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INTRODUÇÃO

I. HISTORICO

A resposta ao choque térmico é universal tendo sido des­

crita para todos os organismos estudados até agora (Ashburner e 

Bonner, 1979 ; Schlesinger et.al.,1982; Bardwell e Craig, 1984).

Ritossa em 1962 descobriu que uma variedade de estresses 

ambientais, tais como choque térmico, anõxia e drogas tóxicas, 

induzem um novo padrão de"puff”nos cromossomos politênicos das 

glândulas salivares de Drosophila buskei , sendo o mesmo observa­

do em D . melanogaster.

Em 1974, Tissieris et. al. observaram que em resposta 

aos mesmos estresses, descritos por Ritossa ( 1962), Drosophi1 a 

melanogaster sintetizava um pequeno número de novas proteínas 

com simultânea repressão na síntese de algumas outras. Observa­

ram também que a inducibi 1idade térmica era"locus específica e 

que os mesmos loci poderiam estar suceptíveis em todos os está­

gios do desenvolvimento da mosca.

Resultados semelhantes aos de Tissieris et. al . ( 1974)

foram obtidos por Lewis et.al. (1975) que demonstraram haver uma 
tt 

surpreendente correspondência entre o número de"puffs induzidos 

pelo choque térmico e o número de proteínas sintetizadas, haven-
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91 

do também uma similaridade entre o tamanho dos puffs induzidos e 

a velocidade e duração de síntese das respectivas proteínas. Foi 

sugerido também, que a resposta ao choque térmico era homeostá- 

tica, sendo a rapidez da resposta tanto a nível dos puffs quanto 

das proteínas, uma forte evidência para tal.

Embora o estudo da resposta ao choque térmico mostrasse 

ser um sistema adequado ao esclarecimento de questões relaciona­

das com os mecanismos de controle da expressão genética, sua 

utilização inicialmente ficou relacionada apenas aos aspectos 

envolvidos com a melhor caracterização da organização estrutural 

e funcional dos puffs nos cromossomos politênicos (Tissieris et. 

al., 1974; Lewis et.al., 1975).

No entanto, a partir de 1978, com a demonstração de que 

uma ampla diversidade de organismos (desde bactéria até o ho­

mem), respondiam a semelhantes situações de estresse, pela indu­

ção de genes específicos, cujos produtos eram similares ãs pro­

teínas de choque térmico descritas em Drosophila, a resposta ao 

choque térmico despontou como um modelo para o estudo da regula­

ção da expressão genética da célula eucariota (Schlesinger et. 

al ., 1982 ) .

II. ■ CARACTERÍSTICAS gerais da resposta ao choque térmico
A indução da resposta ao choque térmico ê extremamente 

rápida e envolve mudanças no padrão de expressão genética da cé­
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lula (Ashburner e Bonner, 1979). Sugere-se portanto, a preexis­

tência de fatores mediadores desta indução (Tanguay, 1983; Topol 

et.al., 1985). Como consequência do estabelecimento desta res­

posta, observa-se a indução ou o aumento da síntese de proteínas 

denominadas proteínas de choque térmico e a simultânea repressão 

ou diminuição da síntese das proteínas celulares normais (Ash- 

burner e Bonner, 1979; Schlesinger et.al., 1982).

Associado a estas mudanças, observa-se o desaparecimento 

dos polisomas pré-existentes, que são substituídos por uma nova 

população de polisomas contendo os mensageiros sintetizados de­

vido ã elevação da temperatura (Mckenzie et.al., 1975). A tradu­

ção “in vitro" dos mensageiros obtidos destes polisomas, revela 

um padrão de síntese proteica similar ao observado "in vivo" 

(Mckenzie e Meselson, 1977).

Do mesmo modo, observa-se que para a maioria dos orga­

nismos estudados, a síntese das proteínas de choque térmico ê 

devido à transcrição, "de novo", dos genes de choque térmico
í 

(Lindquist, 1980 a; Lindquist, 1980 b; Fink e Zeuthen, 1980; Lo­

omis e Wheeler, 1980; Yammori e Yura, 1980; Finkelstein et.al., 

1982; Kimpel e Key, 1985; Wu et.al., 1986).

Ashburner e Bonner (1979), descrevem que durante um cho­

que térmico ã temperatura adequada, os RNAs> das proteínas celu­

lares normais são relativamente estáveis podendo ficar estocado 

no citoplasma. Podem também ser traduzidos num sistema acelular 
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de síntese proteica bem como dirigir a síntese das proteínas 

normais apôs o final da condição de estresse.

Outro efeito interessante induzido pelo choque térmico é 

o rearranjo sofrido por algumas proteínas intracelulares (Biess- 

mann et.al., 1982). Os mesmos autores observam que o citoesque- 

leto de vimentina desintegra logo após o choque térmico, e a se­

guir, reintegra-se em torno do núcleo da célula. Dentro desta 

linha, é discutido a provável relação entre a desagregação dos 

polisomas e a tradução preferencial das mensagens de choque tér­

mico com a desintegração do citoesqueleto, uma vez que para a 

tradução das mensagens normais, poderia haver o requerimento de 

polisoma ligado ao citoesqueleto .

A indução da resposta a um choque térmico não letal é 

reversível, significando que com o retorno ãs condições normais, 

ocorre uma gradual reativação da síntese proteica padrão da cé­

lula enquanto que a síntese das proteínas de choque térmico ê 

reprimida. Observa-se também, uma relação entre severidade do 

choque térmico e o grau de indução da resposta, bem como o tempo 

requerido para a recuperação da célula, sendo que quanto mais 

severo o estresse, mais intensa é a indução da resposta e maior 

é o tempo requerido para a recuperação (Lewis et.al., 1975; 

Lindquist et.al., 1982; DiDomenico et.al., 1982 a; DiDomenico 

et.al ., 1982 b).
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Embora o significado funcional das proteínas de choque 

térmico não esteja claro, várias evidências confirmam os resul­

tados iniciais, descritos por Lewis et.al. (1975), sugerindo que 

estejam envolvidas na proteção das células contra os danos do 

estresse ambiental, assegurando-lhes voltar ãs condições normais 

após o estresse (Loomis e Wheeler, 1982 a; Subject e Sciandra, 

1982; Lindquist et.al., 1982; Bensaude e Morange, 1984; Kimpel e 

Key, 1985).

A aquisição de termotolerância, que é a capacidade que a 

célula adquire de, transitoriamente, resistir a uma temperatura 

letal após ter sido previamente submentida a um choque térmico 

numa temperatura não letal, ê a mais forte evidência para a fun­

ção de proteção da resposta ao choque térmico (Schlesinger et. 

al ., 1982) .

Dentro deste contexto, tem sido demonstrado para vários 

organismos, uma correlação entre indução da síntese das proteí­

nas de choque térmico e aquisição de termotolerância (Gerner e 

Schneider, 1975; Loomis e Wheeler, 1980; Subjeck e Sciandra, 

1982; Loomis e Wheeler, 1982 a; Li e Werb, 1982; Landry et.al., 

1982; Burdon, 1982; Key et.al., 1982; Li et.al., 1982; Li, 1983; 

Neidhardt et.al., 1984; Laszlo e Li; 1985; Kimpel e Key, 

1985) .

Vários agentes, tais como etanol , arsênico, cãdmio e hi- 

põxia, conhecidos como indutores da síntese de proteínas de cho­
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que térmico (Ashburner e Bonner, 1979 , Schlesinger et.al., 

1982 a), também induzem termotolerância em células previamente 

expostas a estes agentes (Li e Werber, 1982; Li et.al., 1982, Li 

1983).

Resultados preliminares obtidos por Lindquist et.al. 

(1982), sugerem que em levedura esporulando, um processo fisio­

lógico natural onde se observa a aquisição de termotolerância, 

encontram-se RNAs mensageiros que traduzidos num sistema acelular 

de síntese proteica, dirigem a síntese de proteínas de choque 

térmico.

Outra forte relação entre indução de proteínas de choque 

térmico e termotolerância é sugerida pelos achados de Loomis and 

Wheeler ( 1982 b), em um mutante de Di ctyosteli um d i scoi deum de­

ficiente na expressão das pequenas proteínas de choque térmico e 

na aquisição de termotolerância (Tanguay, 1983).

III. GENES E PROTEÍNAS DE CHOQUE TÉRMICO - ASPECTOS GERAIS

A resposta ao choque térmico é universal e seus compo­

nentes, genps e proteínas, estão entre os elementos mais conser­

vados na natureza (Schlesinger et.al., 1982; Craig et.al, 1982; 

Kelley e Schlesinger, 1982; Neidhardt et.al., 1984).

Após o choque térmico, observam-se rápidas mudanças no 

padrão de síntese proteica da célula: indução da síntese das pro- 
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teínas de choque térmico (PCT). e repressão da síntese das pro­

teínas normais (Ashburner e Bonner, 1979). Diferentes números de 

proteínas de choque térmico bem como diferenças em seus pesos 

moleculares foram descritos para diferentes eucariotos (Ashbur- 

ner e Bonner, 1979; Neidhardt et.al., 1984).

Em Drosophila melanogaster, o organismo mais extensiva­

mente estudado, tem-se relatado a presença de oito proteínas de 

choque térmico que, em função de suas principais características 

e de seus genes, podem ser agrupadas em três classes: a primeira 

classe ê constituída pelo gen da proteína de choque térmico de 

83 Kd (PCT 83); a segunda classe pelos genes correlacionados das 

PCT 70 e PCT 68; a terceira classe pelo conjunto dos genes das 

pequenas proteínas de choque térmico pPCT 27, pPCT 26, pPCT 23 e 

pPCT 22 (Craig et.al, 1982).

A PCT 83 é a maior proteína de choque térmico de 

Drosophila e apresenta reação imunolõgica cruzada com uma PCT de 

peso molecular na faixa de 85 - 90 Kd de vários organismos (Ash-, 

burner e Bonner, 1979; Schlesinger, et.al., 1982 a).

Esta proteína apresenta localização citoplasmãtica após 

o choque térmico e é a proteína mais fortemente induzida a tem­

peraturas intermediárias (Neidhardt et.al., 1984). Lindquist 

( 1980 b) , analisando a síntese proteica de D. melanogaster a va­

rias temperaturas, observou que a PCT 83 era fortemente induzida 

sob uma ampla faixa de temperaturas e que atingia um máximo de 
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indução a 33°C, embora se observasse sua expressão basal, na 

temperatura normal de crescimento.

Na recuperação do choque térmico, a PCT 83 é a última a 

ter sua síntese reprimida, ao contrário do que ocorre com a PCT 

70 (Lindquist et.al., 1982).

Outra característica particular da PCT 83, é que seu ge­

ne é o único, dos genes de choque térmico, a apresentar íntron 

(Neidhardt et.al., 1984; Ingolia e Craig, 1982).

Dentre as proteínas de choque térmico descritas, a PCT 

70 é a mais abundante, está entre as proteínas mais conservadas 

que se conhece e apresenta determinantes antigênicos comuns com 

as PCTs correspondentes de vários eucariotos analisados (Craig 

et.al., 1982; Kelley e Schlesinger, 1982).

A localização intracelular da PCT 70 parece ser depen­

dente da condição de estresse. Velazquez e Lindquist (1984), de-
I

monstraram que em D. melanogaster exposta a choque térmico ou 

anõxia, a PCT 70 localiza-se no núcleo durante o estresse, migra 

para o citoplasma na recuperação e rapidamente retorna ao nú­

cleo, após um segundo estresse. Com os estudos de Vincent e Tan- 

guay (1982), observa-se que durante um choque térmico, a PCT 70 

de D. melanogaster encontra-se envolvida com estruturas do ci- 

toesqueleto tanto no citoplasma quanto no núcleo e que quando o 

agente de estresse é arsênico, esta proteína é encontrada no ci- 
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toplasma. Burdon (1982), observa que. durante o choque térmico, a 

PCT 70 de humanos encontra-se distribuída entre as frações nu- 

cleares e citoplasmãticas, o mesmo sendo observado para a PCT 70 

de galinha (Schlesinger et.al., 1982 a).

A PCT 70 é codificada por uma família multigênica em D. 

melanogaster e em S. cerevi si ae e é representada por um único 

gene em E. coli, sendo observado uma grande homologia entre es­

ses genes e entre seu produtos, mesmo nestas espécies evolutiva­

mente distantes (Craig et.al., 1982; Bardwell e Craig, 1984).

Além da homologia estrutural observada entre as PCT 70 e 

seus genes em vários organismos, os estudos de transformação de 

células de vertebrado com o gene da PCT 70 de D. melanogaster, 

sugerem que os sinais de controle transcricional do choque tér­

mico também foram conservados durante a evolução (Corces et.al., 

1981; Mirault et.al., 1982; Pelham e Bienz, 1982). Em células de 

levedura, a expressão do mesmo gene ê regulada traducionalmente, 

sugerindo que os sinais de controle traducional podem ser reco­

nhecidos entre espécies tão divergentes quanto D. melanogaster e 

S. cerev i s i a e (Collatz et.al., 1985).

Utilizando um sistema de transformação heterólogo, para 

a análise das sequências que controlam a transcrição do gene da 

!PCT 70 de Drosophila, foi observado a presença de um elemento de 

sequência, comum para a maioria dos genes de choque térmico de 

Drosophila e localizado cerca de onze nucleotídeos anterior ao 
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"TATA BOX". Este elemento de sequência é definido como sequência 

consenso de Pelham, e contém o palindroma 5' C-T-n-G-A-n-n-T-T- 

C-n-A-G 3' (Mirault et.al., 1982; Corces et.al., 1982; Pelham e 

Bienz, 1982) .

Dudler e Travers (1984), estudando o mesrço gene em sis­

tema de transformação homólogo, observaram que para a eficiente 

utilização do seu promotor, além da sequência consenso de Pe­

lham, havia o requerimento de uma outra sequência localizada en­

tre as posições - 68 e - 97 (tomando como referência o ponto de 

início da transcrição).

Recentemente, os estudos de Topol et.al. (1985), demons­

traram que o promotor do gene da PCT 70 de D. melanogaster apre­

senta 3 domínios, aos quais se ligam um fator de transcrição es­

pecífico para os genes de choque térmico, o que ê necessário pa­

ra a atividade transcricional máxima deste gene.

0 outro grupo de proteínas de choque térmico descrito em
I

D. melanogaster, ê o constituído pelas quatro pequenas proteínas 

de choque térmico (pPCT). Seus genes encontram-se localizados 

juntamente com 3 genes regulados apenas pelo desenvolvimento, em 

um segmento de 11 Kb no locus 67 B (Craig et.al., 1982). Estes 

quatro genes não são transcritos na mesma direção e não contêm 

introns (Craig et.al., 1982; Southgate et.al., 1983).

Segundo Southgate et.al. (1983) e Vitek et.al. (1984), 
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esta família de genes deve ter surgido durante a evolução prova­

velmente como consequência de eventos de duplicação gênica e in­

versões .

As pPCTs de D. melanogaster são relacionadas umas ãs ou­

tras, com cerca de 50% de homologia, e ã proteína dooL-Cristal i- 

no de vertebrados que também é codificada por uma pequena famí­

lia multigênica (Craig et.al.» 1982; Neidhardt et.al., 1984; Vi­

tek et.al 1984).

Quanto ã localização intracelular, Vincent e Tanguay 

(1982) demonstraram que tais proteínas migram para o núcleo pro­

gressivamente com o aumento da temperatura. No núcleo, as pPCT 

são encontradas como grandes agregados onde parecem estar envol­

vidas na proteção do DNA contra os danos do estresse. Essa capa­

cidade de formar agregados provavelmente é caracterizada pela 

presença de um domínio estrutural comum ãs pPCTs e a proteína do 

cí-Cri stal i no (Craig et.al., 1982). Na recuperação do choque tér­

mico, as pPCTs redistribuem-se entre núcleo e citoplasma onde 

aparecem associados com RNA, de origem desconhecida, formando 

grandes agregados citoplasmáticos com coeficiente de sedimenta­

ção na faixa de 20 a 30 S (Southgate et.al., 1983).

Os genes das pPCTs são os únicos genes de choque térmico 

a serem induzidos pelo hormônio esterõide da muda, ecdisterona, 

em Drosophila melanogaster (Vitek e Berger, 1984; Lawson et.al., 

1985), sendo também induzidos por outras condições de estresse 
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descritas para os demais genes de choque térmico.

Estudando as sequências de nucleotídeos responsáveis pe­

la inducibi 1idade térmica dos genes das pPCTs de Drosophi1 a me- 

1anogaster em célula COS de macacos, Ayme et.al. (1985) demons­

traram que apenas os genes das pPCT 26 e pPCT 22 eram transcri- 

cionalmente induzidos pelo choque térmico e que a sequência con­

senso de Pelham poderia ser a responsável por esta induçáo. Su­

geriram também, que a não inducibi 1idade térmica dos genes das 

pPCT 27 e pPCT 23, neste sistema, poderia ser explicado pela 

pontencialidade de formação de Z-DNA dentro da região promotora 

destes genes ou por um mecanismo de indução térmica diferente, 

onde uma particular conformação da cromatina bem como o requeri­

mento de fatores específicos poderiam estar envolvidos.

Os resultados de Lawson et.al. (1985) mostram que para a 

indução do gene da pPCT 23 em células de Drosophi1 a melanogas­

ter, são requeridos mais de 147 pares de bases da região promo­

tora, sugerindo uma organização diferente entre os promotores 

dos genes da pPCT 23 e da PCT 70.

Os genes das pPCTs de D. melanogaster apresentam um com­

plexo padrão de regulação pelo desenvolvimento, conforme descri­

to por Lawson et.al. (1985) e Cohen e Meselson (1985). Para ex­

plicar a regulação múltipla destes genes, Cohen e Meselson 

(1985) sugerem o envolvimento de várias sequências controle que, 

independentes umas das outras, poderiam interargir com proteínas 
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regulatõrias distintas e induzir a transcrição destes genes, em 

resposta ã estímulos específicos.

IV. REGULAÇAO DA RESPOSTA AO CHOQUE TÉRMICO

Para a grande maioria dos organismos estudados, o prin­

cipal nível de regulação da resposta ao choque térmico (RCT) é o 

transcricional , embora também haja o envolvimento de outros ní­

veis de controle.

Durante o estresse, a resposta ao choque térmico de Dro- 

sophi1 a, ê controlada por um complexo sistema de regulação, onde 

a expressão dos genes de choque térmico, independentemente um do 

outro, pode ser modulada por mecanismos que atuam em três dife­

rentes níveis: transcricional, onde apenas alguns genes especí­

ficos são ativados enquanto a síntese e processamento da maioria 

dos outros trascritos normais ê reprimida; pós-transcricional , 

onde se observa um diferente grau de estabilidade das diferentes 

mensagens e traducional, onde determinadas classes de mensagens 

são seletivamente e eficientemente traduzidas (Lindquist, 1980; 

DiDomenico et.al., 1982 b; Ballinger e Pardue, 1983).

DiDomenico et.al. (1982 a; 1982 b), demonstraram que, 

pelo menos para a PCT 70 de D. melanogaster, através dos meca­

nismos de controle transcricional e põs-transcricional , ocorre 

auto-regulação da RCT e que uma quantidade específica de PCT 

funcional é requerida como um sinal para a regulação de sua pró­
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pria síntese bem como para a liberação da síntese proteica nor­

mal. Observaram também que o choque térmico e a sua recuperação 

são processos mediados por diferentes mecanismos a nível da tra- 

dução.^Foi observado que em Drosophila, o controle traducional 

jlcrRCT, envolve uma redução de 15 a 30 vezes nas velocidades de 

iniciação e elongação das proteínas originadas dos mRNAs normais 

em comparação com aquelas originadas dos mRNAs de choque térmico 

(Ballinger e Pardue, 1983).

Em células HeLa, embora também se observe uma tradução

preferencial das mensagens de choque térmico, esta parece ser 

devido ao fato destes mRNAs apresentarem características estru­

turais que lhes conferem uma intrínseca e alta eficiência tradu­

cional durante o estresse (Hickey e Weber, 1982).

Os estudos sobre a regulação da expressão da RCT em

plantas, têm revelado que esta é muito semelhante à descrita pa­

ra D rosophi1 a, sendo detectado envolvimento de mecanismos a ní­

vel transcricional , traducional e põs-traducional (Baszczynski e 

Walden, 1983; Kimpel e Key, 1985).

_ ^,Segundo Lindquist (1981), os mecanismos de controle tra­

ducional da RCT de Saccharomyces cerevisiae ê diferente do des­

crito para Drosophila melanogaster, pois de um modo mais sim­

ples, a maioria das mensagens' normais de S. cerev i si ae é rapida­

mente degradada, havendo tradução das mensagens que permanecem 

na célula, as mensagens de choque térmico que apresentam uma
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maior estabilidade durante o estresse.

Em E. col i , a indução da resposta ao choque térmico 

ocorre a nível de transcrição, não havendo evidências de outros 

níveis de controle (Yamamori e Yura, 1980; Neidhardt et.al., 

1984) .

Em contraste com o quadro geral da regulação da RCT, 

Bienz e Gurdon ( 1982) reportam que em ovócito de Xenopus 1eavi s 

a regulação da resposta dá-se exclusivamente a nível da tradu­

ção .

Outra característica muito interessante desta resposta é 

que alguns genes de choque térmico bem como genes relacionados ã 

estes (genes cognatos) são regulados pelo desenvolvimento em vá­

rios organismos em condições normais (Ingolia e Craig, 1982; 

Bensaude et.al., 1983; Sing e Yu, 1984; Lowe e Moran, 1984; 

Bienz, 1984; Vitek e Berger, 1984; Cohen e Meselson, 1985).

Os resultados de Bienz (1984) indicam que os genes de 

choque térmico em ovócito de Xenopus 1eav i s, não são regulados 

coordenadamente, havendo um controle pelo desenvolvimento que se 

sobrepõe ã indução transitória pelo calor. Também é sugerido o 

envolvimento de fatores de transcrição gene-específico que apre­

sentam atividade regulada pelo desenvolvimento, além dos fatores 

de transcrição ativados pelo choque térmico os quais se ligam 

aos elementos de sequência dos promotores destes genes, ativan­
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do-os (Bi enz, 1985 ) .

V. RESPOSTA AO CHOQUE TÉRMICO EM TRIPANOSOMATIDEOS

Como o Trypanosorna cruzi, agente etiológico da doença de 

Chagas, apresenta um ciclo biológico complexo onde naturalmente 

está submetido a variações de temperatura, é de grande interesse 

estudar os mecanismos envolvidos na expressão gênica em condi­

ções de choque térmico, visto que estes poderiam codificar ter- 

motolerância e estarem relacionados com o processo de diferen- 

ci ação celular .

^^Azevedo et.al. ( 1983) analisando o processo de síntese 

proteica em células epimastigotas de Trypanosoma cruzi encontra­

ram que a temperaturas supra-ótimas ocorria uma redução na sín­

tese proteica total, enquanto que pelo menos um polipeptídeo de 

peso molecular estimado em 77 Kd apresentava sua síntese estimu­

lada.

Carvalho et.al. ( 1984 a) e Carvalho et.al. ( 1984 b) , es­

tudando as alterações no padrão proteico do T. cruzi sob condi­

ções que mimetizam o que ocorre naturalmente no seu ciclo de vi­

da, tais como elevação de temperatura e mudança na composição 

química do meio de cultivo, encontraram que o aumento da tempe­

ratura induz a síntese de quatro polipeptídeos de peso molecular 

de 103, 92, 76 e 61 Kd com a simultânea diminuição na síntese 

'proteica total da célula. Assim como ocorre para outros orga­
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nismos, foi observado que esta indução em T. cruzi também é 

transitória e que o tempo requerido para a recuperação ê propor­

cional ã severidade do estresse. Foi descrito, pelo mesmo grupo, 

que o soro era capaz de induzir, independente da temperatura, 

tanto nas formas epimastigota quanto nas tripomastigota, proteí­

nas diferentes das observadas em células mantidas em outros 

meios. Com o objetivo de definir o nível de regulação da respos­

ta ã alta temperatura, demonstraram que mesmo sob severa inibi­

ção da síntese de RNA, havia expressão em altos níveis das pro­

teínas induzidas pelo calor, sugerindo que a resposta ao choque 

térmico fosse, como descrito em ovõcito de Xenopus 1eav i s, regu­

lada a nível da tradução (Carvalho et.al., submetido a Exp. 

Cel 1 . Res .) .

^Experimentos realizados recentemente por Van der Ploeg 

et.al. (1985) sobre diferenciação celular e expressão de genes 

de choque térmico em Lei shmani a maj or e T. brucei , sugerem que 

os genes de choque térmico poderiam estar envolvidos no processo 

de diferenciação celular e que a resposta ao choque térmico po- 

deria desempenhar um papel importante na adaptação do parasita 

no hospedeiro mamífero.

VI. OBJETIVO DO PRESENTE TRABALHO

Visto que a resposta ao choque térmico constitui um mo­

delo muito atrativo para o estudo da expressão genética de célu­

las eucarióticas e como a família Tripanosomatidae é composta de 
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espécies importantes tanto para a saúde como para a agricultura, 

este trabalho de tese, visando dar subsídios para uma melhor 

compreensão da biologia molecular desses microrganismos , propôs- 

se analisar comparativamente o efeito do estresse térmico na 

síntese proteica de três tripanosomatídeos - C ri thi d i a brasi- 

1i ensi s, Herpetomonas samuelpessoai e Trypanosoma cruzi .
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MATERIAIS E MÉTODOS

1. REAGENTES

Os anfolitos utilizados eram da LKB. A leucina ( H) foi 

procedente da New England Nuclear (USA) e a metionina {^5S) foi 

gentilmente cedida pelo Dr. Moacir A. Rebelo (Instituto de Bio­

física - UFRJ). Os marcadores de peso molecular foram da SIGMA. 

Todos os demais reagentes utilizados foram de grau analítico.

2» CÉLULAS

Os microrganismos utilizados neste trabalho foram os 

tripaiosomatídeos:

Trypanosoma cruzi, cepa Y: isolado de xenodiagnose de um 

caso humano de doença de Chagas (Silva e Nussenzweig, 1953) e 

gentilmente cedida pelo Professor Hélio P. Azevedo do Laborató­

rio de Microbiologia da UnB.

Herpetomonas samueipessoai: isolado do hemíptera Zelus 

1eucogrammus (Roitman et. al., 1976 ) e gentilmente cedido pelo 

Professor Isaac Roitman do Laboratório de Microbiologia da UnB.

■ Crithidia brasiliensis sp.: isolada do hemiptera do gê­

nero Zelus, em Brasília, e caracterizada no Laboratório de Bio­

logia Molecular (Sá et. al , 1980).
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3. MANUTENÇÃO DAS CÉLULAS

As células foram cultivadas em meio LIT (Camargo, 1964) 

a 28° C e mantidas em fase exponencial através de inõculos su­

cessivos.

4. SOLUÇOES E TAMPÕES 

4.1 MEIO LIT

Confeccionado de acordo com o descrito por Camargo

(1964) .

(1974). Foi omitido o aminoácido oue seria usado como precursor

4.2 PSG-5X (P/V)

Glicose - 4,5 %

NaCl - 3,35%

NajHPOij .7HzO - 3,0%

KC1 -17,5 mg%

4.3 AA MIX (IX)

A mistura de aminoácidos foi preparada em TRIS.HC1 40

mM, pH=7.2 e 31 mg% de DTT conforme descrito por Hunt and Jacson

radioativo no sistema de síntese proteica.

Valina - 3,0 mM

Asparagina H2O

G1 i c i n a

- 0,5 mM

- 2,0 mM
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G1utami na - 0,5 mM

Ti ros i na - 0,5 mM

Serina - 2,0 mM

A. Aspártico - 2,0 mM

Fenilalanina - 1,5 mM

Histidina (HC1. monohidrato) - 2,0 mM

I soleuci na - 0,5 mM

A. Glutâmico - 2,0 mM

Triptofano - 0,5 mM

A1 a n i n a - 3,0 mM

Arginina hidrocloreto - 0,5 mM

Cisteina - 0,5 mM

Treoni na - 1,5 mM

Proli na - 1,0 mM

Lisina monohidrocloreto - 2,0 mM

Leuci na - 3,0 mM

Meti oni na 0,5 mM

PPO

4.4 SOLUÇÃO CINTILADORA

Tolueno - 2,0 1

- 12,5 g

POPOP - 0,75 g

4.5 TAEU (2X)

TRIS.HC1 ,pH = 6 ,8 200 mM



22

2 - Mercaptoetanol - 20% (v/v)

SDS - 4% (p/v)

G1i cerol - 20% (v/v)

Azul de Bromofenol - 0,1% (p/v)

4.6 SOLUÇÃO L

TRIS.HC1 ,pH=8,8 - 1,5 M

SDS - 0,4% (p/v)

4.7 SOLUÇÃO M

TRIS.HC1 ,pH = 6,8 - 0,5 M

SDS - 0,4% (p/v)

4.8 SOLUÇÃO N

Acri1ami da - 29,2% ( P/v)

Bi s.Acri1ami da - 0,8% ( P/v)

4.9 TAMPÃO DE CORRIDA

TRIS .base

G1i ci na

- 0,025 M

- 0,192 M

SDS - 1% (p/v)

0 pH deste tampão não era ajustado.
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4.10 TAEB (2X)

Urei a - 9,5 M

NP-40 - 4% (v/v)

DTT - 0,01 M

Anfoli to 5-8 - 1,6% (v/v)

Anfolito 3,5-10 - 0,4% (v/v)

4.11 SOLUÇÃO OL

Uréia

NP-40

DTT

Anfolito 5-8

Anfoli to 3,5-10

- 6 M

- 4% (v/v)

- 0,01 M

- 0,8 (v/v)

- 0,2% (v/v)

4.12 SOLUÇÃO D

Acri1 ami da - 28,38%

BIS.acri1 ami da - 1,62%

4.13 SOLUÇAO 0 (IX)

G1i cerol - 10% (v/v)

DTT - 1 mM

SDS - 2,3% (p/v)

TRIS.HC1 - 0,0625 M, pH=6.8
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4.14 SOLUÇÃO DE CORRIDA INFERIOR

H3P04 - 0,01 M

4.15 SOLUÇÃO DE CORRIDA SUPERIOR

NaOH - 0,02 M

Deaerado por aproximadamente 30 minutos, na hora do uso.

4.16 SOLUÇÃO CORANTE

Comassie Blue G

Metanol

Acido Acético

4.17 SOLUÇÃO DESCORANTE

Etanol

Acido Acético

- 1% (p/v)

- 30% (v/v)

- 7% (v/v)

- 25% (v/v)

- 8% (v/v)

5. CURVA DE CRESCIMENTO

Para o crescimento das células, foi utilizado um inõculo 

a partir de pré-inóculo em fase exponencial. 0 crescimento foi 

feito em frascos de vidro de 100 ml contendo 20 ml de meio LIT
6

ao qual adicionava-se um inõculo padrão para se ter 5.10 cêlu- 

las/ml para T. cruzi e 10 células/ml para C. brasi1ensi s e
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H. samuelpessoai . As culturas foram mantidas a 282C e o número 

de células estimado utilizando-se a câmara de Neubauer. Estas 

condições de crescimento foram seguidas no decorrer de todo o 

trabalho.

6. OBTENÇÃO DAS CÉLULAS

As células utilizadas foram obtidas a partir de culturas 

em fase exponencial. As células (em um volume de 20 ml) foram 

coletadas por centrifugação (centrífuga IEC MODEL PR-2), a 4^C, 

a 2300 g por 20 minutos. 0 sedimento era ressuspendido em, 

aproximadamente, 20 ml de solução PSG IX, pH=7.0. A seguir era 

feita nova centrifugação (mesmas condições) e o sedimento res- 

suspendido em solução PSG IX, pH=7.0 para se ter 5.10 células/ 

ml, conforme estimado através de contagem em câmara de Neubauer.

7. CINETICA DE INCORPORAÇÃO DE 3H-LEUCINA EM VARIAS 

TEMPERATURAS

0 sistema de síntese proteica, "in vivo", continha num 

volume final de 1,0 ml: 900 ul de PSG IX, pH=7.0; 32 ul de AAMIX 

(2X) da qual se omitia leucina; 100 ul da massa de célula (5.10 

células). Cada sistema era incubado por 30 minutos nas tempera­

turas de 28-C, 37-C e 40-C, após o que era adicionado 10 yjl de 

3H-Leucina (2 juCi) . A incubação prosseguia por 1 hora e de 20 em 

20 minutos era retirado alíquotas de 10 yul e colocadas sobre os 

papéis Whatman 3MM de 1 x 1 cm pré-embebidos em TCA 5%. Após a 
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secagem, os papéis eram colocados por 15 minutos a 0£C em uma 

solução de TCA 5% gelada. Logo após, eram lavados por duas vezes 

durante 5 minutos cada, com TCA a 5% gelado sob agitação, uma 

vez durante 5 minutos com etanol : éter (1:1) e uma vez por 5 mi­

nutos com éter. Os papéis, após a secagem, eram colocados em tu­

bos "vials" contendo 2,0 ml de solução cintiladora e a radioati­

vidade medida em um contador de cintilação (Beckman LS 7000).

8. ANALISE DOS POLIPEPT1DEOS SINTETIZADOS, “IN VIVO", EM 

CONDIÇOES DE CHOQUE TÉRMICO

A composição do sistema era semelhante à descrita acima, 

sendo usado a AA-MIX (2X) da qual se omitia metionina. Após 30 

minutos de incubação nas respectivas temperaturas, adicionava-se
35

1 p 1 de S-metionina (aproximadamente 10 jjCI ). A incubação 

prosseguia por mais 40 minutos, e a seguir, o material era ime­

diatamente centrifugado (centrífuga SPIN I da INCIBRAS) na câma­

ra fria, a 12000 g por 5 minutos. 0 sobrenadante era aspirado em 

bomba de vácuo e o sedimento congelado a - 502C. Os polipeptí- 

deos eram analisados através de eletroforese uni e bidimensio­

nal, como descrito a seguir.

9. ANALISE DA VELOCIDADE DE INDUÇÃO DA RESPOSTA A0 CHOQUE 

TÉRMICO

A composição do sistema era semelhante ã descrita no

item 8. Cada sistema foi incubado a 28-C por 30 minutos e a se-
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guir transferido para 40-C. Para cada das condições: 40£C/5 mi-
35"

nutos, 40-C/15 minutos e 40-C/30 minutos adicionava-se S-Me- 

tionina e a incubação prosseguia por 10 minutos após o que o ma­

terial era processado para análise dos polipeptídeos, através de 

eletroforese, conforme descrito no item anterior.

10. ANALISE DA VELOCIDADE DA VOLTA AO ESTADO NORMAL DE 

SÍNTESE PROTEICA

Após o choque térmico, a 40-C por 30 minutos, os siste­

mas eram incubados a 28-C. E para cada das condições: 28-C/5 mi­

nutos, 28-C/15 minutos e 28-C/30 minutos, era adicionado 3ÍS-Me- 

tionina e a incubação prosseguia por 10 minutos. Em seguida, o 

material foi processado conforme descrito anteriormente.

11. ANALISE DOS P0LIPEPT1DE0S ATRAVÉS DE ELETROFORESE

11.1 UNIDIMENSIONAL

A eletroforese processou-se de acordo com o descrito por 

Laemmli ( 1970 ) .

A. PREPARO DAS AMOSTRAS
7

Cada sedimento, contendo cerca de 5x10 células, era 

ressuspendido em 70 jul de TAEU IX, fervido em banho-maria por 3 

minutos e os polipeptídeos analisados em PAGE-SDS.

B. PREPARAÇAO D0 GEL

Os géis unidimensionais foram de 13,5 x 17,0 x 0,1 cm

usando um gradiente linear de 7-15%.
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GEL-SEPARADOR GEL-CONCENTRADOR

SOLUÇOES 7% 15% 4,5%

L 2,5 ml 2,5 ml -

M - - 2,0 ml

N 2,3 ml 4,99 ml 1,25 ml

H20 5,2 ml 1 ,3 ml 4,75 ml

GLICEROL - 1,2 ml -

PA 10% 5,5 pl 18 ^1 50 /J1

TEMED 5,5 yul 5,5 ^1 5 yul

Após a polimerização (1-2 hs), as amostras eram aplicadas e o 

sistema submetido ã análise eletroforética .

C. CONDIÇOES DA ANALISE ELETROFORETICA E PROCESSAMENTO 

DO GEL

As eletroforeses foram conduzidas sob corrente constan­

te, utilizando-se no início 10 mA, até que o azul de bromofenol 

do tampão de amostra atingisse o gel separador, e a seguir 20 

mA. A corrida era mantida até que o azul de bromofenol saisse do 

gel. Em seguida, o gel foi corado por 1-2 horas, utilizando-se a 

solução corante, e descorado com sucessivas trocas da solução 

descorante até que o perfil proteico pudesse ser evidenciado. 

Logo após, os polipeptídeos radioativos foram identificados por 

fluorografia conforme descrito a seguir.
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11.2 - BIDIMENSIONAL

A eletroforese bidimensional processou-se de acordo com 

o método descrito por 0' Farrel (1975).

A. PREPARO DA AMOSTRA
3

Cada sedimento, com cerca de 5x10 células, foi:

a) ressuspendido em 1,0 ml de solução de TCA 10% contendo metio- 

nina 0,1% (p/v), gelada, agitado em VORTEX e incubado a 0-C 

por 20 minutos;

b) centrifugado (SPIN I da INCIBRAS) a 12000 g por 5 minutos, na 

câmara fria;

c) ressuspendido em 1,0 ml de etanol gelado, agitado em VORTEX e 

incubado a 0-C por 15 minutos;

d) centrifugado como em b;

e) ressuspendido em 1,0 ml de clorofórmio: metanol (1:1), agita­

do em VORTEX e incubado a 0-C por 5 minutos;

f) centrifugado como em b;

g) secado em bomba de vácuo e estocado a - 20-C, ou ressuspendi- 

do em TAEB (2X), agitado em VORTEX e centrifugado a 12000 g 

por 2 minutos, a temperatura ambiente. Ao sobrenadante, adi­

cionava-se 5 ^il de DTT 1M.

B. PREPARAÇAO D0 GEL

B.1. Ia. Dimensão: Focalização Isoelétrica

Foram utilizados tubos de 3 mm de diâmetro x 11,5 cm de 

comprimento vedados em uma das extremidades com parafilme. Para
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10 ml de mistura de GEL (cerca de 0,5 ml da mistura por tubo),

usava-se: - 5,5 gU réi a

Solução D - 1,33 ml

NP.40-10% - 2,0 ml

h2o - 2,0 ml

Anfolito 5-8 - 0,4 ml

Anfolito 3,5-10 -0,1 ml

Apôs a mistura de todos os componentes, a solução do gel 

era deaerada por 5 minutos e adicionava-se os catalisadores:

PA.10% - 20 yUl

TEMED - 14 ^1

Esta solução era imediatamente transferida, com o auxí­

lio de uma seringa, para os tubos atê a altura de 5 mm do topo.

0 gel era delicadamente coberto com 20 1 de água bidestilada e 

esperava-se a polimerização por 1 a 2 horas, após o que o para- 

filme do fundo dos tubos era substituído por uma membrana de 

diãli se e os tubos adaptados na câmara de eletroforese. A água 

do topo dos géis era substituída por 20 yjl de TAEB (2X) , sobre 

o qual era adicionado 20 yul de solução 0L e em seguida, comple­

tava-se os tubos com solução de corrida superior. 0s reservató­

rios superior e inferior eram preenchidos com suas respectivas 

soluções e a seguir os géis eram submetidos a uma prê-corrida de 

200 Volts, 300 Volts e 400 Volts por 30 minutos cada. Após a 

pré-comida, a solução superior era descartada e a superfície de 

cada gel seca com papel de filtro para posterior aplicação da 
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amostra. Era aplicado 50 p1 de cada amostra em cada gel e sobre 

esta era delicadamente adicionado 20 pl de solução 0L. Cada tubo 

era preenchido com NaOH 0,02 M deaerado, bem como o reservatório 

superior. A cuba de eletroforese, contendo os tubos com os géis 

da la. dimensão, era submetida à corrida.

B.2 - 2a. Dimensão: PAGE-SDS

Os géis da 2a. dimensão foram de 16,5 x 16,5 x 0,1 cm, 

com uma concentração de 12%. Composição do gel:

GEL SEPARADOR GEL CONCENTRADOR

SOLUÇOES (12%) (4,5 %)

L 5,0 ml -

M - 2,5 ml

N 6,6 ml 1,5 ml

H20 8,4 ml 6,0 ml

DEAERAR POR 5-10 MINUTOS

PA 10% 67 |il 21 yul

TEMED 10 jjl 7

A mistura do gel separador era imediatamente transferida 

para a placa de eletroforese até 2,0 cm abaixo do BISEL. Após a 

polimerização (1-2 horas) adicionava-se o gel concentrador, onde 

era feito um poço para adaptação, ao lado do gel da la.dimensão, 
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do marcador de peso molecular. Da solução do gel concentrador 

era reservado 3,0 ml, aos quais se adicionava 40 jil de PA 10% e 

6 jj 1 TEMED, sendo esta solução usada para selar o gel da la. di­

mensão e o marcador de peso molecular. 0 marcador de peso mole­

cular era preparado conforme descrito a seguir. 0 sistema era 

submetido ã corrida.

C. CONDIÇOES DA ANALISE ELETROFORETICA E PROCESSAMENTO 

DOS GEIS

C.1 - la. Dimensão

0 sistema foi submetido a 400 V por 17 horas. Em segui­

da, os gêis foram retirados dos tubos, com auxílio de uma serin­

ga, e transferidos para um tubo de ensaio onde foram equilibra­

dos com aproximadamente 5,0 ml de solução 0 (IX) por 30 minutos, 

após o que foram estocados a-502C. Na hora do uso, o gel foi 

descongelado, incubado em solução 0 (IX), fresca, por 30 minu­

tos. A solução 0 foi descartada, o gel seco com papel de filtro, 

adaptado sobre o gel da 2a. dimensão e selado ao lado do marca­

dor de peso molecular.

C. 2 - 2a. Dimensão

As condições da análise eletroforética , bem como de pro­

cessamento dos géis era de acordo com o descrito no item C para 

os gêis unidimensionais.
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12. PREPARO DO MARCADOR DE PESO MOLECULAR PARA A 2a.DIMENSÃO

Os marcadores de peso molecular utilizados foram: albu- 

mina de soro bovino, ovoalbumina; tri psinogênio, ^-Lactoglobina 

de leite bovino e 1isozina.

SOLUÇÃO I: mistura dos marcadores de peso molecular.

4,0 pg/pl de cada em TAEB (2X).

SOLUÇÃO II: 50 pl da solução I

50 pl de solução 0 (2X)

A seguir, a solução II foi fervida em banho-maria por 3 

minutos e a ela adicionado 20 p1 de DTT 1M.

SOLUÇÃO III: Uréia - 1,37 g

Solução D - 0,33 ml

NP.40-10% - 0,5 ml

Agua Bidestilada - 0,5 ml

Apôs a mistura destes componentes, foi adicionado 120 pl 

da solução II e 20 pl de DTT 1M. Esta mistura foi deaerada em 

bomba de vácuo, após o que adicionava-se os catalisadores: 7,5 

pl de PA 10% e 5 pl de TEMED. Esta solução foi imediatamente in­

troduzida nos tubos da la. dimensão e esperava-se a polimeriza- 

ção, após o que os géis foram retirados dos tubos e cortados em 

pedaços de 0,5 em 0,5 cm. Cada pedaço foi estocado a - 50£C,

imerso em solução 0(lx).

Na hora do uso, um pedaço era descongelado e corado, pe­

la adição de 100 pl de azul de bromofenol 0,1% (p/v) durante 10 
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minutos. 0 gel era seco com papel de filtro e adaptado no poço 

do gel concentrador, sendo posteriormente selado ao lado do gel 

da la. dimensão.

13. FLUOROGRAFIA

Os polipeptídeos radioativos eram detectados de acordo 

com o descrito por Bonner e Laskey (1974), com pequenas modifi­

cações. Após a eletroforese, os géis foram corados, descorados e 

a seguir feito a f1uorografia .

Os géis foram imersos em DMSO duas vezes durante 30 mi­

nutos cada, sob agitação, imersos por 1 hora sob agitação, pri­

meiro em PPO 20% em DMSO e posteriormente em água. Em seguida, 

os géis foram secos a vácuo e expostos, a uma película KODAK 

X-OMAT RP, a - 50-C. A seguir, a película foi revelada e os po- 

lipeptídeos radiotivos analisados.

14. CONDIÇOES DE ESTOCAGEM DAS SOLUÇOES E TAMPDES

Soluções estocadas ã 4-C: L, M, N, D e 0.

Soluções estocadas ã temperatura ambiente: Meio LIT, so­

lução cintiladora, tampão de corrida, solução corante e solução 

descorante.
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As demais soluções foram estocadas a - 20-C, sendo 

soluções AA MIX (IX), TAEB (2X) e Solução OL distribuídas 

alíquotas.

as 

em
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RESULTADOS

Com o objetivo de padronizar as condições do cultivo das 

células, para a execução dos experimentos em todo o decorrer do 

trabalho, construimos as curvas de crescimento dos tripanosoma- 

tídeos em estudo. Definiu-se que a coleta das culturas se daria 

na fase exponencial do crescimento conforme mostrado por uma 

seta nas figuras IA, IB e 1C.

As figuras 2A, 2B e 2C, mostram a cinética de incorpora­

ção de ^H-Leucina em proteínas totais de C . brasi1i ensi s, H. sa- 

muel pessoai e T. cruzi, respectivamente. Observa-se que de um 

modo geral, ocorre inibição da síntese proteica total com o au­

mento da temperatura. Comparando-se os níveis desta inibição pa­

ra os três tripanosomatídeos, nota-se que H. samuelpessoai pare­

ce ser mais resistente a altas temperaturas, com respeito à sín­

tese proteica, visto que ã 28-C, 37-C e 40-C (esta última não 

apresentada por ser coincidente com a de 28£C e 37-c)a incorpo­

ração de aminoácidos em proteínas ocorre com aproximadamente a 

mesma eficiência.

Após o estabelecimento das condições de crescimento dos 

tripanosomatídeos e do estudo da influência da temperatura na 

síntese de proteínas "in vivo", os polipeptídeos sintetizados em 

condições de choque térmico foram analizados através de eletro- 

forese em gel de poliacri1 ami da - SDS. ■

Conforme apresentado na figura 3, têm-se que em C. bra- 
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s i1i e n s i s sob condição de choque térmico ocorre o aumento e/ou a 

indução da síntese de pelo menos seis polipeptídeos. Para H. 

samuelpessoai , de acordo com a figura 4, têm-se que com a 

elevação da temperatura ocorre a indução e/ou aumento da síntese 

de pelo menos quatro polipeptídeos . Do perfil eletroforético da 

figura 5, para o T. cruzi, observa-se o mais simples padrão de 

polipeptídeos de choque térmico, ocorrendo o aumento e/ou a 

indução da síntese de pelo menos três polipeptídeos em resposta 

ao aumento da temperatura. Os PCTs detectados para C. 

b r a s i1i e n s i s , H . samuelpessoai e T. cruzi , estão indicados por 

setas nas figuras 3, 4 e 5 respectivamente.

De acordo com as figuras 3, 4 e 5, observa-se que a 

maioria dos polipeptídeos sintetizados ã 28-C tem sua síntese 

inibida e/ou diminuída com o aumento da temperatura. Nota-se 

também que o padrão de marcação de alguns PCTs varia com a 

temperatura, sendo notado que alguns PCTs apresentam 

intensidades de síntese diferente ã 37-C e 402C.

Após a caracterização geral dos efeitos do choque térmi­

co sobre a síntese proteíca dos tripanosomatídeos em estudo, 

partiu-se para a estimativa de seus pesos moleculares. 0 perfil 

eletroforético do gel utilizado para tal ê apresentado na figura 

6. 0 peso molecular dos PCTs detectados através de eletroforese 

em gel unidimensional são mostrados na tabela 1. Os marcadores 

de peso molecular utilizados foram os seguintes: £-Galactosidase 

de E. coli (116 Kd), Fosforilase b de músculo de coelho ( 97,4 
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Kd), Albumina de soro bovino (66 kd), Ovoalbumina (45 Kd) e Ani- 

drase Carbônica (29 Kd) .

A seguir, com o objetivo de melhor caracterizar os PCTs, 

estes foram analisados através de eletroforese bidimensional em 

gel. A observação da figura 7, que representa o perfil dos poli- 

petídeos de C . b rasi1i ensi s, mostra o mais complexo padrão de 

PCTs comparado com o dos outros dois tripasomatídeos, figuras 8 

e 9. Com o maior poder de resolução deste sistema de eletrofore­

se, observa-se que cerca de onze polipeptídeos de choque térmico 

são detectados. Nota-se entretanto, a existência de polipeptí- 

deos de mesmo peso molecular e diferentes pontos isoelêtricos 

(pis), conforme esquematizado na tabela 2. E observado também 

que o polipeptídeo mais abundantemente sintetizado ã 28-C, que 

contêm 55 Kd (possivelmente Tubulina-T), apresenta sua síntese 

fortemente inibida ã 40-C.

Para H. samuei pessoai (figura 8), observa-se cerca de 

cinco polipeptídeos de choque térmico nas temperaturas de 37-C e 

40£C. Pode ser notado uma grande similaridade, a nível de peso 

molecular e ponto isoelêtrico, entre os PCTs de H. samuelpessoai 

e o grupo de PCTs de alto peso molecular de C. brasiliensis con­

forme está representado na tabela 2 com a mesma numeração para 

os polipeptídeos correspondentes nos três organismos estudados.

0 T. cruzi dentre os três tripanosomatídeos estudados, é 

o que apresenta o padrão de PCTs mais simples, conforme pode ser 
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visto na figura 9. Embora se observe uma grande inibição na sín­

tese proteica total a 40-C, a síntese do polipetídeo de 55 Kd 

(possivelmente Tubulina-T) ao contrário do evidenciado para C. 

brasi1i ensi s está razoavelmente preservada nesta temperatura. A 

figura 9 mostra que cerca de seis PCTs são detectados para T. 

cruzi a 37 C, dos quais apenas quatro são comuns em ambas as 

temperaturas, conforme descrito na tabela 2.

A seguir, para o cálculo do peso molecular dos PCTs de­

tectados pelos géis bidimensionais, adotou-se o seguinte proce­

dimento: para os PCTs com pesos moleculares acima de 60 Kd, uti­

lizou-se os pesos moleculares estimados pelo gel unidimensional 

da figura 6, como marcadores internos nos géis bidimensionais; e 

para os PCTs com pesos moleculares abaixo de 60 Kd, foi utiliza­

do os marcadores mostrados nos próprios géis bidimensionais.

A partir destes cálculos, construiu-se a tabela 2 que 

sumariza os PCTs observados para os tripanosomatídeos em estudo. 

Nesta tabela, os polipeptídeos que mostram semelhanças quanto ao 

peso molecular e ponto isoelétrico, estão agrupados com a mesma 

numeração, sendo que esta, é igualmente representada na tabela 1 

e nas figuras 6, 7, 8 e 9.

Com o objetivo final de analisar a velocidade de indução 

da resposta ao choque térmico e a velocidade de recuperação após 

o estresse em C. brasi 1 i ensi s, fez-se uma cinêtica para acompa­

nhar os processos de indução e recuperação.
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A figura 10 mostra que, conforme descrito para a maioria 

dos organismos estudados, a indução da resposta ao choque térmi­

co ê muito rápida, sendo que com 5 minutos de exposição de C. 

brasi1i ensi s a uma temperatura de 40-C já se observa sua indu­

ção .

De aco-rdo com o que se pode observar na figura 11, o 

processo de recuperação do choque térmico à 40-C é mais gradual 

que o da indução, sendo requerido mais que 30 minutos a 28-C pa­

ra a total repressão da síntese das proteínas de choque térmico. 

Também foi observado (resultados não apresentados) que o proces­

so de recuperação é mais rápido após um choque térmico a 37£C 

que ã 40-C.
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TEMPO (HORAS)

FIGURA IA: Curva de crescimento de C r i t h i d i a brasiliensis em 

meio LIT a 28-C. Cada ponto representa a média de 3 contagens 

efetuadas em câmara de Neubayer. A seta indica o ponto do cres­

cimento onde as culturas eram coletadas para o preparo das célu-

1 a s
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TEMPO (HORAS)

FIGURA 1B: Curva de crescimento de Herpetomonas samuelpessoai em 

meio LIT a 282C. As condições eram idênticas às descritas na le­

genda da figura IA.
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FIGURA 1C: Curva de crescimento do Trypanosoma cruzi, cepa Y, em 

meio LIT a 28-C. As condições eram idênticas às descritas na le­

genda da figura IA.
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FIGURA 2A: Cinêtica de incorporação de 3H-Leucina em várias tem­

peraturas para C . brasili ensi s. As células foram incubadas por 

30 minutos em cada temperatura, após o que adicionava-se ^H-Leu- 

cina e a incubação prosseguia. Alíquotas eram retiradas e a ra­

dioatividade precipitável em TCA era medida num contador de cin- 

tilação, como descrito. Cada ponto representa a média de 3 repe­

ti ções.
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FIGURA 2B: Cinética de incorporação de 3H-Leucina em várias tem­

peraturas para H. samuei pessoai. As condições eram idênticas às 

descritas na figura 2A.
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FIGURA 2C: Cinética de incorporação de^H-Leucina em várias tem-

peraturas para T. cruzi. As condições eram idênticas às descri-

tas na figura 2A.



URA 3: Análise dos polipeptídeos de C. brasiliensis sinteti- 

os "in vivo", através de PAGE-SDS. Após incubação das células

30 minutos nas respectivas temperaturas, adicionava-se S- 

ionina e a incubação prosseguia por 40 minutos. As amostras 

m processadas conforme descrito em Materiais e Métodos e 

icava-se o equivalente a 8.10 células/12 pl/"slot" para cada 

stra.

b, c: 28-C, 37-C e 40-C, respect 1vamente.



*A 4: Análise dos polipeptídeos de H. samuelpessoai 

"in vivo", através de PAGE-SDS. As condições eram 

is descritas na legenda da figura 3.

, c: 282C, 40-C e 422C, respectívamente.

sinteti- 

i dênti-



RA 5; Análise dos polipeptídeos de T. c r u z i, sintetizados 

vivo", através de PAGE-SDS. As condições eram idênticas às 

ritas na legenda da figura 3.

, c: 28-C, 37-C e 40-C, respectfvamente.



,A 6: Análise do conjunto dos polipeptfdeos de choque têrmi- 

para determinação dos seus pesos moleculares. As condições 

idênticas às descritas na legenda da figura 3, tendo sido
5

sado 10 cpm/15 jil/"slot" para cada amostra.

Ç. brasil iensis, H. samuel pessoai e T. cruzi , respectiva- 

arcadores de pelo molecular.
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A B C

1(+) 103 103 -

2 94 94 -

3 89 - 89

4 - 85 -

6 76 76 76

9 - - 63

+ A numeração corresponde ã indicação feita na figura 6 e na ta­

bela 2 , a segui r .

TABELA 1: Peso molecular estimado, para os polipeptídeos de cho­

que térmico de C. brasi1i ensi s, H. samueipessoai e T . cruzi (A, 

B e C, respectivamente), conforme resultados obtidos à partir da 

figura 6. A unidade utilizada ê Kd.
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A 7: Análise do perfil proteico de C. brasiliensis através 

etroforese bidimensional, em gel. As condições de incubaçáo 

como descrito na figura 3, sendo aplicado o equivalente ã 
(? células/50 para cada amostra. 0 tempo de exposiçáo do 

j de RX ao gel foi ajustado para obtençáo de perfis eletro- 

;icos correspondentes aos de géis onde se pradronizou cpm. 

ilipeptídeo de 55 Kd (possivelmente Tubulina)

, C: 282C, 37 2C e 402C, respect 1vamente.
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24-

66-

45-

24-

A 8: Análise do perfil proteico de H. samuelpessoai através 

letroforese bidimensional, em gel. Demais condições como 

ito na legenda da figura 7.
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GURA 9: Análise do perfil proteico do T. cruzi através de ele- 

oforese bidimensional, em gel. Demais condições, como descrito 

; legenda da figura 7.
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Número C. brasiliensis H. samuelpessoai T. cruzi

1 103 (a, b)+ 103 -

2 94 (a, b) 94 -

3 89 - 89

4 - 85 -

5 - - 83*

6 76 (a, b) 76 (a,b) 76

7 73 (a, b) - -

8 65 (a, b) 65 -

9 - - 63

10 55* - -

11 46 (a,b,c,d) - -

12 42 * (a, b) - -

13 - - 41*

14 - - 39

15 28 - -

16 23 - -

+ As letras entre parênteses indicam a existência de mais de um 

polipeptídeo com mesmo peso molecular e diferentes pontos 

isoelétricos (pis).

* Refere-se ã indução e/ou aumentada síntese do polipeptídeo 

apenas a 37-C, não sendo detectado a 40-C.

TABELA 2: Quadro geral dos pesos moleculares dos polipeptídeos 

de choque térmico de C. brasi1i ensi s , H . samuelpessoai e T. c ru- 

zi. 0 peso molecular estã apresentado em Kd.



URA 10: Análise da velocidade de indução da resposta ao cho- 

térmico de C. brasi 1iensis. As células foram incubadas a 

C/30 min. e logo apôs, submetidas às seguintes condições: a - 

C/30 min.; b - 40^0/30 min.; c - 402C/15 min.; d - 40^C/5

.. A seguir, adicionava-se S-Metionina e incubação prosse- 

a por 10 minutos. 0 material era processado conforme descrito 

legenda da figura 3, sendo aplicado cerca de 3.10 cpm/15 

"slot" para cada amostra.
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RA 11: Análise da velocidade do processo de recuperaçào do 

ue térmico de C. b ra si 1i ensi s. Após incubução a 402C/30 

, as células foram submetidas às seguintes condições: a

/5 min.; b - 282C/15 min.; c - 28-C/30 min.; d - controle: 

/30 min. (sem exposiçào a 40-C). A seguir, as condições eram 

ticas às descritas na legenda da figura 10.
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DISCUSSÃO

Visto que a resposta ao choque térmico tem-se mostrado 

um modelo muito atrativo para o estudo da expressão genética da 

célula eucariõtica e dada a grande importância de se estudar a 

família tripanosomatidae, tanto pelo fato de conter espécies im­

portantes do ponto de vista médico como também por alguns tripa- 

nosomatídeos possuírem um ciclo de vida complexo apresentando 

interessantes etapas de diferenciação celular, surgiu o interes­

se de analisar comparativamente a RCT em três representantes 

desta fami 1i a .

Como a indução da resposta ao choque térmico está dire­

tamente relacionada com mudanças no padrão de síntese proteica 

da célula, e como na fase exponencial do crescimento a síntese 

proteica ocorre em grande intensidade, as condições de cultivo 

dos tripanosomatídeos foram padronizadas de forma que a coleta 

das células fosse feita nesta fase.

Analisando a influência da temperatura sobre a síntese 

proteica, observa-se que de um modo geral ocorre uma inibição na 

síntese de proteínas com o aumento da temperatura conforme ê de­

monstrado através das cinéticas de incorporação de precursor ra- 

diotivo em proteínas.

“Entretanto, para os tripanosomatídeos analisados (figu­

ras 2A, 2B e 2C) pode ser observado que o aumento de temperatura 

de 28-C para 37-C praticamente não altera a eficiência de incor­
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poração de loucina em proteínas, o que está de acordo com os 

perfis eletroforéticos dos géis unidi mensionais apresentados nas 

figuras 3, 4 e 5.

Observa-se que a 372C, além de sintetizar as PCTs, os 

tripanosomatídeos em questão sintetizam também grande quantidade 

das proteínas de 28-C. Tal resultado está de acordo com o fato 

desses tripanosomatídeos serem capazes de se dividir a essa tem­

peratura. Dos três microrganimos estudados, o H. samuei pessoai 

apresenta alta taxa de síntese proteica também a 402C, o que in­

dica ser esse tripanosomatídeo o mais termofílico dos três.

Segundo Ashburner e Bonner (1979), o estabelecimento da 

resposta ao choque térmico envolve aumento ou indução da síntese 

das PCTs com simultânea diminuição e/ou inibição da síntese da 

maioriadas proteínas celulares si nteti zadas na temperatura nor­

mal de crescimento. 0 mesmo pode ser observado para os três tri- 

panosomatídeos estudados.

A tabela 3, mostra polipeptídeos de choque térmico de 

diversos organismos. Como os polipeptídeos tiveram seus pesos 

moleculares calculados através de PAGE-SDS e neste método varia­

ções na estimativa de até alguns milhares de Daltons podem ocor­

rer, cuidados devem ser tomados na sua comparação.

Um fato que chama a atenção nos tripanosomatídeos ê a
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ORGANISMO ANALISADO PCTs DETECTADOS (Kd)

Crithidia brasiliensis 103, 94, 89, 76, 73, 65, 55, 46,

(este trabalho) 42, 28 e 23

Herpetomonas samuelpessoai 103, 94, 85, 76 e 65

(este trabalho)

Trypanosoma cruzi (Y) 89, 83, 76, 63, 41 e 39

(este trabalho)

Trypanosoma cruzi (Cl) 103, 92, 76 e 61

(Carvalho et.al., 1986)

Tetrahymena pyriformis 96, 92, 79-73, 52 e 27

(Finck e Zeuthen, 1980)

Dictyostelium disco ideum 82, 70, 60, 43 e 30

(Loomis e Wheeler, 1980)

Achlya sp (fungo) 96, 85, 74, 70, 43 e 28-23

(Silver et.al., 1982)

Drosophila melanogaster 83, 70, 68, 36, 27, 26, 23 e 22

(Ashburner e Bonner, 1979)

Plantas 110-90, 90-80, 75-68, 27, 24, 21 e

(Kimpel e Key, 1985) 18-15

Humanos (célula HeLa) 110 , 100 , 90 , 80 , 73 e 72

(Welch et.al., 1982)

TABELA 3: Polipeptídeos de choque térmico de vários organismos. 
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presença de um polipeptídeo de 103 Kd (n- 1 na tabela 2) que em­

bora não tenha sido detectado atê o momento na cepa Y, foi des­

crito por Carvalho et.al. (1986). Polipeptideos maiores que 100 

Kd também foram descritos em humanos e plantas.

Recentemente Van der Ploeg et.al. (1985) demonstraram a 

existência, em Trypanosoma b r u c e i e L e i s hm a n i a major de sequên­

cia de DNA com homologia aos genes das proteínas PCT 83 e PCT 70 

de Drosophila melanogaster. Polipeptídeos de números 3 e 4 (ta­

bela 2) poderiam representar os PCTs dos tripanosomatídeos cor­

respondentes ao PCT 83 da mosca da fruta enquanto os de números 

6 e 7 poderiam corresponder ao PCT 70. Experimentos adicionais 

de análise de determinantes antigênicos ou de clonagem molecular 

dos genes respectivos e seus sequenciamentos serão necessários 

para estabelecer essas relações definitivamente.

As pequenas-proteínas de choque térmico (pPCT) que têm 

suas expressões também reguladas pelo desenvolvimento em D. me- 

1anogaster não tem a sua distribuição tão universal como por 

exemplo a PCT 70 (vide tabela 3). Nos tripanosomatídeos estuda­

dos, os pPCTs foram detectados somente em C. brasil iensis (poli- 

peptídeos n^ 15 e 16 - tabela 2). Experimentos adicionais como 

os sugeridos no parágrafo anterior necessitam ser realizados pa­

ra se verificar ou não, a existência de homologia entre os poli- 

peptídeos de C. brasi 1 i ensi s e os d!a mosca da fruta.

Analisando comparativamente as PCTs dos tripanosomatí- 



62

deos (figuras 7, 8, 9 e tabela 2), observa-se que o padrão dos 

PCTs de H. samuelpessoai é muito semelhante ao padrão das PCTs 

de maior peso molecular de C. brasiliensis, havendo semelhança 

inclusive a nível de pi (vide PCTs de números 1, 2, 3, 4, 6 e 8 

das figuras 7 e 8). 0 T. cruzi dos três tripanosomatídeos ê o 

que apresenta o padrão de PCTs mais simples onde os PCTs de nú­

meros 3, 6 e 9 apresentam semelhanças a nível de peso molecular 

e pi como os PCTs de números 3-4, 6 e 8 respectivamente, de C. 

brasi1i ensi s e H . samuelpessoai . Embora a RCT apresente parâme­

tros que são altamente conservados em espécies mesmo extremamen­

te divergentes na evolução, pode-se observar um quadro geral de 

maiores semelhanças no padrão de PCTs dos tripanosomatídeos C. 

brasil iensis e H. samuelpessoai que evolutivamente estão mais 

relacionados.

0 PCT 76 que pode ser detectado nos três tripanosomatí- 

deos ê o mais abundantemente sintetizado após o choque térmico 

em C. brasiliensis e H. samuelpessoa i enquanto em T. cruzi o 

mais abundantemente sintetizado é o PCT 89.
r1

Os resultados apresentados neste trabalho com respeito a 

velocidade de indução da RCT e da recuperação do estado normal 

para C. brasiliensis, estão em concordância com o descrito por 

Lewis et.al. ( 1975) para D. melanogaster, que sugerem um caráter 

homeostático para a RCT sendo a rapidez da sua indução bem como 

o processo gradual da recuperação boas evidências desta nature­

za .
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Os tripanosomatídeos heteroxênicos, que durante o seu 

ciclo de vida infectam hospedeiros homeotérmicos, são submetidos 

durante a infecção a um estresse térmico. Por isso seria de va­

lor adaptativo a esses microrganismos, que durante a diferencia­

ção celular para a forma infectante também, ocorresse a expres­

são de alguns genes capazes de lhes conferir proteção contra os 

danos do estresse térmico.

Observando-se o trabalho de Contreras et.al. (1985), on­

de analisa-se, através de eletroforese bidimensional em gel, po- 

lipeptídeos da forma tripomastigotas de T. cruzi produzidas “in 

vitro" por estresse nutricional, pode-se detectar polipeptídeos 

(86 Kd, pI/^5,0 - 5,4) e (64 Kd, pIc-5,6) que poderiam correspon­

der aos PCTs (89 Kd, pIz-5,2) e (63 Kd, pI/-5,6) de T. cruzi , epi- 

mastigota. Caso essa correspondência sugerida venha a ser de­

monstrada verdadeira, poder-se-ia dizer que a metaciclogênese de 

T. cruzi seria acompanhada também da expressão de genes de cho­

que térmico o que poderia garantir uma maior adaptação do mi- 

crorganismo no hospedeiro homeotérmico .

Dando continuidade ao trabalho apresentado pretende-se: 

estudar o efeito de outros estresses em tripanosomatídeos; 

verificar se o estresse nutricional que induz a diferenciação 

celular (epi - tripo) em T. cruzi também induz a síntese de 

alguns dos PCTs; e •

isolar os principais genes de PCTs com o objetivo de estudar

as suas regulações.
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RESUMO

As respostas ao estresse térmico de três tri panosomatídeos 

Crithidia brasiliensi s, Herpetomonas samueipessoai e Trypanosoma 

cruzi , foram analisadas.

Observou-se que com o aumento da temperatura há uma di­

minuição da síntese proteica total, porém, a síntese de alguns 

polipeptídeos é aumentada ou induzida nos tripanosomatídeos es­

tudados.

Foi possível identificar que o padrão de polipeptídeos 

de choque térmico de C. brasi1i ensi s nas condições experimentais 

utilizadas ê mais complexo que os dos outros tripanosomatídeos 

estudados, embora o padrão de polipeptídeos de choque térmico de 

alto peso molecular (maior do que 60 Kd) de C. brasi 1 i ensi s seja 

muito similar ao de H. samuelpessoai .

Observou-se também nos três tripanosomatídeos, polipep- 

tídeos de choque térmico de 90-80 Kd e de 76 Kd que poderiam 

corresponder aos polipeptídeos de choque térmico de 83 Kd e 70 

Kd descritos em Drosophila melanogaster e que também foram ob­

servados em diversos outros tipos de organismos.
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SUMMARY

The heat shock responses of the three Trypanosomatids 

Cri thi di a brasi1i ensi s, Herpetomonas s amuelpessoai and Trypano- 

soma cruzi were analysed.

It was observed that with increasing temperature a 

decrease in total protein synthesis occurs, although the synthe­

sis of some polypeptides increses in all the trypanosomatids 

studied.

I was possible to stablish that the pattern of heat 

shock polypeptides of C. b r a s i1i e n s i s in experimental conditions 

is more complex than that of the other two trypanosomatids 

studied, although the pattern of heat shock polypeptides of high 

molecular weight (more than 60 Kd) of C. brasi1i ensi s is very 

similar to H. samuelpessoai.

For all the three trypanosomatids, heat shock polypepti­

des of 80-90 Kd and 76 Kd was detected. These polypeptides may 

correspond to the 83 Kd and 70 Kd heat shock polypeptides des­

cribed for Drosophila melanogaster and other different orga­

nisms.
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