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RESUMO 
 

Dissertação de mestrado 
Ize de Aguiar Bittencourt 

Análises de genômica comparativa mostraram que a conservação dos componentes desta via 
de exportação de mRNA em espécies de parasitas é baixa quando comparada a outras vias de 
exportação nuclear. Uma RNA Helicase tipo DEAD box, denominada UAP56 
(mamíferos)/Sub2(leveduras), é a mais conservada ao longo da filogenia de eucariotos, sendo 
essencial para a exportação de mRNA. Ensaios de RNAi em T.brucei demonstraram que essa 
proteína (TbSub2) também é essencial para a exportação de mRNA em tripanosomatídeos. 
Contudo, apesar de ser bem conservada, não podemos concluir que esta proteína tenha a 
mesma função em outras espécies de tripanosomatídeos. Infelizmente, não foi possível obter 
linhagens para o nocaute do gene (TcSub2) em T.cruzi, nosso modelo de estudo, 
provavelmente por ser tratar de uma proteína essencial à sobrevivência do parasita. Por isso, 
o objetivo deste trabalho foi estudar a função e estrutura da proteína TcSub2 através de 
ensaios enzimáticos, espectroscopia de dicroísmo circular, cromatografia de exclusão 
molecular, modelagem molecular e complementação funcional em T.brucei. Esta proteína 
pertence à família de helicases DEAD box que manipulam RNAs estruturados em complexos 
de proteína-RNA utilizando hidrólise de ATP como fonte de energia. Os ensaios bioquímicos 
demonstraram que o domínio ATPase de TcSub2 é funcional e a atividade enzimática 
influenciada pela ligação ao RNA, independente de sequência do RNA. A caracterização 
funcional e estrutural da proteína mutante, TcSub2K87N, provou que o resíduo conservado 
K87 é essencial para a hidrólise de ATP e que sua substituição por uma Asparagina não altera 
sua estrutura secundária e quaternária. A ausência de atividade é devido, provavelmente, à 
pequenas alterações na estrutura tridimensional que impossibilitam o correto posicionamento 
do ATP no sítio ativo de TcSub2. Para os ensaios de complementação funcional, foi 
estabelecida uma linhagem de T. brucei capaz de silenciar a expressão de TbSub2 por RNAi. 
Esta linhagem será então utilizada para ensaios futuros visando avaliar a semelhança de 
função e atividade da entre as proteínas de T. brucei e T. cruzi. 
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ASTRACT 
 
 

Dissertação de mestrado 
Ize de Aguiar Bittencourt 

 

Comparative genomic analyzes have showed that  components mRNA export pathway are 
low conserved in species of parasite as compared to components from other nuclear export 
pathways. However, the RNA Helicase DEAD box, named UAP56 (mammals) / Sub2 
(yeast), is the highest conserved through phylogeny of eukaryotes and essential for the 
mRNA export. RNAi assays in T. brucei have shown that this protein (TbSub2) is also 
essential for the mRNA export in trypanosomes. However, despite of highly conserved, we 
cannot conclude that this protein has the same function in other species of trypanosomes. 
Unfortunately, it was not possible to obtain a knockout line for TcSub2 gene in T. cruzi, our 
study model, since it might be essential for survival of the parasite. Therefore, the main goal 
of this work was to study the function and structure of TcSub2 protein by enzymatic assays, 
circular dichroism spectroscopy, molecular exclusion chromatography, molecular modeling 
and functional complementation in T. brucei. This protein is member of DEAD box helicases 
family that handling structured RNAs in RNA-protein complexes using ATP hydrolysis as an 
energy source. Biochemical assays have demonstrated that the TcSub2 ATPase domain is 
functional and RNA binding but not RNA sequence has modified the enzymatic activity. The 
structural and functional characterization of mutant protein, TcSub2K87N, have proved that 
the conserved residue K87 is essential for ATP hydrolysis and the exchange for asparagine 
does not alter its secondary and quaternary structure. The lack of activity is probably due to 
small changes in tridimensional structure that preclude the correct binding of ATP in the 
active site of TcSub2. For functional complementation assays, a RNAi T. brucei line has 
been established to knockdown the TcSub2 expression. It will be useful for further analysis in 
order to evaluate the similarity of function and activity between T. brucei and T. cruzi 
proteins. 
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1. INTRODUÇÃO 

 
 

1.1 A Doença de Chagas e o Trypanosoma cruzi 
 

A doença de Chagas é uma doença causada pelo protozoário Trypanosoma cruzi (T. 

cruzi) e representa um importante problema de saúde pública, pois se estima que cerca de 8 

milhões de pessoas estejam infectadas em todo o mundo. É encontrada principalmente em 

áreas endêmicas de 21 países da América Latina (WHO, 2014). A doença apresenta uma fase 

inicial aguda, onde a parasitemia é elevada e na maioria dos casos é assintomática. Esta é 

seguida pela fase crônica, onde muitos dos pacientes infectados permanecem assintomáticos, 

porém uma porção significativa, de 10 a 60%, dependendo da área geográfica, desenvolvem 

manifestações cardíacas ou digestivas, que são irreversíveis e podem levar a morte (Coura e 

Borges-Pereira, 2010). 

O T. cruzi (CHAGAS, 1909) é um protozoário flagelado pertencente ao reino Protista, 

subreino Protozoa, incluído no filo Euglenozoa Classe Kinetoplastea (CAVALIER-SMITH, 

2010) e ordem Kinetoplastida. Esta ordem abrange protozoários flagelados que possuem uma 

região especializada conhecida como cinetoplasto, onde reside o DNA mitocondrial, também 

denominado de kDNA (CAVALIER-SMITH, 1993; TELLERIA et al., 2006). É na ordem 

Kinetoplastida que se encontra a família Trypanosomatidae, O gênero Trypanosoma está 

presente nesta ordem (LEVINE et al., 1980) e constitui um dos mais importantes da família 

Trypanosomatidae, pois inclui além do T. cruzi, agente etiológico da doença de Chagas, 

outras duas subespécies de Trypanosoma brucei (T. brucei) que ocasionam doenças em 

humanos, T. brucei rhodesiense e T. brucei gambiense, ambos agentes da doença do sono 

(DUMAS, 2000). Adicionalmente, ainda há T. brucei brucei, causador da enfermidade em 

animais conhecida como Nagana (HIDE, 1999). 

O T. cruzi exibe uma ampla heterogeneidade, sendo atualmente classificado em seis 

grupos diferentes. Essas diferenças estão relacionadas à patogenicidade do parasito 

(ZINGALES et al., 2009). Este é um parasita classificado como heteroxênico, já que alterna 

entre o hospedeiro invertebrado e vertebrado. Seu ciclo de vida é complexo na natureza 

envolvendo pelo menos quatro estágios distintos de desenvolvimento e dois hospedeiros 

filogeneticamente distantes, inseto e mamífero. As formas replicativas epimastigotas e 

amastigotas dos hospedeiros invertebrado e mamífero, respectivamente, alternam-se com as 

formas infectivas e não-proliferativas tripomastigotas metacíclicas (proveniente do inseto 

vetor) e tripomastigotas sanguíneas (originária do mamífero infectado) (DE SOUZA, 1984). 



2 

 

Durante o repasto sanguíneo do vetor, as formas tripomastigotas sanguíneas de um 

vertebrado infectado são ingeridas. Os tripomastigotas transformam-se em epimastigotas, que 

migram para o intestino do vetor onde se dividem por um processo de fissão binária 

(KOLLIEN; SCHAUB, 2000). Nas regiões mais posteriores do intestino e no reto, os 

epimastigotas se soltam da superfície intestinal e se transformam em tripomastigotas 

metacíclicos os quais são, então, liberados juntamente com as fezes e urina do vetor (DE 

SOUZA, 1984; Kollien; Schaub, 2000). Após serem liberadas pelo vetor, as formas 

tripomastigotas metacíclicas atingem a corrente sanguínea através de lesões na pele ou 

mucosa do hospedeiro vertebrado. Estas formas tripomastigotas podem infectar diferentes 

tipos celulares. Nas células infectadas, os tripomastigotas metacíclicos permanecem no 

interior de um compartimento acídico, denominado vacúolo parasitóforo, onde tem início o 

processo de transformação para as formas replicativas amastigotas com posterior ruptura da 

membrana do vacúolo (revisto por MORTARA et al., 2005). Após sucessivas divisões no 

citoplasma da célula, as formas amastigotas se diferenciam em formas tripomastigotas que 

rompem a célula e são liberadas na corrente sanguínea. Estas podem infectar novas células ou 

serem ingeridas pelo inseto durante sua alimentação, onde se diferenciam em epimastigotas, 

fechando assim, o ciclo (CARVALHO; DE SOUZA, 1989; DE SOUZA, 2002) (Figura 1.1). 

Os tratamentos atuais para doença de Chagas estão limitados a dois fármacos antigos 

Benzonidazol (Rochagan LAFEPE and Abarax/ELEA e Nifurtimox (LAMPIT/Bayer). Os 

efeitos colaterais destes compostos incluem dermatite alérgica, prurido, febre e intolerância 

gastrointestinal, entre outros bem documentados que limitam a utilização correta, 

particularmente em adultos. Como consequência, existe uma necessidade por novos fármacos 

que sejam seguros e eficazes. Entretanto as tarefas de desenhar e desenvolver não são simples 

devido a distinta biologia do parasito (CHATELAIN, 2015) 
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Figura 1.1  – Ciclo evolutivo de Trypanosoma cruzi (simplificado). No hospedeiro invertebrado 
(A), formas epimastigotas (1) se multiplicam no lúmen do intestino. A diferenciação para 
tripomastigotas metacíclicos (2) ocorre na porção final do intestino. Estas formas infectam o 
hospedeiro vertebrado (B). Após adesão e penetração nas células hospedeiras (3), os tripomastigotas 
se diferenciam em amastigotas (4). Estes então se diferenciam em tripomastigotas sanguíneos e são 
liberados, podendo infectar outras células (5). O ciclo se fecha quando o indivíduo infectado é picado 
pelo triatomíneo (Fonte: ARGOLO et al., 2008). 

 

1.2 Expressão gênica em tripanosomatídeos 

 

 A expressão gênica inicia-se por um processo chamado de transcrição. No caso da 

expressão de proteínas, todas as células transcrevem um RNA mensageiro (mRNA) para 

servir como código na tradução de proteínas, que  estão envolvidas em todos os processos 

vitais da célula (ALBERTS et al., 2010). A molécula que tem papel principal neste evento de 

transcrição é a RNA polimerase (RNA Pol). Os eucariotos possuem três diferentes classes de 

RNA polimerases (Pol): Pol I, Pol II e PoIII (DECKER; HINTON, 2013). Na maioria dos 

eucariotos, os genes codificadores para proteínas são transcritos individualmente pela RNA 

polimerase II. O primeiro transcrito é chamado de pré-RNA, pois contêm sequências 

intrônicas, que serão removidas, e sequências exônicas, regiões codificadoras separadas pelos 

introns. O pré-RNA nascente é processado cotranscricionalmente pelas enzimas associadas à 
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RNA polimerase II, com a adição do cap 7-metilguanosina (m7G cap) na extremidade 5’ do 

RNA, eliminação dos introns por cis splicing e adição da cauda de adenina na extremidade 

3’, gerando o mRNA. O mRNA é transportado do núcleo para o citoplasma onde pode ser 

traduzido em uma proteína (MARTÍNEZ-CALVILLO et al., 2010; MICHAELI , 2011). 

 No caso dos tripanosomatídeos, os genomas são organizados em aglomerados de 

genes policistrônicos, ou seja, poucos ou milhares de genes estão arranjados em sequência na 

mesma fita de DNA. (EL-SAYED et al., 2005; IVENS et al., 2005; WEATHERLY et al., 

2009). A maioria de genes codificadores de proteína não possuem íntrons e ainda a maioria 

dos cromossomos em tripanosomatídeos contém pelo menos dois aglomerados de genes 

policístrônicos e estes genes não são relacionados funcionalmente (MARTÍNEZ-

CALVILLO, et al., 2010). Genes policistrônicos são transcritos em um único pré-mRNA pela 

Pol II que será processado por trans-splicing e poliadenilação (LEBOWITZ et al., 1993), 

diferentemente da maioria dos outros eucariotos onde o pré-RNA é processado por cis-

splicing. O trans-splicing é um processo que adiciona uma sequência, chamada de sequência 

líder, na extremidade 5’ dos mRNAs. Essa sequência líder é igual para os diferentes mRNAs 

maduros que estão sendo formados e também é sintetizada pela Pol II. Essa modificação 

requer duas reações de transesterificação, porém ocorre a formação de uma estrutura em “Y”, 

diferentemente do que ocorre no cis-splicing, que forma uma estrutura em alça (PREUßER et 

al., 2012). As reações de trans-splicing e poliadenilação estão aparentemente acopladas em 

tripanosomatídeos. Os eventos da transcrição e processamento em tripanosomatídeos estão 

demonstrados na figura 1.2. 
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Figura 1.2 - Transcrição policistrônica e processamento do pré-mRNA em  tripanosomatídeos. 
Representação hipotética de um cromossomo contendo grupos de genes policistrônicos que são 
transcritos pela RNA polimerase II em um único pré-mRNA. Este transcrito é processado por trans 
splicing e poliadenilação para gerar o mRNA. Por trans splicing, a sequência líder (Spliced leader - 
amarelo) contendo o cap4 (asterisco) é adicionado à extremidade 5’de cada mRNA. Cada gene que 
codifica para o SL RNA possui um promotor reconhecido pela RNA polimerase II. A sequência 
AAAA nos RNAm representa a cauda poli(A) (Fonte: Modificado de MARTÍNEZ-CALVILLO et al., 
2010). 

 

A RNA polimerase III em outros eucariotos sintetiza o 5S rRNA, 7SL RNA e tRNAs, 

em tripanosomatídeos além destas também é responsável por sintetizar todos os snRNAs e a 

RNA Pol I que na maioria dos organismos produz RNA ribossômico (rRNA) em 

Trypanosoma brucei também está relacionada com a produção das glicoproteínas de 

superfície VSGs e com as prociclinas do tipo EP/GPEET (NAKAAR et al, 1994; BEN-

SHLOMO et al., 1997). 

 

1.3 Controle da expressão gênica em Tripanosomatídeos 

 

A regulação gênica é o mecanismo responsável pelo desenvolvimento, homeostase e 

adaptação ao meio ambiente do organismo. A eficiência com que as células regulam a 

expressão dos seus genes é que irá determinar sua sobrevivência no meio em que se 

encontram. Em eucariotos este controle é exercido em vários níveis da expressão gênica: 

desde antes da transcrição, ao selecionar o gene a ser transcrito, até o controle da atividade da 

proteína já formada (ALBERTS et al., 2010). 

A família Trypanosomatidae possui mecanismos não usuais de expressão gênica, por 

exemplo, a presença de aglomerados de genes policistrônicos que são transcritos juntos pela 
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RNA Pol II. Em eucariotos de modo geral, as sequências promotoras possuem elementos 

regulatórios que controlam a transcrição de genes. Para tripanosomatídeos, promotores que 

controlam a ação da RNA Pol I e III são bem conhecidos, porém no que concerne a regulação 

da RNA Pol II pouco se conhece sobre sequências promotoras e as moléculas que 

desempenham esta função. Este fato leva a hipótese de que a RNA Pol II tem baixa 

especificidade e a transcrição pode se iniciar indiscriminadamente em vários sítios ao longo 

das unidades policistrônicas, transcrevendo todos os genes ali contidos (GOMEZ et al., 

2010). Logo, uma peculiaridade dos mecanismos regulatórios em tripanosomatídeos está no 

fato de que apesar dos genes codificadores de diferentes proteínas serem transcritos em um 

único RNA policistrônico, o nível de expressão das proteínas será diferente, o que ressalta a 

ideia de que a expressão gênica nestes organismos é regulada majoritariamente no estágio 

pós-transcricional.  

Logo, a maioria dos genes codificadores de proteínas é cópia única e regulada por um 

ou mais dos mecanismos que seguem: eficiência da maturação do pré-mRNA, meia vida do 

mRNA, eficiência da tradução e meia vida da proteína (HAILE; PAPADOPOULOU, 2007).  

A regulação individual dos genes é uma combinação baseada em interação dos fatores trans 

com elementos cis em cada mRNA. A maioria dos fatores que afetam a meia vida do mRNA 

e a tradução tem sido encontrados nas regiões não traduzidas 3’ (3’UTR – do inglês unslated 

regions), mais especificamente em regiões ricas em AU. Os fatores que atuam em trans e se 

ligam em diferentes tipos de domínios estruturais envolvidos na ligação de RNA seriam: 

proteínas contendo domínio de reconhecimento ao RNA (RRM - do inglês RNA recognition 

motif), proteínas dedo de zinco e proteínas CCCH PUF (KRAMER; CARRINGTON, 2011). 

É estimada a presença de mais de uma centena de proteínas de ligação ao RNA (RBPs – do 

inglês RNA binding protein) em Trypanossoma sp. com base nos motivos de reconhecimento 

ao RNA canônicos (CLAYTON; SHAPIRA, 2007; GAUDENZI et al., 2003). As proteínas 

dedo de zinco do tipo CCCH, quase exclusivamente se ligam ao RNA de cadeia simples e 

desempenham papéis reguladores em todos os processos de metabolismo de mRNA. As 

principais proteínas deste tipo são da família TIS-11, com o membro mais proeminente sendo 

o tristetraprolina (TTP) (revisto por BAOU, 2009). Estas proteínas se ligam a regiões ricas 

em AU nas regiões 3'-UTRs de seus alvos e causa deadenilação e, na maioria dos casos, a 

degradação do mRNA. 

Existem evidências diretas de que uma proteína pode diminuir a tradução quando 

ligada ao mRNA, como o caso da RBP10 em T. brucei (WURST et al., 2012). Em um estudo 

utilizando abordagem genômica foram identificadas várias proteínas RBPs agindo na 

estabilidade do mRNA e tradução.  Porém os mecanismos pelos quais a maioria destas 
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proteínas RBPs regula a expressão dos genes ainda não são bem conhecidos (ERBREN et al., 

2014). 

 

1.3.1 Exportação do núcleo para o citoplasma 

 

A separação espacial da transcrição de genes no núcleo e tradução de proteína no 

citoplasma faz parte do princípio que define as células eucarióticas: a compartimentalização. 

Esta compartimentalização impõe a existência de uma rede de transporte de macromoléculas 

para enviar os mRNAs para o citoplasma, para que assim possa ocorrer a expressão gênica. A 

exportação de mRNA comumente auxilia no direcionamento para regiões de tradução, sendo 

um ponto de controle que garante o transporte dos transcritos corretamente processados e a 

síntese proteica em determinado local ou tempo dentro de uma célula ou organismo (DU et 

al., 2007). O núcleo é rodeado por um invólucro constituído por duas membranas 

fosfolipídicas: uma exterior e uma interior que são 30 nm distantes. A membrana nuclear age 

como uma barreira seletivamente permeável permitindo que macromoléculas possam se 

deslocar entre o núcleo e o citoplasma através de um complexo chamado de Complexo de 

Poro Nuclear (NPC – do inglês Nuclear Pore Complex)  

O NPC funde as membranas interna e externa para formar um canal aquoso que mede 

cerca de 100-150 nm de diâmetro e 50-70 nm de espessura e é amplamente conservado em 

eucariotos (LIM et al., 2008; GROSSMAN et al., 2012). NPC é composto por 30 proteínas 

diferentes denominadas nucleoporinas (NEUMANN et al., 2010) que constituem um 

complexo cuja a massa molecular é de aproximadamente 125 kDa e o número destes 

complexos por núcleo é altamente variável entre os organismos (CAUTAIN et al., 2014).  

O modelo geral de exportação núcleo-citoplasmática em eucariotos envolve proteínas 

da família β-carioferina, conhecidas como exportinas e importinas. Para que ocorra a 

importação ou exportação nuclear, as macromoléculas geralmente estão marcadas com sinais 

de transporte específicos, denominados sinal de localização nuclear (NLS – do inglês nuclear 

localization signal) ou sinal de exportação nuclear (NES – do inglês nuclear export signal). 

As exportinas, reconhecem essas sequencias nas macromoléculas, diretamente ou via 

moléculas adaptadoras para permitir a liberação do complexo de transporte no final do 

processo de translocação (LANGE et al., 2007) e cada tipo destas proteínas reconhecem 

grupos de “proteínas carga” ou RNA (COOK et al., 2007). As exportinas pertencem a uma 

família de proteínas denominadas carioferinas, proteínas multi-domínio, que contém um 

domínio de ligação a carga (outra proteína ou RNA) e um domínio de ligação para as 

proteínas do tipo Ran-GTPases (MACARA et al., 2001). O processo de transporte requer 
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energia metabólica. Os receptores que carregam ou descarregam os cargos são controlados 

por proteínas como a Ran-GTPase e requerem hidrólise de GTP (SOROKIN et al., 2007). 

Ran é uma proteína de 25kDa que hidrolisa GTP e aparece vinculada a dois nucleotídeos 

diferentes: RanGDP e RanGTP (BOURNE et al., 1991; BISCHOFF et al., 1995). 

Diferentes tipos de RNAs transcritos no núcleo são cargos de exportinas e precisam 

ser exportados para cumprir a sua função na síntese de proteínas ou para amadurecer em 

partículas funcionais (RODRIGUEZ et al., 2004). Contudo, a exportação de mRNA é na 

grande maioria dos casos feita via heterodímero Mex67-Mtr2 (em leveduras) e TAP/p15 (em 

humanos) e não via exportinas. Logo, este transporte não depende de RanGTP. O 

heterodímero é recrutado via o complexo de transcrição-exportação (TREX) (THAKURTA et 

al., 2002; KÖHLER et al., 2007; CARMODY, et al., 2009,) que é composto por várias 

proteínas denominadas UAP56, REF/Aly, CIP29 e THO em humanos (KATAHIRA, 2012). 

THO é um complexo de subunidades que juntamente com REF/Sly promove a interação dos 

mRNA maduros com o receptor NxF1, que se associa com o poro nuclear para permitir a 

passagem do RNA através do canal. Na face citoplasmática os mRNAs são então liberados e 

os fatores de exportação são reciclados (REN et al., 2010; RODRIGUEZ-NAVARRO; 

HURT, 2011). A figura 1.3 representa o modelo de exportação núcleo-citoplasmáticas dos 

mRNAs. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.3. Figura esquemática do transporte núcleo-citoplasmático de mRNA. 
(Adaptado de CAUTAIN et al., 2014) 
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.A proteína UAP56 (FLECKNER et al., 1997), também denominada Sub2 em 

leveduras (ZHANG; GREEN, 2001) é de grande importância para a exportação de mRNA, 

sendo recrutada para os sítios de transcrição de mRNA dependente de processamento por 

Splicing  (CUSTODIO et al., 2004). O processamento do pré-mRNA está acoplado à 

exportação de RNA (LUO; REED, 1999). Este acoplamento é conseguido pela formação do 

Complexo de Junção de Exon durante o Splicing, contendo UAP56 e outros fatores de 

Splicing. 

UAP56 é uma RNA helicase que hidroliza ATP (SHEN et al., 2007), fornecendo 

assim energia para que o processo ocorra. Esta proteína cumpre uma função chave para a 

exportação de mRNA celular, interagindo com a proteína adaptadora celular REF 

(GATFIELD et al., 2001; HEROLD et al., 2003). O fator de exportação de RNA REF se 

move entre o núcleo e citoplasma e liga o mRNA ao principal receptor de transporte TAP 

ligando-se diretamente as duas macromoléculas (KATAHIRA et al., 1999; RODRIGUES et 

al., 2001). UAP56 é capaz de recrutar pré-mRNA contendo ou não íntrons. No primeiro caso 

(mRNA com íntrons), UAP56 é um constituinte do complexo de junção de éxon e assim 

acopla o splicing e exportação de mRNA (LUO et al., 2001). No segundo cenário (mRNA 

sem íntrons), UAP56 como um componente do complexo TREX acopla a elongação da 

transcrição realizada pela RNA polimerase II com a exportação de mRNA (STRASSER et al, 

2001; STRASSER et al., 2002). Em todos os casos o recrutamento é seguido de formação do 

complexo ternário REF-mRNA-TAP e após metilação o mRNA é transferido para TAP 

(HAUTBERGUE et al., 2008). UAP56 deixa o complexo ainda no núcleo, enquanto que REF 

interage com UAP56 ou TAP no núcleo ou citoplasma (ZHOU et al., 2000; HUNG et al., 

2010). 

  Apesar da exportação de mRNA ser bem estudada e compreendida em humanos e 

leveduras, pouco se sabe sobre esta via em parasitas de modo geral. Por isso, nosso grupo tem 

investido em pesquisas voltadas a compreender os fatores envolvidos com a exportação de 

mRNA em parasitas. Um estudo inicial do nosso grupo realizado por Serpeloni e 

colaboradores em 2011 examinou a conservação das proteínas envolvidas na exportação de 

RNA ao longo da filogenia dos eucariotos. Através de busca com ferramentas de 

bioinformática, foi verificado que a via que transporta RNA dependente de RanGTP é bem 

conservada entre os eucariotos, porém na via que transporta mRNA (Complexo TREX) a 

conservação é bem mais baixa, provavelmente pelas diferenças no processo de expressão e 

regulação gênica. De fato, poucas proteínas desta via são conservadas e a proteína 

UAP56/Sub2 foi a que apresentou maior conservação, inclusive em tripanosomatídeos, 

porém esta via de transporte de RNA ainda não foi bem estudada nestes organismos. 
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Além desse trabalho, Serpeloni e colaboradores também em 2011 avaliaram a 

conservação funcional de Sub2 experimentalmente usando o T. cruzi como modelo. Neste 

caso, verificaram que a proteína de T. cruzi (TcSub2), ortóloga a UAP56/Sub2, uma  RNA 

helicase da família DEAD box, está localizada no núcleo associada a regiões correspondentes 

a sítios de transcrição de RNApol II e é essencial para exportação de mRNA em 

tripanosomatídeos. Para demonstrar o papel de Sub2 na exportação foi realizado um 

experimento de silenciamento da expressão de TcSub2 através de RNAi em T. brucei, visto 

que o nocaute duplo do gene em T.cruzi foi inviável. Neste caso, utilizando a técnica de FISH 

de RNA foi demonstrado que nas primeiras 48 horas de indução o mRNA estava disperso por 

toda a célula com pouco sinal no interior do núcleo e após 72hrs, quando a concentração da 

proteína na célula já estava bem mais baixa, todo o mRNA estava concentrado na porção 

nuclear. Ainda no mesmo trabalho por análise metabólica utilizando metionina radioativa 

como marcador da tradução foi verificado que após 48hrs de indução de RNAi ocorreu uma 

drástica diminuição na tradução em relação a taxa de incorporação de metionina nas células 

não induzidas, demonstrando que a proteína de T. brucei (TbSub2) era essencial para o 

transporte dos mRNA do núcleo para o citoplasma e ainda para a conservação das taxas 

normais de tradução na célula. Porém, não pode ser confirmada a função desta proteína em T. 

cruzi.  

Ensaios de complementação funcional se mostraram bastante confiáveis para 

determinação funcional de genes diferentes relacionados. Os genes podem ser testados quanto 

a sua capacidade para codificar a proteína funcional que pode complementar o fenótipo 

causado pelo silenciamento causado por RNA de interferência (RNAi) (STUDART-

GUIMARÃES  et al., 2005; OHYAMA et al., 2013). Rusconi e colaboradores em 2005 

utilizaram esta técnica para verificar a função de genes ortólogos de T.brucei e T. cruzi que 

tinham 82% de identidade. Nesta ocasião sistema de RNAi de T. brucei não identificou e 

assim não silenciou o gene da proteína de T. cruzi que foi inserido. Os genes das proteínas 

TcSub2 e TbSub2 tem 79% de identidade e portanto essa diferença seria suficiente para que o 

mecanismo de RNAi de T. brucei não afetasse a expressão do gene de T. cruzi. Assim, a 

técnica de complementação funcional seria uma opção viável para verificarmos a função da 

proteína TcSub2.  
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1.4 RNA helicases: A família DEADX-Box 
 

DNA e RNA Helicases constituem um grupo de enzimas que utilizam a energia da 

hidrólise de nucleosídeo trifosfato (NTP) para catalisar a separação de DNA e RNA dupla 

fita, respectivamente. Os ácidos nucleicos simples fita (ssNA) resultante são substratos para 

numerosas reações celulares e consequentemente, as helicases estão essencialmente 

envolvidas em cada etapa do metabolismo de DNA e RNA incluindo a replicação, 

transcrição, tradução, rearranjo da cromatina, síntese de ribossomos, a maturação do RNA e 

exportação nuclear (revisto por BYRD; RANEY, 2013).  

   As helicases foram originalmente identificadas com base em 7 motivos conservados 

(GORBALENYA et al., 1989) e depois classificadas em superfamílias (SF). Entretanto, 

somente algumas destas enzimas têm atividade helicase em duplas fitas. O motivo helicase, 

entretanto, é característico de todas as NTPases dependentes de ácidos nucleicos, dos quais as 

proteínas helicases fazem parte (CORDIN et al., 2006; FAIRMAN-WILLIAMS et al., 2010). 

Já foi demonstrado que algumas são translocases (ou seja: utilizam a energia da hidrólise de 

NTP para translocação direcional do ácido nucleico), incluindo PcrA (DILLINGHAM et al., 

2002), NS3 (RAJAGOPAL et al., 2010) NS3h (YU et al., 2010), e UvrD (TOMKO et al., 

2007). Entretanto, nem todas as translocases tem atividade helicase incluindo EcoR124I 

(SEIDEL et al., 2008) e RIG-I (MYONG et al., 2009) e nem todas as helicases tem atividade 

translocase, como a Ded1 (Yang et al., 2006). Portanto, nem todas as proteínas que possuem 

motivos helicases e estrutura do núcleo de helicase, são de fato, helicases (capazes de 

desenovelar dsDNA ou dsRNA dependente de hidrólise de ADP). Dos motivos conservados, 

somente Walker A e B (domínios I e II) são comuns a todas as helicases (BYRD; RANEY, 

2013). 

As superfamílias (SF) 1 e 2 apresentam o mesmo enovelamento com dois domínios 

RecA-like α-β (CARUTHERS; MCKAY, 2002). Apesar das proteínas RNA Helicases 

diferirem entre si em sequência primária, a estrutura tridimensional conservada indica que os 

mecanismos moleculares para desempenho de sua atividade enzimática são bastante 

semelhantes. As SF3, SF4 e SF5 contêm principalmente helicases hexaméricas que são em 

sua maioria de origem bacteriana ou viral (PATEL; PICHA, 2000). Os membros destas 

últimas superfamílias são estruturalmente diferentes das helicases SF1 e SF2, sendo 

constituídas de apenas um domínio RecA-like e apenas 2 a 5 motivos conservados em 

superfamília das helicases (CORDIN et al., 2006). 

SF2 é a maior e mais diversificada das superfamílias de helicase.  Com base em 

homologia de sequências subdivide-se em famílias, incluindo: RecQ-like; RecG-like; 
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Rad3/XPD; Ski2-like; RIG-I-like; NS3/NPH-II; deah/RHA; DEAD-box e Swi/Snf 

(FAIRMAN-WILLIAMS et al., 2010),  sendo a proteína TcSub2 um membro da família 

DEAD-BOX. 

A família DEAD-box é a maior família entre as SF2 e é conservada desde as bactérias 

até os seres humanos (JANKOWSKY; FAIRMAN, 2007). Elas possuem diversas funções no 

metabolism de RNA incluindo transcrição, splicing, transporte, biogênese de ribossomos, 

tradução, montagem de complexos RNA/proteína e degradação (JANKOWSKY; FAIRMAN, 

2007; HILBERT  et al., 2009). Essas enzimas são nomeadas pela sequência de aminoácidos 

conservada no motivo B (Asp-Glu-Ala-Asp / D E A D). Elas têm função exclusivamente 

como chaperonas ATP dependentes que reconfiguram RNA. Diversos substratos são 

utilizados por estas enzimas, mas eles são mais eficientes quando o domínio de ligação ao 

RNA, que difere do domínio de atividade helicase, também está ligada ao RNA 

(JANKOWSKY; FAIRMAN, 2007). Pode ser ssRNA, dsRNA ou qualquer RNA estruturado 

(Tijerina et al., 2006). 

Proteínas da família DEAD-box ligam-se ao RNA de forma dependente de ATP, mas 

não se movem ao longo do ácido nucleico. Em vez disso, eles rompem estruturas secundárias 

e terciárias de RNAs estruturados em complexos de proteína-RNA (HILBERT et al., 2009).  

O desenovelamento de RNA por proteínas desta família ocorre através da ligação ao 

dsRNA e consequente separação das fitas em vez de rompimento por translocação em ácido 

nucleico. Isso permite que o desenovelamento ocorra sem direcionalidade em alguns casos, 

porém limita a ação destas proteínas a duplas-hélices curtas, geralmente menos de que duas 

espirais helicoidais (YANG  et al, 2007; FEI et al., 2008) (Figura 1.4).  
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Figura 1.4: Proposta de mecanismo de desestabilização por helicases DEAD-box. A 
proteína helicase (oval amarelo) liga-se ao ATP (triângulo verde) e dsRNA (linhas pretas) (passo 1). 
Seguindo um rearranjo (passo 2) a cadeia de RNA se dissocia (passo 3). A hidrólise de ATP ocorre 
depois do desenrolamento (passo 4), e o ciclo é completado com a libertação de fosfato (triângulo 
vermelho), ssRNA, e ADP (trapézio azul) (passo 5) (Fonte: BYRD; RANEY, 2013). 

 

   As únicas proteínas da família DEAD box que tem sua estrutura quase que 

completamente elucidadas são MjDEAD de Methanococcus jannashii  (STORY et al., 2001) 

e o fator de Splicing humano UAP56 (SHI et al.,2004). A flexibilidade entre domínios tem 

sido etapa limitante para a determinação estrutural, em totalidade, das proteínas dessa família. 

Além disso, em alguns casos um novo estado conformacional destas proteínas impossibilita a 

resolução das estruturas por métodos de substituição molecular. Portanto, estruturas de 

domínios de DEAD box têm sido resolvidos separadamente para a reconstituição da proteína 

completa. As estruturas dos domínios I e II do fator de iniciação de tradução eIF4A 

(CARUTHERS et al., 2000), um outro cristal de UAP56 (ZHAO et al., 2004) e o domínio I 

de BstDEAD (CARMEL; MATTHEWS, 2004) estão disponíveis. Em todas estas proteínas 

DEAD-box não foi possível determinar a estrutura de uma porção amino- e carboxi-terminal. 

O domínio I (n-terminal) contém os motivos de ligação ao ATP, motivos Q (quando 

presente) que se liga aos nucleotídeos conferindo a especificidade pelo ATP (CORDIN et al., 

2006), os motivos I e II RecA-like,  o motivo III de hidrólise do ATP, além dos motivos de 

ligação a RNA Ia e Ib. O Domínio II (c-terminal) contém os motivos de ligação ao RNA VI e 

V, além do motivo VI que pode coordenar as atividades de desenovelamento (HILBERT et 
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al., 2009, CORDIN et al., 2006). Os domínios desta família estão representados nas figuras 

1.5 e 1.6. Quando o ATP e o RNA estão ausentes, as helicases estão em uma conformação 

aberta e os dois domínios não interagem (Figura 1.7). Quando ocorre a ligação ao ATP os 

domínios se fecham (COLLINS et al.,  2009; ANDERSEN et al., 2006).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.5: Estrutura das proteínas da família DEAD-Box Helicases. A: Estrutura obtida por 
cristalização (Protein Data Bank code 3I61). B: A sequencia consenso para os motivos conservados 
da família DEAD-box. (Fonte: BYRD; RANEY, 2013) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.6: Motivos conservados das proteínas da família DEAD-Box Helicases. A: Estrutura 
obtida por cristalização (Protein Data Bank code 3I61). B: A sequência consenso para os motivos 
conservados da família DEAD-box. (Fonte: Modificado de CORDIN et al., 2006). 
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Curiosamente, estruturas resolvidas de proteínas de diferentes famílias deSF2 

mostram diferenças significativas na distância e orientação dos domínios I e II. Enquanto os 

domínios I e II estão mais próximos em HCV NS3, MjDEAD e uvrB, a distância entre eles é 

maior nas estruturas de UAP56 e elF4A.  Além disso, em UAP56, os dois domínios estão 

rotacionados em mais de cinquenta graus (em relação um ao outro) em comparação ao seu 

posicionamento em HCV NS3, uvrB ou MjDEAD (SHI et al., 2004). Estas diferenças 

refletem a flexibilidade das estruturas das helicases SF2 que é provavelmente importante para 

o desempenho de suas atividades (Figura 1.7). 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.7. Estrutura cristalizada da proteína DEAD box UAP56. Estrutura do domínio 1 de 
UAP56 com e sem  ADP (CORDIN et al., 2006; PDB accession number 1XTI). O nucleotídeo não 
está representado. 
 

 

O processo de exportação núcleo-citoplasmática não é bem conhecido em 

tripanosomatídeos e as peculiaridades destes organismos com relação aos outros eucariotos 

são evidentes. A expressão gênica, por exemplo, é bastante distinta, principalmente com 

relação à maturação do mRNA. Por este motivo proteínas como UAP56 e TcSub2 que são 

ortólogas e tem sua sequência de bases bem conservada (69% de identidade) não 

necessariamente possuem a mesma função ou a desempenham da mesma maneira. Portanto, 

apesar de já existir algum conhecimento sobre esta família de proteínas em eucariotos, a 

análise funcional e estrutural da proteína TcSub2 é relevante para gerar novos dados que 

permitam a compreensão do modo de ação dessa proteína e identificação de fatores 

importantes que influenciem a sua atividade na exportação de mRNA.  
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2. OBJETIVOS E METAS 

 

2.1 Objetivo Geral 
 

Analisar funcionalmente e estruturalmente o domínio ATPase da proteína TcSub2 

através de ensaios bioquímicos da atividade ATPAse, espectroscópicos e complementação 

funcional em T.brucei.  

 

2.2 Objetivos específicos 

 

Objetivo 1.  Analisar a atividade do domínio ATPase de TcSub2 e avaliar se essa atividade é 

influenciada por diferentes RNAs. 

Meta 1.1 Clonar o gene TcSub2 com sequencia selvagem (TcSub2) e mutada no domínio 

ATPase (TcSub2K87N) em vetor de expressão em sistemas bacterianos. 

 

Meta 1.2 Expressar a proteína TcSub2, TcSub2K87N e GFP na fração solúvel do extrato de 

celular de E. coli. 

 

Meta 1.3 Purificar as proteínas recombinantes TcSub2, TcSub2K87N e GFP. 

 

Meta 1.4 Avaliar se a mutação K87N em TcSub2 resulta em alterações conformacionais, 

oligoméricas e de estabilidade térmica. 

 

Meta 1.5 Realizar a cinética da atividade ATPase de TcSub2, TcSub2 K87N e GFP. 

 

Meta 1.6 Avaliar se a atividade ATPase de TcSub2 é influenciada pela presença de diferentes 

RNAs. 

 

Meta 1.7 Avaliar se TcSub2 interage com RNA e se esta interação resulta em alterações 

conformacionais. 

Objetivo 2. Avaliar se o gene TcSub2 tem a mesma função e atividade que o seu 

ortólogo em T.brucei. 
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Meta 2.1 Clonar o gene TcSub2 selvagem e mutado em vetor de complementação; 

 

Meta 2.2 Obter populações transfectantes de T.brucei para estabelecer os ensaios de 

complementação funcional; 

 

Meta 2.3 Realizar os ensaios de complementação funcional 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
 

3.1 Soluções e Tampões 
 

AP Buffer (tampão de reação para fosfatase alcalina): Tris-HCl 100 mM pH 9,5, NaCl 

100 mM, MgCl2 5 mM. 

Fenol - clorofórmio - álcool isoamílico: Fenol saturado 25 partes, clorofórmio 24 partes, 

álcool isoamílico 1 parte, Tris-HCl 100 mM pH 8,0 10 partes. 

Solução de bloqueio para Western blot: Tampão PBS, Tween20 0,05% e leite em pó 

desnatado 5%. 

Solução de Brometo de Etídio: 5,0 µg/mL de brometo de etídio em água destilada. 

Solução de descoloração de proteínas:  Metanol 30%, ácido acético 10%, água 60%. 

Solução de hibridação para Southern blot: SSC 6x, solução Denhardt 5x, SDS 0,1%, DNA 

fita simples de esperma de salmão 100 µg/mL. 

Solução de Ponceau S: Ponceau S (Sigma P-3504) 0,5%, Ácido acético glacial 1%. 

Solução para coloração de géis de proteínas SDS-PAGE: Azul de coomassie R-250 0,1% 

em metanol/ácido acético v/v (45%:10%); água 45%. 

Solução TBE para eletroforese de DNA (Tris- Ácido Bórico – EDTA): Tris-base 89 mM, 

Ácido bórico 89 mM, EDTA 2 mM pH 8.0.  

Solução TE (Tris-EDTA): Tris-HCl 10 mM pH 7.5; EDTA 1 mM. 

Tampão de amostra para eletroforese de DNA 6x: Azul de bromofenol 0,25%, xileno 

cianol 0,25%, glicerol 30%. 

Tampão de amostra de proteínas: Tris-HCl 40 mM pH 6,8; SDS 1%, β-mercaptoetanol 

2,5%, glicerol 6% e azul de bromofenol 0,005%. 

Tampões de lavagem e eluição de proteínas recombinantes em coluna Ni-NTA (Qiagen): 

-  Tampão A: GuHCl 6 M; NaH2PO4 0,1 M; Tris·Cl 0,01 M pH 8.0. 
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-  Tampão B: uréia 7 M; NaH2PO4 0,1 M; Tris·Cl 0,1 M pH 8.0. 

Tampão de purificação de proteínas em coluna de níquel:  

- Tampão A: 50 mM Tris/HCl pH 8.0, 300 mM NaCl, 10% de glicerol  e 10mM de Imidazol 

- Tampão B:. 50 mM Tris/HCl pH 8.0, 300 mM NaCl, 10% de glicerol e 500mM de Imidazol 

Tampão de de gel filtração: 

- Tampão C: 50 mM Tris/HCl pH 8.0, 250mM NaCl, 10% de glicerol. 

Tampão de purificação de proteínas em coluna de troca iônica:  

- Tampão D: 50 mM Tris/HCl pH 8.0 

- Tampão E: 50 mM Tris/HCl pH 8.0, 300 mM NaCl, 10% de glicerol 

Tampão de suspensão de proteínas para realização do Dicroísmo Circular : NaH2PO4 

100 mM, pH 8,0. 

Tampão de transferência para Western blot: Tris-base 25 mM, Glicina 192 mM, Metanol 

20%. 

Tampão de corrida para SDS-PAGE: Tris-HCl 0,037 M pH 8,4; Glicina 192 mM pH 8,4; 

SDS 0,1%. 

Tampão PBS - TWEEN 20:  PBS -Tween 20 0,05%. 

Tampão PBS - solução de uso (Phosphate-buffer saline): KCl 2,7 mM; KH2PO4 1,5 mM, 

NaHPO4.7H0 4,3 mM; NaCl 137 mM. 

Tampão TELT de extração de DNA: 50mM tris-HCl ph 8,0, 62,5mM EDTA, 2,5M LiCl, 

4% triton X-100 

Tampão ZPFM de eletroporação de T. brucei: NaCl 129mM, KH2PO4 1,5mM, KCl 8mM, 

NaH2PO4 8mM, MgCl2 1,5mM, CaCl2 90 µM e CH3COONa 2,4 mM pH 7,0. 

 
 

3.2 Meios de cultura 
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Meio LB (Luria-Bertani)                                                                                         g/l 

Bacto-triptona........................................................................................................................10,0 

NaCl........................................................................................................................................5,0 

Extrato de levedura.................................................................................................................5,0 

(LB-ágar): adição de 1,5% de agar-ágar. 

 

Meio LIT                                                              1L 

Infusão de fígado …………………...........…….....….........................................................5,0 g 

NaCl…….....……………………………….…....….....................................................…..4,4 g 

KCl…………………………...……………...............….....................................................0,4 g 

Glicose...………………………………….……....…..........................................................2,2 g 

Triptose………..........…………….......................................................….…....…..........….5,0 g 

Fosfato básico de sódio….............................................................……………...............11,56 g 

Extrato de levedura.……………......………..........................................……..............…..15,0 g 

Hemina...............................................................................................................................0,02 g 

Soro fetal bovino...................................................................................................................10% 

Penicilina.......................................................................................................................10.000 U 

pH 7,2 

 

Meio SDM-79                                                                                  1 l  

 

MEM (Minimum Essential Medium).................................................................................. 7,0 g 

Meio 199..............................................................................................................................2,0 g 

MOPS...................................................................................................................................5,0 g 

HEPES..................................................................................................................................8,0 g 

Glicose..................................................................................................................................1,0 g 
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NaHCO3.............................................................................................................................................................................................. 2,0 g 

Piruvato de Sódio ................................................................................................................0,1 g 

L-Alanina.............................................................................................................................0,2 g 

L-Arginina............................................................................................................................0,1 g 

L-Glutamina…...…………………………………………………………………...….......0,3 g 

L-Metionina........................................................................................................................0,07 g 

L-Fenilalanina....................................................................................................................0,08 g 

L-Prolina...............................................................................................................................0,6 g 

L-Serina..............................................................................................................................0,06 g 

Taurina...............................................................................................................................0,18 g 

L-Treonina..........................................................................................................................0,35 g  

Adenosina..............................................................................................................................0,1g 

Guanosina...........................................................................................................................0,01 g 

Glucosamina.......................................................................................................................0,05 g 

MEM amino acids solution, 50X.......................................................................................10 mL  

MEM non essential amino acids 100X ...............................................................................6 mL 

Penicilina..........................................................................................................................0,059 g  

Streptomicina...................................................................................................................0,133 g 

Ácido Fólico.....................................................................................................................0,004 g 

PABA (ácido Para-aminobenzóico).................................................................................0,002 g 

Biotina............................................................................................................................0,0002 g 

 
 

3.3 Microoganismos 
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3.3.1. Escherichia coli 

 

Genótipo BL21(DE3): {pLysS TM  {F-- ompT hsdSB (rB
–
 mB

–) gal dcm (DE3) pLysS (CmR)}. 

Genótipo DH5α TM: {F- recA1 endA1 hsdR17 (rk-, mk+) supE44 λ- thi-1 gyrA96 relA1}. 

 

3.3.2. T. cruzi clone Dm28c (GOLDENBERG et al., 1984) 

 

Formas epimastigotas foram mantidas em cultura axênica de meio LIT (CAMARGO, 

1964) a 28 ºC com passagens a cada quatro dias. 

 

3.3.3. Trypanosoma brucei cepa 29-13 (WIRTZ et al., 1998) 

 

Foram utilizadas as formas procíclicas que expressam o repressor de tetraciclina e a 

T7 RNA polimerase para utilização em ensaios de genética reversa. Os parasitas foram 

mantidos em cultura axênica de meio SDM-79 complementado com 10% de Soro Bovino 

Fetal (BRUN; SCHONONBERGER, 1979) e antibióticos apropriados. 

 

3.4 Obtenção de DNA genômico de T. cruzi Dm28c  

 

Um total de 5 x 10
7 
parasitas foram coletados do meio LIT por centrifugação a 5.000 

x g por 10 minutos. As células foram lavadas em PBS, suspensas em 350 µL de tampão 

TELT e incubadas por 5 minutos a 25 °C. Ao lisado foi adicionado 150 µL de fenol saturado 

e centrifugado a 13.000g por 5 minutos. O sobrenadante foi transferido para novo tubo e dois 

volumes de etanol absoluto foi adicionado para a precipitação do DNA. A mistura foi 

novamente centrifugada a 13.000g por 10minutos, o sobrenadante descartado e o pellet foi 

lavado com etanol 70% centrifugando-se a 13.000g por 10 minutos e descartando-se o 

sobrenadante. O DNA foi suspendido em 50 µL de água ultrapura. 

 

3.5. Preparação de bactérias cálcio-competentes  
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Para o preparo de bactérias cálcio-competentes, foi utilizado o método de CaCl2 

descrito em Sambrook e colaboradores (2001). Uma colônia de E. coli da cepa desejada foi 

inoculada em 5,0 mL de meio LB contendo antibiótico apropriado [50 µg/mL de canamicina, 

no caso de E. coli Bl21 (DE3)]. A cultura foi incubada a 37 ºC por 18 horas sob agitação 

constante de 220 rpm. Um volume de 1 mL desta cultura foi transferido para 100 mL de meio 

LB. As células foram incubadas a 37 ºC sob as mesmas condições de agitação até alcançar a 

fase de crescimento exponencial (D.O.600 de 0,6). 

A cultura foi centrifugada a 4.000 x g por 5 minutos a 4 ºC e as células foram 

suspensas em 50 mL (metade do volume original) de solução gelada de CaCl2 100 mM 

tamponada com HEPES 10 mM pH 7,0 e mantidas no gelo durante 30 minutos. A suspensão 

foi submetida à centrifugação nas mesmas condições anteriores, as células foram suspensas 

em 2,0 mL (1/50 do volume da cultura original) da solução anterior acrescida de 10% de 

glicerol foram mantidas no gelo seco por 2 horas e em seguida aliquotadas e armazenadas a – 

70 ºC. 

 

3.6. Transformação de bactérias cálcio-competentes  

  

Reações de recombinação ou ligação foram incubadas com 100 µL da suspensão de E. 

coli cálcio-competentes por 30 minutos no gelo. Após esse período, as células foram 

submetidas ao choque térmico pela incubação a 42 ºC por 2 minutos, seguido de incubação 

de 2 minutos no gelo e posterior adição de 1 mL de meio LB para incubação sob agitação 

constante de 220 rpm a 37 ºC por uma hora. Alíquotas de 100 µL e/ou 900 µL foram 

espalhadas em meio LB-ágar adicionado de antibiótico (meio seletivo) de acordo com a 

resistência conferida pelo vetor utilizado na transformação de bactérias e incubadas a 37 ºC 

por 18 horas. 

No caso de clonagem em pGEM, o meio LB-ágar foi adicionado de  100 µg/mL de 

ampicilina, 0,04 mg/mL de X-gal e 0,4 mM de IPTG. Neste caso, a seleção dos clones 

positivos foi feita pela análise da cor das colônias, devido a presença ou ausência da 

expressão da enzima β-galactosidase. Esta, cuja expressão é induzida por IPTG, degrada o 

substrato X-gal produzindo um substrato azul. Caso o fragmento seja incorporado ao vetor, a 

enzima β-galactosidase não é expressa e as colônias permanecem brancas, facilitando a 

identificação dos clones positivos, que posteriormente foram sequenciados. 

 



24 

 

3.7 Transfecção de T. brucei por eletroporação e seleção dos transfectantes 
 

Um total de 2,5 x 107 parasitas em fase logarítmica de crescimento foram utilizados 

por transfecção. Os vetores p2T7-177-Sub2(RNAi) (item 3.11) e pAD75 (item 3.12) foram 

utilizados para transfecção dos parasitas pela metodologia descrita abaixo. Os parasitas foram 

centrifugados por 10 minutos a 6.000 x g a 10 ºC, lavados com o mesmo volume de tampão 

de eletroporação ZPFM e novamente centrifugados nas mesmas condições e suspensos em 

um volume de 1,5 mL do mesmo tampão. Para cada cubeta de eletroporação de tamanho de 

0,4 mm pré-resfriada em gelo foram aliquotados 500 µl de  tampão com parasitas e para cada 

alíquota foram adicionados 10 µg de DNA de cada clone de interesse previamente 

linearizados com NotI. Esta mistura foi incubada no gelo por 10 minutos e submetida a dois 

pulsos de 1,6 kV com capacitância de 25 µF em eletroporador GenePulser® - Apparatus 

(Bio-Rad). Após a eletroporação dos parasitas, cada mistura foi respectivamente transferida 

para garrafas de cultura de 25 cm3 contendo meio SDM-79 suplementado com SFB-10%, 50 

µg/mL de higromicina e 15 µg/mL de G418. A seleção dos parasitas transfectados foi através 

da adição após 24 horas de cultivo de 5 µg/mL de fleomicina ou 10 µg/mL de blasticidina, 

dependendo do experimento, resistência conferidas pelos vetores p2T7-177 ou pAD74 

respectivamente. A clonagem dos parasitas mutantes foi realizada através de diluição 

limitante em meio SDM-79 suplementado com SFB-10%, 50 µg/mL de higromicina, 15 

µg/mL de G418, 5 µg/mL de fleomicina e 10 µg/mL de blasticidina, este último somente no 

caso de transfecção com pAD74. Após a seleção dos mutantes, foi realizada a curva de 

crescimento das culturas dos parasitas transfectados e induzidos com tetraciclina na 

concentração de 2 µg/mL, seguido de 1 µg/mL nos dias posteriores. Foi realizada a contagem 

das culturas induzidas e não induzidas em câmara de Neubauer para observação de 

crescimento e possíveis alterações morfológicas após a indução do silenciamento da 

expressão do gene TbSub2. Os extratos proteicos das culturas induzidas e não induzidas 

foram posteriormente analisados quanto à diminuição da proteína TbSub2 por ensaio de 

Western blot. 
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3.8 Clonagem, expressão e purificação de proteínas recombinantes 
 

 

3.8.1 Construção do vetor de entrada pDONR™221 em sistemas bacterianos. 
 
 

A amplificação do gene TcSub2 selvagem foi obtida através de reação de PCR com 

oligonucleotídeos iniciadores específicos contendo sítios de recombinação attB, que são 

responsáveis pela recombinação com a sequência attP presente no vetor de entrada 

pDONR™221 (Plataforma Gateway - Invitrogen). O mapa deste vetor está ilustrado na figura 

3.1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.1. Mapa do vetor de entrada pDONR™221 (Invitrogen). pUC ori: origem de replicação 
de alta cópia. attP1/attP2: sequência de 200 bp presente no pDNOR para recombinação com sítio attB 
presente no produto PCR. ccdB: gene que permite seleção negativa do pDNOR, interferindo na DNA 
girase de E. coli, que é substituído após recombinação com o sitio attB do produto de PCR. 
Kanamycin: gene de resistência à canamicina. CmR: gene de resistência ao cloranfenicol. T1/T2: 
terminadores de transcrição. M13 Forward e Reverse: Oligonucleotídeos iniciadores do vetor 
utilizados para seqüenciamento (FONTE: Catálogo Gateway® Tecnology Invitrogen). 

 

 A reação de amplificação do gene de TcSub2 selvagem (GenBank Gene ID: 

Tc00.1047053508319.40) foi realizada através de PCR utilizando-se como molde o DNA 

genômico de T. cruzi. Os iniciadores foram desenhados para amplificação do gene que possui 

1311 pares de bases.  Para permitir a recombinação do produto de PCR com a sequência attP 

do vetor de entrada, pDONR™221, foram adicionadas sequências attB às extremidades 5´ 

dos oligonucleotídeos Forward (F) e Reverse ®, ilustrados na figura 3.2. 
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Figura 3.2. Sequências dos oligonucleotídeos iniciadores sintetizados para amplificação 
do gene TcSub2 e clonagem em vetor pDONR. Forward (F) e Reverse (R). Em negrito, a 
sequência attB  adicionada à região 5’ de ambos oligonucleotídeos. 

 

Para a reação de amplificação de TcSub2 foi utilizada a ciclagem: holding de 95 ºC 

por 2 minutos seguido de 35 ciclos de 30 segundos a 95 ºC (desnaturação), 30 segundos de 56 

ºC (anelamento) e 2 minutos a 72 ºC (extensão). A reação foi realizada em volume final de 15 

µL contendo 100 ng de DNA genômico de T. cruzi, 1U de High Fidelity PFU- polimerase, 

200 µM de cada dNTP, 10 pmol de cada iniciador F e R, tampão comercial para a enzima 

PFU e água deionizada.  

Os produtos da amplificação foram precipitados através de solução 30% PEG 8000/30 

mM MgCl2, fornecido pelo sistema Gateway. Após precipitação o fragmento amplificado, foi 

recombinado com o vetor pDONR™221 de acordo com o manual do fabricante (Invitrogen- 

Catálogos 12535-019 e 12535-027). 

Esta reação de recombinação foi utilizada para transformar E. coli DH5-α cálcio-

competente, conforme descrito no item 3.6 e as bactérias foram selecionadas em meio LB-

ágar adicionado de 50 µg/mL de canamicina, resistência conferida pelo vetor pDONR™221. 

As colônias isoladas foram inoculadas em 2 mL de meio LB adicionado de 50 µg/mL de 

canamicina, incubadas a 37 ºC durante 18 horas sob agitação constante de 220 rpm e então 

submetidas à centrifugação a 12.000 x g por 1 minuto à temperatura ambiente. A 

minipreparação dos plasmídeos foi realizada com base no método da lise alcalina, adaptado 

de Birnboim e Doly (1979), purificados através do sistema Qiaprep
® 

Spin Miniprep Kit 

(QIAGEN) e utilizados como molde nas reações de PCR para verificação das clonagens 

utilizando os oligonucleotídeos iniciadores da sequência de TcSub2 para a confirmação da 

clonagem. Após a verificação, a sequência clonada foi sequenciada para conferencia e vetor 

foi denominado de pDNOR-TcSub2-WT. 
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3.8.2 Obtenção de sequência Mutada do gene TcSub2 
 

A mutação da sequência TcSub2 foi realizada anteriormente pela Dr. Mariana 

Serpeloni durante seu projeto de doutorado utilizando QuikChange® Site-Directed 

Mutagenesis Kit (dados não publicados). Neste caso, foi realizada a troca de uma única base 

para substituir o aminoácido Lisina na posição 87 por uma Asparagina. A mutação está 

localizada no sítio ATPase que tem sua sequência de bases conservada ao longo da filogenia 

dos eucariotos conforme demonstrado na figura 3.3.  Como molde foi utilizado o vetor 

pDNOR-TcSub2 recém construído. Com a utilização do Kit todo o plasmídeo molde é 

copiado, utilizando uma enzima de alta fidelidade, trocando apenas a base de interesse. A 

direção da mutação é dada por iniciadores que são construídos especificamente para a 

mutação desejada. Esta alteração foi confirmada por sequenciamento. O vetor gerado foi 

denominado pDNOR-TcSub2K87N. 

 

 

 

 

 

Figura 3.3. Localização da mutação no domínio ATPase. (FONTE: Cordin et al., 2005). 

 

3.8.3 Construção do vetor de entrada pDESTTM17 
 

Os vetores pDONR™221-TcSub2 e pDONR™221-TcSub2K87N foram utilizados 

para a recombinação em vetor pDESTTM17 que é destinado à expressão de proteínas 

recombinantes em E. coli . Este vetor de expressão fornece altos níveis de proteínas e contém 

uma etiqueta que consiste em seis resíduos consecutivos de histidina na extremidade amino - 

terminal, importante para a purificação da proteína através de coluna Ni-NTA (Ni++-nitrilo-

tri-acetic-acid). A alta afinidade de ligação entre as proteínas recombinantes que contêm esta 

etiqueta à resina permite a remoção de proteínas inespecíficas em condições estringentes, 

permitindo a purificação mesmo em condições fortemente desnaturantes (CROWE; 

MASONE; RIBBE, 1995). Esta etiqueta de histidina também é utilizada para confirmação 

das proteínas produzidas através de anticorpos monoclonais anti-histidina por ensaio de 

Western blot. O mapa do vetor pDESTTM17 está ilustrado na figura 3.4. 
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Figura 3.4. Mapa do vetor pDESTTM17 (Invitrogen) de expressão de genes em bactérias. T7: 
Promotor de T7 RNA Polimerase. RBS: Região de ligação ao ribossomo. ATG: Códon de início.  
6xHis: Etiqueta de histidinas N-terminal. sítios attR (attR1 e attR2): região de recombinação LR com 
vetor de entrada pDNOR. CmR : gene de resistência ao cloranfenicol. Ampicilin: gene de resistência à 
ampicilina. ccdB: gene que permite seleção negativa do pDESTTM17. T7 term: região de término da 
transcrição (FONTE: Catálogo Gateway® Tecnology Invitrogen). 

 

Os genes de TcSub2 selvagem e mutado, selecionados em pDONR, foram 

transferidos para o vetor pDESTTM17, conforme o manual do fabricante. Após a reação de 

recombinação, bactérias E. coli DH5-α cálcio-competente foram transformadas, conforme 

descrito no item 3.6 e incubadas por 16 horas a 37 ºC em meio LB-ágar adicionado de 100 

µg/mL de ampicilina, resistência conferida pelo vetor pDEST TM17. Após a obtenção de 

colônias isoladas os plasmídeos foram purificados através do sistema Qiaprep
® 

Spin 

Miniprep Kit (QIAGEN), e utilizados para análise por PCR, nas mesmas condições do item 

3.8.1, utilizando os iniciadores da sequência de TcSub2 para a verificação clonagem em vetor 

pDESTTM17.  

Após a confirmação da clonagem por PCR, um plasmídeo de cada um dos vetores 

(selvagem e mutado) foram sequenciados e denominados de pDEST-TcSub2 e pDEST-

TcSub2K87N. Estes clones foram utilizados para transformação de E. coli da cepa Bl21 

(DE3) pLysS cálcio-competente, apropriada para a expressão de genes produzindo proteínas 

recombinantes através de indução por IPTG. 

 

3.8.4. Indução da expressão de proteínas recombinantes através de IPTG 

 

Colônias de E. coli da cepa Bl21 (DE3) pLysS transformadas com os vetores pDEST-

TcSub2 e pDEST-TcSub2K87N foram inoculadas em 2 mL de meio LB adicionado de 100 
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µg/mL de ampicilina e incubadas a 37 ºC sob agitação constante de 220 rpm durante 18 

horas. Após o período de incubação, 1mL da cultura foi transferido para tubos contendo 10 

mL de meio LB adicionado de 100 µg/mL de ampicilina cada. As células foram incubadas a 

37ºC sob as mesmas condições de agitação até atingir a D.O.600 de 0,6 e foi então adicionado 

1 mM de IPTG à cultura e a incubação prosseguiu por mais 3 horas nas mesmas condições. 

Para o controle da indução de expressão do gene TcSub2, foi também mantida uma cultura 

nas mesmas condições mas sem adição de IPTG (cultura não induzida). Células destas 

culturas foram sedimentadas a 6.000 x g por 10 minutos a 4ºC, lavadas com PBS e suspensas 

em tampão de amostra para proteínas e a indução de expressão da proteína recombinante foi 

analisada em gel SDS-PAGE. 

Para a análise de solubilidade da proteína recombinante, a expressão das células foi 

induzida em condições diferentes. As bactérias contendo o vetor pDEST-TcSub2 foram 

induzidas em uma D.O.600 de 0,4 com a adição de 0,2mM de IPTG. As células foram 

mantidas a 25 ºC por 16 horas e foram sedimentadas a 6.000 x g por 10 minutos a 4ºC, 

lavadas com PBS e suspensas em tampão de A de purificação de proteínas em coluna de 

níquel. Já as bactérias contendo o vetor pDEST-TcSub2K87N foram induzidas em uma 

D.O.600 inicial de 1,0, com a adição de 0,2mM de IPTG e mantidas a 20ºC por 4 horas. 

Também foram sedimentadas e suspensas em tampão A de purificação de proteínas em 

coluna de níquel. As células induzidas contendo os vetores selvagem e mutados foram lizadas 

em um microfluidificador modelo M-110L (Microfluidics) sob uma pressão de 80 psi seguido 

de centrifugação a 6.000 x g por 20 minutos a 4 ºC. O sobrenadante (fração de proteínas 

solúveis) e o sedimento (fração de proteínas insolúveis) foram separados por centrifugação a 

20.000g por 30 minutos a 4 ºC, e adicionado  tampão de amostra de proteínas em uma 

alíquota de 10µL de cada uma das frações. Todos os extratos proteicos foram desnaturados 

por aquecimento a 100ºC por 3 minutos e analisados em gel desnaturante (SDS-PAGE), para 

a verificação da fração que continha as proteínas estudadas. 

 

3.8.5. Purificação das proteínas recombinantes 

3.8.5.1 Purificação de TcSub2 

3.8.5.1.1 Cromatografia de afinidade 
 

O vetor de expressão pDEST-TcSub2 permite que a proteína recombinante seja 

expressa fusionada a uma cauda N-terminal de histidina, o que viabiliza o uso de colunas 

cromatográficas contendo níquel imobilizado em fase sólida para o processo de purificação, 
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uma vez que a cauda de histidina apresenta afinidade por este metal. Para realização desse 

método cromatográfico foram utilizados os tampões A e B, descritos no ítem 3.1. Bactérias 

(BL21 pLysS) correspondentes aos clones de expressão das proteínas recombinantes 

provenientes de 4 L de indução foram suspensas em 40 mL de tampão A. As bactérias foram 

lisadas em um microfluidificador modelo M-110L (Microfluidics) sob uma pressão de 80 psi 

e centrifugadas à 20000 g, 4ºC por 30 minutos. O pellet foi descartado e o sobrenadante foi 

separado e filtrado (filtro de 0,22 µm) para a realização de cromatografia de afinidade em 

coluna de níquel no sistema FPLC (Fast Performance Liquid Chromatography – Amersham 

Bioscience) em coluna HiTrap Chelating de 1 mL (GEHealthcare). A coluna foi carregada 

com solução 100 mM NiSO4 e equilibrada com tampão A. Durante a purificação foi utilizado 

um gradiente de 0-100% de tampão de B. As frações provenientes da cromatografia foram 

coletadas com um fluxo de 1ml por minuto e analisadas através de SDS-PAGE. As frações 

que continham a proteínas de interesse na sua forma mais pura foram misturadas e 

concentradas por centrifugação a 3000 g utilizando-se filtros Amicon Ultra 10 (10000 

MWCO, Millipore). 

 

3.8.5.1.2 Cromatografia de gel filtração 

Para remoção completa dos contaminantes, as frações concentradas na etapa 

cromatográfica anterior foram submetidas à cromatografia de gel filtração utilizando-se 

coluna Superdex 200 10/300 (GEHealthcare) em sistema FPLC (Fast Protein Liquid 

Chromatography - Amersham Bioscience) O volume de amostra aplicado foi de 0,5 ml e a 

eluição da proteína selvagem foi feita com tampão C, descrito no ítem 3,1, com fluxo de 0,5 

ml por minuto.  A cromatografia por exclusão molecular, também chamada de gel filtração, é 

um método de análise de macromoléculas e que consiste na separação de biomoléculas de 

acordo com seu tamanho e forma. A coluna neste processo contém um polímero com 

ligações cruzadas com poros de tamanho definido. As moléculas maiores irão migrar mais 

rapidamente que os menores, pois não são capazes de penetrar no interior dos poros da resina, 

eluindo diretamente da coluna. As moléculas menores, por entrarem pelos poros da coluna, e 

levarem mais tempo percorrendo os poros, são eluídas tardiamente em relação as moléculas 

que são maiores. 
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3.8.5.2 Purificação de TcSub2K87N 

 

3.8.5.1.2 Cromatografia de troca iônica 

 

Para a total purificação de TcSub2K87N, foi necessária além das cromatografias 

utilizadas para a proteína TcSub2-WT, a realização da cromatografia de troca iônica em 

coluna Q Hitrap (GE Heathcare).  Para tanto, o tampão da proteína mutada proveniente da 

cromatografia de gel filtração foi trocado por centrifugação a 3000 g utilizando-se filtros 

Amicon Ultra 10 (10000 MWCO, Millipore). O tampão de saída da gel filtração continha sal 

e a proteína foi dialisada para o tampão D. O tampão utilizado foi escolhido considerando 

que o pI da proteína é de 6,9 e a carga da resina positiva. Quando no tampão D a proteína 

possui carga negativa e a interação com a coluna é eficiente para a purificação. As frações em 

que a proteína se encontrava pura foram utilizadas para os ensaios de caracterização 

estrutural e enzimáticos, descritos nos itens 3.9 e 3.10. 

 

3.9 Ensaios enzimáticos 

 

3.9.1 Curva de padrão de fosfato 

Os ensaios enzimáticos foram realizados utilizando-se o Kit ATPase Assay Kit® 

Innova Biosciences. Para a calibração da reação dos ensaios enzimáticos, uma curva de 

fosfato foi obtida através de ensaio utilizando-se 12 poços com concentrações variadas de 

fosfato (Tabela 1). Foi adicionado um tampão fornecido pelo Kit que ao reagir com o fosfato 

produz um composto colorido que é detectado pelo sensor do leitor de Elisa entre 590 a 

660nm. Maior intensidade da cor, indica maior concentração de Pi.  
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Tabela 3.1. Concentrações de fosfato inorgânico utilizadas para a construção da Curva 
Padrão. (Fonte: Manual ATPase Assay Kit® Innova Biosciences) 
 

 

3.9.2 Avaliação da atividade ATPase das proteínas recombinantes  

 

Após a obtenção da curva padrão de liberação de fosfato, os ensaios de atividade 

ATPase foram realizados misturando-se 300nM de cada uma das proteínas (TcSub2-WT, 

TcSub2-K87N e GFP), ao ATP em diferentes concentrações (0,1; 0,25; 0,5; 1 e 2mM) no 

tampão fornecido pelo Kit. Para o cálculo da velocidade máxima (Vmáx) e do coeficiente de 

Michaelis-Menten (Km), os valores de Pi foram medidos de 5 em 5 minutos até o tempo final 

de 30 minutos. 

Nos experimentos em que os RNAs foram inseridos na reação a concentração de 

RNA utilizada foi de 80µM. As sequências dos RNAs utilizados estão representadas na 

figura 3.5. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.5. Sequência de bases dos RNAs utilizados nos ensaios enzimáticos 
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3.10 Caracterização estrutural  

 

3.10.1 Espectroscopia de Dicroísmo Circular 

Este experimento foi realizado para inferir o conteúdo de estruturas secundárias e 

estimar o correto enovelamento das proteínas recombinantes e também das proteína TcSub2 

associadas aos diferentes tipos de RNAs (ítem 3.9.2). O espectro de CD (do inglês Circular 

dichroism) das proteínas purificadas foi coletado usando espectropolarímetro Jasco J-815 

(Jasco corporation, Tókio, Japão). Todos os dados foram coletados variando o comprimento 

de onda de 190 a 260 nm, com uma velocidade de 100 nm/min, sendo feitas no total 10 

leituras com resposta de 1 segundo em varredura contínua. Os valores obtidos em miligraus 

foram convertidos para elipsidade molar por resíduo ([θ]MRW), em miligraus.cm2.dmol-1, 

que é definida pela equação:  

                                     [θ] = θobs x MRW x (10 x d x c)-1 

 Onde “θobs” é a elipsidade observada em graus, “MRW” é o peso molecular médio 

dos resíduos da proteína, “d” é o caminho óptico da cubeta em centímetros e “c” é a 

concentração da proteína em mg/mL. O MRW é calculado dividindo-se o peso molecular da 

proteína pelo número de resíduos.   

 A desnaturação térmica foi realizada variando a temperatura de 4ºC a 90ºC sendo 

monitorada a 222 nm, e obtendo um espectro (de 190 nm a 260 nm) a cada variação de 5ºC. 

 

3.10.2 Modelagem molecular de TcSub2 selvagem e mutada 
 

As coordenadas atômicas de UAP56 humana (1XTI e 1XTJ) foram usadas como 

molde para gerar os modelos estruturais de TcSub2 e TcSub2K87N por modelagem baseada 

em homologia como implementado no programa MODELLER (SALI; BLUNDELL, 1993). 

Para garantir a amostragem conformacional suficiente, um conjunto de 50 modelos foi 

construído, a partir do qual o melhor modelo final foi selecionado com base na avaliação da 

estereoquímica, a função objetivo de MODELLER (score DOPE) e por inspeção visual. Para 

a análise dos possíveis rotâmeros de N87, utilizamos o programa Coot (EMSLEY et al., 

2010). 
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3.10.3 Determinação do estado oligomérico de TcSub2 selvagem e mutada 

Cromatografia de gel filtração com as proteínas purificadas foi realizada para verificar 

se a proteína mutação K87N inserida em TcSub2 poderia resultar em modificações no estado 

quarternário da proteína em solução.Utilizou-se a coluna Superdex 200 10/300 (Ge 

Healthcare) em sistema FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography - Amersham 

Bioscience), nas mesmas condições descritas no ítem 3.8.5.1.2.  

 Para a obtenção de uma curva de calibração, já que a técnica baseia-se na separação 

de moléculas de acordo com seu tamanho, utilizou-se proteínas com pesos moleculares 

conhecidos e dextran (2.000 kDa), polissacarídeo de elevado peso molecular que representa o 

pico de um possível agregado proteico no cromatograma. As proteínas utilizadas foram 

albumina (66 kDa), ovoalbumina (43 kDa) e lisozima (14,31 kDa). Para estimar a massa 

molecular por gel filtração, calculamos um parâmetro do volume de eluição: Kav  das 

proteínas conhecidas e construímos uma curva em função do logaritmo da massa molecular 

(logMW) destas proteínas.  

 O Kav é calculado de acordo com a fórmula a seguir (onde o volume morto é o 

volume no qual o Blue Dextran foi eluído): 

 

 

 

Para o cálculo da estimativa da massa molecular, é calculado o Kav referente a cada 

volume eluído e esse valor é colocado na equação da curva, de onde se obtém o logMW de 

cada pico que é transformado para unidades em kDa. 

 

3.11 Obtenção de linhagem de parasitas T.brucei para silenciamento do gene TbSub2  
 

Os ensaios de RNAi foram realizados em T. brucei, cepa 29-13, com sistema induzido 

por tetraciclina utilizando o vetor p2T7-177, ilustrado na figura 3.6. O vetor já tinha sido 

VmortoVcoluna

VmortoVeluição
Kav

−
−=
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construído previamente pela Dra. Mariana Serpeloni (SERPELONI et al., 2011b). A 

transfeção e clonagem dos mutantes foi realizada de acordo com o ítem 3.7. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.6. Mapa do vetor p2T7-177 utilizado para ensaios de RNAi. T7 prom: Promotor de T7 
RNA Polimerase induzido por tetraciclina. T7 term: Terminador de transcrição. 177: Seqüência 
repetitiva de 177 pares de bases para alvo de inserção em minicromossomos. Phleo: gene de 
resistência à fleomicina. GFP: Green Fluorescent Protein, os sítios para as enzimas de restrição estão 
indicados. AmpR: gene de resistência à ampicilina (FONTE: WICKSTEAD et al., 2002). 

 

3.11.1 Análise e triagem dos transfectantes 
 

3.11.3.1 Ensaios de Imunofluorescência 
 

Nove clones selecionados com fleomicina (resistência conferida pelo vetor p2T7-177) 

após diluição limitante foram escolhidos para os testes iniciais. Um ensaio de 

imunofluorescencia indireta foi utilizado para fazer a triagem inicial dos transfectantes. Os 

clones selecionados foram induzidos com tetraciclina na concentração de 2 µg/mL, seguido 

de 1 µg/mL após 24 horas. Após indução de 48 horas formas epimastigotas dos parasitos 

foram visualizadas diretamente em microscopia ótica de fluorescência em comprimento de 

onda de 488 nm. 
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Para esta visualização, lâminas foram incubadas com poli-L-lisina. Após lavagens 

com PBS para retirar o excesso de poli-L-lisina, os parasitas foram lavados, suspensos em 

PBS e aderidos por 20 minutos à lamínula. As lâminas foram submetidas a lavagens com 

PBS e os parasitas aderidos foram fixados com paraformaldeído 4% em PBS por 5 minutos. 

Após a etapa de fixação dos parasitas, foi adicionada uma solução de Triton X-100 0,1% 

durante 90 segundos para a permeabilização destes. Posteriormente, as lamínulas foram 

lavadas por imersão em PBS e bloqueadas albumina sérica bovina (BSA) a 4% por 1 hora em 

câmara úmida. 

Após o período de bloqueio, as lâminas foram lavadas e incubadas por uma hora a 37 

ºC com antisoro anti-TcSub2, produzido em coelho (SERPELONI et al., 2011), diluído 

1:1.000. Em seguida, as lâminas foram lavadas com PBS e incubadas por uma hora a 37 ºC 

com o anticorpo secundário anti-IgG de camundongo conjugado com Alexa 488 (Invitrogen) 

diluído 1:400. Foi adicionado n-propil-galato como meio de montagem à superfície de 

lâminas de vidro e em seguida as lamínulas foram vertidas e seladas. 

As lâminas foram observadas em microscópio de fluorescência (Nikon) e as imagens 

foram capturadas com câmera CoolSnap (Media Cybernetics) e analisadas com o programa 

Image Pro-Plus v. 4.5.1.22 (Media Cybernetics). 

 

3.11.3.2 Ensaios de Western Blot através de revelação por fosfatase alcalina 
 

Para os ensaios de Western blotting (TOWBIN et al., 1979), aproximadamente extrato 

proteico de epimastigotas equivalentes a 5 x 106 células foram submetidos à eletroforese em 

gel SDS-PAGE. Após a eletroforese, as proteínas foram transferidas para uma membrana de 

nitrocelulose por duas horas a 80 V. Terminada a transferência, a membrana foi corada com 

solução de Ponceau para verificar a qualidade da transferência e, em seguida, descorada em 

água destilada e incubada em solução de bloqueio por uma hora em temperatura ambiente. 

Após essa incubação, a membrana foi colocada em solução de PBS, contendo o anticorpo 

primário (anti-TcSub2) permanecendo por 1 hora a temperatura ambiente e, em seguida, 

lavada três vezes por 5 minutos com PBS. A membrana foi incubada com o segundo 

anticorpo anti-IgG de coelho conjugado com fosfatase alcalina, diluído em PBS, por 1 hora 

em temperatura ambiente. As membranas foram novamente lavadas como descrito acima e, a 

seguir, foram reveladas com 66 µL de NBT (cromógeno) e 33 µL de BCIP (substrato), 

diluídos em 10 mL de tampão de revelação para fosfatase alcalina. A reação de revelação foi 

bloqueada através da lavagem da membrana em 1 mM EDTA e, em seguida, em água.  
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3.11.3.3 Ensaios de RNAi  
 

Após a triagem inicial dos 9 clones, foram selecionais 3 deles, com base nos 

resultados obtidos pelas metodologias de imunofluorescência e Western Blot, descritos acima. 

Foi realizada então uma curva de crescimento das culturas dos 3 clones após indução do 

sistema de RNA de interferência (RNAi), para a confirmar a reprodução do fenótipo descrito 

por Serpeloni e colaboradores em 2011. Os clones selecionados foram induzidos com 

tetraciclina na concentração de 2 µg/mL, seguido de 1 µg/mL nos dois dias posteriores. A 

contagem das culturas induzidas e não induzidas foi realizada de 24 em 24 horas até o 

terceiro dia em em câmara de Neubauer.  Foi analisado o perfil da curva de crescimento e 

avaliadas as possíveis alterações morfológicas após a indução do silenciamento da expressão 

do gene TbSub2. 

 

3.12. Obtenção cepa para ensaios de complementação funcional em T. brucei. 
 

 Ideia deste ensaio seria de expressar o gene de T.cruzi na cepa de T.brucei que induz 

RNAi para avaliar a reversão do fenótipo gerado pelo silenciamento de TbSub2. Para tanto, o 

vetor pAD74, foi desenhado para expressar um gene de forma induzível.   Este vetor foi 

gentilmente cedido pela Dra. Vivian Bellofatto, pesquisadora da Escola Médica de New 

Jersey. 

Antes da inserção do gene de T. cruzi no vetor, foi realizada uma análise de 

similaridade por BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), entre as sequências 

nucleotídicas de mRNA que são alvos do RNAi dos genes correspondentes a TcSub2, de 

T.cruzi (ID:Tc00.1047053508319.40) e TbSub2, de T.brucei (ID:Tb 10.70.7730), 

demonstrada na figura 3.7. Foi observado que a identidade é de 80%, portanto, acredita-se  

que a expressão do gene de T.cruzi não seja afetada pela indução da expressão do RNA dupla 

fita direcionado exclusivamente para o gene de T. brucei.   
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Figura 3.7. Alinhamento entre as regiões dos mRNAs de TcSub2 e TbSub2 alvo do RNAi. 
Identidade de 80%. 

Para a amplificação a sequência codificadora de TcSub2 que possui 1311 pares de 

bases, foram desenhados iniciadores contendo as sequências do sítios de restrição das 

enzimas Bstz17I que também estão presentes no sitio de clonagem do vetor de 

complementação pAD74 e não clivam a sequência do gene. Além disso, foi adicionada uma 

sequência com repetições de histidina iniciadores foward para que a proteína pudesse ser 

expressa contendo a etiqueta de histidina na porção N-terminal da proteína. Três iniciadores 

distintos foram então construídos, conforme demonstrado na figura 3.8.  O desenho dos 

iniciadores foi feito com o auxílio da ferramenta PrimerSelect do pacote do DNAstar 

(Lasergene®). 
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Figura 3.8. Figura esquemática dos iniciadores utilizados para amplificação do gente TcSub2 
para clonagem em pAD74.  

Foi realizado também um alinhamento entre as sequências de aminoácidos de TcSub2 

e TbSub2 para observar o grau de semelhança entre elas. O resultado foi de 91% de 

similaridade entre os aminoácidos, o que pode implicar em possível conservação funcional 

destas proteínas entre estes tripanosomatídeos. O alinhamento pode ser observado na figura 

3.9. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.9. Alinhamento entre as sequencias de aminoácidos das proteínas TcSub2 e TbSub2. 
Similaridade de 91%. 
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Além da sequência do gene TcSub2 selvagem, foi amplificado também, para  

posterior inserção em vetor de complementação, a sequência do gene TcSub2 mutado 

(K87N).  Foram utilizados dois conjuntos de iniciadores F1 e R1, além do F2 e R1. Dessa 

forma 4 insertos foram obtidos contendo TcSub2 selvagem ou mutada, cada um com ou sem 

a etiqueta de histidina. A amplificação dos genes foi realizada utilizando-se 1U de High 

Fidelity Taq-DNApolimerase 

Para a reação de amplificação foi utilizada a ciclagem: holding de 95 ºC por 2 minutos 

seguido de 30 ciclos de 30 segundos a 95 ºC (desnaturação), 30 segundos de 56 ºC 

(anelamento) e 2 minutos a 72 ºC (extensão). Foi adicionado um tempo de extensão de 10 

minutos que permite a adição de adeninas à extremidade 3’ do produto da amplificação 

necessário para subclonagem em vetor pGEM® – T easy (Promega), ilustrado na figura 3.10. 

A ligação do produto de PCR no vetor seguiu as recomendações do fabricante. A reação foi 

realizada em volume final de 20 µL contendo 100 ng de DNA genômico de T. cruzi ou 30ng 

do vetor pDNOR-TcSub2-K87N (para a amplificação da sequência do gene mutado),1U de 

High Fidelity Taq-DNA polimerase, 200 µM de cada dNTP, 10 pmol de cada iniciador F e R, 

tampão para a enzima e água deionizada.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.10. Mapa do vetor pGEM® – Teasy utilizado para as subclonagens. T7: Região de 
iniciação da transcrição por T7 RNA Polimerase. 14-141: Múltiplo sítio de clonagem. SP6: Promotor 
da SP6 RNA Polimerase. LacZ: Códon inicial de LacZ. Ampr: Gene de resistência à ampicilina. F1 
ori: origem de replicação de bacteriófago filamentoso (FONTE: Manual Promega). 

As ligações foram utilizadas para transformar E. coli DH5α cálcio-competentes, como 

descrito no item 3.6. As células transformadas foram cultivadas em meio LB-ágar adicionado 
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de 100 µg/mL de ampicilina contendo IPTG X-gal. Após o período de incubação, foi 

observada a formação de colônias brancas isoladas. As colônias selecionadas foram 

inoculadas em meio LB e permaneceram sob agitação por 16hrs. As bactérias foram então 

centrifugadas a 10.000g por 1 minuto e foram purificados os plasmídeos dessas colônias por 

Qiaprep
® 

Spin Miniprep Kit (QIAGEN), conforme as recomendações do fabricante para a 

análise de subclonagem, através de digestões. Os insertos nos vetores foram denominados 

TcSub-Hist, TcSub2, TcSub2K87N-Hist e TcSub2-K87N 

Os plasmídeos foram submetidos à análise por sequenciamento, PCR e eletroforese 

em gel de agarose, para a confirmação da presença do inserto e correta sequência de bases 

inseridas  

Para a liberação dos insertos clonados, cada plasmídeo correspondente aos clones foi 

digerido com a enzima Bstz17 (New England Biolabs). Cada reação foi realizada em 30 µL, 

contendo NEB 3, BSA 0,01%, 5µg de DNA e 5 U de enzima. As reações foram incubadas a 

37 ºC por 2 horas. A digestão foi submetida a eletroforese em gel de agarose. A região do gel 

correspondente ao inserto liberado foi excisada e o DNA foi purificado com o auxílio do kit 

Illustra™ GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification – GE Healthcare.  

Os insertos TCSub2 e TcSub2K87N após purificados, foram ligados ao vetor pAD74 

previamente digerido com a mesma enzima. Para a reação de ligação, foi utilizada a relação 

de 1:10 pmol de vetor e inserto. A reação ocorreu com 1 U de T4 DNA ligase em um volume 

final de 10 µL. Esta reação foi incubada a 16ºC  durante 18 horas e posteriormente utilizada 

para transformar E. coli DH5α cálcio-competentes, como descrito no item 3.6. As bactérias 

transformadas foram cultivadas em LB contendo 100 µg/mL de ampicilina, resistência 

conferida pelo vetor pAD74. Para a confirmação dos clones positivos, as colônias isoladas 

foram analisadas por PCR, após prévia minipreparação dos plasmídeos pelo sistema 

Qiaprep
® 

Spin Miniprep Kit (QIAGEN) e denominados de pAD74-TcSub2-WT e pAD74-

TcSub2-K87N. Aproximadamente 10µg dos clones pAD74-TcSub2-WT, pAD74-TcSub2-

K87N e do vetor controle pAD74-GFP (Figura 3.11) foram linearizados com a enzima Not I 

(New England Biolabs). A reação ocorreu em 60 µL contendo 10 U de enzima NotI, 6 µL de 

tampão 10X e água deionizada. A reação foi incubada a 37 ºC por 16 horas. Após a digestão 

para linearizar o DNA (plasmídeo) foi precipitado e suspenso em tampão de eletroporação 

ZPFM para transfecção de T. brucei. A transfecção e posterior seleção de T. brucei foi 

realizada conforme descrito no item 3.7. 
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Figura 3.11. Mapa do vetor pAD74 utilizado para as complementação funcional. T7: Região de 
iniciação da transcrição por T7 RNA Polimerase. GFP: sequencia de bases da proteína GFP que e 
excisada quando o vetor é digerido com a enzima BsTz17.  (Vetor cedido pela Dra. Vivian 
Bellofatto). 
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4 RESULTADOS 
 
 

4.1. Avaliação da atividade ATPase da proteína Tcsub2 
 

Trabalhos anteriores do grupo demonstraram que a proteína TcSub2 é ortóloga a 

proteína UAP56/Sub2 de mamíferos/leveduras (SERPELONI et al, 2011). Essas proteínas 

possuem atividade ATPase já comprovada (SHEN et al., 2007).  Foi observado também que 

os domínios funcionais desta proteína são conservados ao longo da filogenia dos eucariotos. 

Diante desta perspectiva, o primeiro objetivo deste trabalho busca verificar se a conservação 

dos domínios funcionais da proteína TcSub2 de Trypanosoma cruzi corresponde a uma 

conservação quanto a atividade ATPase. Para tanto, foi necessário expressar a proteína 

recombinante e purificá-la para então realizar os ensaios enzimáticos. 

 

4.1.1. Clonagem de TcSub2 e TcSub2 K87N para expressão em E. coli 
 

Como controle negativo da reação foi inserida uma mutação no sítio ATPase de 

TcSub2. De acordo com a literatura a mutação que altera o códon correspondente a uma 

lisina conservada no domínio  ATPase pelo códon da asparagina aboliu a atividade ATPase 

de UAP56 em mamíferos e como esta Lisina é conservada na sequência de TcSub2, esta 

mutação foi escolhida para a realizações dos ensaios (SHEN et al., 2007). A alteração foi 

realizada através de mutagênese com auxílio do QuikChange® Site-Directed Mutagenesis 

Kit. A mutação foi realizada pela Dr. Mariana Serpeloni (dados não publicados) e confirmada 

por sequenciamento. 

Como os vetores utilizados para produção da proteína recombinante pertencem à 

plataforma Gateway, o primeiro passo foi a amplificação da sequência correspondente à 

região codificadora do gene TcSub2 e TcSub2 mutado (K87N) por PCR e clonagem em vetor 

pDONR™221, conforme descrito no item 3.8.1. Após a transformação e seleção de bactérias 

E. coli DH5-α resistentes à canamicina, foram extraídos os plasmídeos de algumas colônias. 

Estes foram utilizados como molde em reações de PCR para a confirmação das clonagens dos 

dois genes em vetor pDONR™221. Os resultados desta amplificação podem ser observados 

na figura 4.1, que mostra um produto da amplificação de aproximadamente 1300 pares de 

bases, que corresponde ao tamanho do gene de TcSub2 (1311 pares de bases), indicando 

portanto, a construção de pDNOR-TcSub2 e pDNOR-TcSub2K87N.  Os clones foram 

confirmados por sequenciamento. 
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Figura 4.1. Perfil eletroforético dos produtos de PCR para a confirmação da presença do gene 
TcSub2 selvagem e mutado nos vetores de entrada pDONR™221  em E. coli.  Gel de agarose 1% 
após coloração com solução de brometo de etídeo.  M: marcador de massa molecular representado em 
pares de bases. A - 1 a 4: Produto da amplificação utilizando  4 clones distintos de E. coli. do vetor 
pDNOR-TcSub2 B - 1 a 4: Produto da amplificação utilizando 4 clones distintos de E. coli.do vetor 
pDNOR-TcSub2K87N. 

 

 Os vetores de entrada pDONR™221 contendo a sequência de TcSub2 selvagem ou 

mutada foram utilizados para a transferência do gene para o vetor pDEST™17 por 

recombinação. Estes produtos foram usados para transformar bactérias E. coli DH5-α e os 

clones positivos selecionados para purificação dos plasmídeos pDEST™17-Sub2-selvagem e 

pDEST™17-Sub2-K87N. O vetor pDEST™17 é destinado à expressão de genes em E. coli 

resultando em proteínas recombinantes, fornecendo altos níveis de proteínas contendo uma 

etiqueta que consiste em seis resíduos consecutivos de histidina na extremidade amino - 

terminal, importante para a purificação da proteína através de coluna Ni-NTA. 

 

4.1.2. Produção das proteínas recombinantes 
 

 pDEST-TcSub2 e pDEST-TcSub2K87N  foram usados para transformar E. coli 

Bl21(DE3) PLysS para expressar as proteínas TcSub2 selvagem e mutada, respectivamente.  

A análise dos clones positivos foi feita com 10 colônias (5 para TcSub2 e 5 para TcSub2 

K87N). Para isso, o DNA plasmidial foi extraído e utilizado como molde para amplificação 

por PCR utilizando-se iniciadores compatíveis com o gene de interesse. Os clones positivos 

foram usados para testar a expressão da proteína recombinante (Figura 4.2).  
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 O teste de expressão foi realizado com duas colônias dos clones contendo o vetor 

contendo os insertos do gene TcSub2 e três dos clones com vetor contendo insertos da 

sequência mutada. Cada colônia foi inoculada em 10 mL de meio LB. Após atingir a D.O. de 

0,6, uma alíquota de 1ml foi retirada para ser utilizada como controle sem indução. Ao 

restante das culturas, a expressão da proteína recombinante foi induzida adicionando-se 

0,1mM de IPTG. A cultura foi incubada a 37º por 3 horas e o pellet de cada cultura foi 

analisado por SDS-PAGE. A proteína possui massa molecular de 49kDa e na Figura 4.3 

podemos verificar, onde está apontado pela seta, uma quantidade maior de proteínas nas 

amostras onde a expressão foi induzida quando comparadas a amostra não induzida. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.2. Perfil eletroforético dos produtos de PCR para a confirmação da presença do gene 
TcSub2 selvagem e mutado nos vetores de expressão em E. coli.  Gel de agarose 1% após 
coloração com solução de brometo de etídeo.  M: marcador de massa molecular representado em 
pares de bases. 1 a 5: Colônias de E. coli. contendo o vetor pDESTTM17-Sub2-selvagem. 6 a 10: 
Colônias de E. coli. contendo o vetor pDEST™17-Sub2--K87N. 
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Figura 4.3. Perfil eletroforético em gel SDS-PAGE das amostras após indução da 
proteína recombinante TcSub2 e TcSub2K87N.  Gel de poliacrilamida 13% corado com 
Comassie-Blue. M: marcador de massa molecular. NI: Extrato proteico total de colônia de 
bactéria não induzido. 1 e 2: Extrato proteico total de colônias de bactérias contendo 
pDEST™17-Sub2-selvagem  induzidas. 3 a 5: Extrato proteico total de colônias de bactérias 
contendo pDEST™17-Sub2-K87N  induzidas. A seta indica o local onde a proteína deve 
estar no gel 

 

Depois de confirmada a expressão de TcSub2 e TcSub2K87N foram realizados testes 

para padronização das melhores condições para obtenção da proteína na porção solúvel.  

 

4.1.2.1 Produção da proteína recombinante TcSub2 

  

Neste caso, variações de temperaturas, tempos e densidades óticas de indução foram 

testadas a fim de verificar qual condição era mais favorável para a produção de maior 

quantidade de proteína solúvel. Ao final, a melhor condição de indução da expressão foi da 

cultura em densidade ótica de 0,4, com 0,2mM de IPTG, e incubação por 16 horas a 20 ou 

25°C. Após indução nestas condições, 100ml de cultura das bactérias contendo o vetor 

pDEST™17-TcSub2 foram suspendidas em tampão A adicionado de Lisozima, DNAse e 
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Inibidores de proteases e posteriormente lisadas por sonicação. A fração solúvel foi separada 

da insolúvel por centrifugação e as frações foram analisadas por SDS-PAGE (Figura 4.4).  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.4. Perfil eletroforético das amostras obtidas após indução da expressão de  TcSub2.  
Gel de poliacrilamida 13% corado com Comassie-Blue.  M: marcador de massa molecular. S: Extrato 
proteico total da fração solúvel. I: Extrato proteico total da fração insolúvel. Acima das frações está 
representado a temperatura em que a proteína foi induzida.  

 

A purificação de TcSub2 foi padronizada através da cromatografia em resina de Ni-

NTA em bancada (Figura 4.5) a partir do extrato solúvel proveniente de 1 litro de cultura de 

bactérias induzidas. 
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Figura 4.5. Perfil eletroforético das amostras de frações obtidas durante cromatrografia em 
coluna de níquel para purificação de TcSub2.  A - Gel de poliacrilamida 13% corado com 
Comassie-Blue. B – Western Blot utilizando-se anticorpo α -histidina e revelado com enzima 
fosfatase alcalina, por detecção cromogênica. M: marcador de massa molecular. FT: flow through, L1 
a L5: Lavados, E1 a E3: Eluidos.  

 

Com a metodologia utilizada foi possível obter grau de pureza necessário para os 

ensaios e para conseguir maior quantidade da proteína este protocolo foi então adaptado para 

purificação em larga escala (4L de cultura) em sistema Akta Fast protein liquid 

chromatography (FPLC), utilizando a resina HiTrap Chelating de 1 mL  (GEHealthcare).  

Esta coluna foi utilizada, pois o Ni2+ tem afinidade pela repetição de Histidina que foi 

utilizada como etiqueta na proteína recombinante. A coluna foi então equilibrada com tampão 

contendo 10mM de Imidazol em pH 8. A amostra foi injetada na coluna e devido ao aumento 

gradativo da concentração de Imidazol, chegando a 500mM, pôde ser realizada a eluíção da 

proteína. O Imidazol compete com a ligação da proteína ao metal, liberando assim a proteína 

da resina. A análise das frações foi feita para observar a distribuição de TcSub2 ao longo do 

gradiente, bem como também observar a fração em que TcSub2 está enriquecida, para ser 

utilizada nos ensaios enzimáticos posteriormente. Obtivemos por esta metodologia uma 

quantidade de 10mg de proteína por litro de cultura. O cromatograma  pode ser observado na 

figura 4.6.  
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Figura 4.6. Análise das frações provenientes da cromatografia de TcSub2. A partir de extrato de 
4l de cultura, foi feita cromatografia em resina de níquel com sistema Akta FPLC.FT: fração de 
extrato não ligado na resina; L: Lavados; E: Pico de eluição. 

Todas as frações foram coletadas e então analisadas em gel de poliacrilamida assim 

como por Western Blot, utilizando-se anticorpo α–histidina, para analisar em que fração 

pode-se detectar a presença da proteína de interesse (Figuras 4.7 e 4.8). As frações 20 a 24 

foram transferidas para um único tubo para serem utilizadas nos ensaios. Como pode ser visto 

na figura 4.7, as frações possuem apenas uma proteína de aproximadamente 50 kDA, 

indicando o grau de pureza da proteína. Além disso, foi possível coletar uma quantidade 

suficiente de TcSub2 para que  realizar todos os ensaios enzimáticos e caracterização 

estrutural.  

 

 

 

 

 

Figura 4.7. Análise do Perfil eletroforético em gel SDS-PAGE das frações coletadas da 
cromatografia. Gel de poliacrilamida 13 %. Amostras das frações coletadas foram aplicadas 
seguindo o gráfico obtido após cromatografia em resina de níquel por FPLC.  M: BenchMark 
Protein Ladder (Invitrogen); 9 a 37: Frações da cromatografia,  
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Figura 4.8. Análise por Western Blot  das frações obtidas através de cromatografia em 
resina de níquel por FPLC. Foi utilizado anticorpo α-histidina e e a detecção feita por 
método enzimático de fosfatase alcalina, para detecção cromogênica M: BenchMark Protein 
Ladder (Invitrogen); 11 a 37: Frações da cromatografia. 

 

 4.1.2.2. Produção da proteína recombinante TcSub2K87N 
 

 Para obtenção da proteína recombinante TcSub2K87N, a expressão foi induzida nas 

mesmas condições utilizadas para obtenção da proteína TcSub2. O protocolo foi adaptado 

para purificação em larga escala (4L de cultura) em sistema Akta Fast protein liquid 

chromatography (FPLC), utilizando a resina HiTrap Chelating de 1 mL. O cromatograma 

deste ensaio pode ser observado abaixo na figura 4.9. 

  

 

Figura 4.9.  Cromatograma de TcSub2K87N purificada a partir de4 L de cultura em resina de 
níquel por FPLC, com ênfase no pico de eluição, mostrando a baixa quantidade de proteína.  A 
– Curva total, B – Ênfase no pico de eluição. FT: fração de extrato não ligado na resina; L: Lavados; 
E: Pico de eluição. 

B A 
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O rendimento obtido na purificação da proteína Tcsub2 K87Nfoi inferior ao obtido 

com a proteína selvagem, 0,5mg de proteína por litro de cultura. Ao visualizar o perfil 

eletroforético das frações em gel de acrilamida (Figura 4.10), foi constatado que além de em 

menor quantidade de TcSub2K87N, não foi possível uma purificação ideal visto que existem 

proteínas contaminantes nas amostras eluídas (14-21). Uma explicação para a presença de 

contaminantes seria de que a menor a quantidade de proteína utilizada provavelmente 

impossibilitou a saturação da coluna de Níquel (1ml) e desta forma outras proteínas se 

ligaram a resina e durante a eluição saíram na mesma fração de TcSub2K87N.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.10. Análise do Perfil eletroforético em gel SDS-PAGE das frações da 
cromatografia de afinidade para purificação de TcSub2K87N. Gel de poliacrilamida13 % 
com as frações aplicados correspondentes ao pico do cromatograma M: BenchMark Protein 
Ladder (Invitrogen); 2 a 21: Frações da cromatografia, 18 a 21 correspondem as frações do 
pico de eluição. 

 

 Por isso, iniciamos testes com diferentes condições de indução de TcSub2 K87N para 

obtenção de maior quantidade de proteína solúvel. Modificamos o tempo de indução e a 

densidade ótica da cultura, além da temperatura de indução e cepa de bactéria E. coli . Foram 

realizados os ensaios iniciais com 5ml de cultura e o que apresentou maior quantidade de 

proteína na fração solúvel (Figura 4.11) foi obtido utilizando-se indução em culturas de E. 

coli Bl21 (DE3) PLysS, com densidade ótica inicial de 1,0, adicionando-se 0,5mM de IPTG, 

temperatura de 25ºC por 4 horas.  
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Figura 4.11. Análise do perfil eletroforético por SDS-PAGE das frações provenientes do ensaio 
de otimização da indução da expressão da proteína TcSub2 K87N.  Gel de poliacrilamida 13% 
corado com Comassie-Blue.  M: marcador de massa molecular. 1 a 5: Extratos proteicos totais de 
bactérias E. coli: fração insolúvel, 6 a 10: Extratos protéicos totais de bactérias E. coli: fração solúvel. 
A caixa vermelha sinaliza a o rendimento do ensaio na melhor condição, onde apresentou a maior 

quantidade de proteína na fração solúvel: 25ºC, 4h, D. O. 1,0, 0,5mM de IPTG. 

  

Utilizando a melhor condição estabelecida, realizamos a cromatografia de afinidade e 
troca iônica com 1L de cultura de bactérias. Após realização das cromatografias, as frações 
foram analisadas e foi constatado que a quantidade (3mg por litro) e pureza obtidas eram 
suficientes para os ensaios de bioquímicos e estruturais (Figura 4.12). Foram utilizadas nos 
ensaios as frações 4 a 6. 

 

Figura 4.12. Análise do perfil eletroforético em gel SDS-PAGE das frações da cromatografia de 
troca iônica de TcSub2 K87N. Gel de poliacrilamida 13 % corado com comassie-blue 
correspondentes ao o pico obtido da cromatografia em resina de níquel e troca iônica por FPLC.  M: 
BenchMark Protein Ladder (Invitrogen);  
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 4.1.2.3. Produção da proteína recombinante GFP 

 A proteína GFP, a ser utilizada como controle nos ensaio de atividade ATPase possui 

27 kDa e foi purificada seguindo as mesmas condições utilizadas na purificação de TcSub2. 

A purificação foi realizada em resina de Níquel e obtivemos um rendimento de 30 mg de 

proteína por litro de cultura.  As figuras abaixo mostram o perfil cromatográfico e as frações 

em gel SDS-PAGE. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.13. Cromatograma da purificação de GFP. A partir de extrato de 1L de cultura, foi feita 
cromatografia em resina de níquel com sistema Akta FPLC.FT: fração de extrato não ligado na resina; 
L: Lavados; E: Pico de eluição. 
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Figura 4.14. Análise do perfil eletroforético em gel SDS-PAGE das frações provenientes da 
cromatografia de GFP. Gel de poliacrilamida 13 % corado com comassie-blue as amostras 
correspondentes as frações do do pico do cromatografia após cromatografia em resina de níquel por 
FPLC.  M: BenchMark Protein Ladder (Invitrogen).  

 

4.2 Ensaio de atividade ATPase 

 4.2.1. Estabelecimento de curva padrão de fosfato inorgânico 

Para análise da atividade ATPase de TcSub2 e TcSub2K87N, foi utilizado o kit de 

ensaio de atividade ATPase (ATPase assay Kit – Innova Biosciences) que mede a quantidade 

de fosfato liberada a partir da hidrólise de ATP. Assim, para possibilitar o cálculo da 

atividade ATPase de uma determinada enzima, se faz necessário, a construção de uma curva 

padrão de fosfato inorgânico (Pi) onde é possível estimar a concentração de fosfato em 

função da absorção em 590 nm.  

Por isso, antes de realizar os ensaios enzimáticos com as proteínas recombinantes, foi 

realizada a padronização da curva de fosfato. Para tal, foram utilizadas diferentes 

concentrações de Pi puro, as quais foi adicionado o tampão de detecção fornecido no kit e 

distribuídos nos poços de uma placa de elisa conforme descrito no item 3.9.1. A intensidade 

da absorbância foi medida em leitor de Elisa (Organon Teknika) em comprimento de onda 

igual a 590 nm (Figura 4.15). 

As medidas dos pontos obtidas experimentalmente foram usadas para a construção de 

uma reta para cálculo da regressão linear . Esta reta apresentou o valor do coeficiente de 

determinação da regressão (R2) igual a 0.9971. Esse valor mostra que ao utilizarmos a 

equação y=0,0552x + 0,1816 (onde y é absorbância a 590 nm e x é a concentração de Pi) 
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podemos estimar a concentração de Pi, com base na absorbância do meio de reação. E devido 

a determinante de regressão, esse cálculo pode ser feito com 99,71% de confiança. 

  

 

 

 

 

 

Figura 4.15. Curva padrão de fosfato inorgânico puro e equação da reta.  

 

4.2.2 Ensaio de Atividade ATPase de TcSub2  

Para análise da atividade ATPAse de TcSub2, utilizamos a proteína recombinante  

purificada em uma concentração de 0.3 µM com incubação da reação a 22ºC e com 

concentrações variadas de ATP (0,1mM a 2mM). A concentração de ATP hidrolisado foi 

medido através da concentração de Pi que foi liberada após ação da enzima, conforme gráfico 

anterior. Os parâmetros (concentração da enzima e ATP) foram definidos com base na 

atividade ATPase da ortóloga de TcSub2 em mamíferos, a enzima UAP56 (Shen et. al., 

2007). 

Em bioquímica, cinética de Michaelis-Menten é um dos modelos mais conhecidos da 

cinética enzimática (Figura 4.16). Esse modelo simples assume que um complexo ES 

específico (enzima-substrato) é uma condição intermediária necessária na catálise.  

 

Figura 4.16. Equação de Michaelis-Menten 

A enzima E combina com um substrato S para formar um complexo ES com uma taxa 

constante de k + 1. O complexo ES tem dois destinos possíveis. Ele pode dissociar-se em E e 
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S (taxa constante k-1) ou pode produzir o produto P com uma constante de taxa de k+2. O 

complexo ES pode também ser formado a partir de P e E por meio da reação inversa com 

uma taxa constante k-2. Mas quando o equilíbrio da reação é distante de P (o mais baixo nível 

de energia), a reação inversa é negligenciável (k-2 ~ 0). 

Quando a velocidade inicial (v0) é medida a uma concentração constante de enzima e 

uma concentração crescente de substrato (S), uma representação gráfica da atividade 

(formação de produto por unidade de tempo) versus a concentração de substrato se encaixa 

uma hipérbole de acordo com a fórmula: VMAX*[S]/(K M+[S]). Dois parâmetros (Vmax e Km) 

caracterizam essa hipérbole. A velocidade máxima (Vmax) e a concentração de substrato à 

qual a velocidade inicial corresponde à metade de Vmax.  

A velocidade máxima revela o número de turnover da enzima, que é o número de 

moléculas de substrato que são convertidas em produto por uma molécula de enzima em uma 

unidade de tempo quando a enzima está completamente saturada com substrato. 

O valor do Kcat (constante catalítica) é o número de vezes que cada sítio catalítico de 

uma enzima converte o substrato em produto, por unidade de tempo. Pode ser calculada 

dividindo-se a velocidade máxima pela concentração da proteína. 

O valor de Km tem dois significados. Em primeiro lugar, é a concentração de 

substrato à qual metade dos sítios ativos estão preenchidos, condições de uma catálise 

significativa. Em segundo lugar, Km está relacionado para avaliar a força da ligação ES. 

Quando a taxa de dissociação do complexo ES (k + 2) no produto é muito mais baixa do que 

a dissociação em E e S (k-1), o Km descreve a constante de dissociação do complexo ES, a 

força do complexo. Um valor de Km alto significa fraca ligação do substrato para com a 

enzima, e um valor baixo de Km significa uma forte ligação. 

Para o cálculo de Km e Vmax, da proteína TcSub2 a velocidade inicial de reação em 

diferentes concentrações de substrato foi calculada (Tabela I).  A velocidade foi calculada 

com base na concentração de fosfato liberada (µM) em função do tempo.  
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Tabela 4.1. Velocidade inicial de reação média da proteína TcSub2 em diferentes 
concentrações de substrato.  

Ao transferir estes resultados para um gráfico de duplo-recíproco, pode ser calculada 

então a velocidade máxima (Vmax) da enzima, que neste caso foi de 0,505 µM/min e o 

coeficiente de dissociação (Km), que foi de 0,16 mM (Figura 4.17). Sabendo-se que foi 

utilizado 0,3µM de proteína calculamos o valor do Kcat em 1,6/min. Utilizamos como 

controle negativo uma mistura de todos os componentes da reação sem a presença da enzima 

e todos os experimentos foram realizados em triplicata.  

As proteínas do tipo DEXD/H-box tem valores de Kcat variando de 0.3/min até 

600/min e Km de 0,06 a 1mM (CORDIN et al., 2006), portanto os valores encontrados para 

TcSub2 corroboram com estes dados. O valor da velocidade para a enzima ortóloga de 

humanos UAP56 é de 0,0063µM/min. (SHEN et al., 2007), ou seja, um valor inferior ao 

encontrado para TcSub2. Assim sendo poderíamos inferir que a enzima de T. cruzi hidrolisa o 

ATP mais rapidamente que a de humanos.  

 

Figura 4.17. Gráfico duplo-recíproco demonstrando liberação de fosfato após ação da 
enzima TcSub2 no substrato (ATP).  Vmax e Km puderam ser calculados com base na 
equação da reta. 

[ATP] 

  
0,1 mM 

0,25 
mM 

0,5 mM 1 mM 2 mM 

Vo media 0,199 0,287 0,365 0,464 0,499 
Desvio padrão 0,029 0,038 0,044 0,007 0,060 
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4.3.3. Análise do efeito da mutação K87N na atividade enzimática de TcSub2 

Conforme descrito na literatura, o sitio ATPase é essencial entre os ortólogos desta 

proteína para sua função (CORDIN et al., 2006). Logo, visto que existiu atividade ATPAse 

nos ensaios anteriores, pretende-se aqui verificar se esta atividade enzimática é perdida com a 

mutações deste sítio. Para tal, um novo ensaio foi realizado nas mesmas condições do ensaio 

anterior utilizando-se a proteína TcSub2 mutada na lisina 87 (K87N) conforme descrito no 

item 3.9.2. Par análise comparativa a proteína TcSub2 serviu de controle positivo e a proteína 

GFP de controle negativo. Esta última é uma proteína bem descrita na literatura e 

comprovadamente não possui nenhuma atividade ATPase (PRASHER et al., 1992; 

PRASHER, 1995).  

Após realização do ensaio, foi verificado que diferentemente de TcSub2 selvagem, 

nem a proteína GFP, nem TcSub2K87N apresentaram atividade ATPase, já que a quantidade 

de Pi não aumentou no experimento ao longo do tempo (Figura 4.18).  

.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.18. Gráfico demonstrando liberação de fosfato após ação da enzima selagem, mutada e 
a proteína GFP no substrato (ATP).  A concentração de ATP utilizadas foi de 1µM. 
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4.4. Modificações estruturais associadas à mutação K87N 

Visto a perda de atividade ATPase causada pela mutação, seria relevante  investigar se 

a perda da atividade da enzima foi devido a alterações estruturais e por isso, foram realizados 

experimentos de espectroscopia de Dicroísmo Circular (CD), gel filtração e modelagem 

molecular.  

Através da análise do espectro de dicroísmo circular pode-se verificar o conteúdo de 

estrutura secundária e inferir o enovelamento da proteína recombinante. A sobreposição dos 

espectros de TcSub2 e TcSub2K87N (Figura 4.19) mostram que a substituição do 

aminoácido Lisina por uma Asparagina não resultou em alterações significativas no conteúdo 

de estrutura secundária da proteína. Observa-se uma pequena alteração em comprimentos de 

onda menores que 208 nm, provavelmente devido a alterações locais de estruturas α-hélices e 

alças (coils).  

 

 

Figura 4.19. Gráfico demonstrando experimento de Dicroísmo Circular para avaliar estrutura 
terciária das proteínas TcSub2 selvagem e mutada.  
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Para avaliar se ocorreram mudanças no estado oligomérico da proteína em solução 

decorrentes da mutação K87N, realizamos uma cromatográfica de gel filtração com TcSub2 

selvagem e TcSub2 K87N.  

 A cromatografia de gel filtração é uma técnica amplamente utilizada para a 

purificação e determinação do raio hidrodinâmico de polímeros, copolímeros, nanopartículas 

e proteínas (MORI; BARTH, 1999). Esse método baseia-se na separação das partículas em 

função do seu tamanho e forma. Esse processo de separação ocorre em colunas empacotadas 

com material poroso (poros de vários tamanhos) como sílica gel, gel de poliestireno, grânulos 

de vidro, entre outros (MORI; BARTH, 1999). Moléculas maiores tem maior dificuldade de 

difusão para o interior dos poros do gel e, portanto, são eluídas mais rapidamente pela fase 

móvel (solvente). Já as moléculas menores têm maior facilidade de penetrar nos poros do gel, 

fazendo dessa forma um trajeto mais longo pela coluna e, consequentemente, sendo eluídas 

mais tardiamente.  

Como observado na tabela 2, ambas as proteínas foram eluídas com o mesmo volume 

de eluição e portanto, possuem o mesmo estado oligomérico em solução. Além disso, através 

do volume de eluição foi possível determinar que a proteína encontra-se na forma 

monomérica em solução, uma vez que o volume de eluição da proteína corresponde ao 

volume de eluição de macromoléculas de 49 kDA. É interessante observar que apesar de 

ambas proteínas serem monoméricas, a mutação K87N provavelmente afeta a distância entre 

domínio I e II visto que a molécula possui um raio hidrodinâmico maior que TcSub2 

selvagem, tal fato é evidenciado pelo menor volume de eluição.  

 
Ve 

(mL) 
MW 

(kDA) 
TcSub2 K87N 15,57 44,7 

TcSub2 
Selvagem 

16,08 40,1 

Tabela 4.2. Volume de Eluição e Massa molecular estimada de TcSub2 Selvagem e 
TcSub2 K87N. A Massa molecular foi estimada com base na comparação entre o volume de 
eluição das proteínas em estudo e uma curva de calibração obtida com proteínas que massa 
molecular conhecidas. 

  

 A estabilidade térmica das proteínas selvagem e mutada também foi avaliada 

utilizando-se a espectroscopia de dicroísmo circular. Espectros de CD foram coletados em 

diferentes temperaturas e com o aumento da temperatura, nota-se uma mudança de perfil nas 
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curvas, devido à desnaturação da proteína (Figura 4.20). Através do cálculo da temperatura 

de melting (Tm), temperatura onde 50% da amostra encontram-se enovelada, é possível 

comparar a estabilidade térmica das duas proteínas. Conforme demonstrado na figura 4.20, o 

cálculo da Tm para cada proteína foi obtido e pode-se verificar que a proteína mutada é mais 

estável do que a selvagem, pois apresenta Tm de 55 graus, enquanto a Tm de TcSub2 

selvagem é de 50 graus.  

 

Figura 4.20. Curvas de desnaturação térmica de Tcsub2 selvagem e Tcsub2 K87N. Variou-se a 
temperatura de 20 a 90 graus e detectou-se o sinal de dicroísmo em 222 nm.  

 

 Os espectros de dicroísmo circular mostraram pequena alteração de estrutura 

secundária de TcSub2K87N em relação à TcSub2 selvagem. Além disso, a mutação também 

altera a estabilidade térmica da proteína e pequena modificação no raio hidrodinâmico foi 

observado por cromatografia de exclusão molecular. A fim de investigar quais as possíveis 

alterações estruturais advindas com essa mutação, um modelo tridimensional foi construído 

de Tcsub2K87N e TcSub2.  

 Para que a hidrólise enzimática aconteça, mudanças estruturais acontecem nas 

proteínas DEAD box (Shi et al, 2004) A estrutura de UAP56 humana (pdb id: 1XTJ e IXTI) 

mostra que o loop em vermelho é descolado após a hidrolise de ATP.  A sobreposição 

dessa estrutura com os modelos de TcSub2 e Tcsub2K87N nos mostram que antes da 

hidrolise do ATP, a lisina 87 está posicionado à uma distância de 2.9Å de uma molécula de 

Magnésio (Mg2+) que mimetiza a posição do fosfato gama do ATP que será hidrolisado. 

Após a hidrólise, o posicionamento desta lisina conservada é de 2.9 Å de fosfato beta do ADP 

(Figura 4.21). 
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Figura 4.21. Sobreposição dos modelos estruturais de TcSub2 selvagem e TcSub2 K87N. Loop 

em vermelho modelado com base na estrutura de UAP56 humana anterior a hidrolise de ATP (pdb 

ID: 1XTJ). Loop em azul modelado com base na estrutura de UAP56 humana após a hidrólise de ATP 

(pdb ID: 1XTI). 1- indica posicionamento de K87 anterior à hidrólise de ATP, 2 – indica o 

posicionamento de K87 após a hidrólise de ATP. 

  

 A substituição desse resíduo por uma Asparagina parece atrapalhar o posicionamento 

e ligação de ATP na sua posição correta. Caso o ATP se posicione na mesma posição 

encontrada nas estruturas cristalográficas previamente resolvidas (PDB ID: IXTJ), o rotâmero 

de N87 mais distante de ATP estaria a uma distância de 1.5Å do fosfato beta do ADP. Essa 

proximidade caracteriza uma sobreposição e não é encontrada na natureza devido às forças de 

repulsão de Van der Walls. Portanto, a modificação K87N pode afetar a ligação de ATP e sua 

hidrolise por não permitir seu posicionamento correto no sítio catalítico. 

 

4.5. Influência de RNAs na atividade ATPase. 

A proteína TcSub2 é ortóloga a outras conhecidas RNAs helicases (como a UAP56 de 

humanos, Sub2 de leveduras e Pfu52 de Plasmodium falciparum) que estão envolvidas no 

transporte de RNA mensageiro do núcleo para o citoplasma (KOTA et al., 2008; NEWO , 

2014). Por este motivo, decidiu-se determinar a influência de diferentes tipos de RNAs na 

atividade de TcSub2, visto que existem dados de que essa interação altera a atividade de 

outras ATPases (CORDIN, et al., 2006; SHEN et al., 2004), assim como a afinidade da 

reação de quebra do ATP. Foi realizado então um ensaio similar ao descrito no item 4.2.2, 

acrescentando-se os diferentes tipos de RNAs às reações e calculando a concentração de Pi 

liberado em função do tempo (Figura 4.22). As condições utilizadas neste trabalho foram 
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similares as utilizadas por SHEN et al. em 2007, quando trabalhou com a proteína UAP56, a 

ortóloga a TcSub2 em humanos.  

Conforme a figura 4.22, foi verificado que a adição de RNAs aumenta a quantidade de 

Pi liberado após a ação da enzima. Ainda, constatamos que todos os 3 tipos de RNAs testados 

tiveram um impacto similar na atividade da proteína. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.22. Gráfico demonstrando liberação de fosfato após ação da enzima selvagem na 
presença de 3 diferentes tipos de RNA 

 

4.5.1 Avaliação da interação RNA-TcSub2 

Sabe-se que a estabilidade das proteínas está relacionada à sua energia livre de Gibbs 

durante a desnaturação (∆G), que é temperatura-dependente. Desta maneira, quanto mais alta 

a temperatura, menor a estabilidade proteica (∆G = ∆H - T.∆S), assim, ∆G encontra-se igual 

a zero quando as concentrações da proteína em conformação e desnaturadas são iguais, sendo 

que, neste ponto encontra-se a temperatura de fusão (Tm, melting temperature) (BEADLE, et 

al., 1999). Quando um composto se liga a uma proteína, gera um aumento na energia livre do 

complexo, resultando consequentemente em um aumento da Tm.  

A fim de demonstrar a interação RNA-TcSub2 e verificar se essa interação confere 

maior estabilidade à proteína, foram realizados experimentos de desnaturação térmica na 

presença e ausência dos 3 tipos de RNA utilizados nos ensaios enzimáticos. A sobreposição 

das curvas de desnaturação indicam que TcSub2 interage com todos os RNAs que 
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influenciam positivamente em sua atividade ATPase (Figura 4.23). Essa interação é indicada 

pelo aumento da estabilidade monitorada pelo aumento da Tm. Além disso, parece que a 

força de interação é a mesma visto que o aumento da Tm é similar na presença de quaisquer 

dos três RNAs, conforme demonstrado na figura 4.23. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.23. Gráfico demonstrando experimento de Dicroísmo Circular para avaliar a 
estabilidade da estrutura terciária da proteína TcSub2 selvagem na presença de diferentes tipos 
de RNA. Variou-se a temperatura de 10 a 90 graus. Os diferentes RNAs foram testados na presença 
da proteína TcSub2 e estão distribuídos no gráfico conforme legenda. 

 

Para avaliar se a interação com o RNA resulta em alterações conformacionais de 

TcSub2, um experimento de dicroísmo circular da proteína na presença do RNA foi 

realizado. A sobreposição dos espectros de TcSub2 na presença de RNA obtidos 

experimentalmente com o espectro teórico (resultante do somatório dos espectros de TcSub2 

sozinha e RNA sozinho, ambos obtidos experimentalmente) indica que a associação de 

TcSub2 com RNA não resulta em modificações ao nível de estrutura secundária, visto que as 

curvas são muito similares (Figura 4.24). Pequenas alterações a nível de estrutura do tipo α 

(aumento do sinal em 222 nm) são observadas em TcSub2 na presença de RNA4 (Figura 

4.24C).  
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Figura 4.24. Gráfico demonstrando experimento de Dicroísmo Circular para avaliar 
estrutura secundária da proteína TcSub2 selvagem na presença de diferentes tipos de 
RNA. A linha Azul representa os perfis do RNA sozinho, a linha verde representa a 
deconvolução teórica dos perfis obtidos pela leitura da proteína e do RNA em separado, a 
linha vermelha representa o espectro da proteína e do RNA na mesma amostra. A – RNA 1, 
B – RNA 2, C – RNA 4. 

Para aprofundar os conhecimentos dos mecanismos de interação e ativação de TcSub2 

por RNA é preciso a determinação estrutural e estudos de dinâmica molecular dessa proteína 

na presença de RNAs ou compostos mimetizadores. No entanto, isso poderá ser abordado em 

estudos futuros. É importante ressaltar que esse trabalho é o primeiro a demonstrar que o sítio 

ATPase é essencial para a atividade da enzima TcSub2, sua interação com diferentes tipos de 

RNA bem como o aumento da estabilidade da proteína e também da velocidade de hidrólise 

de ATP na presença de RNA.  
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4.6 Avaliar se o gene TcSub2 tem a mesma função que o seu ortólogo em T. brucei. 
 

Trabalhos anteriores do grupo demonstraram que o silenciamento do gene da proteína 

TbSub2 (ortóloga a TcSub2) por RNAi em T. brucei, era letal ao parasita, pois os após 

72horas não eram mais viáveis e acabavam morrendo. Além disso, foi demonstrando também 

que o mRNAs acumulavam-se no núcleo (SERPELONI et al., 2011), confirmando assim o 

papel desta proteína como componente essencial da exportação de mRNA em tripanossomas. 

Contudo, neste mesmo trabalho foi visto que TcSub2 não complementa a funções de Sub2 

em mutantes de levedura, sugerindo que cada organismos desenvolveu componentes ou 

mecanismos peculiares nesta via.  Assim, mesmo que T.brucei seja mais próximo 

filogeneticamente de T.cruzi, existem diferenças significativas quanto a biologia molecular 

destes parasitas como a utilização da variação antigênica (VSG) para evasão do sistema 

imune do hospedeiro e a síntese de mRNAs por RNA Pol I (RUDENKO, 2011; MAREE; 

PATTERTON, 2014). Sendo assim, a função estabelecida por ensaios em T.brucei , apesar da 

alta conservação de sequência, não pode ser diretamente atribuída para T.cruzi. Logo, a idéia 

desta etapa foi estabelecer um sistema de complementação funcional entre espécies mais 

próximas filogeneticamente. Assim, seria possível avaliar se a expressão do gene de 

proveniente de TcSub2 seria suficiente para reverter o fenótipo causado pelo silenciamento 

do gene de T. brucei, isso além de corroborar com conservação da função entre as proteínas 

de T.brucei e T.cruzi,  também poderia ser usados para avaliar a conservação da função de 

proteínas ortólogas de outras espécies de  Tripanossomatideos e outros grupos de parasitas.  

Para o estabelecimento do ensaio, foi necessária a obtenção da linhagem de T. brucei 

capaz de silenciar o gene ortólogo de TcSub2, além de construir um vetor de 

complementação contendo o gene de T. cruzi. 

 

4.6.1 Obter populações transfectantes de T.brucei para estabelecer os ensaios de 
complementação funcional. 

 

Um clone da cepa 29-13 de Trypanosoma brucei que permite que o parasito silencie o 

gene de TbSub2 havia sido previamente obtido (SERPELONI et al, 2011) no entanto, quando 

usamos este clone, não conseguimos reproduzir os fenótipos decorrentes do silenciamento de 

TbSub2 descritos. Por isso, foi necessário obter novamente da linhagem capaz de induzir 

RNAi para TbSub2. 
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Logo, uma nova transfecção da cepa 29-13 de T. brucei utilizando o vetor p2T7-

177TbSub2a, que confere ao parasito a capacidade de silenciar o gene TbSub2 foi realizada. 

A clonagem dos transfectantes foi feita através da metodologia de Cell Sorting em citometria 

de fluxo. Foram selecionados 9 clones através da adição do antibiótico de seleção 

Fleomicina. Foram testadas diferentes concentrações de fleomicina para seleção, assim, no 

fim, foram obtidos 5 clones cultivados na concentração de 5ug/ml e 4 clones na concentração 

de 10ug/ml.  

 

Uma triagem inicial nestes clones foi realizada induzindo-se o RNAi por 48 horas 

pela a adição de tetraciclina na concentração de 2ug/ml. O silenciamento foi verificado pela 

detecção da proteína TcSub2 através da técnica de imunofluorescência indireta. Como 

visualizado na figura 4.25, os clones 1, 2, 11, 12, 13 e 14 tiveram diminuição considerável na 

fluorescência de TbSub2 após indução de RNAi, como esperado. Contudo os clones 3, 4 e 5 

não apresentaram diferença significativa (dados não mostrados). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Figura 4.25. Análise de imunofluorescencia para avaliar a diferença da expressão de TbSube 
nos clones com RNAi induzido. Anti-corpo utilizado: anti-Sub2 conjugado com alexa 488. NI: 
controle dos clones onde o RNAi não foi induzido. I: Clones adicionados de tetraciclina.  
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Paralelamente, foi realizado um ensaio de Western Blot para confirmar a diminuição dos 

níveis da proteína TcSub2 após indução do RNAi e confirmar a eficiência de silenciamento 

dos clones previamente selecionados por Imunofluorescência (Figura 4.26). 

 

 

 

 

 

Figura 4.26: Perfil de decaimento dos níveis de TcSub2 nos clones transfectados. Diferentes 
clones de parasitas transfectantes forma cultivados em meio contendo ou não tetraciclina. I: amostra 
cujo o RNAi foi induzido por tetarciclina; NI: amostra cujo o RNAi não foi induzido.  Wester blot 
utilizando-se anticorpo α-Sub2 e α-GAPDH revelado com enzima fosfatase alcalina, por detecção 
cromogênica. A proteína GAPDH foi utilizada como normalizadora. 

 

 A partir destes resultados apresentados foi observado que os clones 1, 2 e 11 

apresentaram maior diferença na quantidade de proteína entre a amostras de parasitas com 

RNAI não induzida e induzido. Por isso, estes clones foram selecionados e um novo ensaio 

para obtenção de curva de crescimento após a indução do silenciamento visando a avaliação 

da viabilidade dos parasitos, foi realizado. Para isso, foi feito um inóculo inicial de 5.105 

parasitas por ml com adição de tetraciclina para a indução do RNAi. Esta cultura foi incubada 

ao longo de 96 horas e as contagens de parasitas foi feita a cada 24h. As curvas de 

crescimento dos parasitas induzidos e não induzidos são mostradas na figura 4.27. Como 

pode ser observado, os resultados obtidos com as novas linhagens mostram que indução do 

RNAi afetou a multiplicação do parasitas já após 24h. Este tipo de resultado reproduz o que 

foi obtido anteriormente por Serpeloni e colaboradores (2011).  
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Figura 4.27: Curva de crescimento dos clones transfectados com o vetor p2T7-177RNAi. Linha 
azul culturas não induzidas com tetraciclina. Linha vermelha: culturas induzidas. 

  

O próximo passo, após a obtenção do clone que silenciava o gene da proteína TbSub2 

em T. brucei, foi a construção do vetor de complementação pAD74 contendo a sequência do 

gene de T. cruzi selvagem e da sequência mutada (K87N). Foram realizadas as amplificações 

destes genes por PCR utilizando uma enzima polimerase de alta fidelidade (Taq DNA 

Polimerase Platinum Hi-Fi) e os iniciadores descritos no ítem 3.12. Foram desenhados 

oligonucleotideos “forward” contendo sequência de histidinas para codificar a etiqueta His. 

Como molde foram utilizados o DNA genômico de T. cruzi cepa Dm28c para amplificação 

da sequência do gene selvagem e o vetor pDONR™221TcSub2K87N previamente construído 

como molde para a amplificação do gene mutado. Assim, para cada sequência (selvagem e 

mutada), foram obtidos dois tipos de amplificação, uma com os iniciadores “forward” 

contendo os códons da etiqueta de histidinas e outro sem os códons de histidina. . As 

amplificações foram visualizadas em géis de agarose (Figura 4.28).  
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Figura 4.28. Análise do perfil eletroforético dos produtos de PCR provenientes do gene TcSub2.  
Gel de agarose 1% após coloração com solução de brometo de etídeo.  A – Amplificação da sequência 
contendo os códons da etiqueta de histidina. B- Amplificação da sequência sem a os códons da 
etiqueta de histidina. M: marcador de massa molecular representado em pares de bases. 1: produto de 
PCR correspondente ao gene TcSub2 selvagem,  2: produto de PCR correspondente ao gene TcSub2 
mutado (K87N). 

 

Os produtos amplificados foram utilizados para clonagem em pGEM T-easy. A 

confirmação da clonagem e seleção de alguns clones de bactérias foi realizada conforme 

descrito no item 3.6. Os plasmídeos foram extraídos utilizando-se o Qiaprep
® 

Spin Miniprep 

Kit (QIAGEN). Para analisar a presença do inserto, os plasmídeos foram usados como molde 

em reações de PCR para todos os casos. A confirmação da presença dos insertos está 

demonstrada na figura 4.29. 

 

 

 

 

 

 

 



71 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.29. Análise do Perfil eletroforético dos produtos de PCR para clonagem das sequencia 
selvagem e mutada do gene TcSub2 em vetor pGEM T-easy.  Gel de agarose 1% após coloração 
com solução de brometo de etídeo.  A – Insertos construídos com etiqueta de histidina. B- Inserto 
construído sem a etiqueta de histidina. M: marcador de massa molecular representado em pares de 
bases. 1 e 2: produto de PCR correspondente ao gene TcSub2 selvagem,  3 e 4: produto de PCR 
correspondente ao gene TcSub2K87N. 

  

Após sequenciamento, foi selecionado então um clone de cada um dos 4 clones 

testados (selvagem e K87N/ com ou sem a etiqueta de histidina) e realizada então a digestão 

dos vetores purificados com a enzima Bstz17, para liberação do inserto e posterior clonagem 

no vetor de complementação pAD74. O observado foi que os vetores contendo os insertos de 

TcSub2 anexado a etiqueta de histidina não foram digeridos completamente e não houve 

liberação dos mesmos. Já nos vetores que continham o inserto sem a etiqueta, houve a 

liberação dos mesmos (Figura 4.30). 
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Figura 4.30. Perfil eletroforético dos produtos de PCR para confirmação da digestão dos 
vetores pGEM T-easy, contendo o gene TcSub2.  Gel de agarose 1% após coloração com solução 
de brometo de etídeo.  M: marcador de massa molecular representado em pares de bases. 1: produto 
de PCR correspondente ao gene TcSub2 selvagem sem etiqueta de histidina, 2: produto de PCR 
correspondente ao gene TcSub2 mutado sem etiqueta de histidina, 3 e 4: produto de PCR 
correspondente ao gene TcSub2 selvagem com etiqueta de histidina, 5 e : produto de PCR 
correspondente ao gene TcSub2 mutado com etiqueta de histidina, C: Controle - pGEM T-easy não 
digerido.   

 

Foram realizadas várias tentativas de clonagem do inserto com a etiqueta de histidina 

e com outras etiquetas, porém em nenhuma delas foi possível liberar o inserto após digestão 

das construções em  pGEM T-easy. Dessa forma, os insertos correspondentes as sequências 

sem etiqueta foram utilizados para a clonagem em vetor de complementação pAD74. A 

confirmação dos clones positivos está na figura abaixo (figura 4.31). Todos os clones 

analisados tiveram o inserto amplificado.  
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Figura 4.31. Perfil eletroforético dos produtos de PCR para confirmação da presença do 
gene TcSub2 no vetor pAD74.  Gel de agarose 1% após coloração com solução de brometo de 
etídeo.  M: marcador de massa molecular representado em pares de bases. A: Clones contendo vetor + 
inserto TcSub2 selvagem, B: Clones contendo vetor + inseto TcSub2 mutada. 1 a 8: produto de PCR 
correspondente ao gene TcSub2 provenientes de diferentes clones de bactérias E. coli Dh5α.  

 

 Os vetores foram transfectados em T. brucei cepa 29-13 com a habilidade de silenciar 

o gene TbSub2 conforme o descrito no item 3.7. Além destes o vetor pAD74 contendo o 

vetor sem o inserto (com GFP, confome mapa do vetor) também foi transfectado para ser 

utilizado com controle negativo. Os parasitos foram selecionado com basticidina, resistência 

conferida pelo vetor pAD74. Após seleção dos transfectantes estes foram congelados 

utilizando-se 10% de glicerol em meio LIT suplementado com 30% de SBF. 

  A fim de confirmar se a inserção do vetor de complementação mudaria o perfil de 

crescimento do parasito, realizamos uma curva de crescimento no parasito que continha o 

vetor sem inserto (contendo GFP) e foi verificado que este não atrapalha o crescimento, além 

disso a GFP não altera este fenótipo no parasito após indução com tetraciclina. Assim sendo 
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este transfectante pode ser utilizado como controle negativo nos ensaios de complementação 

funcional (Figura 4.32). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.32: Curva de crescimento dos clones transfectados com o vetor p2T7-177RNAi e com o 
vetor de complementação pAD74 - GFP.  Linha azul culturas não induzidas com tetraciclina. Linha 
vermelha: culturas induzidas. 

 

O próximo passo seria realizar os ensaios de complementação, porém devido aos 

problemas gerados na construção do vetor (não foi possível digerir o inserto contendo a 

etiqueta de histidina, que era prioridade) não foi possível realizar os ensaios a tempo. Porém 

as ferramentas estão prontas e os ensaios serão realizados no intuito de estabelecer um 

sistema de complementação funcional que possa ser utilizado posteriormente para testar 

genes ortólogos de outros tripanosomatídeos e assim tentar estabelecer um padrão entre estes 

organismos. 
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5. DISCUSSÃO 

 

A ausência de controle gene-específico durante a transcrição em tripanossomatídeos 

torna os eventos pós-transcricionais importantes para a regulação da expressão gênica nestes 

organismos. Dentre as etapas pós-transcricionais, a exportação de mRNA do núcleo para o 

citoplasma ainda é carente de informações quanto ao seu mecanismo. Há poucas evidências 

funcionais sobre proteínas envolvidas neste evento e muitos dos dados publicados estão 

relacionados com estudos apenas em organismos-modelo (KÖHLER; HURT, 2007). Em 

tripanosomatídeos ainda não se tem estudos desvendando os processos pelo qual o mRNA 

maduro consegue atravessar a membrana nuclear. As várias diferenças na expressão gênica 

destes organismos nos leva a acreditar que o processo de exportação de mRNA também tenha 

suas peculiaridades quando se comparado ao dos outros eucariotos. Levando isto em 

consideração, este estudo teve como objetivo estudar a função e estrutura de TcSub2, uma 

proteína essencial para exportação de mRNA em tripanosomatídeos e altamente conservada 

ao longo da filogenia de eucariotos (SERPELONI et al., 2011).  

A proteína TcSub2 é uma proteína RNA helicase da família DEAD box. Esta família 

é formada por proteínas que normalmente utilizam ATP como fonte de energia. Por isso o 

primeiro passo foi verificar se a proteína TcSub2 tinha este sitio ATPse funcional. Para tanto, 

foram realizados ensaios de atividade com o auxílio do kit ATPase Kit Assay (Innova 

Biosciences), que mede a liberação de fosfato via reação colorimétrica, quando é misturada a 

proteína e ATP. Constatamos que a proteína TcSub2 tem seu domínio ATPase funcional com 

velocidade máxima de ação de 0.505µM/min, coeficiente de dissociação (Km) de 160µM e o 

valor de turned over (Kcat) de 1,6/min. O valor de Km, nos mostrou a afinidade que a 

proteína tem pelo substrato (ATP), representando a concentração de substrato à qual metade 

dos sítios ativos estão preenchidos, consequentemente, onde a velocidade da reação é igual a 

metade de Vmax. Além disso, o Km está relacionado para avaliar constantes de dissociação. 

Quando a taxa de dissociação do complexo ES (k + 2) no produto é muito mais baixa do que 

a dissociação em E e S (k-1), o Km descreve a constante de dissociação do complexo ES, a 

força do complexo.  Sendo assim, quanto maior o valor de Km, menor afinidade da enzima 

pelo substrato. A afinidade de TcSub2 por ATP pode ser considerada alta, quando comparada 

a outras proteínas dentro da família DEAD box, como por exemplo,  a proteína humana p68, 

que possui um Km de 1000 µM (IGGO; LANE, 1989) e do fator de tradução eIF4A que 

possui um Km de 470 µM (BLUM et al., 1992), ou outras proteínas que não helicases como  

a β-galactosidase, cujo o substrato é a Lactose que tem um Km de 224 µM (HELD, 2007).  
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As helicases da família DEAD box possuem um Km variando de 80µM a 1mM e um Kcat 

variando de 0,3 (ROGERS et al., 1999; ROGERS et al., 2001) a 600/min (CORDIN et al., 

2004), portanto os valores encontrados para TcSub2 estão de acordo com o que já foi descrito 

na literatura para proteínas desta família. A velocidade máxima da reação catalisada pela 

enzima TcSub2 é alta com relação aos outros membros da mesma família de proteínas, visto 

que o valor da velocidade para a enzima ortóloga de humanos UAP56 é de 0,0063µM/min e 

valor do Kcat na presença de ATP em associação com o RNA é de aproximadamente 0,3/min 

(SHEN et al., 2007), ou seja, valores inferiores ao encontrado para TcSub2 (505µM/min e 

1,6/min)  . Assim sendo poderíamos inferir que a enzima de T. cruzi hidrolisa o ATP mais 

rapidamente que a sua ortóloga em humanos. Além disso, o valor de Kcat encontrado para 

UAP56 na presença de RNA além do ATP é de 0,25/min (SHEN et al., 2007), similar ao 

descrito para eIF4A (0,3/min) (ROGERS et al., 1999; ROGERS et al., 2001) e também 

inferior ao encontrado para a proteína de T. cruzi.  

 TcSub2 é uma proteína de ligação a RNA dependente de ATP. Quando foi analisada a 

cinética da reação da enzima TcSub2 na presença de diferentes tipos de RNA, foi verificado 

que a proteína não é estimulada preferencialmente por nenhum dos tipos de RNAs testados. 

Na literatura, com a exceção de DbpA (que deve estar envolvida na montagem da subunidade 

maior do ribossomo em bactérias) e proteínas relacionadas (FULLER-PACE et al, 1993;. 

KOSSEN; UHLENBECK, 1999), não existe relato de alguma proteína helicase da família 

DEAD box que seja especificamente estimulada por um tipo de RNA (CORDIN et al., 2007). 

No presente trabalho, usamos como base para execução do ensaios os mesmos parâmetros e 

sequências de RNAs descritos nos ensaios publicados para UAP56 (SHEN et al.,2007) e os 

resultados encontrados para a proteína UAP56, corroboraram com os descritos aqui, onde não 

foram encontrados RNAs específicos que alterem consideravelmente a atividade ATPase.  De 

modo geral, a presença de qualquer dos RNAs testados neste trabalho contribuíram para um 

sensível aumento da velocidade da enzima, sendo este de até 40% da atividade enzimática.. 

Estes mesmos resultados foram encontrados por outros grupos, porém o grau de aumento 

desta atividade devido a ligação ao RNA entre as proteínas desta família parece variar, de 

proteína para proteína. Cordin e colaboradores em 2004 demonstraram que a presença de 

RNA aumenta a atividade enzimática de Ded1, que é um fator de iniciação de tradução e 

Rocak e colaboradores em 2005 demonstraram essa mesma alteração na proteína Has1, que 

está envolvida na maturação de RNA ribossomal. Da mesma forma, para a proteína UAP56 a 

adição do RNA na reação causou uma diferença ainda maior na sua atividade enzimática, que 

foi aumentada em até 20 vezes (SHEN et al, 2007). Isto é bastante interessante pois essa 

análise comparativa entre as proteínas TcSub2 e UAP56 mostra que TcSub2 possui maior 
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afinidade ao substrado ATP do que a UAP56 e por outro lado, que a atividade ATPase de 

UAP56 é bastante influenciada pela presença de RNA. Na presença de 50uM de RNA, a 

velocidade máxima da reação catalisada por UAP56 é 3,8 vezes menor que a velocidade 

máxima da reação catalisada por Tcsub2.  

 Vale lembrar que nem todas as proteína da família DEAD box são estimuladas por 

RNA. Surpreendentemente, foi encontrado que Dbp9 é inibida pela presença de RNA e 

estimulado por DNA (KIKUMA et al., 2004). Esta proteína é necessária na biogênese da 

subunidade 60S do ribossomo (DAUGERON et al., 2001), porém os autores discutem que 

estes resultados precisariam ser confirmados e analisados no contexto biológico. A presença 

de cofatores e diferentes parceiros também podem contribuir para a atividade ATPase destas 

enzimas.  No entanto no caso da família DEAD box parece haver uma relação direta entre a 

atividade ATPase e o estabelecimento de diversas interações proteína-proteína e proteína-

RNA.   

Os tripanosomatídeos, incluindo o T. cruzi, possuem grandes diferenças em seus 

mecanismos de expressão gênica, por exemplo, utilizam o trans-splicing para processar seus 

mRNAs ao invés do cis-splicing utilizado pela maioria dos eucariotos, e essas diferenças em 

eventos moleculares poderia justificar papéis diferentes entre as proteínas TcSub2 e UAP56, 

apesar da similaridade de sequência de aminoácidos entre essas proteínas ser de 69% .  

 A família DEAD box possui várias regiões consenso. Dentre elas, o motivo I, 

localizado no domínio I é responsável pela ligação ao ATP. Esse motivo possui uma 

sequência de aminoácidos muito conservada ao longo de toda a filogenia (DE LA CRUZ et 

al., 1999). Essa conservação pode refletir a conservação na atividade ATPase. Shen e 

colaboradores em 2007 realizaram uma mutação neste sítio de UAP56 (K97N) e constataram 

a perda da função ATPase da enzima, como verificamos que este domínio é muito 

conservado em TcSub2 (K87) nosso grupo com o interesse de verificar se mutações nesse 

sítios poderiam abolir a atividade ATPase da proteína de T.cruzi, realizou uma mutação em 

TcSub2 no mesmo local. Foi então, da mesma forma que nas análises de UAP56, realizada a 

substituição de um nucleotídeo que modificou o códon de um aminoácido Lisina para uma 

Asparagina na posição 87 da sequência de aminoácidos da proteína TcSub2 (K87N). A 

proteína mutada TcSub2K87N foi purificada e ensaios de atividade enzimática mostraram 

que a mutação causou perda da atividade ATPase. Esse resultado não é surpreendente, visto 

que o mesmo aconteceu para outras proteínas da família DEAD box que tiveram este mesmo 

aminoácido modificado: UAP56, DbpA, eIF4A, Ded1 (SHEN et al. 2007; BLUM et al., 

1992; PUGH et al., 1999, CORDIN et al., 2004). Logo, isso reforça a conservação dos 

resíduos do sítio ativo e sua importância para a atividade da proteína TcSub2.  
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Enzimas que tem suas sequências de aminoácidos alteradas podem apresentar 

modificações na sua estrutura terciária, impossibilidade de fazer interações com outras 

moléculas (estrutura quaternária), além de poderem perder afinidade ao seu substrato levando 

a perda de sua função. Além disso, proteínas recombinantes são produzidas em organismos 

diferentes do natural, o que poderia afetar o enovelamento correto de proteínas. O Dicroísmo 

circular (CD) na região espectral UV distante é provavelmente a técnica mais amplamente 

reconhecida na aplicação da espectroscopia de absorção polarizada para o estudo das 

biomoléculas e por isso, pode ser aplicada para verificar o correto enovelamento de proteínas 

e assim averiguar alterações na estrutura terciária das proteínas causadas por uma mutação 

realizada sinteticamente (BEROVA, et al., 2000; GOZDEK et al., 2007; NAYAK et al., 

2013) ou pela expressão heteróloga. Por isso, este ensaio foi utilizado para comparar o 

conteúdo de estrutura secundária de TcSub2 e TcSub2K87N e assim verificar se a produção 

em bactérias E. coli poderia ter alterado o enovelamento das proteínas assim como se a 

ausência de atividade por TcSub2K87N é resultante de alterações estruturais induzidas pela 

mutação. Os resultados mostram que ambas as proteínas apresentavam espectro de dicroísmo 

circular condizente com estruturas ricas em α-hélices, o que nos indica o seu correto 

enovelamento. Portanto, essas análises foram importantes para constatar que apesar de 

TcSub2 ter sido expressada em um organismo procarioto, a estrutura da proteína é muito 

provavelmente similar à proteína nativa. Além disso, foi possível verificar que apesar da 

mutação realizada no sítio de ligação ao ATP, a proteína TcSub2K87N manteve sua estrutura 

terciária muito similar a proteína selvagem. Sendo assim, a alteração do aminoácido em 

questão não resultou em perda da estrutura terciária da proteína e sim em alterações locais no 

sítio ativo, que provocaram a perda da sua função.   

 Para tentar elucidar esta hipótese foi realizada uma modelagem molecular das 

proteínas TcSub2 e TcSub2K87N, o observado foi que antes da hidrolise do ATP, a lisina 87 

está posicionada à uma distância de 2.9Å de uma molécula de Magnésio (Mg2+) que 

mimetiza a posição do fosfato gama do ATP que será hidrolisado. Já quando verificamos a 

modelagem da proteína mutada, constatamos que o rotâmero de N87 mais distante de ATP 

estaria a uma distancia de 1.5Å do fosfato beta do ADP. Assim a substituição desse resíduo 

por uma Asparagina parece atrapalhar o posicionamento e ligação de ATP na sua posição 

correta, caso o ATP se posicione na mesma posição encontrada na estruturas cristalográfica 

previamente resolvidas (PDB ID: IXTJ). Essa proximidade caracteriza uma sobreposição e 

não é encontrada na natureza devido às forças de repulsão de Van der Walls. Portanto, a 

modificação K87N pode afetar a ligação de ATP e sua hidrolise por não permitir seu 

posicionamento correto no sítio catalítico. Na proteína UAP56, o resíduo de Lisina está 
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localizado na posição 95, e devido a resolução da sua estrutura cristalizada sabe-se que os 

átomos de oxigênio do fosfato do ATP/ADP fazem 3 ligações de hidrogênio com os grupos 

amida de Gli-92, Gli-94, Lis-95. Além disso, átomo O2 do fosfato faz uma ligação adicional 

com o nitrogênio (N) do grupamento amida da Lis 95 (SHI et al., 2004), estas ligações 

também foram observadas emPrp5p (proteína envolvida no splicing) (ZHANG et al., 2013). 

Se pensarmos na importância da posição do átomo N, poderemos inferir que a modificação 

por uma Asparagina, no local onde deveria ser uma Lisina, corrobora com o que encontramos 

na modelagem molecular, pois este átomo está localizado em posição diferente na 

Asparagina, o que faria com que a dinâmica de ligação ao ATP/ADP seja modificada e não 

seja eficiente. Este resultado acrescido da constatação que a estrutura terciária da proteína 

mutada não é alterada corroboram com a hipótese de que a perda da atividade ATPase é 

devido a alterações nas interações realizadas pelo sítio da proteína com o substrato ATP. 

Para avaliar a estabilidade da proteína, existem métodos baseados em desnaturação 

térmica que são cada vez mais utilizados para estudar isso, além de rastrear condições que 

possam estabilizar proteínas, identificando possíveis ligantes (RICHARD et al., 2006; 

VEDADI et al., 2006; CROWTHER et al., 2009).  Por isso utilizamos espectros de CD 

coletados em diferentes temperaturas para avaliar a estabilidade térmica das proteínas. Foi 

possível verificar que mutação não alterou a estabilidade de TcSub2, na verdade a proteína 

contendo a mutação tem maior estabilidade do que a selvagem. É bem conhecido que são 

várias as forças que contribuem para a estabilidade de uma proteína e as interações que 

contribuem para o maior empacotamento (ROSE; WOLFENDEN, 1993; LAZARIDIS et al., 

1995). Dentre elas, interações hidrofóbicas, interações de Van der Wals e pontes de 

hidrogênio são as ligações que mais contribuem para a estabilidade da proteína (Pace et al., 

2014), além disso grupos –OH, mesmo que não estejam formando pontes de hidrogênio 

também fazem considerável contribuição (PACE et al., 2001). Trocamos um aminoácido 

Lisina (Lys ou K) por uma Asparagina (Asn ou N). Os dois aminoácidos são polares, porém a 

Asparagina possuí um sítio a mais que fica disponível para formar pontes de hidrogênio e isto 

poderia justificar então a maior estabilidade térmica da proteína TcSub2K87N (Figura 5.1). 
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Figura 5.1. Representação esquemática dos aminoácidos Lisina e Asparagina. No 

círculo vermelho estão apontados os átomos da cadeia lateral capazes de fazer ligação de 

hidrogênio. 

 

 

Vários grupos utilizam a técnica de CD também para verificar possíveis interações 

entre proteína-ligante, determinando em qual estado a proteína está mais estável (SCHÖN et 

al., 2006; CORDEIRO  et al., 2001). Quando foi verificada a estabilidade da proteína TcSub2 

na presença dos diferentes RNAs, observamos que em todos os casos, a presença do RNA fez 

com que a proteína perdesse estrutura terciária a uma temperatura maior, ou seja, reflexo do 

aumento de sua estabilidade . Isso acontece pois a estabilidade de uma proteína é  maior 

quando ela está complexada com o seu ligante (PANTOLIANO et al., 2001). Além disso, 

este resultado também mostrou que a alteração na estabilidade da proteína não depende do 

tipo RNA utilizado. Neste caso, quaisquer dos RNAs testados contribuiu na mesma 

proporção para o aumento da estabilidade de TcSub2.  Logo este fato complementa o 

resultado observado nos ensaios de atividade ATPase de que a enzima não tem preferência 

por tipos ou sequências de RNAs para sua função. Foi possível verificar que a sobreposição 

dos espectros de TcSub2 na presença de RNA obtidos experimentalmente com o espectro 

teórico (resultante do somatório dos espectros de TcSub2 sozinha e RNA sozinho, ambos 
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obtidos experimentalmente) não apresentou diferença, sugerindo que a associação de TcSub2 

com RNA não resulta em modificações em nível de estrutura secundária, visto que as curvas 

ficaram muito similares. Contudo, uma pequena alteração na estrutura tipo α foi observada na 

curva de TcSub2 com o RNA4. Para tentar elucidar o motivo da alteração precisaria ser 

determinada a estrutura de TcSub2 na ausência e presença do RNA, já que as técnicas usadas 

nesse trabalho não possuem resolução para tais interpretações e não é bem determinado a 

forma como estes diferentes RNAs se ligam ao sítio de ligação em TcSub2. 

Os dados obtidos in vitro tem sugerido que Tcsub2 tenha atividade diferentes de seus 

homólogos, mas para elucidar o papel exato da proteína na via de exportação de mRNA, são 

necessários mais estudos funcionais, que abordem a função da proteína completa e não 

apenas o sítio ATPase. Após a confirmação de que TcSub2 hidrolisa ATP e interage com 

diferentes RNA, é lógico pensar que o domino desta proteína é essencial em 

tripanosomatídeos para prover uma fonte alternativa de energia na via que transporta mRNA 

através do complexo TREX, já que é bem conhecido em outros eucariotos que a via de 

exportação de mRNA não utilizada RanGTP e sim ATP. Além disso, com base nos estudos 

prévios do grupo realizados por Serpeloni e colaboradores em 2011, TcSub2 é essencial para 

a exportação de mRNA localizada em sítios onde ocorrem a transcrição pela RNA pol II, 

polimerase responsável pela síntese da maioria dos mRNA. Visto isso, seria razoável pensar 

que em tripanosomatídeos TcSub2, assim como as proteínas homólogas de outros eucariotos,  

possa também estar envolvidas neste mecanismo provendo uma fonte de energia para que 

este processo ocorra, assim ensaios funcionais in vivo poderiam ajudar a sustentar esta ideia.  

Como citado anteriormente, a função da proteína ortóloga de UAP56/Sub2 em 

tripanosomatídeos foi confirmada através de ensaios in vivo de RNAi em T.brucei (TbSub2), 

onde a diminuição da expressão da proteína causou o acúmulo de mRNA no núcleo com 

consequente morte do parasita  (SERPELONI et al, 2011). Portanto, um ensaio de 

complementação funcional, inserindo-se o gene de T. cruzi (TcSub2) para reverter o fenótipo 

causado pelo RNAi de TbSub2 forneceria uma metodologia adequada para verificar se as 

duas proteína teriam a mesma função, visto a possibilidade de  avaliar atividade da proteína 

em um contexto celular. Adicionalmente, os ensaios de complementação poderiam ser feitos 

com a proteína mutada em diferentes motivos, tornando este um ensaio apropriado para 

dissecar os fatores essenciais para atividades desta proteína no contexto celular.   

Logo, a técnica de RNAi é uma metodologia que vem sendo bastante utilizada como 

em análises de genética reversa (FRASER et al., 2000; MORRIS et al., 2002; Kamath et al., 

2003; PFLANZ et al., 2015). Da mesma forma, ensaios de complementação funcional podem 

ajudar a entender a função de uma proteína pois visam avaliar se expressão de uma 



82 

 

determinada proteína consegue restaurar o fenótipo causado pelo nocaute de um gene de 

função semelhante,  como comumente utilizado em leveduras (YADAV et al., 2014; WANG 

et al., 2014). Este tipo de ensaio também pode ser feito em tripanossomatídeos, e neste caso 

visa então restaurar o fenótipo de silenciamento de um gene após indução do RNAi, 

(RUSCONI et al., 2005; PEDROSA et al., 2002).  

Sendo assim, um dos objetivos deste trabalho seria estabelecer um ensaio de 

complementação funcional para estudo da função de Sub2 em tripanossomatídeos. Um dos 

motivos que nós levou a investir neste tipo de abordagem foi o fato de que apesar de serem 

organismos filogeneticamente relacionados, alguns mecanismos genéticos são bastante 

diferentes, como por exemplo, a presença maquinaria de RNAi apenas em T. brucei  e não 

em T.cruzi  (KOLEV et al., 2011; DAROCHA et al., 2004) ou a presença de mecanismos de 

regulação transcricional de proteínas de superfície (VSGs) (MANNA et al., 2014) para 

evasão do sistema imune em T. brucei  que não existe em T.cruzi. Por isso, não podemos 

inferir diretamente que as duas proteínas tem a mesma função nestes dois organismos. De 

fato, alguns trabalhos anteriores já demonstraram que proteínas com sequência similares 

nestes dois organismos (T. cruzi e T. brucei) não apresentavam a mesma função (RUSCONI 

et al., 2005). Dessa forma estes ensaios de complementação ajudariam a confirmar a função 

desta proteína em T. cruzi, já que o nocaute não foi viável inviabilizando avaliar o fenótipo 

causado pela perda da proteína no próprio organismo. Além disso, como mencionado acima, 

este tipo de ensaio poderia ser usado em análises de regiões essenciais da proteína. Outra 

utilidade seria a avaliação da conservação de função de genes de outras espécies de parasitas. 

De modo geral, ensaios de complementação funcional envolvendo organismos 

filogeneticamente próximos, poderia ajudar a ampliar contribuição desta abordagem no caso 

de estudos de vias e mecanismos mais específicos de parasitas, pois  apesar de levedura ser 

um organismo modelo e bem apropriado para esta abordagem, ele é filogeneticamente 

divergente de muitas espécies de parasitas o que dificulta seu uso para análises mais 

detalhadas  na identificação de componentes de uma via. Esse, foi o caso por exemplo da 

própria Sub2 (ortóloga a UAP56 e TcSub2), pois quando foi realizado ensaio de 

complementação  funcional com a expressão do gene de TcSub2 em uma cepa de levedura 

nocaute de Sub2, não foi possível restaurar o fenótipo letal. 

Assim, para estabelecer esta abordagem de complementação funcional em 

tripanosomatídeos, primeiro avaliamos a similaridade da sequência alvo do gene de T. brucei. 

com a sequência correspondente do gene de T. cruzi. Neste caso, verificamos que a região 

alvo de T. brucei possue identidade de 80% com a sequência do gene de T.cruzi e de acordo 

com trabalhos anteriores (RUSCONI et al., 2005), esta diferença seria suficiente para que a 
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maquinaria de RNAi de T. brucei não reconhecesse o mRNA codificado pelo gene de T. cruzi 

e assim apenas o mRNA alvo codificado pelo gene de T. brucei seria degradado pela . 

Posteriormente, partirmos para a etapa de obter uma linhagem de T. brucei capaz de 

reproduzir o fenótipo letal e de acúmulo de mRNA no núcleo após o silenciamento da 

proteína TbSub2 como publicado anteriormente por Serpeloni e colaboradores em 2011. Vale 

ressaltar que a linhagem obtida neste trabalho não pode ser usadas . por algum motivo, não 

foi possível reproduzir os experimentos com essa linhagem. Com isso, foi preciso gerar nova 

linhagem para o objetivo proposto.  

 Enfim, foi possível obter a linhagem dos parasitos T. brucei 29-23-RNAi, contendo os 

vetores pAD74TcSub2, pAD74TcSub2K87N ou pAD74GFP. Após transfecção do vetor para 

expressão do RNA dupla fita, os parasitos foram selecionados e clonados. Análises tipo 

Western Blot foram executadas com amostras de diferentes clones para verificar e quais 

clones a indução do RNAi foi eficiente, causando a diminuição dos níveis da proteína alvo. 

No fim, um dos clones com maior eficiência no silenciamento foi escolhido para uso nos 

ensaios futuros. Um curva de crescimento obtida com este clone, mostrou que após 48horas 

de indução com tetraciclina, os parasitos morreram, reproduzindo assim o fenótipo letal 

obtido anteriormente por Serpeloni e colaboradores em 2011. Posteriormente, esta linhagem 

foi transfectada com o vetor de complementação contendo o gene GFP (pAD74GFP) para 

gerar uma linhagem controle. Após seleção desta linhagem, foi realizado um ensaio de 

indução de RNAi a fim de verificar se o vetor sozinho poderia interferir no fenótipo obtido 

anteriormente após a indução do RNAi. Foi observado que sem indução com tetraciclina os 

parasitos contendo o vetor de complementação sem TcSub2 se dividiram normalmente e ao 

serem induzidos com tetraciclina os parasitos morreram. Isso prova que o vetor escolhido 

para a complementação pode ser utilizado como controle negativo e que o vetor por si só não 

muda o fenótipo obtido com o silenciamento do gene TbSub2. Assim, a linhagem de RNAi 

foi transfectada então com  o vetor de complementação pAD74TcSub2 e 

pAD74TcSub2K87N e os parasitos foram selecionados com antibiótico apropriado. Com 

estas linhagem, pretendemos realizar os ensaios de complementação funcional, para analisar 

se ocorrerá o acúmulo do mRNA no núcleo e morte dos parasitos ou se a expressão do gene 

de T. cruzi será suficiente para reverter o fenótipo causado pelo silenciamento do gene de T. 

brucei. Esses resultados além de nos fornecer a prova de princípio desta abordagem, nos 

ajudará a confirmar que a função do gene em T.cruzi está conservada. E futuramente, esta 

abordagem será utilizada para análises funcionais mais detalhadas desta proteína e de outras 

da via, como exemplificado mais acima.  
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6. CONCLUSÕES 
 

� A determinação da atividade APTase da proteína TcSub2, nos permitiu confirmar 
que este sítio, característico das proteínas helicases da família DEAD box é 
funcional nesta proteína. Também foi possível determinar que ela tem velocidade 
alta de ação em relação a outras proteínas da família.  
 

� A presença de RNA na reação causou um aumento da velocidade de ação de 
TcSub2, no entanto, a sequência de RNA não alterou os valores determinados. Ou 
seja, a ligação de RNA melhora a atividade da proteína, no entanto, a alteração 
não é específica da sequência do RNA.  
 

� A mutação realizada em TcSub2 no sítio ATPase, gerando TcSub2K87N, 
acarretou a perda da função de hidrólise de ATP da proteína, comprovando que a 
região em que foi feita a mutação é o sítio ativo da proteína. 

 
� O experimento de Dicroísmo Circular mostrou que a mutação realizada em 

TcSub2 não levou a perda da estrutura terciária, mas aumentou a estabilidade da 
proteína . 

 
� O teste de estabilidade (desnaturação por temperatura) mostrou que a proteína 

TcSub2 é mais estável quando ligada RNA, independente da sequência do RNA.  
 
� A modelagem molecular de TcSub2 e TcSub2K87N mostrou que a substituição 

do resíduo de Lisina por uma Asparagina modificou o sítio ativo de tal forma que 
o ATP não pode mais se posicionar da mesma forma que em TcSub2 ao menos 
que modificações estruturais aconteçam.  
 

� Foi possível obter a cepa de T. brucei 29-14 RNAiTbSub2, transfectada com os 
vetores de complementação pAD74TcSub2, pAD74TcSub2K87N e pAD74GFP 
que serão utilizados para futuros ensaios de complementação funcional. 
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