo esquelético-actina, a αmúsculo cardíaco-actina, a αmúsculo 

liso-actina, a γmúsculo liso-actina, a βcitoplasmática-actina e a γcitoplasmática-actina. Estes isotipos 

apresentam diferentes padrões de expressão e funções distintas (Benjamin J Perrin and 

James M. Ervasti 2010). Dos seis isotipos referidos existem dois, a βcitoplasmática-actina, 

que a partir de agora será designada por β-actina, e a γcitoplasmática-actina, que a partir de 

agora será designada por γ-actina, que são ubiquamente expressos. A β-actina foi 

associada a adesão e contração celulares, localizando-se essencialmente em junções 

intercelulares, feixes circulares, fibras de stresse ventrais e nos anéis contráteis que 

atuam no final da mitose. A γ-actina encontra-se nas fibras de stresse dorsais nas 

células que não estão em movimento, enquanto que nas células que estão a migrar 

participa na formação de estruturas corticais e nos lamellipodia (Shagieva et al. 2012).  

 

 

Córtex 

Fibras de stresse 

Lamellipodium Filopodium 

Figura 1 – Citosqueleto de actina. Representação esquemática de componentes do 
citoesqueleto de actina: córtex, fibras de stresse, lamellipodium e filipodium. Adaptado de 
Blanchoin et al., 2014. 
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1.3. Microtúbulos 

 

A rede de microtúbulos é, assim como no caso da actina, uma rede dinâmica, 

essencial para diversos processos celulares como a manutenção da forma da célula, a 

migração celular, a formação de cílios, a divisão celular, o correto posicionamento dos 

organelos celulares e o transporte intracelular. Em conjunto com a actina e com 

sistemas de sinalização, os microtúbulos também são responsáveis pela manutenção 

da polaridade celular (Akhshi et al., 2014). Para além disso, forma duas estruturas 

essenciais na divisão celular: o fuso mitótico e o corpo médio.  

Os microtúbulos são estruturas cilíndricas, ocas e polares com 

aproximadamente 24 nm de diâmetro. No caso dos mamíferos, são constituídas por 13 

protofilamentos associados lateralmente compostos por heterodímeros de α/β-tubulina 

associados topo a topo por ligações não covalentes (Figura 2A) (Downing and Nogales, 

1998). Assim, a β-tubulina de um heterodímero ficará a contactar com a α-tubulina do 

heterodímero seguinte. Desta forma, uma das extremidades do microtúbulo terá 

expostas moléculas de α-tubulina e a outra extremidade do microtúbulo terá expostas 

moléculas de β-tubulina. A extremidade que tem expostas moléculas de α-tubulina 

designa-se por extremidade (-), onde ocorre polimerização a menor velocidade, e a 

ponta que tem expostas moléculas de β-tubulina designa-se por extremidade (+) por ser 

onde ocorre polimerização a maior velocidade (Conde and Cáceres, 2009).  

Sabe-se, atualmente, que em vários organismos existem vários genes que 

codificam para diferentes isotipos de tubulina. Por exemplo, em humanos foram já 

identificados dez genes que codificam α-tubulina e nove que codificam β-tubulina. 

Apesar de serem codificadas por diferentes genes, a identidade entre os monómeros de 

tubulina é bastante elevada (>90%) (Khodiyar et al., 2007) e todos os isotipos têm 

capacidade de polimerizar e formar microtúbulos. No entanto, a taxa de polimerização 

dos microtúbulos e a sua dinâmica parecem ser afetadas pela composição nos 

diferentes isotipos de tubulina. 

Para que ocorra a polimerização dos heterodímeros, é necessário que estes se 

encontrem na forma GTP (Figura 2B). A α-tubulina e a β-tubulina têm sequências e 

estruturas tridimensionais semelhantes e ambas possuem um local de ligação ao GTP. 

No entanto, apenas a β-tubulina possui atividade de GTPase, ou seja, capacidade de 

catalisar a conversão de GTP em GDP. Assim, o local de ligação ao GTP da α-tubulina, 

que se localiza numa região interior do dímero, é denominado N-site (nonexchangeable 

site, ou seja, local em que não há troca) e o local de ligação ao GTP na β-tubulina, que 
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se localiza numa região superficial do dímero, é denominado E-site (exchangeable site, 

ou seja, local onde há troca) (Downing and Nogales, 1998). Enquanto a adição de 

heterodímeros ocorrer a uma velocidade superior à velocidade de hidrólise do GTP, a 

estabilidade do microtúbulo é mantida pela existência de um cap de tubulina-GTP na 

extremidade (+) continuando a ocorrer polimerização. No entanto, quando este cap 

deixa de existir, ocorre despolimerização do microtúbulo (Nogales, 2001). Os dímeros 

resultantes da despolimerização são “recicláveis” uma vez que podem voltar a 

polimerizar e formar um novo microtúbulo (Downing and Nogales, 1998). 

 Assim, os microtúbulos possuem instabilidade dinâmica, tendo a capacidade de 

alternar rapidamente entre ciclos de crescimento (polimerização) e de encurtamento ou 

despolimerização (Conde and Caceres 2009). A passagem de um estado de 

crescimento para um estado de despolimerização é denominado de catástrofe, e o 

processo inverso designa-se por recuperação (Figura 2B) (Conde and Caceres 2009).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A nucleação de microtúbulos no centrossoma ocorre a partir de um complexo 

proteico a que se chama γ-TuRC (γ-tubulin ring complex) (ver Figura 2A). O γ-TuSC (γ-

tubulin small complex) é constituído por duas moléculas de γ-tubulina ligadas às 

Extremidade (+) 

do microtúbulo 

β-tubulina 

α-tubulina 

GCP2 
GCP3 

GCP4 
GCP5 
GCP6 

γ-tubulina 

γ-
T

u
S

C
 

γ-
T

u
R

C
 

Extremidade (-) 

do microtúbulo 

A 

Dímero tubulina-GTP 

Dímero tubulina-GDP 

B 

Despolimerização 

Catástrofe 

Recuperação 

GTP 

GDP 

Polimerização 

Extremidade (-) 

do microtúbulo 

Extremidade (+) 

do microtúbulo 

Figura 2 – Dinâmica de microtúbulos. (A) Representação esquemática da nucleação de um microtúbulo a partir 
do complexo γ-TuRC. A imagem mostra a polaridade intrínseca do microtúbulo devido à associação topo a topo 
dos heterodímeros de α/β-tubulina a partir do complexo γ-TuRC. Este complexo é constituído por γ-tubulina, GCP2 
e GCP3 que formam o γ-TuSC que se associa a GCP 4, GCP 5 e GCP 6 formando então assim o γ-TuRC. (B) 
Representação esquemática da dinâmica do microtúbulo, representando o cap de tubulina-GTP na extremidade 
(+) e também os eventos de catástrofe e de recuperação. Adaptado de Kollman et al., 2011 (A) e de Akhmanova 
et al., 2015 (B).  
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proteínas GCP2 e GCP3 (GCP - γ-tubulin complex proteins). A associação de várias 

cópias de γ-TuSC às proteínas GCP4, GCP5 e GCP6 contribui para a formação do γ-

TuRC. Sendo assim, o γ-TuSC é um complexo proteico essencial para que ocorra 

nucleação de microtúbulos no centrossoma (Figura 2A). As proteínas MOZART1, 

MOZART2 (ou GCP8) e NEDD1 (ou GCP-WD) foram também já identificadas como 

componentes do complexo γ-TuRC que medeia a nucleação de microtúbulos no 

centrossoma (Stearns et al., 2006). As proteínas responsáveis pelo recrutamento do γ-

TuRC para o centrossoma são dependentes da fase do ciclo celular. Enquanto que nas 

células em interfase as proteínas ninein-like recrutam este complexo para o 

centrossoma e estimulam a nucleação de microtúbulos, nas células em divisão a 

proteína CEP192 (entre outras proteínas) é necessária para o recrutamento da NEDD1, 

que também funciona como um fator de recrutamento do γ-TuRC. É ainda de referir que 

o seu silenciamento leva à perda de centrossomas funcionais em células em divisão 

mas não em células em interfase (Gomez-Ferreria et al., 2012, Haren et al., 2009).  

Tanto o γ-TuRC como o γ-TuSC parecem formar uma espécie de anel que se 

liga às moléculas de α-tubulina que estão expostas na extremidade (-) dos microtúbulos. 

O anel forma a primeira volta da hélice do microtúbulo, servindo de molde para a 

interação longitudinal com os heterodímeros de α/β-tubulina, pelo que o microtúbulo é 

formado e cresce de forma longitudinal (Nogales, 2001). Desta forma, os microtúbulos 

crescem com uma polaridade definida a partir dos complexos de γ-tubulina com as 

extremidades (-) aí ancoradas enquanto que as extremidades (+) estendem-se pelo 

citoplasma (Petry and Vale, 2015).  

Atualmente sabe-se que apesar de o centrossoma ser um dos principais centros 

organizadores de microtúbulos (MTOC - microtubule-organizing center) das células 

animais, ocorre nucleação de microtúbulos noutros locais na célula de uma forma 

dependente de γ-tubulina. Alguns dos locais já identificados são o invólucro nuclear (em 

alguns tipos celulares como, por exemplo, células do músculo esquelético), a cromatina, 

os cinetocoros, os microtúbulos pré-existentes e o complexo de Golgi. Neste último, em 

alguns tipos de células como, por exemplo, as RPE-1, existem proteínas que participam 

no ancoramento do γ-TuRC à matriz pericentriolar (Roubin et al., 2013). Para além disso, 

a proteína GM130, específica do cis-Golgi, recruta outras proteínas descritas como 

sendo responsáveis pelo recrutamento do γ-TuRC (Petry and Vale, 2015 e Rivero et al., 

2009). 

Tanto a dinâmica como a função dos microtúbulos podem ser modeladas por 

diversos fatores como a regulação da via de folding da tubulina, a expressão diferencial 
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dos vários isotipos de tubulina, as modificações pós-traducionais da tubulina e 

interações com outras proteínas. Estas proteínas podem ser proteínas motoras ou não 

motoras associadas aos microtúbulos as quais são designadas por MAPs (microtubule 

associated proteins). Estas últimas podem estabilizar ou destabilizar os microtúbulos, 

promovendo alterações na dinâmica e na organização dos microtúbulos na célula 

(Nogales, 2001, Conde and Caceres, 2009).  

 

1.3.1. Via de folding da tubulina 

 

A tubulina não é capaz de adquirir uma conformação nativa de forma 

independente. Para que tal seja possível, a tubulina terá que interagir com um conjunto 

de diferentes proteínas, entre elas a prefoldina (PFD), a chaperonina CCT (cytosolic 

chaperonin-containing TCP1, também designada por TRiC) e os cofatores de ligação da 

tubulina (tubulin binding cofactor A to E ou TBCA, TBCB, TBCC, TBCD) (Gonçalves et 

al., 2010b).  

A prefoldina interage com a tubulina recém sintetizada à saída dos ribossomas 

e promove a sua interação com a CCT (Vainberg et al., 1998). 

A CCT é um complexo hetero-oligomérico constituído por dois anéis opostos 

empilhados, sendo cada anel constituído por oito subunidades (CCTα, CCTβ, CCTγ, 

CCTδ, CCTε, CCTθ, CCTη e CCTζ, que em levedura são designadas CCT1-CCT8). 

Estudos anteriores descrevem esta chaperonina como tendo um papel essencial no 

folding de um vasto número de proteínas celulares sendo a actina e as tubulinas os seus 

substratos principais (Llorca et al., 2001). 

A tubulina interage então com domínios específicos de diferentes subunidades 

da CCT que assiste o seu folding num processo associado à hidrólise de ATP. Após a 

interação da tubulina com a CCT, a α-tubulina e a β-tubulina interagem com diferentes 

cofatores de ligação à tubulina, seguindo duas vias de folding diferentes. A α-tubulina 

liga-se ao TBCB e a β-tubulina ao TBCA. De seguida, a α-tubulina interage com o TBCE 

e a β-tubulina com o TBCD. Neste ponto, as duas vias convergem com a formação de 

um supercomplexo formado por α-tubulina, TBCE, β-tubulina e TBCD ao qual se liga o 

TBCC, promovendo a hidrólise de GTP pela β-tubulina e a libertação do heterodímero 

α/β-tubulina ligado a GDP (Figura 3). Apenas após a conversão do GDP em GTP é que 

o dímero será capaz de polimerizar formando microtúbulos. Para além do folding da 



 
 

23 
 

tubulina e da formação do heterodímero, esta via tem outras funções como o controlo 

de qualidade e a reciclagem dos heterodímeros, para que estes possam integrar novos 

microtúbulos ou sejam encaminhados para degradação no proteassoma (Gonçalves et 

al., 2010b). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.3.2. Modificações pós-traducionais da tubulina  

 

As modificações pós-traducionais da tubulina, como já foi referido, são um dos 

fatores relacionados com a dinâmica dos microtúbulos. Com os estudos desenvolvidos 

sobre a estrutura e a função dos microtúbulos e da tubulina, foi já possível identificar 

várias modificações pós-traducionais que a tubulina pode sofrer como: (i) 

destirosinação/tirosinação, (ii) acetilação, (iii) glutamilação, (iv) glicilação, (v) 

fosforilação, (vi) palmitoilação e (vii) Δ2. No Quadro 1 encontram-se as descrições de 

cada modificação pós-traducional mencionada de forma resumida, assim como os 

enzimas já identificados como estando envolvidos em cada modificação.  

Figura 3 – Representação esquemática da via de folding da tubulina. A prefoldina (PFD) 
interage com a tubulina recém sintetizada promovendo a sua interação com a CCT. A α-tubulina 
e a β-tubulina seguem depois duas vias diferentes, interagindo com os cofatores de ligação à 
tubulina TBCB e TBCE ou TBCA e TBCD, respetivamente. De seguida, forma-se o 
supercomplexo constituído por α-tubulina, TBCE, β-tubulina, TBCD e TBCC. Deste 
supercomplexo liberta-se então o heterodímero de α/β-tubulina na forma GDP, que depois de ser 
convertido na forma GTP pode polimerizar e assim formar microtúbulos (Gonçalves, 2010). 
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Quadro 1 – Modificações pós-traducionais da tubulina e enzimas envolvidos. 

 

 

As modificações pós-traducionais parecem estar associadas com as funções 

específicas de populações de microtúbulos e com alterações na sua dinâmica. A 

destirosinação/tirosinação, a acetilação e a glutamilação são as modificações pós-

traducionais melhor estudadas até ao momento. 

Modificação Descrição 
Enzimas 

envolvidos 
Referências 

Tirosinação/ destirosinação 

Remoção da tirosina da 

região C-terminal da α-

tubulina 

TTCP (tubulin 

tyrosine 

carboxypeptidase), 

TTL (tubulin tyrosine 

ligase) 

Idriss, 2001, 

Ersfeld et al., 

1993 

Acetilação 

Adição de um grupo acetilo 

nos resíduos de lisina, 

geralmente, na K40 da α-

tubulina 

α-TAT1 

(acetiltransferase), 

HDAC6 (histone 

deacetylase 6), Sirt2 

(NAD-dependent 

deacetylase sirtuin-2) 

Akella et al., 

2010, Hubbert 

et al., 2002, 

North et al., 

2003 

Glutamilação 

Adição de um ou vários 

glutamatos como cadeia 

lateral na região C-terminal 

TTLLs (TTL-like 

proteins) 

Wloga et al., 

2008 

Glicilação 

Adição de uma ou várias 

glicinas como cadeia lateral 

na região C-terminal 

TTLLs (TTL-like 

proteins) 

Rogowski et 

al., 2009, 

Wloga et al., 

2009 

Fosforilação Adição de um grupo fosfato Cdk1/ciclina B 

Fourest-

Lieuvin et al., 

2006 

Palmitoilação 

Adição de um ácido gordo 

palmitato no resíduo 376 da 

α-tubulina 

Desconhecido 
Ozols and 

Caron 1997 

Δ2 

Remoção do penúltimo 

glutamato da região C-

terminal da α-tubulina 

CCP 

(carboxypeptidase) 

Rogowski et 

al., 2010 
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A destirosinação/tirosinação parece estar associada ao recrutamento diferencial 

de proteínas motoras, MAPs e +TIPs (plus-end tracking proteins). Por exemplo, 

observou-se que para que possa haver uma mobilidade robusta da cinesina-2 é 

necessário que a α-tubulina se encontre destirosinada (Sirajuddin et al., 2014). Os 

microtúbulos tirosinados parecem também ter um papel no recrutamento de +TIPs que 

contêm domínios CAP-Gly (Hammond et al., 2008). Para além disso, vários estudos 

relacionam baixos níveis de tubulina tirosinada e de TTL com maior capacidade de 

invasão tumoral (Lafanechère et al., 1998, Prognosis et al., 2001).  

A acetilação do resíduo de lisina na posição 40 da α-tubulina, que se encontra 

num loop altamente flexível projetado para o lúmen do microtúbulo, é a única 

modificação pós-traducional conhecida que ocorre no lúmen do microtúbulo (Soppina et 

al., 2012). Esta modificação acumula-se em microtúbulos de cílios, corpos basais e 

numa subpopulação de microtúbulos citoplasmática descrita como mais estável e com 

maior tempo de semi-vida (Bulinski et al., 1988, Yu et al., 2015). Apesar de os 

microtúbulos mais estáveis e com maior resistência a agentes despolimerizantes, como 

o nocadozole, serem geralmente enriquecidos nesta modificação pós-traducional, não 

parece que a modificação por si tenha um efeito na estabilidade dos microtúbulos mas 

sim que afete a interação com outras proteínas. No entanto, a relação entre a dinâmica 

dos microtúbulos e os seus níveis de acetilação não é ainda clara. Estudos funcionais 

propõem que a acetilação da lisina 40 pode afetar o transporte intracelular de forma 

indireta, por exemplo, através da regulação do tráfego das proteínas motoras como 

algumas cinesinas (Reed et al., 2006, Dompierre et al., 2007). Observou-se também 

que a associação e o “deslizamento” do retículo endoplasmático (ER sliding) ocorrem 

primeiramente nos microtúbulos acetilados, podendo estes processos ser mediados por 

proteínas motoras (Friedman et al., 2010 e Wozniak et al., 2009). Assim como o retículo 

endoplasmático, também os mitocôndrios parecem deslocar-se no citoplasma 

preferencialmente associados a microtúbulos acetilados (Friedman et al., 2011). Para 

além disso, esta subpopulação de microtúbulos parece ser necessária para a 

manutenção da organização do complexo de Golgi (Thyberg and Moskalewski, 1993, 

Ryan et al., 2012). Os microtúbulos acetilados são também necessários para que ocorra 

a fusão dos autofagossomas com os lisossomas para a formação dos autolisossomas 

(Xie et al., 2010). Alguns estudos fazem ainda uma associação entre níveis anormais 

de acetilação e algumas patologias como o cancro e doenças neurológicas (revisto em 

Li and Yang, 2015). 

Recentemente, foi também descrito um local onde pode ocorrer acetilação da β-

tubulina, na lisina 252 (Lys-252), nos heterodímeros livres. Esta modificação é 
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catalisada pelo acetiltransferase San e pode estar relacionada com a regulação da 

eficiência de polimerização de microtúbulos uma vez que quando ocorre, impede a 

polimerização dos heterodímeros, possivelmente por ocorrer num local com grande 

proximidade à zona de interface entre os heterodímeros polimerizados (Chu et al., 

2011). 

A glutamilação dos microtúbulos, como já foi referido, é uma modificação pós-

traducional em que ocorre a adição de um ou vários glutamatos na extremidade C-

terminal da tubulina. Esta modificação é catalisada por TTLLs (TTL-like proteins) (Wloga 

et al., 2008), que são proteínas semelhantes às TTL envolvidas na tirosinação. Os 

microtúbulos dos axonemas, centríolos, fuso mitótico, cílios e flagelos são geralmente 

enriquecidos nesta modificação (Yu et al., 2015). Foi já observado que a poli-

glutamilação da β-tubulina nos neurónios aumenta a mobilidade da cinesina-1 

(Sirajuddin et al., 2014). 

As modificações pós-traducionais e a expressão diferencial dos diferentes 

isotipos de tubulina conseguem regular tanto a progressão e a velocidade das proteínas 

motoras como a taxa de despolimerização dos microtúbulos (Sirajuddin et al., 2014). 

Assim, a dinâmica dos microtúbulos, as estruturas formadas por microtúbulos e, 

consequentemente, as suas funções, dependem não só da instabilidade dinâmica 

intrínseca dos microtúbulos, mas também das interações com diferentes proteínas.  

 

1.4. Centrossoma 

 

Como referido anteriormente, o centrossoma é um dos principais centros 

organizadores de microtúbulos nas células animais. Este organelo contribui para a 

definição dos polos e montagem do fuso mitótico, tendo um papel essencial na divisão 

celular, e é também necessário para a formação de cílios primários. Para além disso, 

tem também um papel na definição da polaridade celular (Elric and Etienne-Manneville, 

2014). Nas células em interfase localiza-se geralmente no centro da célula, em estreita 

associação com o núcleo. Apesar dos mecanismos moleculares subjacentes a esta 

associação ainda não serem totalmente conhecidos, foram já identificadas algumas 

proteínas que participam no estabelecimento desta ligação centrossoma-núcleo, como 

a emerina ou as proteínas com domínios SUN e KASH (Salpingidou et al., 2007, 

Razafsky and Hodzic, 2009).  

Com o desenvolvimento dos estudos e do conhecimento sobre a estrutura e 

função do centrossoma, tem-se tornado cada vez mais claro que a sua função vai muito 
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para além do seu papel como organizador de microtúbulos. Assim, é atualmente 

admitido que o centrossoma funciona como uma plataforma de interação de proteínas 

onde estas se concentram o que facilita a redução do ruído (background) na transmissão 

de sinais e também as interações entre proteínas, tendo um papel em diversos 

processos como polaridade celular, regulação do ciclo celular, migração, mitose e 

ciliogénese (Elric and Etienne-Manneville, 2014).  

 

1.4.1. Estrutura do centrossoma 

 

O centrossoma é constituído por dois centríolos, um centríolo mais velho 

designado por centríolo-mãe e um centríolo mais novo a que se chama centríolo-filho. 

Os dois centríolos estão orientados de forma ortogonal entre si, são rodeados por uma 

matriz pericentriolar (PCM – pericentriolar matrix) e estão unidos por fibras conectoras 

que ligam as suas extremidades proximais. Existem diferenças tanto a nível estrutural 

como a nível funcional entre os dois centríolos como, por exemplo, o facto de algumas 

proteínas se ligarem diretamente ao centríolo-mãe e formarem estruturas designadas 

apêndices distais ou subdistais, dependendo do local de ligação (Tollenaere et al. 2014), 

e o centríolo-filho não possuir estas estruturas. Foi também já observado que o 

centríolo-mãe tem maior capacidade de ancoramento de microtúbulos que o centríolo-

filho (Bornens, 2002). Para além disso, existem evidências de que no final da mitose é 

necessário que o centríolo-mãe migre até ao corpo médio para que ocorra citocinese 

(Piel et al., 2001).  

A assimetria estrutural e funcional dos dois centríolos constituintes de um 

centrossoma pode favorecer a divisão assimétrica de células estaminais, por exemplo, 

da linha germinal. Este processo parece ocorrer através da diferente capacidade de 

nucleação de microtúbulos e da migração diferencial de cada um dos centríolos. O 

centríolo-mãe fica ancorado na região mais próxima do nicho de GSC (Germ Stem Cells) 

enquanto que o centríolo-filho migra para a região mais afastada. A célula que herda o 

centríolo-mãe será uma célula estaminal, como a que lhe deu origem, e a célula que 

herda o centríolo-filho diferenciar-se-á permitindo assim a diferenciação de apenas uma 

das células formadas na divisão de uma célula estaminal (Yamashita et al., 2007 e 

Yamashita and Fuller 2008). 

Cada centríolo corresponde a uma estrutura cilíndrica, em forma de barril, 

geralmente, constituída por nove tripletos de microtúbulos, dois completos e um 

incompleto, com polaridade próximo-distal devido à polaridade dos microtúbulos (Figura 
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4A) (Fu et al., 2015). No caso dos centríolos de células humanas, a extremidade distal 

é composta por nove dupletos de microtúbulos (uma vez que cada tripleto possui um 

microtúbulo incompleto) e apêndices distais e subdistais. Os apêndices têm um papel 

importante na interação dos centríolos com a membrana para a formação de cílios e no 

ancoramento de microtúbulos, respetivamente (Bettencourt-Dias et al., 2011, Jana et 

al., 2014). Os microtúbulos que constituem os centríolos são muito estáveis sendo 

extremamente resistentes a agentes despolimerizantes de microtúbulos. Esta 

observação pode ser justificada pelas modificações pós-traducionais identificadas 

nestes microtúbulos como a acetilação e a poli-glutamilação (Bobinnec et al., 1998). 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

A PCM, que rodeia os centríolos, consiste numa região de elevada concentração 

de proteínas envolvidas nos processos em que o centrossoma está associado como, 

por exemplo, proteínas de regulação do ciclo celular e moléculas de sinalização (Arquint 

et al., 2014). Durante muito tempo pensou-se que a PCM era uma região amorfa, onde 

existia uma elevada concentração de proteínas. No entanto, atualmente sabe-se que é 

uma região organizada, na qual diversas proteínas se dispõem em anéis concêntricos 

em torno do centríolo mãe, como as proteínas CEP192 e CEP120 (Figura 4B). Para 

além de possuir complexos γ-TuRC, existe também nesta região uma acumulação de 

várias proteínas com o mesmo tipo de estrutura tridimensional, proteínas coiled-coil, que 

têm funções na nucleação, ancoramento e posicionamento de microtúbulos como, por 

exemplo, a pericentrina, a nineína e a Cep135 (Salisbury, 2003).  

Centríolo-mãe 

Centríolo-filho 

Distância crescente à 
parede do centríolo 

 
Centríolo 

Figura 4 – Estrutura do centrossoma e organização da matriz pericentriolar. Representação 
esquemática da estrutura dos centrílos (A) e da disposição de várias proteínas constituintes da 
matriz pericentriolar em anéis concêntricos em torno do centríolo-mãe (B). (A) Adaptado de 
Conduit et al., 2015 e (B) adaptado de Lüders 2012. 

Centríolo-mãe 

Centríolo-filho 

Apêndice distal 

Apêndice 

subdistal 
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Os satélites centriolares são grânulos esféricos que se acumulam à volta do 

centrossoma (Figura 5) onde se reúnem diversas proteínas com funções no 

centrossoma, nos centríolos e/ou no corpo basal. São estruturas dinâmicas e a sua 

composição proteica é alterada ao longo do ciclo celular e em condições de stresse 

(Wang et al., 2012). Apesar de a sua função ainda não ser totalmente conhecida, é 

atualmente aceite que os satélites centriolares são complexos proteicos ancorados a 

microtúbulos, que são transportados na direção do centrossoma através destes, e 

contribuem para o transporte de proteínas para a matriz pericentriolar (Tollenaere et al., 

2014). Estas estruturas parecem também ter um papel na formação e desmontagem de 

cílios (Wang et al., 2012).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para além da participação na organização do citoesqueleto dos microtúbulos e 

do fuso mitótico, os centrossomas têm ainda um papel fundamental na montagem dos 

cílios primários que são estruturas sensoras importantes para variadas funções 

celulares. Os cílios são projeções da membrana celular com uma estrutura baseada em 

microtúbulos tendo na sua base o corpo basal. O corpo basal forma-se pela conversão 

do centríolo mãe que no momento do ancoramento à membrana sofre uma alteração na 

sua estrutura na extremidade distal, formando-se a zona de transição que servirá de 

base para o axonema e onde ocorre o controlo do material que é transportado para o 

cílio. O cílio pode assim ser dividido em duas regiões: a zona de transição, responsável 

pela ligação do corpo basal ao cílio, e o axonema (Jana et al., 2014). Os cílios possuem 

diversos recetores na membrana funcionando como sensores de diversos tipos de 

sinalização extracelular como, por exemplo, hormonas e fatores de crescimento. Estas 

Centríolos 

Satélite 

Proteínas motoras  

Microtúbulos 

PCM 

Figura 5 – Satélites centriolares. (A) Satélites centriolares em células U2OS tratadas para análise por 
microscopia de imunofluorescência com o anticorpo anti-PCM1 a verde, marcando os satélites centriolares, 
e a vermelho a marcação do centrossoma com anti-γ-tubulina. O DNA foi corado com DAPI. (B) 
Representação esquemática de satélites centriolares em células em interfase. Adaptado de Tollenaere et 
al., 2014. 
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estruturas estão também associadas a vários processos celulares como a proliferação 

e a diferenciação em diversos tipos celulares (Yuan et al., 2015). Defeitos nos cílios 

estão associados a várias patologias humanas coletivamente designadas por ciliopatias 

como, por exemplo, a doença renal policística (Bettencourt-Dias et al., 2011). 

 

1.5. TBCCD1 

 

A proteína humana TBCCD1 (de TBCC-domain containing 1) é uma proteína 

constituída por 557 resíduos de aminoácidos e com uma localização centrossomal 

(Gonçalves, 2010). Esta proteína possui dois domínios funcionais: o domínio TBCC e o 

domínio CARP. Para além da TBCCD1, existem mais duas proteínas identificadas que 

possuem estes domínios, nomeadamente, o cofator de ligação à tubulina TBCC e a 

proteína RP2 (Figura 6).  

Como já foi referido, o TBCC é um cofator de ligação à tubulina, participando na 

sua via de folding, mais especificamente, na formação do supercomplexo que leva à 

formação do heterodímero de α/β-tubulina. Esta proteína possui atividade GAP 

(GTPase-activating protein) para a β-tubulina, devido ao domínio TBCC, essencial para 

o desempenho da sua função nesta via sendo necessária quando o dímero de tubulina 

se liberta do supercomplexo aquando da ligação do cofator C da tubulina (TBCC). Este 

domínio possui um resíduo de arginina conservado que parece ser necessário para a 

atividade de GAP (Bartolini et al., 2002). A proteína TBCCD1 não possui este resíduo 

de arginina, pelo que não deve apresentar atividade de GAP, o que pode justificar as 

observações de esta proteína não ser capaz de reverter o fenótipo de deleção do gene 

cin2 (homólogo do tbcc) em S. cerevisiae (Gonçalves et al., 2010).  

A sobreexpressão da TBCC, leva a um aumento da tubulina não polimerizada, 

uma diminuição de dímeros-GTP e, consequentemente, de microtúbulos. Observa-se 

também que o ciclo celular é afetado, havendo um aumento da percentagem de células 

em G2-M e um atraso na entrada em mitose (Hage-Sleiman et al., 2010). Para além 

disso, a depleção de TBCC leva à formação de fusos mitóticos com múltiplos pólos 

(Garcia-Mayoral et al., 2011).  

A proteína RP2 (retinitis pigmentosa protein 2) localiza-se nos corpos basais de 

cílios de células RPE (células epiteliais da retina) e o seu knockdown induzido por 

siRNAs provoca a fragmentação do complexo de Golgi e a dispersão de componentes 

dos cílios como o IFT20. Esta proteína também se associa à membrana quando ocorre 

miristoilação e palmitoilação na sua região N-terminal (Evans et al., 2010 e Schwarz et 
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Figura 6 – Representação esquemática da localização dos domínios funcionais das 
proteínas TBCC, RP2 e TBCCD1. (Adaptado de Gonçalves 2010) 

al., 2012). Apesar de ainda não se conhecer totalmente a sua função, sabe-se que a 

doença retinitis pigmentosa associada ao cromossoma X está relacionada com 

mutações nesta proteína, provocando alterações a nível da visão por anomalias nas 

células fotorecetoras da retina. Esta proteína possui atividade GAP para o Arl3, 

funcionando como seu regulador, devido ao domínio TBCC. 

A RP2 é uma proteína que, como já foi referido, possui tanto um domínio TBCC 

como um domínio CARP. No entanto, ao contrário do que acontece com as proteínas 

TBCC e TBCCD1 que possuem estes domínios na região C-terminal, a RP2 possui 

estes domínios na região N-terminal. Para além dos domínios TBCC e CARP, possui 

também um domínio NDPk (Nucleoside diphosphate kinase). Este domínio está 

associado à catálise da troca de grupos fosfato de nucleósidos, apesar de a RP2 não 

possuir esta atividade. No entanto, a RP2 liga-se ao DNA quando as células são 

expostas a radiação UV e tem atividade de exonuclease, pelo que pode ter uma função 

de reparação de DNA (Yoon et al., 2006). 

O domínio CARP está associado às proteínas CAP (cyclase-associated-

proteins) que se ligam a monómeros de actina. Estudos sugerem que as CAPs têm um 

papel em vias de sinalização e na polimerização do citoesqueleto de actina (Normoyle 

and Brieher, 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Apesar de o conhecimento relativo à proteína TBCCD1 ser ainda bastante 

reduzido, apenas foi estudada em Trypanosoma brucei (André et al., 2013), em 

Chlamydomonas reinhardtii (Feldman and Marshall, 2009) e em linhas celulares 

humanas (Gonçalves et al., 2010). 
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Figura 7 – Efeito do knockdown do tbccd1 na distância centrossoma-núcleo e 
na organização do complexo de Golgi em células hTERT RPE-1. Células hTERT 
RPE-1 transfetadas com siRNA controlo (à esquerda) ou com siRNAs para o tbccd1 
(à direita) foram precessadas para análise por imunofluorescência utilizando os 
anticorpos anti-golgina97, que marca o complexo de Golgi, e anti-IFT88 para marcar 
o centrossoma. O DNA foi corado com DAPI. As barras de escala correspondem a 
10 µm. Adaptado de Gonçalves et al., 2010. 

Nos estudos realizados em linhas celulares humanas, neste caso células 

epiteliais da retina imortalizadas (hTERT RPE-1), observou-se que a proteína se localiza 

no centrossoma, nos corpos basais dos cílios, na zona média do fuso mitótico e no corpo 

médio. Observou-se também que o knockdown do TBCCD1 provoca várias alterações 

nas células. Os fenótipos descritos são o aumento da distância núcleo-centrossoma 

(Figura 7), a fragmentação do complexo de Golgi (Figura 7), o aumento do tamanho das 

células, diminuição da eficiência de formação de cílios, diminuição da velocidade de 

migração em ensaios de fecho da ferida e um atraso no ciclo celular (Gonçalves et al., 

2010). 

Para além da identificação dos domínios TBCC e CARP, através da análise da 

sequência da proteína, foi também já possível identificar, experimentalmente, qual o 

domínio necessário para a localização centrossomal. Para isso, realizaram-se ensaios 

de sobreexpressão de regiões da proteína, tendo-se concluído que os primeiros 20 

resíduos de aminoácidos são responsáveis pela localização centrossomal da proteína 

TBCCD1. A sobreexpressão da proteína deletada nos primeiros 20 resíduos de 

aminoácidos em células humanas, mostra que esta não se localiza no centrossoma. Em 

contrapartida, em células humanas a sobreexpressar os primeiros 20 resíduos de 

aminoácidos em fusão com a GFP (green fluorescente protein) observa-se que a GFP 

tem uma localização centrossomal (Pereira, 2011). 
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Figura 8 – Representação esquemática dos exões que constituem o 
mRNA de cada variante de splicing do gene tbccd1. 

1.5.1. Variantes do tbccd1 resultantes de splicing alternativo 

 

O splicing alternativo é um processo a partir do qual o mesmo gene pode originar 

diferentes moléculas de mRNA. Para que tal seja possível, após a transcrição em pré-

mRNA, exões alternativos são mantidos ou removidos para a formação do mRNA 

maduro pelo spliceossoma, ou seja, a partir de moléculas de pré-mRNA iguais, podem-

se formar diferentes moléculas de mRNA maduro por diferentes combinações de exões 

(Arcondéguy et al., 2013). Desta forma, o splicing alternativo é um processo que para 

além de contribuir para a ocorrência de um novo nível regulatório da expressão genética 

dos eucariotas, permite que a partir de um único gene se formem diferentes mRNAs 

promovendo, consequentemente, a diversidade proteica. 

 O gene humano que codifica a proteína TBCCD1 localiza-se no cromossoma 3 

e possui 8 exões. Estudos desenvolvidos no nosso grupo de investigação demonstraram 

que, para além do transcrito que codifica a proteína centrossomal TBCCD1 inicialmente 

descrita (Golçalves et al., 2010), existem dois transcritos alternativos do gene tbccd1 

resultantes de splicing alternativo. Assim, estão neste momento identificados três 

transcritos alternativos: o transcrito que codifica a proteína inicialmente descrita por 

Gonçalves et al. 2010 e por isso aqui designada canónica ou transcrito 1 (variante 1), o 

transcrito 2 (variante 2) e o transcrito 3 (variante 3) (Figura 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O transcrito 2 codifica uma proteína que neste trabalho será designada por 

TBCCD1 variante 2 e é mais pequena que a proteína TBCCD1 variante 1. Pela análise 

da sequência dos transcritos, observa-se que estes diferem na extremidade 5’, uma vez 

que enquanto o transcrito 1 possui os exões 1a e 2, e o transcrito 2 possui apenas o 
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exão 1b antes do exão 3. Assim, ambas as proteínas devem possuir os domínios TBCC 

e CARP diferindo apenas na região N-terminal.  

A informação relativa ao transcrito 3 é ainda mais reduzida, sabendo-se apenas 

pela análise da sequência que é semelhante ao transcrito 1 mas na extremidade 5’ 

possui uma pequena grelha de leitura aberta (uORF) que está separada do ATG 

designado canónico por três codões stop (Figura 8).  

Resumindo, estão atualmente identificados três transcritos do gene tbccd1 que 

resultam de splicing alternativo, sendo que um desses transcritos (variante 1) é 

traduzido e codifica uma proteína com localização centrossomal e que corresponde à 

proteína caracterizada por Gonçalves et al., 2010. Pela análise da sequência dos 

transcritos, as três proteínas variantes da TBCCD1 parecem possuir um domínio TBCC 

e um domínio CARP, diferindo apenas na região N-terminal. Para além disso, o 

transcrito da variante 3 possui uma uORF cuja função é ainda desconhecida.  
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2. Objetivos 

 

A proteína TBCCD1 inicialmente caracterizada em Gonçalves et al., 2010, tem 

uma localização centrossomal. No entanto, com a identificação de novos transcritos 

alternativos, percebeu-se que os fenótipos observados nos estudos com siRNAs 

resultam do knockdown das três variantes identificadas e não apenas da que codifica 

para a proteína TBCCD1 inicialmente caracterizada. Desta forma, os fenótipos 

observados podem ser provocados apenas por uma das variantes ou por uma 

combinação das mesmas. Assim, tornou-se essencial estudar tanto a localização como 

as funções de cada variante de forma individual. 

Neste contexto, o presente trabalho teve como principal objetivo o estudo da 

função biológica de cada uma das variantes de splicing alternativo do tbccd1 

identificadas em células de mamífero. Para tal, definiram-se como objetivos específicos: 

1 - Estudar a localização celular das proteínas codificadas pelos três transcritos 

do gene tbccd1 resultantes de splicing alternativo, através da sobreexpressão de cada 

uma das variantes, em fusão com um gene repórter, em linhas celulares de mamífero; 

2 - Estudar o impacto da sobreexpressão das referidas proteínas variantes no 

citoesqueleto de microtúbulos e na sua dinâmica através do estudo das modificações 

pós-traducionais da tubulina; 

3 – Analisar se o fenótipo do aumento da distância núcleo-centrossoma 

observado quando se realiza o knockdown do tbccd1 é provocado pela depleção de 

uma TBCCD1 variante específica ou não; 

4 – Estudar a existência de interações estruturais e/ou funcionais entre as 

variantes TBCCD1 identificadas ou mesmo em relação a si próprias.  
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3. Materiais e métodos 

 

3.1. Reagentes 

 

O metanol, o etanol, o Tween 20, o EDTA, a glicina e o cloreto de sódio (NaCl) 

provêm da Merck. O dimetilsulfóxido (DMSO), o Tris-base, a solução de azul de tripano 

0,4 %, a poli-L-lisina, o 4,6-diamidino-2-fenilindole (DAPI), a acrilamida, a bisacrilamida 

e o persulfato de amónio foram adquiridos na Sigma. O TEMED utilizado provém da 

Nzytech. A albumina do soro bovina (BSA) utilizada para imunofluorescência e o HEPES 

advêm da Calbiochem. O leite em pó utilizado em western blot é da Molico. O meio de 

montagem Vectashield provém da Vector. O Bacto agár foi adquirido à Difco. A agarose 

e o glicerol provêm da VWR, o NaOH da J. T. Baken, o SDS da Calbiochem e o Tris da 

Fisher Scientific.  

 

3.2. Equipamento 

 

Para a cultura de bactérias foram utilizadas a incubadora Infors AG CH-4103 

Bottmingen para o crescimento de culturas em meio líquido e a estufa Sanyo CO2 

incubator MCO-17AI para o crescimento de culturas em meio sólido. O seu 

manuseamento foi realizado à chama. 

 As linhas celulares de mamífero foram manuseadas na câmara de fluxo laminar 

vertical Danlaf VFRS 1206 e mantidas na estufa Snijders CO190TC-20. Para a 

visualização das células o microscópio invertido de contraste de fase utilizado foi um 

Olympus CK40. Já os microscópios de fluorescência utilizados foram o Leica DMRA2 e 

o Olympus BX41. 

 Neste trabalho utilizaram-se também as centrífugas: Centrifuge 5415 D da 

Eppendorf e a Sigma 4K10.  

 Os termocicladores utilizados foram: Mastercycler Personal (Eppendorf) e Peltier 

Thermal Cycler – 100 (MJ Research). Para além destes, para a técnica de RT-qPCR 

utilizou-se o aparelho o iCycler iQ Multicolor Real Time PCR Detection System da Bio-

Rad. 
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Nas técnicas de eletroforese utilizaram-se fontes Bio Rad PAC300. Para a 

quantificação dos extratos proteicos utilizou-se o leitor de placas Tecan Sunrise OEM 

Remote. No caso da quantificação de DNA e de RNA foi utilizado o Nanodrop (ND-1000 

spectrophotometer, software ND-1000 V3.1.2, Nanodrop Techonologies). 

A aquisição de imagens de géis de DNA foi realizada no transiluminador (UV) 

Kodak EDAS 290. 

 

3.3. Estirpes de bactérias usadas, condições de cultura e de 

transformação e seleção de clones recombinantes 

3.3.1. Estirpes de bactérias usadas e condições de cultura 

 

Para a preparação de células competentes utilizou-se a estirpe de E. coli JM109 

(genótipo: endA1 glnV44 thi-1 relA1 gyrA96 recA1 mcrB+ Δ(lac-proAB) e14- [F' traD36 

proAB+ lacIq lacZΔM15] hsdR17(rK-mK+)) adquiridas à Invitrogen. Todas as bactérias 

foram crescidas em meio LB (Nzytech, Portugal) e, quando necessário, foi utilizado o 

meio seletivo LB suplementado com ampicilina 100 µg/mL (Nzytech, Portugal). 

As culturas líquidas de bactérias foram crescidas numa estufa com agitação 

orbital constante (250 rpm) e temperatura controlada, a 37ºC. As bactérias plaqueadas 

em meio sólido foram crescidas numa estufa a 37ºC, sem agitação.  

 

3.3.2. Preparação de células de E. coli competentes 

 

Para a preparação de células de E. coli competentes foi inoculada uma pré-

cultura em meio LB e deixada a crescer durante a noite a 37ºC com agitação contínua. 

Na manhã seguinte, preparou-se uma cultura com 0,075 OD (absorvância a 600 nm), a 

partir da pré-cultura, e esta foi mantida a 37ºC com agitação constante até atingir o início 

da fase exponencial (0,300 OD a 600 nm). As células foram então recolhidas por 

centrifugação a 7000 rpm durante 2 minutos a 4ºC. A partir deste ponto todos os 

procedimentos foram realizados a 4ºC. 

De seguida, descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o sedimento de 

células em metade do volume inicial da cultura em solução de MgCl2 0,1 M e centrifugou-

se a suspensão a 7000 rpm durante 2 minutos a 4ºC. O sobrenadante voltou a ser 
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desprezado e ressuspendeu-se o sedimento em metade do volume inicial da cultura de 

solução de CaCl2 0,1 M. A suspensão repousou no gelo durante 20 minutos e realizou-

se uma nova centrifugação a 7000 rpm durante 2 minutos a 4ºC. Desprezou-se o 

sobrenadante e ressuspendeu-se o sedimento de células em 1/15 do volume inicial da 

cultura em solução de CaCl2 0,1 M com 15 % (v/v) de glicerol.  

A suspensão de células competentes foi rapidamente dividida em alíquotas de 

100 µL cada e guardada a -80ºC.  

Neste protocolo utilizou-se a centrífuga Sigma 4K10 e o rotor 12254. 

 

3.3.3. Transformação de células competentes 

 

Para a transformação de células competentes o DNA plasmídico 

(aproximadamente 100 ng) foi adicionado à suspensão de células competentes (100 µL) 

e estas foram incubadas em gelo entre 15 a 20 minutos. De seguida, procedeu-se ao 

choque térmico, colocando as células a 42ºC durante 90 segundos seguidos de 2 

minutos no gelo. Depois do choque térmico, adicionaram-se às células 600 µL de meio 

LB e estas foram incubadas a 37ºC com agitação constante durante 1 hora. Após esta 

incubação, as células foram centrifugadas durante 1 minuto a 7000 rpm à temperatura 

ambiente na centrífuga Centrifuge 5415 D da Eppendorf, o sobrenadante foi desprezado 

e ressuspendeu-se o sedimento de células em aproximadamente 50 µL de meio LB. As 

células foram então plaqueadas em placas de Petri contendo meio LB sólido com 

ampicilina (100 µg/mL) de forma a selecionar as bactérias transformadas com o vetor 

de interesse. As placas foram deixadas numa estufa a 37ºC durante a noite 

(aproximadamente 12 horas). 

 

3.3.4. Protocolo de Cracking 

 

Este método foi utilizado para analisar se os clones obtidos após a transformação 

são verdadeiros positivos. Para isso, selecionaram-se algumas colónias das bactérias 

transformadas e estas foram picadas de forma a colocar um pouco de cada colónia no 

respetivo tubo para serem lisadas. Adicionou-se a cada tubo 20 µL de tampão com a 

seguinte composição: 50 mM de NaOH, 0,5 % de SDS e 5 mM de EDTA. De seguida, 

os tubos foram colocados no termociclador a 55ºC durante 30 minutos. Após este 
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período de tempo, as amostras foram levadas ao vórtex, à velocidade máxima, durante 

um minuto. Por fim, adicionou-se o volume adequado de tampão de amostra e estas 

foram analisadas num gel de agarose 1 % (m/v), tendo-se utilizado como controlo de 

referência de massa molecular o plasmídeo vazio. 

 

3.3.5. Preparação de DNA plasmídico em grande escala 

 

Para a preparação de DNA plasmídico em grande escala foram inoculadas 

culturas das bactérias transformadas com o plasmídeo de interesse em meio seletivo 

(100 mL), LB com ampicilina, a partir de pré-culturas também em meio seletivo. As 

culturas cresceram durante 12 a 16 horas a 37ºC com agitação contínua. Após este 

período, o DNA plasmídico foi extraído utilizando o kit NZYMidiprep (Nzytech, Portugal) 

seguindo as instruções do fabricante. Todas as soluções tampão utilizadas são 

fornecidas com o kit. 

Começou por se centrifugar a suspensão de células (100 mL) a 6000 x g durante 

10 minutos a 4ºC. O sobrenadante foi desprezado e ressuspenderam-se as células em 

8 mL de tampão M1 e agitou-se vigorosamente recorrendo ao vórtex. De seguida, 

adicionaram-se 8 mL de tampão M2 e inverteu-se o tubo 5 vezes para homogeneizar. 

Adicionaram-se 8 mL de tampão M3 e homogeneizou-se a mistura invertendo o tubo 

10-15 vezes. A mistura foi então centrifugada a 10000 x g durante 15 minutos à 

temperatura ambiente. O sobrenadante foi aplicado na coluna NZYTech Plasmid Midi, 

previamente equilibrada com 12 mL de tampão MEQ, e a eluição ocorreu por efeito da 

gravidade. Lavou-se a coluna duas vezes com 5 mL e 8 mL de tampão MEQ. Eluiu-se 

o DNA da coluna com 5 mL de tampão ME para um tubo lavado. Para a precipitação do 

DNA adicionaram-se 3,5 mL de isopropanol 100 %, deixou-se a mistura repousar 

durante 2 minutos e centrifugou-se a 15 000 x g durante 30 minutos a 4ºC. Descartou-

se o sobrenadante, adicionaram-se 2 mL de etanol 70 % e centrifugou-se a 15 000 x g 

durante 5 minutos à temperatura ambiente. Retirou-se o sobrenadante e deixou-se o 

sedimento secar à temperatura ambiente. Quando o sedimento secou, ressuspendeu-

se o DNA em água bidestilada. 

Todos os DNAs utilizados na transfeção de células de mamífero foram 

produzidos segundo este método. 
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3.3.6. Hidrólise de DNA  

 

As reações de hidrólise com enzimas de restrição foram utilizadas para confirmar 

que os plasmídeos tinham, de facto, inserido o fragmento de interesse. Para isso, para 

cada plasmídeo preparou-se uma mistura com um volume final de 30 µL, constituída 

por 0,05 U de BamHI (New England Biolabs, EUA),  0,05 U de NotI (New England 

Biolabs, EUA), tampão de reação 3.1 (New England Biolabs, EUA) e 1 µg de DNA 

plasmídico. Utilizaram-se estes enzimas de restrição uma vez que estes enzimas foram 

utilizados na clonagem de todos os fragmentos. 

 

3.3.7. Eletroforese de DNA 

 

Para a análise de DNA através de eletroforese foram preparados géis de agarose 

de 1 % (m/v) em TAE 1X (Tris 40 mM, ácido acético 20 mM e EDTA 1 mM, pH 8,3) 

contendo 1 µL de GreenSafe Premium (Nzythech, Portugal) por cada 100 mL de 

solução. A migração realizou-se em TAE 1X e a voltagem utilizada foi 80 ou 100 V. O 

tampão de amostra utilizado foi o Orange G (Sigma, EUA). Sempre que necessário 

utilizou-se o marcador de massa molecular NZYLadder III (Nzytech, Portugal). Os géis 

foram visualizados utilizando um transiluminador (UV) Kodak EDAS 290. 

 

3.3.8. Sequenciação de DNA baseada no uso de 

didesoxinucleótidos (método de Sanger) 

 

Esta técnica foi utilizada para confirmar que os clones eram verdadeiros positivos 

e que não tinham mutações.  

Para cada reação de sequenciação prepararam-se dois tubos, um com o DNA e 

o primer forward e outro com o DNA e o primer reverse, nas quantidades definidas pela 

empresa prestadora do serviço. A sequenciação de DNA foi então realizada pela 

empresa Stabvida, Portugal. 
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3.4. Linhas celulares humanas 

 

Neste trabalho foram utilizadas as linhas celulares HEK 293T, hTERT RPE-1, 

hTERT RPE-1 TBCCD1-GFP e HeLa. 

A linha celular HEK 293T é uma linha de células epiteliais de rim embrionário 

humano. hTERT RPE-1 é uma linha celular do epitélio pigmentado da retina humana 

imortalizada através da expressão de telomerase. A linha hTERT RPE-1 TBCCD1-GFP 

expressa constitutivamente a proteína TBCCD1 em fusão com a proteína GFP. HeLa é 

uma linha epitelial de adenocarcinoma humano.  

As linhas celulares HEK 293T, HeLa e hTERT RPE-1 provêm da ATCC. A linha 

hTERT RPE-1 TBCCD1-GFP é a linha estabelecida por João Gonçalves (Gonçalves, 

2010). 

 

3.4.1. Condições de cultura de linhas celulares 

 

Todas as linhas celulares utilizadas foram cultivadas numa estufa com 

temperatura e humidade controladas. A temperatura foi mantida a 37ºC, 5 % de CO2 e 

a humidade relativa entre 70 e 80%. 

As linhas HEK 293T e HeLa foram cultivadas em meio DMEM (Dulbecco’s 

modified Eagles’s medium) com Glutamax (Invitrogen, Reino Unido), suplementado com 

10% de soro fetal bovino (Invitrogen, Reino Unido). 

As linhas celulares hTERT RPE-1 e hTERT RPE-1 TBCCD1-GFP foram 

cultivadas em meio DMEM/F-12 com Glutamax (Invitrogen, Reino Unido), suplementado 

com 10% de soro fetal bovino (Invitrogen, América do Sul) e  0,25 % (m/v) de 

bicarbonato de sódio (Invitrogen, Reino Unido). 

Todas as linhas celulares utilizadas foram passadas a cada 2 a 3 dias, de forma 

a que se mantivessem numa fase de divisão ativa e em monocamada subconfluente.  

Para se proceder à passagem das linhas celulares aderentes, retirou-se o meio 

de cultura, lavaram-se as células duas vezes com PBS 1X estéril (137 mM NaCl, 2,7 

mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 2 mM KH2PO4), retirou-se todo o PBS da placa, adicionou-

se 1 mL de tripsina 0,05 % com EDTA 53 mM (Invitrogen, Reino Unido) e retirou-se o 

excesso da mesma. De seguida, as células foram colocadas a 37ºC na estufa, durante 
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3 minutos. Após este período de tempo, ressuspenderam-se as células no respetivo 

meio de cultura, procedeu-se à contagem das células em suspensão. O número 

pretendido de células conforme a experiência foi então plaqueado numa nova caixa com 

meio fresco.  

Para a contagem de células, retirou-se uma amostra de cada suspensão de 

células e procedeu-se a uma diluição de 1:4 em azul de tripano 0,4 % (Invitrogen, Reino 

Unido). Estas foram em seguida contadas utilizando uma câmara de Neubauer e o 

microscópio invertido. 

 

3.4.2. Transfeção de linhas celulares humanas   

 

As linhas celulares HEK 293T e HeLa foram transfetadas utilizando 

Lipofectamin2000 (Invitrogen, EUA) e a linha hTERT RPE-1 foi transfetada utilizando 

Lipofectamin3000 (Invitrogen, EUA), em ambas as situações de acordo com as 

instruções do fabricante. 

As células foram plaqueadas entre 18 a 20 horas antes da transfeção, em placas 

de 6 ou de 24 poços. O número de células plaqueado em cada caso encontra-se descrito 

nos Quadros 2 e 3. No caso das células HEK 293T e HeLa 30 minutos antes da 

transfeção substituiu-se o meio por meio sem soro, uma vez que este inibe a formação 

dos complexos lipídicos da Lipofectamin2000. No caso das hTERT RPE-1, o meio foi 

apenas substituído por meio fresco (com soro).  

De seguida, prepararam-se dois tubos, segundo os Quadros 2 e 3, um deles com 

a mistura de Opti-MEM (Invitrogen, Reino Unido) e Lipofectamin2000 ou 

Lipofectamin3000 e outro tubo com a mistura de Opti-MEM, DNA e P3000 (este último 

apenas no caso da transfeção com Lipofectamin3000, sendo fornecido com a mesma). 

Depois de preparados, deixaram-se os tubos à temperatura ambiente durante 5 minutos, 

após os quais se misturaram ambos os tubos, tendo deixado a mistura final 15 minutos 

à temperatura ambiente. Após este período, adicionou-se o conteúdo do tubo a cada 

poço de células a transfetar (ver Quadros 2 e 3 para número de células por poço). No 

caso das células transfetadas com Lipofectamin2000 parou-se a transfeção após 6h30 

substituindo o meio por meio fresco com soro, já no caso das células transfetadas com 

Lipofectamin3000 não se parou a transfeção. 

No caso de as células seguirem para microscopia de fluorescência estas foram 

fixadas ou alternativamente foram preparados extratos proteicos ou extraído RNA total 
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24 horas após a transfeção. Quando as células se destinavam a uma análise por 

microscopia de fluorescência, foram sempre plaqueadas sobre lamelas de vidro. Nesta 

situação, as lamelas utilizadas para as células HEK 293T foram previamente tratadas 

com Poli-L-lisina. Para o tratamento com Poli-L-lisina, colocaram-se as lamelas numa 

placa de Petri com o volume de solução de Poli-L-lisina 0,01 % (Sigma, EUA) necessário 

para as cobrir. As lamelas foram então incubadas com agitação ligeira na placa de Petri 

tapada durante 30 minutos. Após esta incubação, cada lamela foi escorrida e colocada 

no poço. As células foram depois plaqueadas sobre estas lamelas. 

 

Quadro 2 – Número de células plaqueadas por poço em placas de seis poços e 
composição das misturas preparadas para a transfeção das linhas celulares. 

Linha celular 

Número de 

células por 

poço 

Tubo 1 Tubo 2 

HEK 293T 3 x 105 
30 µL de DNA (6 µg) 

270 µL de Opti-MEM 

12 µL de Lipofectamin 

288 µL de Opti-MEM 

 

 

Quadro 3 - Número de células plaqueadas por poço em placas de vinte e quatro poços e 
composição das misturas preparadas para a transfeção das linhas celulares. 

Linha celular 

Número de 

células por 

poço 

Tubo 1 Tubo 2 

HEK 293T 

1 x 105 
15 µL de DNA (3 µg) 

110 µL de Opti-MEM 

4 µL de Lipofectamin 

121 µL de Opti-MEM 

1 µL de P3000* 

hTERT RPE-1 

HeLa 

 

 

3.4.3. Transfeção de linhas celulares humanas com pequenos 

RNAs de interferência específicos para o tbccd1  

 

As células hTERT RPE-1 foram transfetadas com pequenos RNAs de 

interferência (siRNAs) específicos para o tbccd1 utilizando Lipofectamin3000 

(Invitrogen, EUA).  

* - aplicável apenas na transfeção de células hTERT RPE-1 com Lipofectamin3000 
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As células foram plaqueadas entre 18 e 20 horas antes do início da experiência 

(primeira transfeção) sobre lamela de vidro em placas de 24 poços, tendo-se plaqueado 

1 x 104 células por poço. Trinta minutos antes da transfeção substituiu-se o meio das 

células por meio fresco sem soro. De seguida, prepararam-se dois tubos de acordo com 

o Quadro 4 e os tubos foram incubados durante 5 minutos à temperatura ambiente. 

Depois desta incubação misturaram-se os dois tubos e a mistura foi incubada durante 

10 minutos à temperatura ambiente e, seguidamente, adicionaram-se 50 µL da mistura 

às células. A transfecção foi parada após 6 horas e 30 minutos, através da substituição 

do meio por meio fresco suplementado com soro. Quarenta e oito horas após a 

transfeção, realizou-se um reforço de siRNAs repetindo-se o procedimento e, 72 horas 

depois da primeira transfeção as células foram fixadas caso seguissem para análise por 

microscopia de fluorescência ou alternativamente foram transfetadas com plasmídeos 

contendo a sequência de cada uma das variantes do tbccd1 identificadas no caso dos 

ensaios de recuperação do fenótipo. Neste caso, o número de células plaqueado 

inicialmente foi 3 x 103 células por poço e o protocolo utilizado nesta última transfeção 

foi o descrito anteriormente relativo à transfeção de células com vetores de expressão 

(ver secção 3.4.2). 

As sequências de cada siRNA e a respetiva concentração na mistura utilizada 

encontram-se no Quadro 5. 

 

Quadro 4 – Composição das misturas preparadas para a transfeção de linhas celulares 
com siRNAs utilizando Lipofectamin3000. 

Tubo 1 Tubo 2 

25 µL Opti-MEM 25 µL Opti-MEM 

0,75 µL Lipofectamin3000 
0,75 µL mistura siRNAs 

(15 pmol) 
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Quadro 5 – Sequência dos quatro siRNAs utilizados, a sua origem e a concentração final 
na solução de mistura de siRNAs utilizada para transfetar as células. 

 

 

3.4.4. Ensaios de despolimerização de microtúbulos com 

nocadozole 

 

Para os ensaios de despolimerização de microtúbulos com nocadozole (Sigma, 

Israel) as células foram plaqueadas e transfetadas de acordo com o protocolo descrito 

na secção 3.4.2 e, 24 horas após a transfeção, substituiu-se o meio das células por meio 

fresco completo para se dar início ao tratamento com nocadozole.  

De seguida, adicionou-se o volume necessário da solução de nocadozole em 

DMSO para que a concentração final fosse de 30 µM e as células foram colocadas em 

gelo durante 5, 15 ou 30 minutos. Após este período de tempo, as células foram fixadas 

utilizando metanol (método descrito na secção 3.4.6). De seguida, as células foram 

processadas para análise por microscopia de fluorescência. 

 

3.4.5. Indução de cílios primários nas células humanas 

 

De modo a analisar a localização celular das proteínas em estudo em células 

ciliadas, transfetaram-se células hTERT RPE-1 como descrito na secção 3.4.2. No 

entanto, plaquearam-se 1 x 105 células por poço, em placas de 24 poços, para que as 

células atingissem a confluência de modo a possibilitar a formação de cílios.  

Vinte e quatro horas após a transfeção, substituiu-se o meio das células por meio 

fresco sem soro. Depois de 48 horas em meio sem soro as células foram fixadas 

utilizando metanol, segundo o protocolo descrito na secção 3.4.6 e processadas para 

microscopia de fluorescência. 

Sequência siRNA Origem 
Concentração na 

mistura de siRNAs  

5’-GUGGCUUUACUUCGAAAUA-3’ Dharmacon 20 µM 

5’-GAGCUAAGAUUGCUUGUAA-3’ Ambion 20 µM 

5’-GAUUCAUCGUUGCAACGAA-3’ Ambion 20 µM 

5’-CCUUGUGAAUUCUAUGUAU-3’ Ambion 20 µM 
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3.4.6. Preparação de células das linhas celulares humanas para 

análise em microscopia de imunofluorescência 

 

Para a realização dos ensaios de imunofluorescência, as células foram 

cultivadas em placas de 24 poços, sobre lamelas de vidro, como anteriormente descrito 

nas secções 2.4.2 ou 2.4.3.  

Para a fixação das células, retirou-se o meio de cultura e lavaram-se duas vezes 

as células com PBS 1X. Retirou-se o PBS 1X, adicionou-se lentamente 300 µL de 

metanol 100% frio (-20ºC) e incubaram-se as células a -20ºC durante 10 minutos.  

 Após a fixação efetuaram-se duas lavagens de 5 minutos cada com PBS 1X. De 

seguida, aspirou-se o PBS 1X e procedeu-se ao bloqueio adicionando 300 µL de 

solução de bloqueio (albumina do soro bovino (BSA) 3% em PBS 1X) e incubando 

durante 30 minutos à temperatura ambiente. Depois do bloqueio, procedeu-se à 

incubação com o anticorpo primário, diluído na solução de bloqueio, durante 1 hora à 

temperatura ambiente. Efetuaram-se depois duas lavagens de 5 minutos cada com PBS 

1X seguidas de uma lavagem rápida com PBS-Tween 0,1%. De seguida, procedeu-se 

à incubação com o anticorpo secundário, diluído na solução de bloqueio, durante 1 hora 

à temperatura ambiente, após a qual se efetuaram duas lavagens de 5 minutos cada 

com PBS 1X, seguidas de uma lavagem rápida com PBS-Tween 0,1%. A marcação do 

DNA foi sempre realizada utilizando DAPI (1 µg/mL) também diluído em solução de 

bloqueio. A incubação com DAPI foi de 3 minutos à temperatura ambiente, sendo 

seguida de três lavagens de 5 minutos cada com PBS 1X. 

Por fim, as lamelas foram montadas em lâminas de vidro sobre uma gota de 

meio de montagem Vectashield (Vector, EUA).  

No Quadro 6 encontram-se os vários anticorpos utilizados e as respetivas 

diluições. 
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Quadro 6 – Anticorpos primários utilizados, animal em que foram produzidos e a diluição 
de trabalho utilizada para microscopia de imunofluorescência. 

Anticorpo primário 
Animal em que foi 

produzido 
Diluição 

Anti-α-tubulina 

(Sigma) 
murganho 1:100 

Anti-γ-tubulina 

(Sigma) 
murganho 1:200 

Anti-pericentrina 

(Abcam) 
coelho 1:100 

Anti-α-tubulina acetilada 

(Sigma) 
murganho 1:150 

 

Quadro 7 – Anticorpos secundários utilizados, animal em que foram produzidos e a 
diluição de trabalho utilizada para microscopia de imunofluorescência. 

Anticorpo secundário 
Animal em que foi 

produzido 
Diluição 

Anti-murganho Alexa 488 

(Molecular Probes) 
cabra 1:500 

Anti-murganho Alexa 594 

(Molecular Probes) 
cabra 1:500 

Anti-coelho Alexa 488 

(Molecular Probes) 
cabra 1:500 

Anti-coelho Alexa 594 

(Molecular Probes) 
cabra 1:500 

 

 

3.5. Preparação e análise de extratos proteicos  

3.5.1. Preparação de extratos proteicos totais 

 

As células foram cultivadas em placas de 6 poços, um poço para cada condição 

experimental, e plaquearam-se 3 x 105 células por poço. No dia seguinte as células 

foram transfetadas e 24 horas após a transfeção realizou-se a extração proteica. 

Para a preparação dos extratos proteicos totais, aspirou-se o meio de cultura, 

lavaram-se as células uma vez com 1 mL de PBS 1X frio (mantido a 4ºC), retirou-se o 
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PBS e adicionou-se 1 mL de TBS 1X (50 mM Tris, 150 mM NaCl pH 7,5) com o qual se 

destacaram as células com o auxílio da micropipeta. De seguida, centrifugaram-se as 

células a 300 x g durante 3 minutos a 4ºC, desprezou-se o sobrenadante e 

ressuspendeu-se o sedimento em 60 µL de tampão de amostra (50 mM Tris-HCl pH 6,8, 

2 % SDS, 10 % glicerol, 1 % β-mercaptoetanol, 12,5 mM EDTA, 0,2 % azul de 

bromofenol). Depois, adicionou-se 1 µL de Pierce Universal Nuclease for Cell Lysis 

(Thermo Fisher Scientific, Lituania) e as amostras foram incubadas durante 30 minutos 

à temperatura ambiente. Após esta incubação, as amostras foram fervidas a 95ºC 

durante 5 minutos e aplicaram-se 20 µL de cada amostra num gel de SDS-PAGE 10 %, 

tendo-se utilizado o tampão de eletroforese Tris-Glicina-SDS (25 mM Tris, 192 mM 

glicina, 0,1 % (m/v) SDS, pH 8,3) e amperagem definida a 20 mA por gel. 

 

3.5.2. Preparação de extratos proteicos desnaturantes solúveis 

 

As células foram cultivadas em placas de 6 poços, tendo-se utilizado três poços 

por condição experimental. Em cada poço plaquearam-se 3 x 105 células, de acordo 

com o Quadro 2 e, quando aplicável, as células foram transfetadas de acordo com o 

protocolo descrito na secção 3.4.2. 

Para a preparação destes extratos proteicos, todas as soluções utilizadas 

encontravam-se a 4ºC e as centrifugações foram também realizadas a esta temperatura. 

Começou-se por retirar o meio das células e efetuaram-se três lavagens com PBS 1X. 

Após estas lavagens, retirou-se o PBS, adicionou-se 1 mL de PBS 1X, destacaram-se 

as células utilizando raspadores e a suspensão de células foi depois centrifugada a 300 

x g durante 3 minutos. De seguida, ressuspendeu-se o sedimento em 50 µL de solução 

H (50 mM HEPES-KOH pH 7,6, 2 mM EDTA, 100 mM NaCl, 250 mM sacarose) e 

adicionou-se NP-40 para uma concentração final de 0,1 %, e um cocktail de inibidores 

de protéases que continha também inibidores de fosfatases, PMSF 0,2 mM e DTT 0,4 

mM. Por fim, procedeu-se a uma centrifugação a 12 000 rpm durante 30 minutos, no fim 

da qual se obteve a fração solúvel (sobrenadante) e insolúvel (sedimento) dos extratos. 

A fração solúvel foi então quantificada pelo método de Bradford de modo a se utilizar a 

mesma quantidade de proteína total de todas as amostras. O volume de amostra a ser 

analisado foi então fervido a 100ºC durante 5 minutos, adicionou-se o volume apropriado 

de tampão de amostra (50 mM Tris-HCl pH 6,8, 2 % SDS, 10 % glicerol, 1 % β-

mercaptoetanol, 12,5 mM EDTA, 0,2 % Azul de bromofenol) e as amostras foram 
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analisadas num gel SDS-PAGE 10 % tendo-se utilizado o tampão Tris-Glicina-SDS. 

Definiu-se a amperagem de 20 mA por gel. 

Ambas as frações foram, quando necessário, congeladas a -80ºC até serem 

utilizadas. 

 

3.5.3. Determinação da concentração dos extratos proteicos 

 

A quantificação dos extratos proteicos preparados foi realizada através do 

método de Bradford (Sigma, EUA) e utilizaram-se placas de 96 poços e o leitor de 

microplacas. Como referência foi utilizada a albumina do soro bovino (BSA). 

Assim, para a determinação da curva de calibração foram preparadas soluções 

de concentração conhecida de BSA entre 0,1 e 1,5 µg/µL a partir de uma solução de 1 

mg/mL e como controlo negativo (branco) foi utilizada água. De cada solução aplicaram-

se 5 µL num poço da placa de 96 poços, adicionaram-se 250 µL de reagente de Bradford 

a cada poço e incubou-se a placa no escuro durante 15 a 20 minutos à temperatura 

ambiente. Após esta incubação mediu-se a absorvência a 595 nm. 

 

3.5.4. Eletroforese de proteínas em gel de acrilamida 

desnaturante (SDS-PAGE) 

 

A separação de proteínas por eletroforese realizada em condições 

desnaturantes foi realizada em géis verticais e descontínuos, compostos pelo gel 

concentrador (no qual são aplicadas as amostras) e pelo gel resolvente. No sistema de 

mini-géis utilizado (Bio-Rad) os géis tinham as dimensões de 7 cm x 8 cm x 0,15 cm. Os 

géis concentradores eram de 5 % e os géis resolventes de 10 % (v/v) 

(acrilamida/bisacrilamida 30:0,8 % (m/m)). As composições de ambos os géis estão 

descritas nos Quadros 8 e 9. 

 O tampão de corrida utilizado foi o Tris-Glicina-SDS (25 mM Tris, 192 mM glicina, 

0,1 % (m/v) SDS, pH 8,3). 

A solução de acrilamida/bisacrilamida foi preparada pela dissolução dos dois 

reagentes em água seguida de agitação com a resina DOWEX MR-3 (Sigma, EUA) 5 % 

(m/v) durante 30 minutos, seguida de decantação e filtração em sistema Milipore. 
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Quadro 8 – Composição do gel resolvente para SDS-PAGE 10%. 

Gel resolvente 

Acrilamida 30 % (m/v):Bisacrilamida 0,8 % (m/v) 3,3 mL 

Tris-HCl 1,5 M pH 8,9 2,48 mL 

SDS 20 % (m/v) 50 µL 

Água bidestilada 4,13 mL 

Persulfato de amónio 10 % (m/v) 50 µL 

TEMED 5 µL 

 

Quadro 9 – Composição do gel concentrador 5 % para SDS-PAGE.  

Gel concentrador 

Acrilamida 30 % (m/v):Bisacrilamida 0,8 % (m/v) 1,7 mL 

Tris-HCl 1 M pH 6,8 0,625 µL 

SDS 20 % (m/v)  50 µL 

Água bidestilada 7,625 mL 

Persulfato de amónio 10 % (m/v) 100 µL 

TEMED 10 µL 

 

 

3.5.5. Eletrotransferência de proteínas para membrana de 

nitrocelulose 

 

A transferência das proteínas do gel de acrilamida para a membrana de 

nitrocelulose foi realizada através do método semi-dry. Para este método, por cada gel 

de acrilamida cortaram-se 12 pedaços de papel de filtro de 3 MM (Whatman GE 

Healthcare, Reino Unido) do mesmo tamanho do gel e um retângulo de membrana de 

nitrocelulose também com as mesmas dimensões. De seguida, o gel de acrilamida foi 

equilibrado com o tampão de transferência Tris-glicina-SDS com metanol (48 mM Tris, 

39 mM glicina, 0,0375 % (m/v) SDS, 20 % (v/v) metanol, pH 9,2), sendo incubado no 

mesmo durante 30 a 45 minutos com baixa agitação. A membrana de nitrocelulose foi 

inicialmente mergulhada em água destilada e seguidamente também equilibrada com o 

tampão de transferência durante 15 a 30 minutos. Após estas incubações, 

mergulharam-se 6 pedaços de papel de filtro previamente cortados em tampão de 

transferência e estes foram empilhados e colocados no aparelho por cima do ânodo. De 
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seguida, por cima dos papéis de filtro colocou-se a membrana de nitrocelulose, seguida 

do gel e dos restantes 6 pedaços de papel de filtro previamente mergulhados no tampão 

de transferência. Retiraram-se as bolhas de ar com a ajuda de uma vareta e montou-se 

o cátodo e a tampa do aparelho. A transferência foi realizada a aproximadamente 60 

mA por gel (0,8 mA/cm2) durante 1 hora e 15 minutos. 

Após a transferência, as membranas foram coradas utilizando Ponceau S (para 

uma solução 10X: 2 % (m/v) de Ponceau S, 30 % (m/v) de ácido tricloriacético, 30 % 

(m/v) de ácido sulfosalicílico) e a imagem obtida utilizando o ImageQuant Las 500 (GE 

Healthcare). 

 

3.5.6. Western blot  

 

Para a deteção de proteínas recorrendo à técnica de western blot, a membrana 

de nitrocelulose contendo as proteínas previamente transferidas foi bloqueada de forma 

a diminuir as ligações inespecíficas dos anticorpos. Para o bloqueio a membrana foi 

incubada em leite magro (Molico) 5 % em PBS 1X durante 1 hora com agitação à 

temperatura ambiente. De seguida, a membrana foi incubada com o anticorpo primário 

diluído em solução de bloqueio durante 1 hora com agitação constante à temperatura 

ambiente. Depois desta incubação, realizaram-se três lavagens de 5 minutos cada 

utilizando PBS 1 X-Tween 0,1 %, após as quais se incubou a membrana com o anticorpo 

secundário, também diluído na solução de bloqueio, durante 1 hora com agitação 

constante à temperatura ambiente. Realizaram-se depois três lavagens com PBS 1X de 

5 minutos cada. A deteção das proteínas de interesse foi feita com os reagentes de 

deteção ECL Western Blotting Substrate (Pierce, EUA) de acordo com as instruções do 

fabricante. A revelação das membranas foi feita através de quimioluminescência no 

aparelho ImageQuant Las 500 (GE Healthcareou) ou por exposição de chapas 

fotográficas (Kodak). 

Os anticorpos primários e secundários utilizados e as respetivas diluições 

encontram-se descritos nos Quadros 10 e 11. 
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Quadro 10 – Anticorpos primários utilizados, animal em que foram produzidos e a 
respetiva diluição de trabalho utilizada nos ensaios de Western blot. 

Anticorpo primário 
Animal em que foi 

produzido 
Diluição 

Anti-γ-tubulina 

(Sigma) 
murganho 1:2000 

Anti-tubulina acetilada 

(Sigma) 
murganho 1:1500 

Anti-β-actina 

(Sigma) 
coelho 1:1000 

Anti-GFP 

(invitrogen) 
coelho 1:2000 

 

Quadro 11 – Anticorpos secundários utilizados, animal em que foram produzidos e a 
respetiva diluição de trabalho utilizada nos ensaios de Western blot. 

Anticorpo secundário 
Animal em que foi 

produzido 
Diluição 

Anti-murganho conjugado 

com HRP 

(Jackson ImmunoResearch) 

cabra 1:4000 

Anti-coelho conjugado 

com HRP 

(Molecular Probes) 

cabra 1:2000 

 

 

3.6. Preparação e análise de RNA 

3.6.1. Extração de RNA total de linhas celulares humanas 

 

Para a extração de RNA total de linhas celulares, as células foram cultivadas em 

placas de 6 poços, à exceção das NCI-H69, que foram cultivadas em frascos de cultura 

(T-flasks). Para as linhas celulares aderentes foram plaqueadas 3 x 105 células por poço, 

tendo-se utilizado dois poços por condição. Para a extração de RNA total de células 

HEK 293T transfetadas, as células foram plaqueadas e transfetadas no dia seguinte, 

como está descrito na secção 3.4.2, e procedeu-se à extração do RNA 24 horas após a 

transfeção. A extração foi realizada utilizando o kit E.Z.N.A. Total RNA Kit I (OMEGA, 
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EUA) e seguindo as instruções do fabricante para a extração de RNA total de linhas 

celulares.  

Assim, retirou-se o meio das células aderentes, estas foram lavadas duas vezes 

com PBS 1X e as células foram destacadas utilizando tripsina. De seguida, inativou-se 

a tripsina com meio com soro e a suspensão de células foi centrifugada a 500 x g durante 

5 minutos. O sobrenadante foi desprezado, ressuspendeu-se o sedimento de células 

em 350 µL de tampão de lise fornecido com o kit e a mistura foi homogeneizada 

utilizando uma seringa com uma agulha (19 a 21 gauge). Em seguida, adicionou-se 350 

µL de etanol 70 %, utilizou-se o vórtex para a homogeneização e a mistura foi transferida 

para a coluna HiBind RNA Mini Column, também fornecida no kit, inserida num tubo de 

2 mL. Procedeu-se a uma centrifugação a 10 000 x g durante 1 minuto, desprezou-se o 

filtrado e repetiu-se este passo até toda a amostra ser transferida para a coluna. 

Adicionou-se 500 µL de tampão de lavagem 1 (fornecido no kit), centrifugou-se durante 

30 segundos a 10 000 x g e desprezou-se o filtrado. De seguida, adicionaram-se 500 

µL de tampão de lavagem 2 (fornecido com o kit), centrifugou-se a 10 000 x g durante 1 

minuto e desprezou-se o filtrado. Este último passo de lavagem foi repetido e depois de 

se desprezar o filtrado, centrifugou-se à velocidade máxima durante 1 minuto para secar 

a coluna. Por fim, a coluna foi transferida para um novo tubo e o RNA foi eluído em 30 

µL de água bidestilada também fornecida com o kit. O RNA foi então quantificado 

utilizando o NanoDrop, tratado com DNAse I (Fermentas) e guardado a -80ºC até ser 

utilizado. 

 

 

3.6.2. Síntese de cDNA 

 

Para a síntese de cDNA utilizou-se o enzima transcriptase reversa (Nzytech, 

Portugal) tendo-se seguido as instruções do fabricante. Para cada amostra preparou-se 

uma mistura composta por RNA (500 ng), random hexamer primers (Fermentas), dNTPs 

(Fermentas), transcriptase reversa (200 U) e o respetivo tampão (Quadro 12). Depois 

de homogeneizadas, as amostras foram colocadas no termociclador e incubadas a 25ºC 

durante 10 minutos, seguidos de uma incubação a 50ºC durante 30 minutos e de uma 

última incubação a 85ºC durante 5 minutos. 
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Quadro 12 – Constituição da mistura preparada para a síntese de cDNA a partir de RNA 
total. 

RNA 500 ng 

Random Hexamer Primers 100 µM 

(Fermentas) 
2 µL 

dNTPs 10 mM 

(Fermentas) 
1 µL 

Tampão para transcriptase reversa 

(Nzytech, Portugal) 
2 µL 

Transcriptase reversa  

(Nzytech, Portugal) 
1 µL 

H2O Até 14 µL 

Vfinal = 20 µL 

 

 

3.6.3. RT-qPCR 

 

Para os ensaios de RT-qPCR, utilizou-se SYBRGreen Master Mix 2X (Applied 

Biosystems, Reino Unido). As experiências foram realizadas segundo as instruções do 

fabricante.  

Começou-se com uma incubação inicial de 2 minutos a 95ºC. Depois, 

realizaram-se 50 ciclos de 30 segundos a 95ºC seguidos de 1 minuto a 60ºC. 

Em cada experiência, realizaram-se triplicados de cada amostra, cada um 

contendo 1 µL de cDNA. Foram sempre preparados controlos negativos para cada par 

de primers, também realizados em triplicado. Como controlo interno foram utilizados 

primers para os transcritos do gene que codifica para o hprt (Hypoxanthine-guanine 

phosphoribosyltransferase). Todos os primers utilizados encontram-se especificados no 

Quadro 13.  
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Quadro 13 – Sequências dos primers utilizados nas experiências de RT-qPCR. 

Primer Sequência 

TBCCD1 variante 1 forward 5’ GAGCGGCGCCTGCATTAGCAG 3’ 

TBCCD1 variante 1 reverse 5’ GATGGAGGGGGGACCTGCAAG 3’ 

TBCCD1 variante 2 forward 5’ GGAACAGTTATTCCACGACAGGTG 3’ 

TBCCD1 variante 2 reverse 5’ CACTAAGAAGCGGTGGAAGCC 3’ 

TBCCD1 variante 3 forward 5’ TCGGCTTCCACCGCTTCTTAGTG 3’ 

TBCCD1 variante 3 reverse 5’ TAAGCTCCTTCTGTGGCCCGG 3’ 

HPRT forward 5’ GGCGTCGTGATTAGTGATG 3’ 

HPRT reverse 5’ CATTACAATAGCTCTTCAGTC 3’ 

 

 

3.7. Análise estatística 

 

Os resultados são expressos como média ± desvio padrão. O número de 

experiências independentes realizadas encontra-se sempre indicado. Foram utilizados 

intervalos de confiança de 95, 99 ou 99,5 %. Para determinar se as diferenças 

observadas entre grupos tinham significado estatístico efetuou-se uma análise 

estatística aplicando o teste t-student bicaudal. Os resultados foram considerados 

estatisticamente significativos quando o valor-p era inferior a 0,05, 0,01 ou 0,005. 

Quando um grupo é estatisticamente diferente do controlo, este encontra-se assinalado 

com * quando p < 0,05, ** quando p < 0,01 e *** caso p < 0,005.  
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4. Resultados 

 

4.1. Estudo da localização celular das proteínas TBCCD1 

variante 1, TBCCD1 variante 2 e TBCCD1 variante 3 em 

sobreexpressão 

 

A proteína TBCCD1 está descrita como uma proteína que se localiza no 

centrossoma. No entanto, uma vez que foram identificados dois novos transcritos 

resultantes de splicing alternativo, surgiu a questão de qual seria a localização 

subcelular das proteínas codificadas por estes transcritos. De forma a responder a esta 

pergunta, realizaram-se ensaios de sobreexpressão de cada uma das três variantes 

identificadas em fusão com um gene repórter que as permitiu localizar nas células por 

microscopia de fluorescência. 

Para isso, utilizaram-se vetores de expressão recombinantes que contêm as 

sequências de cada uma das variantes da TBCCD1 identificadas em fusão com a 

proteína GFP (green fluorescent protein) ou a RFP (red fluorescente protein) (Câmara, 

2013). 

Assim, transfetaram-se células HEK 293T, HeLa e hTERT RPE-1 com cada um 

dos plasmídeos que continham as sequências que codificam cada um dos transcritos, 

em fusão com a proteína GFP ou a proteína RFP na região C-terminal. Vinte e quatro 

horas após a transfeção as células foram fixadas e processadas para microscopia de 

imunofluorescência utilizando-se o anticorpo anti-pericentrina ou anti-γ-tubulina que são 

proteínas da matriz pericentriolar e assim permitem analisar se as proteínas em estudo 

se localizavam ou não no centrossoma. 

Pela análise da Figura 9 é possível observar que, em sobreexpressão em células 

HEK 293T, a TBCCD1 variante 1-GFP se localiza no centrossoma, o que está de acordo 

com as observações dos estudos anteriores nomeadamente utilizando o anticorpo 

policlonal específico contra a proteína (Gonçalves et al., 2010). No entanto, observa-se 

que as proteínas TBCCD1 variante 2-GFP e TBCCD1 variante 3-GFP, não são 

detetadas no centrossoma, encontrando-se dispersas pelo citoplasma observando-se 

por vezes uma marcação perinuclear.  

Como referido, estas experiências foram realizadas utilizando também as linhas 

celulares HeLa e hTERT RPE-1. Neste caso, a proteína TBCCD1 variante foi 

sobreexpressa utilizando como repórter a proteína RFP em vez da GFP. Como se pode 
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observar nas Figuras 10 e 11, os resultados obtidos foram semelhantes aos observados 

para a linha celular HEK 293T. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9 – Localização celular das proteínas TBCCD1 variante 1-GFP, TBCCD1 variante 2-GFP e 
TBCCD1 variante 3-GFP em sobreexpressão em células HEK 293T. Células HEK 293T transfetadas de 
modo a expressarem as proteínas TBCCD1 variante 1-GFP (A), TBCCD1 variante 2-GFP (B) ou TBCCD1 
variante 3-GFP (C) foram processadas para análise por microscopia de imunofluorescência utilizando o 
anticorpo anti-γ-tubulina. As setas indicam o local da marcação do centrossoma pela γ-tubulina, 

observando-se que a proteína TBCCD1 variante 1-GFP se localiza no centrossoma mas as proteínas 
TBCCD1 variante 2-GFP e TBCCD1 variante 3-GFP não. O DNA foi corado usando DAPI. Os resultados 
apresentados são representativos de um total de cinco experiências independentes. As barras da escala 
correspondem a 10 µm. 

TBCCD1 variante 1-GFP 

TBCCD1 variante 2-GFP 

TBCCD1 variante 3-GFP 

γ-tubulina 

γ-tubulina 

γ-tubulina DAPI 
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A 

B 

C 
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Sobreposição DAPI Pericentrina TBCCD1 variante 2-GFP 
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TBCCD1 variante 1-RFP Pericentrina DAPI Sobreposição 

HeLa 

A 
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É também possível observar a deformação do núcleo em algumas células 

transfetadas nas Figuras 10 e 11. 

Nas células em divisão as variantes têm também diferentes localizações, como 

se pode observar na Figura 12. As proteínas TBCCD1 variante 2-GFP e TBCCD1 

variante 3-GFP têm uma localização citoplasmática, como nas células em interfase, não 

Figura 10 - Localização celular das proteínas TBCCD1 variante 1-RFP, TBCCD1 variante 2-
GFP e TBCCD1 variante 3-GFP em sobreexpressão em células HeLa. Células HeLa 
transfetadas de modo a expressarem as proteínas TBCCD1 variante 1-RFP (A), TBCCD1 variante 
2-GFP (B) ou TBCCD1 variante 3-GFP (C) foram processadas para análise por microscopia de 
imunofluorescência utilizando o anticorpo anti-pericentrina. As pontas das setas indicam o local da 
marcação do centrossoma pela pericentrina. Observa-se que a proteína TBCCD1 variante 1-RFP 
se localiza no centrossoma mas as proteínas TBCCD1 variante 2-GFP e TBCCD1 variante 3-GFP 
não. O DNA foi corado com DAPI. Os resultados apresentados são representativos de um total de 
três experiências independentes. As barras da escala correspondem a 10 µm. 

Sobreposição DAPI Pericentrina TBCCD1 variante 2-GFP 

TBCCD1 variante 3-GFP Pericentrina DAPI Sobreposição 

TBCCD1 variante 1-RFP Pericentrina DAPI Sobreposição A 

B 

C 

hTERT RPE-1 

Figura 11 - Localização celular das proteínas TBCCD1 variante 1-RFP, TBCCD1 variante 2-
GFP e TBCCD1 variante 3-GFP em sobreexpressão em células hTERT RPE-1. Células hTERT 
RPE-1 transfetadas de modo a expressarem as proteínas TBCCD1 variante 1-RFP (A), TBCCD1 
variante 2-GFP (B) ou TBCCD1 variante 3-GFP (C) foram processadas para análise por 
microscopia de imunofluorescência utilizando o anticorpo anti-pericentrina. As pontas das setas 
indicam o local da marcação do centrossoma pela pericentrina. Observa-se que a proteína TBCCD1 
variante 1-RFP se localiza no centrossoma mas as proteínas TBCCD1 variante 2-GFP e TBCCD1 
variante 3-GFP não. Os resultados apresentados são representativos de um total de três 
experiências independentes. As barras da escala correspondem a 10 µm. 
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sendo detetadas no centrossoma. Já a proteína TBCCD1 variante 1-GFP tem uma 

localização centrossomal, como a observada nas células em interfase. No entanto, para 

além desta localização, é também observada no corpo médio (Figura 12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

HEK 293T 
TBCCD1 variante 1-GFP γ-tubulina DAPI Sobreposição 

TBCCD1 variante 1-GFP α-tubulina DAPI Sobreposição 

HeLa 

Sobreposição DAPI Pericentrina TBCCD1 variante 2-GFP 

Figura 12 – Localização celular das proteínas TBCCD1 variante 1-GFP, TBCCD1 variante 2-
GFP e TBCCD1 variante 3-GFP em células em mitose. Células HEK 293T (A e B) e HeLa (C e 
D) foram transfetadas de modo a sobreexpressarem a proteína TBCCD1 variante 1-GFP (A e B),  
TBCCD1 variante 2-GFP (C) ou TBCCD1 variante 3-GFP (D). Foram depois tratadas para análise 
por microscopia de imunofluorescência e marcadas com o anticorpo anti-γ-tubulina, anti-α-tubulina 

ou anti-pericentrina. O DNA foi corado com DAPI. As setam indicam a localização do centrossoma 
ou o corpo médio. Os resultados correspondem a três experiências independentes. As barras de 
escala correspondem a 10 µm. 
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Uma vez que os estudos anteriores descrevem que a proteína TBCCD1 variante 

1 se localiza nos corpos basais de células ciliadas (Gonçalves et al., 2010), realizaram-

se também ensaios de sobreexpressão das três variantes identificadas em células 

hTERT RPE-1 durante a montagem dos cílios primários. Deste modo, vinte e quatro 

horas após a transfeção, substituiu-se o meio das células por meio sem soro no qual 

estas foram mantidas durante 48 horas de forma a promover a ciliogénese.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sobreposição DAPI α-tubulina acetilada TBCCD1 variante 3-GFP 

Sobreposição DAPI α-tubulina acetilada TBCCD1 variante 1-RFP 

Sobreposição DAPI α-tubulina acetilada TBCCD1 variante 2-GFP 

Figura 13 – Localização das proteínas TBCCD1 variante 1-RFP, TBCCD1 variante 2-GFP e 
TBCCD1 variante 3-GFP em células hTERT RPE-1 ciliadas. Células hTERT RPE-1 não 
transfetadas (A) e transfetadas de modo a sobreexpressarem uma das proteínas TBCCD1 
variante 1-RFP (B), TBCCD1 variante 2-GFP (C) ou TBCCD1 variante 3-GFP (D). 24 horas após 
a transfeção induziu-se a ciliação substituindo-se o meio de cultura por meio sem soro. 48 horas 
depois as células foram fixadas e processadas para análise por microscopia de 
imunofluorescência utilizando o anticorpo anti-α-tubulina acetilada. O DNA foi corado com DAPI. 
As setas indicam os cílios. As imagens são representativas de três experiências independentes. 
As barras de escala correspondem a 10 µm. 
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Como se pode observar na Figura 13, a TBCCD1 variante 1-RFP localiza-se nos 

corpos basais dos cílios primários, como observado por Gonçalves et al. 2010. Como 

acontece nas células não ciliadas, as proteínas TBCCD1 variante 2-GFP e TBCCD1 

variante 3-GFP têm uma localização diferente da TBCCD1 variante 1-GFP, 

apresentando ambas uma localização citoplasmática apesar da presença dos cílios 

primários.  

Parece também que os cílios das células a sobreexpressar a proteína TBCCD1 

variante 2-GFP ou TBCCD1 variante 3-GFP têm uma marcação da α-tubulina acetilada 

diferente da observada nas células controlo ou mesmo nas células a sobreexpressar a 

proteína TBCCD1 variante 1 (comparar na Figura 13 as imagens A e B com C e D). No 

entanto, a eficiência de transfeção obtida para esta linha celular foi bastante reduzida, 

o que impossibilitou a quantificação do fenótipo e limitou todas as seguintes abordagens. 

 

Pela análise destes resultados observa-se então que, nas três linhas celulares 

estudadas, as proteínas TBCCD1 têm diferentes localizações celulares. A proteína 

TBCCD1 variante 1 tem uma localização centrossomal, tanto nas células em interfase 

como nas células em mitose, sendo que nas últimas se localiza também no corpo médio. 

Localiza-se também nos corpos basais de cílios primários em células hTERT RPE-1 

ciliadas. As proteínas TBCCD1 variante 2 e TBCCD1 variante 3 têm uma localização 

citoplasmática em todas as situações analisadas, nomeadamente, em células em 

interfase, células em mitose e também em células ciliadas.  

 

4.2. Estudo da localização celular das proteínas TBCCD1 

variante 1, TBCCD1 variante 2 e TBCCD1 variante 3 em 

sobreexpressão na ausência do citoesqueleto de 

microtúbulos  

 

Uma vez que as proteínas TBCCD1 possuem um domínio TBCC e que este está 

presente em proteínas que interagem com a tubulina, colocou-se a questão de a 

localização celular de cada uma das proteínas poder ser dependente dos microtúbulos. 

Assim, realizaram-se ensaios em que se analisou a localização celular de cada uma das 

três variantes, em sobreexpressão, em células HEK 293T e hTRET RPE-1 tratadas com 

nocadozole, um agente despolimerizante de microtúbulos. Para além disso, utilizou-se 

também a linha hTERT RPE-1 TBCCD1-GFP que expressa constitutivamente a proteína 
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de fusão TBCCD1 variante 1-GFP. Esta linha foi usada uma vez que este clone foi 

selecionado por, apesar de a proteína de fusão estar em sobreexpressão, os níveis de 

expressão são mais baixos do que os níveis observados quando as células são 

transfetadas. 

Depois de tratadas com nocadozole (com uma concentração final de 30 µM), 

durante 30 minutos, as células foram fixadas e tratadas para análise por microscopia de 

imunofluorescência. Para isso, utilizou-se o anticorpo anti-α-tubulina de modo a 

observar a rede de microtúbulos e analisar a extensão da despolimerização dos 

microtúbulos. 
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Figura 14 – Localização celular da proteína TBCCD1 variante 1-RFP em células HEK 293T antes e 
após o tratamento com nocadozole. Células HEK 293T foram transfetadas de modo a sobreexpressarem 
a proteína TBCCD1 variante 1-RFP. 24 horas após a transfeção as células foram fixadas (A) ou tratadas 
com nocadozole (30 µM) e colocadas a 4ºC durante 30 minutos e depois fixadas (B). Em ambos os casos 
as células foram depois processadas para microscopia de  imunofluorescência utilizando o anticorpo anti-α-
tubulina. O DNA foi corado com DAPI. As células indicam a localização do centrossoma. Foram realizadas 
três experiências independentes. As barras de escala correspondem a 10µm. 
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Nas Figuras 14 e 15 é possível observar que a TBCCD1 variante 1 (em fusão 

com a GFP no caso das células hTERT RPE-1 e em fusão com a RFP no caso das 

células HEK 293T) mantém a localização centrossomal apesar da despolimerização dos 

microtúbulos tanto nas células HEK 293T como nas células hTERT RPE-1. Devido à 

dificuldade de observar a rede de microtúbulos nas células HEK 293T, as restantes 

análises desta experiência serão realizadas nas células hTERT RPE-1. De modo 

semelhante observa-se que nas células a sobreexpressar as proteínas TBCCD1 

Figura 15 – Localização celular das proteínas TBCCD1 variante 1-GFP, TBCCD1 variante 2-
GFP e TBCCD1 variante 3-GFP, em sobreexpressão, em células hTERT RPE-1 tratadas com 
nocadozole. Células hTERT RPE-1 foram transfetadas de modo a sobreexpressarem uma das 
proteínas TBCCD1 variante 1-GFP, TBCCD1 variante 2-GFP ou TBCCD1 variante 3-GFP, tendo-se 
utilizado como controlo células não transfetadas. 24 horas após a transfeção as células foram fixadas 
(A, B, C e D) ou tratadas com nocadozole (30 µM) e incubadas no gelo durante 30 minutos e depois 
fixadas. De seguida, as células foram processadas para análise por microscopia de 
imunofluorescência tendo sido marcadas com o anticorpo anti-α-tubulina. O DNA foi corado com 
DAPI. As setam indicam a localização do centrossoma. Os resultados são representativos de três 
experiências independentes. As escalas de barra correspondem a 10 µm. 

TBCCD1 variante 1-GFP DAPI Sobreposição α-tubulina E 
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variante 2-GFP ou TBCCD1 variante 3-GFP, apesar da despolimerização dos 

microtúbulos, estas mantém a sua distribuição no citoplasma.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Salienta-se ainda que apesar da localização da proteína TBCCD1 variante 1-

GFP no centrossoma não ser afetada pela exposição das células ao nocadozole a sua 

localização no corpo médio é, (Figura 16) deixando de ser observada quando há 

despolimerização dos microtúbulos, mais concretamente, quando ocorre 

despolimerização dos microtúbulos acumulados no corpo médio. Estes microtúbulos 

são os últimos a despolimerizar, o que sugere que estes correspondem a uma 

população de microtúbulos mais resistente ao nocadozole com a qual a proteína 

TBCCD1 variante 1-RFP pode interagir. 
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Figura 16 – Localização celular da proteína TBCCD1-GFP em células hTERT RPE-1 TBCCD1-
GFP tratadas com nocadozole. Células hTERT RPE-1 TBCCD1-GFP que expressam 
constitutivamente a proteína TBCCD1-GFP (correspondente à variante 1) foram tratadas com 
nocadozole (30 µM) durante 0, 15 ou 30 minutos (A, B e C, respetivamente). Depois de fixadas, as 
células foram tratadas para análise por microscopia de imunofluorescência utilizando o anticorpo anti-
α-tubulina. O DNA foi corado com DAPI. As setas indicam o centrossoma ou o corpo médio. Os 
resultados são representativos de três experiências independentes. As barras de escala 
correspondem a 10 µm. 
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Nos ensaios realizados utilizando a linha celular hTERT RPE-1 TBCCD1-GFP 

observaram-se resultados semelhantes aos obtidos para as células HEK 293T e hTERT 

RPE-1. 

Desta forma, estes resultados sugerem que a localização das proteínas TBCCD1 

variante 2-GFP e TBCCD1 variante 3-GFP é independente dos microtúbulos assim 

como a localização centrossomal da proteína TBCCD1 variante 1-GFP. No entanto, a 

localização da proteína TBCCD1 variante 1-GFP no corpo médio parece ser dependente 

dos microtúbulos, uma vez que nas células tratadas com nocadozole, quando há 

despolimerização dos microtúbulos desta região, não se observa a proteína nesta 

estrutura. Assim, pode existir uma interação entre a proteína TBCCD1 variante 1 e os 

microtúbulos ou com uma subpopulação dos mesmos, ou seja, aqueles mais resistentes 

ao nocadozole presentes na estrutura do corpo médio. 

Existindo evidências que sugerem a interação das proteínas em estudo e os 

microtúbulos, colocou-se também a hipótese de a sobreexpressão de alguma das 

variantes afetar a resistência dos microtúbulos ao nocadozole. Assim, analisaram-se de 

novo estas experiências de modo testar esta hipótese. 

Observou-se então que as células com maiores níveis de sobreexpressão de 

TBCCD1 variante 1-GFP, TBCCD1 variante 2-GFP ou TBCCD1 variante 3-GFP 

pareciam ter menor resistência ao nocadozole, ou seja, tinham menos microtúbulos 

polimerizados que as células não transfetadas quando sujeitas ao mesmo tempo de 

incubação com nocadozole (Figura 15, comparando E, F e G com D). Estas 

observações são relativas às células hTERT RPE-1 uma vez que nas células HEK 293T 

é difícil observar a rede de microtúbulos devido ao facto de estas células terem um 

pequeno volume de citoplasma em relação ao tamanho do núcleo. Apesar de não ter 

sido possível realizar uma análise quantitativa destas observações, colocou-se a 

hipótese de a sobreexpressão das proteínas TBCCD1 variante 1, TBCCD1 variante 2 

ou TBCCD1 variante 3-GFP afetarem a estabilidade dos microtúbulos.  
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4.3. Estudo do efeito da sobreexpressão das proteínas TBCCD1 

variante 1, TBCCD1 variante 2 e TBCCD1 variante 3 na 

acetilação dos microtúbulos 

 

De modo a explorar a hipótese colocada a partir dos resultados das experiências 

com nocadozole, segundo a qual a sobreexpressão das proteínas variantes em estudo 

pode afetar a estabilidade dos microtúbulos, estudou-se o impacto da sobreexpressão 

das proteínas TBCCD1 variante 1-GFP, TBCCD1 variante 2-GFP ou TBCCD1 variante 

3-GFP nos níveis de microtúbulos acetilados na célula. Os microtúbulos da zona do 

corpo médio são enriquecidos em α-tubulina acetilada assim como os microtúbulos mais 

estáveis que também são, geralmente, enriquecidos nesta modificação pós-traducional. 

De forma a testar se os níveis de α-tubulina acetilada são afetados pela sobreexpressão 

de alguma das proteínas TBCCD1, transfetaram-se células HEK 293T com vetores de 

expressão de forma a promover a sobreexpressão de TBCCD1 variante 1-GFP, 

TBCCD1 variante 2-GFP ou TBCCD1 variante 3-GFP. Depois de fixadas, as células 

foram processadas para análise por imunofluorescência utilizando o anticorpo anti-α-

tubulina acetilada. Nesta experiência utilizaram-se células HEK 293T por serem as 

células em que se obteve maior eficiência de transfeção e também por terem uma maior 

população de microtúbulos acetilados do que as células hTERT RPE-1 em condições 

fisiológicas de cultura.  

Através da análise destas preparações, observou-se que as células com maiores 

níveis de sobreexpressão de TBCCD1 variante 1-GFP ou TBCCD1 variante 2-GFP 

parecem ter menores níveis de microtúbulos acetilados quando comparadas com 

células com menores níveis de expressão destas proteínas (Figura 17). Colocou-se 

então a hipótese de a sobreexpressão de cada uma das proteínas TBCCD1 variante 1-

GFP, TBCCD1 variante 2-GFP ou TBCCD1 variante 3-GFP poder afetar os níveis de 

acetilação dos microtúbulos. Devido à dificuldade de realizar uma análise quantitativa a 

partir desta experiência, especialmente devido ao reduzido volume de citoplasma nestas 

células, foi necessário recorrer a outro método para testar a hipótese colocada. 
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Assim, de forma a testar esta hipótese, prepararam-se extratos proteicos 

correspondentes à fracção citosólica de células HEK 293T transfetadas com cada um 

dos vetores contendo a sequência de cada uma das variantes identificadas. Como já 

referido, a eficiência de transfeção obtida para as células hTERT RPE-1 foi muito 

reduzida, o que limitou as diferentes abordagens, pelo que não foi possível realizar esta 

experiência utilizando esta linha celular.  

Depois de preparados os extratos, estes foram quantificados pelo método de 

Bradford, de forma a todas as amostras apresentarem a mesma quantidade de proteína 

total, e analisados por SDS-PAGE 10 %. Depois de analisadas em gel, as proteínas 

foram transferidas para membrana de nitrocelulose, a qual foi corada com Ponceau S. 

Esta coloração da membrana foi posteriormente utilizada como controlo da quantidade 

de proteína analisada em cada faixa (controlo de aplicação). A membrana foi depois 

processada para Western blot, utilizando anticorpos policlonais para a α-tubulina 

acetilada e para a γ-tubulina. Como controlo, foram preparados extratos de células não 

transfetadas. 

TBCCD1 variante 1-GFP α-tubulina acetilada DAPI 

TBCCD1 variante 2-GFP α-tubulina acetilada DAPI 

Figura 17 – Marcação de α-tubulina acetilada em células HEK 293T a sobreexpressarem 
TBCCD1 variante 1-GFP ou TBCCD1 variante 2-GFP. Células HEK 293T foram transfetadas 
de modo a sobreexpressarem a proteína TBCCD1 variante 1-GFP ou TBCCD1 variante 2-GFP 
e 24 horas depois foram processadas para análise por microscopia de imunofluorescência 
utilizando o anticorpo anti-α-tubulina acetilada. O DNA foi corado com DAPI. As setas indicam 
as células com menores níveis de expressão da proteína TBCCD1 variante 1-GFP ou TBCCD1 
variante 2-GFP. As imagens são representativas de uma experiência independente. As barras 
de escala correspondem a 10 µm. 
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Figura 19 – Níveis relativos de α-tubulina acetilada, γ-tubulina e β-tubulina em células HEK 293T a 
sobreexpressar as proteínas TBCCD1 variante 1-GFP, TBCCD1 variante 2-GFP ou TBCCD1 variante 3-
GFP. Células HEK 293T foram transfetadas de modo a sobreexpressarem as proteínas TBCCD1 variante 1-
GFP, TBCCD1 variante 2-GFP ou TBCCD1 variante 3-GFP. Foram então preparados extratos 
citosólicos/solúveis (A) ou totais (B), aplicados num gel SDS-PAGE 10% e analisados por western blot 
utilizando os anticorpos anti-α-tubulina acetilada, anti-γ-tubulina e anti-β-actina para analisar os níveis destas 
proteínas em relação às células não transfetadas. As bandas obtidas foram quantificadas e a normalização 
realizada utilizando a coloração da membrana de nitrocelulose com Ponceau S. Os resultados apresentados 
em (A) resultam de três (α-tubulina acetilada), duas (β-actina) ou uma (γ-tubulina) experiências independentes 
e em (B) de uma experiência. * - p < 0,05. 
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Figura 18 – Análise dos níveis de α-tubulina acetilada, γ-tubulina e β-actina em extratos proteicos 
de células HEK 293T em sobreexpressão de TBCCD1 variante 1-GFP, TBCCD1 variante 2-GFP ou 
TBCCD1 variante 3-GFP. Células HEK 293T foram transfetadas de modo a sobreexpressarem TBCCD1 
variante 1-GFP, TBCCD1 variante 2-GFP ou TBCCD1 variante 3-GFP e foram preparados extratos 
solúveis/citosólicos (A) ou totais (B). Foram aplicados 50 µg de extrato proteico citosólico em cada poço 
(A) e nos extratos totais (B) aplicaram-se 20 µL por poço para análise por SDS-PAGE 10%. Realizaram-se 
depois ensaios de Western blot com anticorpos anti-α-tubulina acetilada, anti-γ-tubulina e anti-β-actina para 
analisar os níveis destas proteínas em relação aos níveis nas células não transfetadas (controlo) e anti-
GFP como controlo de transfeção. 
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Nas Figuras 18 e 19 pode-se observar que os níveis de γ-tubulina diminuem 

quando há sobreexpressão de TBCCD1 variante 1-GFP ou TBCCD1 variante 2-GFP, 

observando-se uma diminuição de 34 % no primeiro caso e de 43 % no segundo. A 

sobreexpressão de TBCCD1 variante 3-GFP não parece afetar os níveis de γ-tubulina. 

No entanto, estes resultados correspondem apenas a uma experiência, pelo que terá 

que se repetir a experiência para validar o resultado e para obter significado estatístico. 

Quanto aos níveis de α-tubulina acetilada, observa-se que quando há 

sobreexpressão da proteína TBCCD1 variante 1-GFP o nível de α-tubulina acetilada é 

69,89 % ± 10,01, em relação às células não transfetadas. No caso da sobreexpressão 

de TBCCD1 variante 2-GFP, o nível de α-tubulina acetilada em relação às células não 

transfetadas é 62,91 % ± 18,78. Já a sobreexpressão de TBCCD1 variante 3-GFP não 

parece afetar os níveis de α-tubulina acetilada, uma vez que os níveis determinados são 

de 100,50 % ± 2,00. Este resultado relativo aos níveis de α-tubulina acetilada é 

concordante com as observações das experiências realizadas por imunofluorescência, 

observando-se uma diminuição dos níveis de α-tubulina acetilada nas células a 

sobreexpressar TBCCD1 variante 1-GFP ou TBCCD1 variante 2-GFP. 

Os níveis de actina, neste caso mais especificamente β-actina, foram também 

analisados devido à identificação do domínio CARP nas proteínas em estudo. Nas 

Figuras 18 e 19 encontram-se os resultados obtidos, nos quais se pode observar que a 

sobreexpressão de TBCCD1 variante 1-GFP ou de TBCCD1 variante 2-GFP provoca 

uma redução dos níveis de β-actina. No caso da sobreexpressão de TBCCD1 variante 

1-GFP os níveis diminuem para 74,79 % ± 3,34 e com a sobreexpressão de TBCCD1 

variante 2-GFP os níveis diminuem para 50,38 ± 11,08. Quanto à sobreexpressão de 

TBCCD1 variante 3-GFP, não parece afetar os níveis de β-actina, tendo-se determinado 

que os seus níveis neste caso são 70,42 % ± 22,71, não sendo estatisticamente 

diferentes dos níveis obtidos para o controlo. 

Esta experiência foi também realizada utilizando extratos totais (Figuras 18B e 

19 B), na qual se analisaram os níveis de α-tubulina acetilada. Observou-se também 

que a sobreexpressão de TBCCD1 variante 2-GFP leva a uma diminuição dos níveis de 

α-tubulina acetilada. Os níveis determinados foram 105 % no caso da sobreexpressão 

de TBCCD1 variante 1-GFP e 65 % no caso da sobreexpressão de TBCCD1 variante 

2-GFP. Quanto aos níveis em sobreexpressão de TBCCD1 variante 3-GFP, não foi 

possível determiná-los. Esta experiência foi realizada apenas uma vez, pelo que terá 

que ser repetida de forma a conferir significado estatístico.  
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Assim, estes resultados indicam que a sobreexpressão das proteínas TBCCD1 

variante 1-GFP e TBCCD1 variante 2-GFP levam a uma diminuição dos níveis de α-

tubulina acetilada. Para além disso, parecem também provocar uma diminuição nos 

níveis de γ-tubulina e de β-actina. Por sua vez, a sobreexpressão da proteína TBCCD1 

variante 3-GFP não parece afetar os níveis de nenhum dos componentes do 

citoesqueleto analisados. 

Estes resultados sugerem também que as variantes em estudo devem ter 

diferentes funções celulares, uma vez que têm diferentes efeitos nos níveis de α-tubulina 

acetilada, γ-tubulina e de β-actina. 

 

4.4. Estudo de reversão de fenótipo do knockdown do tbccd1 

 

Os resultados até agora apresentados neste estudo parecem sugerir que as três 

variantes identificadas e aqui estudadas podem ter diferentes funções celulares, por 

exemplo, por terem diferentes localizações celulares e diferentes efeitos nos níveis de 

α-tubulina acetilada. Estas observações em conjunto com o facto de atualmente se 

saber que os siRNAs utilizados no estudo anterior (Gonçalves et al., 2010) provocam o 

knockdown não de uma mas das três variantes identificadas, levantou a questão de os 

fenótipos observados poderem ser provocados apenas por uma das variantes ou por 

uma combinação das mesmas.  

Foram então realizados ensaios em células hTERT RPE-1 em que se realizou o 

knockdown utilizando os mesmos siRNAs, o que leva a uma diminuição dos níveis das 

três variantes, reproduzindo assim as experiências realizadas por Gonçalves et al., 

2010. De seguida, transfetaram-se as mesmas células com vetores de expressão, 

promovendo assim a sobreexpressão de uma das proteínas: TBCCD1 variante 1-GFP, 

TBCCD1 variante 2-GFP ou TBCCD1 variante 3-GFP. Depois de fixadas e processadas 

para análise por microscopia de imunofluorescência utilizando o anticorpo anti-

pericentrina ou anti-γ-tubulina para marcação do centrossoma as preparações foram 

fotografadas e analisadas. Para esta análise, foi determinada a percentagem de células 

em que a distância centrossoma-núcleo era superior a 2 µm. A percentagem de células 

com fenótipo nas preparações transfetadas com siRNAs foi determinada e utilizou-se 

como controlo da eficiência desta transfeção as preparações de células não 

transfetadas (nem com siRNAs nem com vetores de expressão). 
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A percentagem de células com distância centrossoma-núcleo superior a 2 µm 

nas preparações de células transfetadas com os vetores de expressão após transfeção 

com siRNAs foi então comparada com a percentagem calculada para as células 

transfetadas apenas com siRNAs.  

Desta forma, foi possível testar se a sobreexpressão de cada uma das variantes 

é capaz de reverter o fenótipo do aumento da distância centrossoma-núcleo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Na Figura 21 é possível observar que a experiência de knockdown do tbccd1 

através de siRNAs realizada em Gonçalves et al., 2010 foi reproduzida com sucesso 

neste estudo, tendo-se obtido uma percentagem de células com fenótipo semelhante à 

obtida no estudo anterior (aproximadamente 50%).  

Após validada a eficiência da transfeção com os siRNAs, observa-se então que 

a sobreexpressão das proteínas TBCCD1 variante 1-GFP ou TBCCD1 variante 2-GFP 

levam a uma diminuição da percentagem de células com uma distância centrossoma-

núcleo superior a 2 µm (Figura 21). Em ambos os casos, a percentagem de células com 

fenótipo é estatisticamente diferente do valor obtido nas células transfetadas apenas 

com siRNAs. Assim, estes resultados indicam que as proteínas TBCCD1 variante 1-
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Figura 20 – Análise da distância centrossoma-núcleo em células com knockdown do 
tbccd1, após sobreexpressão das variantes TBCCD1. Células hTERT RPE-1 foram 
transfetadas com siRNAs para o tbccd1 e, 72 horas após a primeira transfeção foram transfetadas 
de modo a sobreexpressarem uma das proteínas TBCCD1 variante 1-GFP, TBCCD1 variante 2-
GFP ou TBCCD1 variante 3-GFP. Depois de fixadas e processadas para análise por microscopia 
de imunofluorescência para marcação do centrossoma, foi determinada a percentagem de células 
com uma distância centrossoma-núcleo superior a 2 µm. Como controlo foram utilizadas células 
não transfetadas. Os resultados correspondem a três experiências independentes. * - p < 0,05. 

n = 250 
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GFP e TBCCD1 variante 2-GFP são capazes de reverter parcialmente o fenótipo do 

aumento da distância centrossoma-núcleo.   

Estes resultados sugerem então que o fenótipo do aumento da distância 

centrossoma-núcleo não deve ser provocado apenas por uma das variantes. Para além 

disso, colocam-se também duas hipóteses (i) apesar de as três variantes poderem ter 

funções celulares diferentes são capazes de se substituir, ou (ii) existe algum 

mecanismo regulatório entre as variantes no qual a sobreexpressão de uma variante 

provoca uma alteração nos níveis das restantes de modo a compensar o efeito do 

knockdown. Como já foi referido, não é possível definir siRNAs específicos para cada 

variante, devido à elevada semelhança das sequências, o que dificulta o estudo do efeito 

de cada uma das variantes através desta abordagem. 

Durante a análise destas experiências foi também possível observar que nas 

células a sobreexpressar as proteínas TBCCD1 variante 1-GFP, TBCCD1 variante 2-

GFP ou TBCCD1 variante 3-GFP se observa a formação de agregados de γ-tubulina 

(Figura 22).  

Por um lado, observa-se um aumento dos agregados de γ -tubulina, por outro 

lado observa-se que estes agregados parecem co-localizar com as diferentes proteínas 

TBCCD1. Assim, estas observações sugerem a presença das duas proteínas nos 

agregados e também que as proteínas TBCCD1 podem estar envolvidas no 

recrutamento da γ-tubulina, uma vez que se observa co-localização. Para além disso, 

no caso dos agregados formados pela proteína TBCCD1 variante 1-GFP, estes tendem 

a formar-se na região em torno do centrossoma. 
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TBCCD1 variante 1-GFP DAPI Sobreposição γ-tubulina 

TBCCD1 variante 2-GFP DAPI Sobreposição γ-tubulina 

TBCCD1 variante 3-GFP DAPI Sobreposição γ-tubulina 

DAPI Sobreposição γ-tubulina 

Figura 21 – Agregados de γ-tubulina em células a sobreexpressar TBCCD1 variante 1-GFP, 
TBCCD1 variante 2-GFP ou TBCCD1 variante 3-GFP. Células hTERT RPE-1 foram 
transfetadas com siRNAs para o tbccd1e, 72 horas após a primeira transfeção foram transfetadas 
de modo a sobreexpressarem TBCCD1 variante 1-GFP (B), TBCCD1 variante 2-GFP (C), ou 
TBCCD1 variante 3-GFP (D). Como controlo foram transfetadas células com siRNAs mas não 
com vetores de expressão. Depois de fixadas foram processadas para análise por microscopia 
de imunofluorescência utilizando o anticorpo anti-γ-tubulina. O DNA foi corado com DAPI. As 
imagens são representativas de duas experiências independentes. As setas indicam o local do 
centrossoma e as barras de escala correspondem a 10 µm. 

hTERT RPE-1 
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4.5. Estudo da função regulatória da sobreexpressão de cada 

variante do TBCCD1  

 

Pela análise da sequência do transcrito da variante 3, observa-se que este é 

semelhante ao transcrito da variante 1 à exceção da existência de uma pequena grelha 

de leitura aberta (uORF) na sua região 5’. Esta uORF é limitada a montante pelo ATG 

alternativo e uma região comum à variante 2, e a jusante por três codões stop antes do 

ATG designado canónico comum à variante 1, como se pode observar na Figura 23. 

De modo a testar a existência de uma relação regulatória entre as variantes da 

TBCCD1, realizou-se um estudo recorrendo a RT-qPCR.  

Assim, as células foram plaqueadas em placas de 6 poços e transfetadas no dia 

seguinte. Vinte e quatro horas após a transfeção extraiu-se RNA total a partir do qual se 

preparou o cDNA utilizado nas experiências de RT-qPCR. Para isso, foram utilizados 

primers específicos para cada uma das três variantes que assim permitissem distinguir 

entre estas e de modo a que os níveis observados fossem relativos apenas aos 

transcritos endógenos uma vez que o primer forward de cada par foi desenhado de 

forma a emparelhar na região 5’UTR (Figura 23). Desta forma, foi possível perceber se 

a sobreexpressão de uma variante afeta os níveis de transcritos das outras variantes ou 

de si própria. 

Para além disso, estudou-se também os níveis dos transcritos das três variantes, 

em células não transfetadas, nas linhas celulares hTERT RPE-1 e HeLa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22 – Representação esquemática dos locais de emparelhamento dos primers nos 
exões constituintes de cada um dos três transcritos identificados para o tbccd1, 
resultantes de splicing alternativo, nas experiências de RT-qPCR. A azul estão 
representados os locais de emparelhamento dos primers utilizados e as setas indicam a sua 
orientação.  
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Figura 23 – Representação gráfica da quantidade relativa dos transcritos de cada 
variante do tbccd1, obtidos por RT-qPCR, em células HEK 293T a sobreexpressar 
TBCCD1 variante 1-GFP, TBCCD1 variante 2-GFP ou TBCCD1 variante 3-GFP e em 
células RPE e HeLa, em relação aos níveis de células HEK 293T não transfetadas. 

Quadro 14 – Quantidades relativas, obtidas por RT-qPCR, de cada um dos três transcritos 
do tbccd1 identificados em células HEK 293T a sobreexpressar TBCCD1 variante 1-GFP, 
TBCCD1 variante 2-GFP ou TBCCD1 variante 3-GFP e em células RPE e HeLa em relação 
aos níveis de células HEK 293T não transfetadas.  

Primers 

Célulasvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvv 

tbccd1      

variante 1 

tbccd1 

variante 2 

tbccd1 

variante 3 

H
E

K
 2

9
3
T

 

Não transfetadas 1 1 1 

TBCCD1 variante 1-GFP 2,69 21,96 2,49 

TBCCD1 variante 2-GFP 1,25 0,84 0,76 

TBCCD1 variante 3-GFP 1,08 0,96 4206,29 

hTERT RPE-1 4,78 2,74 10,65 

HeLa 3,95 4,01 4,57 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pela análise do Quadro 14 e da Figura 23, pode-se observar que as células HEK 

293T possuem os três transcritos (células não transfetadas). Observa-se também que 
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a sobreexpressão de TBCCD1 variante 1-GFP leva a um aumento dos níveis dos 

transcritos das três variantes identificadas, sendo que o aumento do transcrito da 

variante 2 é mais acentuado, aumentando 21,96 vezes. A sobreexpressão da proteína 

TBCCD1 variante 2-GFP leva a um aumento dos níveis do transcrito da variante 1 (1,25 

vezes), e a uma diminuição dos níveis dos transcritos das variantes 2 (0,84 vezes) e 3 

(0,76 vezes). Já a sobreexpressão da proteína TBCCD1 variante 3-GFP não afeta os 

níveis dos transcritos das variantes 1 e 2, no entanto, aumenta os níveis dos seus 

próprios transcritos (4206,29 vezes). 

Para além disso, foi também possível observar que todas as linhas analisadas, 

nomeadamente, hTERT RPE-1 e HeLa possuem os três transcritos. No entanto, tanto 

as células hTERT RPE-1 como as células HeLa têm maiores níveis dos transcritos das 

três variantes em relação às células HEK 293T. Para além disso, as três linhas celulares 

têm também diferentes relações de abundância entre as três variantes, observando-se 

diferentes razões entre as quantidades relativas de cada uma. 

Estes resultados correspondem apenas a uma experiência independente 

realizada em triplicado, pelo que será necessário repeti-la de forma a confirmar os 

resultados e a conferir significado estatístico. No entanto, estes resultados sugerem que 

existe uma relação regulatória entre as variantes, em que a sobreexpressão de uma das 

variantes leva a uma alteração dos níveis de transcritos das restantes ou de si própria. 

 

Assim, e tendo em conta que as três variantes identificadas têm diferentes 

localizações celulares colocou-se a hipótese de as variantes poderem ter uma função 

regulatória entre si, podendo a localização celular de cada uma das variantes ser 

afetada pela expressão das outras. De forma a testar esta hipótese, realizaram-se 

ensaios em que se co-transfetaram células HEK 293T e HeLa com duas das variantes 

de forma a sobreexpressar duas variantes em simultâneo (TBCCD1 variante 1-RFP e 

TBCCD1 variante 2-GFP ou TBCCD1 variante 1-RFP e TBCCD1 variante 3-GFP). 

Como já foi referido, devido à reduzida eficiência de transfeção obtida para as células 

hTERT RPE-1 não foi possível realizar esta experiência nesta linha celular. 

Na maioria das células co-transfetadas, nas duas linhas celulares, não se 

observou alteração da localização celular de nenhuma das variantes. No entanto, 

observaram-se em todas as preparações uma percentagem de células em que se 

detetava uma co-localização das duas proteínas em sobreexpressão, que parece 

corresponder à localização do centrossoma (Figuras 24 e 25).  
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TBCCD1 variante 3-GFP DAPI Sobreposição TBCCD1 variante 1-RFP 

TBCCD1 variante 2-GFP DAPI Sobreposição TBCCD1 variante 1-RFP 

HEK 293T 

A 

B 

Figura 24 – Localização celular das proteínas TBCCD1 variante 1-RFP, TBCCD1 variante 2-
GFP e TBCCD1 variante 3-GFP em células HEK 293T co-transfetadas. Células HEK 293T foram 
transfetadas de modo a sobreexpressarem as proteínas TBCCD1 variante 1-RFP e TBCCD1 
variante 2-GFP (A e C) ou TBCCD1 variante 1-RFP e TBCCD1 variante 3-GFP (B e D). Depois de 
fixadas foram processadas para análise por microscopia de imunofluorescência. O DNA foi corado 
com DAPI. As setas indicam a localização do centrossoma. As barras de escala correspondem a 
10 µm.  

TBCCD1 variante 2-GFP DAPI Sobreposição TBCCD1 variante 1-RFP C 

TBCCD1 variante 3-GFP DAPI Sobreposição TBCCD1 variante 1-RFP 
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De modo a perceber se estas observações de co-localização das variantes no 

centrossoma têm significado estatístico, tornou-se necessário realizar uma análise 

quantitativa dos resultados obtidos. No entanto, devido à baixa eficiência de transfeção 

obtida nas células HeLa não foi possível realizar esta análise para esta linha celular, 

pelo que os seguintes resultados são referentes à linha celular HEK 293T.  

As células foram então contadas e agrupadas por categorias, nomeadamente, 

(i) células em que se observa a proteína TBCCD1 variante 1-RFP no centrossoma, (ii) 

células em que se observa a proteína TBCCD1 variante 2-GFP no centrossoma (ou 

HeLa 

TBCCD1 variante 3-GFP DAPI Sobreposição TBCCD1 variante 1-RFP 

TBCCD1 variante 2-GFP DAPI Sobreposição TBCCD1 variante 1-RFP A 

B 

TBCCD1 variante 2-GFP DAPI Sobreposição TBCCD1 variante 1-RFP 

TBCCD1 variante 3-GFP DAPI Sobreposição TBCCD1 variante 1-RFP 

C 

D 

Figura 25 – Localização das proteínas TBCCD1 variante 1-RFP, TBCCD1 variante 2-GFP e 
TBCCD1 variante 3-GFP, em células HeLa co-transfetadas. Células HeLa foram transfetadas de 
modo a sobreexpressarem as proteínas TBCCD1 variante 1-RFP e TBCCD1 variante 2-GFP (A e 
C) ou TBCCD1 variante 1-RFP e TBCCD1 variante 3-GFP (B e D). Depois de fixadas foram 
processadas para análise por microscopia de imunofluorescência. O DNA foi corado com DAPI. As 
setas indicam a localização do centrossoma. As barras de escala correspondem a 10 µm. 
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TBCCD1 variante 3-GFP nas células transfetadas com esta variante) ou (iii) células em 

que se observa ambas as proteínas em sobreexpressão no centrossoma. Não foram 

observadas células em que apenas a proteína TBCCD1 variante 2-GFP ou TBCCD1 

variante 3-GFP se encontrassem sozinhas no centrossoma. Quanto à proteína TBCCD1 

variante 1-RFP, era quase sempre observada no centrossoma. O facto de nem sempre 

se observar esta proteína no centrossoma deve-se essencialmente a dois motivos, (i) 

quando os níveis de sobreexpressão são muito elevados não é possível distinguir o 

centrossoma uma vez que há formação de agregados da proteína nesta região, e (ii) 

nas células com níveis de expressão muito baixos estes podem não ser suficientes para 

que seja detetada a marcação. Para além disso, nas fotos existem células cujo 

centrossoma não aparece no plano de focagem.  

No entanto, sabe-se que esta proteína é centrossomal uma vez que em 

Gonçalves 2010 foi utilizado um anticorpo anti-TBCCD1 e observou-se marcação do 

centrossoma em todas as células. Assim, por estes motivos, todos os valores 

apresentados nesta análise podem estar subestimados.  

Determinou-se então a percentagem de células em que se observava ambas as 

proteínas em sobreexpressão (TBCCD1 variante 1-RFP e TBCCD1 variante 2-GFP ou 

TBCCD1 variante 1-RFP e TBCCD1 variante 3-GFP) no centrossoma em relação ao 

número total de células co-transfetadas. Estes resultados encontram-se na Figura 27, 

em que a percentagem de células nas quais se deteta a proteína TBCCD1 variante 1-

RFP no centrossoma é 16,85 % ± 4,78 no caso das células a sobreexpressar TBCCD1 

variante 1-RFP e TBCCD1 variante 2-GFP, e 13,09 % ± 2,92 no caso das células a 

sobreexpressar TBCCD1 variante 1-RFP e TBCCD1 variante 3-GFP. No entanto, esta 

observação é justificada pelos motivos já referidos.  

Assim, determinou-se a percentagem de células em que ambas as proteínas em 

sobreexpressão são detetadas no centrossoma, desta vez em relação ao número de 

células em que se observa a proteína TBCCD1 variante 1-RFP no centrossoma (Figura 

26). Esta quantificação é válida uma vez que não foram observadas células em que 

apenas as proteínas TBCCD1 variante 2-GFP ou TBCCD1 variante 3-GFP se 

encontrassem no centrossoma. 
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Figura 26 – Percentagem de células com a proteína TBCCD1 variante 2-GFP ou TBCCD1 variante 
3-GFP no centrossoma. Células HEK 293T foram transfetadas de modo a sobreexpressarem as 
proteínas TBCCD1 variante 1-RFP e TBCCD1 variante 2-GFP ou TBCCD1 variante 1-RFP e TBCCD1 
variante 3-GFP. Determinou-se então o número de células em que se observava cada uma das 
proteínas no centrossoma. (A) Percentagem de células em que se observa  a proteína TBCCD1 variante 
2-GFP ou a proteína TBCCD1 variante 3-GFP no centrossoma em relação ao número total de células 
co-transfetadas. (B) Percentagem de células em que de observa a proteína TBCCD1 variante 2-GFP no 
centrossoma em relação às células em que se observa a proteína TBCCD1 variante 1-RFP no 
centrossoma. (C) Percentagem de células em que se observa a proteína TBCCD1 variante 3-GFP no 
centrossoma em relação às células em que se observa a proteína TBCCD1 variante 1-RFP no 
centrossoma. (n = 400) ** - p < 0,01 ; ***-p < 0,005. 
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Através desta análise, no caso da transfeção simultânea com TBCCD1 variante 

1-RFP e TBCCD1 variante 2-GFP, a percentagem de células em que se observa ambas 

as proteínas sobreexpressas no centrossoma é 0,32 % ± 0,31 das células, pelo primeiro 

método aplicado, ou 1,52 % ± 1,57, pelo segundo método, não sendo este resultado 

estatisticamente significativo quando se compara com as células que sobreexpressam 

apenas a TBCCD1 variante 2-GFP. Nas células transfetadas simultaneamente com 

TBCCD1 variante 1-RFP e TBCCD1 variante 3-GFP a percentagem de células em que 

se observa ambas as proteínas em sobreexpressão no centrossoma é 0,83 % ± 0,38, 

pelo primeiro método, ou 6,60 % ± 2,35, pelo segundo método. Neste caso, o resultado 

é estatisticamente significativo, em ambos os métodos utilizados. 

Os valores obtidos relativos à co-localização das variantes no centrossoma são 

baixos e apenas a observação da co-localização das proteínas TBCCD1 variante 1-RFP 

e TBCCD1 variante 3-GFP é estatisticamente significativa. No entanto, esta co-

localização foi observada em todas as preparações das duas linhas celulares 

estudadas.  

Quanto à localização celular de cada uma das proteínas em células em mitose 

(Figura 27), observa-se que a sobreexpressão combinada de TBCCD1 variante 1-RFP 

e TBCCD1 variante 2-GFP ou TBCCD1 variante 1-RFP e TBCCD1 variante 3-GFP não 

parece afetar a localização de nenhuma das variantes. Contudo, não é possível realizar 

uma análise quantitativa devido ao reduzido número de células em divisão co-

transfetadas nestas experiências.  

  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

TBCCD1 variante 2-GFP DAPI Sobreposição TBCCD1 variante 1-RFP 

HEK 293T 

A 

TBCCD1 variante 3-GFP DAPI Sobreposição TBCCD1 variante 1-RFP B 

Figura 27 – Localização celular das proteínas TBCCD1 variante 1-RFP, TBCCD1 variante 2-
GFP e TBCCD1 variante 3-GFP, em células HEK 293T co-transfetadas, em divisão. Células 
HEK 293T foram transfetadas de modo a sobreexpressarem as proteínas TBCCD1 variante 1-RFP 
e TBCCD1 variante 2-GFP (A) ou TBCCD1 variante 1-RFP e TBCCD1 variante 3-GFP (B). Depois 
de fixadas foram processadas para análise por microscopia de imunofluorescência. O DNA foi 
corado com DAPI. As setas indicam a localização do centrossoma ou do corpo médio. As barras 
de escala correspondem a 10 µm.  
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Observou-se que quando se sobreexpressa simultaneamente as proteínas 

TBCCD1 variante 1-RFP e TBCCD1 variante 3-GFP, a última é também observada no 

centrossoma, apesar de isto ocorrer numa pequena percentagem das células. Assim, 

apesar de parecer existir uma relação de regulação entre as variantes em estudo, esta 

não parece afetar a localização celular das proteínas.  
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5. Discussão e conclusões 

 

Nos estudos anteriores sobre o tbccd1 humano foi identificada uma proteína (a 

proteína TBCCD1 variante 1) por ele codificada. Esta proteína tem uma localização 

centrossomal ao longo de todo o ciclo celular, encontra-se também nos corpos basais 

de cílios primários e possui uma pool citoplasmática. Para além disso, localiza-se 

também no corpo médio em células em divisão (Gonçalves et al., 2010). A função celular 

desta proteína não está completamente esclarecida, no entanto, sabe-se que o 

knockdown do tbccd1 provoca vários fenótipos descritos em Gonçalves et al., 2010, 

nomeadamente, aumento da distância centrossoma-núcleo, fragmentação do complexo 

de Golgi, diminuição da velocidade de migração das células em ensaios de fecho da 

ferida, um atraso/paragem no ciclo celular e aumento do tamanho das células.  

Com a identificação dos dois novos transcritos alternativos, tal como já foi 

descrito neste trabalho, e sabendo que os fenótipos descritos resultam do knockdown 

das três variantes resultantes de splicing alternativo identificadas, tornou-se necessário 

estudá-los de forma individual. Assim, o estudo da função celular de cada um dos 

transcritos foi o principal objetivo deste trabalho. 

 

5.1. As proteínas variantes da TBCCD1 têm diferentes 

localizações celulares 

 

Começou por se estudar a localização celular de cada uma das proteínas 

(TBCCD1 variante 1, TBCCD1 variante 2 e TBCCD1 variante 3) codificadas pelos três 

transcritos identificados, em fusão com um gene repórter, GFP ou RFP, e observou-se 

que as variantes têm diferentes localizações celulares. A proteína TBCCD1 variante 1 

localiza-se no centrossoma, no corpo médio e nos corpos basais de cílios primários, o 

que está de acordo com os resultados anteriores (Gonçalves et al., 2010). Já as 

proteínas TBCCD1 variante 2 e TBCCD1 variante 3 têm uma localização citoplasmática 

tanto em células sem cílios como em células com cílios primários. As diferentes 

localizações na célula sugerem então que as três variantes podem ter diferentes funções 

celulares. Esta hipótese é também suportada pelos recentes resultados obtidos num 

estudo, desenvolvido no nosso grupo de investigação, de identificação das proteínas 

interatuantes das proteínas TBCCD1 variante 1 e TBCCD1 variante 2. Nesse estudo, 

identificaram-se as proteínas interatuantes recorrendo ao sistema de BioID, tendo-se 
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observado que o conjunto de proteínas interatuantes com a proteína TBCCD1 variante 

1 são diferentes do identificado para a proteína TBCCD1 variante 2 (Camelo, 2015). 

Para além disso, foram identificadas mais proteínas como possíveis interatuantes da 

proteína TBCCD1 variante 1 do que as identificadas para a TBCCD1 variantes 2, o que 

pode ser justificado pela diferente localização celular das duas proteínas, e pelo facto 

de a TBCCD1 variante 1 ter uma localização centrossomal e o centrossoma ser também 

uma plataforma de interação de proteínas (Elric and Etienne-Manneville, 2014).  

 

5.2. As proteínas TBCCD1 variante 1 e TBCCD1 variante 2 

parecem afetar a dinâmica de microtúbulos 

 

Nos estudos de despolimerização de microtúbulos com nocadozole, observou-

se que a localização da proteína TBCCD1 variante 1 no corpo médio é dependente dos 

microtúbulos, apesar de a sua localização centrossomal não o ser. Esta perda da 

localização do corpo medio observada nas células tratadas com nocadozole sugere uma 

interação da proteína TBCCD1 variante 1 com os microtúbulos ou com uma população 

destes. Para além disso, as células a sobreexpressar a proteína TBCCD1 variante 1, 

TBCCD1 variante 2 ou TBCCD1 variante 3-GFP parecem ser mais sensíveis ao 

nocadozole, ou seja, para o mesmo tempo de exposição observa-se que perdem mais 

microtúbulos ou já não têm microtúbulos quando as não transfetadas ainda os têm 

(Figuras 15). No entanto, devido à dificuldade da quantificação desta observação, este 

fenótipo não está quantificado. 

 Assim, colocou-se a hipótese de a sobreexpressão das proteínas em estudo 

afetarem os microtúbulos acetilados uma vez que os microtúbulos da zona do corpo 

médio são enriquecidos nesta modificação e que estes estão também associados a 

microtúbulos mais estáveis e menos dinâmicos (Matsuyama et al., 2002, Yu et al., 2015). 

Realizaram-se então ensaios de Western blot, analisando extratos citosólicos e 

observou-se que a sobreexpressão das proteínas TBCCD1 variante 1-GFP e TBCCD1 

variante 2-GFP provocam uma diminuição dos níveis de α-tubulina acetilada para 69,89 

% ± 10,01 e 62,91 % ± 18,78, respetivamente.  

Estes resultados obtidos por Western blot, podem assim justificar os resultados 

obtidos nas experiências em que se induziu a despolimerização dos microtúbulos. A 

diminuição da acetilação da α-tubulina sugere que a sobreexpressao das proteínas 

TBCCD1 variante 1 ou TBCCD1 variante 2 levam a uma alteração da dinâmica dos 
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microtúbulos, uma vez que níveis de acetilação mais baixos estão associados a uma 

menor dinâmica (Gold et al., 2014, Yu et al., 2015). Esta alteração pode então estar 

relacionada com a maior sensibilidade ao nocadozole observada nas células 

transfetadas, por existir uma diminuição da dinâmica e/ou estabilidade dos microtúbulos. 

No estudo desenvolvido para a identificação das proteínas interatuantes das 

proteínas TBCCD1 variante 1 e TBCCD1 variante 2, anteriormente referido, foram 

identificadas as proteínas Sirt1 e Sirt2 como interatuantes das proteínas TBCCD1 

variante 2 e TBCCD1 variante 1, respetivamente (Camelo, 2015). Esta observação pode 

então estar relacionada com a diminuição da acetilação da α-tubulina uma vez que as 

proteínas Sirt1 e Sirt2 são desacetilases (Davenport et al., 2014, North et al., 2003, 

Skoge et al., 2014) . A Sirt2 foi já descrita como tendo função de desacetilase da tubulina 

(North et al., 2003, Skoge et al., 2014). Quanto à Sirt1, como referido, está descrita como 

sendo uma desacetilase, no entanto, apesar de ainda não ter sido relacionada com a 

desacetilação dos microtúbulos, os resultados apresentados neste estudo apontam 

nesse sentido. 

No mesmo estudo, foi também identificado um conjunto de proteínas 

mitocondriais e de ligação ao DNA como sendo interatuantes da proteína TBCCD1 

variante 2. Este resultado pode também estar relacionado com a alteração dos níveis 

de α-tubulina acetilada, por exemplo, porque os mitocôndrios se deslocam no citoplasma 

preferencialmente interagindo com microtúbulos acetilados (Friedman et al., 2011). Para 

além disso, em Trypanosoma brucei, a proteína TBCCD1 parece interagir com o DNA 

mitocondrial, observando-se que o seu knockdown provoca a desorganização do 

cinotoplasto que corresponde a uma pilha de várias cópias do DNA (André et al., 2013).  

Sabe-se também que na região do complexo de Golgi há uma acumulação de 

microtúbulos acetilados e que estes estão implicados na organização do mesmo 

(Thyberg and Moskalewski, 1993, Ryan et al., 2012). Está também descrito que os 

microtúbulos acetilados apresentam uma distribuição polarizada enriquecida no sentido 

do leading edge em células em migração (Yadav et al., 2009). Assim, a alteração dos 

níveis de α-tubulina acetilada e, consequentemente, da dinâmica dos microtúbulos, 

pode também estar relacionada com os fenótipos observados por Gonçalves et al., 

2010, segundo os quais o knockdown do tbccd1 provoca a fragmentação do complexo 

de Golgi e uma diminuição da velocidade de migração das células.  

Assim, estudar o efeito dos níveis de α-tubulina acetilada em células transfetadas 

com siRNAs para o tbccd1 poderá facilitar o estabelecimento de uma relação entre os 

níveis desta modificação pós-traducional e os fenótipos observados devido aos siRNAs. 
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No entanto, para que seja possível estabelecer esta relação, será necessário realizar 

os estudos dos níveis de α-tubulina acetilada em células hTERT RPE-1 por serem as 

células em que foram observados os fenótipos descritos. Não foi possível realizar esta 

experiência neste estudo devido ao baixo rendimento obtido na preparação dos extratos 

proteicos destas proteínas, pelo que o protocolo necessitará de ser otimizado. 

Foi também observada uma diminuição dos níveis de γ-tubulina na fração 

citosólica (ensaios de Western blot) quando uma das proteínas TBCCD1 variante 1 ou 

TBCCD1 variante 2 está sobreexpressa. Esta observação pode ser justificada pelo 

aumento de agregados de γ-tubulina observado nas células em sobreexpressão das 

proteínas variantes da TBCCD1, já que a diminuição nos níveis de γ-tubulina 

observados podem ser resultado de uma efetiva diminuição dos níveis desta proteína 

e/ou da formação de agregados com as proteínas em sobreexpressão. Esta formação 

de agregados pode então ser a causa, ou uma das causas, da diminuição dos níveis de 

γ-tubulina na fração solúvel. 

No estudo de proteínas mutantes da TBCCD1 variante 1 (Pereira, 2011), 

observou-se que a sobreexpressão desta proteína com a mutação P24A provoca 

também uma diminuição dos níveis de γ-tubulina. Neste caso, foram analisados os 

níveis de γ-tubulina no centrossoma pela quantificação da intensidade de fluorescência 

nas imagens obtidas por microscopia de imunofluorescência. Este resultado está então 

de acordo com as observações apresentadas neste estudo segundo as quais as 

proteínas TBCCD1 afetam os níveis de expressão de γ-tubulina. Mais uma vez, será 

necessário repetir as experiências realizadas utilizando células hTERT RPE-1 para 

testar se a diminuição dos níveis de γ-tubulina quando há sobreexpressão das proteínas 

TBCCD1 também é observada nesta linha celular. 

Quanto ao estudo dos níveis de β-actina em células a sobreexpressar a proteína 

TBCCD1 variante 1, TBCCD1 variante 2 ou TBCCD1 variante 3, observou-se que há 

uma diminuição nos níveis de actina no caso da sobreexpressão da proteína TBCCD1 

variante 1 ou da proteína TBCCD1 variante 2. Foi já observado que o knockout da β-

actina em células de ratinho embrionário provoca uma diminuição na migração e 

também uma diminuição da dinâmica do leading edge (Bunnel et al., 2011). Assim, a 

observação da diminuição dos níveis de β-actina nas células a sobreexpressar uma das 

proteínas a variantes da TBCCD1 pode estar relacionada com uma diminuição na 

velocidade de migração celular direcionada, uma vez que a β-actina tem um papel 

essencial neste processo (Bunnell et al., 2011). No entanto, apesar de por vezes se 

considerar que em sobreexpressão se deve observar um fenótipo oposto ao observado 
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em knockdown, esta é uma análise demasiado simplista do metabolismo celular. Por 

exemplo, o knockdown pode provocar um efeito e, a resposta da célula no sentido de 

compensar a alteração provocada, pode resultar num fenótipo mais semelhante ao 

observado em sobreexpressão (Bernick et al., 2010). Algumas proteínas podem 

também desempenhar a sua função apenas num intervalo de concentrações limitado, 

fora do qual se observa um determinado fenótipo (Bernick et al., 2010).  

Desta forma, a análise dos níveis de β-actina em células hTERT RPE-1 

transfetadas com siRNAs para o tbccd1 poderá também permitir estabelecer uma 

relação entre o knockdown do tbccd1 e os níveis desta proteína e, consequentemente, 

ajudar a elucidar as causas dos fenótipos observados (nomeadamente, a diminuição da 

velocidade de migração direcionada). 

 

Assim, os resultados obtidos, apoiam fortemente a hipótese colocada segundo 

a qual as proteínas TBCCD1 variante 1, TBCCD1 variante 2 e TBCCD1 variante 3 têm 

diferentes funções celulares uma vez que nem todas as variantes têm o mesmo efeitos 

nos níveis de α-tubulina acetilada, γ-tubulina e β-actina. 

 

5.3. As proteínas variantes da TBCCD1 revertem parcialmente 

o knockdown do tbccd1 

 

Os fenótipos descritos relativos ao knockdown do tbccd1 por Gonçalves et al. 

2010, são resultado do knockdown das três variantes em simultâneo. Devido à 

impossibilidade de desenhar siRNAs que distingam as três variantes, por estas terem 

sequências muito semelhantes, realizaram-se neste estudo ensaios nos quais se testou 

se é possível reverter o fenótipo provocado pelos siRNAs através da sobreexpressão 

de uma das proteínas TBCCD1 variante 1-GFP, TBCCD1 variante 2-GFP ou TBCCD1 

variante 3-GFP. O desenho deste protocolo teve em conta que segundo o método 

aplicado para a transfeção com siRNAs, são observados os fenótipos tanto às 72 horas 

após a primeira transfeção com siRNAs, como após 96 horas. Assim, tanto a transfeção 

com vetores de expressão como a fixação das células para análise por microscopia de 

imunofluorescência foram realizadas na janela temporal em que as células apresentam 

os fenótipos descritos (Gonçalves et al., 2010).  

A observação de que tanto a proteína TBCCD1 variante 1 como a proteína 

TBCCD1 variante 2 revertem parcialmente o fenótipo do aumento da distância 
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centrossoma-núcleo sugere que (i) estas proteínas têm a capacidade de se substituírem 

na sua função, e/ou (ii) existe uma função regulatória entre elas, que permite assim que 

a proteína em sobreexpressão modele os níveis das restantes variantes, ou de si 

própria, de forma a compensar o efeito provocado pelos siRNAs. 

Apesar de neste estudo a reversão do fenótipo pela proteína TBCCD1 variante 

3 não ser estatisticamente significativa, a repetição da experiência mais uma vez deverá 

ser capaz de esclarecer se esta observação é ou não significativa. 

 

5.4. Estudo da função regulatória entre as três variantes do 

tbccd1 identificadas 

 

Cada vez mais os estudos sugerem que as diferentes variantes de um gene têm 

diferentes funções e diferentes padrões de expressão que muitas vezes são específicas 

de tecidos (Wang et al., 2008). Para além disso, está também descrita a importância da 

razão entre as variantes, sendo que alterações nesta razão podem ser responsáveis por 

patologias como o cancro (Bates et al., 2002).  

Tendo isto em conta, e também o facto de serem conhecidas três variantes do 

tbccd1, colocou-se a hipótese de existir uma função regulatória entre as três variantes 

em estudo. Para isso, realizaram-se ensaios recorrendo a RT-qPCR, com o objetivo de 

detetar possíveis alterações nos níveis dos transcritos das três variantes resultantes da 

sobreexpressão de cada uma das proteínas TBCCD1 variante 1, TBCCD1 variante 2 ou 

TBCCD1 variante 3. 

Observou-se então que o aumento dos níveis da proteína TBCCD1 variante 1 

provoca um aumento dos níveis tanto do seu próprio transcrito (endógeno) como dos 

transcritos das variantes 2 e 3, sendo o aumento dos níveis da variante 2 mais 

acentuado (21,96 vezes). Por sua vez, a sobreexpressão da proteína TBCCD1 variante 

2 leva ao aumento dos níveis do transcrito da variante 1 e à diminuição dos níveis da 

variante 3 e da própria variante 2 (endógena). Já a sobreexpressão da proteína TBCCD1 

variante 3 leva ao aumento dos níveis do próprio transcrito (endógeno). Apesar de, como 

já foi referido, os dados apresentados corresponderem apenas a uma experiência 

independente, os resultados obtidos sugerem que as variantes em estudo possuem uma 

função regulatória. Assim, esta relação regulatória pode ser uma das explicações para 

a reversão parcial do fenótipo observada nos ensaios de recuperação do fenótipo 

através da sobreexpressão de cada uma das variantes, uma vez que esta 
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sobreexpressão pode provocar alterações nos níveis das outras variantes, e estas 

serem suficientes para compensar o efeito provocado pelos siRNAs. 

De forma a testar a hipótese de a função regulatória de uma variante poder 

também afetar a localização celular das outras, transfetaram-se células de modo a 

sobreexpressarem simultaneamente TBCCD1 variante 1-RFP e TBCCD1 variante 2-

GFP ou TBCCD1 variante 1-RFP e TBCCD1 variante 3-GFP. Os resultados obtidos 

sugerem então que a sobreexpressão combinada das proteínas TBCCD1 variante 1-

RFP e TBCCD1 variante 3-GFP pode promover a localização da proteína TBCCD1 

variante 3-GFP no centrossoma. No entanto, devido à reduzida percentagem de células 

em que se observou a co-localização das proteínas TBCCD1 variante 1 e TBCCD1 

variante 3 no centrossoma, esta observação pode ser causada pela sobreexpressão e 

não ocorrer nos níveis fisiológicos de expressão destas proteínas.  

Nas experiências em que se analisaram extratos proteicos, observou-se também 

que a proteína TBCCD1 variante 3 tem a mesma massa molecular que a proteína 

TBCCD1 variante 1.  

Pela análise da sequência do transcrito que codifica esta proteína, esta 

observação sugere que a proteína resultante pode ser igual à proteína TBCCD1 variante 

1. Assim sendo, coloca-se a questão do porquê desta proteína não ser observada no 

centrossoma, uma vez que sendo igual à proteína TBCCD1 variante 1 possui o domínio 

de localização no centrossoma que é correspondente aos primeiros vinte resíduos de 

aminoácidos da proteína TBCCD1 variante 1 (Pereira, 2011).  

Sabe-se que muitas vezes as uORFs, encontradas em muitos mRNAs de 

eucariotas, regulam a tradução de proteínas tanto em condições normais como em 

situações de stresse (Calvo et al., 2009, Spriggs et al., 2010), e que podem codificar 

pequenos péptidos (Bastide et al., 2008). Assim, uma das hipóteses que se coloca é de 

a uORF observada no transcrito da variante 3 codificar um péptido que tem uma função 

regulatória, que impede/inibe a migração/o recrutamento da proteína para o 

centrossoma. Esta hipótese poderia também justificar a observação da proteína 

TBCCD1 variante 3 no centrossoma quando se sobreexpressa simultaneamente esta 

proteína e a proteína TBCCD1 variante 1. Assumindo que o péptido se liga à proteína 

ou de alguma forma impede a sua ida para o centrossoma, numa situação de 

sobreexpressão há competição e, por isso, aumenta a probabilidade de o péptido se 

ligar a outras moléculas da proteína TBCCD1 variante 1 que não a que está a ser 

traduzida a partir do mesmo transcrito, aumentando a probabilidade desta proteína ir 

para o centrossoma. A função regulatória do péptido pode também ser a de manter a 
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razão entre as pools centrossomal e citoplasmática da proteína TBCCD1 variante 1 que, 

caso esta hipótese seja verdadeira, é a mesma que a proteína TBCCD1 variante 3. Esta 

hipótese pode também explicar a maior dificuldade da TBCCD1 variante 3 reverter o 

fenótipo do aumento da distância centrossoma-núcleo nos ensaios de knockdown do 

tbccd1, caso o péptido impeça a interação com algumas proteínas. 

 

Resumindo, os resultados obtidos mostram que as três variantes têm diferentes 

localizações celulares, sendo a proteína TBCCD1 variante 1 centrossomal e as 

proteínas TBCCD1 variante 2 e TBCCD1 variante 3 citoplasmáticas. Os resultados 

sugerem também que as proteínas TBCCD1 variante 1 e TBCCD1 variante 2 têm um 

papel na dinâmica de microtúbulos através da regulação dos níveis de α-tubulina 

acetilada e, possivelmente, também nos níveis de γ-tubulina e de β-actina. Para além 

disso, os resultados indicam que as variantes têm uma função de regulação entre elas 

e, pela análise conjunta dos vários resultados, as três variantes parecem ter diferentes 

funções celulares.  
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6. Perspetivas 

 

Os resultados obtidos neste estudo, deram algumas indicações importantes 

sobre as possíveis funções celulares das proteínas TBCCD1 variante 1, TBCCD1 

variante 2 e TBCCD1 variante 3, sugerindo que estas proteínas têm um papel na 

dinâmica de microtúbulos e também que as variantes têm uma função regulatória entre 

elas. No entanto, existem algumas questões que necessitam ser respondidas de modo 

a se esclarecer a função biológica de cada uma das variantes.  

Assim, por exemplo, devem também ser realizados estudos do efeito da 

sobreexpressão de cada variante da TBCCD1 e do knockdown do tbccd1 nos níveis de 

α-tubulina acetilada, γ-tubulina e β-actina devem também ser realizados utilizando 

células hTERT RPE-1. Poderá então estabelecer-se uma relação entre os níveis destas 

proteínas e os fenótipos observados nestas células resultantes do knockdown do 

tbccd1. 

Devido à falta de dados sobre a proteína codificada pelo transcrito da variante 3 

do tbccd1, dever-se-á realizar-se uma experiência para conhecer a sequência da 

proteína por ele codificada. Para isso, poderão realizar-se experiências recorrendo a 

espectrometria de massa. Este conhecimento poderá então esclarecer se esta proteína 

é efetivamente igual à proteína TBCCD1 variante 1 ou não. 

Poder-se-á também clonar a uORF que se encontra na região 5’ do transcrito da 

variante 3, em fusão com um gene repórter de modo a perceber se esta região é 

realmente traduzida e qual o efeito da sua sobreexpressão. Ou seja, seria interessante 

clarificar se, no caso de o transcrito correspondente à variante 3, codificar para uma 

proteína igual à proteína TBCCD1 variante 1, se a uORF ou a sobreexpressão do 

péptido por ela codificado, impede de algum modo a localização centrossomal desta 

proteína. 

Para além disso, à semelhança dos estudos que foram desenvolvidos para as 

proteínas TBCCD1 variante 1 e TBCCD1 variante 2, podem também realizar-se estudos 

para identificação das proteínas interatuantes da proteína TBCCD1 variante 3, por 

exemplo através de BioID. Os resultados poderão facilitar o desenho de novas 

experiências com o objetivo de estudar a função celular desta proteína.  

Relativamente aos estudos de knockdown, uma vez que não é possível desenhar 

siRNAs que distingam as três variantes identificadas, poder-se-á repetir os estudos de 

recuperação do fenótipo através da sobreexpressão de cada uma das variantes, desta 
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vez, para outros fenótipos descritos. Para além disso, como alternativa ao desenho de 

siRNAs específicos para cada uma das variantes, que já se sabe não ser possível, 

poder-se-á tentar utilizar o sistema CRISPR/Cas de modo a identificar os fenótipos 

associados a cada variante. 

Seria também interessante analisar os níveis dos transcritos de cada variante do 

tbccd1 em diferentes tecidos, de forma a perceber em que tipo de tecidos cada uma das 

variantes é mais expresso e relacionar com as funções específicas desses tecidos.  
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8. Anexos 

8.1. pcDNA3.1 (Invitrogen) – vetor de expressão em mamífero 
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8.2. pIC111 (6xHis-PreScission-GFP) – vetor construído no 

vetor pcDNA3.1+ (Invitrogen) – vetor de expressão em 

mamífero 

 

(Cheeseman & Desai, 2005) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Laranja – 6 resíduos de His 

Verde – PreScission “cleavage site” (2x) 

Azul – eGFP 

Seta – Local de iniciação da transcrição 

 

Nota: os locais de restrição, à excepção de BstXI, são únicos no vetor 
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8.3. pIC112 (6xHis-PreScission-GFP) – vetor construído no 

vetor pcDNA3.1+ (Invitrogen) – vetor de expressão em 

mamífero 

 

(Cheeseman & Desai, 2005) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Laranja – 6 resíduos de His 

Verde – PreScission “cleavage site” (2x) 

Azul – RFP 

Seta – Local de iniciação da transcrição 

 

Nota: os locais de restrição, à excepção de BstXI, são únicos no vetor 

 


