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REsumo

O checkpoint mitético assegura a fidelidade da segregagao cromossomica a cada
divisdo celular. Este mecanismo de controlo inibe a anafase até que todos os
cromossomas estabelecam uma ligacdo bipolar, através dos seus cinetocoros irmaos,
com os microtibulos provenientes de poélos opostos do fuso mitético, culminando no seu
alinhamento na placa metafasica, fenémeno designado de congresséo.

Algumas das proteinas do checkpoint mitético, designadamente Bub1, BubR1 e
Bub3, para além da sua fung¢do na via de sinalizagdo do checkpoint, foram envolvidas na
regulacdo da ligacdo cinetocoro-microtibulos. No entanto, fica por esclarecer se esta
funcdo é directa ou implica uma relagdo com as proteinas que medeiam a ligagdo dos
cromossomas aos microtibulos, nomeadamente com as proteinas motoras dineina e
CENP-E. Foi reportada, por sistema two-hybrid, uma interacgdo entre as proteinas Bub3
e dineina. Assim, propusemo-nos a caracterizar, por RNA de interferéncia em células
humanas em cultura, a relagao funcional entre as proteinas Bub3 e dineina na ligagéo
cinetocoro-microtlibulos e na congressao.

Os resultados mostram que a deplegéo, quer da Bub3 quer da dineina, originou
placas metafasicas incompletas com varios cromossomas desalinhados, confirmando a
importancia destas proteinas na congressao. Contudo, a deplegdo simultdnea das duas
proteinas resultou na restauragao de uma fracgéo significativa de placas metafasicas com
todos os cromossomas alinhados. E sugerida uma relagdo antagonistica entre as
proteinas Bub3 e dineina na regulagio da ligagéo cinetocoro-microtubulos.
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ABSTRACT

The spindle assembly checkpoint (SAC) ensures the fidelity of chromosome
segregation at each cell division cycle. This surveillance mechanism prevents premature
anaphase onset until each chromosome establishes bipolar attachments, through its
sister-kinetochores, to microtubules emanating from the opposite poles of the mitotic
spindle, and becomes aligned at the metaphase plate, a process known as chromosome
congression.

Besides their role in SAC signaling, some checkpoint proteins, namely Bub1,
BubR1 and Bub3, were also implicated in the regulation of kinetochore-microtubules
attachments. However, whether they mediate kinetochore-microtubule attachments
directly or in a functional relationship with the protein machinery that ensures attachment,
such as the motor proteins dynein and CENP-E, remains to be elucidated. Bub3 and
dynein proteins were previously reported to interact in a yeast two-hybrid system.
Therefore, we propose to characterize, by RNA interference (RNAI) in human cell culture,
the functional relationship between Bub3 and dynein proteins in kinetochore-microtubule
attachment and congression.

Our resuits showed that RNAi-mediated depletion of either Bub3 or dynein resulted
in metaphase plates with misaligned chromosomes, confirming the importance of these
proteins in congression. Interestingly, simultaneous depletion of the two proteins restored
a significant fraction of metaphase plates with full chromosome alignment. We suggest
that Bub3 and dynein have antagonistic effects upon the regulation of kinetochore-
microtubule attachment.
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PARTE I.

INTRODUCAO







O estudo do ciclo celular e dos mecanismos que promovem a correcta e equitativa
divisdo do material genético conheceu uma grande expansdo ao longo das ultimas
décadas, dada a sua implicacdo em processos tao diversos como o crescimento,
proliferagédo, regeneragéo, senescéncia e carcinogénese culminando, a cada passo, na
descrigdo de novos intervenientes.

No decorrer da mitose ocorrem erros que se reflectem no aparecimento de células
aneupléides que, ao que indica, favorecem a progressdo da tumorigénese. Assim, a
compreenséo exaustiva dos fendmenos biolégicos e moleculares que caracterizam e se
relacionam com a mitose pode constituir 0 ponto de partida na projecgdo de terapias
direccionadas, sendo continuamente um alvo de investigagdo activa. Uma pesquisa na
Pubmed (U.S. National Library of Medicine, National Institutes of Health) para o termo
“mitosis” indica a existéncia de 56.585 artigos cientificos publicados entre 1909 e 2011,
gue espelham a investigacdo desenvolvida na area.

Durante a mitose, a congressdo das cromatidas irmas para a placa metafasica é
uma etapa particularmente critica, pois s6 quando é efectiva é que se assegura a
transicdo para as fases que se seguem sem alteragdo do numero previsto de
cromossomas. Para garantir o sucesso desta etapa, é indispensavel a ocorréncia de
interacgdes entre diferentes estruturas, promovidas por um numero consideravel de
proteinas ou complexos proteicos. Neste topico, as interacgdes estabelecidas entre os
microtubulos e os cinetocoros ganham particular relevancia, bem como a funcionalidade
de um mecanismo constitutivo designado de checkpoint mitético. A coordenagédo
harmoniosa destes mecanismos € a base para uma divisdo mitética bem sucedida.

A secgdo que se segue procura contextualizar o trabalho apresentado na presente
tese, iniciando-se com uma breve descrigdo acerca do ciclo celular e das duas grandes
etapas que o caracterizam, a interfase e a mitose, bem como a sua regulagdo e
mecanismos de controlo. Seguidamente, serdo revistos conceitos e mecanismos
relacionados com a progressao da mitose, focando o0 mecanismo de checkpoint mitético e
enaltecendo os aspectos associados as interacgdes cinetocoros-microtubulos, citando as
proteinas participantes e 0 modo como interactuam, aivos de estudo do trabalho descrito
nos segmentos subsequentes.



Parte | - Introdugao

1. CICLO CELULAR

O ciclo celular pode definir-se como uma sequéncia complexa de eventos
ordenados e ciclicos de proliferacéo e divisdo celular, capaz de originar duas células-
filhas geneticamente idénticas & célula de origem. Constituiu a base da reprodugdo
celular e, de uma forma altamente regulada, assegura a transmissao fidedigna da
informagdo genética crucial & viabilidade e integridade da célula e consequente normal
desenvolvimento dos organismos (Nurse, 2000). Genericamente, divide-se em dois
eventos fundamentais: a interfase e a mitose (Figura 1). A interfase compreende as fases
G1 (pré-sintética), S (sintese de ADN) e G2 (pré-mitética) e é temporalmente o periodo
mais longo do ciclo no qual as células duplicam o seu conteido e se preparam para a
divisdo. A mitose é a fase mais curta onde ocorre a divisdo nuclear e, posteriormente, a
divisdo citoplasmatica ou citocinese (Grzelakowska-Sztabert, 2004; Vermeulen et al.,
2003).

Figura 1. lustragao do ciclo celular eucariota. O ciclo celular compreende a interfase, com as
suas fases G1, S e G2, e a mitose (ou fase M), onde uma uUnica célula origina duas células-filhas
individualizadas e geneticamente idénticas a parental. A fase GO refere-se a um periodo de
quiescéncia onde a célula pode ingressar apos a fase G1.

1.1.  INTERFASE

A interfase engloba o periodo do ciclo celular compreendido entre duas divisdes
mitéticas consecutivas, onde a célula integra agentes mitogénicos, que potenciam o seu
crescimento, e sintetiza proteinas, organelos citoplasmaticos e enzimas necessarias a
replicagdo do ADN, e RNAs (Nurse, 2000). As fases G1 e G2 representam os intervalos
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(Gaps) no ciclo celular compreendidos entre a sintese de ADN e a mitose. A fase G1 é
particularmente critica, uma vez que a célula assume a decisdo que ditara o seu destino:
segue para a fase seguinte e prolifera, entra em apoptose ou, ainda, dependendo dos
sinais de crescimento e das condigées do meio envolvente, pode, temporariamente ou
permanentemente, interromper o ciclo celular e ingressar numa fase de quiescéncia
designada de GO (Van Den Heuvel, 2005) ou de G1 prolongada (Azevedo, 1999). A
reentrada e progressdo no ciclo dependem da presenca de sinais estimulantes que
subjuguem a inibicao fisioldgica da prolifera¢do celular (Kumar et al., 2005).

1.2. MiTOSE

O termo mitose foi introduzido, em 1882, pelo cientista Walter Flemming e
utilizado, desde entdo, como termo universal referente a divisdo celular (Baker, 1949). E
descrito como um fenémeno celular que origina, através de um complexo processo de
divisdo nuclear e citoplasmatica, duas células-filhas individualizadas, com caracteristicas
iguais a célula parental. Desta forma, assegura-se a perpetuagéo do genoma ao longo
das diferentes geragdes pos-mitéticas, mantendo-se inalterado o numero de
cromossomas. Durante a divisdo mitdtica sucede-se um conjunto de fenémenos
biolégicos que ocorrem em simultaneo, de forma interligada ou dependente de
ocorréncias anteriores onde actuam multiplos factores reguladores (Azevedo, 1999;
Kirsch-Volders et al., 1998). Classicamente & subdividida em seis etapas: profase,
prometafase, metafase, anafase A, anafase B e telofase (Figura 2) (Kops et al., 2005b;
Nigg, 2001). A citocinese, processo de clivagem celular, ocorre no final da mitose e a sua
regulagdo estd intimamente ligada com a progressdo desta. Embora a organizagéao
temporal e espacial destes dois momentos difira entre os animais, as plantas e os fungos,
a segregacdo dos cromossomas requer, invariavelmente, a formagdo de um fuso
mitético, enguanto a citocinese depende da acgdo conjunta do fuso, do citoesqueleto de
actinomiosina e do cértex celular (Nigg, 2001). Uma correcta segregacdo, durante a
mitose, depende da eficiente execugéo de dois eventos anteriores decorridos durante a
fase S: a replicagdo do ADN cromossomico, com concomitante estabelecimento das
coesinas entre as cromatidas irmas, e a duplicagdo dos centrossomas (Nigg, 2001).

O aumento do volume nuclear e o aparecimento da cromatina condensada e
organizada sob a forma de longos e finos filamentos, os cromossomas, assinalam o inicio
da profase. Os cromossomas encontram-se irregularmente dispersos no nucleoplasma e
sdo constituidos por duas moléculas de ADN rigorosamente iguais, unidas por uma
regido de constricdo designada de centrébmero, onde proteinas especificas se ligam e
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formam uma outra estrutura proteica denominada de cinetocoro, local onde futuramente
se ligardo os microtibulos do fuso. O nucléolo inicia a sua dissipagao e, gradualmente,
vai desaparecendo. Simultaneamente, os centrossomas, que constituem o maior centro
organizador de microttibulos nos mamiferos, localizados na regido perinuclear, comegam
a deslocar-se no citoplasma em direcgdo aos polos opostos da celula e iniciam a
formacao do futuro fuso mitético. Gradualmente, durante a profase, os cromossomas vao-
se encurtando e tornando-se mais espessos e compactos (Azevedo, 1999). A sua
condensagdo é acompanhada por uma extensa fosforilagéo de numerosas proteinas
histénicas e nao-histonicas que, associadas a uma molécula de ADN, formam cada
cromatida (Nigg, 2001). A prometafase, a fase ulterior, caracteriza-se pelo inicio da
desintegracdo e dissipagdo do invélucro nuclear que ocorre imediatamente apoés a
separagdo dos centrossomas. E uma consequéncia da hiperfosforilagdo da lamina
nuclear, estrutura composta por filamentos intermediarios, que mantém o invélucro
nuclear estabilizado durante a interfase (Murray, 2004; Nigg, 2001). Durante a
prometafase, os cromossomas continuam o seu encurtamento e espessamento, as
crométidas comegam a distinguir-se mais facilmente e os cinetocoros tornam-se visiveis
de cada um dos lados do centromero. Simultaneamente surgem os microtibulos, que se
ligam aos cinetocoros, orientados para os polos do fuso mitético. Uma vez completo o
desaparecimento do invélucro nuclear e do nucléolo, cada cromossoma inicia o processo
de orientagdo e deslocamento para o plano equatorial, por intermédio de diferentes
microtabulos que, entretanto, se tornam mais evidentes. Inicialmente, a ligagdo ocorre
com um dos cinetocoros e um polo fazendo com que se assista a uma rapida migracao
do cromossoma, ficando este mono-orientado. Seguidamente, os microtubulos emanados
do pblo oposto capturam o cinetocoro ainda livre, promovendo a migragéo do
cromossoma para a zona equatorial, originando um cromossoma bi-orientado
(Cheeseman e Desai, 2008). A metafase caracteriza-se pela bi-orientagéo e alinhamento
de todos os cromossomas ha zona equatorial do fuso. A formagdo do fuso mitotico €
concluida durante a metafase, com os dois centrossomas em poélos opostos e a presenca
de diferentes tipos de microtibulos. A transigio de metafase para anafase € a etapa mais
dramatica da mitose, onde ocorre a ascensdo polar de cada uma das cromatidas. O
centrémero, que mantinha unidas as duas cromatidas, desorganiza-se e, uma vez
puxado pelos microtabulos, promove a sua deslocacéo para os pdlos. Designa-se a esta
etapa anafase A. Durante a anafase B, os dois pélos do fuso afastam-se cada vez mais
por alongamento da célula, aumentando a distancia entre os centrossomas. A telofase
caracteriza-se, fundamentalmente, pela reorganizagdo do invélucro nuclear e
descondensagdo progressiva dos cromossomas. Os microtlibulos do  fuso
despolimerizam e desaparecem e ocorre nucleocinese. Conjuntamente com alteragbes
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na estrutura do citoesqueleto, inicia-se a distribuicdo equitativa dos organelos celulares
pelas duas células-filhas. Finalmente, durante a citocinese, o citoplasma é distribuido
devido a acgédo de filamentos de actina dispostos em feixes e interligados com moléculas
de miosina Il, que formam um anel contractil na face interna da membrana plasmatica
(cortex celular) (Azevedo, 1999).
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Figura 2. Representacao das diferentes fases da mitose e citocinese. A divis&o mitdtica inicia-
se com a profase, onde se assiste & condensagdo progressiva da cromatina em cromossomas
definidos e individualizados, ocorre separagdo dos centrossomas duplicados em interfase e inicia-
se a formacgdo do fuso mitdtico. Durante a prometafase ocorre a desintegragédo do invélucro
nuclear e os microtibulos iniciam o processo dinamico de captura de cada uma das duas
cromatidas irmas, por intermédio de uma estrutura proteica especializada designada de
cinetocoro. A captura de microtubulos pelos dois cinetocoros e o alinhamento bipolar dos
cromossomas numa zona mediana (placa metafasica ou equatorial) resulta da actividade
combinada de motores moleculares e da dinadmica exibida pelos microtibulos. Uma vez completo
este processo, fenémeno designado de metafase, a célula retine as condigbes requeridas de
modo a transitar para a anafase. Durante a anafase A, as cromatidas duplicadas sdo separadas e
na anafase B assiste-se a uma elongagéo do fuso, a um aumento da separagdo das cromatidas
irmés, em direcgéo a polos opostos do fuso, e a invaginagfes da membrana citoplasmatica. No
final da telofase, a cromatina descondensa e o invélucro nuclear reorganiza-se enquanto a
citocinese é completada, com repartigdo do citoplasma e do genoma replicado pelas duas células-
filhas.
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1.3. REGULAGAO

As drasticas alteragbes morfolégicas decorridas ao longo das diferentes fases do
ciclo celular, que contemplam modificagbes nucleares e citoplasmaticas, implicam um
controlo rigoroso e dirigido no tempo e no espago, dependente de uma série de proteinas
reguladoras chave, as ciclinas e as proteinas cinases ciclina-dependentes (Cdks), que
asseguram a coordenagio dos diferentes eventos (Figura 3) (Murray, 2004).

As ciclinas s8o proteinas com multiplas fungbes reguladoras, cuja expresséo e
ciclica durante o ciclo celular. A regulagdo da concentragdo de ciclinas, primeiramente
por alteragdes na express&o de genes e, posteriormente, por destruicao proteolitica, € um
importante determinante no controlo do ciclo celular (Morgan, 2007). Assim, a célula inicia
e termina as diferentes etapas do ciclo em associagdo com a sintese e degradacéo de
ciclinas especificas (Schafer, 1998). As ciclinas podem ser divididas em quatro classes:
ciclinas de G1 (D), que contribuem para a entrada no ciclo celular em resposta a factores
extracelulares, e as ciclinas de G1/S (E), ciclinas de S (A), ciclinas de G2/M (A e B),
directamente implicadas no controlo do ciclo celular (Morgan, 2007; Murray, 2004).

As Cdks s3o proteinas cinases de serinaftreonina que s&o activadas,
parcialmente, por ligagéo a diferentes subunidades de ciclinas, em pontos particulares do
ciclo celular (Schafer, 1998; Schmidt et al., 2005). A activagéo completa das Cdks requer
a fosforilagdo do seu residuo treonina 161 pelas cinases activadoras de Cdk (CAK), cuja
actividade & constitutiva ao longo do ciclo celular (Mcgowan, 2003; Schafer, 1998). A
expressdo das Cdks é estavel ao longo do ciclo, sendo activadas periodicamente de
acordo com os niveis de ciclinas presentes (Vermeulen et al., 2003). Foram descritas
varias Cdks nas células animais, sendo as Cdks 1, 2, 4 e 6 as mais activas ha regulagao
do ciclo celular (Morgan, 2007; Vermeulen et al., 2003). O balango entre a activagéo e a
inactivacdo das Cdks determina a transigo entre as diferentes fases do ciclo celular (Van
Den Heuvel, 2005).

Quando as células s3o estimuladas a entrar no ciclo celular a primeira ciclina a ser
expressa é a ciclina D (D1-3) que forma um complexo com as Cdk4 e Cdké essencial
para a entrada em G1. Este complexo invade o nicleo celular onde fosforila a proteina do
retinoblastoma (Rb) e proteinas relacionadas, nomeadamente as proteinas p107 e p130.
Consequentemente, a fosforilagdo da proteina Rb leva a activagdo de factores de
transcricdo da familia do E2F promovendo a transcrigéo de proteinas necessarias para as
fases G1e S.

O complexo ciclina E-Cdk2 regula a progressdo da fase G1 para a fase S e,
consequentemente, a replicagdo do ADN e de substratos necessarios para que a célula
efectue a tarefa de duplicar e segregar os conteudos celulares (Vermeulen et al., 2003).
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A ciclina A é expressa imediatamente a seguir a ciclina E, na fronteira G1-S, e em
associagdo com a Cdk2 torna-se imprescindivel durante a fase S. Quer o complexo
ciclina E-Cdk2 quer o complexo ciclina A-Cdk2 sdo essenciais para a iniciagdo e
conclusdo da replicacdo do ADN, bem como, para assegurar que este fenémeno ocorra
uma unica vez em cada ciclo celular. Na fase G2 tardia, a ciclina A forma um complexo
com a Cdk1 promovendo o inicio da mitose, posteriormente regulada pela associagdo da
ciclina B-Cdk1.

A regulacédo da mitose, em semelhanga com a regulagdo da interfase, depende,
predominantemente, de dois mecanismos pds-traducionais: a fosforilagdo e a protedlise
de proteinas. A cinase proeminente neste processo é a Cdk1 embora outras cinases
tenham sido descritas como intervenientes homeadamente, membros da familia Polo-like,
Aurora e NIMA (never in mitosis A) (Nigg, 2001). A Cdk1 forma um complexo com as
ciclinas A e B, designadas de ciclinas mitéticas que controlam o inicio e progressédo da
mitose, respectivamente (Sullivan e Morgan, 2007). O complexo ciclina B-Cdk1 foi,
inicialmente, designado de factor promotor de maturagdo (MPF) (Masui e Markert, 1971)
e, posteriormente, de factor promotor da mitose.

A activagdo do complexo ciclina B-Cdk1 esta intimamente relacionada com as
mudancas morfoldgicas drasticas que acompanham a mitose, sendo descritos como seus
substratos laminas nucleares, proteinas nucleolares, proteinas centrossomais, e a
cinesina Egb (Mcgowan, 2003).

Os diferentes estadios da mitose sdo caracterizados pelo rapido e coordenado
desaparecimento das ciclinas A e B, sendo a sua destruicdo imperativa para garantir que
as células voltam a interfase antes de iniciar um novo ciclo de replicagdo do ADN. Esta
destruicido & assegurada por um complexo designado de complexo promotor da
anafase/ciclossoma (APC/C), que promove a degradacéo da ciclina B, pelo proteassoma,
com consequente inactivagdo da Cdk1 determinando a saida da mitose e o inicio da
citocinese (Mcgowan, 2003; Nigg, 2001).
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Figura 3. Actividade dos complexos ciclinas-Cdks nas diferentes fases do ciclo celular. A
formacgdo de complexos ciclinas-Cdks, em pontos especificos do ciclo celular, é o regulador
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universal do ciclo. O complexo ciclina D-Cdk4/6 controla a entrada no ciclo, o complexo ciclina E-
Cdk2 inicia o processo de replicagdo do ADN, o complexo ciclina A-Cdk2 estimula a replicagdo do
ADN, o complexo ciclina A-Cdk1 promove os eventos iniciais da mitose e, finalmente, o complexo
ciclina B-Cdk1 & fundamental para a entrada e desenvolvimento da mitose. Adaptado de (Bardin e
Amon, 2001).

2. PONTOS DE CONTROLO (CHECKPOINTS) DO CICLO CELULAR

A parte a regulagéo do ciclo celular por intermedio dos complexos ciclina-Cdks
existem pontos de controlo que precedem momentos chave do ciclo como a replicagao
do ADN e a segregagdo do genoma, monitorizando a transicéo de uma etapa para a
outra (Clarke e Gimenez-Abian, 2000). Sdo mecanismos designados, originalmente, de
checkpoints, que orquestram o timing e a ordem dos eventos criticos que se sucedem,
evitando que uma célula passe para a etapa subsequente sem ter concluido com
sucesso a anterior (Grzelakowska-Sztabert, 2004; Hartwell e Weinert, 1989; Nigg, 2001).
Funcionam como sensores que avaliam o ambiente celular e determinam se a célula
apresenta as condigbes exigidas para avangar no ciclo, particularmente se n&o detém
danos no ADN ou uma replicagéo incompleta ou, ainda, se ndo apresenta cromossomas
ligados de forma incorrecta aos microtubulos do fuso mitético, condigbes que contribuem
para a instabilidade genomica e consequente formacéo de células aneupléides, com
distribuigéo desigual do numero de cromossomas (Bharadwaj e Yu, 2004; Kops et al.,
2005b; Musacchio e Salmon, 2007). Detectada alguma irregularidade a informagéo é
transmitida, via transdugéo de sinal, do mecanismo sensor para um efector que blogueia
a progressdo no ciclo celular, conferindo tempo para a célula reparar o erro (Clarke e
Gimenez-Abian, 2000) (Garrett, 2001).

Os checkpoints avaliam principalmente a integridade do ADN antes da entrada da
célula na fase de S (checkpoint de G1/S), durante a fase S (checkpoint da fase S), antes
da entrada na fase M (checkpoint de G2/M) e durante a mitose (checkpoint mit6tico)
(Figura 4).

O checkpoint de G1/S induz a paragem da célula, em consequéncia de danos no
ADN, de uma forma dependente do gene supressor tumoral TP53. Geralmente, os niveis
celulares da proteina p53 séo baixos mas a lesdo no ADN é reconhecida por duas
proteinas cinases, ATM (ataxia-telangiectasia-mutated) e Chk2 (chekpoint kinase 2), que
fosforilam a proteina p53 resultando na sua activagdo. Por sua vez, a p53 estimula a
transcrigdo de diferentes genes incluindo o p271, o Mdm2 e o Bax. A indugéo da proteina
p21, uma CKI, resulta na inibicdo de Cdks (especialmente o complexo ciclina E-Cdk2)
que, automaticamente, conduz a uma paragem no ciclo celular, evitando a replicagdo do
ADN lesado. Em situagdes onde a les@o no ADN ¢& severa a proteina p53 induz a morte
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celular, pela activagcdo de genes envolvidos na sinalizagéo apoptética como o gene Bax.
Existe uma outra via independente da p53 que leva a paragem em G1, S ou G2 em
situages de danos no ADN nestas fases. Em fungdo do tipo do dano no ADN, as cinases
ATR e ATM ficam activas e, por sua vez, fosforilam as cinases Chk1 Chk2,
respectivamente. Estas ultimas fosforilam a Cdc25 inibindo-a e impedindo-a de activar as
Cdk1 e Cdk2, provocando assim uma paragem e G1, S e G2 (Garrett, 2001) (Clarke e
Gimenez-Abian, 2000; Grzelakowska-Sztabert, 2004; Kaufmann e Paules, 1996;
Mcgowan, 2003; Schafer, 1998; Vermeulen et al., 2003).

O checkpoint mitético define-se como um sofisticado mecanismo de vigilancia,
que actua na transicdo metafase-anafase e evita a separagéo antecipada das cromatidas
irmas até que todos os cromossomas estejam devidamente ligados aos microtiibulos e
alinhados na placa metafasica (Logarinho et al., 2008). Assegura a fidelidade da
segregacdo cromossémica durante a mitose estando a sua disfungdo implicada na
tumorigénese (Musacchio e Salmon, 2007). Na secg¢éo seguinte, sera feita uma descrigéo
mais detalhada deste checkpoint uma vez que esta relacionado com o presente trabalho.
Existe, um outro mecanismo de checkpoint que actua durante a mitose, nomeadamente
no inicio da profase, designado de CHFR checkpoint (Forkhead-associated and RING
finger domains). A CHFR é uma ligase de ubiquitina responsavel por ubiquitinar proteinas
alvo, como as cinases PLK1 e Aurora A, favorecendo a sua degradagdo pelo
proteassoma. Actua por inibicdo da condensagdo da cromatina e da desintegragédo do
invélucro nuclear, bem como mantendo o complexo ciclina B-Cdk1 no citoplasma, onde
permanece inactivo. Desta forma bloqueia, temporariamente, a progressdo para a
metafase, em situacGes de stress mitético, nomeadamente pela introdugéo de drogas que
provocam a despolimerizagdo dos microtubulos (Chaturvedi et al., 2002; Grzelakowska-
Sztabert, 2004, Privette e Petty, 2008).
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Figura 4. Localizagdo dos pontos de controlo (checkpoints) no ciclo celular. O ponto de
restricdo representa o momento em que a célula decide ou n&o progredir no ciclo, com base nas
condigbes presentes, pois uma vez transposto este checkpoint € impedida de recuar. G1/S e G2/M
constituem os checkpoints que monitorizam os danos no ADN, actuando antes e depois da
replicagé@o. O checkpoint mitético assegura o correcto alinhamento e ligagéo dos cromossomas
aos microtibulos do fuso antes da segregacao.
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3. CHECKPOINT MITOTICO

3.1. DEFINICAO E FUNGAO

O checkpoint mitético € um mecanismo de vigilancia constitutivo, presente nas
células eucariotas em divisdo, e caracterizado por ser extremamente sensivel a erros de
ligagdo entre os cinetocoros e os microtibulos. Evita uma segregagdo incorrecta dos
cromossomas promovendo um atraso na transigao metafase-anafase até que todos os
cromossomas estejam correctamente ligados aos microtubulos do fuso mitético, bi-
orientados e alinhados na placa metafasica (Musacchio e Salmon, 2007). Consiste numa
cascata de sinalizagdo que representa o principal mecanismo de controlo do ciclo celular
na mitose, sendo activado imediatamente ap6s a entrada no processo de divisdo. A
correcta actividade deste mecanismo de controlo & crucial para uma segregagéo
equitativa do material genético entre as duas células-filhas, e para a reducao efectiva da
taxa de erro durante a mitose. Em contrapartida, o0 comprometimento da sua fungéo tem
sido sugerido como uma possivel causa de aneuploidia em diversos tipos de tumores
(Thompson et al., 2010; Weaver e Cleveland, 2005). A via molecular envolve a detecgéo
de erros de ligagéo e a produgdo de um sinal que inibe a progresséo da mitose.

O checkpoint mitético monitoriza o estado da ligagéo entre os cinetocoros e os
microtubulos e activa a via de sinalizagdo que previne o inicio da anafase na presenga de
ligagbes incorrectas ou de cinetocoros livres (Chan et al., 2005; Cheeseman e Desai,
2008). No entanto, o que desencadeia o sinal que activa o checkpoint mitético permanece
tema de debate (Logarinho et al., 2004; Pinsky e Biggins, 2005). Dois modelos séo,
actualmente, propostos: i) 0 modelo da ligagdo, que estabelece que o checkpoint mitético
é sensivel ao nivel de ocupagéo dos cinetocoros pelos microtubulos e ii) 0 modelo da
tensdo, que defende que o checkpoint mitético detecta a auséncia de tensao existente
entre os cinetocoros irmaos. Ensaios experimentais parecem apoiar ambos os modelos
(Silva et al, 2011). A tens&o, aplicada artificialmente com recurso a microagulhas no
altimo cromossoma a ligar-se aos microtubulos, alivia o atraso na anafase e induz o
término da divisdo, em espermatozéides (Li e Nicklas, 1995), defendendo o modelo da
tensdo. Estudos em levedura, que exibem cinetocoros ligados mas com auséncia de
tensdo, demonstram que a tensdo é necessaria para silenciar o checkpoint mitético, uma
vez que nestas condigbes este mecanismo permanece activo (Stern e Murray, 2001).
Células Hela tratadas com baixas doses de vinblastina, um despolimerizador dos
microtibulos que reduz a tens&o exercida entre os cinetocoros irmaos sem afectar a
ligagdo aos microtubulos, ficam paradas em mitose indicando que o estabelecimento de
ligagdes entre cinetocoros-microtubulos néo & suficiente para silenciar a actividade do

10



Parte | - Introdugdo

checkpoint mitético (Skoufias et al., 2001). Por outro lado, a ablagdo a laser, em células
PtK, do ultimo cinetocoro de um cromossoma mono-orientado provoca a entrada em
anafase, dado a favor do modelo de ligacdo (Rieder et al., 1995). Adicionaimente, o facto
da proteina Mad2 ser depletada dos cinetocoros ligados, um sinal de inactivagdo do
checkpoint mitético, indica que este mecanismo é silenciado pela ligagdo cinetocoro-
microtibulos e ndo pela tensdo existente. Todavia, a andlise individual destes dois
modelos revela-se uma tarefa critica devido a interdependéncia entre o conceito de
ligacdo e de tensdo. Na verdade, a tensdo é necesséria para promover ligages estaveis
entre os cinetocoros e os microtubulos (King e Nicklas, 2000), enquanto a ocupagdo dos
cinetocoros pelos microtubulos fornece a forca necessaria para gerar tensdo entre os
cinetocoros irmdos (Zhou et al., 2002). Neste sentido, foi proposta a hipotese da
existéncia de um “checkpoint particionado”. Neste modelo, o sinal inibidor da anafase
pode ser produzido por moléculas de sinalizagéo especificas que diferenciam a auséncia
de tens&o ou de ligagdo (Gorbsky e Ricketts, 1993; Logarinho et al., 2004, Waters et al.,
1998). A proteina Mad2 esta amplamente presente em cinetocoros nio ligados a
microtibulos e pode, em associagdo com a Mad1, ser uma das moléculas de sinalizagao
do estado de ligacao dos cinetocoros (Waters et al., 1998). A tensdo entre os cinetocoros
pode ser monitorizada pela localizagdo das proteinas BubR1 e Bub1, juntamente com
fosfoepitopos, ainda nédo identificados, reconhecidos pelo anticorpo 3F3/2 (Gorbsky e
Ricketts, 1993; Logarinho ef al., 2004).

3.2, MECANISMO MOLECULAR DE ACTUAGAO

As proteinas intervenientes na via molecular do checkpoint mitético podem ser
divididas em dois grupos: i) as proteinas que constituem os “verdadeiros” (“core”)
componentes deste mecanismo de controlo e que incluem as proteinas Bub1, BubR1,
Bub3, Mad1, Mad2 e Mps1 e ii) as proteinas associadas a ligagdo, a regulacdo do
complexo APC/C, aos mecanismos de correcgdo e de silenciamento do checkpoint
mitético que monitorizam, juntamente com as primeiras, as ligagées estabelecidas e a
progressdo no ciclo celular (Cheeseman e Desai, 2008). A distingdo entre estes dois
grupos de proteinas foi, recentemente, exposta num artigo de opinido (Khodjakov e
Rieder, 2009).

Os verdadeiros componentes do checkpoint mitdtico foram, inicialmente,
identificados em levedura e os homélogos destas proteinas tém sido identificados nos
organismos superiores, incluindo nos mamiferos (Cheeseman e Desai, 2008; Musacchio
e Salmon, 2007). Estudos funcionais das proteinas enunciadas, com recurso a mutantes,
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injeccdo de anticorpos ou com RNA de interferéncia demonstraram um comprometimento
da actividade do checkpoint mitético, assistindo-se a uma incorrecta segregacéo
cromossémica, & existéncia de aneuploidia e a uma evas&o a paragem em mitose, ha
presenca de drogas que afectam os microtibulos, como o nocodazole e o taxol
(Bharadwaj e Yu, 2004).

O complexo APC/C é o alvo final do checkpoint mitético. E uma ligase de
ubiquitina E3 que promove a degradagéo de varios reguladores do ciclo celular,
encaminhando-os para serem degradados na subunidade 26S do proteossoma. A
securina é o regulador chave do inicio da anafase e um dos principais substratos do
APCIC. A sua destruicdo induz a libertagdo da proteina separase que, por sua vez,
degrada as coesinas que mantém as cromatidas irmas unidas, possibilitando a sua
deslocagdo em direcgdo aos polos opostos do fuso mitético. Juntamente com a
degradagéo da securina, a ciclina B e, também, degradada promovendo a saida da
mitose por inactivagéo da Cdk1 (Musacchio e Salmon, 2007).

A actividade do complexo APC/C é regulada pelas proteinas acessorias Cdc20 e
Cdh1, que interagem com substratos especificos e os apresentam ao APC/C para serem
ubiquitinados e, posteriormente, degradados (May e Hardwick, 2006).

Na presenca de cinetocoros livres, as proteinas Mad2, BubR1 e Bub3 formam o
complexo do checkpoint mitético (MCC) (Mccurdy et al), um sinal de “espera” que se
difunde através do citosol e inibe a proteina Cdc20, um activador do complexo APC/C
(Kramer et al, 1998; Sudakin et al, 2001). Prevenindo a degradagdo da proteina
securina e da ciclina B, pelo complexo APC/C, as coesinas entre as cromatidas irmas séo
mantidas e a saida da mitose & inibida, respectivamente (Figura 5).
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Figura 5. Base molecular da sinalizagdo do checkpoint mitético. (A) O checkpoint mitético é
activado pela presenga de cinetocoros livres (circulo a vermelho). Os cinetocoros livres recrutam
as proteinas do checkpoint mitético para gerar o complexo MCC, que difunde um sinal inibidor
constituido pelas proteinas Mad2, BubR1 e Bub3. Por sequestragao da Cdc20, o MCC mantém o
APC/C inactivo, evitando a degradagao da securina e da ciclina B, resultando na paragem do ciclo
celular. (B) Quando os cinetocoros estdo alinhados, 0 MCC desagrega-se e a Cdc20 é libertada,
activando o APC/C que, por sua vez, leva a degradagao da securina e da ciclina B. A degradagéo
da securina provoca a activagao da separase que cliva as coesinas entre as cromatidas irmas,
levando a sua separa¢2o. A degradacao da ciclina B diminui a actividade da Cdk1, resultando na
saida da mitose.

Ve
\

Um modelo associado a proteina Mad2, designado de “Mad2-Template” foi
proposto como 0 mecanismo que propaga o sinal inibidor, proveniente dos cinetocoros,
para o citosol (De Antoni et al., 2005). De acordo com este modelo, a proteina Mad2 pode
adoptar duas conformacgdes: open Mad2 (O-Mad2) e closed Mad2 (C-Mad2) (De Antoni et
al., 2005; Luo e Yu, 2008; Skinner et al., 2008). A C-Mad2 constitutivamente ligada a
Mad1 serve como receptor, nos cinetocoros livres, para a Mad2 citosélica,
transformando-a em C-Mad2 ligada a Cdc20. O complexo C-Mad2/Cdc20 deixa o
cinetocoro e actua como um equivalente estrutural da Mad2/Mad1 que converte mais O-
Mad2 em C-Mad2/Cdc20, no citosol, levando a uma amplificagdo do sinal (Figura 6) (De
Antoni et al., 2005; Yu, 2006). Este modelo inicia-se cedo, na desintegragao do invélucro
nuclear, quando o nivel do complexo MCC néo é, ainda, suficiente para impedir a
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anafase. Quando o ultimo cromossoma esta bi-orientado, o sinal inibidor deixa de ser
produzido e a proteina Cdc20 é libertada de forma a activar o complexo APC, que induz a
ubiquitinagio da securina e da ciclina B e a sua degradag&o no proteossoma.

A fosforilagio e desfosforilagdo de proteinas apresentam, provavelmente, um dos
papéis mais preponderantes na tradugéo e amplificacéo do sinal gerado pelo checkpoint
mitético. No entanto, a actividade cinase de proteinas do checkpoint como a Bub1,
BubR1 e Mps1, na sinalizagdo do checkpoint mitético tem sido controversa. Resultados
contraditrios tém sido descritos relativamente ao envolvimento destas proteinas,
provavelmente devido a variabilidade dos diferentes ensaios realizados para aceder &
resposta do checkpoint mitético ou a deplecdo ineficiente de proteinas endbgenas
(Bolanos-Garcia e Blundell, 2010; Zich e Hardwick, 2010).
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Figura 6. Propagagdo do sinal inibidor do mecanismo de checkpoint mitético — Modelo
Mad2 Template. De acordo com este modelo, a conformagao closed -Mad2 (C-M2) ligada a Mad1
serve de receptor nos cinetocoros livres & forma citosélica open-Mad2 (O-M2) para transformar
esta Gltima em C-M2 ligada & Cdc20. O complexo Mad2/Cdc20 actua como um equivalente
estrutural da Mad1/Mad2 para converter mais Mad2 em Cdc20 ligada a C-M2 no citosol, levando a
amplificagéo do sinal.

3.3.  SILENCIAMENTO

O silenciamento do mecanismo de checkpoint mitético implica evitar a produgéo
do sinal inibidor da anafase, apds o estabelecimento de ligagdes estaveis entre os
cinetocoros e os microtubulos, pressupondo a existéncia de um elo regulador entre o
fenémeno de bi-orientagdo e o mecanismo de silenciamento. Varios modelos tém sido
propostos (Fuller e Stukenberg, 2009; Vanoosthuyse e Hardwick, 2009b). O primeiro
modelo propde que a produgdo do sinal do MCC é interrompida pela deplecdo dos
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componentes do checkpoint mitético, dos cinetocoros ligados, de um modo dependente
da proteina dineina (Howell et al., 2001). Apds estabelecimento de uma ligagao estavel
cinetocoros-microttibulos, a proteina dineina transporta activamente, ao longo dos
microtibulos, as proteinas do checkpoint mitético como a Mad2 e o BubR1, dos
cinetocoros em direccdo aos pélos do fuso. Corroborando este mecanismo, as células
ficam retidas em mitose com elevados niveis de Mad2, apés deplegdo da cadeia leve
intermediaria 1 da proteina dineina (LIC1) ou ap6s microinjecgdo de anticorpos 70.1 anti-
dineina ou p50 (Howell ef al., 2001; Sivaram ef al., 2009). Recentemente, e utilizando um
ensaio com Nordihydroguaiaretic Acid (NDGA) para estimular o transporte, via
dineina/dinactina, das proteinas mitéticas para os pélos, foi descrito que as proteinas
hMad1, hZwilch, hRod, hMad2, hCENP-E, hMps1, hSpindly, hCdc27 e a ciclina-B eram
transportadas dos cinetocoros em direccdo aos pélos, por este complexo, ao contrario
das proteinas hBubR1 e hBub1 (Famulski et al., 2011).

O complexo dineina/dinactina contribui, também, para a inactivagdo do checkpoint
mitotico por remogao das proteinas ZW10 e Rod dos cinetocoros, observando-se que a
deplec¢ao destas duas proteinas, por inibicdo com anticorpos (Chan et al., 2000) ou por
mutagdes proteicas (Basto et al., 2000), interrompe o mecanismo do checkpoint mitético.
Além disso, foi descrito que em embrides de Drosophila, com mutagdes na proteina
dineina, as células ficam bloqueadas em metafase com elevadas concentragbes da
proteina ZW10 nos cinetocoros (Wojcik ef al., 2001). Uma outra possibilidade para o
silenciamento do checkpoint por intermédio do complexo dineina/dinactina defende a
contribuicdo deste complexo na tensdo existente entre os cinetocoros em cromossomas
alinhados, uma vez que a sua deplegdo induz a uma redugio da tens&o por diminuigdo
da forga produzida ao nivel dos cinetocoros ou por ruptura dos locais de ligagido dos
microttbulos, nos pélos (Gordon et al., 2001).

Um outro mecanismo de silenciamento descrito é a inibigdo exercida pela proteina
p31°™ sobre a proteina Mad2, impedindo-a de inibir a ligagdo do complexo APC/C “4%°,
em células de mamiferos (Xia et al., 2004, Yang et al., 2007a). Por ligagéo a interface de
dimerizagdo da proteina Mad2, a proteina p31%°™ evita a activacdo da Mad2 e,
consequentemente, promove a dissociagdo do complexo Mad2/Cdc20 (Yang et al,
2007a). De facto, células Hela que recuperam do bloqueio induzido pelo nocodazole
apresentam um atraso em mitose sob condigbes de baixa express&o da proteina p31<°™,
Assim, a sobreexpress&o da proteina p31°™ revoga o atraso em mitose, dependente do
checkpoint mitético, em células HelLa tratadas com drogas ou farmacos que interferem
com a dinadmica dos microtibulos (Yang et al., 2007a). Adicionalmente, a fosforilagéo da
proteina Mad2 foi descrita como inibidora da sua interacgdo com o complexo APC/C®#%°
ou com a proteina Mad1, sugerindo a sua implicagdo no silenciamento do checkpoint
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mitético (Wassmann et al., 2003). Embora o mecanismo de regulagdo pelo qual a
proteina Mad2 se torna fosforilada e silencia o checkpoint mitético, ap6s ligagéo dos
cinetocoros, permaneca desconhecido, é possivel que a forma fosforilada da Mad2
facilite a sua ligagéo pela proteina p31°™ e a torne competente para ser transportada,
do cinetocoro, via dineina. Recentemente, um mecanismo alternativo mediado pela
proteina fosfatase 1 (PP1) foi proposto em levedura (Vanoosthuyse e Hardwick, 2009a).
Independentemente da sua fungdo directa na correcgdo das ligagdes improprias
cinetocoros-microtibulos, talvez a proteina PP1 promova o silenciamento do checkpoint
mitético invertendo a fosforilagdo de substratos da cinase Aurora B, nos cinetocoros. A
identidade destes substratos é desconhecida e, ainda, é necessario ser comprovado se,
nos mamiferos, a isoforma PP1y também opera num mecanismo de silenciamento

semelhante.

4. INTERACGAO CINETOCOROS-MICROTUBULOS E BI-ORIENTAGAO

De forma a garantir a estabilidade genética, as células necessitam de segregar
correctamente os cromossomas replicados, durante a mitose. Este processo de
segregagdo cromossomica é dependente das interacgdes dindmicas estabelecidas entre
os cinetocoros e os microtibulos do fuso mitético, durante a prometafase (Cheeseman e
Desai, 2008; Tanaka e Desai, 2008). Inicialmente, os cinetocoros capturam os
microtabulos que, por sua vez, conectam as cromatidas irmas de todos os cromossomas
aos polos opostos do fuso mitético antes de se iniciar a anafase (Tanaka e Desai, 2008).
Esta ligagdo deve ser suficientemente robusta para suportar as forcas exercidas durante
a anafase e, em simultaneo, ser suficientemente dinamica para permitir os fenémenos de
polimerizagdo e despolimerizagdo dos microtibulos. Adicionalmente, espera-se que
responda de forma eficiente a mecanismos reguladores que promovem o alinhamento e
congressdo dos cromossomas na placa metafasica. Varias proteinas localizadas nos
cinetocoros e com actividades associadas aos microtibulos poderiam ser sugeridas
como participantes na formagéo do local de ligagao para os microttbulos. Contudo, a sua
contribuigdo para a fidelidade da segregac&o ndo mostrou ser significativa (Przewloka e
Glover, 2009). Véarias abordagens experimentais, em diferentes organismos, permitiram
identificar componentes do cinetocoro que interagem com os microtibulos como ©
complexo Dam1, as proteinas CLASP, CLIP-170, EB1, a proteina motora dineina e as
cinesinas CENP-E, Kinl e Kip3. No entanto, enquanto estas proteinas sao importantes ao
contribuirem para o movimento dos cromossomas, a sua inibigdo ou deplegéo, in vivo,
indicava que nenhuma delas seria essencial para o estabelecimento primario de ligagdes
estaveis entre os cinetocoros e os microtubulos (Cheeseman et al., 2001, Howell et al.,
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2001; Maiato et al., 2005; Sanchez-Perez et al., 2005). Por outro lado, diferentes estudos
vieram demonstrar que as extremidades (+) dos microtibulos se ligam aos cinetocoros
por intermédio de um complexo proteico denominado de KMN (Figura 7), um constituinte
crucial da lamina externa do cinetocoro, essencial no estabelecimento de ligagbes
perpendiculares (end-on) cinetocoro-microtibulos que garantem a segregagéo
cromossémica. Este nicleo estrutural € composto pela proteina KNL-1 (Blinkin/Spc105
nos humanos e em levedura, respectivamente) e por dois subcomplexos, o Mis12,
constituido por quatro proteinas, designadamente Mis12/Nnf1/Nsl1/Dsn1, e o complexo
Ndc80 igualmente composto por quatro proteinas Ndc80 (Hec1 nos mamiferos)
/Nuf2/Spc24/Spc25. A sua composicdo € conservada em diferentes espécies
(Cheeseman e Desai, 2008). A remogdo de qualquer um dos componentes do complexo
KMN demonstrou provocar a ruptura do local de ligagdo dos microtubulos do fuso (Deluca
et al., 2005; Kline et al., 2006). Uma analise funcional do complexo Ndc80, em varios
organismos, demonstrou tratar-se do complexo essencial e preponderante nas
interacgbes estabelecidas entre os cinetocoros e os microtibulos. Este complexo forma
uma estrutura em haste, compreendendo duas cabecas globulares em cada extremidade,
separadas por uma longa regido coiled-coil. Uma das extremidades da haste, composta
pelas subunidades Hec1/Ndc80 e Nuf2, localiza-se ha regido externa do cinetocoro e
liga-se, directamente, aos microtibulos. A outra extremidade, constituida pelas
subunidades Sp24 e Sp25, é necessaria para a ligagdo ao complexo Mis12 e a proteina
KNL-1, em levedura. Nos vertebrados, quer o complexo Mis12 quer o complexo CCNA
(Constitutive Centromere-Associated Network) influenciam a localizagdo, no cinetocoro,
do complexo Ndc80 (Cheeseman e Desai, 2008). Este complexo apresenta pouca
afinidade para se ligar aos microtibulos, isoladamente, mas ao associar-se ao complexo
Mis12 e a proteina KNL-1 a afinidade é sinergicamente aumentada. O facto da ligagéo
ocorrer por intermédio da subunidade Hec1/Ndc80 que contém um dominio homélogo de
calponina (CHD) aumenta a sua afinidade para os microtdbulos, in vitro. Todavia, se é
necessario nas células e como a porgao da haste e este dominio cooperam séo questées
que permanecem sem resposta exacta. Mutagbes pontuais existentes no dominio da
calponina implicam uma falha no alinhamento dos cromossomas (Sundin et al., 2011;
Tooley et al., 2011).

Actualmente, é consensual que a pe¢a fundamental na maquinaria das ligagdes
cinetocoros-microtibulos é o complexo KMN, necessario para o posterior recrutamento e
libertacdo dos componentes do checkpoint mitético (ver mais a frente) para e do
cinetocoro, e que a Aurora B fosforila componentes proteicos deste complexo para
regular a afinidade de ligagdo para os microtubulos (Civril e Musacchio, 2008). Apés
deplecéo do complexo Ndc80, os cinetocoros das células dos vertebrados s&o incapazes
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de recrutar, para o cinetocoro, um vasto nimero de proteinas, nomeadamente as
proteinas Zwint1, Rod, ZW10, dineina, dinactina, Mad1 e Mad2 (Miller et al., 2008) e a
inibicdo da sua fungéo resulta na perda da ligagao perpendicular estabelecida entre os
cinetocoros e os microtubulos, bem como dos movimentos dos cromossomas associados
a despolimerizagéo dos microttbulos (Emanuele et al., 2007).

Figura 7. Complexo KMN: interface de ligagcao entre os cinetocoros e os microtubulos. Os
componentes do complexo KMN (KNL-1, complexo Mis12 e complexo Ndc80) s&o conservados
em todo o reino eucariota. A associagéo entre o complexo Mis12 e a proteina KNL-1 gera um local
de ligagdo para o complexo Ndc80. Quer o complexo Ndc80 quer a proteina KNL-1 ligam-se,
directamente, aos microtubulos (Ruchaud et al., 2007b).

41. FusomITOTICO

A arquitectura do fuso mitético constituiu um dos principais factores mediadores
da interacgéo cinetocoros-microtubulos.

O primeiro passo na formagéao do fuso é separar as conexdes existentes entre os
dois centrossomas, que se comegam a separar, € a matriz de microtubulos existente
entre eles para formar os pélos do fuso (Stearns, 2001). Cada centrossoma & constituido
por dois centriolos, estruturas cilindricas formadas por nove tripletos de microtubulos,
posicionados ortogonalmente e envolvidos por uma matriz electrodensa designada de
material perinuclear (PCM). Este é formado por varias proteinas como componentes
reguladores e moléculas que medeiam o processo de nucleagdo dos microtubulos,

algumas associadas de forma permanente aos centrossomas como a y-tubulina, y-TuRC
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e a centrina. O centrossoma actua como um centro organizador dos microtibulos
(MTOC), funcionando como um ponto de ancoragem e de estabilizagéo, a partir do qual
estes elementos do citoesqueleto originam o futuro fuso mitético (Schatten, 2008).

Os microtubulos, estruturas tubulares com cerca de 25 nm de diametro, sdo um
dos constituintes filamentosos do citoesqueleto das células e os componentes estruturais
do fuso mitdtico. S&o formados por um heterodimero constituido por subunidades de a e
B tubulina, originando uma estrutura cilindrica de cerca de 13 protofilamentos alinhados
longitudinalmente (Cassimeris e Skibbens, 2003; Santaguida e Musacchio, 2009). Em
cada protofilamento, os dimeros formados por a- e 8-tubulina apresentam uma orientagéo
fixa, para a extremidade positiva (+) e negativa (-) respectivamente, conferindo-lhe
polaridade estrutural e funcional (Cheeseman e Desai, 2008, Santaguida e Musacchio,
2009). As proteinas motoras sdo capazes de reconhecer esta polaridade, determinando a
direcgdo do transporte (Hirokawa, 1998; Mallik e Gross, 2004).

Os microtibulos que compdem o fuso mitético sdo organizados numa estrutura
simétrica e fusiforme e, dependendo da posi¢cdo das suas extremidades (+), podem
dividir-se em trés classes: microtubulos cinetocorianos, interpolares e astrais (Figura 8)
(Kirsch-Volders et al., 1998). Os microtibulos cinetocorianos ligam os cromossomas aos
pélos do fuso, por ligacado lateral ou perpendicular ao cinetocoro (Hayden et al., 1990;
Rieder e Alexander, 1990). Formam um feixe, morfologicamente distinto, denominado de
K-fiber (fibra cinetocoriana) que permite o alinhamento dos cromossomas na placa
metafasica e, posteriormente, a segregag¢do das cromatidas irmds para originar as duas
células-filhas (Rieder e Salmon, 1998). Os microtibulos interpolares estendem-se desde
os pélos do fuso até a zona mediana onde formam um sistema interdigital que conecta os
dois pélos (Mastronarde et al., 1993). Os microtibulos astrais provém dos pélos do fuso e
irradiam-se para o citoplasma com as extremidades (+) interagindo com o cortex celular.
Estas interac¢Ges sdo importantes para a orientagdo do fuso mitético e para a citocinese
(Khodjakov e Rieder, 2001).
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Figura 8. Arquitectura do fuso mitético e diferentes tipos de microtubulos que o compdem,
nas células animais. A: arquitectura do fuso mitético - microtibulos (verde), cromossomas (azul),
cinetocoros (vermelho); B-D: trés classes de microtubulos com diferentes localizagdes (circulos
pretos), dinamicas (setas) e zonas de nucleagéo (azul). B: microtibulos cinetocorianos que
continuamente deslizam em direcgdo aos pélos (seta verde), polimerizam no cinetocoro e
despolimerizam nos pélos. Formam largos feixes e apresentam um tempo médio de vida mais
longo que as restantes duas classes de microtibulos; C: microtabulos néo cinetocorianos ou
interpolares nucleados por toda a parte do fuso mitético; D: microtubulos astrais nucleados a partir
dos centrossomas, nio deslizam e apresentam extremidades (+) dinamicas e extremidades (-)
fixas (Dumont e Mitchison, 2009).

4,2, CINETOCORO

Estudos ultra-estruturais realizados em microscopia electrénica de transmisséo
(TEM) permitiram distinguir, na regido centromérica dos cromossomas, a estrutura
proteica a que se designou de cinetocoro, cuja fung&o chave é constituir a interface das
ligagdes estabelecidas entre os microtibulos do fuso e os cromossomas. Actualmente,
estio identificadas cerca de oitenta proteinas nos humanos e, embora existam diferencas
entre os varios organismos estudados, a sua composi¢éo e organizagao é conservada
em todos os eucariotas. A ultra-estrutura do cinetocoro, dos vertebrados, revelou a
existéncia de uma organizagdo trilaminar estratificada, situada em locais opostos a
heterocromatina centromérica dos cromossomas mitéticos, adquirida ap6s a
desintegragdo do invélucro nuclear (Figura 9) (Brinkley e Stubblefield, 1966). A
heterocromatina centromérica é constituida pelo complexo CPC (Chromosome passenger
complex), que inclui as proteinas Aurora Bflpl1, Borealina, Survivina e INCENP,
envolvidas na correcgdo de ligages improprias instituidas entre os cinetocoros e os
microtubulos, a proteina CENP-B, a cinesina MCAK (Mitotic centromere-associated
kinesin) e o factor ICIS (Inner centromere Kinl stimulator) (Maiato et al.., 2004a).
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A camada mais profunda do cinetocoro, e imediatamente adjacente ao
centrémero, designa-se de lamina interna e consiste numa estrutura cromatinica
contendo nucleossomas e uma isoforma especializada da histona H3 (CENP-A),
proteinas auxifiares constitutivas, que compdem o complexo CCAN (Constitutive
centromeric-associated network) e sequéncias altamente repetitivas de ADN satélite. A
composicdo e organizacdo deste ADN permanecem um dos aspectos menos
compreendidos do cinetocoro animal. A proteina CENP-A € necessaria para o
recrutamento das proteinas da lamina interna, CENP-C, CENP-H e CENP-I/Mis6 e, sabe-
se, que é das primeiras proteinas a ligar-se durante a estruturagéo do cinetocoro (Maiato
et al., 2004a).

A lamina externa é constituida, principalmente, por proteinas e, nos vertebrados,
contém cerca de vinte locais de ligagdo para as extremidades (+) dos microtubulos
cinetocorianos. A regido ultraperiférica do cinetocoro forma uma coroa fibrosa
visualizada, por microscopia electrénica convencional, geralmente, apenas na auséncia
de microtibulos. E composta por uma rede dinamica de componentes efectivos e
transitorios envolvidos no checkpoint mitético e na regulagéo da ligagdo e comportamento
dos microttbulos (Chan et al., 2005; Maiato et al., 2004a).

A nivel molecular, a composigdo do cinetocoro em varios organismos estudados,
anuncia a existéncia de um numero surpreendente de proteinas, levando a dificuldade
em descrever, de uma forma linear simples, os dados obtidos até entdo. No entanto,
evidéncias moleculares apoiam a existéncia de uma ordem temporal para o seu
surgimento no cinetocoro que reflecte, de certa forma, uma relagdo hierarquica entre
elas. Algumas proteinas, como a CENP-F, uma proteina da lamina externa, surge entre a
fase G2 tardia e o inicio da profase, enquanto outras como a CENP-E e a dineina, ndo
surgem até se assistir a quebra do invélucro nuclear (Chan et al., 2005).

A identificagdo de multiplos subcomplexos conservados incentivou a procura das
suas fungdes e das contribuicbes para diferentes processos, como a monitorizagéo das
ligagdes estabelecidas entre os cinetocoros e os microtibulos que previnam a entrada
em anafase na presenga de cinetocoros livres e assegurem a fidelidade da segregagéo
cromossémica, a propria estruturagdo do cinetocoro e a ligagdo dos microtubulos,
incluindo a formagéo de um ntcleo de ligagdo (Cheeseman e Desai, 2008).

As proteinas que compdem o cinetocoro podem ser agrupadas tendo em conta se
a sua concentragcdo permanece constante ou varia durante a mitose e se o seu turnover
varia rapida ou lentamente nos seus locais de ligagéo ao cinetocoro. As proteinas que
permanecem num nivel constante desde a profase até a anafase B incluem os elementos
constitutivos da lamina interna como as proteinas CENP-A, CENP-C, CENP-H e CENP-I
gue estdo ligados a cromatina associada ao cinetocoro, durante todo o ciclo celular, e os
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componentes estaveis da ldmina externa, como o complexo Ndc80, as proteinas KNL,
MIS e a CENP-F. Os componentes dindmicos, que alteram a sua concentragdo no
decurso da mitose, incluem os motores moleculares como a CENP-E (Yen et al, 1992) e
a dinefna/dinactina (Pfarr et al., 1990; Steuer et al., 1990) e as proteinas intervenientes
no checkpoint mitético (Mad1, Mad2, Bub1, BubR1, Bub3, Cdc20). Estas proteinas estéo
fortemente presentes nos cinetocoros, aquando da auséncia de microtubulos e reduzem,
significativamente, a sua localizagéo particularmente, na presenca de ligagbes estaveis
entre os cinetocoros e os microtdbulos (Hoffman et al., 2001). Contrariamente ao facto de
algumas proteinas serem depletadas dos cinetocoros quando estes estdo associados aos
microtubulos (Hoffman et al., 2001), outros componentes como EB1, APC e proteinas da
familia Ran (RanGap1 e RanBP2) s6 se localizam quando a ligacdo cinetocoro-
microtabulos ocorre (Maiato et al., 2004a; Salina et al., 2003; Tirnauer et al., 2002).

As fungées do cinetocoro incluem a ligagdo dos cromossomas a0s microtdbutos
do fuso, a activagdo da via de sinalizagdo (checkpoint mitético) que atrasa a progressao
ao longo do ciclo celular quando alguma anomalia é detectada e contribuiu para potenciar
o movimento dos cromossomas no fuso mitético (Maiato et al., 2004a).

INNER KINETOCHORE
FIBROUS (CORONA
Madl (O.C) RZZ complex CENP-F CLIP-1T0
Mad2 - Rouglr-denal (Rod) wp CLASPs
BubRl1 - Zest-white 10(ZiV10)  RanBP2 h-TOG
Bubd -Zwilch RanGAP EBL
Bubl Spmdly SPDL-1 PPL
MPE1 Dvnactin CRMI
APCC Dynein
£'dcl0 Lisl
CFNP-F
OUTFR KINFTOUHORY
CE ON MM network
] ENTR - KNT- 1/Spri0S/Rlinkin
HETEROCHRONATIN Mis12/Mitwl complex (Nuft, Nsll, Dsal)
Ch passege plex (CPCE L - Ndc80 complex (Nuf2, Spc24, 8pc28, Ndc30/Hec1)
-AuroraBIpll -Borealin Zwing-1
INCENP -Survivin MCBM21
MCAK CENP-B PEA
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Figura 9. Estrutura do cinetocoro. O cinetocoro, nas células animais, apresenta-se como uma
estrutura trilaminar constituida por uma i8mina interna, uma lamina externa e uma coroa fibrosa.
Cada uma das camadas contempla um determinado numero de proteinas agrupadas de acordo
com a sua fungdo. CENP: centromere protein, INCENP: inner centromere protein; CPC:
chromosome passenger complex; MCAK: mitotic centromere-associated kinesin; NPC: nuclear
pore compiex; APC/C: anaphase promoting complex/cyclosome; RZZ: Rod (rough deal)-Zw10
(zeste white10)-Zwilch complex; Ska1-3: spindie and kinetochore-associated proteins; Bub1-
BubR1-Bub3: budding uninhibited by benzimidazole, Mad1-Mad2: mitotic-arrest deficient; Cdc20:
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cell division cycle 20, CLASP: CLIP-associating protein; CLIP170: cytoplasmic linker protein-170;
EB1: end-binding protein-1, LiS1: lissencephaly-1; Mps1: multipolar spindle-1; PLK1: polo-like
kinase-1, RanBP2: Ran-binding protein 2, RanGAP: Ran-GTPase-activating protein; Zwint: Zw10
interactor.

4.3. CONGRESSAO E ALINHAMENTO DOS CROMOSSOMAS

A segregagdo das cromatidas irmds, durante a mitose, depende,
fundamentalmente, de forgas geradas pelos microtubulos que se ligam aos cinetocoros e
a sua fidelidade resulta da execugdo ordenada de um processo sequencial (Figura 10).
Inicialmente os cinetocoros interagem com a superficie lateral de um microtibulo
proveniente de um dos pélos do fuso mitético, com consequente transporte polar do
cinetocoro. A ligagdo lateral, até entdo estabelecida, & convertida numa ligagso
perpendicular (end-on), com o cinetocoro ligado as extremidades (+) dos microtibulos
cinetocorianos. Segue-se 0 momento em que o0s cinetocoros irmaos se ligam aos
microtibulos dos poélos opostos, assistindo-se ao processo de bi-orientagdo dos
cromossomas (Tanaka, 2010). Ao modelo amplamente aceite para explicar as
interacgbes estabelecidas entre os cinetocoros e os microtibulos foi atribuida a
designac@o de “Search and Capture” (Kirschner e Mitchison, 1986). Nas células dos
metazoarios, como os centrossomas se localizam fora do niicleo durante a interfase, os
microtibulos sé conseguem interagir com os cinetocoros apés a ruptura do invélucro
nuclear, no inicio da mitose (Tanaka, 2010). Dada a desintegracdo do invélucro nuclear,
que marca a transicdo da profase para a prometafase, os cromossomas ficam livres no
citoplasma tornando-se, agora, acessiveis aos microtibulos do fuso mitético. Estes, por
sua vez, sondam o citoplasma em varias direcgbes, através de episddios de
polimerizagdo e despolimerizagdo de forma a capturar os cromossomas. Esta
caracteristica exibida pelos microtibulos designa-se de instabilidade dinamica e define-
se, num nivel simples de descrigdo, como um mecanismo alternado de dois estados
reversiveis dos microtibulos — crescimento e retracgdo. Quando a transigdo ocorre no
sentido do crescimento para a retracgdo designa-se de catastrofe e, o contrario, de
‘rescue”. Este processo é dependente do consumo de energia, que provém da hidrolise
de uma molécula de GTP associada a cada dimero de tubulina (Cheeseman e Desai,
2008; Dumont e Mitchison, 2009; Gatlin e Bloom, 2010; Holy e Leibler, 1994, Mitchison e
Kirschner, 1984). Apesar dos monémeros de tubulina apresentarem a mesma estrutura
geral e os dois se ligarem a uma molécula de GTP, a a-tubulina liga-se de uma forma
irreversivel e ndo é capaz de hidrolisa-la, enquanto a B-tubulina a hidrolisa a GDP
(Downing e Nogales, 1998). Comparativamente a outras GTPases, a tubulina, mediante
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hidrélise de GTP, é capaz de alterar a sua conformagéo e, consequentemente, a
afinidade para os microtubulos, sendo que a configuragao GTP apresenta maior afinidade
relativamente 3 GDP. Durante o processo de polimerizagéo, o GTP proveniente da B-
tubulina que compde o heterodimero é hidrolisado e convertido a GDP, originando
microtiibulos menos instaveis, que rapidamente despolimerizam. No entanto, a presenca
de uma capa de GTP-tubulina associada & extremidade (+) dos microtubulos garante
estabilidade suficiente do protofilamento, que permita o crescimento (Dumont e Mitchison,
2009; Gatlin e Bloom, 2010; Howard e Hyman, 2009).

Um unico microtubulo proveniente do centrossoma é suficiente para iniciar o
alinhamento dos cromossomas despoletando um rapido movimento, em direcgao aos
pélos, dos cromossomas mono-orientados, apos a interacgdo lateral inicial do cinetocoro
com a superficie do microtdbulo (Maiato et al., 2004a; Rieder e Alexander, 1990). A
superficie lateral dos microtibulos providencia uma maior éarea de contacto,
comparativamente com as suas extremidades, contribuindo de uma forma mais efectiva
para um primeiro encontro com os cinetocoros (Tanaka, 2010). A proteina CENP-E,
associada ao cinetocoro desde a prometafase até a anafase, foi descrita como
interveniente no encontro inicial dos cinetocoros com o0s microtubulos (Cooke et al.,
1997). O movimento em direcgdo aos poélos &, particularmente, importante quando os
cinetocoros estdo afastados do fuso mitético sendo, provavelmente, desencadeado pela
actividade motora da dineina citoplasmatica (Sharp et al., 2000, Vaisberg et al., 1993;
Vaughan et al., 1996, Vorozhko et al., 2008; Yang et al., 2007b). A dineina citoplasmatica
desempenha varias fungbes durante a mitose, sendo recrutada para o cinetocoro através
do complexo RZZ [constituido pelas proteinas Rough-deal (ROD), Zeste-white 10
(ZW10), e Zwilch], via a proteina spindly (Barisic et al, 2010; Chan et al, 2009
Gassmann et al., 2008; Griffis et al, 2007, Karess, 2005, Starr et al.,, 1998).
Isoladamente, a dineina apresenta uma capacidade motora diminuta e, como tal, liga-se
a outras proteinas acessérias como o complexo dinactina que activa e potencia a sua
fungéo, in vivo, como motor molecular (Bader e Vaughan, 2010; King e Schroer, 2000). A
sobreexpressdo de uma subunidade do complexo dinactina, a dinamitina (p50), provoca
ruptura da integridade da dinactina e, & usada para inactivar a proteina dineina
(Burkhardt et al., 1997, Echeverri et al., 1996). A proteina spindly foi descrita, por Griffis et
al., como necessdria ao recrutamento da dineina para o cinetocoro, sendo que a sua
deplegdo provoca um fenétipo severo de ma segregagdo cromossomica (Chan et al,
2009; Griffis et al, 2007). Até entdo, as analises funcionais acerca da dineina
cinetocoriana eram realizadas mediante deplegdo dos componentes do complexo RZZ
(Civril e Musacchio, 2008).
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Quando a proximidade dos cromossomas ao centrossoma é consideravel, onde a
densidade de microtibulos é muito superior, a ligacdo lateral pré-estabelecida é
convertida numa ligagdo perpendicular tipicamente denominada de “end-on’, onde a
extremidade (+) dos microtubulos esta directamente inserida no cinetocoro (Odde, 2005;
Przewloka e Glover, 2009). Em C. elegans, o complexo RZZ e a proteina spindly/SPDL-1
foram referenciados como necessdrios para esta conversdo (Gassmann et al., 2008).
Também um complexo formado por trés proteinas, Ska1, Ska2 e Ska3, foi descrito, em
células de vertebrados, como interveniente no estabelecimento de ligagdes
perpendiculares cinetocoros-microtibulos (Gaitanos et al., 2009; Guimaraes e Deluca,
20089; Hanisch et al., 2006). As forgas de ejecgao polares, forcam os cromossomas mono-
orientados a mover-se em direc¢do a zona equatorial do fuso, um fendémeno designado
de congressdo cromossémica (Kops et al.). Além deste mecanismo, os cromossomas
mono-orientados, em células de metazoarios, podem ser transportados para a zona
equatorial, deslizando ao longo dos microtubulos ligados a cromossomas ja bi-orientados,
por intermédio da proteina CENP-E (Kapoor et al., 2006).

Um modelo proposto por Khodjakov et al., descreve um mecanismo alternativo
para o estabelecimento da ligagdo bipolar onde os microtibulos sdo nucleados a partir

dos cinetocoros, capturados e puxados para a regido centrossomica por intermédio de
interacgdes com os microtubulos do fuso mitético (Khodjakov et al., 2003; Kitamura et al.,
2010; Maiato et al., 2004b).

Figura 10. Processo de bi-orientacao dos cromossomas durante a prometafase. Apds a
desintegrag&o do invélucro nuclear, o cinetocoro € capturado pela superficie lateral do microtubulo
proveniente de um dos pélos do fuso mitético (A) resultando no transporte do cromossoma em
direcgdo a esse pélo (seta). A elevada densidade de microtibulos perto do pélo contribuiu para a
maturagdo da ligacao lateral, inicialmente estabelecida, numa ligagédo do tipo “end-on”, com os
cinetocoros ligados & extremidade (+) dos microtibulos (B). As forgas de ejecgdo polares efou o
deslizamento ao longo dos microtiibulos j& ligados ao cinetocoro do cromossoma bi-orientado
conduz o cromossoma mono-orientado em direcgéo a placa metafasica (C), resultando na sua bi-
orientagéo (D).
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4.4, ERROS DE LIGACAO E MECANISMOS DE CORRECCAO

Na metafase, os cromossomas encontram-se bi-orientados, com cada cinetocoro
irm&o ligado, exclusivamente, aos microtubulos que provém de pélos opostos do fuso
mitético. Esta configuragdo, designada de ligagdo anfitélica, & a tnica que garante uma
correcta segregacao das cromatidas-irmas entre as duas células filhas, durante a anafase
(Tanaka, 2005; Tanaka, 2008). Contudo, durante a transicdo de prometafase para
metafase, alguns cromossomas podem atrasar-se na ligagdo aos microtubulos ou ligar-se
de forma incorrecta (Cheeseman e Desai, 2008). Este facto, aliado a natureza estocastica
das interacgbes entre os cinetocoros e 0s microtGbulos, ao posicionamento dos
cromossomas apos a desintegragdo do invélucro nuclear, bem como a geometria dos
cinetocoros irmaos relativamente aos microtibulos, faz deste um processo propenso a
erros de ligagdo, existindo trés possibilidades de conexdes incorrectas: a ligagao
monotélica, a sintélica e a merotélica (Figura 11) (Chan et al., 2005; Tanaka, 2008).

A ligagdo monotélica ocorre quando um dos cinetocoros esta ligado aos
microttibulos de um dos pélos do fuso mitdtico, enquanto o outro permanece livre. E
frequente no inicio da mitose e, geraimente, trata-se de uma configuragdo normal no
inicio da prometafase. A ligagéo sintélica tem lugar, embora raramente, quando os dois
cinetocoros irmaos estdo ligados aos microtibulos provenientes do mesmo pélo. Quer a
ligagdo monotélica quer a sintélica activam o mecanismo de checkpoint mitético, devido a
reduzida tensdo existente entre os cinetocoros irmaos e sdo, geralmente, corrigidos e
convertidos numa configuragdo anfitélica. Quando um dos cinetocoros esta ligado aos
microtGbulos dos dois pélos do fuso, designa-se & ligagéo estabelecida de merotélica e
acontece, com frequéncia, no inicio da prometafase. Este tipo de ligagdo nao interfere
com o alinhamento dos cromossomas durante a prometafase € nem sempre & detectada
pelo checkpoint mitético. Contudo, raramente causam ma segregagdo cromossomica
pois, geralmente, s&o corrigidas antes do inicio da anafase através de um mecanismo
dependente da actividade da proteina cinase Aurora B (Kelly e Funabiki, 2009; Tanaka,
2005; Tanaka, 2008).

A tensdo exercida entre os cinetocoros irméos contribui para a detecgéo e
correcgdo das ligagdes sintélicas e merotélicas. Numa ligagdo anfitélica, os cinetocoros
irmaos estdo sob tensao, resultante das forcas exercidas sobre os microtubulos do fuso
em direcgdes opostas. Nicklas et al., sugeriram que a tensdo mecanica ao nivel dos
cinetocoros aumenta a ocupacdo dos locais de ligagdo aos microtibulos, contribuindo
para o estabelecimento de ligagdes cinetocoro-microtubulos estaveis (King e Nicklas,
2000 Nicklas et al., 1995). E amplamente aceite que a tens&o é o sinal que distingue
diferentes estados de ligagdo dos cinetocoros irméos e que a cinase Aurora B (Ipl1 em
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levedura) actua como sensor de tensao corrigindo as ligagées incorrectas ao destabiliza-
las (Kelly e Funabiki, 2009; Liu e Lampson, 2009). Localizada no centréomero, regula as
interacgbes cinetocoros-microtibulos através da fosforilagdo do complexo Ndc80 e da
cinesina MCAK (Ruchaud et al., 2007a). Um modelo de separagédo espacial foi proposto
para tentar explicar de que forma a tensdao medeia a correc¢éo de ligagdes incorrectas
pela Aurora B (Tanaka et al., 2002). A baixa tensdo experimentada pelos cinetocoros
ligados de forma sintélica aos microtibulos e a tensdo desequilibrada resultante de uma
ligagdo merotélica localizam os cinetocoros perto de um pico da actividade cinase da
Aurora B, que liberta os microtiibulos como consequéncia da fosforilagido do complexo
Ndc80 e da cinase MCAK. A fosforilagdo do complexo Ndc80 diminui a sua afinidade
para os microtibulos, enquanto a fosforilagdo da cinase MCAK catalisa a
despolimerizacdo das extremidades dos microtibulos (Cheeseman et al., 2006; Lan et
al., 2004). A destabilizagao selectiva das ligagbes incorrectas providencia uma nova
oportunidade para a bi-orientagdo. Esta condigdo aumenta a distancia entre os
cinetocoros e o centrémero, devido as forgas opostas exercidas pelos microtibulos do
fuso. Consequentemente, a Aurora B torna-se, espacialmente, separada dos seus
substratos e as ligagdes sdo estabilizadas. No modelo de separagio espacial, uma
fosfatase constitutivamente activa, como a PP1 (proteina fosfatase 1) desfosforila os
substratos da cinase Aurora B, permitindo uma rapida re-ligagéo (Liu e Lampson, 2009).
Outros modelos sdo possiveis para os mecanismos pelos quais a proteina Aurora B
regula as ligagdes cinetocoros-microtibulos, sublinhando a necessidade de clarificar a
natureza molecular do processo através do qual as ligages incorrectas sdo detectadas e
corrigidas (Kelly e Funabiki, 2009; Liu e Lampson, 2009).

Figura 11. Bi-orienta¢cdo e erros de ligagdo entre os cinetocoros e os microtlbulos. (A)
Numa ligagéo anfitélica, os cinetocoros irmaos estao correctamente ligados aos microtubulos
provenientes dos pélos opostos do fuso mitético, levando a bi-orientagéo dos cromossomas. (B)
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Numa ligagdo do tipo sintélica, os cromossomas encontram-se mono-orientados, com os dois
cinetocoros irmaos ligados aos microtubulos emanados do mesmo pélo. (D) Numa ligagao
merotélica, um dos cinetocoros irmaos esta ligado, simultaneamente, aos microtubulos
provenientes dos dois pélos, estando o cromossoma incorrectamente bi-orientado.

5. OBJECTIVOS

O presente trabalho tem como objectivos estudar: 1) o papel da dineina na ligagéo
cinetocoro-microtibulos e na congressdo dos cromossomas, recorrendo a deplegéo
directa da dineina, por RNAI, e & sua deslocalizagéo do cinetocoro por deplegdo da
proteina spindly e 2) a relagéo funcional entre a dineina e as proteinas do checkpoint
mitético, especificamente a proteina Bub3, na regulacdo das interacgbes cinetocoro-
microtubulos.

A dineina citoplasmatica é uma proteina motora com direcgdo a extremidade
menos dos microtubulos. A nivel estrutural, é constituida por duas cadeias pesadas
(DHC), com actividade motora, e varias subunidades ndo cataliticas designadamente,
cadeias intermediarias (DIC), leves intermediarias e cadeias leves (Kardon e Vale, 2009,
Liang et al, 2007). Esta envolvida em fungdes celulares que implicam movimento
dependente dos microtibulos como, por exemplo, na mitose, migragéo celular e
transporte de organelos e de proteinas (Hirokawa et al., 1998; Karki e Holzbaur, 1999;
Vallee et al., 2004). E uma das varias proteinas motoras essenciais para a mitose nas
células animais. Durante a mitose, a dineina encontra-se localizada nos pélos do fuso
mitético e no cértex celular, envolvida na formagéo do fuso e a sua orientacgéo,
respectivamente (Busson et al., 1998, O'connell e Wang, 2000, Pfarr et al., 1990; Steuer
et al., 1990). Uma fracgdo da dineina localiza-se nos cinetocoros livres e desloca-se para
os pélos apds a ligagdo destes aos microtubulos. Esta dineina cinetocoriana esta
implicada nas fases iniciais da bi-orientagdo, mediando a ligagdo tangencial dos
microtabulos aos cromossomas durante a prometafase e no transporte destes aos poblos,
promovendo assim as ligagdes end-on. Tem sido sugerido um papel directo da dineina no
estabelecimento das ligagdes end-on (Li et al., 2007; Yang et al., 2007b). No entanto, os
estudos que sugeriram esta fungdo da dineina cinetoriana basearam-se na
deslocalizaggo da dineina do cinetocoro, através da deplegéo das proteinas associadas
(Chan et al., 2000; Gassmann et al., 2008; Griffis et al., 2007, Kops et al., 20053,
Stehman et al., 2007; Yang et al., 2007b) ou na inibigdo da sua actividade (Howell et al.,
2001). No entanto, fica por esclarecer se tal funcéo se verifica na auséncia da dineina,
justificando assim o primeiro objectivo deste trabalho.

Adicionalmente & sua fungdo na sinalizagdo do checkpoint mitético, algumas
proteinas participam na promogéo e/ou manutencdo das ligagdes bipolares entre os
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cinetocoros e os microtibulos. Destacam-se as proteinas Bub3, Bub1 e BubR1 que
formam parte do complexo MCC, descrito anteriormente. Ditchfield et al. foram os
primeiros a descrever a existéncia de uma dupla fungdo para a proteina BubR1, no
mecanismo de checkpoint mitético e nas interacgdes cinetocoros-microtubulos (Ditchfield
et al., 2003). Com recurso ao RNA de interferéncia verificaram que a cultura transfectada
com siRNAs contra a proteina BubR1 exibia prometafases com cromossomas
posicionados ao longo do comprimento do fuso mitético em vez de alinhados na placa
metafasica. Subsequentemente, num estudo em Xenopus, foi demonstrada a interacgdo
da proteina BubR1 com duas proteinas associadas as extremidades (+) dos microtubulos
— APC e EB1 - providenciando uma possivel ligacdo para a formagdo das ligagdes
estaveis cinetocoros-microtiibulos (Zhang et al., 2007). Outros estudos demonstraram
que a perda da proteina Bub1 compromete a formagdo das ligacées end-on levando a
uma acumulagio das ligagées laterais entre os cinetocoros e os microtibulos (Gillett et
al., 2004; Meraldi e Sorger, 2005). Igualmente com recurso a técnica de RNA de
interferéncia, foi demonstrado que a deplegdo da proteina Bub3 compromete o
alinhamento, na placa equatorial, de uma fraccdo significativa de cromossomas e que o
fenétipo observado se deve ao incorrecto estabelecimento das ligagbes cinetocoros-
microttbulos (Logarinho et al., 2008). Em semelhanca com as proteinas BubR1 e Bub1, a
proteina Bub3 demonstrava, assim, ter uma participagdo activa na promocao das
ligacbes correctas cinetocoros-microtubulos além do seu papel na sinalizagdo do
checkpoint mitético. O mesmo estudo demonstrou a importancia das proteinas Bub3 e
Bub1 no estabelecimento das ligagbes perpendiculares e da proteina BubR1 na sua
manutencao e estabilidade (Logarinho e Bousbaa, 2008; Logarinho et al., 2008).

Todavia, € provavel que o papel das proteinas do checkpoint mitdtico na ligagéo
cinetocoro-microtibulos, em vez de ser directo, envolva uma relagéo funcional com as
proteinas da maquinaria da ligagdo. Assim, o segundo objectivo do trabalho visa elucidar
este aspecto, incidindo na relagao funcional entre as proteinas Bub3 e dineina. O facto de
ter sido descrita a existéncia de uma interacgao entre a proteina dineina, especificamente
uma cadeia leve (DYNLT3), e a proteina Bub3 e de ambas proteinas estarem envolvidas
nas interacgbes cinetocoros-microtibulos (Lo et al., 2007), orientou a nossa escolha
destas proteinas. Pretende-se, entdo, proceder a uma anélise compreensiva da relagdo
funcional na ligagdo cinetocoro-microtibulos entre a Bub3 e a dineina, através da
caracterizagdo do fenétipo resultante da deplegéo, individual e em simultaneo, das duas
proteinas, no contexto da deplecdo da dineina por RNAi e no contexto da sua
deslocalizagéo do cinetocoro por deple¢éo da proteina spindly.
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De forma a responder aos objectivos inicialmente propostos foi delineado um
desenho experimental abaixo representado.

Cultura Ceiular

Tratamento de lamelas
com Poli-L-lisina

RNAi e Transfecgao

Verificagao da eficacia Caracterizagio do
da transfeccao

Fenotipo

Imunofluorescéncia Imunofluorescéncia
Western-Blotting Determinagao do indice
| Mitotico

Quantificagéo de
pardmetros mitéoticos

Recovery

Cold Treatment

Distancia
inter-cinetocoros

gReal-Time PCR

Aquisigao e tratamento
de imagens

Analise Estatistica
dos resultados

Figura 12. Representagio esquematica do desenho experimental delineado.
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1. CULTURA CELULAR

1.1. LINHA CELULAR E CONDIGOES DE CULTURA

Utilizou-se, para o presente estudo, a linha celular HelLa derivada do carcinoma do
colo do utero (Faculdade de Farmacia da Universidade do Porto). Recorreu-se, também,
a uma linha estavel de HelLa que expressa a GFP-Bub3 (Centro de Investigagdo em
Ciéncias da Saliide/CESPU).

A linha celular HelLa foi crescida em frascos de cultura de 25 cm? (Orange
Scientific) em meio Dulbecco’s Modified Eagle Médium, DMEM, contendo Glutamina
(PAA, The Cell Culture Company) e suplementado com 10% (v/v) de Soro Bovino Fetal
(FBS) e 1% (v/v) de antibiético-antimicético — 100U/mL de Penincilina-G, 100mg/mL. de
Estreptomicina (GIBCO, Invitrogen). Adicionalmante, a linha estavel de HeLa GFP-Bub3,
foi suplementada com 50 mg/mL de G418 (GIBCO, Invitrogen). As células foram
mantidas, em monocamada e em crescimento exponencial, numa incubadora (Hera Cell
Incubator, Heraeus), a uma temperatura constante de 37°C e numa atmosfera himida,
com 5% de CO..

Todos os procedimentos que envolveram manipulacao celular foram realizados
numa Camara de Seguranga Biolégica Nivel Il (Telstar, Bio-IIl-A/P).

1.2. SUBCULTURA

A subcultura possibilitou a manutengdo do crescimento celular de forma
exponencial e favoravel, sem que as celulas atinjam uma confluéncia que inviabilizasse a
sua utilizagdo em procedimentos experimentais, em condicdes optimas. Foi realizado
semanalmente, duas a trés vezes, quando as células apresentavam uma confluéncia na
ordem dos 80%.

Apbs observagdo do estado da cultura celular, ao microscépio invertido (Olympus,
CK X 41), removeu-se o meio de cultura e lavou-se a monocamada de células, aderentes
a base do frasco, com uma solugéo isosmoética salina — PBS (147 mM NaCl; 2,7 mM KCl;
1 mM CaCl,; 0,5 mM KH,POy; 3,2 mM Na,HPO, e 5,5 mM Glucose;, pH 7,4). Incubou-se
com 0,25% (m/v) de Tripsina-EDTA 1x (GIBCO, Invitrogen), durante, aproximadamente,
2.5 minutos, a 37°C. Observou-se, ao microscopio, o completo destacamento das células
e interrompeu-se a acgdo enzimatica da Tripsina com a adigao de meio completo DMEM.
Retirou-se 30 p! da suspenséo celular e adicionou-se 30 pl do corante de exclusdo 0,4%
(viv) Trypan Blue (Sigma). Procedeu-se a contagem das células numa camara de
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Neubauer e determinou-se a densidade celular. A densidade celular é calculada pela
divisdo entre o nimero de células contadas e o nimero de quadrantes, multiplicada pelo
factor de diluicéo (2) e pela constante de conversdo (10*). Num novo frasco de cultura de
25 cm?, colocou-se 5 mL de meio completo DMEM e a quantidade de células necessaria
para uma concentragao final de 0,08x10° células/mL (4 dias) ou 0,16 x10° células/mL (3
dias).

Todas as solugdes utilizadas foram previamente aquecidas, num banho-maria, a
37°C (Precisterm).

1.3. CONGELAMENTO DE LINHAS CELULARES

Procedeu-se ao destacamento das células, do modo acima descrito, e
centrifugou-se a suspensao celular obtida a 1000 rpm, durante 5 minutos. Descartou-se o
sobrenadante e ressuspendeu-se o sedimento em meio de congela¢cdao — meio DMEM
com 10% (v/v) de DMSO (Invitrogen). Transferiu-se a suspensdo para um criotubo e
colocou-se em Isopropanol durante, aproximadamente, 6 horas, a -80°C para um
arrefecimento gradual (1°C/minuto). Armazenou-se o criotubo em azoto liquido.

1.4. DESCONGELAMENTO DE LINHAS CELULARES

Aqueceu-se, rapidamente, o criotubo em banho-maria a 37°C. Transferiu-se,
cuidadosamente, a suspensao celular descongelada para um frasco de cuitura de 25 cm?
contendo meio completo DMEM pré-aquecido. Incubou-se, no minimo, durante 6 horas, e
renovou-se 0 meio de cultura.

2. TRATAMENTO DE LAMELAS COM POLI-L-LISINA

A finalidade deste procedimento foi promover a aderéncia das células ao vidro,
evitando uma perda significativa de células, especialmente mitéticas, nos procedimentos
experimentais subsequentes.

Colocaram-se lamelas 22x22 mm num gobelé contendo uma solugédo de HCl 1M e
deixou-se a incubar, durante 16 horas, a 56°C. Arrefeceu-se a solugdo, a temperatura
ambiente, durante 1 hora. Lavaram-se as lamelas com agua destilada (5 vezes) e,
seguidamente, com agua bidestilada (5 vezes). Mergulhou-se as lamelas em Etanol a
100% (reutilizavel para um passo subsequente), retirou-se da solugdo e limpou-se, em
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papel, uma de cada vez. Dividiram-se as lamelas por caixas de Petri e verteu-se, de
forma a cobri-las totalmente, uma solugéo a 500ug/mL de Poli-L-Lisina (Sigma). Colocou-
se numa incubadora, com agitagdo rotativa, durante 1 hora. Recolheu-se a solugéo de
Poli-L-Lisina e procedeu-se a lavagem das lamelas em agua destilada e bidestilada (6
vezes cada). Mergulhou-se as lamelas, novamente, em Etanol a 100% (reservado
anteriormente). Retirou-se da solugdo e limpou-se, delicadamente, cada uma das
lamelas. Distribuiu-se por caixas de Petri secas, selou-se com parafilme e guardaram-se
as caixas devidamente identificadas.

3. RNA DE INTERFERENCIA E TRANSFECGAO

A técnica de RNA de interferéncia (RNAI) foi utilizada para possibilitar a deplegao,
das proteinas Bub3, dineina e spindly. Para tal, recorreu-se a utilizacao de
oligonucledtidos especificos de RNA (siRNAs), com cerca de 20-25 nucleétidos, dirigidos
contra a sequéncia de mRNA do gene alvo. Os oligonucledtidos empregues, siBub3,
siDHC e siSpindly, foram obtidos comerciaimente (SantaCruz Biotechnology) e
optimizadas as concentragdes a utilizar de cada um de forma a potencializar a eficacia do
silenciamento génico.

As células foram cultivadas em placas de 6 pogos (Orange Scientific), contendo
lamelas de 22x22 mm tratadas com Poli-L-Lisina, com uma densidade de 0,045x10°
células/pogo e em meio DMEM sem antibiético. A transfeccéo foi realizada 24 horas apo6s
as células terem sido plaqueadas, apresentando uma confluéncia entre 30-50%.

Seguindo as instrugdes do fabricante, preparou-se uma mistura de meio Opti-
MEM | (GIBCO) com Oligofectamina (Invitrogen) para o numero de pogos a transfectar,
tendo em conta que por pogo a quantidade a adicionar & de 15 ul e de 3 ud,
respectivamente. Deixou-se actuar, durante 5 minutos, a temperatura ambiente,
promovendo a formagdo de micelas lipidicas que possibilitam a internalizagdo dos
siRNAs nas células. Preparam-se tubos correspondentes aos siBub3, siDHC,
siBub3/siDHC e siSpindly e em cada um colocou-se a quantidade necesséria de Opti-
MEM | (184,4 pl por pogo a transfectar), de siRNA (6,7 nM de siBub3/pogo, 13,3 nM de
siDHC/pogo e 13,3 nM de siSpindly/pogo) e da mistura preparada anteriormente (Opti-
MEM | e Oligofectamina) e deixou-se incubar durante 20 minutos. Adicionou-se, entéo, o
cocktail de transfecgdo aos respectivos pogos e passadas 24 horas substituiu-se o meio
de transfecgdo por meio DMEM completo. Os resultados da transfecgao foram avaliados
72 horas mais tarde.
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O Opti-MEM I, o meio de transfecgdo e o meio DMEM completo foram aquecidos
a 37°C antes da sua utilizagdo e os siRNAs foram mantidos no gelo ao longo do
procedimento.

4. VERIFICAGAO DA EFICACIA DA TRANSFECGAO

Para avaliar a eficacia do silenciamento das proteinas Bub3, dineina e spindly, 72
horas apds se ter efectuado a transfecgdo, recorreu-se a trés métodos distintos,
imunofluorescéncia, Western-Blotting e gReal-Time PCR.

4.1. IMUNOFLUORESCENCIA

De acordo com a marcagéo a realizar foram adoptados dois métodos de fixacdo
diferentes. Para comprovar a deplegéo da proteina dineina as células foram fixadas em
Metanol a -20°C e, para verificar o silenciamento das proteinas Bub3 e spindly fixadas
com 2% (m/v) de Paraformaldeido em PBS (1x).

Na fixagdo com Metanol a -20°C recolheu-se, inicialmente, o meio de cultura dos
diferentes pogos e substitui-se por Metanol a -20°C, durante 45 minutos. Rehidratou-se
com uma solugdo TBST (0,15 M NaCl; 0,02 M Tris-Cl; 0,1% (v/v) Triton X-100), trés
vezes, 5 minutos. Seguiu-se o bloqueio com 2% (v/v) de BSA em TBST (1x), durante 10
minutos. Incubou-se com o anticorpo primario respectivo (Tabela 1), diluido em solugédo
de bloqueio, durante 90 minutos. Lavou-se, trés vezes, durante 5 minutos em TBST (1x)
e incubou-se com o anticorpo secundario (Tabela 1), 60 minutos. Efectuou-se,
novamente trés lavagens em TBST (1x) e montou-se as lamelas, sobre laminas de vidro,
com 6-8 pl de Vectashield (Vector) contendo 0,5 ug/iml de DAPI (Sigma).

Na fixagdo com 2% (m/v) de Paraformaldeido em PBS (1x), recolheu-se o meio de
cultura dos diferentes pocos e substitui-se por 2% (m/v) de Paraformaldeido em PBS
(1x), preparado de fresco, durante 12 minutos. Lavou-se, trés vezes, com PBS (1x),
durante 5 minutos cada. Procedeu-se a extracgéo utilizando-se uma solugdo de 0,2%
(v/v) de Triton X-100 em PBS (1x) durante 7 minutos, a temperatura ambiente e lavou-se
em PBS (1x), trés vezes, durante 5 minutos. Procedeu-se ao bloqueio das reacgdes
inespecificas com 10% (v/v) de FBS numa solugéo salina de PBST 1x (137 mM NaCl, 2,7
mM KCI, 6,4 mM K3HPO4, 1 mM NaHPO4, 0,05% de Tween20, pH 7.2), durante 30
minutos. Sem lavar, incubou-se com os anticorpos primarios (Tabela 1) diluidos em 5%
(viv) de FBS em PBST (1x), durante 60 minutos. Seguiram-se trés lavagens, de 5
minutos cada, em PBST (1x) e incubou-se com os anticorpos secundarios (Tabela 1),
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novamente, durante uma hora. Lavaram-se as lamelas duas vezes durante 5 minutos
cada, em PBST (1x) e uma ultima vez em PBS (1x). Procedeu-se a montagem das
tamelas, como descrito acima.

Tabela 1. Anticorpos primarios e secunddrios usados na técnica de imunofluorescéncia, para
comprovagao do silenciamento das proteinas Bub3, dineina e spindly. Os anticorpos Human anti-
CREST e Mouse anti-DIC foram utilizados na fixagéo com Metanol a -20°C e os restantes
anticorpos na fixagao com 2% (m/v) de Paraformaldeido em PBS (1x).

[E= s En e a RSN
Human anti-CREST 1:1500 Oferta E. Bronze, IBMC, Porto, Portugal
Mouse anti-DIC 1:1000 Sigma
Primarios  Mouse anti-BUBR1 1:600 Chemicon
Rabbit anti-a-tubulina 1:100 Abcam
Mouse anti-spindly 1:600 Sigma

Alexa 568, anti-human
Alexa 488, anti-mouse
Secundarios Alexa 568, anti-mouse  1:1500 Molecular Probes
Alexa 568, anti-rabbit
Alexa 488, anti-rabbit

4.2. WESTERN-BLOTTING

Esta técnica foi utilizada para comprovar deplegéo da proteina Bub3, na linha
estavel de HelLa que expressava GFP-Bub3.

A primeira etapa consistiu na preparagao e quantificagdo de extractos proteicos.
Inicialmente recolheu-se o meio de cultura para um tubo falcon de 15 mL e lavaram-se as
células controlo e transfectadas com PBS, seguindo-se o destacamento com tripsina.
Procedeu-se a uma centrifugagdo da suspens&o celular obtida, a 4000 rpm, durante 5
minutos numa centrifuga refrigerada a 4°C (Biofuge Primo R, Heraeus). Desprezou-se 0
sobrenadante e ressuspendeu-se o sedimento em 150 pl de tampao de lise (50 mM Tris-
Cl, pH7,5; 300 mM NaCl; 0,5% (viv) Triton-X 100; 1 mM EDTA,; inibidores de proteases).
Submeteu-se a suspensao celular a uma passagem continuada através de uma seringa,
para promover a lise e incubou-se, no gelo, durante 20 minutos. Centrifugou-se a 13000
rom, durante 5 minutos, a 4°C. Uma porcdo do sobrenadante foi utilizada para a
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quantificagéo, subsequente, das proteinas e o restante armazenado a -80°C para os
ensaios de Western-Blotting. A quantificagdo das proteinas foi efectuada com recurso ao
kit BCA™ Protein Assay (Pierce Biotechnology, Inc.), segundo instrugdes do fabricante. O
reagente de trabalho foi preparado misturando 50 partes do reagente A para 1 parte do
reagente B.

Para os ensaios de Western-Blotting utilizou-se 20 ug dos extractos proteicos
ressuspensos em tampao de amostra (6x: 2% (m/v) SDS; 80 mM Tris pH 6,8; 10% (v/v)
Glicerol; 0,002% (m/v) Azul Bromofenol), contendo inibidores de proteases (Sigma
cocktail).

Os extractos celulares foram corridos, num aparelho electroforético Mini-Protean®
3 (BioRad) num gel de gradiente com 6-10% de acrilamida e transferidos, seguidamente,
para uma membrana de nitrocelulose (Whatman), embebido em tampé&o de transferéncia
(192 mM Glicina; 25 mM Tris-Base; 20% (v/v) Metanol; pH 8,3) num sistema de blotting
semidry (Hoefer). A membrana foi bloqueada em TBST (50 mM Tris, pH 8,0; 150 nM
NaCl; 0,05% Tween-20) com 5% (m/v) de leite em p6 magro, & temperatura ambiente e
com agitago suave. Seguiu-se a incubagdo com os anticorpos primarios mouse anti-
Bub3 (1:750, BD Biosciences) e rabbit anti-a-tubulina (1:1500, Abcam), diluidos em TBST
com 1% (m/v) de leite em p6é magro, durante 60 minutos, & temperatura ambiente e com
agitagéo suave. Depois de lavada, durante 10 minutos, com TBST com 1% (m/v) de leite
em po magro incubou-se a membrana com os anticorpos secundarios conjugados com
horseradish peroxidase (anti-mouse 1:1500, Vector e anti-rabbit 1:1500, Sigma). Lavou-
se a membrana duas vezes em TBST com 1% (m/v) de leite em pé magro, durante 5
minutos cada e uma vez em TBS (50 mM Tris, pH 8,0; 150 nM NaCl). As proteinas foram
detectadas por ECL (100 mM Tris pH 8,5, 90 mM Acido Comarico; 100 mM Luminol;
0.5% (viv) H,0,) e reveladas em filmes Kodak (Sigma), num revelador automatico.

4.3. QRT-PCR: QUANTITATIVE REAL-TIME POLYMERASE CHAIN REACTION

O qReal-Time PCR foi utilizado para avaliar a deplegdo das proteinas Bub3 e
dineina, ao nivel do mRNA.

4.3.1. Extraccao e Quantificagdo de RNA total

Para evitar a degradagdo do RNA devido & acgdo enzimatica das RNAses, todo o
material utilizado durante o procedimento de extracgéo foi previamente tratado com agua
0,01% (v/v) DEPC autoclavada, pulverizado com uma solugdo de 0,1 M NaOH e 1mM
EDTA e a area de trabalho com uma solugéo de 0,5 M NaOH, periodicamente.
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Retirou-se 0 meio de cultura dos pogos onde haviam crescido as células e
adicionou-se, rapidamente, 500 pl (1ml por cm?) do reagente PureZOL (BioRad). Deixou-
se a incubar, 5 minutos a temperatura ambiente, de forma a promover a lise das células e
simultaneamente a dissociagido completa dos complexos proteicos nucleares. Adicionou-
se 100 pl de Cloroférmio e agitou-se, vigorosamente, durante 15 segundos. Deixou-se a
incubar, 5 minutos & temperatura ambiente, com agitacdo periddica. Centrifugou-se a
12000 rpm, durante 15 minutos, a 4°C. Nesta etapa eram visiveis trés fases distintas (a
fase aquosa, a interfase e a fase organica), recolhendo-se a fase superior (aquosa) para
um novo tubo livre de RNAses, sem perturbar a interfase. A fase recolhida adicionou-se
250 pl de Alcool Isopropilico, homogeneizou-se cuidadosamente e deixou-se repousar
durante 5 minutos, a temperatura ambiente. Realizou-se nova centrifugagdo a 12000 rpm,
durante 10 minutos, a 4°C. Observou-se a presenga de um sedimento correspondente ao
RNA isolado e, ap6s descartar o sobrenadante, lavou-se com 500 pl de Etanol a 75%.
Centrifugou-se, uma ultima vez, a 7500 rpm, durante 5 minutos, a 4°C. Rejeitou-se 0
sobrenadante e deixou-se secar o sedimento durante, sensivelmente, 5 minutos.
Finalmente solubilizou-se o sedimento em 20 pl de agua livre de RNAses. O RNA isolado
foi divido em aliquotas e armazenado a -80°C.

A determinagdo da concentragdo do RNA (ng/ul) extraido foi efectuada por
medicdo da densidade optica, a 260 nm, utilizando o espectrofotometro NanoDrop
(Thermo Scientific).

Para aferir acerca da integridade do RNA obtido, avaliou-se a razao da
absorvancia medida a 260 e 280 nm, correram-se as diferentes amostras num gel a 1%
(m/v) de Agarose em TAE (1x) e observou-se no transiluminador (BioRad).

4.3.2. Desenho dos Primers

Os primers foram desenhados recorrendo a programas bioinformaticos
especificos — Beacon Designer versao 7.2 e PeriPrimer versdo 1.1.14 (Tabela 2) e
sintetizados pela empresa STABvida (Oeiras, Portugal).

A escolha dos primers (Forward e Reverse) a utilizar para a amplificagéo dos
genes pretendidos — GAPDH, Bub3 e DHC é um parametro crucial para se obter a
méxima eficiéncia de reacgdo. Assim, seleccionaram-se os primers tendo em conta as
seguintes caracteristicas: tamanho compreendido entre 18-25 bases, a quantidade de
guaninas e citosinas (G/C) entre os 45.55%, as temperaturas de fusdo dos pares de
primers o mais préxima possivel e compreendida entre 50°C e 70°C, o tamanho dos
fragmentos a amplificar de 80-200bp e, ainda, a preferéncia por primers que se
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localizassem na jun¢éo de exdes (Marshall, 2004) de modo a evitar a amplificagdo do
ADN gendmico.

Os primers foram diluidos para uma concentragao final de 10 yM e para cada par
realizou-se um PCR utilizando como template o0 RNA total extraido de células Hela, com
a finalidade de confirmar a especificidade e temperatura de emparelhamento dos primers,
bem como a auséncia de amplificagdo de ADN gendmico.

Tabela 2. Sequéncia oligonucleotidica dos primers utilizados para a amplificacdo dos genes
GAPDH, Bub3 e DHC.

Sequéncia de Oligonucleétidos

ST Forward 5-ACAGTCCAGCCGCATCTTC-3'
Reverse 5-GCCCAATACGACCAAATCC-3'
Forward 5-GTGTTGGTGTGGGACTTACG-3'
Bub3 Reverse 5-GCTTAATACATAACCCTGCTTG-3'
e Forward 5-CGTTAATTGGGTTGTTTCTGAG-3'
Reverse 5-TCCACACTTCTCTTATCTGCT-3'

4.3.3. Sintese de cADN

A sintese de cADN, a partir dos RNAs totais extraidos, foi realizada com recurso
ao kit iScript cADN Synthesis Kit (BioRad). A mistura de reacgao foi constituida por 4 pi
de iScriptT Reaction Mix 5x, 1 yl de iScriptT Reverse Transciptase, 1 ug de RNA e H,O
Nuclease Free, de modo a perfazer um volume total de 20 uyl. O programa de PCR
seleccionado compreendeu 5 minutos a 25°C, 30 minutos a 42°C e 5 minutos a 85°C.
Terminada a sintese de cADN as amostras foram armazenadas a -20°C.

Os cuidados necessarios durante a preparagédo da reaccdo de sintese foram os
mesmos empregues durante a extracgdo do RNA.

4.3.4. PCR quantitativo em tempo real

As reacgbes para o PCR quantitativo em tempo real foram preparadas de acordo
com o kit iQ™ SYBR® Green Supermix (BioRad), utilizando-se um volume final de 25 pl.
O cADN sintetizado foi diluido numa propor¢éo de 1:10 e procedeu-se a amplificacao
utilizando-se o aparelho iQ Thermal Cycler (BioRad). Foi efectuada uma andlise em
triplicado para cada gene (Bub3, DHC e GAPDH), sendo realizada uma reac¢éo como
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controlo negativo de amplificagéo para cada primer (Non Template Control - NTC), onde
o GADN foi substituido por agua. O gene GAPDH foi utilizado como gene de referéncia
(housekeeping gene) na normalizagéo dos niveis de expressdo dos restantes genes,
visto ser um gene expresso constitutivamente de igual modo em todas as células
independentemente das condigdes experimentais. A normalizagdo dos niveis de
expressdo de cada um dos genes permitiu obter os valores de ACr para os genes Bub3 e
DHC com base no software do aparelho.

AC: = [C; gene X] - [Cr gene de referéncia]

Através da utilizagdo do mesmo software foi calculada a diferenca de expressao
entre a situagdo controlo e a situagdo de silenciamento, sendo esse parametro definido
por A(ACy).

A(AC) = ACy condigio experimental - ACy condigao controlo

No final do programa de PCR foi obtida a curva de fuso, pelo proprio aparelho,
que permitiu a avaliagéo da existéncia de produtos de PCR inespecificos. No caso de ter
ocorrido amplificagdo apenas dos produtos especificos de PCR sera visualizado um unico
pico no grafico de fuséo.

Posteriormente realizou-se uma electroforese em gel de agarose 1% dos produtos
de PCR com o objectivo de se avaliar a existéncia de um Unico produto de amplificagéo.

5. CARACTERIZAGAO DO FENOTIPO RESULTANTE DO SILENCIAMENTO

5.1. IMUNOFLUORESCENCIA

Em semelhanga com o descrito na secgdo da verificagéo da eficacia da
transfeccdo, o método de fixagdo utilizado diferiu consoante a marcagéo pretendida.
Utilizou-se a fixagdo com 2% (m/v) de Paraformaldeido em PBS (1x), procedimento ja
descrito, e com 4% (v/v) de Formaldeido em PHEM (1x).

Recolheu-se o meio de cultura dos diferentes pogos e substitui-se por PHEM 1x
(240 mM de Pipes; 100 mM de Hepes pH 7.0; 40 mM de EGTA; 16 mM MgSO,). Seguiu-
se a extracgao utilizando-se uma solugéo de 0,5% (v/v) de Triton X-100 em PHEM (1x).
Deixou-se actuar durante 3 minutos, a temperatura ambiente e removeu-se a solugéo.
Imediatamente a seguir foi colocado nos pogos a solugéo de fixagao de 4% (viv) de
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Formaldeido em PHEM (1x), durante 20 minutos. Efectuou-se uma lavagem em PBS
(147 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 1 mM CaCl,; 0,5 mM KH,PO,; 3,2 mM Na,HPQO, e 5,5 mM
Glucose; pH 7,4) e bloqueou-se com 10% (v/iv) de FBS em PBST (1x). O restante
procedimento foi igual ao ja descrito anteriormente. Os anticorpos utilizados estéo
enumerados na tabela 3.

Tabela 3. Anticorpos primarios e secundarios usados na técnica de imunofluorescéncia, para
analise do fendtipo resultante do silenciamento das proteinas Bub3, dineina e spindly. Os
anticorpos Human anti-CREST, Mouse/Rabbit anti-a-tubulina e Mouse anti-y-tubulina foram
utilizados na fixagdo com % (v/v) de Formaldeido em PHEM (1x) e os restantes anticorpos na
fixagdo com 2% (m/v) de Paraformaldeido em PBS (1x).

Human anti-CREST 1:1500 Oferta E. Bronze, IBMC, Porto, Portugal
Mouse anti-a-tubulina 1:2500 Sigma
Mouse anti-y-tubulina 1:1500 Sigma
Primarios  Mouse anti-BUBR1 1:600 Chemicon
Mouse anti-spindly 1:600 Sigma
Rabbit anti-a-tubulina 1:100 Abcam
Mouse anti-Mad2 1:200 Sigma

Alexa 488, anti-rabbit

Yl SRR TR0 L Gy Molecular Probes

Alexa 568, anti-mouse
Alexa 568, anti-human

5.2, DETERMINACAO DO iNpiceE MiTOTICO

O indice mitético (IM) foi determinado pela razdo entre o nimero de células
mitéticas e o numero total de células (interfasicas e mitéticas) presentes na cultura. A
contagem das células foi efectuada por dois métodos, em contraste de fase e em
laminas, apés se efectuarem citospins das células.

Para o primeiro método, as células foram cultivadas em pogos individuais, sem
lamela, a uma densidade de 0,03x10° células/pogo e em meio DMEM completo. Ap6s 24
horas realizou-se a transfecgéo e as 48 horas adicionou-se aos pog¢os correspondentes
0,5 uM de nocodazole (Sigma), excepto aos pogos controlo. Deixou-se a incubar durante
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16 horas, na incubadora a 37°C, e procedeu-se as contagens no microscopio invertido de
contraste de fase.

Para a realizagdo dos citospins, as células foram cultivadas em pogos individuais
a uma densidade de 0,045x10° células/pogo € em meio DMEM completo. Procedeu-se a
tripsinizacdo das células e diluiu-se em meio DMEM completo. Homogeneizou-se,
delicadamente, e retirou-se uma pequena porgdo da suspensdo para contagem na
camara de Neubauer. Para cada condigdo, efectuaram-se os calculos de modo a obter-se
uma densidade uniforme de 0,07x10° células/lamina. Montaram-se as laminas e os filtros
nos citoclips e colocou-se no tambor da citocentrifuga. Colocou-se a quantidade de
células calculada e uma gota de 3% BSA, de forma a evitar o descolamento das células.
As células foram citocentrifugadas a 1000 rpm, durante 5 minutos e mergulhadas,
imediatamente, na solugo fixadora — 3,7% (viv) de Formaldeido em PHEM (1x), por 12
minutos. Terminado o tempo de fixagdo foram transferidas para uma solugéo de
extracgdo — 0,5% (viv) Triton X-100 em PBS (1x), durante 5 minutos. Este passo foi
realizado mais duas vezes. Lavou-se com PBS (1x), trés vezes, durante cinco minutos e
montou-se em 6-8 pl de Vectashield contendo 0,5 pg/ml de DAPI (Sigma). Procedeu-se a
contagem das células mitéticas e interfasicas presentes, em cinco campos aleatérios
correspondentes a cada uma das condigdes experimentais, de trés experiéncias
independentes.

5.3. QUANTIFICAGAO DE PARAMETROS MITOTICOS

As células foram cultivadas em placas de 6 pogos, contendo lamelas de 22x22
mm tratadas com Poli-L-Lisina, com uma densidade de 0,045x1 0° células/pogo e em
meio DMEM completo. 72 apés a transfecgdo, adicionou-se aos pogos correspondentes
10 pM de MG-132 (Sigma) com a finalidade de inibir a subunidade 26S do proteassoma.
Deixou-se a incubar durante 90 minutos, na incubadora a 37°C. Terminado o tempo de
incubaggo realizou-se a imunofluorescéncia com fixagdo em 4% (v/v) de Formaldeido em
PHEM (1x).

Os parametros mitéticos a quantificar foram: o numero de prometafases,
metafases completas, metafases com cromossomas desalinhados (pseudometafases) e
metafases desorganizadas, de trés experiéncias independentes, com e sem adicdo de
MG-132 (Sigma).
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5.4. ENSAIO DE RECOVERY — AVALIAGAO DA CAPACIDADE DE RESTAURAR A PLACA
METAFASICA

As células foram cultivadas em placas de 6 pogos, contendo lamelas de 22x22
mm tratadas com Poli-L-Lisina, com uma densidade de 0,045x10° células/pogo e em
meio DMEM completo. 72 horas apés a transfecgdo adicionou-se aos pogos
correspondentes 10 yM de MG-132 e, passados 60 minutos, 1 pM de nocodazole. A
acgéo do nocodazole foi revertida, apds 60 minutos de incubagéo, por lavagem com meio
DMEM completo e incubou-se, novamente, com MG-132 (Figura 12). Finalizado o tempo
de incubagéo realizou-se a Imunofluorescéncia, sendo as células fixadas em 2% (m/v) de
Paraformaldeido em PBS (1x) e marcadas com os anticorpos primarios human anti-
CREST (1:1500; Oferta E. Bronze, IBMC, Porto, Portugal) e mouse anti-a-tubulina
(1:2500, Sigma) e com os anticorpos secundarios Alexa 568, anti-human e Alexa 488,
anti-rabbit (1:1500, Molecular Probes).

MG-132 Nocodazole :mgig':"e Fixagéo o
adigio de MG-132 Imunofluorescéncia
: L ] J ]
Te 1 ¥ ]
(minutos) 0 60 120 165

Figura 13. Representa¢do esquematica do ensaio de recuperagéo da placa metafasica.

5.5. CoLD TREATMENT

As células foram cultivadas em placas de 6 pogos, contendo lamelas de 22x22
mm tratadas com Poli-L-Lisina, com uma densidade de 0,045x10° células/pogo e em
meio DMEM completo. 72 ap6s a transfecgédo, a placa foi colocada sobre o gelo (shock
térmico), durante 10 min. Prosseguiu-se com a imunofluorescéncia, com fixagdo em 2%
(m/v) de Paraformaldeido em PBS (1x). A marcagéo utilizada foi a mesma do ensaio do
Recovery.
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5.6. DISTANCIAS INTER-CINETOCOROS

Com o objectivo de comparar as distancias inter-cinetocoros nas células
transfectadas com siDHC, siBub3 e siBub3/siDHC, comparativamente as células controlo,
procedeu-se a imunofluorescéncia, com fixagdo em 2% (m/v) de Paraformaldeido em
PBS (1x), apos incubagédo de 60 minutos com MG-132. Para evidenciar os cinetocoros
recofreu-se a marcagao com o anticorpo primario mouse anti-HEC1 (1:750, Abcam) e os
microtubulos com rabbit anti-a-tubulina (1:100, Abcam). Os anticorpos secundarios
utilizados foram: o Alexa 568, anti-mouse e o Alexa 488, anti-rabbit (1:1500, Molecular
Probes). A medigdo das distancias inter-cinetocoros foi realizada com recurso ao
software AxioVision 4.8.2, sendo que as medigbes foram realizadas, regularmente, do
centro de um cinetocoro ac outro. Para cada condigéo foram contabilizadas as distancias
referentes a 10 pares de cinetocoros irmdos, em cinco células seleccionadas
aleatoriamente.

6. ANALISE E TRATAMENTO DE IMAGENS

As imagens de fluorescéncia foram adquiridas num microscopio confocal Spinning
Disc AxioObserver Z.1 SD (Carl Zeiss, Germany) acoplado a uma camara AxioCam MR3,
deconvulsionadas com recurso ao software AxioVision 4.8.2, projectadas utilizando o
software ImageJ versdo 1.44 (http://rsb.info.nih.gov/ij/) e processadas no programa
PhotoShop CS5 (Adobe Microsystems, CA). A maior parte das imagens foi adquirida
utilizando a objectiva apocromatica 63x, excepto para o ensaio do Recovery e na
medicdo das distancias inter-cinetocoros, onde se recorreu a objectiva de 100x. Para
cada imagem, foram apresentados planos representativos, adquiridos com Z-stacks, com
espagamento de 0,4 pm, que demonstram o maximo da intensidade de projecgdo. Nas
figura 28 e 29 que representam as distancias inter-cinetocoros e a natureza das ligagoes
estabelecidas apés deplegdo individual e simultanea das proteinas Bub3 e dineina os
insets representam projecgbes de 2-4 stacks. As imagens de contraste de fase foram
adquiridas com a objectiva de 10x, num microscopio de fluorescéncia Nikon TE 2000U,
equipado com uma camara digital DXM1200F e controlado pelo software Nikon ACT-1
(Melville, NY).

46



Parte Il - Metodologia Experimental

7. ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS

Os resultados foram analisados recorrendo-se a probabilidade associada ao teste
t-Student. Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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Com o objectivo de analisar a relagéao funcional das proteinas Bub3 e dineina nas
interacgbes cinetocoro-microtibulos, procedeu-se a deplegdo simultanea das duas
proteinas. Numa primeira etapa, analisou-se o fenétipo resultante da deplegdo individual
de cada uma e, numa segunda etapa, comparou-se este fenétipo com o da deplegéo
dupla. Assim, comecou-se por descrever o fenétipo da deplegdo individual de Bub3 e da
dineina antes de se proceder a analise da deplegdo simultanea das duas proteinas. A
analise de fenétipo incidiu particularmente sobre a ligag&o cinetocoro-microtibulos.

1. EFEITO DA DEPLEGAO DA PROTEINA BUB3 SOBRE AS INTERACGOES CINETOCORO-

MICROTUBULOS

1.1.  EFICIENCIA DA DEPLEGAO DA PROTEINA BuB3

Antes de se proceder a andlise do fenétipo resultante da deplecao, por RNAI, da
proteina Bub3, a eficiéncia do silenciamento foi comprovada, ao nivel da proteina, por
imunofluorescéncia e por Western Blotting e, ao nivel do mRNA, por gReal-Time PCR.

72 horas apés a transfecgdo de células HelLa com siRNAs dirigidos contra a
proteina Bub3, foi realizada a técnica de imunofluorescéncia, recorrendo & utilizagso de
anticorpos especificos, que possibilitassem a detecgdo e a localizagio da proteina nas
células controlo e transfectadas. Contudo, como o anticorpo dirigido contra a proteina
Bub3 nado funcionava em imunofluorescéncia, utilizou-se um anticorpo anti-BubR1, uma
vez que a proteina BubR1 se localiza nos cinetocoros de forma dependente da proteina
Bub3 e, portanto, é espectavel que a auséncia de Bub3 se reflicta, igualmente, na
auséncia de BubR1 (Logarinho e Bousbaa, 2008). Por observagio ao microscopio de
fluorescéncia das céluas HelLa controlo, verificou-se que a proteina BubR1 localiza-se
nos cinetocoros durante a prometafase e diminui consideravelmente em células em
metafase, de acordo com o descrito na literatura (Logarinho e Bousbaa, 2008). Nas
células transfectadas com os oligonucleotideos siBub3, e conforme esperado, no se
observa marcagéo para a proteina BubR1, quer durante a prometafase, quer durante a
metafase, mesmo com cromossomas desalinhados, indicando a auséncia da proteina
Bub3 (Figura 14, A).

Uma outra abordagem foi realizada com vista a verificar a auséncia da proteina
Bub3, recorrendo a uma linha estavel de Hela que expressa a GFP-Bub3. Verificou-se
em células controlo que a proteina GFP-Bub3 apresentava o mesmo padrdo de
localizagéo da proteina Bub3 endégena, observando-se a presenca de elevados niveis
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da proteina associada aos cinetocoros em prometafase e em cromossomas desalinhados
e de niveis reduzidos nos cinetocoros até a conclusdo da anafase (Martinez-Exposito et
al., 1999). Por comparagéo com a situagao controlo, & perceptivel a diminuigdo da
intensidade da proteina Bub3, apés a transfecgdo com siRNAs dirigidos contra a
proteina, indicando a deplegao da proteina (Figura 14, B).

O nivel de expressdo da proteina GFP-Bub3 foi, tambem, analisado pela técnica
de Western Blotting, com recurso a extractos proteicos isolados 72 horas apds a
transfeccdo. A membrana, com as proteinas transferidas, foi marcada com anticorpos
anti-Bub3 e anti-a-tubulina. A tubulina foi utilizada como controlo da quantidade de
amostra e possibilitou comparar as bandas obtidas nas células controlo e apés RNAI de
Bub3. Pela analise dos blots obtidos confirmou-se a presenga de duas bandas, nas
células ndo transfectadas, correspondentes a proteina Bub3 endogena (37 KDa) e a
proteina GFP-Bub3 (68 KDa). Nas células transfectadas, as duas bandas estavam
ausentes (Figura 14, C).

Com o intuito de averiguar o silenciamento de Bub3 ao nivel de mRNA, recorreu-
se a técnica quantitativa de Real-Time PCR, a partir de RNA total extraido de culturas
assincronas. Verificou-se, assim, que os niveis de expressao do gene que codifica a
proteina Bub3 eram indetectaveis comparativamente ao controlo, garantindo a eficacia da
transfecgdo (Figura 14, D). O gene que codifica a proteina GAPDH, uma vez que é
expresso constitutivamente em todas as células (gene housekeeping), foi utilizado como
loading control da reacgéo, possibilitando a eliminagdo de eventuais diferengas inerentes
a quantidade da amostra utilizada.

Em conclusdo, os resultados obtidos nos diferentes ensaios comprovam a eficacia
da deplec¢éo da proteina Bub3.
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Figura 14. Eficiencia da deplecdo da proteina Bub3, por RNAIL. (A) Imagens de
imunofluorescéncia, de células HeLa em prometafase, marcadas com os anticorpos anti-BubR1
(vermelho) e anti-a-tubulina (verde), demonstrando a auséncia da proteina Bub3 nos cinetocoros
ap6s RNAi. (B) Imagens de imunofluorescéncia, de células HeLa GFP-Bub3 em prometafase, na
situagdo controlo e ap6s deplegéo, por RNAI, da proteina Bub3, evidenciando uma diminuigéo
acentuada da intensidade da fluorescéncia da proteina GFP-Bub3 nos cinetocoros. O ADN (azul)
foi corado com Dapi. Barra = 5 um. (C) /munoblots dos extractos proteicos isolados antes e apés a
transfecgdo de células da linha estavel HeLa GFP-Bub3, demonstrando a repressao da proteina
Bub3, com a a-tubulina actuando como loading control. (D) Niveis de expresséo relativa do mRNA
de Bub3 obtidos por gReal-Time PCR, nas culturas controlo e apés RNAi (siBub3). Os valores
obtidos foram normalizados com os niveis de expressao do gene GAPDH.

1.2. FENOTIPO RESULTANTE DA DEPLEGAO DA PROTEINA BuB3

Garantida a eficacia do silenciamento da proteina Bub3 observou-se, por
imunofluorescéncia, o fendtipo resultante da deplecéo, utilizando os anticorpos anti-a-
tubulina para marcar os microtiibulos e anti-CREST ou anti-Hec1 para marcar 0s
cinetocoros.

1.2.1 As células com deplegdo da proteina Bub3 indicam um defeito no
alinhamento dos cromossomas

As células transfectadas com siBub3 exibem um fenétipo tipico de
desalinhamento com a presenga de uma placa metafasica inacabada, com um ou varios
cromossomas desalinhados (Figura 15, A). Assiste-se a saidas prematuras da mitose,
resultantes da auséncia da proteina Bub3 e da fungéo por esta desempenhada no
mecanismo de checkpoint mitético, com consequente m& segregagdo cromossomica
durante a anafase, observando-se pontes de cromatina (Figura 15, B). Os nucleos das
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células interfasicas sdo disformes, relativamente as células controlo que apresentavam
nicleos de tamanho e forma regulares. O papel da proteina Bub3 no mecanismo de
checkpoint mitético foi confirmado pela incapacidade das células acumularem em mitose
quando incubadas com nocodazole, facto observado ap6s determinagdo do indice
mitético (IM), em contraste de fase (Figura 15, C). Sem adicdo de nocodazole, o IM
observado na cultura n&o transfectada (10%) espelha uma situagdo de regularidade do
ciclo de uma célula eucariota, uma vez que a divisdo mitdtica representa, a nivel
temporal, o periodo mais curto do ciclo celular, fazendo com que as células permanegam
a maior parte do tempo em interfase. Relativamente as células com deplecéo da proteina
Bub3 verificou-se que o valor do IM (5%) correspondia a metade do valor obtido nas
células controlo (10%) o que é concordante com as saidas prematuras da mitose
observadas na imunofluorescéncia. Apds a adicdo do farmaco observou-se um aumento
acentuado do IM (62%), nas células controlo, reflectindo a acumulacdo das células em
mitose e confirmando a eficacia do checkpoint mitético nas células Hel a, apesar da sua
origem ser tumoral. Em contrapartida, nas células siBub3 o IM (30%) continuava a
corresponder a, sensivelmente, metade do valor obtido nas células controlo (62%) (Figura
15, C). O nocodazole &€ um farmaco que despolimeriza, de forma reversivel, os
microtubulos, impedindo a formacgéo do fuso mitético bipolar, a captura dos cinetocoros e,
consequentemente, o processo de alinhamento na placa metafasica, activando o
mecanismo de chekpoint mitético. Assim, a célula € impedida de avangar no ciclo celular,
obrigando a uma acumulagdo das células em prometafase. Todavia, na auséncia da
proteina Bub3, um dos componentes e efectores do MCC, o checkpoint mitético
permanece inactivo e a célula progride no ciclo celular, independentemente das
condi¢Ges necessarias a esta progressdo estarem satisfeitas. Esta descrigdo reflecte-se
no valor do IM, nas células siBub3, comparativamente ao controlo.

Os resultados obtidos sdo consistentes com o papel descrito para a proteina
Bub3 na regulagdo das interacgdes cinetocoro-microtibulos e no checkpoint mitético
(Logarinho et al., 2008). Estes dados confirmam a deplecao especifica da proteina Bub3.

De forma a caracterizar a natureza do fenétipo observado nas células siBub3
procedeu-se a contagem de parametros mitéticos, especificamente do niumero de células
em prometafase e em metafase. Comparativamente ao controlo, verificou-se que em
células com deplegdo da proteina Bub3 assiste-se a um aumento de prometafases
(76£1,5% vs 5811,0%) e a uma diminuicdo de metafases completas (24+1,5% vs
42+1,0%). Todavia, como a deplecdo de proteinas do checkpoint causa saidas
prematuras da mitose, as células foram incubadas com um inibidor do proteossoma, o
MG-132, atrasando assim o inicio da anafase. Desta forma, é possivel avaliar os efeitos
da deplecéo da proteina Bub3 no alinhamento dos cromossomas, independentemente da
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funcdo que exerce na actividade do checkpoint mitético. Nas células controlo sujeitas a
acgdo do MG-132 verificou-se que a maioria se encontra em metafase (91+0,7%), com
todos os cromossomas alinhados na placa equatorial e, apenas, uma percentagem
substimavel em prometafase (9£0,7%) (Figura 15, D). Este resultado permite confirmar a
eficiéncia da droga. Relativamente as células transfectadas com siRNA de Bub3 e
comparando com a situagdo controlo, o numero de metafases completas é claramente
inferior (38+1,5%), indicando um defeito no alinhamento dos cromossomas, sendo
prevalente o numero de células com cromossomas desalinhados, designadas de
peseudometafases (62+1,5%) (Figura 15, D).

Em conclusdo, a deplecdo da proteina Bub3 compromete, significativamente, o
alinhamento dos cromossomas na placa metafasica, confirmando o seu papel nas
interacgbes cinetocoros-microtibulos.

Uma melhor caracterizagdo do fendtipo do desalinhamento dos cromossomas e
da natureza das ligagdes cinetocoro-microtibulos, observado ap6s silenciamento da
proteina Bub3, sera descrita na secgédo de caracterizagéo do fenétipo do silenciamento
duplo.
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Figura 15. Fenétipo resultante da deplecao da proteina Bub3, por RNAI, em células Hela.
imagens de imunofluorescéncia, de células marcadas com anticorpos anti-a-tubulina (verde) e
anti-CREST (vermelho) mostrando a existéncia de figuras mitdticas com cromossomas
desalinhados (A) e a presenga de uma ma segregagao cromossémica durante a anafase e de
saidas prematuras da mitose (B) nas células siBub3 em comparagio com as células controlo. O
ADN (azul) foi corado com Dapi. Barra = 5§ ym. (C) indice mitético, nas culturas controlo e
transfectada com siBub3, antes e apds 16 horas de incubag@o com nocodazole. Os valores
obtidos reflectem uma menor acumulagdo de células em mitose nas culturas siBub3 tratadas com
nocodazole, comparativamente & cuitura controlo. O total de células mitéticas e interfasicas
quantificado foi: n=3289 no controlo, n=3737 no controlo + nocodazole, n=4327 no siBub3 e
n=3547 no siBub3 + nocodazole. (D) Propor¢do das prometafases e metafases nas culturas
controlo e das prometafases/pseudometafases e metafases nas culturas siBub3, revelando a
predominancia do fenétipo de desalinhamento ap6és RNAi de Bub3 e a sua persisténcia mesmo
apos incubagdo com MG-132. As percentagens obtidas representam a média aritmética + desvio
padrdo de trés experiéncias independentes. O total de células mitéticas quantificado corresponde
a um n=683 no controlo, =994 no controlo + Mg-132, n=684 no siBub3 e n=1071 no siBub3 + Mg-
132.

2. EFEITO DA DEPLEGAO DA PROTEINA DINEINA SOBRE AS INTERACGOES

CINETOCORO-MICROTUBULOS

Para a andlise do fendtipo resultante da deplegdo da proteina dineina do
cinetocoro, recorreu-se a duas abordagens distintas: deplecéo directa da dineina atraves
de oligonucleétidos siRNAs dirigidos contra a cadeia pesada da dineina (Dynein Heavy
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Chain, DHC) e deslocalizagdo da dineina do cinetocoro através da deplegio por RNAI da
proteina spindly necessaria para a sua localizagdo no cinetocoro. A anélise do fenétipo
incidiu, particularmente, sobre a ligagdo cinetocoro-microtubulos.

2.1. EFICIENCIA DA DEPLEGAO DAS PROTEINAS DINEINA E SPINDLY

A eficiéncia do silenciamento foi comprovada, ao nivel da proteina, por
imunofluorescéncia e, ao nivel de mRNA, por gReal-Time PCR.

Por imunofluorescéncia, verificou-se a auséncia da proteina dineina, nas culturas
transfectadas com siDHC (siRNAs contra a cadeia pesada da dineina), utilizando um
anticorpo dirigido contra uma das subunidades que formam o complexo proteico — a
cadeia intermediaria (anti-DIC), embora os siRNAs utilizados sejam dirigidos contra a
cadeia pesada da proteina. A cadeia pesada da dineina citoplasmatica é uma ATPase,
que contém o dominio motor (Vallee et al, 2004), o qual se liga directamente aos
microtibulos (King, 2000). A regido N-teminal contém locais de dimerizagéo e de ligagéo
para as subunidades acessérias (Tynan et al., 2000). A deplegéo da cadeia pesada da
dineina resulta, consequentemente, na perda da cadeia intermediaria, como observado
previamente (Grigoriev et al., 2007; Tanenbaum et al., 2008), revelando-se uma forma
efectiva na validagéo da eficacia do RNAI por imunofluorescéncia.

Para verificar a deplegédo da proteina, por imunofluorescéncia, 48 horas apés a
transfecgdo adicionou-se 1 pM de nocodazole a cultura e as 72 horas fixaram-se as
células. O objectivo da adicdo do farmaco foi despolimerizar os microtibulos e,
consequentemente, promover um enriquecimento da proteina nos cinetocoros, permitindo
uma melhor visualizagdo da marcagdo. Normalmente, a proteina dineina localiza-se 55
vezes mais nos cinetocoros de células tratadas com nocodazole comparativamente com
o controlo (Hoffman et al, 2001). Para visualizar os cinetocoros, utilizou-se como
marcador o anticorpo anti-CREST. Desta forma, verificou-se que a proteina dineina
localiza-se nos cinetocoros em células controlo mas ndo em células transfectadas com
siDHC, comprovando-se a deplegao da proteina (Figura 16, A).

Em semelhanga com o procedimento efectuado para confirmar os resultados
obtidos na imunofluorescéncia para a proteina Bub3, recorreu-se & técnica quantitativa de
Real-Time PCR, a partir de RNA total extraido de culturas assincronas, transfectadas
com siDHC, de modo a verificar-se a quantidade relativa dos mRNAs. Verificou-se que os
niveis de expresséo da dineina nas células transfectadas baixaram para 25% dos niveis
controlo (Figura 16, B), revelando um nivel de silenciamento de 75%. Os 25% de
expressdo, ainda presentes, corresponderiam a presenc¢a na cultura siDHC de células
pouco e/ou hao transfectadas.
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Até a data, a confirmagdo da deplecéo da proteina dineina, por Western Blotting,
nio foi possivel devido, em parte, ao elevado peso molecular da cadeia pesada da
proteina (DHC) correspondente a, aproximadamente, 400 KDa.

Quanto a verificagdo da deplegdo da proteina spindly, por imunofluorescéncia,
utilizou-se um anticorpo anti-spindly. Verificou-se que a proteina se localiza nos
cinetocoros livres e nos polos, em prometafase, sendo fracamente detectada nestas
estruturas nas células em metafase, concordante com a literatura (Gassmann et al.,
2010). Contrariamente e, conforme esperado, nas células transfectadas néo se observa
marcagao da proteina spindly em nenhuma das fases, indicando a sua deplecao (Figura
16, C). Nas células transfectadas, observou-se varios cromossomas desalinhados
consistente com papel descrito para a proteina spindly na ligagdo cinetocoro-
microttibulos, comprovando assim a especificidade da deplec@o. No entanto, obteve-se
uma baixa eficiencia de transfecgdo (numero de células transfectadas) com os
oligonucleotideos siSpindly testados. Por conseguinte, ndo foi possivel realizar a
caracterizagdo do fenétipo resultante da deslocalizagéo da dineina do cinetocoro, como
consequéncia da deplecéo de spindly. Esta analise sera concretizada, futuramente, com
recurso a novos oligonucleotideos.

Em conclusdo, o silenciamento da proteina dineina por RNAi revelou-se efectivo,
demonstrando uma boa eficiéncia de deplegdo, quando comprovado por
imunofluorescéncia e por gReal-Time PCR. Em contrapartida, a deplegao da proteina
spindly nio foi eficiente com os siRNAs utilizados, inviabilizando uma tentativa
subsequente de caracterizagdo do fendtipo.
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DNA anti-Spindly Merge

Controlo

siSpindly

Figura 16. Eficiéncia da deplecdo das proteinas dineina e spindly, por RNAi, em células
Hela. (A) Imagens de imunofluorescéncia, de células tratadas com 1 puM de nocodazole,
marcadas com os anticorpos anti-DIC (verde) e anti-CREST (vermelho), demonstrando a auséncia
da proteina dineina nos cinetocoros apos RNAi. O ADN (azul) foi corado com Dapi. Barra = 5 ym.
(B) Niveis de expresséo relativa do mRNA de dineina obtidos por gReal-Time PCR, em situagao
controlo e apés RNAi de dineina (siDHC). Os valores obtidos foram normalizados com os niveis de
expressdo do gene GAPDH. (C) Imagens de imunofluorescéncia, de células em prometafase,
marcadas com os anticorpos anti-spindly (verde) e anti-a-tubulina {(vermelho), demonstrando a
auséncia da proteina spindly nos p6los e cinetocoros ap6s RNAi. O ADN (azul) foi corado com
Dapi. Barra =5 um.

2.2. CARACTERIZACAO DO FENOTIPO DA DEPLEGAOC DA PROTEINA DINEINA

Nesta secgao, pretendeu-se caracterizar o fenétipo resultante da deplecao directa
da proteina dineina comparando-o com o fenétipo relatado em estudos anteriores em que
a dineina foi deslocalizada do cinetocoro por deplegéo das proteinas associadas.

221 As células com deplecdo da proteina dineina apresentam uma

paragem em mitose

Apds 72 horas de transfecgdo com siDHC verificou-se, por observagdo em
microscopia de contraste de fase, uma acumulagdo de células em mitose,
comparativamente com a cultura controlo (Figura 17, A). Procedeu-se, entéo, a contagem
do indice mitético. Por comparagdo com a cultura controlo que apresentava um IM de
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10£1,4%, verificou-se um aumento consideravel do IM nas células transfectadas com
siDHC (45t4,8%) (Figura 17, B), justificando a primeira observagdo. Os resultados
obtidos s&o consistentes com estudos prévios que sugeriam um atraso na progressao da
mitose (Echeverri, Paschal et al. 1996; Wojcik, Basto et al. 2001).

O marcado aumento das células mitéticas aps RNAI de dineina poderia dever-se
a activag&o do mecanismo de checkpoint mitético nestas células. De facto, observou-se
um escasso numero de células em anafase e a presenga de muitas células mortas com

varios pequenos nucleos, sugerindo morte celular por apoptose (Figura 17, C).
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DNA Merge
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Figura 17. A deplecdo da proteina dineina induz uma acumulagio de células em mitose. (A)
Imagens de microscopia de contraste de fase, de uma cultura de células Hela, evidenciando um
aumento consideravel de células mitéticas, apds a deplegdo da proteina dineina,
comparativamente com o controlo. A seta a verde assinala as células interfasicas, de aspecto
estrelado, e a amarela, as células mitéticas de configuragéo redonda. (B) indice mit6tico, nas
culturas controlo e transfectada com siDHC, confirmando a acumulagdo de células mitéticas apés
deplegdo da dineina. O total de células mitéticas e interfasicas quantificado foi: n= 10060 no
controlo, n= 6693 no siDHC. (C) Imagens de imunofluorescéncia do nucleo interfasico de células
controlo e do nucleo representativo das varias células mortas observadas ap6s siDHC e cujo
aspecto sugere morte celular por apoptose. As células foram marcadas com os anticorpos anti-
CREST (vermelho) e anti-a-tubulina (verde). O ADN (azul) foi corado com Dapi. Barra = 5 um.

2.2.2 As células com deplegdo da proteina dineina apresentam figuras
mitéticas de trés categorias

Verificado o aumento do IM em células siDHC questionou-se em que fase da
mitose estariam as células observadas na cultura. Para tal, procedeu-se a marcagéo
destas com os anticorpos anti-a-tubulina, para visualizar os microtabulos do fuso mitético,
e anti-CREST para visualizar os cinetocoros. Assim, deparamo-nos com a presenga de
células mitoticas correspondentes, predominantemente, a trés categorias: metafases
completas, com o0s cromossomas todos alinhados na placa equatorial, metafases
incompletas, que designamos por pseudometafases, com cromossomas desalinhados; e
figuras mitoticas desorganizadas, geralmente circulares, cuja classificagdo era ambigua
(Figura 18, A). Seguidamente procedeu-se a contagem das células pertencentes a cada
uma das trés categorias mencionadas (Figura 18, B). Verificou-se que as metafases ditas
completas eram o fenétipo menos frequente (6+1,1%), sendo que a maioria das células
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exibia uma placa metafasica com cromossomas desalinhados (37+7,2%) ou se
apresentavam sob a forma de figuras desorganizadas (57+7,0%). Este resultado reflecte-
se no papel sugerido para a dineina na congressao e na formagao e organizagso do fuso
mitético (Li et al., 2007). Ndo sabemos, ainda, se estas trés categorias representam
fendtipos distintos ou reflectem fases intermédias do mesmo fenétipo. Esta questao
podera ser esclarecida com recurso ao Time-Lapse, permitindo o acompanhamento da
célula “in vivo" durante as subfases da divisdo celular, uma vez que se trata de um
processo continuo e dinamico, interrompido com a necessidade de fixagdo para se
realizar a imunofluorescéncia. Todavia, estas figuras mitéticas desorganizadas podem ser
o resultado das oscilagdes que os cromossomas mono-orientados experienciam no
sentido de proximidade e de afastamento relativamente ao pélo do fuso a que estsio
conectados até o cinetocoro livie capturar os microtubulos do pélo oposto. Este
movimento polar é desencadeado pela proteina dineina e, uma vez comprometido, inibe
o movimento, em direcgdo aos pélos, dos cromossomas fora do fuso (Li ef al., 2007).

Controlo siDHC

Prometafase Metafase Fseudoiletafas= tActafase Desorganizada
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Figura 18. Caracterizagdo do fenétipo resultante da deplecdo da proteina dineina, por RNAI,
em células HelLa. (A) Imagens de imunofluorescéncia, de células controlo e siDHC, marcadas
com anticorpos anti-a-tubulina (verde) e anti-CREST (vermelho) mostrando as figuras mitéticas de
metafases, de metafases com cromossomas desalinhados (Pseudometafases) e de metafases
desorganizadas, observadas nas culturas siDHC. O ADN (azul) foi corado com Dapi. Barra = 5
um. (B) Quantificagdo da fracgao de células mitéticas, ap6s silenciamento da proteina dineina,
pertencentes as trés categorias demonstradas na figura A. Os valores obtidos indicam que o
fenétipo menos frequente corresponde a metafases alinhadas, seguido das metafases com
cromossomas desalinhados e, com maior frequéncia, a presenga de figuras desorganizadas. As
percentagens obtidas representam a média aritmética + desvio padrdo de trés experiéncias
independentes. O total de células mitoticas quantificado corresponde a um n=683 no controlo e
n=1719 no siDHC.

Aléem da inactivagdo da proteina dineina comprometer a congresséo dos
cromossomas, uma aparente desvantagem é que também resulta em anomalias do fuso
mitético, como verificado. Assim, e de forma a diminuir a influéncia da configuragéo do
fuso no comportamento dos cromossomas, optou-se por analisar as ligagdes cinetocoro-
microtubulos apenas nas células que apresentavam fusos bipolares, em semelhanga com
o efectuado num estudo prévio (Li et al., 2007). Esta analise sera descrita na secgéo da
andlise do fenétipo da deplegdo dupla. No entanto, € uma vez que foi reportado que a
inactivagao da dineina interfere com a focagem dos pdlos do fuso mitdtico, o que poderia
influenciar o alinhamento dos cromossomas, fomos averiguar se tal se verifica nas figuras
mitéticas com fuso bipolar em células com deplegéo de dineina. Para tal, marcou-se 0s
p6los com um anticorpo anti-y-tubulina. Por observagéo das células marcadas com anti-y-
tubulina. verificou-se que, apds deplegéo da dineina, as figuras mitéticas com fusos
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bipolares, ao contrario das figuras mitéticas com fuso desorganizado, apresentam fusos
focados (Figura 19).

Controlo siDHC

Prometafase Metafase Pseudometafase Metafase

vy-Tubulina a-Tubulina DNA

Merge

Figura 19. Os fusos mitéticos bipolares nas células com deplegdo da proteina dineina
apresentam-se focados. Imagens de imunofluorescéncia, de células controlo e siDHC, marcadas
com anticorpos anti-a-tubulina (verde) e anti-y-tubulina (vermelho). O ADN foi corado com Dapi.
Barra = 5 um.
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2.2.3 As proteinas Mad2, BubR1 e Bub3 ndo acumulam nos cinetocoros dos
cromossomas alinhados apés deplegéo da dineina

O marcado aumento das células mitéticas apés RNAi de dineina poderia dever-se
a0 mecanismo de checkpoint mitético. Segundo a literatura, por inibicdo da actividade da
proteina dineina, algumas proteinas do checkpoint mitético permanecem retidas nos
cinetocoros, mesmo em cinetocoros ligados de forma bipolar aos microtiibulos, uma vez
que dependem do transporte efectuado por esta para se moverem em direcgao aos polos
da célula (Famulski et al., 2011; Howell et al., 2001). O complexo dineina/dinactina foi
implicado na remogdo das proteinas do SAC do cinetocoro e, paralelamente, proposto
como um importante interveniente no silenciamento do checkpoint mitético (Griffis et al.,
2007; Howell et al, 2001, Sivaram et al, 2009; Whyte et al, 2008). Estudos
experimentais realizados por Howell et al., sugerem que o complexo formado pela
dineina/dinactina é responsavel pelo transporte, ao longo dos microtibuios e em direcgéo
aos polos, das proteinas da camada externa do cinetocoro, nomeadamente, das
proteinas Mad2, BubR1 e CENP-E (Howell et al., 2001). Contrariamente, um ensaio
realizado por Famulski et al., com Nordihydroguaiaretic Acid (NDGA) indicava que a
proteina BubR1 era removida dos cinetocoros de um modo independente da proteina
dineina (Famulski et al., 2011). Os resultados obtidos relativamente a proteina Mad2
eram concordantes, embora indicassem a presenga de alguns cinetocoros com marcagao
de Mad2.

O papel da dineina no silenciamento do checkpoint mitético poderia justificar a
actividade permanente do checkpoint mitético com, consequente, bloqueio das células
em mitose apés inibico da dineina.

Neste sentido e de forma a verificar a interferéncia da proteina dineina na
remogdo de proteinas especificas do checkpoint mitético do cinetocoro, transfectamos
células HelLa GFP-Bub3 com siDHC e, por imunofluorescéncia, observamos a presenca
ou auséncia de marcagdo para as proteinas Mad2, BubR1 e Bub3. Os resultados foram
analisados na presenga e auséncia de nocodazole. O nocodazole foi utilizado com o
objectivo de garantir que nenhuma das proteinas estudadas, Mad2, BubR1 e Bub3,
dependia da dineina para se localizar no cinetocoro e desta forma, avaliar unicamente se
a sua remogdo do cinetocoro dependia do transporte, via microtibulos, pela proteina
dineina. Sabendo que a despolimerizag&o dos microtibulos, com nocodazole, evita a
redistribuicdo das proteinas da camada externa do cinetocoro para os p6los, uma vez
que este processo é dependente dos microttbulos do fuso mitético (Howell et al., 2001),
seria de esperar que todas as proteinas se localizassem nos cinetocoros na presenga do
farmaco, na eventualidade de n&o dependerem da dineina para a sua localizagdo. Este
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facto foi verificado para cada uma das proteinas estudadas, visto as proteinas Mad2,
BubR1 e Bub3 se localizarem nos cinetocoros ap6s deplecso da proteina dineina (Figura
20). Sem adigdo de nocodazole observamos a presenga de marcagdo apenas em alguns
cinetocoros, como indicado pelos autores acima referenciados (Figura 20). Todavia,
sugerimos que, provavelmente corresponderdo a cromossomas que n&o estio ligados e
por isso apresentam marcagdo, uma vez que a proteina Mad2 é considerada ma
marcador da ligagéo cinetocoro-microtibulos. O mesmo acontece para a marcagao com
BubR1, considerado um marcador de tens&o. Como a ligagdo néo é funcional a tensio,
também, sera afectada e vice-versa. Deste modo, os nossos resuttados indicam que, na
auséncia da dinefna, as proteinas do checkpoint mitético ndo ficam concentradas nos
cinetocoros dos cromossomas alinhados, persistindo apenas nos cromossomas
desalinhados/ndo ligados. N&o colocando em causa a fungdo da dineina no
silenciamento do checkpoint através da remogéo (streaming) das proteinas do checkpoint
a partir dos cinetocoros metafasicos, os nossos resultados ndo contrariam, de facto, o
relatado por estudos anteriores. Nestes estudos, foi descrito que apés inibicdo da dineina
cinetocoriana, as proteinas do checkpoint mitético acumulam nalguns ou em varios
cinetocoros mas nao em todos os cinetocoros como seria expectavel. Assim, é provavel
que os cinetocoros que retinham as proteinas do checkpoint naqueles estudos sejam, de
facto, cinetocoros sem ligagéo aos microtibulos ou sem tens3o.
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Figura 20. A deplegdo da proteina dineina ndo provoca acumulagdo das proteinas Mad2,
BubR1 e Bub3 nos cinetocoros dos cromossomas alinhados. Imagens de imunofluorescéncia
de células HelLa GFP-Bub3 controlo e siDHC, antes e ap6s a incubagdo com nocodazole. As
células foram marcadas com os anticorpos anti-Mad2 ou anti-BubR1. O ADN (azul) foi corado com
Dapi. Barra = 5 pm.
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3. EFEITO DA DEPLEGAO SIMULTANEA DAS PROTEINAS BUB3 E DINEINA SOBRE AS

INTERACGOES CINETOCORO-MICROTUBULOS

3.1.  EFICIENCIA DA DEPLECAO CONJUNTA DAS PROTEINAS BUB3 E DINEINA

Em semelhanga ao procedimento efectuado para as duas proteinas isoladamente,
comprovou-se a deplegéo simultanea das duas, por imunofluorescéncia e por gReal-Time
PCR. Como referido anteriormente o anticorpo anti-Bub3 n&o funcionava em
imunofluorescéncia e como tal utilizou-se a linha celular HeLa GFP-Bub3 transfectada
com siRNAs contra as proteinas Bub3 e dineina. Assim, na imunofluorescéncia utilizou-
se, apenas, o anticorpo anti-DIC para aceder a presenga da proteina dineina uma vez
que as celulas ja expressavam a proteina GFP-Bub3. Por observagdo das células
controlo verificou-se a presengca de marcagdo de Bub3 e dineina nos cinetocoros
enquanto que, nas células transfectadas, assiste-se a niveis apenas detectaveis de Bub3
nos cinetocoros e a auséncia da proteina dineina, garantindo a eficacia da deplegédo
conjunta (Figura 21, A). Por gReal-Time PCR verificou-se que na cultura transfectada os
niveis de expresséo de Bub3 e de dineina correspondiam a 0% e 25%, respectivamente
(Figura 21, B).

DNA EGFP-Bub3 anti-DIC Merge
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Figura 21. Eficiéncia da deple¢ao conjunta das proteinas Bub3 e dineina, por RNAI. (A)
Imagens de imunofluorescéncia, de células tratadas com 1 uM de nocodazole, marcadas com 0
anticorpo anti-DIC (vermelho) demonstrando a deplegéo das proteinas dineina e GFP-Bub3 nos
cinetocoros apés RNAi. O ADN foi corado com Dapi. Barra = 5 ym. (B) Niveis de expressao
relativa dos mRNAs de dineina e Bub3, antes e apds silenciamento simultaneo, obtidos por gReal
Time PCR. Os valores obtidos foram normalizados com 0s niveis de expresséo do gene GAPDH,

3.2.  ANALISE DO FENOTIPO DA DEPLEGAO SIMULTANEA DE BUB3 E DINEINA

3.2.1 Relagido de interdependéncia entre as proteinas Bub3, DHC e Spindly

Antes de se partir para a andlise do fenotipo da deplegdo dupla das proteinas
Bub3 e dineina, era necessario verificar se a localizagao de uma das proteinas interferia
com a localizagéo da outra. Isto &, verificar se o fenétipo de desalinhamento caracteristico
da deplecdo da proteina Bub3 se devia exclusivamente a auséncia desta proteina ou se
seria uma consequéncia da deslocalizagdo da proteina dineina do cinetocoro e se 0
desalinhamento observado em células siDHC se devia a auséncia da proteina dineina ou
se devia a deslocalizagdo da proteina Bub3 do cinetocoro.

Para aceder a este proposito, fomos analisar a relagéo de interdependéncia na
localizagdo no cinetocoro das proteinas Bub3 e dineina, depletando uma e verificando o
efeito sobre a localizagéo cinetocoriana da outra.
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Recorrendo a células HeLa GFP-Bub3 e marcando com um anticorpo anti-DIC,
verificou-se que, na auséncia da dineina, a proteina Bub3 continua a localizar-se
normalmente nos cinetocoros (Figura 22).

DNA EGFP-Bub3 anti-DIC Merge

Figura 22. A deplecdo da proteina dineina nio interfere com a localizagao da proteina Bub3
nos cinetocoros. Imagens de imunofluorescéncia de células HeLa GFP-Bub3 controlo e siDHC.

As células foram marcadas com os anticorpos anti-DIC (vermelho) e o ADN com Dapi. Barra = 5
pm.

Controlo

Devido a dificuldades técnicas com a utilizagao do anticorpo anti-DIC, até a data,
nao foi possivel aceder ao facto da proteina Bub3 poder ser necessaria para a
localizagéo da proteina dineina no cinetocoro. Assim, como alternativa plausivel, fomos
verificar se a Bub3 é necessaria para a localizagdo cinetocoriana da spindly, uma
proteina requerida para a localizagio da dineina no cinetocoro. Durante a mitose, a
proteina spindly localiza-se nos cinetocoros no inicio da prometafase e é transportada
pela dineina para os pélos do fuso mitético antes da metafase. Uma vez completo o
alinhamento dos cromossomas na placa metafasica, a marcagdo nos poélos deixa de ser
visivel sugerindo que a proteina se difunde no citosol apés se movimentar para os pélos
(Figura 23, A) (Chan et al., 2009; Gassmann et al., 2010). Apés RNAi de Bub3, verificou-
se que a proteina Bub3 interfere com a localizag&o/migragso da proteina spindly para os
polos do fuso mitético, mas n&o com a sua localizagdo nos cinetocoros (Figura 23, B).
Este resultado sugere, embora indirectamente, que a deplegdo da Bub3 néo interfere
com a localizagéo da dineina no cinetocoro. A interferéncia com a migragéo da spindly
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para os pdlos sugere um possivel envolvimento da Bub3 na regulagdo da fungéo da
dineina no transporte de spindly para os pdlos.

Em conclus3o, ndo existe uma relagéo de interdependéncia na localizagéo no
cinetocoro entre as proteinas Bub3 e dineina.

CONTROLO
Prometafase Prometafase Metafase Metafase
Profase inicial tardia inicial tardia

EGFP-Bub3 DNA

anti-Spindly

Merge
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B.
siBub3
Prometafase Prometafase Metafase
inicial tardia

DNA

EGFP-Bub3

anti-Spindly

Merge

Figura 23. A deplecéo de Bub3 interfere com a localizagéo da spindly nos polos mas nio
com a sua localizagdo nos cinetocoros. (A) Padrao de localizagéo da proteina spindly nas
diferentes fases da mitose. As células foram marcadas com um anticorpo anti-spindly (vermeiho).
(B) Células siBub3 marcadas com anticorpo anti-spindly (vermelho), demonstrando que a proteina
Bub3 interfere com a localizagéo/migragéo da proteina spindly para os pélos do fuso mitético, mas
n&o com a sua localizag&o nos cinetocoros. O ADN foi corado com Dapi. Barra = § ym

3.2.2 A deplegao dulpa revelou que a acumulagdo em mitose, observada
ap6s deplegio individual da dineina, é checkpoint dependente

Em semelhanga com o procedimento efectuado para as proteinas dineina e Bub3
isoladamente, procedemos a contagem do IM numa cultura transfectada com siBub3 e
siDHC em simultaneo. Assim, comparando os valores obtidos verificou-se uma
diminuig8o drastica das células mitdticas, apdés deplegdo dupla, comparativamente ao
RNAi de dineina (13+£1,0% vs 45t4,8%) (Figura 24, A). Esta observagdo, aliada a
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presenca de nucleos anormais reflectindo as saidas prematuras da mitose (Figura 24, B),
indica que a paragem em mitose das células siDHC é checkpoint dependente,
confirmando o sugerido anteriormente pela andlise do fenétipo apés RNAi de dineina.

A.
60%
50%
S a0%
-]
L
r=
g 3%
=
]
5 20%
£
T -
. |
Controlo siBub3 siDHC siBub3/siDHC
B.
Controlo sIBub3/siDHC

DNA

Figura 24. A acumulagdo em mitose, observada ap6s deplegdo individual da dineina, é
checkpoint dependente. (A) indice mitético, nas culturas controlo e transfectada com siBub3,
siDHC e siBub3/siDHC. As percentagens obtidas reflectem uma notével diminuicao das células
mitéticas presentes, comparativamente ao RNAI de dineina. Os valores apresentados representam
a meédia aritmética + desvio padrio de trés experiéncias independentes. O total de células
mitéticas e interfasicas quantificado foi: n= 10060 no controlo, n= 6693 no siDHC, n= 12231 no
siBub3 e n= 10994 no siBub3/siDHC (B) As células siBub3/siDHC apresentam nucleos anormais,
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reflectindo as saidas prematuras da mitose, indicando que a paragem em mitose das células
siDHC é checkpoint dependente. As células foram marcadas com os anticorpos anti-CREST
(vermelho) e anti-a-tubulina (verde). O ADN foi corado com Dapi. Barra = 5 pm

3.2.3 A deplecao conjunta de Bub3 e dineina restaura a placa metafasica

Para além das saidas prematuras da mitose, as figuras mitéticas observadas nas
culturas com deplegéo dupla relembravam as encontradas apos deplegdo individual da
dineina: metafases completas, pseuprometafases e figuras desorganizadas (Figura 25,
A). Contudo, notou-se um aumento de metafases completas e uma diminuicdo de
prometafases/pseudometafases nas culturas com deplegéo dulpa comparativamente as
culturas com deplegao individual da dineina e da Bub3. Este fenétipo foi confirmado apos
quantificacéo destas figuras mitéticas recorrendo-se ao uso do inibidor de proteossoma
MG-132 para impedir as saidas prematuras da mitose devido a inactivagéo do checkpoint
mitdtico. Os resultados indicam uma diminuigdo significativa da percentagem de
prometafases/pseudometafases no duplo comparativamente a cultura siBub3 mas nao
significativa comparativamente & cultura siDHC (Figura 25, B). Por outro lado, verificou-se
um aumento significativo da percentagem de metafases completas no duplo
comparativamente & deplecao individual de Bub3 ou de dineina. Apesar de existir uma
tendéncia de conversdo de prometafases/pseudometafses em metafases completas
durante o tempo de incubagido com MG-132, esta tendéncia ficou aquém do nivel de
correcgdo observado no controlo. Por exemplo, no controlo, verificou-se uma diminuigdo
de 49% nas prometafases antes e depois de incubagdo com MG-132 (Figura 25, B). Esta
diminuicao foi de 17,4% s6 no duplo e é estatisticamente significativa comparativamente
ao controlo. Verificou-se 0 mesmo em relagéo as metafases completas: um aumento de
49% no controlo e de 23,3% s6 no duplo. Estes dados indicam um efeito de restauragdo
parcial das metafases, sugerindo um resgate das ligagées cinetocoro-microtibulos apos
deplecdo simultanea de Bub3 e de dineina.

Uma vez que a deplegdo, quer de Bub3 quer de dineina, resulta em metafases
com cromossomas desalinhados, era expectavel que a deplegéo dulpa destas proteinas
resultasse numa resposta cumulativa com agravamento do numero de metafases com
desalinhados. Pelo contrario, os resultados indicam uma restauragdo do alinhamento dos
cromossomas, sugerindo a existéncia de uma relagédo antagonistica entre as proteinas
Bub3 e dineina, na regulagdo da ligagdo cinetocoros-microtubulos. Possivelmente, os
cromossomas desalinhados provocados pelo RNAi de Bub3 seriam induzidos pela acgéo
da dineina que, directa ou indirectamente, destabilizaria a ligagdo cinetocoros-
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microtubulos ou, de algum modo, alteraria a dinamica da extremidade (+) dos

microtibulos, numa tentativa de correcg&o das ligagdes incorrectas.

Controlo 8iBub3/siDHC

Desorganizada

Prometalas= Meiafase Pseudometafase KMetafase

DNA

Merge

Metafases
-MG +MG Diferenga MG +MG Diferenga
Controlo 57,7 +1.0% 87 +1.0% 49,0% 423+10% 913+1,0% 49,0%

siBub3 76,1 +1,5% 61,7 +1,5% 14,4%* 23,911,5% 38,3+1,5% 14,4%*
siDHC 86,217,2% 58,0+4,6% 0,01%* 13.841,1%  42,0+31% 20,3%*

62,8t7,2% 32,111,8%" 17.4%* 37,2¢18% 67,9481 %> 23,3%*

Figura 25. Fenétipo resultante da deplecdo conjunta das proteinas Bub3 e dineina. (A)
Imagens de imunofluorescéncia de células controlo e siBub3/siDHC, marcadas com anticorpos
anti-o-tubulina (verde) e anti-CREST (vermelho) mostrando a existéncia das mesmas figuras
mitéticas que as das células transfectadas com siDHC. O ADN foi corado com Dapi. Barra = 5 pm.
(B) Quantificagdo das prometafases/pseudometafases e metafases antes e apés incubagdo com
MG-132. As percentagens obtidas representam a média aritmética = desvio padrao de trés
experiéncias independentes. 2 Estatisticamente significativo comparado com siBub3 mas n&ao
significativo comparado com siDHC; b Estatisticamente significativo comparado com siBub3 ou
com siDHC: (*) Estatisticamente significativo comparado com controlo. O total de células mitéticas
quantificado corresponde a um n=683 no controlo, n=994 no controlo + MG-132, n=684 no siBub3,
n=1071 no siBub3 + MG-132, n=1719 no siDHC, n=1363 no siDHC + MG-132, n=1075 no
siBub3/siDHC e n=1018 no siBub3/siDHC + MG-132
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3.24 A restauragdo da placa metafasica no duplo nao implica o
restabelecimento de ligagdes cinetocoros-microtiibulos eficientes

A restauragéo das metafases completas verificada ap6s deplecéo dupla de Bub3
e de dineina implicaria uma progressao das células para anafase mas nao foi possivel
verificar este facto uma vez que as células duplamente depletadas, de qualquer modo,
saem da mitose como resultado da inactivagdo do checkpoint. Em contrapartida,
procedeu-se a andlise da eficiéncia e natureza das ligagGes cinetocoros-microtiibulos nas
células com deplegao dupla, recorrenda a trés ensaios: (i) Cold Treatment, (ii) Recovery e
(i) medicdo da distancia entre cinetocoros irmaos.

O ensaio de cold treatment permite testar a estabilidade das ligagbes, uma vez
que sb as ligagdes cinetocoro-microtibulos (K-fibers) estaveis resistem ao tratamento
com o frio apés incubagao das células a 4°C (Brinkley e Cartwright, 1975; Mitchison et al.,
1986; Salmon et al., 1976); (Rieder, 1981). Assim, ap6s este tratamento, verificou-se que
nas células Hela controlo, todos os cinetocoros tinham fibras de microtabulos ligados,
indicando a presencga de ligagbes estaveis (Figura 26). Nas células siBub3, observou-se
uma diminuicdo do nimero de microtibulos cinetocorianos e a presenca de varios
cinetocoros néo ligados, indicando instabilidade de ligaggo (Figura 26). Este resultado é
concordante com observagdes prévias (Logarinho et al., 2008). Relativamente as células
com siDHC, observou-se a presencga de varias fibras de microtubulos ainda ligados aos
cinetocoros e alguns cinetocoros sem microtibulos ligados (Figura 26), contrariamente ao
observado por Varma et al., que relatou a auséncia de fibras cinetocorianas apés o cold
treatment (Varma et al., 2008). Nas células com deplegdo dupla das proteinas Bub3 e
dineina verificou-se um ligeiro aumento das fibras cinetocorianas presentes,
comparativamente ao observado na deplegdo individual, embora ainda se afastem do
observado nas células controlo.

Este resultado indica que a estabilidade das ligagGes cinetocoro-microtiibulos
esta, apenas, ligeiramente afectada ap6s deplegdo da dineina ou apos deplecgao dupla da
dineina e Bub3. Assim, no nosso estudo, as ligagbes cinetocoro-microtibulos estariam
suficientemente estaveis, ap6s deple¢do dupla, para poderem restaurar as placas
metafasicas observadas.
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Controlo siBub3

siDHC

Cold Treatment

Figura 26. Fenétipo resultante do ensaio de Cold Treatment, realizado em culturas controlo
e apés deplecdo individual e conjunta das proteinas Bub3 e dineina. Imagens de
imunofluorescéncia evidenciando, apés incubagéo das células a 4°C, a presenga de ligagbes
estaveis no controlo, com todos os cinetocoros ligados; a diminui¢ao do ntimero de microtubulos
cinetocorianos e a presenga de cinetocoros nao ligados nas células siBub3, indicando a
instabilidade das ligagdes; e a presenga de cinetocoros ainda ligados, nas células siDHC e alguns
cinetocoros livres, sugerindo um comprometimento parcial da estabilidade das ligagbes. Na
deplegdo dupla das duas proteinas o aumento, embora ligeiro, de microtubulos cinetocorianos
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comparativamente & deplegéo individual sugere a presenca de ligagdes suficientemente estaveis,
justificando a placa metafasica observada. As células foram marcadas com os anticorpos anti-
CREST (vermelho) e anti-a-tubulina (verde). O ADN foi corado com Dapi. Barra =5 ym

De modo a avaliar a capacidade das ligagdes cinetocoro-microtibulos, nas células
com deplegdo dupla, em restabelecer a placa metafasica, recorreu-se ao ensaio de
recovery. Neste ensaio, as células Hela controlo e transfectadas com siRNAs de Bub3,
dineina e do duplo foram previamente incubadas com 10 pM de MG-132, durante 60
minutos, para enriquecer as culturas em placas metafasicas, seguida de incubagdo com 1
MM de nocodazole, igualmente de 60 minutos, para provocar a disrupcéo destas placas
formadas. De seguida, o nocodazole foi removido do meio e substituido por novo meio
contendo MG-132 e deixou-se as células nesta solugéo durante 45 minutos. Durante este
tempo, as células gozaram da oportunidade de recuperar a placa metafasica. Passado
este tempo, a maioria das células mitéticas controlo (90%) apresentava fusos bipolares e
placas metafasicas completas com todos os cromossomas alinhados, indicando
restabelecimento de ligagSes cinetocoro-microtubulos eficientes. No entanto, apenas 12%
de células mitéticas ap6s RNAi de Bub3 e 30% apés RNAi de dineina conseguiram
restabelecer uma placa metafasica completa; nas restantes células mitéticas, apesar de
terem restabelecido um fuso bipolar, as placas metafasicas ainda exibiam varios
cromossomas desalinhados, indicando a ineficiéncia das ligagdes cinetocoro-
microtubulos (Figura 27, A e B). Nesta situagio apesar da presenga do fuso mitético
bipolar, os cromossomas ndo conseguem alinhar na placa metafasica, resultado
consistente com o facto das ligagdes cinetocoro-microtiibulos ndo serem eficientes.
Relativamente as células com deplegéo conjunta das duas proteinas, verificou-se uma
recuperagdo significativa das placas metafasicas, 52%, (Figura 27, A e B), por
comparagdo com o silenciamento individual de cada uma, resultado consistente com a
restauragéo das metafases completas acima descrita.
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Figura 27. Fenétipo resultante do ensaio de Recovery, realizado em culturas controlo e
apés deplegdo individual e conjunta das proteinas Bub3 e dineina. (A) Imagens de
imunofluorescéncia, mostrando a presenga de uma placa metafasica completa na cultura controlo,
apos recovery, a presenca de metafases com cromossomas desalinhados nas culturas com
siBub3 e siDHC e nas células com deplegdo dupla observa-se a existéncia de placas metafasicas
completas As células foram marcadas com os anticorpos anti-CREST (vermelho) e anti-a-tubulina
(verde). O ADN foi corado com Dapi. Barra = 5 pm. (B) Quantificagdo da fracgdo de células
mitéticas, apés o recovery, evidenciando uma recuperagao consideravel de placas metafésicas em
celulas com deplegéo dupla das proteinas Bub3 e dineina, comparativamente ao verificado apés a
deplegdo individual.

Por ultimo, determinou-se a distancia inter-cinetocoriana dos cromossomas
alinhados. Este parametro permite avaliar as forgas de tensdo exercidas pelas fibras de
microtubulos sobre os cinetocoros e, portanto, a eficiéncia das ligagées bipolares. Assim,
procedeu-se a medigédo das distancias entre pares de cinetocoros irmaos, evidenciados
pela marcagéo com um anticorpo anti- Hec1 e anti-a-tubulina, apés incubagéo das células
com MG-132 durante 60 minutos.

As imagens de imunofluorescéncia mostram uma diminuigdo perceptivel da
distancia entre os cinetocoros irm&os dos cromossomas alinhados nas células apés
deplegéo de Bub3 ou de dineina, comparativamente ao controlo (Figura 28).

Ap6s quantificagdo, verificou-se que a distancia entre os pares de cinetocoros
irm&os nas células siBub3 é significativamente inferior a distancia medida nas células
controlo (1,39£0,09 ym vs 2,08+0,37 um, p=0,12). O mesmo resultado foi obtido nas
celulas siDHC (1,56+0,10 ym vs 2,08+0,37 um, p=0,035). Estes resultados confirmam o
que foi descrito noutros estudos (Gordon et al., 2001; Logarinho et al., 2008). Todavia,
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quando comparadas as distancias intercinetocorianas entre o duplo e controlo, verificou-
se que apesar da diferenga dos valores obtidos n3o ser estatisticamente significativa
(1,66£0,19 pm vs 2,08+0,37 pm, p=0,091), as distancias no duplo foram maioritariamente
inferiores aos valores controlo. Assim, nas células com silenciamento duplo, ndo se
verificou uma restauracdo total da distancia inter-cinetocoros, indicando que as ligagbes
estabelecidas ndo sdo suficientemente eficientes para gerar tensao (Figura 28).

Em conclusdo, os trés ensaios permitiram verificar que as ligagbes cinetocoro-
microtibulos nas metafases de células com deplegéo dupla de Bub3 e de dineina nao
sdo completamente restabelecidas, sendo suficientemente estaveis para permitir o
alinhamento dos cromossomas mas néo suficientemente robustas para gerar tensao.

Controlo siBub3 siDHC siBub3/siDHC

DNA

Merge

Figura 28. Distancias inter-cinetocoros nas células com deplegdo das proteinas Bub3, DHC e
Bub3/DHC. Imagens de imunofluorescéncia, mostrando uma diminuigao perceptivel da disténcia
entre os cinetocoros irmaos dos cromossomas alinhados nas células ap6s deplegéo de Bub3 ou
de dineina e apés deplegdo simultanea das duas proteinas, comparativamente com o controlo. Os
insets mostram o valor das distancias entre pares de cinetocoros, representativos de cada
condigdo, adquiridos com 2-8 stcks. As células foram marcadas com os anticorpos anti-Hec1
(vermetho) e anti-a-tubulina (verde). O ADN foi corado com Dapi. Barra = 5 um.
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3.2.5 Natureza da ligagcdo cinetocoro-microtiibulos dos cromossomas
desalinhados apés deplegdo individual e simultinea das proteinas
Bub3 e dineina

De forma a avaliar o tipo de ligagio entre os cinetocoros e os microtibulos dos
cromossomas desalinhados, apés RNAi, procedeu-se a marcacdo das células com
anticorpos anti-HEC1 e anti-o-tubulina. Em células com deplegdo da proteina dineina
verificou-se a existéncia, maioritaria, de cinetocoros mono-orientados e a presenca de
cinetocoros livres. De considerar o facto dos cromossomas desalinhados estarem
posicionados fora do eixo central do fuso mitético (Figura 29). Relativamente as ligagbes
estabelecidas nas células com siBub3 verificou-se a presenga, igualmente, de
cinetocoros mono-orientados e de cinetocoros livres e, ainda, a existéncia de ligacées
laterais. Os cromossomas desalinhados encontravam-se localizados perto dos polos,
afastados do eixo do fuso mitético (Figura 29). Na deplegéo conjunta das duas proteinas
observou-se uma alteragéo relativamente a posigéo dos cromossomas desalinhados que,
aqui, se localizam proximo da placa metafasica formada, sugerindo uma coirecgdo no
alinhamento dos cromossomas relativamente ao eixo (Figura 29). Esta correccao podera
dever-se a estabilizagéo das ligagbes, ap6s deple¢do dupla de Bub3 e de dineina, que
conseguiram colocar os cromossomas na regido central do eixo do fuso. Devido a
densidade dos microtibulos nesta regido central do fuso mitético, ndo foi possivel
determinar a natureza destas ligagdes.
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Controlo siBub3 siDHC siBub3/siDHC

DNA

Merge

Figura 29. Tipo de ligacdo cinetocoros-microtibulos nas células com deplecdo das
proteinas Bub3, DHC e Bub3/DHC. Imagens de imunofluorescéncia, mostrando cinetocoros com
ligagéo bipolar nas células controlo (a); cinetocoros com ligagéo lateral (b), cinetocoros livres (c) e
mono-orientados (d) nas células siBub3 e a presenga de cinetocoros mono-orientados (e, g) e
cinetocoros livres (f) nas células siDHC. Nas células com deplegdo dupla, a densa rede de
microtubulos impossibilita a caracterizagéo das ligages. A ampliagédo corresponde a imagens
adquiridas entre 2-6 stacks, que permitissem uma melhor visualizagao da ligagdo. As células
foram marcadas com os anticorpos anti-Hec1 (vermelho) e anti-a-tubulina (verde). O ADN foi
corado com Dapi. Barra = 5 ym.
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Parte IV — Concluséao

Neste trabalho propusemo-nos a caracterizar o fenétipo da deplecéo directa da
dineina e estudar a relagdo funcional entre a proteina do checkpoint mitético Bub3 e a
proteina motora dineina, na regulagéo cinetocoros-microtibulos, recorrendo a deplecio
por RNAi de ambas as proteinas, individualmente ou em conjunto. Da analise do fenétipo
resultante destas experiéncias da deplegéo foi possivel verificar que:

A deplecéo da proteina dineina resultou em defeitos na congressdo e em
cromossomas mono-orientados ou ndo ligados, com consequente desalinhamento.
Fendtipo, em tudo, semelhante ao descrito nos estudos da sua deslocalizagdo dos
cinetocoros por deplegdo das proteinas requeridas para a sua localizagao no cinetocoro.
No entanto, ao contrario do descrito por estes estudos, a auséncia de dineina nio resuita
numa retengéo das proteinas do checkpoint nos cinetocoros alinhados mas, s6 nos
desalinhados.

A deplegio da proteina Bub3 resultou num fenétipo semelhante, ao da deplegéo
da dinefna em termos de congressdo e alinhamento dos cromossomas, confirmando
estudos anteriores. Foi possivel, pela primeira vez, verificar que a proteina Bub3 é
necessaria para a migragdo para os pélos da proteina spindly, sugerindo um possivel
envolvimento da Bub3 na regulagdo da fungdo da dineina neste transporte, uma vez que
¢ a dineina que assegura o transporte da proteina spindly para os pdlos.

A deplegdo simultdnea das proteinas Bub3 e dineina resultou numa restauragdo
das placas metafasicas comparativamente a deplegdo individual destas proteinas,
sugerindo uma relagéo antagonistica entre as duas na regulagéo da ligagdo cinetocoros-
microtibulos. As ligagbes cinetocoros-microtibulos, apoés deplecdo dupla, apesar de
permitir a restaurag¢éo das placas metaféasicas néo sdo completamente funcionais.
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